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1 Einleitung
1.1 Ziele und Fragestellung

Es ist seit langerem bekannt, dass immunkompetente Zellen in Teilen des Nervensystems vorkommen. In
verschiedenen Arbeiten [Weinreich und Undem 1987; Undem et al. 1990; Weinreich et al. 1995; Caval-
cante de Albuquerque et al. 1996; Albuquerque et al. 1997] wird tiber das Vorkommen der Mastzelle in
sympathischen Ganglien berichtet. Sowohl tiber ihre intraganglionére Verteilung als auch tber die Ziel-
strukturen und genauen Wirkungsmechanismen ihrer Mediatoren in den sympathischen Ganglien herrscht
Unklarheit, obwohl diese fiir die Balance des autonomen Nervensystems essenzielle Zentren darstellen
und somit die Homoostase des Organismus maligeblich aufrechterhalten.

Hierbei nehmen die Mastzellen der Rodentia eine Sonderstellung ein, da ausschlie3lich sie als biogenes
Amin zusitzlich Serotonin enthalten. Das Vorkommen der Serotoninrezeptoren der Typen 2A und 3 (5-
HT,4- und 5-HT3-Rezeptoren) im Ganglion cervicale superius ist zwar prinzipiell bekannt, nicht jedoch
ihre zellulire Lokalisation in den sympathischen Ganglien. Uber die Wirkung des Serotonins auf das
Ganglion cervicale superius von Mammalia wurde bereits vor tiber 45 Jahren berichtet [Trendelenburg
1956]. Serotonin kann neuromodulatorisch bzw. als Neurotransmitter wirken. Es existieren physiologi-
sche Untersuchungen iiber die mastzellvermittelte, sog. ,,Antigen-induzierte-Langzeitpotenzierung (A-
LTP, antigen-induced long-term potentiation) neuronaler Aktivitét in sympathischen Ganglien [Weinreich
und Undem 1987; Undem et al. 1990; Cavalcante de Albuquerque et al. 1996; Albuquerque et al. 1997]
sowie tber die fur die Induktions- und Aufrechterhaltungsphase der tetanisch induzierten LTP (long-term
potentiation) essenziell notwendige Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren im Ganglion cervicale superius
[Alkadhi et al. 1996; Alkadhi und Altememi 1997], so dass sowohl der Mastzelle selbst als auch dem von
ihr sezernierten Serotonin eine Schliisselrolle zukommt.

Serotonin kann andererseits auch als vasoaktives Amin Permeabilitatsanderungen von Gefal3en herbeifiih-
ren. Die Mastzelle ist mit ihren spezifischen Membranrezeptoren prinzipiell dort im Organismus vorzu-
finden, wo potenziell Noxen einen Zugang gewinnen konnen; haufig liegt die Mastzelle in dem die Venu-
len einscheidenden Bindegewebe [Wasserman 1979; Galli 1993]. Perivaskulare Mastzellen sind somit
prinzipiell befahigt, durch ihre vasoaktiven Mediatoren die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke zu stei-
gern [Theoharides et al. 1993; Silver et al. 1996; Zhuang et al. 1996; Dimitriadou et al. 2000].

In dieser Arbeit sind daher die Moglichkeiten der Beeinflussung neuronaler Aktivitat durch die Mastzelle
im sympathischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum sowie die topographische Bezie-
hung der Mastzelle zu ganglionéren Schrankenstrukturen (i.e. Perineurium und Gefif3e) und deren mogli-

che Steuerung durch die Mastzelle von Interesse. Hierbei ergeben sich die folgenden Fragestellungen:



1)  Liegt die Mastzelle in den sympathischen Ganglien topographisch homogen verteilt, oder zeigen
sich bevorzugte Positionen, sowohl in der Ganglienlangsachse als auch in Bezug auf Schranken-

strukturen wie Perineurium und Gefif3e?

2)  Kommt der ionotrope 5-HT3-Rezeptor in den untersuchten Ganglien an Perikaryen, im Neuropil, an

cholinergen Synapsen, an Satellitenzellen oder weiteren Zellen vor?

3)  Findet man den metabotropen 5-HT,x-Rezeptor an Gefil3en oder anderen ganglionéren Strukturen?
Welcher Anteil der Gefal3e tragt im positiven Falle den Serotoninrezeptor und wie sind diese Gefa-

Be zu klassifizieren?

Als Verfahren wurde die Immunhistochemie angewendet. Mit Hilfe der Primérantikorper gegen die in
Klammern gerichteten Antigene wurden Mastzellen (Serotonin), 5-HT,s-Rezeptoren, Endothelien und
Perineurium (GluT-1, Glucosetransporter 1) sowie selektiv Endothelien (RECA-1, rat endothelial cell
antigen), Neurone (PGP 9.5, protein gene product 9.5), Satellitenzellen (Vimentin), 5-HT3-Rezeptoren
sowie cholinerge Synapsen (VACHT, vesikulirer Acetylcholintransporter; Synaptophysin) immunhisto-
chemisch markiert. Neben einer Einfachmarkierung von Serotonin wurden Doppelmarkierungen von
Serotonin mit jeweils GluT-1 und RECA-1, eine Doppelmarkierung von GluT-1 und RECA-1 sowie des
5-HT,a-Rezeptors und RECA-1 angefertigt; auBerdem Doppelmarkierungen des 5-HT3-Rezeptors jeweils
mit PGP 9.5, VAChT, Synaptophysin und Vimentin. Danach erfolgte eine iiberwiegend elektronische
Bildvermessung, um einerseits topographische Beziige zweier Strukturen (Mastzelle - Perineurium, Mast-
zelle - Gefil3e), andererseits die tragenden Strukturen der 5-HT,4- und 5-HT3-Rezeptoren (Gefil3e, Neu-
rone, Satellitenzellen sowie cholinerge Synapsen) hinsichtlich ihres Anteils sowie regionale Unterschiede

quantitativ zu erfassen und statistisch auszuwerten.



1.2 Die sympathischen Ganglien ,Ganglion cervicale superius*
und ,,Ganglion stellatum®

1.2.1 Epineurium

Der Begriff , Epineurium™ bezeichnet ein Bindegewebe mit Kollagenfasern und Fibroblasten, das die
dulere Hiille eines Nerven um das Perineurium herum bildet [Burkel 1967; Dail und Barton 1983, Tho-
mas und Olsson 1984]. Das Epineurium stellt feinstrukturell keinen kontinuierlichen Mantel dar und ist
mit dem Bindegewebe, das Muskeln und Gefiaf3e umbhiillt, vergleichbar [Burkel 1967, Dail und Barton
1983; Thomas und Olsson 1984]. Die Kollagenfaserbiindel sind vornehmlich parallel der Achse des Ner-
ven orientiert [Dail und Barton 1983; Thomas und Olsson 1984], so dass das Epineurium eine longitudi-
nale Zugelastizitat bietet. Ferner durchdringen die Vasa nervorum das Epineurium, das auch tiber eine
Lymphdrainage verfligt [Thomas und Olsson 1984]. Das Epineurium ist beim Ganglion cervicale superi-

us der Ratte verhéltnismaBig diinn ausgebildet [Forssmann 1964; Dail und Barton 1983].

1.2.2 Perineurium

Das Perineurium umgibt sowohl Nervenfaserbiindel als auch die peripheren somatischen und autonomen
Ganglien [Thomas und Olsson 1984] und stellt die Schicht zwischen Epineurium und Endoneurium dar
[Burkel 1967]. Das Perineurium besteht aus polygonalen und abgeplatteten Zellen [Burkel 1967; Akert
und Sandri 1976; Thomas und Olsson 1984]. Zwischen den Lagen dieser Perineuralzellen befinden sich
Kollagenfasern und Fibroblasten [Akert und Sandri 1976]. Das Perineurium von Nerven der Mammalia
besteht aus bis zu 15 solcher lamellarer Schichten, deren Zahl mit dem Nervendurchmesser abnimmt
[Burkel 1967; Thomas und Olsson 1984]. Die glattrandig aneinanderliegenden Perineuralzellen sind tiber
tight junctions miteinander verbunden [Andres 1967; Burkel 1967; Akert und Sandri 1976; Dail und Bar-
ton 1983; Takata et al. 1997]; oftmals werden die Zellverbindungen durch Maculae adhaerentes verstarkt
[Akert und Sandri 1976]. Hierdurch unterscheiden sie sich von abgeplatteten Fibroblasten, die sich den
Perineuralzellen lediglich annahern [Burkel 1967]. Die Perineuralzellen benachbarter Schichten sind gele-
gentlich auch durch Desmosomen verbunden; die tight junctions der Perineuralzellen und die Basallami-
nae besitzen Barrierefunktion [Andres 1967; Burkel 1967; Thomas und Olsson 1984]. Diese perineurale
Schranke ist dicht und hoch selektiv [Burkel 1967; Akert und Sandri 1976; Thomas und Olsson 1984;
Takata et al. 1997]. Perineuralzellen besitzen dariiber hinaus eine ausgeprégte Pinozytosefahigkeit [ And-
res 1967, Burkel 1967; Akert und Sandri 1976], die an der externen und der internen Zellmembran von
Endothelzellen gleichermal3en zu beobachten ist [Akert und Sandri 1976]. Der GluT-1 gilt als funktionel-
ler Marker der perineuralen Barriere [Pardridge et al. 1990; Magnani et al. 1996; Takata et al. 1997].



Das Perineurium des Ganglion cervicale superius ist mit einer Dicke von 10 bis 14 pm und dichten, paral-
lel ausgerichteten und zirkuldr um das Ganglion verlaufenden Kollagenfasern bei der Ratte gut ausgebil-
det [Forssmann 1964; Dail und Barton 1983]. So finden sich auch zahlreiche perineurale Septen, die in
das Ganglion einstrahlen [Dail und Barton 1983].

Das Perineurium zeigt Kontinuitat und wird lediglich 1.) von schrig verlaufenden Gefil3en [Forssmann
1964; Burkel 1967] und 2.) durch ein offenes Ende des Perineuriums vor dem Ende des Nerven unterbro-
chen [Burkel 1967; Akert und Sandri 1976]. Das Perineurium kleiner vegetativer Nerven setzt sich auf
abzweigende Nervendste ein kurzes Stiick fort und endet offen [Kerjaschki und Stockinger 1970]. Mogli-
cherweise stellen die offenen Enden der Perineuralscheide einen Zugang zum Endoneuralraum dar [Bur-
kel 1967]. An diesen Stellen stehen das epi- und endoneurale Kompartiment trotz ihrer fast vollstandigen

Trennung durch das Perineurium miteinander in Verbindung [Burkel 1967; Akert und Sandri 1976].

1.2.3 Endoneurium

Das Endoneurium kann als lockeres Bindegewebe angesehen werden. Es stellt die , innerste Umhiillung™
eines Nerven dar und besteht aus intrafaszikularem Bindegewebe, das vom Perineurium eingeschlossen
wird [Burkel 1967; Thomas und Olsson 1984]. Elektronenmikroskopisch stellt sich das Endoneurium als
spaltformiger Raum dar, der sich zwischen den Neuronen einschlie8lich ihrer Satellitenzellen befindet.
Die Satellitenzellen zweier unterschiedlicher Neurone werden im Ganglion cervicale superius immer
durch diesen Spaltraum voneinander getrennt [Forssmann 1964]. Das Endoneurium ist durch eine konti-
nuierliche Basalmembran gegentiber Satellitenzellen und ,nackten” Stellen der Axone und Dendriten
abgegrenzt [Forssmann 1964]. Diese Basalmembran besitzt eine Dicke von 24 bis 35 nm und hat wahr-
scheinlich eine Filterfunktion im Sinne einer Schranke [Forssmann 1964].

