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Abkurzungsverzeichnis

Abklrzungen

5-HT Serotonin

ADP, ATP Adenosindiphosphat, Adenosintriphosphat

AK Antikdrper

bp Basenpaare (base pairs)

D1R, D2R Dopamin-1-Rezeptor, Dopamin-2-Rezeptor

DA Dopamin

DAB 3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid

DEPC Diethylpyrocarbonat (Diethyldicarbonat)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DNA, cDNA Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonucleinic Acid), komplementare (complementary) DNA

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FB Fast Blue

FCS, HS fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum), Pferdeserum (Horse Serum)

H1R-H4R Histamin-1-Rezeptor bis Histamin-4-Rezeptor

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure

HDC Histidin-Decarboxylase

HIS Histamin

I elektrischer Strom [A]

KG Korpergewicht [kg]

A Wellenlange [nm]

M molar [mol/l]

mRNA messenger RNA

p Wahrscheinlichkeit fir einen irrtimlich gefundenen Unterschied zweier Beobachtungsgrup-
pen flr die vorliegende Stichprobe

pCO,, pO, Kohlendioxid-Partialdruck, Sauerstoff-Partialdruck

PBS, TBS Phosphate Buffered Saline, Tris Buffered Saline

PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

PFA Paraformaldehyd

RNA Ribonukleinsaure (Ribunucleinic Acid)

R.T. Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

SNAP25 Synaptosom-assoziiertes Protein (25 kDa)

TBE Tris / Borat / EDTA

TH Tyrosinhydroxylase

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

VMAT 1/2 Vesikularer Monoamintransporter 1 / 2

Anatomische Strukturen werden gemaf gebrauchlicher Schemata abgekiirzt.




Kapitel 1 Einfihrung

1 EinfUhrung

1.1 Chemozeption von O, und CO, im menschlichen Kérper

Sauerstoff (O,) ist fur alle Tiere und den Menschen unentbehrlich. Zur Versorgung von
Zellen und Organen ist eine konstante O,-Zufuhr erforderlich, die durch einen basalen
Atemantrieb erreicht wird. Dieser wird innerhalb des zentralen Rhythmusgebers in der
Medulla oblongata gesteuert. Zudem muss eine schnelle und zuverlassige Anpassung der
Sauerstoffaufnahme und auch der Kohlendioxidabgabe (CO,) tber die Lungenalveolen an
physische, psychische oder auch pathologische Belastungen erfolgen, die mit erhdhtem
Sauerstoffverbrauch einhergehen. Demzufolge ist es fur den Organismus unerlasslich,
einerseits geeignete Sensoren auszubilden, die den aktuellen Blutgehalt (Partialdruck p)
der Atemgase O, und CO, messen, andererseits die Informationen sinnvoll zu verarbeiten
sowie gegebenfalls die Atmung zu stimulieren (im Falle von Hypoxie bzw. Hyperkapnie)
oder zu drosseln (Hyperoxie bzw. Hypokapnie). Diese Adaption geschieht uber Chemo-
sensoren. Wahrend die Messung von CO, vornehmlich in zentralen Strukturen — insbe-
sondere der ventrolateralen Medulla oblongata tUber den pH des Liquors erfolgt (Feldmann
et al. 2003), geschieht die O,-Perzeption hauptsachlich in peripheren Organen und der
Lunge selbst. @ Abbildung 1.1 zeigt das Zusammenspiel von peripheren und zentralen
Komponenten Uber Integrationsstellen im ZNS zu den Effektoren, also der Atemmuskula-
tur. Deren Feedback zu den Sensoren schliet den Regelkreis. Einer der wichtigsten peri-
pheren Chemosensoren fur O, ist das Glomus caroticum (Glomusorgan). Weitere
Sauerstoffsensoren sind die sog. Glomera aortica, die man in der Wand des Aortenbogens
und dessen proximalen Abgangen findet, sowie die neuroepithelialen Korperchen der
Lunge (auch Glomera pulmonalia).

Abbildung 1.1: Regelkreis der At-
‘ mungskontrolle. Die Informationen

‘ zentrale Strukturen

Pons, Medulla oblongata
u.a. Teile des ZNS ren werden Kontrollmechanismen im

ZNS zugefihrt, die die Aktivitat der

der peripheren und zentralen Senso-

Afferenzen Efferenzen _ .
Atemmuskulatur regulieren. Uber de-
ren negatives Feedback wird die Er-

Sensoren - ‘ Effektoren regung der Sensoren gehemmt. (mod.

periphere und zentrale Atemmuskulatur hach Caruana-Montaldo et al., 2000)

Chemosensoren, Lunge




Kapitel 1 Einfuhrung

1.2 Chemoreflexbahn des Glomus caroticum

1.2.1 Glomus caroticum

1.2.1.1 Anatomie und Histologie

Das Glomus caroticum des Menschen ist ein paariges, oval geformtes Organ von ca. 2
bis 3 mm Langendurchmesser (bei Nagern ca. 300 — 600 um), welches sich bilateral an
der Bifurkation der A. carotis communis in die Aa. carotis interna et externa befindet. Um
seine Funktion als O,-Sensor erfillen zu kdnnen, verfugt es Uber eine ausgepragte Blut-
versorgung: Uber verschiedene Zweige der externen Carotisarterie fliel3t Blut zum Glomu-
sorgan und wird Uber zahlreiche Anastomosen und Kapillaren allen Sensorzellen zuge-
fihrt, so dass die durchschnittliche Blutperfusion von etwa 1 ml x g™ x min™ sogar die des

Gehirns um ein 20-faches Ubersteigt (Jones, 2003).

» Mervenfazern
Typ I - Zolle (Stitzzolle) zu den Ganglien

Abbildung 1.2: Histologie des Glomusorgans. Das Glomusorgan beherbergt zwei Arten von
Zellen (A, mod. nach Caruana-Montaldo et al., 2000): Typ I-Zellen (Glomus- oder Sensorzel-
len), die eigentlichen Chemosensorzellen und Typ ll-Zellen, Glia-ahnliche Stiitzzellen. B: nor-
male Histologie des Glomusorgans eines menschlichen Kindes (vier Monate) mit den typischen

glomoiden Zellaggregaten (Glomerula, G). (HE-Farbung, Skalierung = 200 pm)

Das Glomusorgan selbst besteht aus zwei Arten von Zellen (Gonzales et al., 1994, siehe
auch @ Abbildung 1.2 A): erstens den Typ I-Zellen, auch Sensor- oder Glomuszellen
genannt, die die eigentlichen Chemosensorzellen darstellen und auf geeignete Stimuli hin
die vesikular gespeicherten Neurotransmitter und -modulatoren ausschutten. Die

9



Kapitel 1 Einfihrung

fusiformen Typ Il-Zellen hingegen fungieren als Glia-ahnliche Stutzzellen, vermutlich auch
als neurotrophe Stammzellen (vgl. Pardal et al., 2007). Zwar besitzen sie keine chemo-
sensorische Aktivitat, jedoch kann eine gewisse Rolle in der Signaltransduktion nicht aus-
geschlossen werden: wie Xu et al. (2003) berichten, fuhrt die Applikation von ATP zu ei-
nem Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration, eine anschlieRende Exozytose konnte
jedoch nicht detektiert werden. Beide Zellarten kommen in den fur das Organ typischen
und namensgebenden Zellaggregaten vor, die Glomerula genannt werden (siehe @ Abbil-
dung 1.2 B). Die Glomuszellen werden als sekundare Sinneszellen durch Nervenendigun-
gen sensorischer Neurone des Ganglion petrosum (anatomisch Ggl. inferius n. glos-
sopharyngei) innerviert. Aufgabe dieser pseudo-unipolaren Neurone ist die Weiterleitung
chemosensorischer Informationen (u. a. Ox-Partialdruck, pO;) Uber den IX. Hirnnerven zu
dessen Kerngebiet in der Medulla oblongata.

Weitere sensorische Fasern kommen vom Ganglion nodosum (anatomisch Ggl. inferius
n. vagi; vgl. Ichikawa, 2002). Zusatzlich ziehen sympathische Fasern des Ganglion cervi-
cale superius des Grenzstranges (SCG, siehe @ Abbildung 1.3 und Lazarov et al., 2009)
sowie parasympathische Fasern des Ganglion caroticum versorgt (Verna, 1979) zum
Glomusorgan. Sympathische und parasympathische Fasern innervieren neben den che-
mosensorischen Zellen auch die Blutgefale des Glomus caroticum und sind essentiell an
der Regulation des Blutflusses innerhalb des Organs beteiligt (O'Regan, 1981). Satoda et
al. (1995) beleuchten in einer detaillierten Labeling-Studie die Urspriinge und Endigungen
neuronaler Fasern des Carotis sinus-Nervs bei Affen. Folgende @ Abbildung 1.3 zeigt ex-
emplarisch die Innervation des Glomus caroticum durch das Ggl. cervicale sup. in der

Maus (Praparation eines Balb-cJ-Stammes):

Abbildung 1.3: Innervation des Glomus caroticums durch j‘;
das Ggl. cervicale sup. Ubersichtsaufnahme einer HE-Farbung ; :ﬁ P
des Glomus caroticum (Carotid Body, CB) einer Balb-cJ-Maus £ E £

mit umliegendem Gewebe. Vom benachbarten Ggl. cervicale o SCG _
sup. (SCG) aus ziehen deutlich sichtbare Nervenfasern (nerve) B : ;

narve
zum CB, das zwischen der externen (ECA) und internen (ICA) A. f y

carotis lokalisiert liegt. (HE-Farbung, Skalierung = 100 um)
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Kapitel 1 Einfihrung

1.2.1.2 Physiologie

Die genauen Mechanismen der O»-Messung in den Glomuszellen sind noch nicht voll-
standig aufgeklart, werden derzeit jedoch intensiv beforscht. Gangigen Theorien zufolge
gibt es mehrere mogliche Mediatoren der O,-Perzeption (siehe Lopez-Barneo et al., 2001;

Lopez-Barneo, 2003 und dortige Literaturangaben). Sie seien hier kurz vorgestellt:

Nikotinamid-Dinukleotid-Phosphat-(NADPH)-Oxidase. O, wandelt sich im Gewebe selbst-

standig in reaktive Sauerstoffspezies (O2’), die durch eine Oxidase zu H,O, reduziert wer-

den. Dies wiederum kann lonenkanale und andere Molekulle oxidieren. Mitochondrien. In

den ,Sauerstoffreaktoren” der Zelle fiihrt die Abwesenheit von O, zu einer Aktivitatsab-
nahme der Cytochrom C-Oxidase im Komplex IV. Die Folge ist eine Depolarisation, ein

konsekutiver Ca®*-Anstieg sowie die Transmitter-Freisetzung. Stickoxid (NO). Auch NO

wird als Mediator der Sauerstoff-Sensorik diskutiert: das ubiquitar vorkommende Gas bin-
det an den mitochondrialen Komplex IV und verandert so die Affinitat von Cytochrom C zu

O,. Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF). Fur die Langzeiteffekte chronisch hypoxischer

Zustande schliel8lich zeichnen HIF verantwortlich, die die Expression einer grolen Band-
breite O,-sensitiver Gene regulieren. Eine jungere Studie von Lahiri et al. (2007) konnte
zeigen, dass durch Applikation von Kohlenstoffmonoxid (CO) sowohl die chemosensori-
sche Entladung der Sensorzellen als auch — mit einer Latenzzeit von mehreren Minuten —
HIF1a stimuliert werden kann. Dies legt eine Rolle von HIF zumindest in der Langzeitwir-

kung hypoxischer Zustande nahe.

Wahrend in der Literatur Uneinigkeit Uber den genauen Mechanismus der O,-Perzeption

herrscht, wird in gangigen Theorien membranstandigen lonenkanalen eine zentrale Rolle

in der weiteren Verarbeitung des hypoxischen Signals zugesprochen. Entsprechend depo-
larisieren die Sensorzellen bei niedrigem pO, (hypoxischer Stimulus) durch den Schluss
von (moglicherweise O,-sensitiven) K*-Kanalen: die Leitfahigkeit der Plasmamembran fir
K* nimmt in Folge ab. Uber die Offnung spannungsgesteuerter Ca®*-Kanale fiihrt dies zur
Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration, was schlieRlich die Exozytose der in den
Vesikeln gespeicherten Neurotransmitter triggert (lturriaga and Alcayaga, 2004). Diese
binden an die jeweiligen Rezeptoren der synaptisch verknlipften Dendriten des afferenten

Neurons. Es entstehen Aktionspotentiale an den Nervenfasern, die sich entlang des

11
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Faserverlaufs in Richtung ZNS fortsetzen. Dendritische Nervenfaserbindel verlaufen tber
den N. sinus carotici, einem Zweig des N. glossopharyngeus, zum Ganglion petrosum und

wie schlief3lich zu dessen Kerngebiet im Hirnstamm.

Zusatzlich besetzen die exozytierten Neurotransmitter und -modulatoren membranstandi-
ge Autorezeptoren der Glomuszellen selbst und modulieren auf diese Weise die Hypoxie-
antwort weiter. Die folgende @ Abbildung 1.4 zeichnet schematisch die diskutierten Theo-
rien zur O,-Perzeption und dessen konsekutiver Signaliibertragung an entsprechende

Nervenfasern auf:

verminderte
Aktionspotential Leitfahigkeit for K. *
— i
T ;;.""‘( Q b=} _HE -
— > ¥4 @
__h_-h‘.__:_--_ \':" I'If-— M.'l
“\\ . A
A\\x K*HE Flf[i
K* A" (b
“1 .I _I \‘-\__
P
l'?."': ‘:'1 |
—\'\j;\ ¥/ @|
. =5 I Membran-
postsynaptische —— | Degolarisation
Rezeptoren ; J 70,
Sensor
F'uta'mm—aht@n:gige
. Typ Helle
S w \§ ,-f-‘ufm gated
S - -
S ==~ ,--;\L
(a) ..3) Ca®t

Abbildung 1.4: Theorie zur intrazellularen und synaptischen Signaltransduktion der Hy-
poxieantwort. Ausgehend von einem (mdglicherweise intrazellular in den Mitochondrien lokali-
sierten) O,-Sensor kommt es zur Reduktion der K'-Leitfahigkeit (1a und b). Eine Depolarisation
der Plasmamembran ist die Folge (2), was wiederum die Offnung spannungsgesteuerter Ca*"-
Kanale bedingt (3): der intrazellulare Ca”*-Spiegel steigt (4). Nach der Exozytose vesikular ge-
speicherter Neurotransmitter (5) binden diese sowohl an postsynaptische Rezeptoren sensori-
scher Neurone des Ganglion petrosum (6a) als auch an inhibitorische und stimulierende Auto-
Rezeptoren der Sensorzellen selbst (6b). Via Aktionspotentialen (7) wird die Information an ho-

here Strukturen des ZNS weiter geleitet. (mod. nach Carrol and Kim, 2005)
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Die gesamte Verschaltung dient als afferenter Arm von Chemoreflexen, die hauptsachlich
die Atmung und kardiozirkulatorische Funktionen regulieren. Neben O, wird fur das Glo-
mus caroticum auch eine Rolle in der Sensorik des pCO,, des Blut-pHs und der Blutgluko-
se diskutiert (Lahiri und Forster, 2003; Pardal und Lopez-Barneo, 2002).

1.2.2 Ganglion petrosum und Nucleus tractus solitarii

Unmittelbar nach dem Austritt des IX. Hirnnervs aus der Schadelhéhle, kaudal des Fora-
men jugulare, liegt das Ganglion petrosum. Das Ganglion selbst besteht aus den Perika-
rya u. a. sensorischer Nervenzellen, Nervenfasern und Gliazellen. Neben anderen Aufga-
ben (siehe folgende Auflistung) ist es eine erste Integrationsstelle fir chemosensorische
Informationen der Sensorzellen des Glomusorgans und leitet deren Signale in Form von
Aktionspotentialen zu héheren Hirnstammzentren weiter. Andere Versorgungsaufgaben

des IX. Hirnnervs umfassen:

e Schleimhautsensibilitdt im Bereich des Ohrs, des Rachens und der Zunge
e motorische Fasern fur den M. stylopharyngeus

e Pressorezeptoren des Sinus caroticus

e Geschmacksfasern der Wallpapillen

e sekretorische Fasern der Ohr- und Zungenspeicheldriisen

Das Kerngebiet des N. glossopharyngeus liegt im Bereich des kaudalen Hirnstamms, der

Medulla oblongata, und umfasst die folgenden Kerne:

@® Nucleus ambiguus (kranialer Teil) motorisch
@ Nucleus tractus solitarii sensorisch (Chemo-/Pressorezeptoren)

® Nucleus salivatorius inferior sekretorisch (Speicheldrisen)

@ Abbildung 1.5 zeigt den Verlauf sensorischer Fasern aus dem Glomus caroticum tber
den N. sinus carotici und N. glossopharyngeus zum Ggl. Petrosum sowie die zugehorigen
Kerngebiete. Die zentralen Axone der pseudounipolaren Ganglienzellen ziehen im Nerv
Richtung kranial und gelangen im Kleinhirnbriickenwinkel in den Hirnstamm. Die Fasern
enden vorwiegend im ipsilateralen kardiorespiratorischen Teil des Ncl. tractus solitarii im
kaudalen Hirnstamm (kommissuraler Subnucleus), der in engem Zusammenhang zum

zentralen Rhythmusgenerator der Atmung steht (Sapru, 1996; Song and Poon, 2004).

13
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M. glossopharyngeus e ' gustatory part

{1X. cranial nerve)

cardiorespiratory part

P | i
etrosa ganglmn-__

7
N. \Léus (X) 1

carotid '\ with ganglia % : '
sinus nerve j .
/R ..-‘r >
L. \ / f | solitary tract nucleus
Carotid body W nucleus ambiguus
-9/ Bl ceus ambig
y 3 I caudal salivatory nucleus
; I trigeminal sensory nuclei
common g
capsli tiary trigeminal moter nucleus

|
o = =—=sensory fibers

Abbildung 1.5: Verlauf der sensorischen Fasern des Glomusorgans und Kerngebiet des
N. glossopharyngeus. Periphere Dendriten sensorischer Ganglienzellen ziehen im N. sinus
carotici, einem Zweig des N. glossopharyngeus zu den Perikarya im Ganglion petrosum. Deren
zentrale Axone verlaufen weiter im N. glossopharyngeus und enden nach ihrem Eintritt in den
Hirnstamm vornehmlich im ipsilateralen kardiorespiratorischen Teil des Nucleus tractus solitarii.
Von dort aus findet die weitere Verschaltung zu den respiratorischen Neuronen statt. Zur
Orientierung wurden zusatzlich die sensiblen und motorischen Kerne des N. trigeminus

eingezeichnet.
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Kapitel 1 Einfihrung

1.3  Neurotransmitter und Rezeptoren

Innerhalb einer elektrisch erregbaren Zelle werden Informationen durch Aktionspotentiale
weiter geleitet. Diese elektrischen Signale kdnnen jedoch nicht ohne weiteres auf andere
Zellen Ubertragen werden. Eine Moglichkeit ist die Ausbildung chemischer Synapsen.
Trift ein Aktionspotential an der prasynaptischen Membran ein, flhrt die
Potentialumkehr zum Einstrom von Ca?*, was die Exozytose von vesikular gespeicherten
(Neuro-) Transmittern auslost. Diese diffundieren durch den sog. synaptischen Spalt und

binden an spezifische Rezeptoren der postsynaptischen Membran.

(Neuro-) Transmitter sind also Ubertragerstoffe, die ubiquitar im Organismus aller Tiere
vorkommen, und deren Aufgabe es ist, Informationen von einer Zelle zur nachsten zu
transportieren. Die Interaktion kann dabei zwischen verschiedensten Arten von Zellen, z.
B. von Neuron auf Neuron, von Neuron auf Muskelzellen, aber auch — wie z. B. im Glomus
caroticum — von Sensorzelle auf Neuron stattfinden. Der Transmitter muss entweder von
der Zelle selbst synthetisiert werden, oder vom extrazellularen Raum (z. B. aus dem Blut
oder durch axonalen Transport anderer Nervenzellen) aufgenommen und anschlief3end in

Vesikeln gespeichert werden, um ihn dann bei Bedarf wieder freisetzen zu kdnnen.

1.3.1 Uberblick der Transmitter im Glomus caroticum

Um die gemessenen Informationen an Nervenzellen weitergeben zu kdnnen, benutzen die
Sensorzellen des Glomusorgans als sekundare Sinneszellen eine ganze Reihe unter-
schiedlicher Transmitter, Co-Transmitter und Neuromodulatoren. Diese binden an Rezep-
toren der sie innervierenden Nervenzellen und zum Teil auch an Autorezeptoren der Sen-
sorzellen selbst. Diese chemisch heterogenen Substanzen Ubersetzen die Signale zum
Partialdruck der Atemgase im Blut in elektrische Potentiale, die entlang der Nervenzellfort-
satze zu hdheren Zentren weitergeleitet werden (siehe dazu auch lturriaga und Alcayaga,
2004).

Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten bisher identifizierten Ubertrager-

stoffe der Sensorzellen des Glomus caroticum:
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Transmitter Abk. |Rezeptorsubtyp|Antwort

Acetylcholin ACh |mAChR inhibitorisch
nAChR exzitatorisch

biogene Amine

Adrenalin A a2aR exzitatorisch

Dopamin DA D2R inhibitorisch

Serotonin 5-HT |5-HTsR exzitatorisch

Nukleotide

Adenosin-5’-Triphosphat ATP  [P2Xs [ PoXs exzitatorisch

Peptide

Enkephalin Enk [5-opiod-R inhibitorisch

Neuropeptid Y NPY |Y1R/Y2R

Substanz P SP NK1R exzitatorisch

Vasoaktives Intestinales Polypeptid |VIP |- -

andere

Stickoxid NO |- -

Tabelle 1.1: Ubersicht der wichtigsten Neuroransmitter und Rezeptoren im Glomus
caroticum. Abkirzungen: mAChR = muskarinerger Acetylcholinrezeptor, nAChR = nikoti-
nerger Acetylcholinrezeptor, a,,R = ap,-Adrenozeptor (Almaraz et., 1997), D2R = Dopa-
min-2-Rezeptor, 5-HTs,R = 5-Hydroxythyramin-5a-Rezeptor, P,X, / P,X;= Purinozeptoren
2/ 3, s-opiod-R = 5-Opioid-Rezeptor, Y1IR / Y2R = Neuropeptid Y-Rezeptor 1/ 2, NK1R =

Neurokinin-1-Rezeptor. Weitere Literaturangaben siehe Text.

Im Folgenden sollen die Transmitter-Systeme des Acetylcholin, der biogenen Amine und
der Nukleotide detaillierter beschrieben und der aktuelle Stand der Forschung kurz vorge-
stellt werden. In dieser Beschreibung bleiben peptiderge (Gauda und Gerfen, 1996) und
andere Systeme unberucksichtigt, es sei an dieser Stelle lediglich auf die Quellenabga-
ben verwiesen. Die im Folgenden gezeigten Strukturformeln der Transmitter und Neuro-
entstammen  frei Seiten des Internet-Lexikons

modulatoren zuganglichen

www.wikipedia.org.
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1.3.2 Acetylcholin

Actelycholin (ACh), chemisch (2-Acetoxy-ethyl)-

| O trimethylammonium, ist der Essigsaureester des Cholins. Es
‘___,N:\/\ O).I\ wird durch die Cholinacetyltransferase (ChAT) synthetisiert
/ und durch den vesikularen Acetylcholintransporter (VAChT)

in Vesikeln gespeichert. Der Abbau erfolgt Gber die spezifische Acetylcholinesterase oder
die unspezifische Cholinesterase. Zwei Arten von Acetylcholinrezeptoren (AChR) sind be-

kannt, nikotinerge (NAChR, 2 Subtypen) und muskarinerge (MAChR, 5 Subtypen).

Die Freisetzung von ACh aus dissoziierten Glomuszellen in Co-Kultur mit Neuronen des
Ganglion petrosum konnte mittels Patch-Clamp-Studien gezeigt werden: pharmakologi-
sche Blockade von nAChR mit 2 uM Mecamylamin verhinderte vollstdndig die Hypoxie-
induzierte Depolarisation der Glomuszell-Plasmamembran (Nurse und Zhang, 1999). In
weiteren Studien an Katzen nahm die neuronale Aktivitat des Carotis Sinus Nervs nach
Blockade der muskarinergen Rezeptoren durch Atropin ab (Fitzgerald et al., 1997). Ob-
wohl ACh als wichtiger Transmitter identifiziert wurde, zu dessen Freisetzung es sowohl
durch Hypoxie als auch durch Hyperkapnie kommt, konnte das synthetisierende Enzym
und das Enzym zum vesikularen Transport in bisherigen Versuchen nicht nachgewiesen
werden (Schutz et al., 2001; Gauda, 2002). Méglicherweise dienen autonome Mikrogang-
lienzellen als Syntheseort flir ACh, das uber cholinerge Nervenendigungen zu den Glo-
muszellen transportiert und in Vesikeln gepeichert wird. Derartige Zellen lassen sich in der

Peripherie des Glomusorgans nachweisen (siehe Gauda et al. 2004).
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1.3.3 Nukleotide

NH:  Bei den Nukleotiden kommt vor allem dem

R <»N |"“N Adenosin-5-Triphosphat (ATP) besondere
HO—P—0—P—0—P—0__ P

5 & & CHE@ N7 ON Bedeutung zu. Neben seiner Funktion als

unverzichtbarer Energiebaustein jeder Sauge-

OH OH tierzelle spielt ATP auch als Co-Transmitter im

Nervensystem eine wichtige Rolle. Seine physiologischen Effekte werden durch sog. P»-

Purinozeptoren mediiert.

Auch im Glomusorgan wird ATP zu den wichtigsten bisher identifizierten Transmittern ge-
rechnet. Dort dient es, wie flr das periphere Nervensystem (PNS) typisch, als Co-
Transmitter des ACh, und wird zusammen mit diesem auf das Signal Hypoxie bzw. Hyper-
kapnie hin freigesetzt (Buttigieg und Nurse, 2004; Zhang et al., 2000; Zapata, 2007). In
RT-PCR-Versuchen konnten die beiden Rezeptro-Subtypen P,X; und P2X3 in chemosen-
sorischen Fasern der Ganglienzellen identifiziert werden, die exzitatorische Potentiale evo-
zieren und somit zur hypoxischen Signaltransmission beitragen. (Prasad et al., 2001). Mit-
tels Ca**-Imaging konnte jedoch auch ein gegenteiliger Effekt gezeigt werden: ATP ver-
hinderte den intrazelluldren Anstieg von Ca* in den Typ |- (Sensor-) Zellen auf Hypoxie,
was auf das Vorhandensein von P,Ys-Autorezeptoren zurickgefuhrt wird (Xu et al., 2005).
Somit ist ATP zum einen an der Signalubertragung an senorische Fasern von Ganglion
petrosum-Neuronen beteiligt, zum anderen inhibiert es die Glomuszellen selbst durch

negatives Feedback.

Letztlich scheint ATP auch eine Rolle in Bezug zu Typ lI-Zellen zu spielen, in denen es die
intrazelluldre Ca®*-Konzentration steigert (Xu et al., 2003). Weitere Aufklarung uber die

Bedeutung dieser Tatsache bleibt abzuwarten.
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1.3.4 Biogene Amine

Wahrend die Rolle des Dopamin (DA) als einer der Haupttransmitter im Glomus caroticum
gesichert scheint, ist die Rolle des Serotonin (5-HT) noch umstritten: zwar konnte die Frei-
setzung aus den Sensorzellen bei Hypoxie gezeigt werden, doch ist seine Synthese und
Speicherung noch ungewiss.

1.3.4.1 Serotonin

HO Serotonin, chemisch 5-Hydroxytryptamin und Vorlaufer des
Melatonin, ist — wie Dopamin — ein biogenes Amin, das als Mediator
und Neurotransmitter wirkt. Die Biosynthese aus L-Tryptophan

N 'l NH, erfolgt durch die Tryptophanhydroxylase (TryH) mittels

Hydroxylierung und anschlieende Decarboxylierung. Die Wirkungen des 5-HT werden

durch Serotonin-Rezeptoren vermittelt, deren Art und Wirkungsmechanismen sehr vielfal-

tig sind: Derzeit lassen sich mindestens 14 verschiedene 5-HT-Rezeptoren unterscheiden,
die in 7 Familien zusammengefasst werden: 5-HT, bis 5-HT;. Molekularbiologisch stellt
der 5-HT3-Rezeptor einen lonenkanal dar, wahrend es sich bei den ubrigen um G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren handelt.

Wie beim ACh, ist die Rolle des 5-HT im Gomus caroticum noch nicht endgultig geklart.
Zwar konnte die 5-HT-Freisetzung und seine Wirkung auf die spontane Spike-Aktivitat der
sensorischen Antwort in vitro gezeigt werden (Zhang und Nurse, 2000), allerdings scheint
Hypoxie — bei anderen Transmitter-Systemen ein wichtiges Release-Signal — keinen Ein-
fluss auf die Sekretion von 5-HT auszuuben (Jacono et al., 2005). Auch das entscheiden-
de Enzym der 5-HT-Synthese, TryH, konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Dennoch
exprimieren die Sensorzellen des Glomusorgans, die Neurone des Ggl. petrosum und des
Ggl. cervicale sup. sowohl 5-HT,- als auch 5-HTs,-Rezeptoren (Wang et al., 2000; Zhang
et al., 2003). Eine wichtige Funktion Uben 5-HT-Rezeptoren auch im Zusammenhang mit
der Atmungsregulation im Hirnstamm aus: Richter et al. (2003) beschrieben verschiedene
Madglichkeiten, auf Ebene dieser Rezeptoren pathologische Zustande der zentralen Venti-

lationsregulation (z. B. zentrale Apnoe oder Tachypnoe) zu beeinflussen.
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1.3.4.2 Dopamin

HO Dopamin, chemisch 4-(2-Aminoethyl)brenzkatechin oder 3-

Hydroxytyramin, ist ein Katecholamin und biosynthetische
HO iz Vorstufe von Noradrenalin, Adrenalin und den Melaninen. Die
Synthese erfolgt mittels Hydroxylierung von p-Tyrosin zu Dihydroxyphenylalanin (DOPA)
durch die Tyrosinhydroxylase (TH), die Tetrahydrobiopterin (BH4) als Cofaktor benétigt.
DOPA wird im Anschluld zu Dopamin decarboxyliert. Die Dopamin-Rezeptoren werden in
zwei Gruppen eingeteilt, die beide an G-Proteine gekoppelt sind. Die sog. D1-Gruppe (D1-
und D5-Rezeptoren) hemmt Uber inhibitorische Gj-Proteine die Adenylatcyclase, so dass
die intrazellulare Konzentration von cyclischem Adenosin-Monophosphat (CAMP) sinkt,
und erhoht zudem die Offenwahrscheinlichkeit von K*-Kanalen. Umgekehrt steigern Re-
zeptoren der D2-Gruppe (D2R bis D4R) die Aktivitdt der Adenylatcyclase und erhdhen
somit den cCAMP-Spiegel.

Der gesamte Synthese- und Speicherapparat fir Dopamin konnte immunhistochemisch
sowie molekularbiologisch in den Glomuszellen von Nagern nachgewiesen werden (Paul-
ding et al., 2002; Koerner et al., 2004). So exprimieren die Zellen neben den Synthese-
enzymen auch die Enzyme zur Speicherung in Vesikeln, namlich die Vesikularen Monoa-
minotransporter (VMAT) 1 und 2. Im Vergleich zu VMAT 1 besitzt VMAT 2 eine hdhere
Affinitat zu Histamin (Erickson et al., 1995, Merickel und Edwards, 1995), was eine Expri-

mierung vor allem in histaminergen Zellen bedingt (Prinz et al., 2003).

Hypoxie und Hyperkapnie sind auch im Fall von DA fur die Freisetzung des biogenen
Amins ausschlaggebend (Gauda, 2002). Dieses bindet an inhibitorische Dopamin-D2-
Autorezeptoren der Glomuszellen und postsynaptische D2R sensorischer Neurone des
Ganglion petrosum. Im Gegenzug konnte die Prasenz (exzitatorischer) D1-Rezeptoren in
den Sensorzellen des Glomusorgans bislang nicht nachgewiesen werden: entsprechend
zahlt Dopamin in der Literatur zwar zu den primaren Transmittern in der hypoxischen Sig-
nalantwort, zeichnet jedoch fir eine inhibitorische Rolle in der Signalantwort der Sensor-

zellen verantwortlich.
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1.3.5 Histamin als neuer Transmitter

1.3.5.1 Histamin als Neurotransmitter und Gewebshormon

/N Histamin (chemisch 2-(4-Imidazolyl)-ethylamin), ein weiterer
< [ N Vertreter in der Gruppe der biogenen Amine, wirkt im menschlichen
HN 2 und tierischen Organismus als  Neurotransmitter  und

Gewebshormon. Eine zentrale Rolle spielt die Substanz bekanntlich bei (pathologischen)
Reaktionen im Rahmen der Immunreaktion (z. B. Allergien, Asthma bronchiale) sowie im
Gastrointestinaltrakt bei der Regulation der Magensaureproduktion und der gastralen Moti-
litat. Die Aktivierung von H1-Rezeptoren fuhrt im Bereich kleinerer Blutgefal3e und Arterio-
len zur Vasodilatation (Erythem). Im ZNS gilt eine Beteiligung am Brechreflex (Area
postrema, H1R) sowie an der Justierung des Vigilanz-Status als gesichert. Hinzu kommen
Einflisse auf noradrenerge, serotonerge, cholinerge, dopaminerge und glutaminerge Neu-
ronen Uber prasynaptische (vor allem H3-) Rezeptoren in ZNS und PNS.

Auch im Glomus caroticum zahlt Histamin zu den jingst entdeckten Neurotransmittern
(Koerner et al., 2004), dessen Funktion in der chemosensorischen Signaltbertragung bis-
lang unbekannt war. Es wird durch eine Pyridoxalphosphat-abhangige Decarboxylierung

der Aminoséure Histidin durch die Histidindecarboxylase (HDC) synthetisiert:

O CO2
N N
S — O

1.3.5.2 Histamin-Rezeptoren und Subtypen

Vier Subtypen von Histamin-Rezeptoren wurden bislang identifiziert (Hough, 2001), H1R
bis H4R. Alle Typen sind an G-Proteine gekoppelt, die die jeweilige Wirkung tber spezifi-
sche Signalkaskaden ins Zellinnere weiterleiten. Wahrend H1- und H2-Rezeptoren via
Phospholipase C (Gga11: IPs- [Insositol-1,4,5-Triphosphat] und DAG-Kaskade) respektive
Adenylatcyclase (Gs: cAMP-Kaskade) eine exzitatorische Wirkung hervorrufen, bedingen
die Subtypen H3R und H4R eine inhibitorische Reaktion Uber Gj,-Proteine (Schwartz et
al., 1991; Arrang et al., 1983, 1985).
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Die folgende @ Abbildung 1.6 verdeutlicht Struktur und Wirkungsmechanismen der G-

Protein-gekoppelten Histamin-Rezeptoren:

A. Inactive conformation B. Activated conformation

GTP

Abbildung 1.6: Struktur und grundséatzlicher Wirkungsmechanismus der Histamin-
Rezeptoren. Bei allen vier bislang bekannten Subtypen der HIS-Rezeptoren handelt es sich um
membranstandige Rezeptoren mit sieben Transmembrandoméanen. Die intrazellulare Kompo-
nente ist an ein heterotrimeres G-Protein (Untereinheiten o, B, und y) gekoppelt, das die Signale
ins Zellinnere Ubermittelt. Die Aktivierung des Rezeptors durch Bindung eines geeigneten Li-
ganden l6st sodann den Austausch von GDP durch GTP an der a-Unterheit des G-Proteins
aus. In Folge kénnen je nach Art des Liganden (exzitatorisch versus inhibitorisch) die a- oder
die By-Untereinheit dissoziieren, die bei Gs-Proteine beispielsweise die Aktivitat der Adenylat-

cyclase, oder im Falle von Gg;;-Proteinen die Phospholipase C aktivieren

Obwohl der zuletzt entdeckte Histamin-H4-Rezeptor groRe Ahnlichkeit mit dem H3R be-
sitzt und ebenfalls Uber Gj,-Proteine wirkt, besitzt er doch eine deutlich verschiedene

Pharmakologie und Gewebespezifitat (Nguyen et al., 2001).

1.3.5.3 Histamin in der Atmungsregulation

Die histaminerge Modulation des respiratorischen Netzwerks von Mausen konnte durch
Dutschmann et al. (2003) nachgewiesen werden: an einer Herz-Hirnstamm-Préparation
erhohte Histamin die neuronale Aktivitdt des N. phrenicus nach systemischer Applikation
Uber die Aorta descendens. Diese Antwort konnte ebenso fur die H1- und H3-Rezeptor-
Agonisten HTMT und Imetit beobachtet werden, nicht jedoch durch den H2-Agonisten Di-
maprit. Signifikant senkte jedoch nur der H1-Antagonist Pyrilamin die respiratorische Ant-
wort, wahrend H2- und H3-Antagonisten keinen Effekt hervorriefen. Zudem zeigt sich auch
eine Rolle von Histamin in der hypoxischen Atemantwort, was eine eventuelle Beteiligung

arterieller Chemorezeptoren an diesem Weg der Signaltransduktion impliziert. Unsere
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Arbeitsgruppe (Koerner et al., 2004) konnte daraufhin Produktion, Speicherung und die
Freisetzung von Histamin durch Hypoxie im Glomus caroticum der Ratte zeigen. Durch
RT-PCR-Versuche konnte zudem bereits die Prasenz der Histamin-Rezeptoren H1R bis
und mit H3R auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Uber die genaue Lokalisation, sowie
Uber die Funktion des biogenen Amins und seiner Rezeptoren herrschte bislang jedoch
Unklarheit. Interessanterweise konnte jingst die Beteiligung von Histamin-H1-Rezeptoren
in der Atmungsregulation genauer determiniert werden: bei H1R-Knockout-Mausen ver-
minderte sich die thermische Steigerung der Atmung wahrend Hypoxie (Ishiguro et al.,
2006; lwase et al., 2007).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Charakterisierung arterieller Chemorezeptoren ist sowohl aus physiologischer als auch
pathologischer Sicht von grof3er Bedeutung. Ein detailliertes Verstandnis der Mechanis-
men der SignalUbermittlung im Glomus caroticum, dem wichtigsten der peripheren O,-
Sensoren, kénnte pathologische Zusammenhange aufklaren und neue Strategien in Dia-
gnostik und Therapie hypoxischer Zustande ermdéglichen. Die deutlichen Hinweise auf die
Beteiligung des Histamins in der Atemregulation (Dutschmann et al., 2003; lwase et al.,
2007) und der sensorischen Antwort des Glomusorgans machen eine weitergehende und
genauere Untersuchung seiner Rolle unabdingbar. Synthese, Speicherung und Freiset-
zung in Sensorzellen durch Hypoxie konnte bereits gezeigt werden (Koerner et al., 2004).
Dennoch ist unbekannt, welche Rezeptoren an der Signaltransmission beteiligt sind, von
welchen Zellen diese Rezeptoren exprimiert werden und inwieweit Histamin auch als
Transmitter in Hirnstamm und respiratorischen Zentren fungieren konnte. Weiterhin liegen
bislang nur rudimentare Kenntnisse zu dopaminergen und histaminergen Merkmalen im

Glomusorgan des Menschen vor. Ziele der vorliegenden Arbeit waren deshalb:

I. Charakterisierung von Histamin-Rezeptoren im Glomus caroticum von Nagern; Identi-
fizierung chemosensorischer Neurone des Ggl. petrosum und des Ncl. tractus solitarii

sowie deren Verteilung im Gewebe

[I. pharmakologische Charakterisierung der Wirkung von Histamin-Rezeptor-Agonisten
und -Antagonisten im Glomus caroticum und Ncl. tractus solitarii auf atmungsphysio-

logische Parameter (in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Physiologie in Géttingen)

[ll. Etablierung der Amperometrie-Methodik; Darstellung lebender Glomus caroticum-
Dunnschnitte und Untersuchung histaminerger Modulierung der Hypoxie-Antwort an-
hand der Katecholamin-Sekretion

IV. immunhistochemische Untersuchung dopaminerger und histaminerger Charakteristi-
ka im Glomus caroticum des Menschen im Hinblick auf die beim Nager gewonnenen

Erkenntnisse
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2 Material

2.1  Versuchstiere

Fur die Studien an Nagern wurden Glomera carotica von Ratten beiderlei Geschlechts des
Stammes Sprague-Dawley entnommen, deren Alter bei etwa sechs Wochen lag. Durch-
wegs jungere Tiere von maximal 20 Tagen fanden fur elektrophysiologische Untersuchung
an Dunnschnitten des Glomusorgans mittels Amperometrie Verwendung. Die Versuchstie-
re wurden unter Beachtung der Tierhaltungsrichtlinien des National Institute of Health
(NIH, Commission on Life Sciences, 1996) an der Technischen Universitat Minchen auf-
gezogen und entweder durch Athernarkose oder intraperitoneale Injektion von 20 pl/kg KG
Avertin bzw. 50 pl/lkg KG Chloralhydrat anésthesiert. Die To6tung erfolgte schmerzfrei

durch Er6ffnung der Halsgefal3e im Rahmen der Probengewinnung.

