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1 Einleitung

1.1 Sauerstoffmessung im Organismus

Die Zellen und Gewebe des Kdorpers sind auf eine kontinuierliche Versorgung mit
Sauerstoff angewiesen. Bei Sauerstoffmangel (Hypoxie) kénnen sie nur kurze Zeit
Uberleben. Daher ist es von allergrosster Bedeutung, dass im Organismus Sensoren
vorhanden sind, die laufend den aktuellen Gehalt an Sauerstoff im arteriellen Blut
und in der eingeatmeten Luft bestimmen und die Atemtatigkeit daran anpassen.
Sauerstoffsensoren missen eine Hypoxie schnell erkennen und in ein neuronales
Signal Ubersetzen. Im Atemzentrum der Medulla oblongata entsteht dann der Befehl
zur vertieften und beschleunigten Atmung, um das Sauerstoffdefizit auszugleichen.
Die Sensorzellen bendétigen Ubertragungsstoffe (Transmitter) zur Weitergabe der
Information ,Hypoxie* auf afferente Neurone. Transmitter werden in der Regel in der
Zelle synthetisiert, in Vesikeln aufgenommen und gespeichert. Bei einem
entsprechenden Reiz (hier Hypoxie) werden die Transmitter mittels Exozytose
freigesetzt. Transmitter kommen im ganzen Korper vor: bei der Ubertragung eines
Signals von Neuron auf Neuron oder Muskelzelle, im Magen-Darm-Trakt, in
Sinneszellen etc. Sie kdnnen erregende (exzitatorische) oder hemmende
(inhibitorische) Wirkung haben, je nach Typ, Wirkungsort und Konzentration.
Beispiele fur Transmitter sind Acetylcholin, Noradrenalin und Adrenalin, Glutamat,
Serotonin, GABA, Glycin, Dopamin und Histamin.

Transmitter binden an der Zielzelle und I6sen dort eine Kette von Reaktionen aus. Im
Nervensystem andert sich dadurch das Membranpotential. In der Folge werden
elektrische Signale ausgeldst, Gber die schnell und effektiv Informationen im
Nervensystem weitergeleitet werden. Im Falle des Glomus caroticum wird durch die
Bindung eines Transmitters ein Signal im Carotis Sinus Nerv induziert, der die

Information zum Atemzentrum im Gehirn weiterleitet.
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1.2 Das Glomus caroticum

Als wichtigster Sauerstoffsensor im Kérper der Saugetiere und des Menschen liegt
das Glomus caroticum an einer strategisch gunstigen Stelle: an der Aufgabelung der
Halsschlagader, Arteria carotis communis, die sich in die Arteria carotis interna und
Arteria carotis externa verzweigt. So wird der Sauerstoffgehalt im arteriellen Blut auf
dem Weg zum Gehirn standig Gberwacht. Das Glomus caroticum enthalt neben den
eigentlichen Sensorzellen (Typ | Zellen) auch Glia- oder Stutzzellen (Typ Il Zellen).
Ausserdem ist das Glomus caroticum reich an Kapillaren und an Dendriten des
Carotis Sinus Nervs.

Dendrit des Carotis

Sensorzelle Sinus Nervs

Blutgefal}

Glia-/Stitzzelle

Abbildung 1-1: Aufbau eines Glomus caroticum
Neben den eigentlichen Sensorzellen (Typ | Zellen) besteht das Glomus caroticum aus
Glia- oder Stutzzellen (Typ Il Zellen). Die Sensorzellen stehen in engem Kontakt zu

Dendriten des Carotis Sinus Nervs. Daneben ist das Glomusorgan reich an Blutgefassen.

Das Glomus caroticum kann neben den Partialdricken von Sauerstoff und
Kohlendioxid auch Glucose sowie den pH-Wert messen und in ein Signal umsetzen
[37]. Wie die Sensorzellen den Sauerstoff messen, ist noch weitgehend unbekannt.
Ein interessanter neuer Mechanismus wurde kurzlich beschrieben. Dabei dient eine
bestimmte Hamoxygenase zusammen mit Calcium-abhangigen Kaliumkanalen (BK-

Kanalen) als molekularer Sauerstoffsensor [51]. Die nachfolgenden Reaktionen sind
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weit besser untersucht: die Sensorzellen des Glomus caroticum depolarisieren durch
Hemmung der BK-Kanéle und es 6ffnen sich spannungsabhangige Kalziumkanéle.
Dadurch steigt der intrazellulare Kalziumspiegel an und mittels Exozytose werden in
Vesikeln gespeicherte Neurotransmitter freigesetzt [31]. Nach gangiger Meinung
handelt es sich dabei um Dopamin, ATP und Acetylcholin [46, 52]. Die Transmitter
induzieren ein elektrisches Signal im Carotis Sinus Nerv und im Atemzentrum wird

die Atemtatigkeit entsprechend geregelt.

*

Dendrit

e ©0° o Transmitter

Abbildung 1-2: Signalweitergabe zwischen Sensorzelle und Carotis Sinus Nerv

Wenn die Sensorzelle tber einen bisher nicht genau bekannten Mechanismus das Signal
»Hypoxie* misst, werden Uber eine Kaskade von Reaktionen Transmitter aus gespeicherten
Vesikeln in den synaptischen Spalt freigesetzt. Diese treffen auf einen Dendriten des Carotis
Sinus Nervs und induzieren ein Signal, das zum Atemzentrum geleitet wird und dort die

Atemtatigkeit reguliert.



Einleitung 12

Im respiratorischen Epithel des Bronchialbaumes finden sich besonders in der Nahe
von Verzweigungen und an den Ubergéangen zu Alveolen Zellgruppen, die ebenfalls
als Sauerstoffsensoren dienen: sogenannte Neuroepitheliale Korperchen (engl.
neuroepithelial bodies, NEB). Sie messen kontinuierlich den Gehalt an Sauerstoff in
der vorbeistromenden Atemluft. Das Prinzip von Messung, Ubersetzung und
Weiterleitung ist bei diesen Sensoren noch weitgehend unbekannt. Offensichtlich
enthalten sie Serotonin [30] und setzten dieses bei Hypoxie frei [16]. NEBs sind
besonders bei Neugeborenen entwickelt. Bei &lteren Individuen scheint die
Sauerstoffmessung in der Atemluft eine untergeordnete Rolle zu spielen. In den

Lungen Erwachsener finden sich sehr selten NEBs [9].
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1.3 Zielsetzung

Mit dieser Arbeit soll zur Charakterisierung der Sensorzellen im Glomus caroticum
beigetragen werden. Es ist bereits bekannt, dass die Sensorzellen des
Glomusorgans Dopamin produzieren kdnnen. Das Glomusgewebe eignet sich daher
maoglicherweise zur Therapie des Morbus Parkinson durch Autotransplantation in das
Striatum, um den dabei vorhandenen Dopaminmangel auszugleichen. Eine
erfolgreiche Therapie durch Autotransplantation setzt jedoch eine genaue Kenntnis
der Eigenschaften des Glomus caroticum voraus.

Eine entscheidende Frage in diesem Zusammenhang ist, ob die Glomuszellen in der
Lage sind, den fur die Dopaminbiosynthese limitierenden Kofaktor, das
Tetrahydrobiopterin, zu synthetisieren.

Diese Arbeit hatte daher zunachst das Ziel, die Expression und Aktivitat des
Tetrahydrobiopterin synthetisierenden Enzyms im Glomus caroticum nachzuweisen.
Wichtig fir die Charakterisierung der Glomuszellen ist ferner die ldentifizierung von
bisher im Glomus caroticum unbekannten Transmittern, die bei Hypoxie
ausgeschuttet werden. Daher wurde gleichzeitig nach weiteren im Glomus caroticum
vorhandenen Transmittern gesucht. Erste Experimente ergaben Hinweise auf

Histamin als méglichen Transmitter im Glomus caroticum der Ratte.
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2 Material

2.1 Herstellerverzeichnis

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Materialien und

Gerate wurden von folgenden Firmen bezogen:

AGOWA GmbH, Berlin, Deutschland

Alpha diagnostics, San Antonio, USA

American Can Company, Greenwich, USA
Amersham Life Science Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland
AutoMate Scientific Inc., San Francisco, USA
Beckman Coulter, Miinchen, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

BIORAD, Munchen, Deutschland

BioLabs, Schwalbach, Deutschland

Biosciences, St Louis, USA

BIOTREND Chemikalien GmbH, Kéln, Deutschland
BioWhittaker Molecular Applications,

Walkersville, USA

Biozym Diagnostic GmbH, Oldendorf, Deutschland
Boehringer Ingelheim Pharma KG, Ingelheim, Deutschland
DNASTAR Inc., Madison, USA

Dow Corning, Midland, USA
Eppendorf—-Netheler—Hinz GmbH, Kdéln, Deutschland
Euro-diagnostica, Arnheim, Holland

GraphPad Software Inc., San Diego, USA

HEKA Electronics, Lambrecht, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Minchen, Deutschland
Instrutech, Great Neck, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Jackson ImmunoResearch Lab, West Grove, USA
Leica GmbH, Bensheim, Deutschland

Linde AG, Hdllriegelskreuth, Deutschland
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Merck, Darmstadt, Deutschland

MJ Research, Watertown, USA

MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
NEN Life Science Products Inc., Boston, USA
Novocastra Lab Ltd, Newcastle, UK

NUNC, Wiesbaden, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland
P.A.L.M. GmbH, Bernried, Deutschland
PeQLAB, Erlangen, Deutschland

Pharmazia Biotech, Freiburg, Deutschland
Pierce / Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn
Portex Limited, Hythe, UK

Promega, Mannheim, Deutschland

Qiagen AG, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sternberger monoclonals Inc., Lutherville, USA
Techlab, Erkerode, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Wallac / Perkin Elmer, Boston, USA

World Precision Instruments, Sarasota, USA

Zeiss Jena GmbH, Minchen, Deutschland
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2.2

Antikorper

Alle primaren und sekundaren spezifischen Antikorper, die im Westernblot und in

der Immunhistochemie verwendet wurden, sind im folgenden aufgefihrt.