Im Endoneurium werden elektronenmikroskopisch Kollagenfasern einer Dicke von 200 bis 300 nm, die
auch der Dicke der perineural vorkommenden Fasern entspricht [Thomas und Olsson 1984], und ver-
schiedene Zellarten gefunden [Forssmann 1964]. Obwohl die Kollagenfasern in der Nahe der Basal-
membranen enger liegen, durchdringen sie diese nicht [Forssmann 1964]. Die Kollagenfasern verlaufen
parallel mit den Nervenfasern sowie langs zwischen den Ganglienpolen [Forssmann 1964; Burkel 1967;
Zenker 1994].

Man findet im Endoneurium Fibrozyten und Perizyten der Blutgefi3e [Forssmann 1964; Thomas und
Olsson 1984; Zenker 1994]; liegen die Fibrozyten in Gefa3nahe, so werden sie auch als ,, Adventitialzel-
len“ bezeichnet. Andres [1961] fand auf 6 bis 15 Satellitenzellen einen Fibrozyten; Forssmann [1964]
berichtet iiber ein noch selteneres Auftreten dieser Zellen im Ganglion cervicale superius und vermutet,
dass sie nur in Form der Adventitialzellen vorkommen.

Der Endoneuralraum nimmt beim N. ischiadicus etwa 20% des Faszikelvolumens ein und hat - im Ge-

gensatz zum Epineurium - keine lymphatische Drainage [Dyck et al. 1984]. Das endoneurale Komparti-
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ment wird durch eine Blut-Nerven-Schranke begrenzt, die sich aus endoneuralen Gefif3en und dem um-
kleidenden Perineurium zusammensetzt [Thomas und Olsson 1984]. Die Regulation des endoneuralen
Milieus kann prinzipiell erfolgen durch 1.) die endoneuralen Gefal3e, 2.) das Perineurium und 3.) die im

Endoneuralraum befindlichen Zellen [Weerasuriya 1987].

1.2.4 Satellitenzellen

Der Begriff , Satellitenzellen” fiir die Zellschicht zwischen Neuron und Interstitum wurde 1901 von Koel-
liker und 1909 von Roman y Cajal geprigt [Forssmann 1964]. Jedes Neuron ist von einer kontinuierlichen
Satellitenzellschicht in Form sehr flacher Zellen umgeben [Zenker und Neuhuber 1994]; entgegen Befun-
den von Andres [1961], der tiber Zwillingszellen, also Neurone in einer gemeinsamen Satellitenzellschei-
de, fur das Spinalganglion berichtet, zeigen die Befunde von Forssmann [1964], dass jedes Neuron im
Ganglion cervicale superius seine eigene Satellitenzellscheide besitzt. Die Satellitenzellen von autonomen
Ganglien sind an ihren Zellgrenzen miteinander verzahnt und durch tight junctions verbunden, die Satelli-
tenzellen von sensiblen Ganglien sind lockerer um die Neurone angeordnet und weisen seltener tight junc-
tions auf [ Ten Tusscher et al. 1989]. Somit stellen Satellitenzellen in autonomen Ganglien moglicherweise
generell fiir groBe Molekiile eine effektive Barriere dar, die in sensiblen Ganglien fehlt [Ten Tusscher et
al. 1989].

1.2.5 Neurone

Aufgrund licht-, phasenkontrast- und elektronenmikroskopischer Befunde kann man bei allen Neuronen
des Ganglion cervicale superius von einer einzigen Zellart ausgehen [Forssmann 1964]. Das sympathi-
sche, multipolare Neuron ist eine polygonale Zelle mit zahlreichen, sehr &dhnlichen Auslaufern; der
Durchmesser des Perikaryons betrdgt 10 bis 30 um [Forssmann 1964]. Die leicht elliptischen Kerne zei-
gen einen Durchmesser von 8 bis 13 um; man findet nur einkernige Neurone im Ganglion cervicale supe-
rius der Ratte [Forssmann 1964].

Funktionell unterschiedliche sympathische Neurone lassen sich tiber ihre neurochemischen (,,chemische
Kodierung™) und physiologischen Eigenschaften charakterisieren [Gibbins et al. 1996]. So unterscheiden
sich die sympathischen, vasokonstriktorischen Motoneurone von den pilomotorischen Neuronen durch
thren Gehalt an Neuropeptiden und ihrer physiologischen, reflektorischen Antwort nach Aktivierung be-
stimmter Baro- oder Thermorezeptoren [Gibbins et al. 1996]. Vasokonstriktorische Neurone, die kleine
Arteriolen, Venulen oder arteriovendse Anastomosen in der Haut innervieren, unterscheiden sich neuro-
chemisch von denen, die groBere Gefile im selben arteriellen Stromgebiet versorgen, indem sie Dy-
norphin, aber nicht das Neuropeptid Y enthalten [Gibbins und Morris 1990]. Uberdies zeigen priganglio-
nére Neurone eine funktions- und verschaltungsspezifische Ausstattung mit bestimmten Neuropeptiden.

Die Endigungen préaganglionidrer, SP (Substanz P)-haltiger Neurone sind ausschlieSlich verschaltet mit

5



vasodilatatorischen Neuronen; Endigungen praganglionirer, CGRP (calcitonin gene-related peptide)-
haltiger Neurone ausschlie3lich mit vasokonstriktorischen Neuronen [Gibbins 1992].

Sympathische Neurone lassen sich auch iiber die ZellgroB3e ihrer Perikaryen und dem Aufzweigungs-
muster ithrer Dendriten unterscheiden [Gibbins et al. 1996]. Im Ganglion cervicale superius konnen min-
destens vier Klassen von Neuronen aufgrund ihrer Grofe und Verteilung differenziert werden: Vaso-
konstriktorische Neurone der Haut weisen im Durchschnitt die geringste Perikaryengrof3e auf, vaso-
konstriktorische Neurone mit Projektion in den Skelettmuskel haben groBere, pilomotorische Neurone
noch groflere und sekretomotorische bzw. pupillomotorische Neurone besitzen die groBten Perikaryen
[Gibbins 1991; Gibbins et al. 1996]. Die im Perikaryendurchmesser kleineren Neurone, z. B. die vaso-
konstriktorischen, zeigen eher tonische Aktivitit, wohingegen die grof3eren, z. B. die pilomotorischen oder
die sekretomotorischen der Speicheldriisen, zu unregelméafBiger und relativ kurzdauernder Aktivitit neigen
[Janig 1988; Boczek-Funcke et al. 1992; Gibbins et al. 1996].

Der Durchmesser der Perikaryen sympathischer Neurone korreliert ferner mit der GroB3e des innervierten
Zielfeldes; vasokonstriktorische Neurone der Skelettmuskulatur projizieren in ein grof3eres Gefi3gebiet
als vasokonstriktorische Neurone der Haut; ferner besitzen sie gro3ere motorische Einheiten [Gibbins et
al. 1996]. Neurone des Ganglion cervicale superius, die zu den Gefal3en des M. masseter projizieren, be-
sitzen einen deutlich groBBeren Durchmesser und hohere Leitungsgeschwindigkeit als solche, die zu den

GefiBBen der Ohrhaut projizieren [Janig 1988; Gibbins et al. 1996].

1.2.6 Synapsen

Im Ganglion cervicale superius der Ratte lassen sich dendrodendritische, dendroaxonale und dendrosoma-
tische Synapsen finden [Forssmann 1964; Kiraly 1989]. Kiraly et al. [1989] beschreiben fiir das Ganglion
cervicale superius der Ratte iiberdies synaptische Triaden, die zwei dendritische und eine priganglionére
Nervenendigung enthalten. In der Prasynapse findet man dichte Ansammlungen von synaptischen Vesi-
keln mit einem Durchmesser von 20 bis 60 nm. Die pra- und postsynaptische Membran ist durch einen
Spalt von 10-15 nm voneinander getrennt, teilweise konfluieren die beiden Membranen; die Flache einer

synaptischen Membranverdickung betrégt 0,3 bis 0,5 pm? [Forssmann 1964].

1.2.7 Gefafle

Die sympathischen Ganglien zihlen zu den metabolisch hochaktiven Geweben und benétigen eine suffi-
ziente Blutversorgung [Dail und Barton 1983]. Gefal3e verlaufen oftmals tiber die ein- und austretenden
Nervenbtindel zum Ganglion cervicale superius; die afferenten Gefil3e sind meist kleine, muskulédre Arte-
riolen, die selbst sympathisch innerviert sind [Dail und Barton 1983; Zenker und Neuhuber 1994]. Viele
Gefil3e befinden sich in den perineuralen Septen [Dail und Barton 1983; Zenker und Neuhuber 1994]. Die

an den beiden Polen in das Ganglion eintretenden Gefal3e verlaufen wie die Nervenfasern und die Kolla-
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genfasern des Endoneuriums parallel der longitudinalen Ganglienachse, wobei Querverbindungen selten
zu finden sind [Forssmann 1964]. Ein Gefil3 vom Kapillar-, Sinusoid- oder Venulentyp versorgt etwa drei
Perikaryen; echte Arteriolen kommen sehr selten vor [Forssmann 1964]. Stattdessen findet man Metarte-
riolen und Prékapillaren im Ganglion cervicale superius, wie sie bei Moore und Ruska [1957] beschrieben
sind. Im Bereich von Fensterungen der Arteriolen befinden sich zwischen GefalSlumen und Interstitium
lediglich das Endothel und die Basalmembran; da die Endothelzellen dort besonders viele Pinozytosebla-
schen enthalten, versteht man die Fensterungen als Diffusionserleichterung zum Stoffaustausch [Forss-

mann 1964].

1.2.8 SIF-Zellen

Sympathische Ganglien enthalten eine Population von sog. SIF (small intensely fluorescent)-Zellen, die
durch ihren Gehalt an Katecholaminen eine intensive, durch Formalin induzierbare Fluoreszenz (Falck-
Hillarp-Technik [Falck et al. 1962]) zeigen [Elfvin et al. 1975; Verhofstad et al. 1981; Dahlstrom und
Fuxe 1999]. Fir das Ganglion cervicale superius der Ratte sind drei Typen von SIF-Zellen beschrieben:
Der haufigste Typ speichert Dopamin, ein anderer Noradrenalin, und ein dritter speichert Serotonin
[Verhofstad et al. 1981; Eranko 1986]. Aber auch Adrenalin ist in SIF-Zellen enthalten [Elfvin et al.
1975]. Die SIF-Zellen treten in Nestern bis zu vier Zellen im Ganglion cervicale superius der Ratte auf
[Elfvin et al. 1975]; man findet sie am zahlreichsten an den beiden Polen des Ganglions [ Verhofstad et al.
1981]. SIF-Zellen enthalten verschiedene Vesikelmembranproteine (Synaptophysin, Synaptotagmin I,
Synaptobrevin II) [Hou und Dahlstrom 1996]. Es wird eine Funktion der SIF-Zellen als Interneurone oder
Chemorezeptoren diskutiert; ferner besteht oft Kontakt zu Blutgefden [Elfvin et al. 1975; Verhofstad et
al. 1981; Dail und Barton 1983; Erdanko 1986]. Letztlich ist ihre Funktion in sympathischen Ganglien
noch nicht ausreichend geklart [Eranko 1986].

1.2.9 Verschaltung und Projektionen

Jedes Neuron des Ganglion cervicale superius wird im Schnitt von Wurzeln aus vier Riickenmarksseg-
menten innerviert; eines dieser Segmente scheint immer zu dominieren [Dail und Barton 1983]. Die Neu-
rone des Ganglion cervicale superius sind meist in projektionsorientierten Nestern in der Néhe ihres axo-
nalen Austritts aus dem Ganglion zu finden [Dail und Barton 1983]. Eine priganglionére Faser eines be-
stimmten Riickenmarksegmentes kann gleichzeitig mit postgangliondren Neuronen am kranialen und am
kaudalen Pol divergent verschaltet sein [Dail und Barton 1983; Zenker und Neuhuber 1994]. Durch retro-
grade Markierung zeigt sich eine topographische Orientierung der Neurone im Ganglion cervicale superi-
us nach thren Zielorganen (s. Abb. 1.1). Zu den Speicheldriisen Gll. (Glandulae) parotis et submandibula-
ris projizieren Neurone im kaudalen Teil des Ganglions, zur Iris und zur Harderschen Driise Neurone im

kranialen Teil [Dail und Barton 1983]. Man kann das Ganglion cervicale superius als Fusion zweier Neu-
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ronenpopulationen auffassen, von denen die kraniale vornehmlich Organe der Schiadelhohle inklusive der
Orbita versorgt, die kaudale dagegen weiter kaudal liegende Organe des Kopfes, Halses und Thorax. Dies
zeigt sich auch in der oftmals beobachteten zirkuldren , Einschniirung™ im Zentrum des Ganglions [Dail
und Barton 1983].