Die Versuchstiere fur Studien mit retrograder Markierung, ebenfalls Ratten des Stammes
Sprague-Dawley (n = 6) im Alter von ca. sechs Wochen, wurden im Department fur Ana-
tomie der Thrakischen Universitat in Stara Zagora, Bulgarien, in Ubereinstimmung mit den

dortigen ethischen Codes zur Tierhaltung aufgezogen und zur Materialentnahme getotet.
2.2 Gewinnung und Aufbereitung von Gewebeproben

In Abhangigkeit der geplanten Versuchsmethodik erfolgte die Anasthesie der Versuchstie-
re mit unterschiedlichen Mitteln. Fir immunhistochemische Untersuchungen wurde die
Narkose der ca. sechs Wochen alten Ratten mit Diethylather durchgefihrt. Es folgte die
Er6ffnung des Brustkorbs und die anschlieRende transkardiale Perfusion mit folgenden

LOosungen:

e 100 ml heparinisiertes (1 U / ml) 0.01 M PBS (pH 7.4)
e 500 ml 4 %iger PFA in PBS

Fur amperometrische Untersuchungen und die Gewinnung von zellularer RNA im Rahmen
von RT-PCR-Versuchen erfolgte keine Perfusion: die gewinschten Strukturen der Ver-
suchtiere wurden unmittelbar nach intraperitonealer Anasthesie mit Avertin bzw. Chloral-

hydrat entnommen und entsprechend weiter verarbeitet.
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2.3 Humane Proben des Glomus caroticum

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Rechtsmedizin der LMU Minchen wurden Glomera
carotica von menschlichen Leichnamen im Alter von vier Monaten bis 76 Jahren gewon-

nen. Der Todeszeitpunkt lag dabei maximal 48 h vor der Probenentnahme (siehe

= Tabelle 2.1). Unmittelbar nach Enthnahme wurden die Proben fur zwei h in 4 %igem
PFA (in 0,1 M PBS, pH 7,4) bei R.T. tUberfuhrt, im Anschluss erfolgte die Postfixierung im
gleichen Fixans fur 24 h bei +4° C. War eine sofortige Uberfiihrung nicht moglich, wurden
die Biopsate im Anschluss an die Sektion zunachst tiefgefroren und flr maximal vier Tage
bei -20° C gelagert. Im Folgenden wurden die Gewebeproben in PBS gewaschen und in
Parafin eingebettet, sodass ca. 5 um dicke Schnitte angefertigt werden konnten. Fur die
Gewinnung und Bereitstellung der Proben danke ich Herrn Prof. Dr. Eisenmenger und
Herrn Fischer vom Institut fir Rechtsmedizin ganz herzlich. Tabelle 2.1 gibt einen
Uberblick zu den entnommenen Proben inklusive Geschlecht, Alter, Todesursache und

dem Zeitraum bis zur Fixation des Gewebes.

Biopsat | Geschlecht | Alter Todesursache | At

1 weiblich 04 Monate Pneumonie ~ 16
2 mannlich 10 Monate Pneumonie ~16
3 mannlich 16 Monate Pneumonie ~16
4 mannlich 20 Jahre Polytrauma ~8
5 mannlich 26 Jahre Polytrauma ~12
6 mannlich 29 Jahre Polytrauma ~8
6 weiblich 44 Jahre Suizid ~24
7 mannlich 52 Jahre Suizid ~12
8 mannlich 76 Jahre Herzversagen ~48

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten humanen Proben des Glomus
caroticum. Die Gewebeproben wurden durch Herrn Florian Fischer im Insti-
tut fir Rechtsmedizin entnommen, und entsprechend den Angaben im Text
weiter verarbeitet. At = Zeitspanne zwischen Todeszeitpunkt und Proben-

entnahme in h.
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2.4 Antikorper und verwendete Losungen
Zielprotein/-molekul Abk. Verd. Bezugsquelle Ursprung
priméare Antikdrper
Dopamin DA 1:10000 | Abcam Ltd Maus
(polyclonal)
Dopamin-D2-Rezeptor D2R 1:5000 BIOTREND Chemikalien Kaninchen
(polyclonal)
Histamin HIS 1:200 Sigma-Aldrich Chemie Kaninchen
(polyclonal) GmbH
Histamin-H1-Rezeptor H1R 1:500 Acris Antibodies GmbH Kaninchen
(polyclonal)
Histamin-H1-Rezeptor hH1R 1:500 Progen Biotechnik GmbH Kaninchen
(human, polyclonal)
Histamin-H2-Rezeptor H2R 1:500 Alpha Diagnostic Kaninchen
(polyclonal)
Histamin-H3-Rezeptor H3R 1:750 Abcam Ltd Kaninchen
(polyclonal)
Histamin-H4-Rezeptor H4R 1:200 Abcam Ltd Kaninchen
(polyclonal)
Histidin-Decarboxylase HDC 1:4000 Progen Biotechnik GmbH Kaninchen
(polyclonal)
Synaptosomal attachment SNAP25 | 1:500 SMI Maus
protein of 25 kDa (monoclonal)
Tyrosin-Hydroxylase TH 1:40 LOXO GmbH Maus
(monoclonal)
Vesicular monoamino VMAT1 | 1:2000 Phoenix Pharmaceuticals, | Kaninchen
transporter 1 (polyclonal) Inc
Vesicular monoamino VMAT2 | 1:2000 Phoenix Pharmaceuticals, | Kaninchen
transporter 2 (polyclonal) Inc
sekundare Antikdrper
goat anti mouse gams 1:500 Dianova GmbH Ziege
goat anti rabbit garb 1:500 Dianova GmbH Ziege

Tabelle 2.2: Ubersicht der verwendeten primaren und sekundaren Antikérper. Sekundare Antikorper

sind jeweils Biotin konjugierte Ziegen-lgG.
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Material

(Ca?*-frei)

Losung Menge | Inhalt

Avertin 100 ml | 1,2 g Tribromethanol, 2,5 ml tertiarer Amylalkohol, in H,O bi-
dest., pH 7,4

Blockierlésung A 50 mM Glycin in PBS

Blockierlosung B 5% BSA-C und 1% Normalserum (Spezies des 2. AK)

BSA-Puffer 0,1% BSA-C (Aurion) in PBS (pH 7,4)

Chloralhydrat 10 ml | 7 g Chloralhydrat in 0,9 %igem NaCl, entspr. 70 mg/ml

Extrazellularlosung | 11 6,84 g NacCl, 0,335 g KClI, 1,932 g NaHCO3, 0,203 g MgCL, x 6
H,0, 0,369 g CaCl, x 2 H,0, 0,9 g Glucose, 1,71 g Sucrose; in
H,O bidest., pH 7,4

Extrazellularlosung | 11 4,2 g NaCl, 1,445 g KClI, 0,966 g NaHCOs5', 0,095 g MgCl, x 6

(mit 40 mM K+) H,0, 0,368 g CaCl, x 2 H,0, 0,9 g Glocusoe, 1,71 g Sucrose, in
H,O bidest., pH 7,4

Fixierlésung 2% Glutaraldehyd in PBS (pH 7,4)

PBS (10 ml) 11 0,386 g NaH,PO,x H,0; 1,023 g Na,HPO,x 2 H,0; 8,776 g
NacCl; in H,O bidest., pH 7,4

PFA (4%) 100 ml | 4 g Paraformaldehyd, 1 ml 1 M NaOH, 0,57 g NaH,PO, x H,0,
0,93 g Na,HPO,x 2 H,0, in H,O bidest.; pH 6,8

Perfusionsmedium | 11 6,84 g NacCl, 1,932 g NaHCOg3', 0,368 g CaCl, x 2 H,0, 10,203 g
MgCL, x 6 H,0O, 1,125 g KCl, 1.25% ficoll, pH 7,4

TBE-Puffer (5x) 11 4 g Tris, 27,5 g Borséaure, 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

Tyrode-L6sung 11 8,65 g NacCl, 0,15 g KCl, 0,285 g MgCl, x H,0, 0,369 g CaCl, x

(Ca2+-haltig) 2 H,0, 2,38 g HEPES, 1,8 Glucose, in H,O bidest., pH 7,4

Tyrode-L6sung 11 8,65 g NacCl, 0,15 g KCl, 0,285 g MgCl, x H,0, 2,38 g HEPES,

1,8 Glucose, in H,O bidest., pH 7,4

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Lésungen
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Material

2.5 Herstellerverzeichnis

Abcam Ltd, Cambridge, UK

Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen, D
AGOWA, Berlin, D

Alpha diagnostics, San Antonio, USA
American Can Company, Greenwich, USA
Amersham Life Science, Braunschweig, D
AutoMate Scientific Inc, San Francisco, USA
Beckman Coulter, Miinchen, D

Biochrom, Berlin, D

BIORAD, Muinchen, D

BioLabs, Schwalbach, D

Biosciences, St Louis, USA

BIOTREND, Kéln, D

BioWhittaker Molecular Appl., Walkersville, USA
Biozym Diagnostic, Oldendorf, D

Boehringer Ingelheim Pharma, Ingelheim, D
Dianova, Hamburg, D

DNASTAR Inc., Madison, USA

Dow Corning, Midland, USA
Eppendorf-Netheler—Hinz, Koln, D
Euro-diagnostica, Arnheim, Holland
GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Hamilton Company, Reno, Nevada, USA
HEKA Electronics, Lambrecht, D

Heraeus Instruments, Minchen, D

IGN, Eschwege, D

Instrutech, Great Neck, USA

Invitrogen, Karlsruhe, D

Jackson ImmunoResearch Lab, West Grove, USA

Leica, Bensheim, D

Linde AG, Hollriegelskreuth, D

LOXO, Dossenheim, D

Merck, Darmstadt, D

MJ Research, Watertown, USA

MWG Biotech, Ebersberg, D

NEN Life Science Products Inc., Boston, USA
Novocastra Lab Ltd, Newcastle, UK

NUNC, Wiesbaden, D

PAA Laboratories, Pasching, AUT

P.A.L.M., Bernried, D

PeQLAB, Erlangen, D

Pharmazia Biotech, Freiburg, D

Phoenix Pharmaceuticals, Inc, Belmont, CA, USA
Pierce / Perbio Science, Bonn, D

Portex Limited, Hythe, UK

Progen Biotechnik, Heidelberg, D

Promega, Mannheim, D

Qiagen, Hilden, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Schleicher & Schuell, Dassel, D

Science Products, Hofheim, D

Sigma-Aldrich, Minchen, D

Sternberger monoclonals Inc., Lutherville, USA
Techlab, Erkerode, D

Uniphase, San Jose, CA

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

World Precision Instruments, Sarasota, USA

Zeiss, Gottingen, D
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3 Methoden

3.1 Praparationsmethodik

3.1.1 Glomus caroticum und Ganglion petrosum

Im Anschluss an die Perfusion wurde die Halsregion mit einem Skalpell eréffnet und die
sichtbaren Speicheldrisen entfernt. Nach Spaltung der Halsfaszien und stumpfer Prapara-
tion der Halsmuskulatur konnte die A. carotis communis im Verlauf bis zur Bifurkation
beidseits dargestellt werden. Anschliel3end wurde jeweils die A. carotis communis abge-
klemmt, die gesamte Carotis-Bifurkation auf beiden Seiten mit Hilfe einer Iridotomie-
Schere reseziert und das Gewebe sofort in gekihlten 4 %igen PFA Uberfihrt. Es folgte
eine Fixation in der gleichen Losung fir min. 24 h bei +4 °C.

Da fur elektrophysiologische Versuche sowie mRNA-Gewinnung isolierte Glomera carotica
notwendig waren, diente eisgekiihlte Ca**-freie Tyrode-Losung als Medium zur tempora-
ren Aufbewahrung wahrend der weiteren Verarbeitung. Die folgenden Schritte wurden un-
ter vergrol3erter Darstellung mit einem Binokular durchgefihrt: Zur Isolation wurden die
entnommenen Bifurkationen in einer mit Sylgard beschichteten Petrischale mit Hilfe feiner
Nadeln fixiert, das Glomusorgan in situ identifiziert und mit Hilfe feiner chirurgischer In-
strumente von umliegenden Strukturen separiert. Das dann von Bindegewebe befreite
Glomus wurde nun den nachfolgenden Experimenten entsprechend aufbereitet.

Die Praparation des Ganglion inf. n. glossopharyngei (Ggl. petrosum) erfolgte im gleichen
Arbeitsschritt wie die Gewinnung der Glomera carotica. Nach Freilegen der Aufzweigung
der Halsschlagader wurde zur Identifizierung des Ggl. petrosum der N. vagus (X) in sei-
nem Verlauf vom Halsbereich bis zum Austritt aus der Schadelbasis dargestellt. Da so-
wohl der gesuchte N. glossopharyngeus (IX) wie auch der X den Schadel durch das Fo-
ramen jugulare verlassen, konnte auf diese Weise auch der IX identifiziert und mit feinen
Pinzetten stumpf vom umgebenden Gewebe geldst werden. Das Ganglion petrosum ist
direkt nach dem Austritt des Nerven aus der Schadelbasis lokalisiert, so dass zur Entnah-
me der IX proximal unmittelbar an der Schadelbasis und distal des Ganglions vorsichtig
durchtrennt wurde.

Fur immunhistochemische Studien wurde das so gewonnene Gewebe wie oben beschrie-
ben fixiert, bevor die Einbettung in Paraffin erfolgte. Zur Aufbereitung von mRNA wurden

die Ganglien in RNAlater (Quiagen) stabilisiert.
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3.1.2 Medulla oblongata

Zur Entnahme des Hirnstammes wurde nach transkardialer Perfusion mit einer Knochen-
schere der Schadel und der Wirbelkanal eréffnet. Nach Durchtrennung der Hirnnerven
wurden das gesamte Gehirn und ein Teil des Ruckenmarks entnommen, bevor vorsichtig
die Medulla oblongata vom Ubrigen Gewebe separiert wurde. Auch diese Proben wurden
fur immunhistochemische Studien in 4 %igem PFA fur min. 24 h bei 4°C fixiert, bevor es in
Paraffin eingebettet wurde. Zur Identifikation der Strukturen des Hirnstammes, besonders
die gesuchten Kerngebiete des N. glossopharyngeus, diente der Atlas von Paxinos und
Watson (1998).

3.2 Retrograde Fluoreszenzmarkierung

Zur Identifizierung von Perikarya von Neuronen des Ganglion petrosum, die die Chemore-
zeptorzellen des Glomus caroticum innervieren, wurden neuronale Labeling-Studien mit
dem retrograd wandernden Fluoreszenz-Tracer Fast Blue (FB) durchgefihrt.

Drei erwachsene Ratten im Alter von 6-8 Wochen wurden an der Thrakischen Universitat,
Department Anatomie, 6000 Stara Zagora (Bulgarien), in Ubereinstimmung mit den dorti-
gen ethischen Richtlinien zur Aufzucht und Behandlung von Tieren chirurgischen Metho-
den unterzogen. Die Freilegung der Carotis-Bifurkation erfolgte in tiefer Narkose mit
Diethylather, bevor mittels einer Mikroinjektionsspritze (Hamilton) eine 2 %ige wassrige
Losung des Tracers FB (10 pl) langsam in das jeweilige Glomusorgan injiziert werden
konnte. Um ein Entweichen des Fluoreszenzfarbstoffs von der Injektionsstelle zu verhin-
dern, wurde ein Plastikfilm um das Glomus caroticum platziert, welcher in den Tieren be-
lassen wurde. Nach einer Uberlebenszeit von sieben Tagen wurden die Tiere erneut anés-
thesiert und — wie in Kapitel 2.2 erlautert — perfundiert. Es folgte die schnelle Enthahme
der Ganglien sowie eine Fixation fur 1 h bei 4°C. Von dem fixierten Gewebe wurden in
einem Cryostat Serienschnitte von 12 ym Dicke hergestellt und auf unbeschichtete Objekt-
trager gebracht. Nach dem Trocknen bei R.T. wurden die Objekttrager mit Vectashield
(Vector Laboratories) eingedeckt.

Die angefertigten Schnitte wurden mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Axiovert
135TV, Zeiss) im abgedunkelten Raum betrachtet und fotografiert (Anregungswellenlange
Aa = 365 nm, Emissionswellenlange Ae = 420 nm). Die angegebene Wellenlange 10st die

blauliche Farbung der mit FB markierten neuronalen Zellkérper aus
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3.3 Immunhistochemie und Immunogoldfarbung an EM-Schnitten

Nach Einbettung des fixierten Gewebes in Paraffin wurden Schnitte von 1 bis 5 um Dicke
auf Objekttrager aufgezogen und fir 2 h bei 37° C getrocknet. Es folgte eine immunhisto-
chemische Farbung nach einer Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode in folgenden Schritten:

Entparaffinieren in absteigender Alkoholreihe

0 Xylol 5 min (4x%)
o0 Isopropanol 100% 4 min (2x)
0 Isopropanol 90% 3 min (2x)
0 Isopropanol 80% 3 min (2x)
0 Isopropanol 70% 3 min (1x)

e 1 x5 minwaschen in H,O, 3 x 5 min waschen in PBS-Puffer (pH 7,4)

e Blockieren der endogenen Peroxidase mit 0,1 % Methanol in 25 % H,O, fiir 20 min

e 3 x5 min waschen in PBS-Puffer

e Demaskierung der Antigene in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle (800 W 10 - 15 min)

e Demaskierung der Antigene in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle (400 W 15 min)

e nach Abkuhlen der Schnitte 3 x 5 min waschen in PBS-Puffer

e Blockieren mit 5% Normalserum (NS) der Spezies des Zweit-Antikdrpers in PBS fir 30 min bei R.T.
e Blockade von endogenem Biotin mit Avidin Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories), 30 min bei R.T.
e Inkubation mit Erst-Antikérper (AK, Verdinnung in NS gemaf E Tab. 2.2) Gber Nacht bei 4° C

e 3 x5 min waschen in PBS

e Inkubation mit Zweit-Antikdrper (Verdiinnung in NS gemaR} § Tab. 2.2) fur 2 h bei R.T.

¢ 3 x5 minwaschen in PBS

e Inkubation mit Avidin-biotin complex method kit (Vector Laboratories) fir 1 - 2 Stunden bei R.T.

e 2 x5 minwaschen in PBS, 5 min waschen mit 50mM Tris-HCI (pH 7,6)

e Tris-HCI mit DAB (Diaminobenzidin) als Chromogen in H,O, fiir max. 10 min bei R.T.

e 10 min waschen in Tris HCI

¢ 3 x5 min waschen in PBS

e Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe

e Eindecken mit Eukitt

Fakultativ erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin (15 s) und anschlieRendem Blauen
unter flieBendem Wasser (5 min). Um die Spezifitat der Antikérper zu testen, wurde je
Praparat eine Negativkontrolle durchgefuhrt. Dafir wurde unter sonst gleichen Bedingun-
gen der Erst-AK durch PBS bzw. NS ersetzt wurde, sodass sich keine Immunreaktivitat
zeigte. Zur Spezifitat der verwendeten AK siehe auch Lazarov und Gratzl (2006).
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Zur Bestimmung der Lokalisation von Histamin-Rezeptor-Proteinen auf subzellularer
(elektronenmikroskopischer) Ebene wurden Immunogoldfarbungen an Ultradliinnschnitten
des Glomus caroticum durchgefiihrt. Dazu wurden Glomera wie oben beschrieben ent-
nommen und nach Fixierung in K4M (Lowicryl, Leica) eingebettet. Als Fixans diente eine
eisgekuhlte Lésung von 0,5 % Glutaraldehyd und 2 % PFA. Die angefertigten Schnitte
wurden anschlieRend auf Formvar-beschichteten Nickel Single-Slot Grids aufgefangen.
Zur Durchfihrung der einzelnen immunhistochemischen Schritte wurden die jeweiligen
Losungen tropfenweise auf ein Blatt Parafilm pipettiert, so dass die Grids mit den Schnit-
ten auf die Oberflache der jeweiligen Tropfen transferiert werden konnten. Folgende L06-

sungen fanden Verwendung:

e BSA-Puffer: 0,1 % BSA-C (Aurion) in PBS (pH 7,4)

e Blockierlésung A: 50 mM Glycin in PBS

e Blockierlésung B: 5 % BSA-C und 1 % Normalserum (Spezies des Zweit-Antikdrpers)
e Fixierlésung: 2 % Glutaraldehyd in PBS (pH 7,4)

Die eigentliche Markierung der Zielproteine erfolgte dann in folgenden Schritten:

e Inaktivierung unspezifischer Alkoholgruppen mit Blockierldsung A fir 15 min
e Blockieren mit Blockierlésung B

e 3 x5 min waschen in BSA-Puffer

e Inkubation mit Erst-Antikbrper Uber Nacht bei 4° C

e 6 x5 min waschen in BSA-Puffer

e Immunogold-Inkubation mit EM-Konjugat (1:20 in BSA-Puffer) flir 2 -4 h

e 6 x5 min waschen in BSA-Puffer

¢ 3 x5 min waschen in PBS

e Nachfixierung mit Fixierlésung fiir 5 - 10 min

e 5 x 2 min waschen in H,O bidest.