Bezeichnung |Antikdrper ImmunH | Western | Hersteller

SNAP25 monoklonaler  Maus- | 1:500 1:2000 Sternberger
IgG-AK monoclonals

Syntaxin monoklonaler  Maus- | 1:500 1:2000 Biosciences
lgG-AK

VMAT 1 polyklonaler 1:4000 Alpha diagnostic
Kaninchen-1gG-AK

VMAT 2 polyklonaler 1:500 Alpha diagnostic
Kaninchen-1gG-AK

HDC polyklonaler 1:8000 1:10 000 | Euro-diagnostica
Kaninchen-1gG-AK

TH monoklonaler  Maus- | 1:40 Novocastra
lgG-AK

GTP-CH monoklonaler  Ratte- | 1:250 1:500 [21]
lgG-AK

Maus-1gG Biotin konjugierter 1:500 Jackson
2. AK Ziege-IgG ImmunoResearch

Maus-1gG POX konjugierter 1:5000 Jackson
2. AK Ziege-IgG ImmunoResearch

Kaninchen- Biotin konjugierter 1:500 Jackson

1gG 2. AK Ziege-IgG ImmunoResearch

Kaninchen- POX konjugierter 1:5000 Jackson

1gG 2. AK Ziege-IgG ImmunoResearch
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Ratte-1gG Biotin konjugierter 1:500 Jackson

2. AK Maus-IgG ImmunoResearch
Ratte-1gG POX konjugierter 1:5000 Jackson

2. AK Maus-IgG ImmunoResearch

Tabelle 1: Bezeichnung, Herkunft und Konzentrationen aller verwendeten Antikorper. Die
angegebenen Verdinnungen beziehen sich auf den Einsatz in der Immunhistochemie
(ImmunH) und im Westernblot (Western).
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2.3 Losungen

Im folgenden ist die Zusammensetzung von Lésungen, die in dieser Arbeit

verwendet wurden, angegeben. H,O wurde zweifach destilliert verwendet. Alle

Zahlenangaben sind in der Einheit mM bezeichnet, soweit sie nicht anders

angegeben sind. Die Prozentangaben entsprechen Gewichtsprozent.

Avertin:

PBS (10 mM; 1 I):

KPBS:

LKPBS:

TBE Puffer (5 x; 1 1):
Probenpuffer (1 x):
DEPC H,0:
DNA-Auftragspuffer (6 x):

0,333 g Tribromethanol, 0,63 ml 2-Methyl-2-Butanol,
25 ml H20 bidest

0,386 g NaH,PO4 x H,0; 1,282 g Na;HPO,4 x 2 H,0;
8,776 g NaCl; pH 7,4

PBS; 140 KCI; 15 NaPi; 10 Glucose; pH 7,4

KPBS; 0,3% Ziegenserum; 0,1% Triton X-100; pH 7,4
4 g Tris; 27,5 Borséaure; 20 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0
62,5 Tris; 2% SDS; 10% Saccharose; pH 6,8

500 ul DEPC in 1 |1 H,O Uber Nacht riihren lassen
0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol; 40%
Saccharose

Elektrophoresepuffer (10 x; 1 1): 30,28 g Tris; 144,12 g Glycin; 10 g SDS; pH 8,3

Trenngelpuffer (1 x):
Sammelgelpuffer (1 x):
Transferpuffer (1 x):
Ponceau S (10 x; 0,5 I):
TBS (10 x):
TBS-Tween (10 x; 1 1):
SDS 10% (1 x; 0,1 I):
Homogenisationspuffer:

Tyrode - Losung:

Tyrode ohne Calcium:

1,5 M Tris; 0,4% SDS; pH 8,8

0,5 M Tris; 0,4% SDS; pH 6,8

192 Glycin; 25 Tris; 20% Methanol

1 g Ponceau S; 3% Trichloressigsaure

0,5 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,6

0,05% Tween 20; 100 ml 10 x TBS

10 g Sodiumdodecylsulfat

0,6 K,PO4 pH 7,1; 0,5% Triton X-100; 1 AET; 1PMSF
148 NacCl; 2 KCI; 2 CaCly; 1 MgCly; 10 HEPES;
10 Glucose; pH 7,4

148 NaCl; 2 KCI; 3 MgCly; 10 HEPES; 10 Glucose

Tyrode mit 40 mM Kalium: 110 NacCl; 40 KCI; 2 CaCl,; 1 MgCl,; 10 HEPES;

10 Glucose; pH 7,4
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3 Methoden

Alle Versuche wurden an Rattengewebe durchgefiihrt. Dieses wurde entweder nach
Praparation in Paraformaldehyd fixiert bzw. bei —80°C konserviert und zu einem

spateren Zeitpunkt verwendet oder vor Versuchsbeginn frisch prapariert.

3.1 Praparation des Glomus caroticum und der Lunge

Das Glomus caroticum konnte aus der Ratte mit Hilfe eines Binoculars prapariert und
isoliert werden. Es wurden ausschliesslich junge Ratten im Alter von bis zu 25 Tagen
verwendet. Die Ratten entstammten der Rasse Sprague - Dawley und waren
beiderlei Geschlechts.

Sie wurden durch intraperitoneale Injektion von 20 ul / gKG Avertin betdubt. Die
Bifurkation der A. carotis communis wurde ohne Vergrésserung vorsichtig dargestellt.
Nach Abklemmen der A. carotis communis konnte die Aufgabelung im ganzen
extrahiert werden. Bis zum folgenden Schritt wurde die Bifurkation in eiskalter
oxygenierter Tyrode -LOsung (ohne Calcium) aufbewahrt. Es wurden stets beide
Bifurkationen nacheinander aus der Ratte entnommen und in Tyrode - L&sung
gehalten. Erst dann wurde unter dem Binocular das Glomus caroticum identifiziert
und herausgelost. Dazu wurde die Bifurkation in einer mit Silikon (Sylgard, Dow
Corning) beschichteten Petrischale fixiert. Mit feinen chirurgischen Instrumenten
konnte das Glomus freiprapariert und herausgeldst werden. Das vom umgebenden
Bindegewebe befreite Glomus wurde nun den nachfolgenden Experimenten
entsprechend aufbereitet.

Die Lunge konnte nach Erdffnung des Thorax einfach mobilisiert werden. Zur
Extraktion wurden die Lungenhili abgeklemmt und die Lungenfliigel vorsichtig
herausgeldst. Zur Vorbereitung fur die nachfolgende Immunhistochemie wurden die

Lungen in 4%igem Paraformaldehyd fiir mindestens 24 Stunden fixiert.
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3.2 Herstellung von Lebendschnitten aus dem Glomus caroticum

Agarose (Nusieve GTG, BioWhittaker) wurde gemass Herstelleranweisung zu 3% in
destilliertem Wasser gelost, im Wasserbad erhitzt und die Temperatur mittels
Thermometer kontrolliert. Zur Einbettung des Glomus in die Agarose wurde eine auf
1,5 cm abgeschnittene Insulinspritze als Form verwendet. Diese Form wurde auf
einer Seite mit Parafilm (American Can Company) verschlossen und mit heisser,
flissiger Agarose luftblasenfrei befullt. Nach sorgféltiger Praparation des Glomus
caroticum wurde das Organ unter dem Binocular von angrenzendem Bindegewebe
vollkommen getrennt und mit einer feinen Pinzette vorsichtig in die 39°C warme
Agarose eingebracht.

Die Agarose wurde nach Erkalten saulenformig aus der Form geschoben, mit
Sekundenkleber in der Schneidekammer des Vibratoms (Leica) aufgeklebt und mit
kalter Tyrode-L6sung umspdult. Die Schnitte wurden mit einer Rasierklinge in einer
Dicke von 150 um hergestellt. Pro Glomus liessen sich drei bis vier Lebendschnitte
gewinnen.

Diese Schnitte wurden unter der Sterilbank dreimal mit sterilem PBS gewaschen und
anschliessend fur mindestens 48 Stunden in folgendem Medium bei 37°C inkubiert:
DMEM (Sigma) mit 10% FKS (FCS Gold, PAA), 1% L-Glutamin (Biochrom), 5x10* 1U
/1 Penicillin (Biochrom) und 5x10* pg / | Streptomycin (Biochrom).

Zur Messung wurde ein Schnitt aus dem Medium entnommen, mit PBS gewaschen

und in wenig Tyrode-LAsung unter dem Mikroskop platziert.
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3.3 Immunhistochemie

Die Einbettung der Glomera erfolgte in Paraffin. Schnitte von 1 bis 5 um Dicke
wurden auf Glasobjekttrager aufgezogen und bei 37°C fur 2 Stunden getrocknet.
Anschliessend sind folgenden Schritte durchgefiihrt worden:

- Entparaffinieren in absteigender Alkoholreihe
(Xylol: 4 x 5 min, Isopropanol 2 x 100%, 96 %, 80 %, 70 %, je 5 min)

- 3 mal 5 Min waschen in PBS-Puffer

- Blockieren der endogenen Peroxidase mit 0,1% Methanol in 25% H,0,
fur 20 Min

- 3 mal 5 Min waschen in PBS-Puffer

- Demaskierung der Antigene in 10 mM Citratpuffer pH 6,0 in der Mikrowelle
(800 W 10 — 15 Min und 400 W 15 Min)

- Nach Abkuhlen der Schnitte 3 mal 5 Min waschen in PBS-Puffer

- Blockieren mit 5% Normalserum der Spezies des zweiten Antikorpers in PBS
fur 30 Min bei Raumtemperatur

- Kurz mit PBS waschen, endogenes Biotin blockieren mit Avidin Biotin Blocking
Kit (Vector Laboratories), 30 Min bei Raumtemperatur

- Inkubation mit erstem Antikorper Uber Nacht bei 4°C

- 3 mal 5 Min waschen in PBS-Puffer

- Inkubation mit zweitem Antikdrper fir 2 Stunden bei Raumtemperatur

- 3 mal 5 Min waschen in PBS-Puffer

- Inkubation mit Avidin-biotin complex method kit (Vector Laboratories) fur 1 bis
2 Stunden bei RT

- 2 mal 5 Min waschen in PBS-Puffer, 5 Min waschen mit Tris-HCI 50mM pH 7,6

- Tris-HCI mit DAB (Diaminobenzidin) mit H,O, fur max. 10 Min bei
Raumtemperatur

- Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe

- Eindecken mit Eukitt
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Fur Floureszenzimmunhistochemie wurden die Glomera in flissigem Stickstoff
eingefroren und anschliessend mit Hilfe eines Cryostats in 10 um dinne Scheiben
geschnitten. Folgende Schritte wurden zur Farbung durchgefihrt:

- Waschen: 3 mal 10 Min mit 0,02 M KPBS, 10 Min mit LKPBS
- Inkubation mit erstem Antikdrper Uber Nacht bei 4°C

- Waschen: 2 mal 10 Min mit LKPBS, 10 Min mit KPBS

- Inkubation mit zweitem Antikdrper fur 1 Stunde, lichtgeschutzt
- 3 mal 10 Min waschen in KPBS

- 20 Min trocknen bei Raumtemperatur, lichtgeschutzt

- Eindecken mit ProLong Antifade Kit (Invitrogen)

- Aufbewahrung bei 4°C, lichtgeschitzt

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135TV (Zeiss) wurden die
Schnitte im abgedunkelten Raum betrachtet und fotografiert (Filterset 00: Anregung
530 — 589 nm, Emission > 615 nm). Um einen geringen Objektivabstand erreichen zu

kénnen, wurde Immersionsdl (40x Objektiv) verwendet.