Das Ganglion cervicale superius besitzt zwei Hauptefferenzen. Der N. caroticus internus, der am kranialen
Pol seinen Ursprung besitzt, und der N. caroticus externus, der im kaudalen Drittel des Ganglions ent-
springt und tiber den eine Verbindung zum IX. Hirnnerven besteht [Dail und Barton 1983]. Beim Gangli-
on stellatum orientieren sich die postgangliondren Neurone topographisch eher an ihrer praganglionaren,
segmental gegliederten Innervation, so dass Neurone im kranialen Teil des Ganglions auch mit den kra-

nialen, das Ganglion versorgenden Riickenmarksegmenten verschaltet sind [Dail und Barton 1983].

rostral

1 Gl. sub-
mandibularis

A Hardersche
Drise

Iris Gl. parotis

kaudal
a) b)

Abb. 1.1: Topographie und Projektionen der Neurone des Ganglion cervicale superius. Vornehmlich
rostral befinden sich Neurone, die zur Iris und zur Harderschen Driise (eine Salzdriise) projizieren (a und
b), im kaudalen Teil des Ganglions liegen Neurone, die die Speicheldriisen Gll. parotis und submandibu-

laris als Zielorgan haben (c und d). (Modifiziert nach Dail und Barton [1983])

1.3 Schrankenstrukturen und Energieversorgung des Nerven-
systems

1.3.1 Die Blut-Hirn-Schranke und die Energieversorgung des ZNS

Die Hauptenergiequelle fiir das Gehirn des Séugers, das vom systemischen Kreislauf durch die Blut-Hirn-
Schranke isoliert wird, stellt Glucose dar [Dobrogowska et al. 1999]. Als strukturelle Basis einer Blut-
Gewebe-Barriere dienen endo- oder epitheliale Zellen, die durch tight junctions untereinander verbunden
und somit versiegelt sind, oder synzytiale Zellschichten [Takata et al. 1997]. Die Membranen von Kapil-
larendothelien des Gehirns stellen die Blut-Hirn-Schranke in vivo dar [Boado et al. 1990; Farrell et al.
1991; Dobrogowska et al. 1999]. Die Anwesenheit von Glucosetransporter-Proteinen ist essenziell fiir die
Glucoseversorgung von Neuronen und Glia des Gehirns [Farrell et al. 1992; Mantych et al. 1993; Maher
et al. 1994; Dobrogowska et al. 1999]. Der Transport von D-Glucose in das Gehirn ist stereospezifisch,

energieunabhéngig und zeigt eine Sattigung [Dobrogowska et al. 1999]. Der Hauptmechanismus dieses
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transzelluldren Glucosetransports stellt der in den Zellen der Barriere exprimierte GluT-1 dar, der die Dif-
fusion von Glucose erleichtert [Farrell et al. 1992; Mantych et al. 1993; Takata et al. 1997; Dobrogowska
et al. 1999]. Im Gehirn kommen mindestens drei Isoformen des Glucosetransporters vor [Maher et al.
1994], jedoch ist der GluT-1 die fiir die Blut-Hirn-Schranke entscheidende Isoform [Pardridge et al. 1990;
Farrell et al. 1991, 1992; Mantych et al. 1993]. Der GluT-1 wird im Endothel der Mikrovaskularisation in
die apikale und basolaterale Membran inseriert [Boado et al. 1990; Pardridge et al. 1990; Farrell et al.
1991, 1992]. Allenfalls minimal, wenn tiberhaupt, wird der GluT-1 von Neuronen und Glia exprimiert
[Pardridge et al. 1990; Yu et al. 1998] und lésst sich immunhistochemisch nicht im Neuropil nachweisen
[Farrell et al. 1991, 1992]. Der GluT-1 kommt in der 55-kDa Form in der Blut-Hirn-Schranke [Maher et
al. 1994] und in der 45-kDa Form vor allem in Astrozyten und Oligodendrozyten vor [Maher et al. 1994;
Yu et al. 1998]; Neurone exprimieren dartiber hinaus den GluT-3 und Mikroglia den GluT-5 [Maher et al.
1994]. Fast 40% des endothelialen GluT-1-Proteins findet sich im Zytoplasma, was einen Mechanismus
fiir eine bedarfsweise rasche Hochregulation der Geschwindigkeit des Glucosetransports durch eine An-
derung der Verteilung zwischen Zytoplasma und Zellmembran darstellt [Farrell et al. 1991; Dobrogowska
etal. 1999].

Die lokale Steuerung der Entwicklung von tight junctions im Endothel der Hirnkapillaren héngt zum ei-
nen von astrozytdren Faktoren [Arthur et al. 1987; Orte et al. 1999], und zum anderen von der extrazellu-
laren Matrix ab [Arthur et al. 1987].

Die Blut-Hirn-Schranke entsteht in einem sehr frithen Stadium der Hirnentwicklung, moglicherweise
wiahrend der intraneuralen Neovaskularisation [Bauer et al. 1995]. Der Funktionsbeginn dieser Schranke
wird durch eine Beschrankung der GluT-1-Expression auf die intraneuralen Kapillaren reprisentiert; vor
dem Einsetzen der intraneuralen Neovaskularisation zeigt sich starke GluT-1-Immunreaktivitdt im gesam-
ten Neuroektoderm, aber nur wenig im perineuralen Gewebe [Bauer et al. 1995]. Ab dem 13. Tag der
Embryonalentwicklung findet man bei der Ratte den GluT-1 in GefaBen der Mikrovaskularisation in noch
schwacher Auspriagung; in der folgenden Zeit nimmt die Quantitéit pro Gefal3 bis zum Erwachsenenniveau

weiter zu [Bolz et al. 1996].

1.3.2 Die Blut-Nerven-Schranke und die Energieversorgung des peripheren Nerven

Der periphere Nerv weist, insbesondere an den Ranvierschen Schniirringen des Axons, einen hohen Ener-
giebedarf auf. Zur Versorgung muss Glucose aus dem Endoneuralraum iiber die Plasmamembranen der
Schwannschen Zelle und das Axolemma transportiert werden [Magnani et al. 1996]. Im peripheren Ner-
ven findet man den GluT-1 ausgepragt an endoneuralen Kapillaren und am Perineurium [Magnani et al.
1996; Tserentsoodol et al. 1999]. Man findet den GluT-1 weiterhin in der Zellmembran und im Zytoplas-
ma von myelinisierenden Schwannschen Zellen im Bereich Ranvierscher Schniirringe und Schmidt-

Lantermanscher Kerben, der dort einen transzelluldren Glucosetransport ermoglicht [Magnani et al. 1996].
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Der GIuT-1 lasst sich jedoch nicht im Axolemma selbst finden [Magnani et al. 1996]. Der GIuT-3 ist in
myelinisierten Nervenfasern, endoneuralen Kapillaren und im Perineurium zu finden [Magnani et al.
1996]. Er ist somit fiir die Glucoseversorgung von Neuronen wesentlich [Mueckler 1994] und deckt deren
basalen Glucosebedarf [Bell et al. 1990].

Im Gegensatz zum Gehirn haben in peripheren Ganglien gro3e Molekiile Zugang zum extrazellularen
Kompartiment, was mit dem Fehlen bzw. einer geringeren Wirksamkeit der Blut-Ganglien-Schranke im
peripheren Nervensystem zusammenhéangt [Dail und Barton 1983; Ten Tusscher et al. 1989]. Elektrophy-
siologische Experimente zeigen ebenfalls, dass das periphere Nervensystem von sehr viel leichter pene-
trierbaren Diffusionsbarrieren umgeben ist als das zentrale [Weerasuriya 1987]. Jedoch haben die Satelli-
tenzellen in autonomen Ganglien fiir gro3e Molekiile eine effektive Barrierefunktion [Ten Tusscher et al.

1989].

1.4 Die Mastzelle

1.4.1 Entwicklung

Alle Zellen des Immunsystems stammen von pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks ab, die sich
in ihrer Entwicklung in zwei Hauptlinien teilen: Aus der lymphatischen Reihe entwickeln sich die Lym-
phozyten, und aus der myeloischen Reihe entstehen alle Granulozyten, Monozyten bzw. Makrophagen,
Thrombozyten sowie die Mastzelle [Galli 1993; Lydyard und Grossi 1995]. Mastzellen haben somit den
gleichen Ursprung wie alle Zellen der Haimatopoese [Lambracht-Hall et al. 1990; Galli 1993; Kitamura et
al. 1993]; es ist nicht bekannt, zu welchem Zeitpunkt die Mastzelle von den Entwicklungslinien der Mo-
nozyten und der Granulozyten divergiert [Silver et al. 1996]. Der Verwandtschaftsgrad der Mastzelle zum
Basophilen ist nicht ausreichend klar [Lydyard und Grossi 1995]. Ein grof3er Unterschied ihrer Entwick-
lungsprozesse ist, dass die Basophilen ihre Entwicklung im Knochenmark vollenden, wiahrend Mastzellen
in unreifem Zustand aus dem Knochenmark in ihr Zielgewebe migrieren und dort reifen [Galli 1993; Ki-
tamura et al. 1993; Wedemeyer et al. 2000]. Die Differenzierung der Mastzellen erfolgt ebenfalls im Ziel-
gewebe, dort nehmen sie gemal ihrer lokalen Mikroumgebung einen spezifischen Phénotyp an [Lam-
bracht-Hall et al. 1990; Theoharides 1990; Silver et al. 1996]. Fiir die Entwicklung der Mastzelle im
Zielgewebe sind sowohl T-Zell-abhingige als auch Fibroblasten-abhidngige Mechanismen maf3geblich;
fiir den Basophilen ist nur der T-Zell-abhdngige Weg bekannt [Kitamura et al. 1993]. Das wichtigste Zy-
tokin fiir die T-Zell-abhéngige Mastzellentwicklung scheint IL-3 (Interleukin-3) zu sein [Theoharides
1990; Kitamura et al. 1993].

Unreife Mastzellen haben eine geringe Zahl von Granula und einen groflen Kern mit einem prominenten
Nucleolus [Ginsburg und Lagunoff 1967]. Die Entwicklung der Mastzellen verlduft von einer ungranu-

lierten Vorlauferzelle tiber eine vorwiegend replikative Phase, der die Synthese spezifischer Granula folgt,
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bis zu einem differenzierten Stadium, in dem sie ihre Teilungsfihigkeit eingestellt haben [Ginsburg und

Lagunoft 1967].

1.4.2 Morphologie

Im Jahre 1863 fand Friedrich von Recklinghausen granulare Zellen im ungeférbten Mesenterium des Fro-
sches [von Recklinghausen 1863]. Paul Ehrlich beschrieb 1878 in seiner Dissertation die metachromati-
sche Anfarbbarkeit der Mastzelle und des basophilen Granulozyten. Hierbei prégte er die Bezeichnung als
,,Mastzelle“, da thm diese Zelle aufgrund ihrer Vielzahl an Granula als ,,gemaéstet” erschien [Ehrlich 1878,
1879].