Eine Gegenfarbung der markierten Gewebsschnitte erfolgte im Anschluss mit Uranylacetat
und Bleicitrat, bevor die Praparate mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop (EM10,
Zeiss) untersucht, mit einer Digitalkamera photographiert und archiviert wurden. Fir diese
Aufnahmen danke ich herzlich Frau Gabriele Terfloth vom Anatomischen Institut der LMU

Miinchen.
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3.4 mRNA-Amplifikation mit RT-PCR

3.4.1 RNA-Extraktion

Im Anschluss an die Entnahme des Glomusorgans wurde das in flissigem Stickstoff gefro-
rene Gewebe unter Zuhilfenahme eines Mortels zerkleinert, bevor es gemall dem Ar-
beitsprotokolll des Herstellers (RNEasy Mini Kit, Quiagen) in 500 pl RLT-Puffer (Guanidin-
isothiocyanat-Basis, versetzt mit 1% B-Mercaptoethanol) aufgenommen wurde. Nach der
so durchgefuhrten Zelllyse erfolgte die Zentrifugation der Probe in den Herstellerpuffern
(RW1 und RPE / 70% Ethanol) bei +4° C. Die schliel3lich gewonnene RNA wurde in
RNAse-freiem DEPC-H,O eluiert und bei -80°C bis zur Reversen Transkription (RT) gela-
gert. Um die Qualitat der leicht degradierenden RNA zu prifen, wurde zusatzlich eine Gel-
elektrophorese mit einem 2%igen Agarosegel durchgefuhrt (siehe dazu Kapitel 3.4.5), wo-
bei pro Spur 1 pl der gewonnen RNA aufgetragen wurde. Die Visualisierung erfolgte mit-
tels Ethidiumbromid (1 mg/ml).

3.4.2 Reverse Transkription

Reagenz Volumen
RNA in DEPC-H,O 11,8 ul
RQ1 RNAse free DNase (1 1U/ul) 1 ul
10x First Strand Buffer 2 ul
RNAse Block Ribonuclease Inhibitor (40 1U/ul) 0,2 ul
EDTA (84 mM) 1ul
Oligo dT15 (85 pM) 1ul
dNTPs (25 mM) 1ul
MMLV-RT (20 1U/ul) 1ul
MgCl, (180 mM) 1ul
Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 3.1: Reaktionsansatz einer Reversen Transkription

Um gewonnene RNA in cDNA zu transkribieren, fand das Enzym MMLV-RT (Moloney Mu-
rine Leukemia Virus Reverse Transciptase, Promega) Verwendung. Fur den DNAse-
Verdau wurde eine Menge von 200 ng RNA mit dem enstprechenden Volumen RNAse-
freiem Wasser auf 11,8 pl aufgefullt. Durch Zugabe von RQ1 RNAse, 10x First Strand Buf-

fer und RNAse Block Ribonuclease Inhibitor wurde schlieBlich der eigentliche Verdau
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durchgefuhrt. Die Inkubationsdauer betrug 20 min bei 37° C. Durch anschliellende Zugabe
von Oligo dT15 in EDTA und Erhitzung der Lésung fir 15 min auf 70° C wurde die Weiter-
fuhrung der Reaktion erreicht, woraufhin die Kihlung des Reaktionsansatzes auf +4° C
erfolgte. Nach weiterem Hinzufligen von 10x First Strand Buffer, dNTPs, der MMLV-RT
und MgCl; erfolgte letztlich die eigentliche RT fur 60 min bei 37° C, bevor bei 90° C dena-
turiert und anschliellend wieder auf +4° C abgekuhlt wurde. 5 Tabelle 3.1 zeigt den voll-
standigen Reaktionsansatz einer Reversen Transkription. Die so gewonnene cDNA wur-

de bei -20° C eingefroren oder direkt als Template fur eine folgende PCR verwendet.

3.4.3 Primerdesign und Primer

Fur die Untersuchung der cDNA von Glomera und Ganglien der Ratte auf spezifische
Gensequenzen des Histamin-Synthese-Enzyms HDC sowie der Histamin-Rezeptoren
H1R bis H4R wurden anhand publizierter Sequenzen der Genbank spezifische intron-

spannende Primer erstellt. £ Tabelle 3.2 gibt einen Uberblick der verwendeten Primer.

Gen Sequenz (5°-3’) Nummer |Position |BP
HDC sense 5'-CAT GAA TAC CAA GCT AGA GG-3' | M29591 97-116 294
HDC antisense 5'-CAA GCA GTT GAT GGC ATC AG-3' 390-371

HDC nested anti 5-GAT GAT TTG CTC AAT GTC CC-3 279-260 |183
H1R sense 5'-CCT CTA CCT TCG AAG ACA AG-3' |NM017018 | 20-39 405
H1R antisense 5'-GTC TTG GTT CGG TAC CTC AG-3' 425-406

H1R nested anti 5-TGA CAA CTG CCC CTA CAATC-3 241-222 | 221
H2R sense 5'-ATG GCA TTG AAA GTC ACC-3' MNO012965 | 43-60 377
H2R antisense 5'-GAC CAA AGA GAT GGC AAC-3' 420-403

H2R nested anti 5-TGG TAA ATG GCA GAG AAG-3 236-219 | 193
H3R sense 5'-CAG CGT TAC CTT CTT CAA CC-3' | MNO053506 | 636-655 511
H3R antisense 5'-CAG CTC GGA TGA TCA TTA GG-3' 1147-1128

H3R nested anti 5'-GAT GCT GAA GAT GCT GAT GG-3' 995-976 359
H4R sense 5'-TAA CGATAG GCAATG CTG TG-3' | MN131909 | 121-140 390
H4R antisense 5'-TCT TCC AAG AAT CCG AAG CC-3' 510-491

H4R nested anti 5'ACT GTA GAC GGA TGC TGT GC-3' 347-328 227

Tabelle 3.2: Ubersicht zu Sequenzen der verwendeten PCR-Primer und nested PCR-Primer mit Anga-
be von Zielgen, Sequenz in 5°-3’-Richtung, zugehoriger Zugriffsnummer der Datenbank, Position des Frag-
ments im Gen und Fragmentgrofie. BP gibt die GroRe des Fragments in Basenpaaren (base pairs, bp) an.
(H1R bis H3R vgl. Koerner et al., 2004).
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344 PCR
Reagenz Volumen Reagenz Volumen
10x Taqg-Buffer 5 ul 10x Taqg-Buffer 5ul
MgCl, (25 mM) 3 MgCl, (25 mM) 3u
dNTPs (2 mM) 5 ul dNTPs (2 mM) 5ul
H,O 33 H| H,O 29 |J.|
Primer 5’, Primer 3’ jelul Primer 5°, Primer 3’ (nested) |je 1 ul
Probe (200 ng cDNA) in H,O | 1,5 ul Probe aus voriger PCR 5ul
Taqg-Polymerase (20 1U/pl) 0,5ul Taqg-Polymerase (20 1U/pl) 0,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 3.3: Reaktionsansatz einer PCR (links) bzw. nested PCR (rechts)

Grundlage der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bildete ein Mix aus 5 pl 10x Tag-
Puffer, 3ul MgCly, 5 pl dNTPs und 33 pl H,O (sog. MIX46) je Reaktionsansatz (siehe £
Tabelle 3.3 links). Diesem Mix wurde jeweils 1 pl Primer 3’ (50 yM) bzw. Primer 5’ (50 uM)
und 200 ng cDNA (eluiert in 1,5 pl H2O) als Template hinzugegeben. Bei schwacher Reak-
tion wurde die Menge des Templates auf 5 pl erhdht und das entsprechende Volumen
H2O im Reaktionsansatz reduziert, um das Gesamtvolumen von 50 ul zu erhalten (sog.
MIX42). Der eigentliche PCR-Vorgang erfolgte schlieRlich mittels eines Thermocyclers
(PTC-200, MJ Research) anhand 35 Zyklen folgender Reaktionsschritte:

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

Im Anschluss an die PCR wurden die Proben auf konstante +4° C abgekuhlt und entweder
sofort elektrophoretisch aufgetrennt oder bei -20° C gelagert. Bei der Amplifikation der
H3R- und H4R-cDNA wurde zusatzlich jeweils eine zweite, sog. nested PCR durchgefihrt,
die die Sensitivat der Methode erhoht. Zu diesem Zweck wurden 5 pl des Reaktionspro-
duktes der ersten PCR mithilfe des Qiaquick PCR Purification Kits (Qiagen) gemaf dem
Arbeitsprotokoll des Herstellers von Reagenzien und kurzen DNA-Sequenzen gereinigt,

bevor es anschliel3end als Template der zweiten PCR diente (siehe E Tabelle 3.3 rechts).
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3.4.5 Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der durch PCR amplifizierten Genprodukte erfolgte
mittels eines 2 %igen Agarosegels (SeaKemL, Biozym) mit 1x TBE-Puffer. Dieser Puffer
diente auch als Laufpuffer in der Elektrophoresekammer (Sub Cell GT Agarose Gel
Electrophoresis System, Biorad). Die PCR-Produkte wurden dazu, versetzt mit einem
DNA-Auftragspuffer, in die jeweiligen Spuren des Agarosegels aufgetragen. Die eigentli-
che Elektrophorese erfolgte schliel3lich flir 40 min bei 100 V. Zur Visualisierung der DNA-
Banden diente Ethidiumbromid (1 mg / ml), so dass im Anschluss an die Auftrennung die
durch UV-Licht induzierte Fluoreszenz mit einem Kamerasystem detektiert und digital ge-

speichert werden konnte.

3.4.6 Datenbank und Sequenzierung

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden alle PCR-Produkte sequenziert. Dafir wurden
diese zunachst wie oben beschrieben mit dem Qiagen QIAquick PCR Purification Kit ent-
sprechend den Herstellerprotokollen aufgereinigt und anschliel3end durch einen kommer-
ziellen Dienst (AGOWA) direkt sequenziert. Die Ergebnisse wurden dann auf Uberein-

stimmung mit der jeweiligen Sequenz der Datenbank (MegAlign, DNAStar) tberprift.

Fur die Hilfe bei der Durchfiihrung molekularbiologischer Methoden beim H4-Rezeptor

danke ich herzlich Frau Verdnica Rey-Ares vom Anatomischen Institut der LMU Minchen.
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3.5 Amperometrie an Diinnschnitten des Glomus caroticum

3.5.1 Zellkultur mit PC12 — Zellen

Zur Etablierung der Amperometrie-Methodik dienten elektrophysiologische Vorversuche
mit PC12-Zellen, die entsprechend Greene und Tischler (1976) kultiviert wurden. Das Kul-

turmedium setzte sich wie folgt zusammen (alle Substanzen von Biochrom):

e RPMI-Medium (pH 7,2, Sigma) als Grundlage

o Penicillin 5x10*1U /|
e Streptomycin 5x10* pg /1
e HS 10%

e FCS (FCS Gold, PAA) 5%

e L-Glutamin 1%

e Na-Pyruvat 1%

Die in flussigem Stickstoff aufbewahrten Kulturen wurden bei 37° C im Wasserbad aufge-
taut, anschlieRend in Medium suspendiert und in 60 ml Kulturflaschen bei 37° C und 5 %
CO,-Atmosphaére kultiviert (Brutschrank Heraeus BBD 6620). Das Wechseln des Mediums
erfolgte je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen alle 2 - 3 d. Daflir wurden die adha-
renten Zellen durch Spilen mechanisch vom Flaschenboden geldst und der gesamte Fla-
scheninhalt im Anschluss zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands konnten die Zel-
len je nach Menge in 15 - 30 ml frischem Medium resuspendiert werden. Um optimales
Zellwachstum zu gewdhrleisten, wurden die Kulturen einmal wochentlich gesplittet, d. h.

der Flascheninhalt abzentrifugiert und auf zwei neue Kulturflaschen verteilt.

3.5.2 Prinzip der Amperometrie und Signalaufzeichnung

Die Methode der Amperometrie bietet eine elektrophysiologische Mdglichkeit, die spon-
tane oder stimulierte Sekretion von vesikelhaltigen Zellen in Echtzeit darzustellen. Man
macht sich dabei zu nutze, dass viele Molekiile, darunter auch Neurotransmitter, ein be-
stimmtes Redox-Potential aufweisen und somit oxidierbar sind, also Eletronen (e’) abge-
ben kénnen. Eine nur wenige um dicke Carbonfaser-Elektrode wird daflr in unmittelbare
Nahe bzw. direkt auf die Plasmamembran der zu untersuchenden Zelle platziert (siehe
@ Abbildung 3.1) und ein Spannungspotential angelegt. Dieses muss positiver sein als

das Oxidationspotential des Zielmolekiils.
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Carbonfaser-Elektrode Abbildung 3.1: Prinzip der Amperometrie. Eine Car-
bonfaser-Elektrode wird in unmittelbarer Nahe oder

Pipette mit

Stimulationslbsung direkt auf der Zellmembran einer an der Kulturschale

adharenten Zelle platziert. Sezernierte Transmitter

werden durch das angelegte Spannungspotential an

Zelle mit Vesikeln der Oberflache der Carbonfaser oxidiert, so dass ein

messbarer Strom entsteht. (mod. nach Travis und
Wightman, 1998)

Ist das Redoxpotential eines sezernierten Molekuls negativer als das angelegte Span-
nungspotential, wird es bei Kontakt an der Oberflache der Carbonfaser oxidiert, gibt also e
ab. Der dadurch flieRende Strom kann mit geeigneten Verstarkern und Software als
Funktion der Zeit detektiert werden. Das typische — nur wenige ms andauernde — Signal
einer Sekretion von Transmittern stellt sich als sog. Spike dar, dessen Verlauf der
Verschmelzung eines Vesikels mit der Plasmamembran entspricht. ® Abbildung 3.2
(folgende Seite) zeigt exemplarisch den Ausschnitt einer Messung der Dopamin-

Freisetzung aus chromaffinen Zellen des Rindernebennierenmarks.

An diesem Beispiel ist der dreiphasige Verlauf eines klassischen Spike-Signals gut zu er-
kennen: Die erste Phase (At) — auch foot-Signal — entspricht der ersten Verschmelzung
des Vesikels mit der Zellmembran, so dass ein enger ,Kanal“ entsteht, durch den bereits
die ersten Moleklle in die Umgebung entlassen werden. Das foot-Signal mindet direkt in
die explosionsartige Ausschuttung (o) der Molekule, das Vesikel ist nun vollstandig mit der
Membran verschmolzen. Ist das Maximum der Stromstarke (Imax) erreicht, erfolgt die Ab-
nahme des Signals (t), entsprechend dem Wegdiffundieren der Molekule von der Oberfla-
che der Carbonfaser. Charakteristisch ist, dass der Anstieg wesentlich schneller (steilerer
Kurvenverlauf) erfolgt, als die Signalabnahme. Dadurch lassen sich Spikes eindeutig von
Artefakten, fur die die Methodik recht anfallig ist, unterscheiden. Die in der Abbildung grau
unterlegte Flache unter der Kurve (AUC) ist dabei direkt proportional zur Menge der aus
einem Vesikel freigesetzten Moleklle. Indirekt kann Uber die AUC schlieB3lich auf die Vesi-

kelgroRe geschlossen werden.
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< Abbildung 3.2: Spike als Amperometrie-Signal. Ordinate:
elektrischer Strom | [pA], Abszisse: Zeit t [s]. Gesamtdauer =
107,35 ms; lnax = 103,99 pA, AUC = 1,3239 pC.

= o Ima-

100 —
3.5.3 Herstellung von Carbonfaser-Elektroden

Als Grundgerust der Elektrode fungierte eine Glaskapil-

80 lare (GB 150-8P, Science Products, Aussendurchmes-
ser = 0,8 mm, Innendurchmesser = 0,4 mm), in die unter
Verwendung eines Binokulars eine Carbonfaser von 10
80 — pm Durchmesser inseriert wurde. Die so vorbereitete
Kapillare wurde im Anschluss mittels eines automati-

schen Mikroelektroden-Pullers (DMZ Universal Puller,

40 - Zeitz Instrumente) mit geeigneten Einstellungen in die
gewulnschte Form gezogen. Dabei entstanden aus einer

Kapillare zwei Elektroden, deren Spitze ca. 12 — 15 ym

20 im Durchmesser betrug. Eine solche Spitze zeigt ® Ab-
Suﬂ\/ bildung 3.3 auf der folgenden Seite.
TI

End

Die Elektroden konnten nur dann Verwendung finden,

wenn die Carbonfasern einige mm bis cm aus der Spitze

| T 1 |
s0.05 5040 s0.4s so2g hervorstanden, so dass diese vor der weiteren Verarbei-

tung passend abgetrennt werden konnten. Im nachsten Arbeitsschritt folgte die Abdichtung
und lIsolierung der Elektrode: Durcupan Epoxy Harz (Fluka), ein 3 Komponenten-Harz,
wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll (Mischungsverhaltnis: 1 ml Komponente A, 1
ml Komponente B, 45 yl Komponente C, 14 yl Komponente D) angesetzt. Die Spitze der
Elektrode wurde anschlieRend so in den im Wasserbad auf 80° C erhitzten Flussigharz
getaucht, dass diese abgedichtet und die Carbonfaser vollstandig umgeben war. Die Aus-
hartung erfolgte schlieRlich fur 2 - 3 h bei 80° C. Unmittelbar vor einer Messung wurde in
einem letzen Arbeitsgang mit Hilfe eines Diamantschleifers (Model EG-44, Narishige) die
Spitze einer ausgeharteten Elektrode auf einen Winkel von 45° abgeschleift. Dies dient
einerseits dem Entfernen von Verunreinigungen der Carbonfaser, andererseits erleichert
das Schleifen die Platzierung der Elektrode auf der Zelloberflache. Nach dem Schleifvor-

gang musste die Spitze zusatzlich kurz mit Isopropanol gespult werden.
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Ende der Carbonfaser < Abbildung 3.3: Carbonfaser-Elektrode unmittelbar

/ vor dem Schleifvorgang. Die Uberstehende Faser (J 10
-:< pm) wurde an der Elektrodenspitze abgetrennt und
\ schlieRt die Offnung der Glaskapillare ab (oben, Pfeile).
T TP N 1 Der gehartete Epoxy-Harz fullt die Glaskapillare zur elekt-
Ende der Giaskapiiiare
rischen Isolierung vollstandig aus (unten).

Ende des Epoxy-Harz

Zur  eigentlichen  Strommessung  dienten
Ag/AgCl-Elektroden, zu deren Herstellung zwei
Silberdrahte in eine saure (pH 2,0) 4 M KCI-
Ldsung getaucht wurden. Dabei erfolgte der An-

schluss der zu chlorierenden Elektrode an den

Pluspol, der Platinkathode an den Minuspol. Pro
Carbonfaser cm chloriertem Draht wurde dann bei einer
Gleichspannung von 4 V ein Strom von 7 mA angelegt, so dass sich auf der Drahtoberfla-
che ein schwarzer Chlorbelag bildete. Dieser Vorgang wurde bei Bedarf bzw. bei regel-

mafigen Wartungsarbeiten an der amperometrischen Messstation wiederholt.

3.5.4 Herstellung von Diinnschnitten des Glomus caroticum

Als zylinderférmiger Behalter fur die Einbettung fand eine auf ca. 1,5 cm abgeschnittene
Insulinspritze (Innendurchmesser = 0,4 cm) Verwendung, wovon eine Seite mit Parafilm
abgedichtet wurde. 3 %ige Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt (Sigma) wurde in
bidestilliertem Wasser angesetzt, in einer Mikrowelle geschmolzen und luftblasenfrei in die
vorbereitete Form gefullt. Die sorgfaltig praparierten Glomera carotica befanden sich bis
zur Einbettung standig in eisgekihler Tyrode-Losung und wurden anschliel3end mit Hilfe
einer feinen Pinzette in die ca. 40° C warme flissige Agarose getaucht.