3.4 Proteinbiochemie

3.4.1 Immunoblotting

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden die mit Probenpuffer
versetzten Zell- bzw. Gewebelysate zunachst durch eine SDS-PAGE aufgetrennt.
Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit 1% Bromphenolblau versetzt sowie
durch 10% (-Mercaptoethanol und Kochen bei 95°C fur 5 min denaturiert. Durch
Zugabe von SDS 10% wurden die Proteinproben negativ geladen. Es wurden 10 cm
breite und 7 cm hohe Gele mit einer Dicke von 0,75 mm gegossen (Mini-Protean,
BIORAD). Das Trenngel enthielt 12,5% Acrylamid und wurde mit einem Sammelgel

mit 4% Acrylamid Uberschichtet. Zur Grol3enbestimmung der Proteine diente der
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Molekulargewichtsmarker LMW (14,4-94 kDa) von Pharmazia. Die Elektrophorese
erfolgte im Elektrophoresepuffer bei 180 V fir 60 min.

Im Westernblot Verfahren wurden nun die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine
immunologisch nachgewiesen. Dazu wurden die Proteine in einer Mini Trans-Blot
Kammer (BIORAD) bei 100 V fir 60 min im Transferpuffer von dem SDS-Gel auf
eine Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell) Ubertragen. Nach dem Anfarben
der Membran mit Ponceau-S-Ldsung zum Sichtbarmachen des
Molekulargewichtsmarkers und der Transferbanden wurde die Membran 60 min in
5% Milchpuffer / TBS-Tween blockiert. Die Inkubation mit dem jeweiligen
spezifischen Antikdrper in 0,5% Milchpulver / TBS-Tween erfolgte Uber Nacht bei
4°C. Es folgten 3 Waschschritte fur 5 min in TBS-Tween und dann die Inkubation mit
dem sekundaren Peroxidase (POX) gekoppelten Antikorper in 0,5% Milchpulver /
TBS-Tween fur 60 min. Nach 3 weiteren Waschschritten mit TBS-Tween fir 5 min
wurde die immunologische Reaktion mit Hilfe von ECL-Reagenz (Amersham Life
Science) als photochemische Reaktion auf einem Hyper Film ECL (Amersham Life

Science) sichtbar gemacht.

3.4.2 Proteinbestimmung

Sowohl bei den zur Analyse der GTP-CH-Aktivitat, als auch bei den im Westernblot
eingesetzten Proben wurde der Proteingehalt mittels Bicinchoninséurereaktion
(protein assayreagant, Pierce) ermittelt. Die Bestimmung des Proteingehaltes
erfolgte durch Absorptionsmessung eines Bicinchoninsdure-Kupfer-Komplexes bei
562 nm. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden Albumin-Lésungen von 0-20 mg / ml
in 1 x Probenpuffer verwendet. Die photometrische Messung erfolgte mit dem
Spektrophotometer DU 640 (Beckman).
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3.5 Histamingehalt des Glomus caroticum und Freisetzung von Histamin

3.5.1 Histamingehalt des Glomus caroticum

Um den Histamingehalt der Glomera zu bestimmen, wurden insgesamt 47 Glomera
isoliert, mittels feiner Pinzetten in jeweils 100 pl 0.2 M HCIO4 Gberfihrt und darin
dreimal kurz nacheinander im flissigen Stickstoff eingefroren und sofort wieder
aufgetaut, um die Zellen des Gewebes aufzuschliessen. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 10 000 rpm fiir 5 Min bei 4°C wurde der Uberstand

abgenommen und bei —80°C bis zur Messung des Histamingehaltes gelagert.

Fur die Bestimmung der Freisetzung von Histamin bei Normoxie und Hypoxie
wurden die frisch isolierten Glomera fur jeweils 30 Minuten bei 37°C in 500 pl
calciumhaltiger Tyrode-L6sung in 1500 ul Eppendorf-Tubes inkubiert. Fir hypoxische
Bedingungen wurde die Tyrode-Loésung Uber eine halbe Stunde mit Stickstoff
vorgesattigt. Die Deckel der Eppendorf-Tubes waren mit einer Injektions-Kanule
(20G) durchstochen, sodass die Kanulenspitze oberhalb des Flussigkeitsspiegels
platziert wurde (Abb. 3-1). Damit wurde verhindert, dass der Gaszustrom eine
Verwirbelung in der Lésung und damit eine mechanische Reizung des Glomus
verursachen konnte. Fur Hypoxiebedingungen wurde gasformiger Stickstoff (Linde
AG) mittels Silikonschlauchen an die Kanile angeschlossen. Fir Normoxie wurde
kein Gas durch die Kanule geleitet, sondern Equibrillation der Lésung mit Raumluft
angestrebt. Der Sauerstoffgehalt betrug in der mit Stickstoff gesattigten L&sung
3,5%, in der mit Raumluft equilibrierten Losung 21% (Sauerstoffmesssonde, World

Precision Instruments)
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Raumluft Stickstoff

Tyrode-L6sung

Glomus caroticum

Normoxie Hypoxie

Abbildung 3-1: Versuchsaufbau: Histaminfreisetzung aus dem Glomus caroticum
In einem 1500 pl Eppendorf-Gefass wurde das frisch préaparierte Glomusorgan in 500 pl
Tyrodelosung fiir 30 Minuten inkubiert. Uber eine Kaniile wurde fiir Hypoxiebedingung

Stickstoff zugefuhrt, fir Normoxiebedingungen mit Raumluft equilibriert.

Nach Ablauf von 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen des Glomus nach
oben beschriebenem Verfahren aufgeschlossen und, ebenso wie die LOsung, in
welcher das Glomus inkubiert worden war, bis zur Messung bei —80°C aufbewahrt.
Zur Neutralisation der Saure wurde vor Messung mit 1 M Natriumborat in gleicher

Menge neutralisiert.

3.5.2 Radioimmunoassay zur Histaminbestimmung

Die Mengenbestimmung von Histamin in den gewonnenen L&ésungen wurde mit
einem Radioimmunoassay Kit der Firma Beckman Coulter gemass
Herstelleranweisung durchgefuhrt. Dabei wurde das vorhandene Histamin bei einem
pH von 6 bis 8 acetyliert. Es konkurrierte mit *?°l-acetyliertem Histamin um eine
limitierte Zahl von Antikdrperbindungsstellen. Nach Inkubation Gber Nacht und
Entfernung der nicht gebundenen Bestandteile wurde die verbliebene Radioaktivitat

in einem Gamma Counter bestimmt (Wizard, Wallac).
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Die Anzahl der gemessenen counts per minute (cpm) ist indirekt proportional zur
Konzentration des Histamins in der Probe. Die Konzentration konnte auf der Basis
einer Standardkurve bestimmt werden, die mit den mitgelieferten Standards zuvor
festgelegt wurde.

Um auf die Konzentration von Histamin pro Glomus zu schliessen, wurde folgende
Berechnung durchgefihrt:

Das Ergebnis der direkten Messung (in nmol / I) wurde mit Verdlinnungsfaktor 16,5
multipliziert und auf das Volumen von 500 pl Stimulationslésung bezogen.

Zur Berechnung der Histaminkonzentration pro Glomus caroticum wurde ein Gewicht
von 50 pg pro Glomus caroticum zugrunde gelegt.

Die Summe aus dem Histamingehalt im Glomus caroticum nach Stimulation plus
dem Histamingehalt in der dazugehorigen Stimulationslésung wurde als
ursprunglicher Histamingehalt des entsprechenden Glomus definiert und mit 100%
gleichgesetzt. Die Menge des in die Umgebungslosung freigesetzten Histamins
konnte somit in Prozent des urspriinglichen Histamingehaltes im Glomus angegeben
werden. Die statistische Auswertung erfolgte anhand dieser Angaben in Prozent.

3.5.3 Statistische Auswertung der Histamin-Freisetzungsexperimente

Die insgesamt funf Experimente lieferten Ergebnisse, die in zwei Gruppen
unterteilbar waren: Histaminfreisetzung bei Normoxie und bei Hypoxie. Die
Ergebnisse beschreiben, welcher Anteil (in Prozent) an Gesamthistamin des Glomus
in die Umgebungslosung freigesetzt wurde. Die Glomera wurden wahrend des
Experimentes den Gruppen zufallig zugeordnet, als Test zur statistischen
Auswertung wurde deshalb der ,unpaired t-test* gewahlt. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe der GraphPad Prism software. Die Ergebnisse der Auswertung wurden als

Mittelwert £ Standardabweichung angegeben.
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3.6 Zellbiologie: Zellkultur

Die Zellkultur der PC12 - Zellen wurde gemass Greene et al. [18] durchgeflhrt.

Die PC12 Zellen wurden in RPMI-Medium (pH 7,2; Sigma) plus 5x10* IU / | Penicillin
(Biochrom), 5x10* ug / | Streptomycin (Biochrom), 1% L-Glutamin (Biochrom), 1%
Sodium-Pyruvat (Biochrom), 5% FKS (FCS Gold, PAA) und 10% PS (Biochrom) bei
37° C und 5% CO,-Atmosphare in 60ml Kulturflaschen kultiviert. Das Medium wurde
alle zwei bis drei Tage erneuert. Dazu wurde der Flascheninhalt abzentrifugiert und
die Zellen in 15 ml frischem Medium resuspendiert. Zum Splitten der Zellen wurde
einmal wdchentlich der Flascheninhalt abzentrifugiert und die Zellen in je 15 ml

Medium auf zwei neue Kulturflaschen verteilt.

3.7 Molekularbiologie

3.7.1 RNA-Extraktion aus Gewebe und Zellen

Das im Stickstoff gefrorene Gewebe wurde mittels Morser und Stossel zerkleinert
und in 500 pl RLT-Puffer (versetzt mit 1% p-Mercaptoethanol) aus dem Qiagen RNA
Mini Kit Extraction Kit aufgenommen. PC12 - Zellen wurden abzentrifugiert, in PBS
gewaschen und anschliessend wurde die RNA mittels Quiagen RNA Mini Kit isoliert.
In 10 pl RNAse freiem Wasser wurde die RNA bei —80°C bis zur reversen
Transkribierung aufbewahrt.