Jede Mastzelle besitzt mehrere hundert solcher Granula, die jeweils von einer Membran umgeben sind
[Wasserman 1979; Lydyard und Grossi 1995]. Die Grof3e der Mastzellen steigt mit dem Alter eines Tieres
stetig; die Volumenzunahme der Zelle ist mit einer Vermehrung der zytoplasmatischen Granula korreliert
[Padawer 1979]. Die granuldre Matrix der Mastzelle ist ein dichter Komplex aus kationischen Proteinen,
sauren Mukopolysacchariden, biogenen Aminen und Zink (Aufstellung s. Tab. 1.2) und verhélt sich wie
ein Ionenaustauschersieb [Padawer 1979; Lydyard und Grossi 1995; Andjelkovic und Pachter 1998]. Die
Kohlenhydratkomponente der Granulamatrix unterliegt einem stdndigen Reifungsprozess. Offenbar wer-
den die Granula in den Fortsitzen des Golgi-Membran-Systems festgehalten, um dort kontinuierlich zu
reifen [Padawer 1979].

Mastzellen besitzen nur spérliche Elemente des rauhen endoplasmatischen Retikulums (ein Organell, das
in die Export-Proteinsynthese eingebunden ist) und wenige Polyribosomen (die mit der zytoplasmatischen
Proteinsynthese assoziiert sind) [Padawer 1979]. Das ist bemerkenswert, da etwa 30% der granuldren
Matrix aus Protein besteht, was darauf hindeutet, dass reife Mastzellen ihre Granula sehr langsam bilden
[Padawer 1979]. Lasst man jedoch reife Mastzellen unter experimentellen Bedingungen degranulieren,
unterliegen sie einer Art Blastogenese, ihr Syntheseapparat reexpandiert, und sie generieren neue Granula
mit erhohter Geschwindigkeit; dieser Riickkopplungsmechanismus scheint die Masse der Granula in situ
zu regulieren [Padawer 1979]. Mastzellen besitzen relativ wenige Mitochondrien; auch das deutet auf eine
normalerweise relativ geringe Syntheseleistung hin [Padawer 1979].

Die Oberflache der Mastzellen ist vergrofBert durch Microvilli, die kennzeichnend fiir Sekretion und fiir
Absorption sind [Lydyard und Grossi 1995].

1.4.3 Vorkommen und Verteilung

Mastzellen kommen regelhaft gehduft an grenzbildenden Oberfléachen des Korpers vor; sie sind mit ihren
spezifischen Membranrezeptoren also dort positioniert, wo potenziell Noxen in den Organismus eindrin-
gen konnen [Wasserman 1979; Galli 1993; Lydyard und Grossi 1995]. Die Mastzellen sind frei im Bron-

chiallumen lokalisiert, in der Mukosa der Bronchien und des Gastroinstestinaltrakts, intraepithelial und

11



generell im Bindegewebe um die Venulen [Wasserman 1979; Galli 1993; Lydyard und Grossi 1995].
Mastzellen gehoren somit zu den ersten Stationen, mit denen diverse Fremdsubstanzen und Mikroorga-
nismen in Kontakt kommen.

Mastzellen werden in die zwei Haupttypen , Bindegewebsmastzelle” und , Mukosamastzelle® unterteilt
[Bienenstock et al. 1989; Kitamura et al. 1993; Lydyard und Grossi 1995] aufgrund ihrer Lokalisation
[Lydyard und Grossi 1995], des Inhalts ihrer Granula, ithrer Abhangigkeit von Wachstumsfaktoren, ihrer
Antwort auf Sekretagoga sowie weiteren Faktoren [Bienenstock et al. 1989; Blennerhassett et al. 1991] (s.
Tab. 1.1). Wahrscheinlich entstehen beide Subpopulationen aus derselben Vorlauferzelle; ihre phéanotypi-
sche Ausgestaltung wird von der Umgebung bestimmt, in der sie heranwachsen [Brostoff und Hall 1995;
Silver et al. 1996]. Theoharides [1990] erwéhnt als weiteren Mastzelltypus die Hirn-Mastzelle. Zwischen
den Bindegewebsmastzellen und den endoneuralen Mastzellen besteht aber histochemisch und ultrastruk-
turell kein deutlicher Unterschied [Kimura et al. 1988]. Mastzellen in verschiedenen Geweben, Arten und
Entwicklungsstadien lassen sich iiberdies anhand der Proteoglykane ihrer Granula differenzieren; dieses
Phanomen wird als ,,Mastzell-Heterogenitat™ bezeichnet [Galli 1993; Wedemeyer et al. 2000].

Mastzellen an nahe beieinander liegenden Orten konnen sich grundlegend in threr Morphologie und ihren
Inhaltsstoffen unterscheiden. In den Atemwegen der Ratte sind die Bindegewebsmastzelle der Lamina
propria [Gibson und Miller 1986; Tam et al. 1988; Domeij et al. 1991] und die Mukosamastzelle des Epi-
thels [Gibson und Miller 1986; Tam et al. 1988] beschrieben, die in der Literatur auch als ,,globule leuco-
cyte bezeichnet wird [Lidegran et al. 1996].

Bindegewebsmastzellen Mukosamastzellen

Vorkommen perivaskulare Lage, ubiquitares Vor-
Darm und Lunge
kommen
Lebensdauer >40 Tage <40 Tage

Grofse, Morphologie

1020 pm, mehr Granula

510 pym, weniger Granula

biogene Amine hoher Histamingehalt geringer Histamingehalt
kennzeichnendes

Heparin Chondroitinsulfat
Proteoglykan
Wachstum T-Zell-unabhangig T-Zell-abhangig

Degranulation und Verschwinden
nach Gabe von Substanz 48/80

Degranulation und Verschwinden

nach Gabe von Kortikosteroiden

Zahl der oberflachlichen

Fce-Rezeptoren pro Zelle

3*10%

25%10°

Tab. 1.1: Eigenschaften von Bindegewebs- und Mukosamastzellen (Nach Pepys [1979]; Skofitsch et al.

[1985]; Tam et al. [1988]; Bienenstock et al. [1989]; Galli [1993]; Brostoff und Hall [1995]).
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1.4.4 Mediatoren und Inhaltsstoffe der Mastzelle

Bei der Degranulation werden sowohl Inhaltsstoffe der Granula als auch de-novo synthetisierte Substan-
zen wie Derivate der Arachidonsdure und Zytokine liberiert [Galli 1993; Wedemeyer et al. 2000]. Mast-
zellen produzieren viele Mediatoren, darunter Histamin, Serotonin, Interleukine, GM-CSF (granulocyte
monocyte-colony stimulating factor), eine Vielzahl von Proteoglykanen, Proteasen und Neuropeptide
sowie Stickstoffmonoxid [ Andjelkovic und Pachter 1998]. Jedoch sind Mastzellen eine heterogene Popu-
lation; keine Mastzelle enthalt gleichzeitig alle dieser Substanzen in ithren Granula [Silver et al. 1996].
Trotzdem kommen in allen Saugetiermastzellen dieselben Substanzklassen in den Granula vor [Padawer
1979]. Es finden sich beispielsweise verschiedene Heparine; bei dem préaformierten Amin kann es sich um
Histamin, Serotonin oder Dopamin handeln - in manchen Fallen, wie bei der Ratte, finden sich Histamin
und Serotonin kombiniert [Padawer 1979; Andjelkovic und Pachter 1998] (s. Tab. 1.2.).

Mastzellen enthalten in ihren Granula Proteasen. Dazu zahlen Chymase und Tryptase, deren Verhaltnis
und Gehalt pro Zelle kennzeichnend fiir bestimmte Mastzellsubtypen ist [Brostoff und Hall 1995].

Zu den Arachidonséuremetaboliten der Mastzelle gehéren PGD,, (Prostaglandin D,) PGE,, PGI, PGF,,,
PGG;, PGH, und TxA (Thromboxan A); sie werden bei der Degranulation de-novo synthetisiert [Was-
serman 1979; Andjelkovic und Pachter 1998].

Zu den vasoaktiven bzw. auf die glatte Muskulatur wirkenden Mediatoren der Mastzelle zahlen Histamin,
Serotonin, SRS-A (slow-reacting substance of anaphylaxis), PAF (platelet activating factor) und verschie-
dene Prostaglandine [Wasserman 1979].

Zu den Mediatoren der Mastzelle mit chemotaktischer Wirkung zihlen ECF-A (eosinophil chemotactic
factor of anaphylaxis), die ECF-Oligopeptide, NCF (neutrophil chemotactic factor) und Histamin [Was-
serman 1979]. ECF-A bewirkt eine chemotaktische Anziehung von Eosinophilen und Neutrophilen
[Wasserman 1979; Galli 1993]. NCF zieht die Neutrophilen in vitro an und deaktiviert sie [Wasserman
1979]. Histamin aktiviert via H;-Rezeptoren Eosinophile, kann sie jedoch tiber H,-Rezeptoren zusammen
mit Neutrophilen deaktivieren [Wasserman 1979]. Histamin moduliert somit die Migration der Leukozy-
ten.

NGF (nerve growth factor) wird in den Mastzellen selbst synthetisiert und wirkt chemotaktisch auf weite-
re Mastzellen; ferner bewirkt NGF auch eine Hypertrophie und Hyperplasie der Mastzellen selbst [Aloe
und Levi-Montalcini 1977; Bienenstock et al. 1989; Woolf et al. 1994]; dariiber hinaus kann NGF die
Antigen-induzierte oder Sekretagoga-indizierte Degranulation der Mastzelle verstirken [Tomioka et al.
1988].

Die Inhaltsstoffe der Granulamatrix erfahren kaum Umsetzungen. Markiertes Histamin zeigt zumindest
fir 51 Tage keinen Umsatz, granuldres Chymotrypsin fiir mindestens 30 Tage und markiertes Heparin fur
wenigstens 6 Wochen [Padawer 1979]. Hierdurch zeigt sich auch die im Vergleich zum Basophilen sehr

lange Lebensdauer der Mastzelle [Wedemeyer et al. 2000].
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Substanzklasse Vertreter

Biogene Amine Histamin, Serotonin, Dopamin
IL-1,-3,4,-5,6,8,-10,-13,-16, TNFa. (tumor necrosis factor o), GM-CSF, IFNy
Zytokine
(Interferon ), TGFP (transforming growth factor f3)
. Saure Hydrolase, Chymase, Tryptase, Phospholipasen, Arylsulfatase, Basophil
nzyme

lung kallikrein of anaphylaxis, Proteasen | und Il der Rattenmastzelle

Arachidonsaurederivate Prostaglandine, Leukotriene, PAF

Nukleotid-Triphosphate ATP (Adenosin-Triphosphat)

Neuropeptide VIP (vasoactive intestinal peptide)

Stickstoffmonoxid NO

weitere Peptide ECF-A, ECF-Oligopeptide, NCF, NGF

Proteoglykane Heparin, Chondroitin4- und -6-sulfat, Dermatansulfat

Tab. 1.2: Bei der Mastzelldegranulation liberierte Substanzen
Nach Padawer [1979], Wasserman [1979], Galli [1993], McKay und Bienenstock [1994], Silver et al.
[1996], Andjelkovic und Pachter [1998], Wedemeyer et al. [2000].

1.4.5 Vorkommen und Produktion von IgE

Ein IgE-Molekiil (Immunglobulin E) besitzt fiinf Doménen in der schweren Kette, das Molekulargewicht
betragt 188 kD (Kilodalton); es ist somit schwerer als IgG (Immunglobulin G), das nur 146 kD wiegt
[Brostoff und Hall 1995; Tkaczyk et al. 2004]. Die IgE-Produktion unterliegt der T-Zell-Kontrolle. Man
unterscheidet zwei Populationen von T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen), die sich durch das Profil der von ihnen
produzierten Lymphokine charakterisieren lassen [Brostoff und Hall 1995; Tkaczyk et al. 2004]. Die Ty1-
Zellen stellen IFNy und IL-2 her, wohingegen die Ty2-Zellen IL-4 und IL-5 produzieren (s. Abb 1.2).
Waihrend der Immunantwort werden vorwiegend Ty2-Zellen durch Antigen-prasentierende Zellen stimu-
liert, deren darauthin liberiertes IL-4 die IgE-Produktion seitens der B-Zellen fordert (s. Abb. 1.2). Ty2-
Zellen supprimieren durch das ebenfalls von thnen sezernierte IL-10 die Ty 1-Antwort.