Nach kurzem Erkalten auf Eis konnte der saulenférmige Agaroseblock leicht aus der Form
geschoben und mit Sekundenkleber in der Schneidekammer eines Vibratoms (VT1000 S,
Leica Microsystems) befestigt werden. Zur Fillung der Kammer diente ebenfalls eisge-
kiihlte, Ca**-freie Tyrode-L6sung. AnschlieBend wurden mit einer Rasierklinge je Glomus
drei bis vier Lebendschnitte von 150 pm Dicke angefertigt und aus der Vibratomkammer
sofort in eisgekuhlte Tyrode-Losung Uberfuhrt. Unter der Sterilbank wurden die gewonnen
Schnitte anschlieBend dreimal mit sterilem PBS gewaschen, bevor sie in folgendem Medi-
um Uber Nacht inkubiert wurden (3 = 37°C, pCO, = 5%):
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e DMEM /HAM'S F12 (pH 7,4, Sigma) als Grundlage

e Penicillin 5x10*1U /I
e Streptomycin 5x10* pg /|1
e FCS 10%

e L-Glutamin 1%

e Insulin Actrapid® 84 1E /|

3.5.5 Komponenten, Setup und Messungsablauf

Um eine Signalverfalschung zu minimieren, wurde eine aufrechtes Mikroskop (Axioskop 2
FS plus, Zeiss) auf einem pneumatisch stoRgedampften Arbeitstisch (VH-3848-OPT-8,
Newport) installiert. Die Positionierung der Carbonfaserelektroden an die jeweilige Zelle
erfolgte Uber einen Mikromanipulator (5171, Eppendorf), der Bewegungen in allen drei
Dimensionen mit einer Auflésung von 50 nm erméglicht. Eine Warmeplatte auf der Arbeits-
flache des Mikroskops hielt die Temperatur des Triagermediums (Ca**-haltige Tyrodelo-
sung) bis zum eigentlichen Messvorgang konstant auf 37°C, wurde dann aber zugunsten
der Storungsfreiheit abgeschaltet. Der Anschluss der Carbonfaserelektrode erfolgte Uber
einen direkt bei der Messkammer angebrachten Vorverstarker an den EPC9-Verstarker.
Um generell eine stérungs- und rauscharme Messung zu erméglichen, wurden alle Gerate
und Arbeitsflachen ausgehend vom Erdungsanschluss des Patch-Clamp-Verstarkers
EPC9 (HEKA) Uber ein Kupfergewebeband geerdet. Besondere Sorgfalt wurde anderen
kritischen Punkten der Apparatur zuteil, insbesondere freie Metalloberflachen in der Nahe
der Messelektrode. Optimale Ergebnisse erbrachte das zusatzliche Anbringen eines mit
Alufolie umwickelten Schirms direkt vor der Messkammer. Unter diesen Voraussetzungen
stellte sich ein Grundrauschen zwischen 0,5 und 5 pA (Rauschanalyse der Software
PULSE, peak-to-peak) ein. Dementsprechend wurden Stromspitzen von min. 3 pA bei ei-
nem Grundrauschen von 1 pA als amperometrisches Signal (Spike) angesehen.
Unmittelbar vor der Messung wurde der Kultur ein Lebendschnitt entnommen, im Deckel
einer Petrischale positioniert und mittels eines geeigneten Draht-Nylon-Gestells (Slice
Hold Down, Warner Instruments) mittig fixiert. Als Tragermedium diente hier jeweils Ca®*-
haltige Tyrodel6sung. Die anschlielfende Fokussierung erfolgte unter Zuhilfenahme eines
63x-Objektivs (Achroplan W, Zeiss). Dabei stellten sich die Glomuszellen vor dem Hinter-
grund als leicht erhabene globoide Zellgruppen dar, so dass die Elektrode unter mikrosko-
pischer Kontrolle in unmittelbarer Nahe bzw. direkt auf der Zelloberflache platziert werden

konnte.
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Mittels eines doppelt angelegten Perfusionssystems wurde der Zu- und Ablauf der Tra-
germedien und Stimulationslésungen gewahrleistet. Dabei sorgte eine Spritzenpumpe
(Valve Link 8) fur die kontinuierliche Zufuhr frischer Tyrodelésung, wahrend eine Memb-
ranpumpe (Roth) Uberschiissige Badlosung absaugte. Fiur hypoxische Stimuli wurden die
L6sungen mindestens 30 min vor der Messung mit einem Gemisch aus 95% N, und 5%
CO; vorgesattigt. Um normoxische Bedingungen zu schaffen, wurden alle anderen Lésun-
gen fur die gleiche Zeit mit einer Gasmischung aus 20% O,, 5% CO, und 75% N, begast,

bevor sie in das Bad geleitet wurden. Alle Losungen waren dabei auf 37° C temperiert.

3.5.6 Auswertung und Analyse der Daten

Die gemessen Daten wurden mit der Software PULSE (HEKA) bei 100 Hz gefiltert und mit
einem Intervall von 4 ms (250 Hz) aufgezeichnet. Die so gespeicherten Daten wurden fur
die weitere Analyse exportiert und in die Software IGOR Pro (Wavemetrics) geladen. Ein
speziell programmiertes Makro diente der anschlieienden Zusammenfiuhrung einzelner
Messspuren und der graphischen Aufbereitung. Das Makro (v3.2) und benétigte FIR-Filter
sind unter der Internetadresse http://webpages.ull.es/users/rborges/Downloads.html frei
zuganglich (Stand 01/2010).
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3.6 Fluoreszenzmessungen an Lebendschnitten des Glomusorgans

Im Zuge vorbereitender Versuche flr die Amperometrie an Lebendschnitten des Glomus
caroticum wurden fluoreszenzmikroskopische Messungen des mitochondrialen
Membranpotentials durchgefuhrt (vgl Grynkiewicz et al., 1985). Dafur fand das lipophile
Kation DePsipher (5,5°,6,6-Tetrachloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin;
R&D Systems) Verwendung: bei Hyperpolarisation des mitochondrialen Potentials liegt
das Kation in Aggregat-Form vor, die eine orange-rote Fluoreszenz zeigt und anhand ihrer
punktformigen Verteilung erkennbar ist. Das Einbrechen des Membranpotentials (Depola-
risation) fihrt zum zunehmenden Zerfall dieser Aggegate: der Anteil an Monomeren, die
eine grine Fluoreszenz zeigen und gleichmaRig verteilt sind, nimmt zu. Unter einem kon-
fokalen Mikroskop (Leica DM IRB, Leica Micrososystems) wurde die Fluroeszenzintensitat
bei einer Anregungswellenlange von A = 488 nm (Argon-lonen Laser-System, Uniphase,
San Jose, CA) in zeitlichen Abstanden von 2 s detektiert (TCS SP2 Scanner-System,
Leica Microsystems) und digital gespeichert. Die Messung erfolgte auf zwei Kanalen: die
orange-rote Fluoreszenz (605 + 15 nm) der Farbstoffaggregate und die griine Fluoreszenz
der Monomere (530 + 15 nm) (Ishida et al., 2004). Dabei wurden die Werte Uber mehrere
per Analysesoftware festgelegte Areale des Dunnschnittes (mindestens 3) gemittelt. Als
Mal} fur Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials wurde das Verhaltnis der
grunen zur roten Fluoreszenzintensitat (Is3o/lsos) verwendet (Leica Confocal Software, Ver-
sion 2.61, Leica Microsystems).

FUr den Messungsvorgang wurde ein Lebendschnitt des Glomusorgans der Kultur ent-
nommen, dreimal mit auf 37° C temperiertem PBS gewaschen und in eine Petrischale
Uberfuhrt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit DePsipher (10 pg/ml) in DMEM /
HAM'S F-12 Kulturmedium (10 % FCS) fur mindestens 30 min bei 37° C in Dunkelheit. Ein
weiterer Waschgang mit PBS sollte extrazellulare Farbstoffreste entfernen und so einer
Verfalschung der Ergebnisse vorbeugen. Wahrend der anschlielenden Messung wurde
wiederum auf ausreichenden Lichtschutz geachtet, um vorzeitiges Verblassen des Fluo-
reszenzmarkers zu minimieren.

Nach Messung der basalen Fluoreszenzintensitat Uber 240 s wurde als Positivkontrolle
der Protonophor und Entkoppler CCCP (Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon, Sigma-
Aldrich) (2 uM) appliziert.
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3.7  Wirkung von Histamin-Agonisten und Antagonisten

Die folgenden physiologischen und pharmakologischen Experimente wurden parallel zu
den Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe am Institut fir Physiologie der Universitat Got-
tingen von M. Rozloznik durchgefuhrt. Die Leitung hierfur trug Herr PD Dr. M.

Dutschmann. Folgende Beschreibung soll einen kurzen Einblick in die Methodik geben.

3.7.1 Herz-Hirnstamm-Praparation

Die Mikroinjektionen und Stimulationen der peripheren Chemorezeptoren wurden an de-
zerbrierten und intra-arteriell perfundierten lebenden Herz-Hirnstamm-Pr&aparationen von
Ratten des Stammes Sprague Dawley (75-150 g, beiderlei Geschlechts) durchgefihrt (fur
Details siehe Paton, 1996). In dieser Praparation sind die durch Stimulierung peripherer
chemosensorischer Afferenzen (Boscan und Paton, 2002; Boscan et al., 2002) induzierten
kardio-respiratorischen Reizantworten konsistent und mit denen leicht anasthesierter bzw.
wacher Tiere und Menschen vergleichbar (Ness und Gebhart, 1990; Oberlander et al.,
1999).

Dabei wurden die Ratten tief mit Halothan anasthesiert, anschlie3end précollicular dece-
rebriert und cerebellektomiert, wobei Pons und Medulla intakt blieben. Alle Strukturen
rostral der Decerebrierungshohe wurden entfernt. Die Praparation wurde sodann subdia-
phragmal geteilt, und die Aorta descendens mit einem Doppellumenkatheter kanuliert, um
die Schadel-Thorax-Praparation zu perfundieren. Das Perfusionsmedium wurde mit 95%
O, und 5% CO; bei 31° C begast. Mittels einer Rollerpumpe (28 - 32 ml / min, Watson
Marlow, Rommerskirchen, D) wurde ein konstanter Fluss erreicht. Das zweite Katheterlu-
men wurde benutzt, um mittels eines Druckmessers den aortalen Perfusionsdruck zu
bestimmen. Auf H6he des Thorax wurde ein N. phrenicus isoliert und dessen Aktivitat iber
eine Saug-Elektrode registriert. Die Signale wurden verstéarkt, bei 8 Hz bis 3 kHz gefiltert
und mittels eines PowerLab System (8s, ADInstruments, Spechbach, D) und geeigneter

Software (Chart 5, ADInstruments) aufgezeichnet und analysiert.
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3.7.2 Stimulation isolierter Glomera

Zehn Praparationen wurden fur die Stimulierung des Glomus caroticum mit H1- und H3-
Rezeptor-Agonisten benutzt. Um die Glomera in der perfundierten Hirnstamm-
Praparation selektiv zu stimulieren, wurde die jeweilige A. carotis distal und proximal der
Bifurkation ligiert, um die Glomera vom Perfusionskreislauf der Praparation auszuschlie-
Ren. Im Anschluss wurde die Arterie distal eréffnet und eine Kanile eingesetzt, Uber die
die Applikation der Substanzen erfolgte. Wahrenddessen wurde die Perfusion des Hirn-
stamms uber die intakten Aa. basilaris und vertebralis aufrecht erhalten. Anzumerken ist,
dass die Carotiden fur die Perfusion des Hirnstamms nicht bendtigt werden, da die Ver-
sorgung des Hirnstamms mit Perfusionsmedium vollstandig durch die intakte A. basilaris
erfolgt.

Um den Chemoreflex auszulosen, erfolgte eine Bolusinjektion von 200 pl Natriumcyanid
NaCN (0.01%), gefolgt von 200 pl oxygeniertem Perfusionsmedium (Kontrolle), 200 pyl H1-
Rezeptor-Agonist  6-[2-(4-Imidazolyl)ethylamino]-N-(4-Trifluoromethylphenyl)  Heptan-
Carboxamid (HTMT) oder H3-Rezeptor-Agonist Imetit, beide 1 mM in Perfusionsmedium.
Jede Injektion wurde zweimal im Abstand von 2 min wiederholt. Zehn Atmungszyklen wur-
den vor der vollstandigen Reflexantwort analysiert, bevor die Atmungsaktivitat auf Normal-

niveau zurtckkehrte. Zehn weitere Zyklen folgten im post-stimulatorischen Zeitraum.

3.7.3 Mikroinjektion in den Nucleus tractus solitarii

Als Erkennungsmerkmal fur die Positionierung der Mikropipetten in den Ncl. tractus
solitarii (NTS) diente der IV. Ventrikel des Hirnstamms. Eine Kanule mit drei Kammern
(AuBendurchmesser der Spitze ca. 10 - 30 um) wurde mit Hilfe eines Binokulars in das
Kerngebiet platziert. Dabei war eine Kammer mit dem H1-Rezeptor-Antagonist
Pyrilamine (Mepyramine, Sigma) bzw. dem H3-Rezeptor-Antagonisten Thioperamide
(Sigma) geflllt, jeweils 1 mM in Mikroinjektionsmedium (wie Perfusionsmedium, jedoch
ohne Ficoll). Die ubrigen zwei Kammern enthielten Mikroinjektionsmedium und 2 %iges
Pontamin Sky Blue (Sigma), welches der Identifikation der Injektionsorte diente. Die
Pharmaka (Injektionsvolumina jeweils 40 nl) wurden in einer Tiefe von 100 — 200 ym von
der dorsalen Oberflache der Medulla in den Nucleus injiziert.
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< Abbildung 3.4: Injektionsorte von H1- und H3-

Rezeptor-Antagonisten. Halbschematische Darstellung

dreier reprasentativer Schnitte durch den NTS (A bis C, von

rostral nach kaudal)

Zunachst wurde dreimalig ein Chemoreflex durch
Bolusinjektion von 200 ul NaCN (0,01 % in Mikro-
injektionsmedium) in die A. carotis in einem Inter-
vall von 2 min ausgelost. Zwischen der zweiten
und dritten Stimulation erfolgte die Injektion von
reinem Injektionsmedium zur Kontrolle. Nach der
die

Antagonisten in das Kerngebiet injiziert. Nach

dritten  Stimulation  wurden Rezeptor-
5 min erfolgten drei erneute Tests im Abstand von
2 min, ein weiteres Mal nach 10 min. Nach den
Versuchen wurde die Injektionsstelle mit 2 %igem

Pontamin Sky Blue (40 nl) markiert, der Hirnstamm

entnommen, fixiert (4% PFA mit 20% Sucrose) und fir histologische Analysen verarbeitet

(Schnittdicke 50 um). Es erfolgte eine Gegenfarbung mit Neutralrot. Die Schnitte wurde

anschlielend unter einem Lichtmikroskop beobachtet und die Injektionsstellen entspre-

chend dem Atlas von Paxinos und Watson (1998) dokumentiert.
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Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1

Histaminerge Charakteristika der Chemoreflexbahn

Zur grundlegenden Orientierung, welche Enzyme und Rezeptoren im Zusammenhang mit

Histamin exprimiert werden, diente im ersten Schritt zunachst die RT-PCR-Methodik. Un-

ter Verwendung der in E Tabelle 3.2 gelisteten Primer wurden die Gewebeproben auf die
Prasenz der mRNA von HDC und den Histamin-Rezeptoren H1R bis einschliefldlich H4R

untersucht. Wie @ Abbildung 4.1 zeigt, wurden entsprechende Banden in den jeweils zu

erwartenden GrofRen nachgewiesen und durch Sequenzierung bestatigt. Die Ergebnisse

konnten sowohl fur das Glomusorgan selbst, als auch fur dessen erste Umschaltstation —

das Ganglion petrosum im Verlauf des N. glossopharyngeus — gezeigt werden. Nicht aus-

zuschlieRen war eine Rezeptorexpression in Zellen der Gefallwand kleiner Arterien oder

Kapillaren bzw. kontaminierende Blutzellen, die zum Ergebnis dieser Analyse beigetragen

haben konnten.

Abbildung 4.1: RT-PCR-Analyse von HDC

sowie H1R bis H4R im Glomusorgan und Ggl.

petrosum. Die Verwendung der in 2 Tabelle 3.2

genannten Primer erbrachte Banden der

Durch anschlieRende Se-
Identitat PCR-

Produkte bestatigt werden. Zur Kontrolle wurde in

erwarteten Grolen.
quenzierung konnte die der
jeweils einer PCR-Spur die entsprechende cDNA

durch Wasser ersetzt.
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4.1.1 Glomus caroticum

Im zweiten Schritt sollte nachgewiesen werden, dass die per RT-PCR detektierten Enzy-
me und Rezeptoren auch auf Proteinlevel in relevanten Mengen exprimiert werden. Als
Methode der Wahl dienten hierzu immunhistochemische Methoden mit geeigneten Anti-
korpern gegen HDC und die Histaminrezeptoren. Zugleich lie3 sich hierdurch auch die
zellulare Verteilung eruieren. Zum einen wurden durch diese Versuchsreihe die zuvor von
unserer Arbeitsgruppe gemachten Beobachtungen bestatigt: alle Glomuszellen waren
deutlich immunopositiv fir das Histamin-synthetisierende Enzym HDC (@ Abbildung 4.2
A, vgl. Koerner et al., 2004). Zum anderen zeigte sich bei allen Zellen eindeutige Reaktivi-
tat fur die Histaminrezeptoren H1R und H3R: sowohl die Zellkdrper der Sensorzellen als
auch entsprechende Nervenfasern erschienen deutlich immunopositiv. Beide Subtypen
unterschieden sich augenscheinlich nicht in der Intensitat ihrer Farbung. Die immunreakti-
ven Zellen imponierten in histologisch typischen Zellclustern. Punktformige Strukturen,
vermutlich Nervenendigung im Bereich der Sensorzellen, sind ebenfalls erkennbar. (Kon-
trollfarbungen fir HDC [tuberomamillare Ncll. des Hypothalamus] und H1R bzw. H3R
[Hippocampus] zeigt @ Abbildung 4.7)
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Abbildung 4.2: Immunhistochemische Farbungen gegen HDC und H1R / H3R im Glo-
mus caroticum. Das Histamin-synthetisierende Enzym HDC (A) sowie die Rezeptoren H1R
(B) und H3R (C) zeigen deutliche Immunreaktivitéat bei Verwendung geeigneter Antikdrper.
Zusatzlich waren auch Nervenfasern um die Glomuszellen gefarbt. Balken = 100 pum.
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HZ‘R SR : .-m <« Abbildung 4.3: Inmunhistochemische Farbung
5 %‘--"j:'. H"H gegen H2R / H4R in Magen und Leber. Positiv-

: "x""“!’g kontrollen fur die Histamin-Rezeptoren H2R in der

‘x\__x Magenmukosa (A) sowie H4R in Hepatozyten eines

Leberlappchens (B). Z, Zentralvene. Gegenfarbung mit

Hamalaun. Skalierung = 100 um

A : S X Uberraschenderweise konnte wéahrend dieser
‘H4R .~ Versuchsreihe im Glomusorgan keine Reak-
: ? ' tivitat fur die Histaminrezeptoren H2R und
~ H4R  gezeigt werden.  Entsprechende

7 _ Positivkontrollen (Magenschleimhaut fir H2R

p - ” bzw. Lebergewebe fur H4R) wurden jedoch

; : : ' erfolgreich durchgefuhrt.

Die lichtmikroskopisch gewonnen Ergebnisse lie3en sich im Elektronenmikroskop bestati-
gen. Wie die folgende @ Abbildung 4.4 verdeutlicht, fanden sich Histamin H1- und H3-
Rezeptoren in Dendriten von Neuronen des Ggl. pertrosum, die geflechtartig die Sensor-
zellen des Glomus caroticum umschlie3en. Dabei waren die 10 nm grof3en Goldpartikel
auf ultrastrukturellem Level hauptsachlich auf den Plasmamembranen der jeweiligen Ner-
venfasern, vereinzelt auch an anderen Strukturen nachweisbar. Diese Beobachtung deckt
sich mit den immunhistochemischen Ergebnissen, dass die Perikarya von Neuronen des
Ganglion petrosum, dem Ort der Biosynthese der Enzyme und Rezeptoren, ebenfalls eine
deutliche Farbung zeigten.
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Abbildung 4.4: Immunogoldféarbung gegen H1R und H3R im Glomus caroticum. A zeigt

eine autonome Nervenfaser mit charakteristischen Varikositaten (V) und zahlreichen Vesikeln in
direkter Nahe einer Glomuszelle (G). Die Faser enthalt typischerweise Mitochondrien. Den
durch einen Kasten markierten Bereich zeigt B in héherer VergdfRRerung: durch Pfeile markierte
10 nm Goldpartikel sind vornehmlich an der Plasmamembran des Dendtriten lokalisiert. C und
D zeigen entsprechende Resultate fir H3-Rezeptoren. S = Stiitzzelle (Typ lI-Zelle).

Skalierung = 1 um (A und C) bzw. 0,25 um (B und D).
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4.1.2 Ganglion petrosum

Um die Perikarya sensorischer Neurone, die die Sensorzellen des Glomus caroticum in-
nervieren, exakt identifizieren und ihre genaue Lokalisierung bestimmen zu kdnnen, wurde
eine retrograde Markierungstechnik mit dem Tracer Fast Blue (FB) eingesetzt. Der in das
Glomusorgan der Versuchstiere injizierte Farbstoff wandert retrograd entlang dem Verlauf
der Nervenfaser zu den urspringlichen Neuronen des ipsilateralen Ggl. petrosum. Die so
markierten Perikarya waren von unterschiedlicher Grél3e und konzentrierten sich in ihrer
Lokalisation vor allem auf den kaudalen Anteil (siehe @ Abbildung 4.5 A). Diese Region
des Ganglions enthalt die Zellkérper der ins Glomusorgan projizierenden Fasern im affe-

renten Schenkel der Chemoreflexbahn (vergleiche dazu auch Ruiz-Pesini et al., 1995).