Die Qualitat der RNA wurde mittels Gelelektrophorese in einem 2%igen Agarosegel
geprift (Beschreibung siehe 3.7.5 Gelelektrophorese). Dazu wurden pro Spur 1 pl
der gewonnenen RNA aufgetragen. Liegt intakte RNA vor, dann verhalt sich die
Intensitat von ribosomaler 28S zu 18S RNA in etwa wie 2:1. Die Konzentration der
RNA wurde photometrisch an einer 1:70 verdinnten Ldosung bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt. Mit Hilfe der Absorption Azso berechnet sich die RNA-
Konzentration wie folgt:

RNA-Konzentration = Aygp X 40 x Verdinnungsfaktor (ug / pl)
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3.7.2 Reverse Transkription (RT)
Zur RT von mRNA in cDNA wurde das Enzym MMRT (Moloney Murine Leukemia

Virus Reverse Transcriptase) verwendet. Alle weiteren verwendeten Produkte der RT
sowie auch der PCR wurden von Promega bezogen. Ein RT-Reaktionsansatz zu
20 plist in Tabelle 2 dargestellt.

Reagenz Volumen
RNA in DEPC-H,0 11,8 pl
RQ1 RNase free DNase (1 1lU /pul) |1yl
10x First strand Buffer 1l
RNAse Block Ribonuclease

Inhibitor (40 1U / pl) 0zu
EDTA (84 mM) 1l
Oligo dT15 (85 uM) 1l
10x First strand Buffer 1l
dNTPs (25 mM) 1l
MMLV-RT (20 1U / pl) 1l
MgCl, (180 mM) 1 pl
Gesamtvolumen 20 ul

Tabelle 2: Reaktionsansatz einer Reversen Transkription, Gesamtvolumen 20 ul

Zuerst wurde das einer Menge von etwa 200 ng RNA entsprechende Volumen mit
RNAse freiem Wasser auf 11,8 pl aufgefillt. Der DNase-Verdau wurde
anschliessend nach Zugabe von RQ1 Rnase, 10x First Strand Buffer und Rnase
Block Ribonuclease Inhibitor durchgefihrt (Inkubation bei 37°C fir 20 Minuten). Nach
Zugabe von Oligo dT15 und EDTA wurde die Losung fur 15 Minuten auf 70°C
erhitzt. Nach Abkihlung auf 4°C wurden 10x First Strand Buffer, dNTPs, MMLV-RT
und MgCl, dazugegeben. Danach erfolgte die RT bei 37°C fur 60 Minuten.
Abschliessend wurde bei 90°C fir 5 Minuten denaturiert, auf 4°C gekuhlt und die so

gewonnene cDNA bei —20 °C aufbewahrt.
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3.7.3 Primer

Die cDNA aus Glomera der Ratte wurde mittels PCR untersucht. Die genspezifischen

Primer wurden anhand publizierter Sequenzen der Genbank erstellt. In Tabelle 3 ist

ein Uberblick tiber die verwendeten Primer zusammengestellt. Die PCR wurde mit
dem Thermocycler PTC-200 (MJ Research) durchgefuhrt. Primer fiur VMAT1 und

VMAT2 wurden eingesetzt wie beschrieben [19].

mMRNA Sequenz (5" - 3") Genbank - Position Fragment-
Zugangsnummer grosse kB
HDC forward || 5° CAT GAA TAC CAA GCT AGA || M29591 97 - 116 294
GG 3
reverse |5 CAA GCA GTT GAT GGC ATC 390 - 371 183
AG 3
nested reverse |5 GAT GAT TTG CTC AAT GTC 279 - 260
CC3
SNAP25 forward |5 ATG GCC GAG GAC GCA GAC || NM030991 209 - 235 621
ATG CGT AAT 37
reverse |5 TTA ACC ACT TCC CAG CAT 829 - 803
CTTTGT TGC 3’
GTP-CH forward |5 CGA GAT GGT GAT TGT GAA || NM024356 481 - 500 308
GG 3
reverse |5 TGG TGC TAG TGA CAG TCT 788 - 769
TG 3
H1 forward |5~ CCT CTA CCT TCG AAG ACA | NM017018 20-39 405
AG 3
reverse |5 GTC TTG GTT CGG TAC CTC 425 — 406 221
AG 3
nested reverse |5 TGA CAA CTG CCC CTA CAA 241 - 222
TC 3
H2 forward |5 ATG GCATTG AAA GTC NMO012965 43 - 60 377
ACC 3’
reverse |5 GAC CAA AGA GAT GGC AAC 420 - 403 193
3
nested reverse |5 TGG TAA ATG GCA GAG AAG 236 - 219
3
H3 forward |5° CAG CGT TAC CTT CTT CAA | NM053506 636 — 655 511
CC3
reverse |5 CAG CTC GGA TGA TCA TTA 1147-1128 || 359
GG 3
nested reverse |5 GAT GCT GAA GAT GCT GAT 995 - 976

GG 3

Tabelle 3: Die Tabelle zeigt Name, Sequenz und Position der verwendeten PCR-Primer und

nested PCR-Primer sowie die Gré3e der jeweiligen PCR-Produkte.
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3.7.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Der Reaktionsansatz fur eine PCR ist in Tabelle 4 dargestellt, wobei alle Reagenzien

von Promega bezogen wurden.

Reagenz Volumen
10x Tag-Buffer 5ul
MgCl, (25 mM) 3ul
dNTPs (2 mM) 5ul

H,O 33 4l
Primer 5™ (50 uM) 1l
Primer 3" (50 uM) 1 pl
Probe (200 ng cDNA) in H,O 1,5ul
Tag-Polymerase (20 1U / ul) 0,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 4: Reaktionsansatz fur eine PCR, Gesamtvolumen 50 pl

Zuerst wurde ein Mix aus 5 pl 10 x Tag-Buffer, 3 pul 25 mM MgCl,, 5 pl 2 mM dNTPs
und 33 pl H,O erstellt. Diesem Mix wurde dann jeweils 1 pl 50 uM Primer 57, 1 pl 50
UM Primer 37, sowie 200 ng cDNA als Template in 1,5 yul H20 zugegeben. Zur
Denaturierung des Templates wurde zunachst auf 94° C erhitzt und dann 0,5 pl Tag-
Polymerase (20 IU / pl) zugegeben. Anschliel3end erfolgten 35 Zyklen der folgenden
Reaktionsschritte:

- Denaturierung bei 94° C fir 15 s
- Annealing der Primer bei 60° C fur 30 s
- Elongation bei 72° C fur 30 s

Danach wurde eine Temperatur von 4° C konstant gehalten, bis der Ansatz zunachst
eingefroren oder sofort elektrophoretisch aufgetrennt wurde.
Bei allen PCR - Untersuchungen mit Ausnahme von SNAP25 und GTP-CH wurde

eine zweite PCR durchgefuhrt. Diese wurde als nested PCR zur Erhdéhung der
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Sensitivitat nach dem gleichen Ablauf wie bereits beschrieben durchgefuhrt. Als
Template wurden 5 ul des Reaktionsprodukts der ersten PCR nach Aufreinigung mit
dem QIAquick PCR Purification Kit von QIAGEN verwendet. Gemald dem
Arbeitsprotokoll des Herstellers wurde mit Hilfe der mitgelieferten Saule und den
Puffern die DNA von Reagenzien und kurzen DNA-Sequenzen gereinigt.

Alle PCR-Ergebnisse wurden durch Sequenzierungen verifiziert. Dazu wurden die
PCR-Produkte zuerst mit dem QIAquick PCR Purification Kit von QIAGEN
aufgereinigt. AnschlieRend wurden die aufgereinigten PCR-Produkte mit den
Originalprimern von einem kommerziellen Dienst (AGOWA) direkt sequenziert und
ihre Ubereinstimmung mit der jeweiligen Sequenz der Genbank verifiziert (MegAlign.,
DNASTAR).

3.7.5 Gelelektrophorese

Zur Visualisierung des durch PCR amplifizierten Fragments wurde der Ansatz mit
DNA-Auftragspuffer versetzt und elektrophoretisch horizontal in einem 1% Agarose-
Gel (SeaKemL, Biozym) mit 1x TBE-Puffer, der auch als Laufpuffer verwendet
wurde, aufgetrennt. Die Gro3e der Fragmente wurde durch Vergleich mit einem 100
bp  DNA-Molekulargewichtsmarker = (Roche  Diagnostics) bestimmt.  Die
Elektrophorese (Sub Cell GT Agarose Gel Electrophoresis System, Biorad) erfolgte
fur 30 min bei 100 V. Die durch UV-Licht induzierte Fluoreszenz der mit
Ethidiumbromid angereicherten DNA-Banden wurde anschlieend mit einem

Kamerasystem detektiert und digitalisiert.

3.8  Aktivitatsbestimmung von GTP-CH im Glomus caroticum mittels HPLC

Bei der Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (High Pressure Liquid
Chromatographie = HPLC) handelt es sich um eine chromatographische Technik zur
Auftrennung und Analyse von Stoffgemischen. Sie gehort zur Gruppe der Saulen-
Chromatographien. Man nutzt das Prinzip der Wechselwirkung zwischen einer
mobilen Phase (enthélt die zu trennenden Molekile) und der in der Saule

enthaltenen stationdren Phase.
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Die Eluation des zu messenden Stoffs aus der Saule erfolgt verschieden schnell,
abhangig von dem Umfang der Seitenketten und deren Wechselwirkung mit der
stationéaren Phase. Beim Austritt aus der Saule kann man die einzelnen Stoffe mit
einem geeigneten Detektor nachweisen.

Zur Bestimmung der Aktivitat der GTP-CH wurde aus Gewebe extrahiertes Protein
mit GTP inkubiert und das Reaktionsprodukt Dihydroneopterintriphosphat
anschliessend chemisch zu Neopterintriphosphat reduziert. Anhand von Standards
zur Pterin-Bestimmung mittels HPLC ergab sich der Eliminationszeitpunkt von
Neopterintriphosphat aus der Saule nach 16 Minuten. Der Nachweis erfolgte mittels
Fluoreszenzdetektion. Das im Stickstoff gefrorene Gewebe wurde mittels Mérser und
Stossel zerkleinert und pro Milligramm Gewebe 300 pl Tris-Puffer (50 mM, pH 8,0)
plus 2,5 mM EDTA zugegeben.

Nach Zentrifugation (20 000 rpm fiir 15 min) wurde der Uberstand fur die weitere
Analyse vorbereitet: die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte gemass
Abschnitt 3.4.2.

Der jeweilige Gewebsextrakt wurde mit GTP (Gesamtkonzentration 0,75 mM; Sigma)
bei 37°C fur 90 Minuten lichtgeschitzt inkubiert. Das Reaktionsprodukt
(Dihydroneopterintriphosphat) wurde durch Zugabe von 0.1 M Jodséaure (Sigma) zu
Neopterintriphosphat reduziert. Nachdem das aus dieser Reaktion verbleibende freie
lod mit Hilfe von Ascorbinsaure reduziert wurde, wurden 10 pl der zu messenden
Losung auf die HPLC-Saule (Techlab) aufgetragen. Die Detektion des
Reaktionsproduktes erfolgte durch eine Anregung bei 350 nm und einer Messung der

Fluoreszenz bei 450 nm.