Die Tyl-Zellen setzen IFNy frei, das zur Produktion von IgG2a durch B-Zellen und Repression der Ty2-
Antwort auf das Antigen fuhrt (s. Abb. 1.2). Von Ty2-Zellen ausgeschiittetes IL-10 hemmt somit die
IFNy-Produktion der Tyy1-Zellen, das wiederum die Stimulation von B-Zellen durch Ty2-Zellen blockie-
ren wiirde. Durch diese doppelte Inversion kann sich die Ty2-Antwort im Sinne einer positiven Riick-
kopplung selbst fordern. Die IgE-Syntheserate korreliert daher positiv mit dem Gehalt an IL-4 und negativ
mit dem IFNy-Spiegel. Die IgE-Produktion hingt weiterhin von der Aktivitit von T-Suppressorzellen ab,
deren Aktivitat die T2-vermittelte Immunantwort hemmt [Brostoff und Hall 1995; Tkaczyk et al. 2004].
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Erstkontakt Zweitkontakt

Antigen Antigen
Bruckenbindung
Antigen- v * * durch Antigen 75( 7}}(
prasentierende
Zelle IgE

1.) Aufnahme Mastzelle
2.) Prozessierung
3.) Prasentation

A
> o o *Degranulation
% okine

'| IgE- Produ
T.2-Zelle Be-Zelle
110 IL-4, IL'5, 1L-6

_

T,1-Zelle I IFNy B-Zelle 1@ > fordert/ Folge

IFNy ., — hindert
@ <—=> Wechselwirkung

Spez. Stimulation IgG2a-Produktion

\%
IL-10

Abb 1.2: Regulation der IgE-Produktion und Ablauf einer allergischen Reaktion [Schema erstellt nach
Brostoff und Hall 1995, Wedemeyer et al. 2000, Tkaczyk et al. 2004]

Das lokal entstehende IgE sensibilisiert zuerst die ortsansissigen Mastzellen, ehe der Uberschuss in den
Blutkreislauf iibertritt und an zirkulierende basophile Granulozyten sowie an gewebsstiandige Mastzellen
im gesamten Organismus bindet [Brostoff und Hall 1995; Tkaczyk et al. 2004]. IgE kommt normalerwei-
se im Serum nur in Spuren vor (< 0,001% des gesamten Immunglobulins im Serum) [Brostoff und Hall
1995]. Der IgE-Spiegel ist jedoch bei allergischen Reaktionen oft erhoht und kann auch bei parasitéren
Erkrankungen ansteigen. Die Halbwertszeit von IgE im Serum betrégt 214 Tage; Mastzellen bleiben nach
einem Serumkontakt mit IgE bis zu 12 Wochen lang sensibilisiert [Brostoff und Hall 1995].

1.4.6 Fc-Rezeptoren fiir IgE

Es existieren zwei verschiedene, oberflachliche Rezeptoren fuir IgE. Der , klassische™ IgE-Rezeptor ist der
hochaffine FceRI-Rezeptor und kommt auf Mastzellen, Basophilen und auf Langerhans-Zellen vor [Ra-
vetch und Kinet 1991; Haas et al. 1997; Wedemeyer et al. 2000; Tkaczyk et al. 2004]. Der hochaffine
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FceRI-Rezeptor ist strukturell ein Tetramer, das aus einer a-Kette, einer 3-Kette und zwei y-Ketten be-
steht [Ravetch und Kinet 1991; Brostoff und Hall 1995; Tkaczyk et al. 2004]. Weiterhin findet sich vor-
nehmlich auf Leukozyten und auf einer Subpopulation von Langerhans-Zellen der nasalen Mukosa [Haas
et al. 1997] als niedrigaffiner IgE-Rezeptor der FceRII-Rezeptor; im Gegensatz zum FceRI-Rezeptor ent-
stammt er nicht der Immunglobulinsupergen-Familie [Ravetch und Kinet 1991; Brostoff und Hall 1995].

1.4.7 Aktivierung und Stabilisierung der Mastzelle

Mastzellen lassen sich auf immunologische und nicht-immunologische Weise aktivieren (vgl. Tab. 1.3).
Der bekannteste und pathophysiologisch relevanteste Aktivierungweg verlauft tiber IgE. Durch eine Di-
merisierung des an die FceRI-Rezeptoren der Mastzellen gebundenen IgE kommt es zur Degranulation,
die durch Entkopplung der IgE-Molekiile ebenso rasch gestoppt wird [Wasserman 1979; Brostoff und
Hall 1995; Wedemeyer et al. 2000; Tkaczyk et al. 2004]. Diese Briickenbindung von IgE-Molekiilen kann
durch ein bivalentes oder multivalentes Antigen oder andere Molekiile (z. B. Anti-IgE-Antikorper, s. Tab.
1.3) erfolgen [Wedemeyer et al. 2000; Tkaczyk et al. 2004].

In vivo regen auch Spaltprodukte der Komplementaktivierung, C3a und C5a, die Degranulation der Mast-
zelle an; sie besitzt flir diese beiden, aufgrund ihrer hohen degranulationsinduzierenden Potenz auch als
,,ZAnaphylatoxine” benannten Substanzen, spezifische Rezeptoren auf ihrer Zelloberfliche [Wasserman
1979; Brostoff und Hall 1995]. Ferner trdgt die Mastzelle auch Rezeptoren fiir C3b [Wasserman 1979].

Es existieren einige Substanzen, die Mastzellen auf nicht-immunologischem Weg, d.h. ohne die Einbezie-
hung von Fce-Rezeptoren, aktivieren konnen. Dazu gehoren die Histaminliberatoren Substanz 48/80,
Kalzium-Ionophore und Mellitin sowie Pharmaka wie Codein, Morphin und Radiokontrastmittel (vgl.
Tab. 1.3). Auch die Aktivierung der Phospholipase C, etwa als Nebenwirkung bestimmter Pharmaka,
erhoht die zytosolische Kalziumkonzentration der Mastzelle bis zur Auslosung der Degranulation
[Gothert und Schlicker 2001].

Eine Triggerung der Mastzelldegranulation kann tiber Neurotransmitter erfolgen [Shanahan et al. 1985;
Blennerhassett et al. 1991]. SP ist ein Neuropeptid, das im Gegensatz zu anderen Neuropeptiden wie En-
dorphinen, Enkephalinen, VIP und Somatostatin die Degranulation sowohl von Bindegewebsmastzellen
aus auch von Mukosamastzellen auslost [Shanahan et al. 1985].

Sexualhormone konnen direkt und indirekt die Freisetzung sowie die erneute Einspeicherung des Granu-
lainhaltes von Mastzellen beeinflussen [Silver et al. 1996]. Peritonealmastzellen der Ratte exprimieren
Ostrogenrezeptoren [Theoharides et al. 1993]. Die SP-induzierte Sekretion von biogenen Aminen kann
durch Ostradiol verstirkt und durch Tamoxifen blockiert werden [Vliagoftis et al. 1992]. Glukokortikoide
haben auf Mastzellen komplexe Einfliisse, die abhiangig von der Dosis, dem Mastzelltyp und Expositions-
dauer sind [Silver et al. 1996]. Obwohl Glukokortikoide in vitro wenig Einfluss haben auf die IgE-
vermittelte Histaminsekretion von Hautmastzellen, bewirken sie eine rasche Herunterregulierung vieler
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Zytokine wie TNFo [Wershil et al. 1995]. Jedoch wurde der Einfluss von Glukokortikoiden auf Mastzel-
len des Nervensystems bislang wenig untersucht.

Die Inhibition der Antigen-induzierten Degranulation kann durch einen Anstieg des cAMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat)-Spiegels in der Mastzelle erfolgen [Mongar und Foreman 1979]. Durch [3,-
Sympathomimetika [Barnes 1995] und Phosphodiesterasehemmer lasst sich auf dem Wege einer cAMP-
Erhéhung die Mastzelldegranulation inhibieren [Pauwels und Van Der Straeten 1979]. Eine Erhohung des
cAMP-Spiegels inaktiviert den fiir die Degranulation notwendigen Kalziumeinstrom [Mongar und Fore-

man 1979].

Mechanismus Substanz
Immunologisch: Antigen (,Allergen®)
Kreuzvernetzung des Anti-IgE-Antikorper
gebundenen IgE Lectine: Phytohdmagglutinin, Concanavalin A

Anaphylatoxine: C3a und Cha

Sekretagoga: Kalzium-lonophore, Substanz 48/80, Mellitin

Nichtimmunologisch Pharmaka: Codein, Morphin, synthetisches ACTH (adrenocorticotro-

pes Hormon), Rontgenkontrastmittel

Neuropeptide: VIP, Neurotensin, Somatostatin, SP, CGRP

Tab. 1.3: Mechanismen zur Induktion der Mastzelldegranulation. Nach Wasserman [1979], Sko-
fitsch et al. [1985], Brostoff und Hall [1995], Kubes und Granger [1996], Baluk [1997].

1.4.8 Degranulation der Mastzelle

Durch die Briickenbindung bzw. Dimerisierung der gebundenen IgE-Antikdrper kommt es zu einer Erho-
hung der zytosolischen Kalziumkonzentration der Mastzelle und Verminderung der cAMP-Konzentration
[Wasserman 1979; Gothert und Schlicker 2001]. Der Kalziuminflux ist essenziell fiir eine signifikante
Erhéhung der Histaminfreisetzung [Ishizaka 1979; Mongar und Foreman 1979]. Er bewirkt in der Haupt-
sache zweierlei: Zum einen kommt es zur exozytotischen Freisetzung praformierter, in den Granula ge-
speicherten Mediatoren; zum anderen beginnt eine De-novo-Synthese von Mediatoren aus dem Arachi-
donsgurestoffivechsel [Duffy et al. 2001]. Der Kalziumeinstrom wird tber einen Kalzium/Natrium-
Austauscher kontrolliert, der von der membranstindigen Natrium/Kalium-ATPase abhéingt [Batchelor
1979]. Ionenstrome von Kalium- und Chloridionen steuern wahrend der Mastzellaktivierung tiber das
Membranpotential den Kalziumeinstrom [Duffy et al. 2001].

Die Granula schwellen bei der Degranulation innerhalb des Zytoplasmas an und bewegen sich gleichzei-

tig zentrifugal [Padawer 1979]. Der Einstrom von Mineralkationen bedingt Konformationséanderungen der
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granuldren Matrix, die eine Expandierung und eine Freisetzung der gebundenen Amine verursacht [Pa-
dawer 1979]. Das steigert plotzlich stark den lokalen osmotischen Druck, und dadurch zieht Wasser in die
Granula [Padawer 1979]. Die Kombination von Schwellung der Granula und Wassereinstrom bewirkt
eine Weitung von Porenoffnungen des Plasmalemms [Padawer 1979]. Eine Teilnahme von cAMP-
abhéngigen Proteinkinasen und mikrofilamentéhnlichen kontraktilen Elementen an Vorgéngen der De-
granulation wird ebenso angenommen [Wasserman 1979]. Infolgedessen fusionieren bei der Degranulati-
on die Granulamembranen untereinander und mit der Zellmembran [Wasserman 1979]. Die Synthese
neuer Granula scheint unmittelbar nach der Degranulation einzusetzen [Chakravarty 1979].

Mastzellen besitzen zwei Modi der Degranulation. Zum einen konnen sie, getriggert iiber Briickenbin-
dung von IgE-Molekiilen auf der Zelloberfliche, eine explosionsartige Degranulation zeigen, zum ande-
ren kann die Degranulation langsam und in geringerer Intensitét erfolgen,; letzterer Sekretionsprozess steht

unter der Kontrolle Nicht-IgE-verwandter Stimuli [Dvorak et al. 1999].