Abbildung 4.5: Retrograde Markie-
rung von Ggl. petrosum-Neuronen
und immunhistochemische Far-
bung. Der fluoreszierende Tracer FB
“% wurde ins Glomusorgan injiziert.
Nach einer Woche Uberlebenszeit
erfolgte die Préparation des ipsi-
lateralen Ggl. petrosum. Die Ge-
websschnitte wurden unter Epifluo-
reszenz untersucht. A zeigt markierte
Perikarya von Neuronen vor allem im
kaudalen Bereich (Pfeile), B die
normale Morphologie des Ganglions
in HE-Farbung. Immunreaktive Zell-
kérper fiur HDC (C), H1IR (D) und
H3R (E) zeigten ein vergleichbares
Verteilungsmuster, jedoch waren
HDC-positive Zellen in ihrer Anzahl
geringer und auch schwécher ge-
farbt. HIR- und H3R-positive Zellen
! waren in GroRRe, Form und Verteilung
ahnlich.

Skalierung (A-E) = 100 pum.
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Diese Beobachtung bestatigten auch immunhistochemische Versuche: bei Verwendung
von Anti-HDC-Antikorpern waren die schwacher gefarbten Zellkdrper ebenfalls hauptsach-
lich in den kaudalen Bereichen des Ganglions anzutreffen (@ Abbildung 4.5 C), das glei-
che Verteilungsmuster zeigten zudem entsprechende Farbungen mit Anti-H1R- und Anti-
H3R-Antikorpern (D und E). Dabei richtete sich die Farbungsintensitat nach der Zellgrofie:
die starkste Farbung zeigte sich in Perikarya kleiner Grof3e, mittelgrol3e und grolde Zellen
zeigten sich schwacher angefarbt. Im direkten Vergleich decken sich die Beobachtungen
der Immunhistochemie deutlich mit der retrograden Markierung der Neurone mittels FB.
Wie schon im Glomusorgan beobachtet, fehlte auch im Ggl. petrosum eine Immunreaktivi-
tat fur die beiden Histamin-Rezeptoren H2R und H4R, obwohl entsprechende Positivkon-

trollen problemlos durchgefiihrt werden konnten.

4.1.3 Nucleus tractus solitarii

Die Signale der Chemozeptoren im Glomusorgan werden via N. glossopharyngeus in den
Hirnstamm, genauer die Medulla oblongata, weitergeleitet. Der Ncl. tractus solitarii (NTS),
ein Hirnkern des IX, dient der Integration und Verarbeitung der weitergeleiteten Informati-

onen, bevor Befehle an die peripheren Effek-
H1R TR 7 toren erteilt werden konnen. Im Falle der

Chemozeption scheint dem kardiorespiratori-

5 OO, R T schen Teil des Kerngebiets — gelegen in den
WIaS AT e kaudalen zwei Dritteln — die grof3te Bedeutung
Wil T . zuzukommen.,
< % 5 +

A : ey
H3R i p Abbildung 4.6: Immunhistochemie der Histaminre-
) -..#7" = zeptoren HIR und H3R im Ncl. tractus solitarii. Bei

S e . Q,J;* -;" Verwendung von Anti-H1R-Antikdrper (A) zeigten sich
1{1‘-;3 . a5 b nur wenige, im Vergleich schwicher geférbte Neurone,
R 8/ e il L e S e i} 3
:]E"‘gﬂ o emme o Rl e - L vor allem im intermediaren Subnucleus. H3R-positive

barte Kerne als auch der cerebellare Cortex zeigten

:u"} ; _'-.-' j-_. , g J 3 2 %) Perikarya (B) hingegen waren zahlreicher und in allen
e e 4 Subnuclei des Kerngebiets présent. Sowohl benach-

e _ p sich ebenfalls H3R-positiv. 4V = |V. Ventrikel.
EEEEEE== skalierung (A, B) = 200 pm.
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Um eine histaminerge Signallubertragung im NTS zu bestimmen, wurden wiederum im-
munhistochemische Versuchsreihen durchgefiihrt. Dort zeigte sich, dass die neuronalen
Perikarya im Unterschied zu den zuvor untersuchten Strukturen keine Immunoreaktivitat
fur das Histamin-synthesierende Enzym HDC zeigten. Entsprechende Positivkontrollen in
den tuberomamillaren Ncll. des Hypothalamus waren eindeutig positiv (siehe folgende @
Abbildung 4.7). Hingegen stellten sich in den ventrolateralen Regionen und den intermedi-
aren Subnuclei Neurone dar, die fur die Rezeptorsubtypen H1R und H3R deutliche Immu-
noreaktivitat zeigten. Dies konnte auch in weiter kaudal gelegenen Bereichen des Kerns
beobachtet werden. Im Vergleich waren H1R-positive Neurone den H3R-postiven zahlen-
mafig unterlegen, erschienen kleiner und auch weniger intensiv gefarbt. Diese Ergebnisse
sind in @ Abbildung 4.6 (vorige Seite) zu sehen. Zur ldentifizierung cerebraler Strukturen

der Ratte wurde der Atlas von Paxinos und Watson (1998) hinzugezogen.

HDC H1R
A —) c I ———
HDC | ~ H3R

2= 2.

B 4 e D —

Abbildung 4.7: Immunhistochemische Positivkontrollen in Hypothla-
mus und Hippocampus. HDC in tuberomamillaren Nuclei des Hypothala-
mus (A und B) und H1R bzw. H3R im Hippocampus der Ratte (C bzw. D).
Skalierung = 200 pm.
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4.2 Wirkung von Histaminika auf die Aktivitat des N. phrenicus

Dank der Vorversuche unserer Arbeitsgruppe (Koerner et al., 2004) und der oben be-
schriebenen Ergebnisse erscheint eine histaminerge Signallbertragung in der Chemore-
flexbahn des Glomusorgans auf3erst wahrscheinlich: Histamin wird im Glomus caroticum
synthetisiert, gespeichert und bei Hypoxie ausgeschittet, zusatzlich verfugen die Typ I-
Zellen Gber Autorezeptoren der Subtypen H1R sowie H3R. Histaminerge Signale werden
Uber Dendriten von Neuronen des Ggl. petrosum aufgenommen und via IX nach zentral
weitergeleitet, wo sie im NTS weiterverarbeitet werden. Als nachste Frage stellte sich, ob
und ggf. welche Auswirkungen eine direkte Stimulation von HIS-Rezeptoren auf die Aktivi-
tat des N. phrenicus hat, der das Zwerchfell und somit die Atmung kontrolliert. Die Ergeb-
nisse dieser Versuchsreihen wurden am Institut fir Physiologie der Universitat Gottingen
unter Leitung von Herrn PD Dr. M. Dutschmann erarbeitet.

4.2.1 HI1R-und H3R-Agonisten am perfundierten Glomusorgan

In einer Herz-Hirnstamm-Praparation der Ratte wurde NaCN (200 ul, 0,01 %), ein mito-
chondrialer Blocker und damit hochpotentes Hypoxie-Signal, direkt auf das von der Hirn-
stamm-Perfusion separierte Glomusorgan appliziert: ein sofortiger Chemoreflex (CR) mit
Zunahme der Frequenz von Aktionspotentialen im N. phrenicus war die Folge
(@ Abbildung 4.8 A, folgende Seite). In insgesamt funf Experimenten verkirzte NaCN die
Lange des Respirationszyklus von 3,99 s + 0,07 s auf 2,18 s + 0,05 s (p < 0.001, D). Die
Verwendung von reinem Medium (ohne Agonisten) vermochte diesen Effekt nicht hervor-
zurufen (B). Die Verwendung des H1R-Agonisten HTMT an Stelle des NaCN ldste einen
vergleichbaren, wenngleich schwacheren Chemoreflex aus: die Zykluslange verkirzte sich
von 3,33s+0,23sauf 2,91 s+ 0,25 s (p <0.05, Cund D).

In einer zweiten Versuchsserie wurde nach erneuter Applikation gleicher Mengen NaCN
(Abnahme der Zykluslange von 4,32 s + 0,09 s auf 2,45 s + 0,03 s, p < 0.001, E) bzw. Me-
dium als Kontrolle (ohne Effekt, F) der H3R-Agonist Imetit eingesetzt. Auch hier konnte ein
eindeutiger Chemoreflex ausgelost werden, der zwar den Effekt von HTMT Ubertraf, doch
nicht an NaCN heranreichte: die Zykluslange verringerte sich hier von 3,84 s + 0,07 s auf

3,39 + 0,05 s (p < 0.001, G und H).
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Abbildung 4.8: Effekt von H1R- und H3R-Agonisten auf die Aktivitat des N.
phrenicus. Wirkung von NaCN (200 pl, 0,01 %, A und E), oxygeniertem Medium
(B und F), H1R-Agonisten HTMT (C), H3R-Agonist Imetit (G) nach Applikation in
das préaparatorisch isolierte Glomusorgan (jeweils 1 mM in Perfusionsmedium). D

und H: Lange des Respirationszyklus in Mittelwerten aus finf Experimenten.

4.2.2 HI1R-und H3R-Antagonisten bei Mikroinjektion in den NTS

Der gleiche Versuchsaufbau ermdglichte es zudem, die im NTS identifizierten H1- und H3-
Rezeptoren auf lhre Funktion in der Atmungsregulation zu prifen. Daflir wurden H1R- und
H3R-Antagonisten in unmittelbare Nahe des NTS injiziert und die Wirkung auf die basale
Phrenicus-Aktivitat (Chemoreflex), aufgezeichnet. @ Abbildung 4.9 vermittelt die wichtigs-

ten Ergebnisse dieser Versuchsreihe:
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A H1R-Antagonist Pynlamine < Abbildung 4.9: Effekt von H1R- und H3R-Antagonisten
‘E 4NaCN auf die Lange des Inspirationszyklus. Die Pharmaka
2 a o
% 5| v n w o ¥Microinjektion Pyrilamin (H1R) sowie Thioperamid (H3R) wurden in einer
Tl Ve MNaCh , : . :
5 Ll 4% g TS > v aw.: Konzentration von 1 mM in den NTS appliziert. Die Graphen
vl "';":f Faa
'% 3 y o s zeigen jeweils gemittelte Daten aus funf Experimenten und
EE: '_:_ 5 wurden nicht kontinuierlich aufgenommen (siehe dazu auch
S | 2 v Kapitel 3.7).
2
iﬂr
0 100 200 300 400 t(s) .. . T

{ So léste die Mikroinjektion des H1-Rezeptor-
B H3R-Antagonist Thioperamid
B - Antagonisten Pyrilamin (1 mM in Perfusionsmedi-
w . A .
%5 " CN*“‘”D'“JE“'D” um) in den komissuralen Teil der NTS eine Veran-

a

E el P, NaCN derung der basalen Atmungsaktivitat aus
w | o ST, AL . R
B3 b B A): 1 min nach der Injektion des Pharmakons sank
i o L
8 4 o die Lange des Respirationszyklus von 4,36 s £ 0,18
51 s auf 3,42 s + 0,38 s (p < 0,001, Mittelwerte aus
i

0 100 200 300 400 t(s) funf Experimenten). Insgesamt erhdhte die Injekti-
on von Pyrilamin die Minutenaktivitat des N. phrenicus (PNAmin) um 29,9 % durch eine Er-
hohung der basalen Atemfrequenz. Zusatzlich beeinflusste der H1R-Antagonist die Che-
moreflex-Antwort auf NaCN: 5 min im Anschluss an die Injektion von Pyrilamin verlangerte
sich die Dauer der Chemoreflex-Antwort im Mittel (finf Experimente) von 13,64 s + 0,74 s
auf 17,73 s £ 1,07 s (p < 0,01). Doch obwohl die Antwort langer ausfiel, wurde die Starke

des CR eher abgeschwacht — wie aus dem Graphen (A) ersichtlich.

Vergleichbare Resultate erzielte die Versuchsreihe mit dem H3-Rezeptor-Antagonisten
Thioperamid (1 mM in Perfusionsmedium, B): hier war eine Verkurzung des Respirations-
zyklus von 4,06 s £ 0,08 s auf 3,4 s £ 0,08 s (p < 0.001, Mittelwerte aus funf Versuchen)
zu verzeichnen. Zusammen mit der verringerten Inspirationslange zeigte sich ein Anstieg
der PNAmin um 52,3 %. Ebenso war auch hier eine Beeinflussung des NaCN-
Chemoreflexes sichtbar: dessen Dauer verlangerte sich im Mittel (finf Experimente) von
12,44 s £ 0,47 s auf 16,13 s £ 1,19 s (p < 0,01).
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4.3 Transmitter-Freisetzung durch Sensorzellen in Lebendschnitten

Weder der genaue Mechanismus der Speicherung noch der Freisetzung der im Glomu-
sorgan bekannten Neurotransmitter und -modulatoren ist bislang detailliert geklart. Unklar
ist beispielsweise, ob die verschiedenen Ubertragersubstanzen, wie z. B. Dopamin und
Histamin in gemeinsamen Vesikeln gespeichert und sezerniert werden. Interessante Hin-
weise bieten in dieser Hinsicht immunhistochemische Untersuchungen mit den Transport-
proteinen VMAT 1 und VMAT 2 (Vesicular Monoamino Transporter 1 und 2): beide Syste-
me konnten von unserer Arbeitsgruppe durch PCR-Untersuchungen und immunhistoche-
mische Nachweismethoden gezeigt werden. Wahrend VMAT 1 eine héhere Affinitat zu
Dopamin besitzt, sorgt VMAT2 vornehmlich fiir eine Vesikelspeicherung des Histamins
(Erickson et al. 1995; Merickel und Edwards, 1995). Dies legt eine getrennte Speicherung
beider Molekile nahe. Amperometrie bzw. Voltammetrie stellt eine elegante Methode das,
um dieser Frage nachzugehen, da sich durch geeignete Messtechniken verschiedene Mo-
lektle anhand ihres Redox-Potentials unterscheiden lassen. Es lasst sich zudem die Sek-
retion von Neurotransmittern in Echtzeit beobachten und auch die Wirkung verschiedener
Pharmaka untersuchen. Eine erste Versuchsreihe beschreibt folgender Abschnitt.

4.3.1 Vorversuche zum Uberleben von Glomus-Diinnschnitten

Da das Gewebe wahrend der mehrstiindigen Herstellung von Dinnschnitten durch me-
chanische Irritation und Hypoxie starken physikalischen Noxen ausgesetzt ist, sollte in ei-
nem Vorversuch das Uberleben einer ausreichenden Anzahl von Glomuszellen durch fluo-
reszenzmikrospische Messungen des mitochondrialen Membranpotentials gezeigt werden.
Hierfir wurden Lebendschnitte von Glomera carotica der Ratte hergestellt und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DePsipher beladen. Im Anschluss wurde die Intensitat sowohl der
Farbstoff-Aggregate (orange-rote Fluoreszenz bei 605 £ 15 nm) als auch der Monomere
(grine Fluoreszenz bei 530 + 15 nm) detektiert und aufgezeichnet. In vitalen Zellen fuhrt
die Zugabe des Protonophors und Entkopplers CCCP zu einem Anstieg des Verhaltnisses
der Rot- / Grun-Fluoreszenzintensitat, was den Anstieg der Zahl an depolarisierten Mito-
chondrien anzeigt. ® Abbildung 5.1 zeigt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe: vitales
Glomusgewebe fand sich bevorzugt in den peripheren Bezirken der Dinnschnitte. Dies
weist eine ausreichende Anzahl vitaler Zellen nach, um amperometrische Versuche

durchzufthren.
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Abbildung 4.10: Fluoreszenzmessung mit DePsipher an Lebendschnitten des Glomus caroticum. Die
Graphen in A zeigen die Fluoreszenz-Intensitat des Farbstoffs DePsipher vor und nach (t = 240 s) Zugabe
des Entkopplers CCCP. Links griiner Farbkanal (Momomere, 530 + 15 nm), rechts roter Farbkanal (Aggre-

gate, 605 + 15 nm) (schwarz = niedrige, griin bzw. rot = hohe Intensitat). B: exemplarische Aufnahme beider
Kané&le wahrend des Messvorgangs. Die Intensitatsanderung (Issof/lgos, C) macht den Anstieg von Monome-

ren nach Zugabe von CCCP deutlich. Skalierung (B) = 100 pm.

4.3.2 Sekretion von Katecholaminen bei Hypoxie

In einem ersten Versuch sollte die Sekretion von monoaminen Transmittern (Katecholami-
nen) aus den Sensorzellen des Glomusorgans gezeigt werden. Die kontinuierliche Perfu-
sion der Badkammer mit entsprechend gesattigter Tyrode-L6sung lieferte das hypoxische
Signal. Bei einer Spannung von 800 mV, die das Redoxpotential von Dopamin, Adrenalin
und Noradrenalin Ubersteigt, wurden Spike-ahnliche Ereignisse aufgezeichnet. Als Positiv-
kontrolle erfolgte in allen Versuchen mindestens eine Messung mit 40 mM K" enthaltender
Extrazellularldsung, die gleichfalls zur Membrandepolarisation und Transmitterausschut-
tung fuhrt. Dies sollte die grundsatzliche Aktivitat der Sensorzellen und eine ausreichende

Zahl funktioneller Exozytosen belegen (@ Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Amperometrie am Glomus- Lebendschnitt: Antwort auf Hypoxie und 40 mM K.

Detektiert wurde mit einer angelegten Spannung von 800 mV.

Unter normoxischen Bedingungen (Tyrode-Losung gesattigt mit einem Gasgemisch aus
20% O,, 5% CO, und 75% N,, pO, ~ 140 mmHgQ) zeigten die Glomuszellen kaum oder nur
geringste sekretorische Aktivitat. Unmittelbar nach Perfusion mit hypoxischer Tyrodel6-
sung (5% CO,, 95% N, pO, ~ 20 mmHg) konnten zahlreiche Spike-férmige exozytotische
Ereignisse aufgezeichnet werden, die der Sekretion von Katecholaminen entsprechen.
Diese Sekretionsereignisse hielten fur die Dauer des Hypoxiesignals an und verschwan-
den vollstandig bei Umschalten der Perfusion auf normoxische Ldsung. Die beobachteten

Ereignisse entsprachen dabei den in der Literatur publizierten Daten (Pardal et al., 2000).

4.3.3 Wirkung von (Anti-) Histaminika auf die Katecholamin-Sekretion

In Bezug auf die im vorigen Kapitel beschriebenen Ergebnisse sollte in einem zweiten
Schritt die Wirkung einer Aktivierung von Histamin-Rezeptoren auf das Sekretionsverhal-
ten der Sensorzellen untersucht werden. Der Versuchsaufbau entsprach dem Experiment
im vorigen Abschnitt, jedoch fanden zusatzlich das Pharmakon Pyrilamin (N-(4-
Methoxyphenyl)methyl-N',N'-dimethyl-N-(2-pyridinyl)-1,2-ethanediamin) in einer Konzent-
ration von 100 nM als H1R-Antagonist und Histamin (5 pM) als Agonist an allen bekannten
Histamin-Rezeptoren Verwendung. Da das Redoxpotential von Pyrilamin und Histamin
(jeweils ~ 1,25 V) die an der Elektrode angelegte Spannung von 800 mV Ubersteigt, wurde
die Messung durch die Pharmaka selbst nicht gestort.
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Abbildung 4.12: Amperometrie am Glomus-Lebendschnitt: Antwort auf Hypoxie, Histamin und Pyri-

lamin. Es wurde die Sekretion der Sensorzellen auf Histamin (5 uM), Hypoxie plus Histamin und Hypoxie
plus Pyrilamin (100 nM) detektiert. Messspannung = 800 mV. Positivkontrolle Hypoxie und K+ (40 mM). Pyr
= Pyrilamin.

@ Abbildung 4.12 zeigt die Aufzeichnung eines vollstdndigen Experiments dieser Ver-
suchsreihe: Deutlich zu erkennen ist die ausbleibende Sekretion nach Applikation von His-
tamin: nach Zugabe (5 pM in Perfusionsmedium) wurde in mehreren Versuchen (n = 4)
keine Sekretion registriert (1). Die zeitgleiche Applikation des biogenen Amins zu einem
hypoxischen Stimulus (2) fiihrte jedoch zu einer scheinbar héheren Rate von Exozytose-
Ereignissen: eine Zunahme der detektierten Spikes war zu verzeichnen. Um eindeutige
Aussagen treffen zu kdnnen, mussen die vorliegenden Ergebnisse wiederholt und in de-
taillierten Statistiken analysiert werden: zu klaren ist, ob die Anzahl der Spike-ahnlichen
Ereignisse durch die Applikation der Pharmaka tatsachlich zunehmen. Uber die AUC eines
Spikes lasst sich im Folgenden indirekt auf die sezernierte Menge an Neurotransmittern
schlieBen (im Beispiel Katecholamine, siehe auch Kapitel 3.5 sowie @ Abbildung 3.2).