Methoden 33

3.9 Amperometrie

3.9.1 Prinzip der Amperometrie

Bei der Amperometrie handelt es sich um eine elektrophysiologische Technik zur
direkten Darstellung der Exozytose. Dabei nutzt man die Tatsache, dass Molekile,
und damit auch einige freigesetzte Botenstoffe, ein bestimmtes Redoxpotential
besitzen, bei dem sie oxidiert werden, d.h. Elektronen abgeben. An eine nur wenige
pum starke Karbonfaser wird ein Spannungspotential angelegt, das etwas tber dem
Redoxpotential des zu messenden Molekiils liegt. Befindet sich die Faser nah genug
an der Zelloberflache, wird jedes freigesetzte Molekil, dessen Redoxpotential unter
der gewahlten Spannung liegt, beim Kontakt mit der Faser oxidiert und gibt
Elektronen an die Faser ab. Der dadurch induzierte Strom in der Karbonfaser kann
mittels Verstarker und zugehdriger Software als Funktion von Zeit und Stromstérke
sichtbar gemacht werden. Fir die Messung von Dopamin wird z.B. eine Spannung
von + 800 mV auf die Karbonfaser angelegt, da das Redoxpotential von Dopamin bei
+ 750 mV liegt. Allerdings kénnen Molekule, die nicht elektrisch oxidierbar sind, mit
dieser Technik nicht dargestellt werden, wie z.B. Acetylcholin oder Glutamat. Sie
missten erst chemisch modifizert werden, was eine der Exozytose zeitnahe
Messung verhindert. Als Referenzelektrode wurde ein Ag / AgCl — Pellet verwendet

und Uber einen isolierten Draht mit dem Verstarker verbunden.

3.9.2 Elektroden und Karbonfasern

Zur Messung des Stroms wurden Ag / AgCI-Elektroden verwendet. Zu ihrer
Herstellung wurden zwei Silberdrahte in eine angesauerte 4 M KCI-Lésung (pH 2,0)
getaucht. Die zu chlorierende Elektrode wurde mit dem Pluspol, die Platinkathode mit
dem Minuspol verbunden. Bei 4 V Gleichspannung wurde ein Strom von 7 mA pro
cm chloriertem Draht angelegt, bis sich auf der Oberflache ein schwarzer Belag
bildete. Dies wurde bei Bedarf erneut durchgefihrt.

Fur die Herstellung der Karbonfasern wurden Polyethylen- (PE-) schlauche mit einem
Innendurchmesser von 0,4 mm und einem Aussendurchmesser von 0,8 mm
verwendet (Portex Limited, England). In 2,5 cm lange Stiicke des PE-Schlauches

wurde mit Hilfe des Binoculars jeweils eine Karbonfaser (Durchmesser 10 um)
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eingefihrt. An einer stromdurchflossenen Drahtschlaufe (2,5 A) wurde der PE-
Schlauch mittig vorsichtig erwéarmt und durch leichtes Auseinanderziehen in zwei
gleichgrosse Schlauchsticke unterteilt, sodass an der Spitze die Karbonfaser von
einer dunnen PE-Schicht umhdllt war.

Die so praparierten PE-Schlauchstticke wurden in einer ca. 4 cm langen
Glaskapillare mit Hilfe von wenig Silikon (Sylgard, Dow corning) so befestigt, dass
der PE-Anteil mit Karbonfaser zu etwa 1 cm Uberstand. Zur Aushartung des Silikons
wurden die Elektroden bei 50°C fur 1 bis 2 Stunden aufbewabhrt.

Silberdraht

y
¢ — ¥ z

Karbonfaser PE Glaskapillare
+ KCI

Abbildung 3-2: Aufbau einer Amperometrie-Elektrode
Die zum Grossteil von einem PE-Schlauch ummantelte Karbonfaser war in einer
Glaskapillare befestigt. Uber die 3 M KCI - Lésung und einen chlorierten Silberdraht

wurde der Kontakt zum Vorverstérker hergestellt.

Vor jeder Messung wurden die Elektroden zuerst an ihrer Spitze mit Hilfe der
stromdurchflossenen Drahtschlaufe kurz erhitzt. Das PE konnte dadurch von der
Spitze der Karbonfaser zurickweichen. Anschliessend wurden sie tUber die
Glasskapillare mit 3 M KCI befullt, sodass die Karbonfaser in direktem Kontakt zur
KCI-L6sung stand.

Nach mehreren Messungen wurde die Spitze der Karbonfaser mittels eine sehr
scharfen Rasierklinge um wenige um gekdrzt, da das bei der Messung an der
Karbonfaser adharierende Zellmaterial die folgenden Messungen beintrachtigen

kdnnte.
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3.9.3 Aufbau und Komponenten

Auf einem pneumatisch schwingungsgedampften Arbeitstisch (VH-3848-OPT-8,
Newport) wurde ein aufrechtes Mikroskop (Axioskop 2 FS plus, Zeiss) installiert,
sodass Schwingungen als mégliche stérende Einflisse minimiert waren. Der
Mikromanipulator 5171 (Eppendorf) wurde Uber einen Stahltrager befestigt. Die
Schrittmotoren des Manipulators erlaubten eine Vor- und Ruckwartsbewegung mit
einer Auflésung von 50 nm.

Die sorgfaltige Erdung der Apparatur war fur rauscharme Messungen unerlasslich.
Dazu wurden ausgehend vom Erdungsanschluss des Patch-Clamp Verstarkers
EPC9 (HEKA) die Arbeitsplatte, der Trager des Manipulators und ein zentraler Punkt
auf dem Mikroskoptisch mit einem Kupfergewebeband verbunden. Von diesem Punkt
aus erfolgte die Erdung anderer kritischer Punkte der Apparatur, insbesondere freie
Metalloberflachen in der Nahe der Messsonde. Die so erreichte Rauschamplitude
(Rauschanalyseoption der Messsoftware Pulse, HEKA) betrug zwischen 800 fA und
5 pA.

Der Lebendschnitt wurde in einer Zellkulturschale (Durchmesser 4 cm) unter das
Mikroskop platziert, mit einer zu passender Grosse gebogenen Drahtschlaufe fixiert
und mit einer 63-fachen Vergrosserung (Objektiv Acroplan, Zeiss) fokussiert.

Der Zu- und Ablauf der Losungen wurde mit Hilfe eines doppelt angelegten
Perfusionssystems durchgefihrt. Zur Zufuhr von frischer Tyrode-L6sung wurde die
Spritzenpumpe Valve link 8 (AutoMate Scientific) verwendet. Das Absaugen
Uberschussiger Badlosung erfolgte mit einer Membranpumpe (Roth).

Die Losungen (pH 7,4) wurden vor Zugabe Uber eine halbe Stunde mit einer
Gasmischung aus 95% N, und 5% CO,, (fir hypoxische Bedingungen) oder mit einer
Gasmischung aus 20% O, , 5% CO, und 75% N (fir Normoxie) vorgesattigt und im
Warmebad auf eine Temperatur von 37°C angewarmt. Der Sauerstoffpartialdruck
betrug in der Hypoxie-Losung 20 mmHg, fir Normoxie 140 mmHg.

Die Elektrode wurde Uber einen direkt an der Messkammer angebrachten
Vorverstarker mit dem Patch-Clamp-Verstarker EPC9 verbunden. Zur Aufzeichnung
wurde die Messsoftware Pulse (HEKA) verwendet.



Methoden 36

3.9.4 Ablauf einer Messung und Auswertung

Unter mikroskopischer Sicht stellten sich die Glomuszellen als kugelige, hellgriin
leuchtende Zellgruppen dar. Die Elektrode wurde mit + 800 mV polarisiert und mit
Hilfe des Mikromanipulators unter mikroskopischer Kontrolle nahe der Zelloberflache
einer Glomuszelle positioniert. Die amperometrischen Signale wurden mit dem
EPC9-Verstarker aufgezeichnet, bei 100 Hz gefiltert und zu 250 Hz digitalisiert. Die
Analyse erfolgte mit Hilfe der Aufzeichnungssoftware Pulse (HEKA). Als
amperometrisches Signal (Spike) wurden Stromstarken von mindestens 1 pA bei
einem Grundrauschen von ca 800 fA angesehen. Ein typisches Signal ist in
Abbildung 3-3 dargestellit.

A

Strom

footsignal

Zeit

Abbildung 3-3: Skizze eines Amperometriesignals bei Transmitterfreisetzung

Ein typischer Spike stellte sich mit einem zuerst langsamen Anstieg des Stromes

(= footsignal, etwa 8 ms) und einer darauffolgenden plétzlichen Stromspitze dar (bis zu
mehreren nA). Die Grésse der Spitze war direkt proportional zur Menge des freigesetzten
Molekuls. Im Anschluss an die Spitze folgte eine Uber 50 ms andauernde Abnahme des
Stromes. Dieser Ablauf reprasentierte die initial geringe Freisetzung von Transmitter aus
den Vesikeln (footsignal), gefolgt von explosionsartiger Freisetzung (Spitze) und

slangsamem® Wegdiffundieren der Molektle von der Karbonfaser (Signalabfall).
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4 Ergebnisse
4.1 Histamin und Dopamin als Transmitter im Glomus caroticum

4.1.1 Nachweis der Exozytoseproteine

Fur die Freisetzung von Aminen durch Nerven- und endokrine Zellen werden
verschiedene Proteine des Exozytoseapparates bendtigt [26]. Die Typ | Zellen des
Glomus caroticum exprimieren zwei wichtige Komponenten dieses Apparates:
SNAP25 und Syntaxin. Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass beide

Proteine in den Typ | Zellen vorhanden sind (Abb. 4-1).

SNAP25 ——  Syntaxin s

Abbildung 4-1: Immunhistochemischer Nachweis von SNAP25 und Syntaxin
Mit monoklonalen Antikérpern gegen SNAP25 und Syntaxin, zwei Komponenten des
Exozytoseapparates, wird die Expression dieser Proteine im Glomus caroticum gezeigt.

Die Balkenldnge in den Abbildungen entspricht 100 pum.