1.4.9 Uberempfindlichkeitsreaktionen und Allergie

Der Begriff der Allergie wurde bereits 1906 von Clemens Johann von Pirquet gepragt und bedeutet das
,,ZAndersreagieren” (griech.: aAAw( epyov = andere Verrichtung) [Brostoff und Hall 1995; Stadler 1997].
Es ist damit eine verdnderte Reaktivitdt des Organismus beim zweiten oder folgenden Kontakt mit einer
Substanz gemeint [Brostoff und Hall 1995]. Diese Reaktion kann lokal begrenzt sein oder in Form eines
Schocks den ganzen Organismus erfassen.

Es wurden von Coombs und Gell [1975] vier Typen der Uberempfindlichkeitsreaktion beschrieben, zu
denen sich jeweils ein physiologisches Aquivalent der Abwehrreaktion finden lsst, die somit lediglich als
,JuberschieBende Auspragung einer physiologischen Reaktion™ gelten konnen [Brostoff und Hall 1995].
Kennzeichnend fiir die ersten drei Typen der Uberempfindlichkeitsreaktion nach Coombs und Gell ist
deren an Antikérper gebundene Vermittlung, hingegen wird die Uberempfindlichkeitsreaktion Typ IV
von T-Zellen und Makrophagen bestimmt [Brostoff und Hall 1995].

Voraussetzungen fiir das Auftreten einer Uberempfindlichkeit sind zum einen das Vorliegen eines geeig-
neten Antigens und zum anderen die Veranlagung zur tiberméfigen Produktion von bestimmten Antikor-
pern oder T-Zellen [Kaufmann 2001].

Kennzeichnend fiir die Uberempfindlichkeitsreaktion Typ I ist das unmittelbare Einsetzen nach dem Kon-
takt mit dem Antigen (Allergen) [Brostoff und Hall 1995]. Als zentrales Ereignis wird die Interaktion
eines Antigens mit spezifischen, mastzellgebundenen Antikérpern und der konsekutiven Liberation von
Mediatoren angesehen [Cavalcante de Albuquerque et al. 1996; Wedemeyer et al. 2000].

Die allergische Reaktion lauft folgendermal3en ab. Wahrend der Sensibilisierungsphase werden gegen
Umweltantigene spezifische IgE-Antikorper gebildet. Hierzu wird das Antigen von einer Antigen-

préasentierenden Zelle aufgenommen, prozessiert und einer passenden Ty2-Zelle prasentiert, die wiederum
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eine Be-Zelle via IL-4 zur IgE-Produktion stimuliert (s. Abb. 1.2). Kommt eine mit solchen IgE-
Antikorpern beladene Mastzelle mit dem homologen Antigen in Beriihrung (,,Zweitkontakt®), so werden
zwel nebeneinanderliegende Antikorpermolekiile durch das Antigen kreuzvernetzt (,,Briickenbindung®,
,Dimerisierung). Es kommt zur Degranulation der Mastzelle, wobei Substanzen wie Histamin, Seroto-
nin, Heparin, PAF, Prostaglandine und weitere Zytokine frei werden. Durch IL-4 und IL-5 wird die spezi-
fische Be-Zelle zur weiteren IgE-Produktion veranlasst (positive Riickkopplung).

1.4.10 Markierung und ldentifizierung der Mastzelle

In der Vergangenheit nahm man an, dass Mastzellen eine einheitliche Population darstellten, die in ihrer
Struktur mit der heute bekannten Bindegewebsmastzelle weitgehend identisch ist. Eine Formalinfixierung
und anschlieffende Farbung mit Toluidinblau markiert deutlich diese Bindegewebsmastzellen, jedoch in
unzureichender Weise die Mukosamastzellen [Brostoff und Hall 1995].

Mastzellen lassen sich histologisch anhand der metachromatischen Eigenschaften ihrer Granula identifi-
zieren, die abhidngig von der Anwesenheit und dem Grad der Sulfatierung von Proteoglykanen wie Hepa-
rin sind [Silver et al. 1996; Wedemeyer et al. 2000]. AufBerdem gelingt die Identifizierung tiber ihren Ge-
halt an Aminen und Neuropeptiden [Galli 1990]. Diese Eigenschaften variieren wéahrend der Mastzell-
entwicklung und bestimmen den Phénotyp der Mastzelle; sie sind ferner abhiangig von gewebsspezifi-
schen Signalen [Galli 1990]. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass in der Ratte gleichzeitig Mastzel-
len unterschiedlicher Phinotypen und Funktionen vorkommen [Bienenstock et al. 1989].

Mastzellen der Ratte lassen sich iiber ihr endogenes Serotonin immunhistochemisch darstellen, da die
Mastzellen tiber grof3e Mengen Serotonin verfligen [Lethosalo et al. 1984; Skofitsch et al. 1985]. Sie sind
dabet leicht an ihrer polyedrischen Form und ihren grof3en Granula erkennbar [Skofitsch et al. 1985].

1.5 Morphologische und funktionelle Beziehung der Mastzelle
zum Nervensystem

1.5.1 Das Vorkommen der Mastzelle im zentralen Nervensystem

Prinzipiell konnen alle Zellen der Monozyten-Makrophagen-Linie, Lymphozyten sowie Mastzellen in das
ZNS (zentrales Nervensystem) migrieren und dort resident sein [Silver et al. 1996]. Die Ausstattung des
ZNS mit immunkompetenten Zellen hangt vom Gesundheitszustand ab; unter pathologischen Bedingun-
gen wandern zusétzliche Typen der Immunzellen ein [Silver et al. 1996]. Es hat sich gezeigt, dass Mast-
zellen sowohl das ZNS durchqueren als auch dort resident sind [Silver et al. 1996]. Mastzellen gelangen
wihrend ihrer Entwicklung in das Gehirn mittels Durchwanderung von Blutgefien, mit denen sie in

Verbindung bleiben [Silver et al. 1996]. So findet man sie vornehmlich perivaskulér lokalisiert in der Ad-

19



ventitia von Arteriolen und Venulen, jedoch nicht im Kapillarbett [Dimitriadou et al. 1987; Theoharides
1990; Theoharides et al. 1993; Silver et al. 1996]. Der genaue Zeitpunkt, zu dem Mastzellen im Gehirn
erstmals auftauchen, ist jedoch nicht bekannt [Lambracht-Hall et al. 1990]. Wahrend der letzten Embryo-
nalperiode und den ersten Tagen nach der Geburt finden sich Mastzellen ausschlief3lich in der Pia mater
des Diencephalons; zwischen dem 11. und 13. postpartalen Tag migrieren die Mastzellen tiber die Gefal3e
in Hippocampus und Thalamus, und nach dem 13. Tag unterscheidet sich die Verteilung der Mastzellen
im Gehirn nicht mehr von der adulter Ratten [Lambracht-Hall et al. 1990].

Die Mastzellen im Gehirn von Nagetieren sind wie folgt verteilt: Am zahlreichsten kommen sie im Dien-
cephalon vor, weniger zahlreich im Telencephalon und im Mesencephalon, und am seltensten sind sie im
Metencephalon und im Myelencephalon zu finden; in der Medulla spinalis lassen sich keine Mastzellen
entdecken [Dropp 1972].

Die Hirnmastzellen enthalten dhnliche Proteoglykane wie die Peritonealmastzellen [Dimitriadou et al.
1990]. Neben der gefdlnahen Lage der Mastzellen ist auch eine enge topographische Beziehung der
Hirnmastzellen zu Neuronen bekannt, die tiber NGF reguliert werden konnte [ Theoharides 1990].

Es ist eine bemerkenswerte Variabilitdt der Zahl und Verteilung von Mastzellen zwischen Arten, Indivi-
duen und beiden Geschlechtern festzustellen, die bislang als nicht verstanden gilt [Silver et al. 1996; Sil-
verman et al. 2000]. Auch unter verschiedenen physiologischen Bedingungen kann die Zahl der Mastzel-
len im zentralen Nervensystem sprunghaft ansteigen [Silverman et al. 2000]. So haben beispielsweise
gebdrende Ratten postpartal wesenlich mehr Mastzellen im Thalamus als die jungfraulichen [Silverman et
al. 2000]. Bei sexuell aktiven Tauben zeigt sich nach kurzer Brautwerbung ein deutlicher Anstieg der
Mastzellzahl in der medialen Habenula im Vergleich zu Kontrollen [Silver et al. 1996]. Ratten, die zur
Simulation von sozialer Isolation in Einzelkafige umgesetzt wurden, zeigten einen Tag spéter eine Reduk-
tion der thalamischen Mastzellen um 90%, deren Zahl sich in den folgenden Tagen auf 44-67% der ge-
meinsam gehaltenen Kontrolltiere stabilisiert [Bugajski et al. 1994].

1.5.2 Das Vorkommen der Mastzelle im peripheren Nervensystem

Sowohl Bindegewebs- als auch Mukosamastzellen finden sich gesamten peripheren Nervensystem in
enger struktureller Beziehung zu neuronalen Strukturen [Olsson 1968, 1971; Heine und Forster 1975;
Blennerhassett 1991]. Das Serotonin des N. ischiadicus wird produziert und gespeichert von Mastzellen
des Bindegewebstyps [Olsson 1965], die hauptséchlich entlang der Blutgefa3e des Epineuriums lokalisiert
sind [Olsson 1968]. Weiterhin finden sich Mastzellen innerhalb des Perineuriums sowie im Endoneurium,;
hier liegen sie sogar zwischen den Axonen und nahe an Schwannschen Zellen, jedoch ohne topographi-
schen Bezug zu Blutgefif3en [Enerback et al. 1965]. Mastzellen zeigen eine diffuse Verteilung im Endo-

neuralraum des peripheren Nerven und den Interzellularraumen im Ganglion spinale [Kimura et al. 1988].
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Einzig dinnkalibriges Kollagen des Endoneuralraumes sowie das Zytoplasma der Schwannschen Zellen
trennen die Mastzelle von sensiblen Fasern der Dermis [Dyer 1978].

In der Zunge der Ratte finden sich submukos gelegene Mastzellen in der Umgebung von Nervenfasern,
Blutgefa3en und quergestreifter Muskulatur [Chapman 1999]. Terminale vegetative Fasern konnen in
sehr engen, , neuroeffektorischen™ Kontakt mit Mastzellen treten [Heine et al. 1975]. Zwischen einer Ner-
venfaser und der Mastzelle bleibt eine Distanz von maximal 20 nm erkennbar [Heine et al. 1975]. Obwohl
ein typischer synaptischer Spalt fehlt, zeigt die der Mastzelle gegeniiberliegende Zellmembran Einstiil-
pungen, die auf Pinozytose hindeuten [Heine et al. 1975]. AuBer einer neuronalen Beeinflussung kdnnen
Mastzellen die stark ausgeprigte mikropinozytotische Aktivitdt der Perineuralzellen modulieren [Dyer
1978].

Die Mastzellen des peripheren Nerven zeigen unter pathologischen Bedingungen vermehrte Aktivitit.
Waihrend der Wallerschen Degeneration degranulieren endoneurale Mastzellen auf der geschidigten Seite
des Nerven, wobei sie aus thren Granula Serotonin liberieren [Olsson 1965], das darauf die Permeabilitét
des GefiBBbetts erhoht [Harvey et al. 1994; Ullmer et al. 1995] und hierdurch zum Ablauf einer Entziin-
dungsreaktion und letztlich zur Gewebereparatur beitragt [Harvey et al. 1994]. Schwannsche Zellen und
das GefaBbett tragen im peripheren Nerven 5-HTzs-Rezeptoren, so dass eine direkte Beeinflussung via
Serotonin der Mastzelle moglich st [Yoder et al. 1996, 1997]. Proteasen der Mastzelle konnen ferner My-
elin degradieren, jedoch kann Myelin selbst degranulationsinduzierend wirken [Yoder et al. 1997].
Bindegewebsmastzellen findet man in peripheren Nerven auch wéhrend der Regeneration [Olsson 1968].
Mastzellen tiben tiberdies trophische Einfliisse auf Neurone aus: Sie enthalten NGF und Proteoglykane
wie Heparin, denen eine Beeinflussung des Wachstums und der Wachstumsrichtung von Axonen zuge-
schrieben wird [Damon et al. 1988]. Vom Neurotransmitter Serotonin ist eine Beeinflussung des Wachs-

tums des Axonhiigels bekannt [Blennerhassett et al. 1991].