Der H1R-Blocker Pyrilamin |0ste gegenteilige Effekte aus: zwar zeigte wahrend kurzzeiti-
ger Hypoxie die Zugabe des Pharmakons (100 nM in Perfusionsmedium) keine nennens-
werten Auswirkungen, bei langer dauernder hypoxischer Perfusion wurde die Signalant-
wort hingegen abgeschwacht (3): die Anzahl der Spike-ahnlichen Ereignisse nahm durch
die Zugabe des Pharmakons zu einem bestehenden hypoxischen Stimulus ab.

Die nachfolgende @ Abbildung 4.13 zeigt zur Verdeutlichung den Ausschnitt eines weite-
ren Experiments unter gleichen Versuchsbedingungen, die Konzentration des H1R-
Antagonisten Pyrilamin wurde hier jedoch auf 160 nM erhdht. Die Abschwéchung des Sig-
nals im Sinne einer verringerten Anzahl Spike-ahnlicher Exozytose-Ereignisse ist ersicht-
lich. Zu beachten ist, dass im Rahmen des Versuchsaufbaus die Hypoxie-Zeit mehrere
Minuten betrug. Dabei ist es nicht auszuschlie3en, dass die Signalantwort der Glomuszel-
len auf niedrige pO,-Werte Uber einen solchen Zeitraum riucklaufig ist.
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Abbildung 4.13: Amperometrie am Glomus-Lebendschnitt: Antwort auf Hypoxie und Pyrilamine. Er-

neut wurde die Sekretion des Sensorzellen detekiert (Messspannung = 800 mV), als Stimuli fungierten Hy-
poxie und Hypoxie plus Pyrlamine (160 nM). Die amperometrische Spur zeigt den vergtRRerten Ausschnitt

eines Experiments. Positivkontrolle Hypoxie.

Zusammengenommen machen diese Beobachtungen deutlich, dass Aktivierung bzw. Blo-
ckade von Histamin-Rezeptoren in den Sensorzellen des Glomusorgans deren Signalan-
wort auf Hypoxie beeinflusst. Da die Sensorzellen den vollstandigen Apparatus fir Syn-
these, Speicherung und Exozytose von Histamin besitzen, liegt eine autokrine Wirkung
des biogenen Amins nahe, muss jedoch in weiteren Studien inkl. einer detaillierten statisti-
schen Auswertung bestétigt werden.
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4.4 Biogene Amine im Glomus caroticum des Menschen

Im Hinblick auf die beim Nager gewonnen Erkenntnisse zur histaminergen Signallbertra-
gung des Glomusorgans erschien die Untersuchung des menschlichen Pendants als logi-
sche Konsequenz. Aus diesem Grunde wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Rechtsmedizin der LMU Minchen sowohl die dopaminergen als auch die histaminergen
Merkmale (synthetisierende Enzyme, Exozytose-Apparat und Rezeptoren) in den Glomu-
sorganen menschlicher Leichen untersucht. Zur Transmitter-Situation im menschlichen
Glomus caroticum ist bislang wenig bekannt: lediglich Kummer und Habeck konnten in
einer Publikation aus dem Jahre 1992 die Lokalisation der Tyrosin-Hydroxylase (TH, Syn-
these-Enzym von Dopamin) im menschlichen Glomusorgan zeigen.

Wie der gesamte menschliche Organismus unterliegt auch das Glomusorgan mit zuneh-
mendem Alter deutlichen strukturellen und physiologischen Veranderungen. Im Verlauf
des Alterns konnte die Zusammensetzung der Transmitter- und Rezeptorprofile im Glomus
caroticum deutliche Auswirkungen auf die reflektorische Hypoxie-Antwort des Organs ha-
ben (siehe dazu auch Kapitel 5.2 sowie Gauda et al., 1996, Gauda und Lawson, 2000;
Gauda, 2002). Aus diesem Grund erhielten altersbezogene Merkmale des Glomus caroti-
cum besondere Aufmerksamkeit. Dazu wurden Proben von Leichnamen verschiedener

Altersstufen untersucht, die der 2 Tabelle 2.1 zu entnehmen sind.

4.4.1 Altersbezogene Veranderungen im menschlichen Glomusorgan

Die untersuchten Gewebeproben zeigten, dass das Glomusorgan bei Kindern und jungen
Erwachsenen ausgepragter entwickelt ist, als in spateren Lebensstufen. Dabei wirken die
charakteristischen Zell-Cluster kompakter und werden durch dinne Zige von Bindege-
websfasern septiert. Diese enthalten zahlreiche Kapillaren, feine Blutgefasse sowie Ner-
venfasern und konvergieren an der Oberflache zur externen Organkapsel (siehe nachfol-
gende @ Abbildung 4.14). Strukturell bleibt dieser Aufbau auch im Erwachsenen- und ho-
heren Alter erhalten, jedoch verringert sich die Gesamtgrdfie des Organs. Zudem zeigten
sich die Glomerula bei alteren Probanden auffallend weniger kompakt und wiesen eine
deutlich hohere Vaskularisierung auf. Damit scheint eine Abnahme der Anzahl an
Nervenfasern und Sensor-Zellen durch zunehmende zellulare Degeneration gegeben zu
sein. Im Gegenzug nimmt die Masse des Bindegewebes auffallig zu — vor allem im hohen
Alter (76 Jahre, vgl. auch ® Abbildung 5.1).
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Abbildung 4.14: Morphologische Verdnderung des humanen Glomus caroticum im Alter.

Normale Morphologie des menschlichen Glomusorgans im juvenilen Alter (vier Monate, A und
B) sowie im Erwachsenenalter (44 Jahre, C und D). A zeigt charakteristische Glomerula (G), die
durch dinne Bindegewebssepten mit zahlreichen Blutgefaen (V) und Nervenfasern (NF) ge-
trennt werden (HE-Farbung). Die Septen wiederum vereinigen sich an der Oberflache zur ex-
ternen Kapsel. Eine entsprechende van Gieson-Farbung (B) bringt Bindegewebsfasern deutli-
cher zum Vorschein. C: Auch beim Erwachsenen zeigen sich in HE-Farbung durch reich vasku-
larisiertes (Pfeile) Bindegewebe separierte, jedoch im Vergleich weniger kompakte Glomerula

(G), die in einer van Gieson-Farbung (D) deutlicher hervortreten. Skalierung = 150 pm

Nun sollten die bei Nagern beobachteten Neurotransmitter-Systeme, vornehmlich dopami-

nerge und histaminerge Charakteristika, untersucht werden.

4.4.2 Dopaminerge Charakteristika im menschlichen Glomusorgan

Dafur wurden zunachst immunhistochemische Farbungen flr das Katecholamin-
synthetisierende Enzym TH durchgefuhrt. Dabei fiel auf, dass TH-immunoreaktive Zellen
in den Glomera carotica in vergleichsweiser geringer Anzahl vorkommen (@ Abbildung
4.15). Dies qilt fur alle untersuchten Alterstufen — juvenil (A), adult (C) und alt (ohne Abbil-
dung) — gleichermal3en. DarlUber hinaus wurden extraglomerulare und perivaskulare Ner-
venfasern beobachtet, die ebenfalls Immunreaktivitat fur das Enzym zeigten, wahrend bei

Typ ll-Zellen keinerlei Reaktivitdt gefunden wurde. Wie erwartet zeigten immunhistoche-
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mische Studien ein &hnliches zellulares Verteilungsmuster fir das Transportprotein VMAT
1, das im Gegensatz zu VMAT 2 Uiberwiegend fur den vesikularen Transport dopaminerger
Transmitter verantwortlich zeichnet. Auch das an der vesikularen Speicherung beteiligte
Protein SNAP 25 konnte in Sensorzellen sowie in Nervenfasern innerhalb und um einzelne
Glomerula herum gefunden werden (ohne Abbildung). Im Vergleich zu TH-positiven Sen-
sorzellen konnten solche mit Immunreaktivitat fir Dopamin-D2-Rezeptoren in wesentlich
grolRerer Anzahl nachgewiesen werden, sowohl in Glomera kindlicher (B) als auch er-
wachsener Leichname (D). Dieser Kontrast zeigte sich aquivalent in den Glomera aller
untersuchter Altersgruppen: den zahlenmaRig geringeren TH-positiven Zellen steht eine
grol3e Anzahl von Zellen mit Expression von D2R gegeniiber.
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Abbildung 4.15: Immunhistochemischer Nachweis dopaminerger Merkmale Glomusor-

gan des Menschen. Linke Spalte (A, B): juveniles Glomus caroticum, rechte Spalte (C, D):
adultes Glomus caroticum. A: Glomerulum eines vier Monate alten Kindes mit immunhisto-
chemischer Farbung gegen TH. Nur wenige Sensorzellen (Pfeilspitzen) sind immunopositiv,
zusatzlich zeigen sich Nervenfasern (Pfeile) innerhalb und um die Zell-Cluster, wéhrend Typ II-
(Stutz-) Zellen keine Immunreaktivitat zeigen. Dopamin-D2-Rezeporen (B) finden sich in bei-
nahe allen Sensorzellen. Gleichsam zeigen sich nur wenige TH-immunopositive Zellen (Pfeil-
spitzen) beim Erwachsenen (C, 44 Jahre), wahrend D2R in dieser Alterstufe ebenfalls in bei-

nahe allen Sensorzellen nachweisbar sind (D). Balken = 100 um.
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4.4.3 Histaminerge Charakteristika im menschlichen Glomusorgan

Um histaminerge Wege der Signaltransduktion zu identifzieren, wurden Antkdrper gegen
Histamin, HDC, VMAT 2 sowie die bekannten Histamin-Rezeptoren (H1R bis H4R) ver-
wendet. Dadurch konnte eine grof3e Anzahl immunreaktiver Zellen identifiziert werden, die
organ-typisch in Zellaggregaten angeordnet waren. Die Verteilung histaminerger Zellen
waren erneut fur die Glomera im Kindes- und Erwachsenenalter vergleichbar: in den un-
tersuchten Gewebeproben offenbarten sich keine auffalligen Unterschiede, lediglich in den
Sensor-Zellen des 76-jahrigen Probanden konnten nur wenige immunopositive Zellen ge-
funden werden. Auch die GroR3e des Organs erschien deutlich geringer.

Insgesamt zeigten sich alle Glomus-Zellen immunopositiv fur HDC, das Histamin-
synthetisierende Enzym, sowie fur VMAT 2, ein im Vergleich zu VMAT 1 spezifischer
Transporter fir Histamin. Vergleichbar mit den Vorversuchen bei Nagern konnten auch die
Histamin-Rezeptoren H1R sowie H3R nachgewiesen werden, wahrend H2R und H4R ne-
gative Ergebnisse erbrachten (ohne Abbildung, Positivkontrollen siehe @ Abbildungen 4.3
und 4.7). Die Resultate der Versuchsreihe zeigt @ Abbildung 4.16 fur kindliche Glomera
sowie @ Abbildung 4.17 fur Glomera erwachsener Probanden. In allen Experimenten blie-
ben die Typ Il-Zellen, die die sensorischen Zellen umgeben, ungefarbt: sie zeigten weder

dopaminerge noch histaminerge Merkmale.
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Abbildung 4.16: Immunhistochemischer Nachweis histaminerger Merkmale im juvenilen

Glomusorgan des Menschen. A und B: Ubersichtsaufnahmen von Zell-Clustern des kindli-
chen Glomusorgans mit Immunreaktivitat fir HDC (A) und VMAT 2 (B). C bzw. D: Vergrofl3erun-
gen der in A respektive B durch Rechtecke markierten Bildausschnitte: beinahe alle Sensorzel-
len eines Glomerulums exprimieren die genannten Enzyme auf Proteinebene. Ebenfalls deutli-
che Farbung der Zellkonglomerate fir HIR und H3R (E und F). Skalierung = 100 pm
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Abbildung 4.17: Immunhistochemischer Nachweis histaminerger Merkmale

im adulten Glomusorgan des Menschen. Die Anordnung der Abbildung ent-
spricht derjenigen in @ Abbildung 4.16. A und B: Ubersichtsaufnahmen mit gerin-
ger VergréRerung verdeutlichen die Prasenz von HDC (A) bzw. VMAT2 (B) auch
im adulten Glomusorgan. C und D: vergrof3erte Aufnahmen der in A und B durch
Rechtecke markierten Bereiche. Gleiches gilt fir die Histamin-Rezeptoren H1R
und H3R: der Uberwiegende Anteil der Sensor- (Typ I-) Zellen zeigt deutliche Im-

munreaktivitat fir die Subtypen der Histamin-Rezeptoren. Skalierung = 100 pm.
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5 Diskussion

5.1 Der Neurotransmitter-,,Cocktail“ des Glomus caroticum

5.1.1 Die Vielfalt der Neurotransmitter

Als wichtigster arterieller Sauerstoffsensor stellt das Glomus caroticum essentielle Infor-
mationen fur die Aufrechterhaltung und Regulation der Atmung zur Verfigung. Wie schon
im einleitenden Abschnitt beschrieben, agieren im Glomus caroticum der Ratte zu diesem
Zweck eine Vielzahl von Stoffen als Neurotransmitter und Neuromodulatoren (vgl. dazu
auch E Tabelle 1.1 sowie Kapitel 1.3).

Unklarheit besteht bislang bei der Rolle primarer und sekundérer Transmittersysteme. Un-
ter den bis heute identifizierten Systemen befindet sich auch Acetylcholin und der Co-
Transmitter ATP: beide Stoffe werden durch die Typ I-Zellen des Glomusorgans auf das
Signal Hypoxie bzw. Hyperkapnie hin freigesetzt. Diverse Subtypen muskarinerger und
nikotinerger ACh-Rezeptoren konnten sowohl in afferenten Nervenendigungen als auch in
den Glomuszellen selbst nachgewiesen werden, womit ACh je nach verfligbaren Rezep-
torsubtypen in der Nahe der Freisetzung hyperpolarisierend oder depolarisierend auf die
Plasmamembran der Glomuszellen einwirken kann. Unterschiede im cholinergen Stoff-
wechsel bestehen dabei sowohl zwischen verschiedenen Spezies als auch innerhalb einer
Spezies, unter anderem abhéngig von genetischen Determinanten (Shirahata et al., 2007).
Die unterschiedliche Wirkungsweise sowie die fehlende Expression des synthetisierenden
Enzyms ChAT l4asst eine Rolle als primarer Transmitter wenig plausibel erscheinen. Ahnli-
ches gilt fur die cholinerg-purinerge Co-Transmission: zwar sistiert die Aktivitat von Neuro-
nen in Co-Kultur mit Sensorzellen des Glomusorgans durch die Blockade exzitatorischer
nAChR bzw. P,X-Purinozeptoren, im Gegenzug bleibt jedoch eine basale chemosensori-
sche Antwort des Glomusorgans auf hypoxische Stimuli erhalten (Zapata, 2007).

Im Falle des biogenen Amins Serotonin sprechen gleichfalls einige Kriterien fir die Rolle
als primarer Transmitter (Prasenz in Glomuszellen und ldentifikation von 5-HTs, und 5-
HT.a-Rezeptoren, siehe Wang et al., 2000; Zhang et al., 2003). Obwohl 5HT von Glomus-
zellen in vitro freigesetzt wird (Zhang und Nurse, 2000), konnte eine Freisetzung im Rah-
men der Hypoxieantwort durch Glomuszellen in vivo bislang jedoch nicht gezeigt werden
(Jacono et al., 2005)
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Da es viele Kriterien wie z. B. die Biosynthese, Speicherung oder die Ca**-abhingige
Freisetzung aus Vesikeln erfullt, gilt Dopamin derzeit als fuhrender Neurotransmitter in den
Sensorzellen des Glomusorgans. Unterstitzt wird diese These durch die Expression des
Synthese-Enzyms TH (siehe Ichikawa, 2002; lturriaga und Alcayaga, 2004; Nurse, 2005
und diese Arbeit) und funktioneller DA-Rezeptoren in Typ I-Zellen und afferenten sensori-
schen Neuronen. Weitere tierexperimentelle Studien in verschiedenen Spezies gehen mit
diesen Beobachtungen konform (Huey et al., 2003; Tankersley, 2003). Fehlende Expres-
sion von exzitatorischen D1-Rezeptoren mit deutlicher Prasenz hyperpolarisierender und
damit inhibierender D2-Rezeptoren in Typ I-Zellen und Ganglion petrosum-Neuronen le-
gen allerdings eine inhibitorische Funktion des Amins in der Signalubertragung zu hoheren

Zentren nahe (vergleiche Gauda, 2002 und dortige Referenzen, sowie diese Arbeit).

5.1.2 Histamin in der Signaltransduktion der O,-Chemozeption

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass das biogene Amin Histamin im Glomusorgan
nicht nur synthestisiert, gespeichert und freigesetzt wird (Koerner et al., 2004), sondern
auch Uber die afferenten Stationen des Atmungsreflexes sowie im zentralen Rhythmusge-
nerator selbst eine bedeutende Rolle bei dessen Regulation und Modulation spielt. Durch
geeignete Experimente konnte die Expression des Histamin-Syntheseenzyms HDC in
Neuronen des Ggl. petrosum nachgewiesen werden. Ebenso wurden die Histamin-
Rezeptoren H1R und H3R als fuhrende Subtypen identifiziert — nicht nur in den Sensorzel-
len des Glomusorgans, sondern auch in den afferenten Neuronen das Ggl. petrosum so-
wie im Kerngebiet des N. glossopharyngeus, dem Ncl. tractus solitarii, genauer in den
kommissuralen Subnuklei des Kerns.

Wahrend H1-Rezeptoren Uber die Aktivierung der Phospholipase-C und [Ps-
Signalkaskade exzitatorische Effekte hervorrufen (Schwartz et al., 1991), gelten H3-
Rezeptoren als Autorezeptoren, die Uber eine Gj,-Protein-abhangige Inhibition der Adeny-
latcyclase — und damit einer Erniedrigung des intrazellularen cAMP-Spiegels — wirken
(Lovenberg et al., 1999; Drutel et al., 2001). Die erregenden Effekte der H1-Rezeptoren
kénnten somit das Membranpotential der Glomuszellen beeinflussen, die Giber K*-Kanale
der TASK-Familie verfligen (Two-pore-domain Acid Sensing K* channels, Buckler, 2007).
Diese wiederrum sind an der Signaltransduktion der Sauerstoff-Perzeption beteiligt.

Um die Effekte histaminerger Pharmaka auf die Glomus-vermittelte Atmungsregulation zu

prufen, wurden am Institut fur Physiologie in Goéttingen selektive Histamin-Rezeptor-
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Agonisten in das Glomusorgan einer Herz-Hirnstamm-Praparation der Ratte appliziert.
Wie vermutet erhohte die Applikation eines H1-Agonisten die neuronale Aktivitat des N.
phrenicus, wenngleich die Inspirationszeit unverandert blieb. Uberraschenderweise provo-
zierte jedoch auch die Verwendung eines H3-Agonisten eine chemoreflex-artige Antwort —
trotz der oben beschriebenen inhibitorischen Signalwirkung (Arrang et al., 1985). Dies
konnte sich dadurch erklaren, dass sich die entsprechenden Rezeptoren auch auf den
Dendriten und Perikarya chemosensorischer afferenter Neurone des Ggl. petrosum fan-
den. Damit kann die SignalUbertragung im Glomusorgan sowohl auf pra- als auch auf
postsynatischer Ebene moduliert werden. Andererseits agieren nicht alle H3R-Isoformen
uber die Gj,-Kaskade mit sequentieller Erniedrigung der cAMP-Konzentration (Coge et al.,
2001; Drutel et al., 2001; Rouleau et al., 2004), sodass potentiell auch exzitatorische Sig-
nalwege in Frage kommen.

Durch Mikroinjektion von H1R- bzw. H3R-Antagonisten in die kommissuralen und media-
len Subnuclei des NTS beeinflusste gleichfalls die Chemoreflex-Antwort und die Lange
des Inspirationszyklus: so fuhrte eine H3R-Blockade zur Erhdhung der Respirationsrate,
verkurzte die Inspirationszeit und férderte damit die Reflexantwort. Gleiches gilt flr die
Blockade von H1-Rezeptoren, wenngleich weniger ausgepragt. Dies legt eine Expression
der HIS-Rezeptoren in funktionell unterschiedlichen Zelltypen des Ncl. tractus solitarii na-
he: wirden H1-Rezeptoren von inhibitorischen Interneuronen im NTS exprimiert, hatte
eine Blockade der Rezeptoren eine sekundare Disinhibition, und somit eine Aktivierung im
respiratorischen Neuronennetzwerk des NTS zur Folge. Die in @ Abbildung 4.6 gezeigten
immunhistochemischen Daten unterstutzen diese These: morphologisch imponierten die
H1R-immunopositiven Neurone im Vergleich zu H3R-immunopositiven in geringerer An-
zahl und mit kleineren Somata — ein typisches Kennzeichen von Interneuronen im ZNS.
Die Beteiligung inhibitorischer Interneurone bei der Modulation viszero- und somato-
sensorischer Reflexbogen ist bekannt (siehe Boscan et al., 2002).