Durch Westernblots konnte die Expression von SNAP25 und Syntaxin im Glomus
caroticum bestatigt werden. Dabei diente das Striatum der Ratte als Positivkontrolle
(Abb. 4-2 a). Mittels RT-PCR wurde dariiber hinaus die Expression von SNAP25
MRNA im Glomus caroticum gezeigt (Abb. 4-2 b). Die Zelllinie PC12, eine
Tumorzelllinie des Nebennierenmarks der Ratte, wurde als Positivkontrolle
verwendet. Die Ergebnisse der RT-PCR wurden durch Sequenzierung der PCR-

Produkte bestatigt.
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Abbildung 4-2: Expression von SNAP25 und Syntaxin

Westernblots belegen die Expression von SNAP25 und Syntaxin im Glomus caroticum
anhand der Banden bei einem Molekulargewicht von 25 bzw. 31 kDa. Als Positivkontrolle
wurde Gewebe aus dem Striatum verwendet (a). SNAP25 mRNA wurde mittels RT-PCR
und anschliessender Sequenzierung der PCR-Produkte nachgewiesen. Die cDNA aus
PC12 - Zellen diente als Positivkontrolle, Wasser als Negativkontrolle (b).

Der immunhistochemische Nachweis von SNAP25 gelang auch in den Neuroepithe-
lialen Korperchen (NEBs) der Lunge. Sie finden sich hauptsachlich im respiratori-
schen Epithel der Bronchiolen junger Ratten im Alter weniger Wochen. Sie treten
vereinzelt auf, meist in Gruppen von wenigen Zellen und befinden sich zumeist an
Verzeigungen der Bronchiolen bzw. am Ubergang zwischen Bronchiolen und
Alveolen. Die Zellen haben apikal Kontakt zur Atemluft. Basal sind sie von

Nervenfasern (afferent und / oder efferent) innerviert.
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Abbildung 4-3: SNAP25 im Neuroepithelialen Kérperchen der Lunge

Mittels immunhistochemischer Farbung gelang der Nachweis von SNAP25 auch in den
NEBs der Lunge. Die NEBs sind als Gruppen einzelner Zellen im respiratorischen Epithel
von Bronchiolen lokalisiert (durchgezogener Pfeil). Mit SNAP25-Antikdrpern lassen sich
auch Nervenfasern innerhalb und basal des Epithels anfarben (gestrichelter Pfeil). Die

Lange des Balkens entspricht etwa 100 pm.

4.1.2 Biosynthese und Speicherung in Vesikeln

Zur Biosynthese von Dopamin benétigen Zellen unter anderem Tyrosinhydroxylase
(TH) und zur Synthese von Histamin Histidindecarboxylase (HDC). Die Typ | Zellen
des Glomus caroticum exprimieren sowohl TH als auch HDC, wie mittels
Immunhistochemie  in  Folgeschnitten  dargestellt ist (Abb. 4-4 a).
Fluoreszenzhistochemische Farbungen zeigen deutlich die Kolokalisation dieser
beiden Enzyme in den Typ | Zellen (Abb. 4-4 b). Die Ergebnisse des Westernblots
und der RT-PCR bestétigen, dass HDC sowohl auf der Protein- als auch auf mRNA-
Ebene vertreten ist (Abb. 4-4 ¢ + d). Typ | Zellen sind also in der Lage, sowohl

Dopamin als auch Histamin zu synthetisieren.
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Abbildung 4-4: Nachweis der Biosyntheseenzyme fir Dopamin und Histamin

Folgeschnitte des in Paraffin eingebetteten Glomus caroticum wurden mit polyklonalem
HDC-Antiserum und monoklonalen TH-Antikérpern immunhistochemisch gefarbt. Alle
TH-positiven Zellgruppen exprimieren auch HDC (Vergleiche Kasten). Die Balkenldnge
entspricht 100 um (a). Floureszenzdoppelfarbungen zeigen die Kolokalisation von TH
und HDC in den Sensorzellen. Die Balkenldnge entspricht 20 pm (b). Die Expression von
HDC im Glomus wurde mittels RT-PCR (c) und Westernblot (d) gezeigt. ECL-Zellen und

Mastzellen dienten jeweils als Positivkontrolle, Wasser als Negativkontrolle (c und d).
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Im Anschluss an die Biosynthese werden Dopamin und Histamin in Vesikel
transportiert und dort bis zur Freisetzung gespeichert. Der Transport in die
Speichervesikel geschieht mittels vesikularen Monoamin - Transportern (VMAT1 und
VMAT2). Es konnte bestatigt werden, dass Typ | Zellen eine positive Immunreaktion
bei der Farbung mit Antikorpern gegen VMAT1 und 2 zeigen ([42] und Abb. 4-5 a).
Mittels RT-PCR und Sequenzierung konnte auch die mRNA von VMAT1 und 2
nachgewiesen werden (Abb. 4-5 b). Folglich sind die Sensorzellen sowohl mit
VMAT1 als auch mit VMAT2 ausgestattet.

VMAT1

VMAT2

Abbildung 4-5: Expression der vesikularen Amintransporter

Immunhistochemische Farbungen mit polyklonalen Antikdrpern gegen VMAT1 und
VMAT2 zeigen die Expression in den Sensorzellen des Glomus caroticum. Die
Balkenlange entspricht 100 um (a). Mittels RT-PCR wurde die mRNA von VMAT1 und
VMAT?2 nachgewiesen. Dabei wurden die Nebenniere und ECL-Zellen als Positivkontrolle

und Wasser als Negativkontrolle verwendet (b).
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4.1.3 Histamin im Glomus caroticum und Freisetzung bei Hypoxie

Um zu untersuchen, ob Histamin von den Glomera selbst synthetisiert wird, wurde
der Histamingehalt in 47 isolierten Glomera mittels eines Radioimmunoassays
bestimmt (Gewicht pro Glomus ca. 50 ug). Die Glomera enthalten grosse Mengen an
Histamin: 164 + 41 pmol Histamin pro Glomus (Mittelwert + Standardabweichung).
Die Gesamtmenge an Histamin in einem Glomus caroticum ist damit um ein
vielfaches grosser als die gemessenen Mengen an Dopamin (10,5 pmol) und
Acetylcholin (5,6 pmol) [28, 48].
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Abbildung 4-6: Vergleich von Histamin, Dopamin und Acetylcholin im Glomus
Im Vergleich zu den bekannten Mengen an Dopamin und Acetylcholin ist die Menge an
Histamin im Glomus caroticum um ein Vielfaches hoher. Die Werte fir Dopamin und

Acetylcholin entstammen den Messungen anderer Arbeitsgruppen [28, 48].
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Daruber hinaus wurde untersucht, ob Hypoxie (3,5% O,) die Histaminfreisetzung aus
dem isolierten Glomus caroticum auslosen kann. Die Menge an freigesetztem
Histamin wurde wiederum mittels eines Radioimmunoassays bestimmt. In insgesamt
funf Experimenten setzten die Glomera bei Normoxie innerhalb von 30 Minuten 28 +
5% ihres gesamten Histamingehaltes frei. Unter hypoxischen Bedingungen erhdhte
sich die Histaminausschuttung auf 45 + 7% (p<0,05) (Abb. 4-7).
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Abbildung 4-7: Freisetzung von Histamin bei Normoxie und Hypoxie

Effekt von Normoxie und Hypoxie auf die Histaminfreisetzung des Glomus caroticum in
vitro: im Vergleich zu Normoxiebedingungen (28 + 5%) setzten die Glomusorgane unter
Hypoxiebedingungen im Mittel 45 + 7% ihres gesamten Histamingehalts frei (p<0,05,
n=>5).



Ergebnisse 44

4.1.4 Freisetzung von Dopamin bei Hypoxie

Mittels Amperometrie konnte die Freisetzung von Dopamin aus den Zellen des
Glomus caroticum bei Hypoxie gezeigt werden. Die freigesetzten
Transmittermolekile wurden beim Kontakt mit der polarisierten Karbonfaser oxidiert.
Dieser Strom wurde nach Verstarkung gemessen; die Darstellung erfolgte durch eine
Funktion von Stromstarke in Abhangigkeit von der Zeit. Die Oxidation jedes
einzelnen Molekuls erzeugte dabei einen plétzlichen Anstieg der Stromstéarke um ein
Vielfaches. Die Hohe der Spikes war direkt proportional zur Menge der freigesetzten
Molekule. Bei Zugabe von stickstoffangereichertem Medium (Hypoxie) zum
Lebendschnitt des Glomus wurde eine deutliche Zunahme von Haufigkeit und
Amplitude der charakteristischen Spikes beobachtet (Abb. 4-8). Diese Beobachtung
konnte ebenso bei Depolarisation durch 40 mM KCI gemacht werden. Bei Zugabe
von oxygeniertem Medium waren Frequenz und Amplitude der Spikes wiederum

racklaufig.

Hypoxie Hypoxie 40K

Abbildung 4-8: Amperometrische Messung der Dopaminfreisetzung
Die Zugabe von mit Stickstoff gesattigter Badlésung und von 40 mM Kaliumlésung fihrte

zu einer Zunahme der Frequenz und der Amplitude der charakteristischen Spikes. Die
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Anhebung der Grundlinie bei Zugabe von 40 mM Kalium erklart sich aus dem

zusatzlichen Flussigkeitsstrom, der eine Bewegung der Karbonfaser bewirkt hat (n=4).

4.1.5 RT-PCR-Analyse der Rezeptoren H1, H2, H3

Der Nachweis der mRNA von Histaminrezeptoren im Glomus caroticum wurde mit
RT-PCR gefuhrt. Die Amplifikation mit genspezifischen Primern zeigte die Expression
von mMRNA der Rezeptoren H1 und H2 sowie der L-Isoform von H3. Die Ergebnisse

wurden durch Sequenzierung bestatigt (Abb. 4-9).
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Abbildung 4-9: Nachweis der Histaminrezeptoren mRNA
Der Nachweis von mRNA der Histaminrezeptoren H1, H2 und H3 wurde mittels RT-PCR
und nachfolgender Sequenzierung gefiihrt. Als Positivkontrolle diente Gewebe aus dem

Striatum, als Negativkontrolle wurde Wasser eingesetzt.
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4.2 ldentifikation der GTP-CH in Typ | Zellen

4.2.1 Immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchungen

Fur die Biosynthese von Dopamin wird nicht nur Tyrosinhydroxylase (TH) sondern
auch der Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) bendétigt. TH wird von den Typ | Zellen
des Glomus caroticum exprimiert [39]. Bisher war aber nicht bekannt, ob dort auch
der Kofaktor BH4 synthetisiert wird. Mittels Immunhistochemie und Westernblots
wurde hier gezeigt, dass das limitierende Enzym der Biosynthese, GTP-
Cyclohydrolase (GTP-CH) in Typ | Zellen vorhanden ist (Abb. 4-10 a + c).