1.6 Serotonin und das serotonerge System

1.6.1 Synthese und Abbau von Serotonin

Die Synthese von Serotonin dhnelt der von Katecholaminen. Als Ausgangssubstrat dient die essenzielle
Aminosdure L-Tryptophan [Frazer und Hensler 1994]. Serotoninproduzierende Zellen nehmen L-
Tryptophan aus dem Blut direkt auf, ins Gehirn wird L-Tryptophan tiber ein Transportsystem, das es mit
den verzweigtkettigen Aminosiduren sowie Phenylalanin und Tyrosin teilt, eingeschleust [Frazer und
Hensler 1994]. L-Tryptophan wird mit Hilfe der zytoplasmatischen Tryptophanhydroxylase zu 5-
Hydroxytryptophan (5-HTP) am Indolring hydroxyliert [Frazer und Hensler 1994; Starke 2001] (s. Abb.
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1.3). 5-Hydroxytryptophan wird im zweiten Schritt zu 5-Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin) durch die
Aromatische-L-Aminosiure-Decarboxylase umgesetzt; das synthetisierte Serotonin wird mit Hilfe eines

reserpinempfindlichen Carriers in die Speichervesikel aufgenommen [Starke 2001].

Tryptophan 5-Hydroxytryptophan 5-Hydroxytryptamin
(‘ZOO' (‘EOO' ITI
H.N=C—H H.N=C—H H.N=C—H
\ \ \
CH, CH, CH,

\K \cz\ \

NH  NADPH+H' NADP® NH co, NH
+10,  +H,0

@ zytoplasmatische Tryptophanhydroxylase
@ Aromatische-L-Aminosédure-Decarboxylase

Abb. 1.3: Ablauf der enzymatischen Synthese von Serotonin. Im ersten Schritt hydroxyliert die zytoplas-
matische Tryptophanhydroxylase Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan, das im zweiten Schritt der Syn-
these zu 5-Hydroxytryptamin mit Hilfe der Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase unter Abspaltung

von Kohlendioxid umgesetzt wird.

Zur funktionellen Inaktivierung wird Serotonin im Nervensystem tiber einen selektiven, hochaffinen Car-
rier wieder in die serotonerge Nervenendigung aufgenommen [Frazer und Hensler 1994]. Der Wiederauf-
nahme folgen entweder eine erneute Einspeicherung des Serotonins in synaptische Vesikel oder der en-
zymatische Abbau. Serotonerge Neurone enthalten die Monoaminooxidasen (MAQO) vom Typ A und B,
die Serotonin zum Aldehyd (5-Hydroxyindolacetaldehyd) oxidieren [Frazer und Hensler 1994; Mutschler
1997, Starke 2001]. Eine Aldehyd-Dehydrogenase oxidiert S-Hydroxyindolacetaldehyd weiter zur Saure
5-Hydroxyindolessigsdure (5S-HIAA), die gleichzeitig auch das Hauptendprodukt des Serotoninstoffwech-
sels im Harn darstellt [Frazer und Hensler 1994; Mutschler 1997; Starke 2001].

1.6.2 Vorkommen von Serotonin und Serotoninrezeptoren

Der grofite Teil des korpereigenen Serotonins findet sich in den enterochromaftinen Zellen (ca. 90 %) und
den Thrombozyten, letztere nehmen allerdings ihr Serotonin bei der Passage intestinaler Blutgefia3e von
den enterochromaffinen Zellen auf und speichern es in Vesikeln [Sneddon 1973; Frazer und Hensler
1994]. Im Blut kommt Serotonin physiologischerweise nur in Spuren vor [Mutschler 1997; Gothert und
Starke 2001]. Das neuronale Serotonin, das nur einen geringen Teil des korpereigenen Serotoninpools

darstellt, verteilt sich in der Hauptsache zentral auf die Raphekerne in der Formatio reticularis, das Mittel-
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hirn und den Hypothalamus sowie peripher auf einige enterische Nervenzellen und wirkt dort als Neu-
rotransmitter [Frazer und Hensler 1994; Furness 2000; Galligan et al. 2000].

Aufgrund ihrer mannigfaltigen Projektionen und der Rezeptorvielfalt der Zielstrukturen haben serotonerge
Neurone eine Vielzahl von Wirkungen (s. Tab. 1.4); sie sollen zur Regelung von Stimmung, Schlaf-
Wach-Rhythmus, der Schmerzwahrnehmung, der Nahrungsaufnahme, des Blutdrucks und der Korper-
temperatur beitragen [Frazer und Hensler 1994; Gothert und Starke 2001; Starke 2001].

Bislang sind mindestens 15 verschiedene Typen von Serotoninrezeptoren bekannt [Frazer und Hensler
1994; Gothert und Starke 2001]. Sie gliedern sich in die Typen 5-HT; bis 5-HT, die weitere Subtypen
(zB. 5-HT,) beinhalten [Mutschler 1997]. Es existieren ein ionotroper (5-HT3-Rezeptor) und einige G-
Protein-gekoppelte, metabotrope Serotoninrezeptoren [Starke 2001]. Man findet diese an Neuronen, Glia-
zellen, glatter Muskulatur, Endothel- und Epithelzellen sowie an Thrombozyten (s. Tab. 1.4).

Als ionotroper Rezeptor offnet der 5-HT;-Rezeptor bei Ligandenbindung einen Na'- und K'-Ionenkanal,
wodurch die Zellmembran depolarisiert wird [Derkach et al. 1989; Peroutka et al. 1990; Tyers 1990; Star-
ke 2001]. Es kommt rasch zur Exzitation des betreffenden Neurons [Derkach et al. 1989; Tyers 1990],
wodurch weitere Neurotransmitter (z. B. Acetylcholin, SP) liberiert werden [Mutschler 1997]. Hingegen
lauft die Signaltransduktion bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vergleichsweise langsam ab [Fra-
zer und Hensler 1994]. 5-HT3-Rezeptoren sind weit im zentralen und peripheren Nervensystem verbreitet;
man findet sie u.a. in der Area postrema (Brechzentrum), im Nucleus tractus solitarii sowie an afferenten
Nervenendigungen des Gastrointestinaltrakts [Peroutka et al. 1990; Tyers 1990; Frazer und Hensler 1994
Alle 5-HT;-Rezeptoren hemmen als Gemeinsamkeit tiber ein Gi-Protein die Adenylatzyklase [Peroutka et
al. 1990]. Serotoninrezeptoren des Typs 2 stimulieren bei Aktivierung die phosphatidylinositspezifische
Phospholipase C [Peroutka et al. 1990]; tiber diese Rezeptoren werden bei Sdugetieren neurologische,
psychologische und zirkulatorische Effekte hervorgerufen [Leysen und Pauwels 1990]. 5-HT,a-
Rezeptoren bringen die glatte Muskulatur von Gefa3en zur Kontraktion [Frazer und Hensler 1994]. Sie
sind in der Peripherie ausschlieB3lich postsynaptisch lokalisiert; ihre Stimulation bewirkt immer exzitatori-
sche Effekte [Frazer und Hensler 1994; Mutschler 1997]. Die Endothelzellen von BlutgefiB3en des Ge-
hirns und der Meningen besitzen 5-HT»p-Rezeptoren, deren Aktivierung zur Freisetzung von NO fiihrt;
im trigemino-vaskuldren System soll die 5-HT-induzierte Freisetzung von NO bei der Migraneentstehung
beteiligt sein [ Gothert und Starke 2001].

5-HT4-Rezeptoren stimulieren tiber ein Gs-Protein die Adenylatzyklase und kommen an der Prasynapse

cholinerger Neurone des enterischen Nervensystems vor [Gothert und Starke 2001; Starke 2001].
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Serotonin- Slgnal-_ Vorkommen und Wirkung Agonlster] und
rezeptor transduktion Antagonisten
1) Hemmung von 5-HT-Neuronen der Raphékerne (somato- Buspiron, Urapidil,
5-HT 4 dendritische 5-HT-Autorezeptoren) Lisurid, Pizotifen
2) Anxiolyse, Blutdrucksenkung
1) Hemmung der 5-HT-Freisetzung im ZNS (prasynaptische Triptane, z.B. Su-
5-HT G-Protein: 5-HT-Autorezeptoren) matriptan, Pizotifen
18 Inhibition der 2) Vasokonstriktion best. GeféfRe: z.B. Koronararterien,
Adenylatzyklase wahrscheinlich auch Meningealgefafie
1) Hemmung der Freisetzung von Neuropeptiden aus sens. Triptane, z.B. Su-
5-HT Nervenendigungen in Meningealgefale matriptan, Pizotifen
b 2) Hemmung der Noradrenalinfreisetzung aus symp. Nerven
(prasynaptische 5-HT-Heterorezeptoren)
1) Kontraktion der glatten Magen-Darm-Muskulatur Ketanserin, Risperi-
5-HT 2) Vflsokonstri ktion N don, Pizotifen, Lisurid,
GqProtein: 3) Forderung der Thrombozytenaktivierung Methysergid, Cypro-
Stimulation der | 4) Psychotrope Wirkungen heptadin
Phospholipase C | Freisetzung von NO aus dem Endothel Pizotifen, Lisurid,
5-HT,5 Methysergid, Cypro-
heptadin
1) Stimulation vagaler Afferenzen aus dem Herzen und Aus- | Ondansetron;
I6sung des Bezold-Jarisch-Reflexes Metoclopramid
(liganden- 2) Stimulation der Acetylcholinfreisetzung im Gastrointesti-
5-HT; gesteuerter naltrakt
lonenkanal) 3) Auslosung von Nausea und Emesis
4) Stimulation der Cholezystokininfreisetzung aus Neuronen
des ZNS (— Emotionsbeeinflussung)
GgProtein: 1) Stimulation der Acetylcholinfreisetzung im Gastrointesti- Cisaprid, Metoc-
5-HT, Stimulation der naltrakt mit Motilitatssteigerung lopramid
Adenylatzyklase | 2) Positiv inotroper und chronotroper Effekt

Tab. 1.4: Ubersicht iiber Serotoninrezeptoren mit dem Mechanismus ihrer Signaltransduktion, einigen
Wirkungen und Moglichkeiten pharmakologischer Beeinflussung [nach Peroutka et al. 1990; Tyers 1990;
Frazer und Hensler 1994; Mutschler 1997; Gothert und Starke 2001].

1.6.3 Serotonin und Serotoninrezeptoren des peripheren Nerven

Mastzellen stellen im wesentlichen den Serotoninpool des peripheren Nerven. Das im N. ischiadicus vor-
kommende Serotonin wird von Mastzellen des Bindegewebstyps produziert und gespeichert [Olsson
1968]. Im peripheren Nervensystem tragen Gliazellen und Blutgefial3e Serotoninrezeptoren. Schwannsche
Zellen des N. ischiadicus der Ratte exprimieren in Zellkultur den 5-HT,a-Rezeptor, der sich im Zytoplas-
ma und an der Zellmembran detektieren lasst [Yoder et al. 1996, 1997]. Die Immunhistochemie mit ei-
nem Antikorper, der die Rezeptorsubtypen 5-HT 1, 5-HT,4 und 5-HT,c erkennt, zeigt, dass die Schwann-
schen Zellen sowohl bei gesunden als auch bei regenerierenden, jedoch nicht bei degenerierenden Nerven
diese Serotoninrezeptoren tragen, was eine axonale Beeinflussung der Rezeptorexpression der Schwann-

schen Zellen impliziert [ Yoder et al. 1997].
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1.6.4 Serotoninrezeptoren des Sympathikus

Im Ganglion cervicale superius der Ratte lasst sich die mRNA folgender Serotoninrezeptortypen nachwei-
sen: 5-HT 4, 5-HTp, 5-HTp, 5-HT24, 5-HT3, 5-HTs und 5-HT5 [Pierce et al. 1996]. Die lumbalen sym-
pathischen Ganglien zeigen bis auf das Fehlen des 5-HTs-Rezeptors eine gleiche Ausstattung mit Seroto-
ninrezeptoren wie das Ganglion cervicale superius [Pierce et al. 1996]; das sensible Ganglion spinale ent-
halt zusétzlich die mRNA der Serotoninrezeptoren 5-HT g, 5-HTac, 5S-HT4und 5-HTs, [Pierce et al. 1996;
Wu et al. 2001].