Die Expression von H1- und H3-Rezeptoren im Ncl. tractus solitarii als primare Verschal-
tungsstation fir Neurone von arteriellen Chemorezeptoren legt eine wichtige Rolle von
Histamin in der Regulation der Atmungsaktivitat nahe. Fur eine Funktion dieses biogenen
Amins in der hypoxischen Atemantwort wie auch in der Regulation der Inspirationszeit
(ohne Beteiligung pulmonaler Dehnungsrezeptoren, Hering-Breuer-Reflex) sprechen meh-
rere Studien jungerer Zeit (Dutschmann et al., 2003, Miyamoto et al., 2004). Dennoch ent-

sprechen nicht alle in dieser Arbeit erhobenen Daten anderen Studienergebnissen bezlg-
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lich einer histaminergen Modulation der zentralen Atmungsaktivitat. So fuhrte beispiels-
weise die systemische Applikation hoher Konzentrationen von H1R-Antagonisten zu einer
schwerwiegenden Atemdepression, wohingegen die Verwendung entsprecher H3R-
Antagonisten keine derartigen Effekte zeigte. Mdglicherweise entspringen die Unterschie-
de der Applikationweise — lokale Mikroinjektion in die genannten Subnuclei des NTS ver-
sus systemische Applikation —, was moglicherweise andere neuronale Population des pon-

to-medullaren cardio-respiratorischen Netzwerks beeinflusst.

5.2  Signaltbertragung im Glomus caroticum des Menschen

5.2.1 Neurotransmitter im humanen Glomusorgan

Weiterhin wurde durch diese Arbeit erstmals gezeigt, dass menschliche Sensorzellen
des Glomus caroticum die ndtigen Komponenten fur Biosynthese, Speicherung und
Freisetzung sowohl von Dopamin als auch von Histamin — sowie deren Rezeptoren — aus-
bilden. Durch immunhistochemische Studien in verschiedenen Alterstufen konnte belegt
werden, dass nicht nur TH und VMAT1 von einem Teil der Typ |-Zellen im Glomusorgan
exprimiert werden, sondern auch HDC und VMATZ2. Die Sensorzellen sind zudem reichlich
mit den Histamin-Rezeptoren H1R und H3R sowie dem Dopamin-Rezeptor D2R ausges-
tattet. Auffallig dabei war, dass die Anzahl dopaminerger im Vergleich zu histaminergen
Zellen in allen untersuchten Altersklassen geringer ausfiel. Diese Beobachtung geht mit
mehreren Studien konform: so zeigten beispielsweise Ichikawa (2002) und lturriaga und
Alcayaga (2004), dass in verschiedenen Tierspezies die grol3e Mehrheit der Glomuszellen
das Katecholamin-Syntheseenzym TH exprimieren. Beim Menschen ist dies jedoch nur in
einer kleineren Subpopulation von Zellen der Fall (Kummer und Habeck, 1992).

Wie beschrieben gilt im Glomusorgan vieler Tierarten Dopamin als fuhrender Neurotrans-
mitter (Bairam und Carroll, 2005), dessen hoher Gehalt aber auf einer niedrigen funktionel-
len Expression prasynaptischer D2-Rezeptoren basiert (Bairam et al., 2000). So sinken bei
Ratten (Gauda et al., 1996) und Hasen (Bairam et al., 1996) die TH-Spiegel mit zuneh-
mender Reifung des Glomusorgans, wahrend die Dichte von D2-Rezeptoren zunimmt.
Entsprechend konnte auch die Freisetzung von DA im Rahmen der hypoxischen Signal-
antwort abnehmen (Gauda, 2002). Im Gegensatz dazu weisen die meisten Glomuszellen
der Ratte und des Menschen histaminerge Merkmale auf (diese Arbeit) und verfligen zu-
dem Uber H1- und H3-Rezeptoren. Damit zeigt sich auch im Menschen das ambivalente
Modell von exzitatorischer (H1) und inhibitorischer (H3) Modulation der Atmungsregulation
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durch das biogene Amin Histamin. Leider konnte die histaminerge Signallubertragung im
afferenten Zweig der Reflexbahn sowie die zentralen Atmungsgeneratoren im Menschen
bislang nicht untersucht werden. Dennoch sprechen die oben beschrieben Forschungser-
gebnisse zur Expression von H1- und H3-Rezeptoren in afferenten Neuronen des Ggl.
petrosum und auch im Ncl. tractus solitarii der Ratte fur eine wichtige Rolle des Amins in
der Atmungsregulation.

5.2.2 Ontogenetische Entwicklung

Grundsatzlich ist im gesunden Fotus bzw. Neugeborenen die Funktion peripherer arteriel-
ler Chemorezeptoren wie dem Glomus caroticum nicht ausschlaggebend fur die Atmung.
Auch fur die Generierung und Aufrechterhaltung einer rhythmischen Respiration ist die
chemozeptorische Funktion des Glomusorgans nicht zwangsweise erforderlich, wie eine
Denervierungsstudie von Jansen et al. (1981) zeigte. Nichtsdestotrotz belegen mehrere
Studien in verschiedenen tierischen Spezies, dass arterielle Chemozeptoren wahrend ei-
ner kritischen Periode der frih-postnatalen Entwicklung zur Stabilitat der Ventilation bei-
tragen (Bureau et al., 1985; Hofer, 1984). Dies wiederrum bedingt in gewissem Male eine

.erlernte” Rhythmogenese, die fur das ganze ubrige Leben erhalten bleibt.

Dabei ist zum Zeitpunkt der Geburt auch das Glomus caroticum — wie jedes Organ eines
Saugetiers — nicht vollstandig ausgereift und unterliegt ausgepragten Veranderungen im
weiteren Verlauf des Lebens, vor allem in den ersten Lebensmonaten. So konnte bei-
spielsweise bei Ratten gezeigt werden, dass die Organgrof3e des Glomus caroticum im
ersten Lebensmonat zunimmt (Wang und Bisgard, 2005). Uber einen Zeitraum von min-
destens einem Monat konnte eine deutliche Zellproliferation bei den Typ I- (Sensor-) Zel-
len beobachtet werden. Beachtlich ist, dass die Proliferationsrate vom Oj-Partialdruck der
Atemluft beeinflusst wurde: wahrend eine hypoxische Umgebung fur deutliches Organ-
wachstum sorgte, nahm die Proliferation unter Hyperoxie ab — was flr die restliche Le-
benszeit in kleineren Glomera resultierte. Zusatzlich konnten in Typ I-Zellen die neu-
rotrophen Faktoren BDNF und GDNF (Brain bzw. Glial Derived Neurotrophic Factor) ge-
funden werden, die weitere funktionelle Anderungen induzieren kénnten (siehe dazu auch
Erickson et al., 2001).
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Allerdings beziehen sich die Veranderungen nicht nur auf die lichtmikroskopische und ult-
rastrukturelle Morphologie des Glomusorgans, sondern auch auf die neurochemische Zu-
sammensetzung der Sensorzellen (Gauda et al., 2007). So ist beispielsweise die postnata-
le Zunahme dopaminerger Merkmale (TH, GTP-CH und D2-Rezeptoren) und deren Plasti-
zitat bis zum Erwachsenenalter ein wohlbekanntes Phanomen (Donnely, 2000; Hui et al.,
2003). Entsprechend nimmt auch der Dopamin-Gehalt im Vergleich zu anderen Neu-
rotransmitter-Systemen im Glomusorgan zu, ebenso wie dessen Rezeptoren.

Dennoch scheinen nicht ausschlieRlich morphologische und neurochemische Anderungen
in den Transmittersystemen fur die funktionellen Veranderungen verantwortlich zu sein.
Anhand einer Testreihe mit jungen (Alter @ 24 a) und alteren Frauen (Alter @ 71 a) konn-
ten Pokorski et al. (2004) zeigen, dass sich die hypoxische Atemantwort in beiden Alters-
gruppen nur marginal unterscheiden.

Im Gegensatz dazu zeigten sich deutliche degenerative Veranderungen in der Ultrastruk-
tur der Glomera carotica. Diese Beobachtung stitzt auch die in dieser Arbeit vorgestellten
altersabhangigen Anderungen in der Glomus-Morphologie. Folgende @ Abbildung 5.1
verdeutlicht die Altersunterschiede in der lichtmikroskopischen Beschaffenheit des

menschlichen Glomusorgans (unterschiedliche Vergro3erung):

Abbildung 5.1: Morpholgischer Vergleich des juvenilen und senilen Glomus caroticum

des Menschen. (A): juveniles Glomusorgan (vier Monate) in HE-Farbung mit deutlich durch
Bindegewebssepten differenzierbaren kompakten Glomerula. Skalierung = 125 pum.

(B): seniles Glomusorgan (76 a) in HE-Farbung. Das insgesamt kleinere Organ ist im Ver-
gleich deutlich starker vaskularisiert, Bindegewebsfasern unterteilen die Glomerula in kleinere
Gruppen. Skalierung = 50 pum.
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Daruber hinaus unterliegt auch der Gehalt an Chemorezeptoren im zentralen Nervensys-
tem deutlichen Veranderungen im Zusammenhang mit verschiedensten Atmungs- und
Atemwegserkrankungen (Neubauer und Sunderram, 2004). Schliellich werden pathologi-
sche Veranderungen der Chemosensitivitat des Glomusorgans wahrend der postnatalen
Entwicklung als ein Hauptgrund des plotzlichen Kindstods (SIDS, Sudden Infant Death
Syndrome) diskutiert (Gauda et al., 2007).

5.3 Medizinisches Interesse

Aufbauend auf den beschriebenen Forschungsergebnissen konnte die vorliegende Arbeit
auch bei der Aufklarung pathophysiologischer Mechanismen der Chemosensibilitat von
Interesse sein. Wie beispielsweise Neubauer und Sunderram (2004) in einem Review be-
schreiben, sind zentrale und periphere O,-Sensoren an wichtigen Adaptionsvorgangen in
Antwort auf chronische oder intermittierende Hypoxie beteiligt. Dies gilt sowohl flr physio-
logische Vorgange wie die Hohenadaption, als auch bei pathologischen Kondition, etwa
chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen, Schlafapnoe-Syndrom oder Herzfehlern.
Schultz und Li (2007) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass der Chemoreflex
des Glomus caroticum bei Patienten mit chronischen Herzfehlern gesteigert ist und auch
zur tonischen Erhéhung der sympatischen Nervenaktivitat beitragt. Inwieweit eine histami-
nerge SignalUbertragung bzw. eine Veranderung derselben an solchen Mechanismen be-
teiligt ist, ist zum jetztigen Stand der Forschung indes nicht abzusehen, konnte jedoch eine
Basis fur neue oder alternative therapeutische Strategien bei der Behandlung von At-

mungsstorung zur Verfugung stellen.

5.3.1 Interaktionsort fur Pharmakawirkungen und -nebenwirkungen

Durch die Vielzahl identifizierter Neurotransmitter und -modulatoren sowie der im Ubertra-
gungsprozess involvierten lonenkanéle (z. B. TASK-ahnliche K*- oder spannungsgesteu-
erte Ca?*-Kanale) bietet das Glomus caroticum eine Fiille moglicher Interaktionsorte bei
der Anwendung pharmakologischer Substanzen. Vor allem im Bereich der Anasthesio-
logie, wo eine Vielzahl neurologisch und atmungsdepressiv wirksamer Pharmaka Verwen-
dung findet, spielt die Physiologie des Glomusorgans eine bedeutende Rolle. So wurde
die reflektorische Antwort des Glomus caroticums durch die Anwendung gebrauchlicher
volatiler Anasthetika um 24% gesenkt (Pandit und O’Gallagher, 2008). Die drei untersuch-

ten Agenzien — Halothan, Enfluran und Isofluran — unterschieden sich dabei nicht in ihrer
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Wirkung. Auch die Ublicherweise bei Intubationsnarkosen verwendeten Muskelrelexan-
zien, die vorrangig Uber die Blockade nikotinerger Acetylcholin-Rezeptoren der motori-
schen Endplatte wirken, bleiben nicht ohne Effekt auf Chemozeption bzw. Signallbertra-
gung des Glomus caroticum: Jonsson et al. (2004) untersuchten an isolierten Praparatio-
nen des Glomusorgans sowie des N. sinus carotici bei Kaninchen die Wirkung der ge-
brauchlichen Muskelrelexanzien Atracurium und Vecuronium als Antagonisten an nikoti-
nergen AChR der Sensorzellen. Dabei konnte eine signifikante dosis-abhangige Verringe-
rung der Nikotin-induzierten Chemorezeptor-Antwort festgestellt werden. Ahnliches berich-
ten lgarashi et al. (2002) fur Praparationen des Glomusorgans und des zugehdrigen Nervs
bei Wistar Ratten: die Ergebnisse machten ebenfalls deutlich, dass Vecuronium durch In-
hibition neuraler nAChR im Glomusorgan dessen Antwort auf Hypoxie, Nikotin und ACh
signifikant mindert. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass die bekannten
Nebenwirkungen des Vecuronium — Bronchospasmen, Blutdruckanstieg und Tachykardie
— unter anderem auf die Freisetzung von Histamin zuruckzufuhren sind.

Darliber hinaus gibt der in dieser Arbeit vorgestellte histaminerge Ubertragungsweg im
Glomusorgan Hinweise auf mogliche Nebenwirkungen weit verbreiteter Antihistaminika,
die beispielsweise als Sedativa, Antiemetika oder Medikamente zur Behandlung von Kine-
tosen (Seekrankheit) Verwendung finden. Auch eine grof3e Anzahl von Neuroleptika besit-
zen teils ausgepragte antihistaminerge Wirkung an H1-Rezeptoren. Einige Nebenwirkun-
gen solcher Medikamente lieRen sich z. B. durch das Vorhandensein dieser Rezeptoren
im System der arteriellen Chemozeptoren (Glomera carotica und Glomera aortica) erkla-
ren.

Derzeit intensiv beforscht werden auch die Mdglichkeiten serotonerger Modulation der At-
mungsfunktion im Hinblick auf respiratorische Stérungen (Richter et al., 2003; Richerson,
2004).

5.3.2 Madgliche Rolle bei SIDS

Unter dem Syndrom des Plétzlichen Kindstods (SIDS, Sudden Infant Death Syndrome)
wird gemeinhin der unvorhersehbare Tod eines mehr als ein Monat alten Sauglings ver-
standen. Aus epidemiologischer Sicht zahlt das SIDS zu einer der haufigsten Todesursa-
chen bei Sauglingen / Kleinkindern im Alter zwischen einem Monat und einem Jahr. Auffal-
ligerweise stieg die Rate an SIDS-Patienten in den Jahren 1988 bis 2003 von 12 auf 34%

an (Gauda et al., 2007). Als Risikofaktoren gelten neben perinataler Asphyxie und bron-
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chopulmonaler Dysplasie bei Frihgeborenen auch andere Ursachen, etwa eine Bauchlage
des Kindes oder ein Nikotinabusus der Eltern. Genaue Ursachen sind unbekannt, jedoch
wird eine multifaktorielle Genese angenommen. Eine primare Stérung im ZNS mit Dysre-
gulation der Atemfunktion wird diskutiert.

Gleichfalls stehen pathologische Veranderung des Glomusorgans zur Debatte, weshalb
detaillierte Kenntnisse zur Physiologie und Pathophysiologie auch unter diesem Gesichts-
punkt von Interesse scheinen. Neugeborene reagieren im Schlaf besonders vulnerabel auf
hypoxische bzw. hyperkapnische Episoden. Gerade bei Friihgeborenen werden pathologi-
sche Veranderungen in peripheren Chemorezeptoren als Risikofaktor fur eine hohere Inzi-
denz des Plotzlichen Kindstods angesehen (Gauda et al., 2007). So kdnnen sowohl hypo-
xische als auch hyperoxische Gegebenheiten wahrend der friihen postnatalen Entwicklung
zu einer veranderten Sensibilitat peripherer Chemorezeptoren im spateren Leben flhren.
Hypo- oder hypersensible Chemozeptoren kdnnten dann im Zusammenhang mit weiteren
Risikofaktoren zu SIDS pradisponieren. Tatsachlich beschreiben bereits altere Studien bei
SIDS-Fallen abnorme Veranderungen in der Morphologie des Glomusorgans, etwa Gro-
Renunterschiede oder Zellabnormitaten (Cole et al., 1979; Heath et al., 1990). Auch Auffal-
ligkeiten im Transmittergehalt bzw. deren Zusammensetzung wurden beschrieben: so fan-
den sich in Glomera von an SIDS verstorbenen Neugeborenen / Kleinkindern mehrfach
erhdhte Konzentrationen der Neurotransmitter Dopamin und Noradrenalin im Vergleich zu
einer alterskorrelierten Kontrollgruppe (zwei Studien von Perrin et al., 1984). Entsprechend
sei an dieser Stelle nochmals an die Veranderungen dopaminerger Merkmale der Sensor-
zellen des Glomus caroticum im Laufe der postnatalen Entwicklung erinnert (siehe Kapitel
5.2).

Aus diesem Grunde ist es ersichtlich, dass eine weiterfuhrende und detaillierte Untersu-
chung der Entwicklung des Glomusorgans erforderlich ist. Genaue Kenntnisse der Physio-
logie und Pharmakologie — sowie der Histamin-Rezeptoren — im afferenten Zweig des Re-
flexbogens sowie im neuronalen Respirationsnetzwerk des ZNS kdnnten zur weiteren Auf-

klarung des SIDS beitragen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde erstmals die Rolle des biogenen Amins Histamin in der
hypoxischen Signaltransduktion des Glomus caroticum der Ratte spezifiziert. Daflir wurde
die Verteilung des synthetisierenden Enzyms HDC und spezifischer Histamin-Rezeptoren
im Glomusorgan selbst sowie in Neuronen des Ggl. petrosum und des Ncl. tractus solitariii
bestimmt. Mittels RT-PCR-Methoden, Tracing-Techniken und immunohistochemischen
Versuchen auf licht- und elektronenmikroskopischer Ebene konnten die Histamin-
Rezeptoren H1R und H3R als fuhrende Subtypen der vier bis dato bekannten Vertreter
identifiziert werden. Diese finden sich als Autorezeptoren in den Sensor-(Typ I)-Zellen des
Glomusorgans sowie in den chemosensorischen afferenten Neuronen im kaudalen Anteil
des Ggl. petrosum und in Neuronen des zentralen Respirationsnetzwerks. Zudem konnte
durch physiologische Experimente an einer Herz-Hirnstamm-Préaparation die Beteiligung
der Histamin-Rezeptoren an der O,-Perzeption und auch der histaminergen Signalliber-
tragung gezeigt werden. Mikroinjektionen von H1- und H3-Rezeptor-Antagonisten in den
NTS legen dariiber hinaus eine wichtige neuromodulatorische Funktion histaminerger Sig-
nalwege in der zentralen Verarbeitung und Regulierung chemozeptorischer Afferenzen

nahe.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Funktion von Histamin bei der hypoxischen Signal-
antwort des Glomusorgans des Menschen untersucht. Daflr wurde an menschlichem Glo-
musgewebe die Expression spezifischer Marker des Histamin-Metabolismus (Synthese,
Transport und Rezeptoren) analysiert und mit dopaminergen Merkmalen verglichen. So
konnten das Histamin-Syntheseenzym HDC, das Transportprotein VMAT 2 sowie die Re-
zeptorsubtypen H1R und H3R in den Sensor-(Typ I)-Zellen identifziert werden. Der Dopa-
min-D2-Rezeptor fand sich dartber hinaus auch in Nervenfasern des Glomusorgans. Im
Gegensatz dazu werden das Dopamin-Syntheseenzym TH und der zugehdrige Transpor-
ter VMATL nur in einer kleineren Untergruppe der Sensorzellen exprimiert. Altersverglei-
che erbrachten zudem, dass das Glomusorgan in héheren Lebensaltern zunehmend durch
Fibrosierung und zellularen Untergang degeneriert. Die Ergebnisse machen deutlich, dass
sowohl Dopamin als auch Histamin (in unterschiedlichem Ausmal) an der Regulation kar-
dio-respiratorischer Funktionen eine wichtige Rolle spielen.
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In Zusammenschau der prasentierten Fakten scheint Dopamin im Menschen als inhibitori-
scher prasynaptischer Transmitter Uber D2-Rezeptoren zu wirken, die in einer Subpopula-
tion TH-positiver Sensorzellen exprimiert werden. Dariiber hinaus unterliegen die meisten
Sensorzellen einer inhibitorischen Kontrolle durch H3-Autorezeptoren sowie sympatischen
Signalen des Ggl. cervicale superior des Sympathicus-Grenzstrangs. Eine exzitatorische
Komponente erfolgt aufgrund der Prasenz erregender H1-Rezeptoren, sodass dem bioge-
nen Amin eine wichtige Rolle als Neurotransmitter im afferenten Zweig des chemosensori-
schen Reflexbogens zugesprochen werden kann. Welche Funktion Histamin in der respi-
ratorischen Kontrolle des Menschen im Detail spielt, bleibt eine Frage zukunftiger For-
schung.
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