Die Kontrollen wurden ohne den ersten Antikdrper inkubiert und zeigten keine
Farbreaktion. Mit RT-PCR und nachfolgender Sequenzierung wurde gezeigt, dass
tatsachlich GTP-CH mRNA vorhanden ist (Abb. 4-10 b).
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Abbildung 4-10: Identifikation der GTP-CH im Glomus caroticum
Immunhistochemische Farbungen zeigen die Expression von GTP-CH und TH in den
Sensorzellen. Die Balkenléange entspricht 100 um (a). RT-PCR-Analysen zeigen die
Anwesenheit der GTP-CH mRNA. Es wurde Gewebe der Nebenniere als Positivkontrolle
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und Wasser als Negativkontrolle verwendet (b). Westernblots bestatigten die Expression

der GTP-CH im Glomus caroticum und in der Positivkontrolle (Niere) (c).

4.2.2 Aktivitat der GTP-CH in verschiedenen Geweben der Ratte

Mittels HPLC-Technik konnte die Aktivitdt des Enzyms in verschiedenen Geweben
der Ratte bestimmt werden. Dazu wurde die Konzentration des Produktes der GTP-
CH bestimmt, des Neopterin-Triphosphat-Komplexes. Anhand der gemessenen
Konzentration dieses Produktes bezogen auf die Konzentration des
Ausgangssubstrates und die fur die Synthese bendétigten Zeit, kann auf die Aktivitat
des Enzyms geschlossen werden (Einheit: pmol / mg / min).

In Glomus und Striatum wurden vergleichbare Enzymaktivitaten gefunden (0,04 bzw.
0,05 pmol / mg / min). Als Positivkontrolle wurden Leber und Medulla oblongata

verwendet (0,3 bzw. 0,2 pmol / mg / min), als Negativkontrolle die Aorta (0,007 pmol /

mg / min).
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Abbildung 4-11: Aktivitat der GTP-CH in verschiedenen Geweben der Ratte

Die Aktivitat der GTP-CH im Glomus caroticum ist vergleichbar mit der Aktivitat im
Striatum. Die Aktivitat in den Positivkontrollen (Leber und Medulla oblongata) ist um ein
Mehrfaches grosser. In der Aorta als Negativkontrolle konnte keine nennenswerte

Aktivitat gemessen werden.
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5 Diskussion

51 Histamin, ein neuer Transmitter im Glomus caroticum

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das Glomus caroticum der Ratte Gber
alle notwendigen Komponenten zur Biosynthese, Speicherung und Freisetzung von
Histamin verfugt. Dartber hinaus wird die mRNA fir die Histaminrezeptoren H1, H2
und H3 exprimiert. Zum ersten Mal wurde nachgewiesen, dass die Glomera grosse
Mengen an Histamin enthalten und dass bei Hypoxie die Histaminfreisetzung
zunimmt. Folglich erfillt Histamin die notwendigen Kriterien als wichtiger Transmitter
in den Sensorzellen. Diese Zellen sind unentbehrlich far die Kontrolle des
respiratorischen Gleichgewichts und der Sauerstoffversorgung des Organismus,
ganz besonders des Gehirns [37, 40].

Die Typ | Zellen des Glomus caroticum sind einzigartig, da sie nicht nur eine
Immunreaktion fir VMATL1 zeigen, sondern auch fur VMAT2 ([42] und diese Arbeit).
Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass auch die mRNA fir beide vesikularen
Transporter im Glomus exprimiert wird. VMAT2 unterscheidet sich von VMAT1
insbesondere durch seine héhere Affinitat zu Histamin [13, 32] und wird daher vor
allem in histaminergen Zellen exprimiert, wie zum Beispiel in den Enterochromaffin-
like (ECL-) Zellen des Magens [41].

Im Glomus caroticum wird Histamin von den Sensorzellen synthetisiert. Dies wurde
durch die Kolokalisation zweier Enzyme in den Sensorzellen belegt. Es ist bekannt,
dass sie das limitierende Enzym der Dopaminbiosynthese, die Tyrosinhydroxylase
(TH) exprimieren [39]. Durch immunhistochemische Verfahren konnte gezeigt
werden, dass diese Zellen auch Uber die Histamin synthetisierende
Histidindecarboxylase (HDC) verfiigen. Damit scheiden Mastzellen oder andere
Strukturen des Glomus als primare Histaminquelle aus. Ahnlich wie typische
neuroendokrine histaminerge Zellen, wie z.B. die ECL-Zellen, verfliigen die
Sensorzellen Uber alle fur die Biosynthese, Speicherung und Freisetzung von
Histamin notwendigen Proteine [22, 41]. Die Menge an Histamin, die im gesamten
Glomusorgan bestimmt wurde (164 pmol pro Glomus), ist etwa zehnmal grosser als

die im Glomus gemessene Dopaminmenge [20, 48].
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen und immunhistochemische Untersuchungen
(nicht veroffentlicht) ergaben, dass im Glomus caroticum nur wenige Mastzellen
vorhanden sind und damit nicht zum hohen Histamingehalt beitragen kénnen.

Der Histamingehalt im Glomus ist hoher als in vielen anderen Geweben der Ratte,
wie z.B. Haut (234 nmol / g), Magenschleimhaut (396 nmol / g) und Cortex cerebri
(0,3 nmol / g) und ist vergleichbar zum Histamingehalt in den peritonealen Mastzellen
(10-30 pg pro Zelle) [1, 23, 33, 36].

Des weiteren wurde gezeigt, dass Histamin im Glomus nicht nur vorhanden ist,
sondern auch, dass dessen Freisetzung bei Hypoxie gesteigert wird. Deshalb ist
Histamin, das von den Sensorzellen synthetisiert, gespeichert und freigesetzt wird,
ein moglicher Transmitter in der Kommunikation zwischen den Sensorzellen und
dem Nervensystem.

Ein weiteres Indiz fir die Bedeutung von Histamin als Botenstoff im Glomus
caroticum ist der Nachweis der mRNA der Histaminrezeptoren H1, H2 und H3.
Bisher nicht naher identifizierte Zellen des Glomus caroticum besitzen folglich
Histaminrezeptoren. Diese erfullen, falls auf den Sensorzellen lokalisiert,
maoglicherweise eine autokrine Funktion, oder, falls auf Dendriten lokalisiert, eine
Funktion bei der Signalweiterleitung.

Es ist bekannt, dass Histamin bei der Weiterleitung des Signals ,Hypoxie* an noch
nicht nadher bezeichneten Stellen der Signalkette eine wichtige Rolle spielt [12].
Wahrend einerseits bei Zugabe von Histamin zum Glomus caroticum keine Zunahme
der Impulsfrequenz im Carotis Sinus Nerv beobachtet wurde [29], konnte durch
Histamin eine Erh6éhung des cAMP-Spiegels im Glomus caroticum der Ratte
ausgelost werden [34]. Letzteres legt eine Beteiligung der H2-Rezeptoren nahe,
deren mMRNA in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte. Es sind weitere Studien
Uber die genaue Lokalisation der Rezeptoren im Glomus selbst, im Ganglion
Petrosum oder an anderen Stellen des respiratorischen Systems geplant.

Im Glomus caroticum der Ratte wurde auch die mRNA des H3-Rezeptors gefunden
(eine Isoform mit zusatzlichen 30 Aminoséuren im intrazellularen Anteil), welcher
ursprunglich als Autorezeptor beschrieben wurde und welcher die Histaminsynthese
und - freisetzung im Gehirn reguliert [5]. Méglicherweise erfillt Histamin, &hnlich wie
Dopamin, afferente und / oder autokrine Regulationsaufgaben im Glomus caroticum.
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5.2 Freisetzung von Dopamin: eine  Voraussetzung far die

Autotransplantation in das Striatum bei M. Parkinson

Es ist bekannt, dass die Tyrosinhydroxylase, das limitierende Enzym der
Katecholamin- und damit Dopaminbiosynthese, in den Sensorzellen des Glomus
caroticum vorhanden ist [39]. Dopamin wird mit Hilfe von VMAT1 in den Vesikeln
gespeichert und mit Hilfe verschiedener Proteine des Exozytoseapparates, wie zum
Beispiel SNAP25 und Syntaxin, freigesetzt [50]. Mittels Amperometrie konnte die
qualitative und quantitative Freisetzung von Dopamin bei Hypoxie an der Oberflache
der Sensorzellen gemessen werden ([38] und diese Arbeit). Die Technik erlaubte
eine Echtzeitbeobachtung der zellularen Antwort der Sensorzellen auf Hypoxie durch
Exozytose von Dopamin.

Die Reaktion der Sensorzellen im Glomus caroticum der Ratte ist vergleichbar mit
der Beobachtung an isolierten Glomuszellen des Kaninchens [35, 46]: in beiden
Fallen wird die Dopaminfreisetzung von Hypoxie gesteigert und ist von der
Anwesenheit von Calcium abhéangig.

DarUber hinaus zeigten frihere Analysen auf pharmakologischer und molekularer
Ebene, dass Dopamin wahrscheinlich eine autokrine Funktion an den Sensorzellen
via D2-Rezeptoren Ubernimmt: Untersuchungen an D2-Knock-out-Mausen ergaben,
dass diese die Fahigkeit zur Anpassung an dauerhafte Hypoxie und akute
Hyperkapnie verloren haben [24]. Mittels molekularbiologischer Techniken wurden
am Glomus caroticum des Kaninchens die Typ | Zellen als Ort der Expression der
D2-Rezeptoren beschrieben [47]. Dies sind Hinweise daflr, dass Dopamin tber
vorhandene D2-Rezeptoren ein autokriner Botenstoff der Typ | Zellen im Glomus
caroticum ist.

Analysen am Glomus caroticum der Katze zeigten einen direkten Zusammenhang
zwischen der Freisetzung von Dopamin und einer Zunahme der Impulsfrequenz im
Carotis Sinus Nerv. Dabei wurde amperometrisch die Exozytose von Dopamin
bestimmt und zeitgleich das elektrische Potential des Carotis Sinus Nervs abgeleitet.
Ein Signal im Nerven konnte auch durch Stimulation von nikotinergen
Acetylcholinrezeptoren induziert werden, ohne dass dabei Dopamin freigesetzt
wurde [10].
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Ebenfalls am Glomus caroticum der Katze wurde gezeigt, dass die hypoxiebedingte
Freisetzung von Dopamin und Noradrenalin durch Acetylcholin Gber muskarinerge
Rezeptoren auf den Glomuszellen moduliert wird [49]. Dies sind Hinweise darauf,
dass  Acetylcholin  mdglicherweise  regulatorische  Aufgaben  bei  der

Transmitterfreisetzung im Glomus caroticum erfllt.

Die genaue Charakterisierung der Zellen des Glomus caroticum ist auch fur eine
maogliche Therapie des Morbus Parkinson von grosser Bedeutung. Etwa 1-2 % der
Bevolkerung Uber 65 Jahren leidet an dieser Erkrankung.

Beim M. Parkinson gehen dopaminproduzierende Neurone zugrunde, deren
Zellkerne in der Substantia nigra liegen und deren Nervenendigungen in das
Striatum projizieren. Die dopaminergen Neurone haben eine wesentliche Funktion flr
den Bewegungsantrieb, indem sie einen inhibierenden Einfluss auf die Hemmung der
motorischen Impulse des Grosshirns austben. Fallt diese Funktion weg, resultiert die
typische, durch Bewegungsarmut und Antriebslosigkeit gekennzeichnete Klinik des
M. Parkinson [27].

Gemass neuester Erkenntnisse kdnnten die Glomera des erkrankten Individuums in
das Striatum (auto-) transplantiert werden, dort Dopamin freisetzen und somit den
Dopaminmangel im Striatum ausgleichen. Dies wurde bisher erfolgreich an Ratten
und an Menschenaffen gezeigt. Dabei wurden in einem Tiermodell eines
experimentellen Parkinsonismus die eigenen Glomera in das Striatum transplantiert.
Nach drei Monaten konnte eine messbare Verbesserung der klinischen Symptomatik
festgestellt werden [11, 14, 45]. Erste klinische Versuche am Menschen verliefen
bereits erfolgsversprechend: dabei wurden insgesamt sechs an M. Parkinson
erkrankten Patienten jeweils beide Glomera entnommen, als Zellsuspension
aufbereitet und in das Striatum injiziert. Bei funf von sechs Patienten konnte eine
Verbesserung Klinischer Parameter erzielt werden, welche sechs Monate nach
Transplantation ihr Maximum erreichte [4]. In diesem Zeitraum werden
maoglicherweise neuronale Verbindungen gebildet, deren Ausbildung durch im
Glomus caroticum enthaltene Wachstumsfaktoren stimuliert wird. So kdnnte das
Glomus caroticum nicht nur als Dopaminquelle dienen, sondern auch als Quelle flr

neuronenstimulierende Wachstumsfaktoren [6].
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Aus der Autotransplantation des Glomus caroticum in das Striatum ergibt sich eine
neue Therapieoption dieser schweren chronischen Erkrankung, die den bisherigen
therapeutischen Moéglichkeiten in einigen Aspekten tberlegen wére.

Die medikamentése Therapie des M. Parkinson ist oft problematisch. Sie ist
nebenwirkungsreich und erfordert meist eine stetige Dosiserhéhung. Nach
jahrelanger Einnahme zeigen die Medikamente oft keine Wirkung mehr [43].

Ein weiterer neuer Therapieansatz ist die Transplantation von embryonalem
dopaminproduzierendem Gewebe in das Striatum. Studien ergaben Hinweise, dass
diese Gewebstransplantation bei Patienten unter 60 Jahren eine Verbesserung der
Symptome, wie Bewegungsarmut und Muskelsteife, bewirkte [15].

Bei der Transplantation embryonalen Nervengewebes ergeben sich jedoch
gravierende Nachteile: erstens ist eine allogene Transplantation stets mit dem Risiko
der immunologischen Abstossungsreaktion vergesellschaftet. Dieses Risiko kann nur
durch die nebenwirkungsreiche Einnahme von Immunsuppressiva vermindert
werden. Eine autologe Transplantation dagegen erfordert keine medikamentdse
Immunsuppression. Zweitens ist die Verwendung von embryonalem Gewebe ethisch
umstritten, nicht so die autologe Transplantation.

Weitere Therapieanséatze, wie der Gentransfer von neuronenstimulierenden
Wachstumsfaktoren in das Striatum [8], die direkte Einbringung von
Wachstumsfaktoren [17] oder der Einsatz von Stammzellen zur Gewinnung
dopaminproduzierender Zellen, sind noch in der Entwicklung.

Moglicherweise spielt auch die Produktion von Histamin im transplantierten Gewebe
eine Rolle. Es wurde beschrieben, dass der Dopaminmangel bei M. Parkinson eine
Zunahme der histaminergen Innervation in der Substantia nigra bewirkt. Dies ist
maoglicherweise ein Kompensationsmechanismus des Dopaminmangels [3]. Falls der
stimulierende Effekt der histaminergen Fasern auch auf das Striatum, den Ort der
Transplantation, Gbertragbar ware, konnte die Autotransplantation des Glomus
caroticum nicht nur den Dopaminmangel vermindern, sondern zusatzlich durch die

Histaminproduktion einen dopaminstimulierenden Effekt zeigen.
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5.3 GTP-CH wird im Glomus caroticum exprimiert und ist aktiv

Die GTP-Cyclohydrolase (GTP-CH) spielt bei der Biosynthese verschiedener Trans-
mitter im Organismus eine wesentliche Rolle. Sie dient als limitierendes Enzym in der
Synthese von Tetrahydrobiopterin (BH4), einem wichtigen Kofaktor in der Synthese
verschiedener Transmitter (siehe Abbildung 5-1 und [44]). Zum Beispiel ist die
Synthese der Katecholamine (Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin) von BH4
abhangig, da der Ausgangsstoff L-DOPA von der Tyrosinhydroxylase (TH) nur in
Anwesenheit von BH4 synthetisiert wird. Ebenso ist die Biosynthese von Serotonin,
Melanin und auch Stickoxid (NO) von BH4 abhéangig.

BH4 wird in mehreren Schritten aus GTP synthetisiert. GTP-CH ist das katalysieren-
de Enzym des ersten Syntheseschrittes, dabei entsteht Dihydroneopterintriphosphat
aus GTP.

Die Expression von TH in den Sensorzellen des Glomus caroticum ist bereits lange
bekannt [39]. Jedoch war bisher unklar, ob diese auch GTP-CH exprimieren. Es
wurde gezeigt, dass auch die fur die Dopaminbiosynthese bendétigte GTP-CH im
Glomus caroticum vorhanden ist. Ahnliche Befunde wurden gleichzeitig von einer
anderen Arbeitsgruppe erhoben [25]. Daruber hinaus ist die GTP-CH im Glomus
caroticum der Ratte nicht nur vorhanden, sondern auch enzymatisch aktiv, wie mit
dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Die Aktivitdt des Enzyms im Glomus caroticum
ist vergleichbar mit der gemessenen Aktivitat im Striatum der Ratte. Somit wurde
bestétigt, dass das Glomus caroticum uber aktive GTP-CH als ein wichtiges Enzym
der Dopaminbiosynthese verfigt und es bei der Autotransplantation in das Striatum

als Therapie bei M. Parkinson bereitstellen kann.
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Abbildung 5-1: Ubersicht tiber die Tetrahydrobiopterin-Biosynthese

BH4 wird in mehreren Schritten aus GTP synthetisiert. Das hierbei limitierende Enzym ist

die GTP-CH. BH4 dient wiederum als Kofaktor fur die Biosynthese von Katecholaminen,

wie z.B Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin sowie fur die Biosynthese von Serotonin,

Melanin und anderen Botenstoffen.
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Hypoxische Bedingungen fuhren nicht nur zu einer schnellen Reaktion der
Glomuszellen durch Freisetzung von Transmittern. Auch chronische Hypoxie hat
einen regulierenden Einfluss auf die Expression der Biosyntheseenzyme. So gibt es
Hinweise darauf, dass nicht nur die Expression der TH durch Hypoxie gesteigert
wird, sondern auch die Expression von GTP-CH [25]. Dies ist fur eine Anpassung
des Transmitter-Syntheseapparates an verdnderte Gegebenheiten von grosser
Bedeutung, denn somit kann auch auf langfristige hypoxische Bedingungen adaquat
reagiert werden, wie es z.B. bei der Hohenanpassung der Fall ist.

Das Enzym GTP-CH wird ausser durch Hypoxie auch durch Wachstumsfaktoren
beeinflusst. So wurde anhand embryonaler dopaminerger Neurone der Ratte
nachgewiesen, dass GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) einen
stimulierenden Einfluss auf die Expression der GTP-CH hat [7]. Auch die
Wachstumsfaktoren NGF (Nerve growth factor) und EGF (Epidermal growth factor)
bewirken in der PC12-Zelllinie eine Zunahme der Aktivitat der GTP-CH [2].

GTP-CH ist damit ein Enzym, das von verschiedenen Umweltbedingungen reguliert
wird und dadurch einen wesentlichen Anteil an der Regulation der

Dopaminbiosynthese tragt.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Zellen des Glomus caroticum der Ratte alle
notwendigen Komponenten zur Biosynthese, Speicherung und Freisetzung von
Dopamin und Histamin besitzen und diese Transmitter bei Hypoxie freisetzen
konnen.

Erstmals wurde hier Histamin als Transmitter im Glomus caroticum nachgewiesen:
es wurde gezeigt, dass die Sensorzellen des Glomus caroticum das Histamin
synthetisierende Enzym exprimieren. Die Speicherung von Histamin in Vesikeln
erfolgt mit Hilfe eines vesikularen Monoamintransporters (VMAT?2). Bisher bekannte
immunhistochemische Ergebnisse Uber die Expression dieses Transportproteins in
den Sensorzellen konnten bestatigt und mittels RT-PCR-Untersuchungen belegt
werden. Ferner wurde nachgewiesen, dass die Sensorzellen auch Uber wichtige
Komponenten des Exozytoseapparates verfigen. Darlber hinaus zeigten RT-PCR-
Untersuchungen, dass im Glomus caroticum die mRNA der Histaminrezeptoren H1,
H2 und H3 exprimiert wird.

Die Menge an Histamin im Glomus caroticum wurde mittels Radioimmunoassay
bestimmt. Im Glomus caroticum ist mehr Histamin enthalten als in anderen Geweben
der Ratte, und die Menge an Histamin ist um ein Vielfaches groRRer als die Menge
des im Glomus caroticum enthaltenen Dopamins.

In vitro Experimente zeigten, dass die Freisetzung von Histamin aus dem Glomus
caroticum durch Hypoxie verstarkt wird. Eine vermehrte Freisetzung bei Hypoxie
konnte amperometrisch auch fir Dopamin bestatigt werden. Es wurde hier zum
ersten Mal beschrieben, dass ein Zelltyp zwei verschiedene Amine als Transmitter
nutzt. Damit spielt sowohl Dopamin als auch Histamin eine wesentliche Rolle bei der
Kontrolle der Sauerstoffversorgung des Organismus und, aufgrund der Lage des
Glomus caroticum, besonders des Gehirns.

Mit dem Nachweis von Expression und Aktivitat des limitierenden Enzyms fur die
Tetrahydrobiopterin-Synthese wurde gezeigt, dass das Glomus caroticum samtliche
fur die Dopaminsynthese notwendigen Schritte selbst durchfihren kann. Damit erfullt
das Glomus caroticum die notwendigen Eigenschaften fir eine erfolgreiche
Autotransplantation in das Striatum bei Morbus Parkinson.
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