Mittels pharmakologischer Untersuchungen lassen sich drei verschiedene Serotoninrezeptortypen im
Ganglion cervicale superius des Meerschweinchens identifizieren: Geringe Konzentrationen von Seroto-
nin aktivieren 5-HT,a-Rezeptoren und hohere Konzentrationen ebenso 5-HT3-Rezeptoren sowie einen
den 5-HT,-Rezeptoren homologen, moglicherweise aber neuen, unklassifizierten Serotoninrezeptor [Wat-
kins und Newberry 1996]. Immunhistochemisch lasst sich der 5-HTsa-Rezeptor in Neuronen des Gangli-
on cervicale superius detektieren, ebenso 5-HTsa-Rezeptor-DNA [Wang et al. 2000].

1.7 Histamin und das histaminerge System

1.7.1 Synthese und Abbau von Histamin

Histamin entsteht aus der essenziellen Aminosiure L-Histidin [Green 1994]. Das Enzym Histidindecar-
boxylase decarboxyliert pyridoxalphosphatabhingig die Sauregruppe von L-Histidin, worauf Histamin
entsteht (vgl. Abb. 1.4) [Green 1994; Gothert und Schlicker 2001].

L-Histidin Histamin

NH,

N CH,—CH,—NH,
Histidindecarboxylase 4 \
\ N B
CO, H

Abb. 1.4: Ablauf der enzymatischen Synthese von Histamin aus der Aminosdure L-Histidin. Die Histi-

CHZ—(:‘:—COOH
H

s

dindecarboxylase katalysiert die Decarboxylierung von L-Histidin zu Histamin unter Abspaltung von
Kohlendioxid. Dabei erlischt das Chiralitatszentrum am C-Atom der Seitenkette.

Ein hochaffiner Carrier zur zelluldren Aufnahme fiir Histamin existiert nicht [Green 1994; Starke 2001].
Der Abbau von Histamin ist ein vielstufiger Prozess; er beginnt entweder mit oxidativer Desaminierung

durch das Enzym , Diaminooxidase” oder mit einer Methylierung des Stickstoffs [Wasserman 1979;
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Green 1994]. Verschiedene Abbauprodukte des Histamins wie N'“-methyl-imidazolylessigsiure oder
Imidazolacetat finden sich bei pathologischen Prozessen gehauft im Urin, wie beispielsweise bei akuten

allergischen Erkrankungen [Gothert und Schlicker 2001].

1.7.2 Das Vorkommen von Histamin im Organismus

Gewebemastzellen beinhalten den groften Teil des korpereigenen Histaminpools, aber auch die im Blut
vorkommenden basophilen Granulozyten und Thrombozyten enthalten Histamin [Green 1994; Gothert
und Schlicker 2001]. Wird eine bestimmte Schwellenkonzentration von Histamin im Blutplasma tiber-
schritten, so kommt es mit zunehmender Histaminkonzentration zur Magensaftsekretion, zur Zunahme
der Herzfrequenz, zur Senkung vor allem des diastolischen Blutdrucks und zum Bronchospasmus
[Gothert und Schlicker 2001]. In den meisten Geweben ist der Histamingehalt zur Zahl der Mastzellen
proportional [Green 1994]. Ferner tUbertrifft wie beim Serotonin au3erneuronales Histamin das neuronale

an Menge [Green 1994].

1.7.3 Histamin und Histaminrezeptoren

Es existieren drei heptahelikale, G-Protein-gekoppelte Histaminrezeptoren, H;, H, und Hs [Green 1994;
Hill et al. 1997, Gothert und Schlicker 2001]. H;-Rezeptoren dominieren in der Haut und in der glatten
Muskulatur, H,-Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge [Gothert und Schlicker 2001].

Eine Bindung von Histamin an H;-Rezeptoren fiihrt zu einer Aktivierung der Phospholipase C; die entste-
henden second-messenger IP3 (Inosit-1, 4, 5-trisphosphat) und DAG (Diacylglycerin) setzen Kalzium frei
und aktivieren Proteinkinasen und die Phospholipase A, [Green 1994; Hill et al. 1997, Gothert und Schli-
cker 2001]. Ein Anstieg der Kalziumkonzentration in der Endothelzelle aktiviert die NO-Synthase; das
gebildete NO diffundiert durch die Zellmembranen in die glatte GefaBmuskulatur und bewirkt eine Vaso-
dilatation mit endothelialer Permeabilitatserhohung [ Gothert und Schlicker 2001].

Die Stimulation von Hj-Rezeptoren aktiviert die Adenylatzyklase; der entstehende second-messenger
cAMP wirkt auf Proteinkinasen, die die Information durch Phosphorylierung an verschiedene Proteine
weiterleiten [Green 1994; Hill et al. 1997]. Eine Aktivierung von H,-Autorezeptoren an Mastzellen inhi-
biert deren eigene Histaminfreisetzung [G6thert und Schlicker 2001].

Im Gegensatz zu H,-Rezeptoren wird bei einer Stimulation von Hz-Rezeptoren die Adenylatzyklase inhi-
biert [Hill et al. 1997, Gothert und Schlicker 2001]. Hs-Rezeptoren kommen beispielsweise an Prasy-
napsen histaminerger Neurone im Gehirn vor, die im Sinne einer negativen Riickkopplung ihre eigene
Histaminfreisetzung hemmen [G6thert und Schlicker 2001].

Seit neuestem ist die Existenz eines durch Histamin als Ligand gesteuerten Chloridkanals im visuellen
System von Drosophila melanogaster bekannt [Gisselmann et al. 2002; Zheng et al. 2002]. Histamin hat
hierbei die Funktion eines inhibitorischen Neurotransmitters [Gisselmann et al. 2002; Zheng et al. 2002].
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Tiere

Es wurden 12 Ratten der Zuchtlinie , Wistar-Unilever der Firma Harlan Winkelmann GmbH, Borken,
BRD, fiir zwei Versuchsreihen verwendet, d.h. fuir jede Versuchsreihe 6 Ratten. Die Tiere waren weibli-

che Albinos mit einem Durchschnittsgewicht von 250 g im Alter von 7 Wochen.

2.1.2 Gerate

Mikrotom

Kryostat ,,CM 1900 der Fa. Leica, Bensheim, BRD.

Mikroskop

Forschungsmikroskop BX 60F der Fa. Olympus, Hamburg, BRD, mit Fluoreszenzeinrichtung in Auf-
lichterregung, Fotosystem PM 20 und Schwarz-Weiss-Digitalkamera mit angeschlossenem PC zur Bild-

vermessung und -verarbeitung.
Objektmikrometer
Positiver Objektmikrometer mit 2 mm Skalenlédnge und 10 pm Intervall der Fa. Leitz, Wetzlar, BRD.

Filme

Zur Anwendung kamen der Schwarzweissfilm TMY 400 und der Diafilm Ektachrome 64T der Fa. Ko-
dak.

Programme

Die Bearbeitung der Digitalbilder erfolgte mit dem Programm Adobe Photoshop 5.0, die Vermessung mit
Hilfe von Scion Image, die rechnerische Auswertung aller Daten mit Microsoft Excel 97 und die statisti-

sche Testung von Hypothesen mit SPSS 10.0.
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2.1.3 Primarreagenzien

Antigen Antikorper Wirts- Arbeitsver- Hersteller Literatur
Immunogen spezies dinnung
GluT-1 anti-GluT-1 Kaninchen | 1:1000 |Fa. Chemicon
Internat.,
Synthetisches Peptid, das polyklonal Temecula, CA,
dem C-Terminus des USA
GIuT-1 der Ratte ent- IgG
spricht
Protein gene product 9.5 anti-PGP 9.5 Maus 1:400 Fa. Biotrend,
Koéln, BRD
PGP 9.5 des monoklonal,
menschlichen Gehirns Klon 31A3
f={€]
RECA-1 anti-RECA-1 Maus 1:40 Fa. Serotec Duijvestijn et al.
Ltd., 1992
monoklonal, Oxford, UK
Stromazellen aus Lymph-
knoten der Ratte Klon HIS52
IgG 1
Serotonin anti-Serotonin Maus 1:40 Fa. DAKO,
Hamburg, BRD
5-Hydroxytryptamin- monoklonal,
hydrochlorid Klon 5HT-H209
I1gG 1, kappa
Serotonin- anti-5-HT,, Kaninchen 1:200 Fa. Dianova,
Rezeptor Typ 2A Hamburg, BRD
polyklonal
Synthetisches Peptid, das
den Aminosauren 22-41 IgG
des 5-HT,a- Rezeptors der
Ratte entspricht
Serotonin- anti-5-HT- Kaninchen 1:200 Fa. Dianova,
Rezeptor Typ 3 Hamburg, BRD
polyklonal
Synthetisches Peptid, das
den Aminosauren 444- IgG

457 des 5-HTs- Rezeptors
der Ratte entspricht
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Antigen Antikorper Wirts- Arbeitsver- Hersteller Literatur
spezies dinnung
Synaptophysin anti- Maus 1:200 Fa. Boehringer | Wiedenmann et
Synaptophysin Mannheim, al. (1985)
Synaptophysin aus einer Mannheim,
Vesikelfraktion des Rin- monoklonal, BRD
derhirns Klon SY-38
IgG 1
Vesikularer Acetylcholin- anti-VAChT Ziege 1:500 Fa. Biotrend,
Transporter (VAChHT) Koln, BRD
polyklonal
synthetisches Peptid (15-
20 Aminosauren) IgG
des vesikularen ACh-
Transporters
Vimentin anti:Vimentin Maus 1:200 Fa. Sigma,
Deisenhofen
Vimentin aus der Augen- BRD
linse des Schweins monoklonal,
Klon V9
IgG 1
Tab. 2.1: Aufstellung der priméren Antikorper
2.1.4 Sekundarreagenzien
Sekundarantikérper Konjugat Arbeitsver- Hersteller
dinnung
anti-Kaninchen-IgG von der Ziege Fluorescein- 1:400 Fa. Organon Teknika,
isothiocyanat (FITC) Eppelheim, BRD
anti-Kaninchen-IgG vom Esel Indocarbocyanin 1:800 Fa. Dianova, Hamburg, BRD
(Cy-3)
anti-Maus-lgG vom Esel Fluorescein- 1:50 Fa. Dianova, Hamburg, BRD
isothiocyanat (FITC)
anti-Maus-IgG von der Ziege Indocarbocyanin 1:1000 Fa. Dianova, Hamburg, BRD
(Cy-3)
7-Amino-
anti-Maus-lgG vom Esel 4-methyl- 1:50 Fa. Dianova, Hamburg, BRD
coumarinacetat
(AMCA)
anti-Ziege-1gG von der Maus Fluorescein- 1:800 Fa. Sigma, St. Louis, Mis-
isothiocyanat (FITC) souri, USA

Tab. 2.2: Aufstellung der sekundédren Antikdrper
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2.1.5 Kontrollpeptide
Zur Spezifititskontrolle der Primérantikorper gegen die Serotoninrezeptoren der Typen 2A und 3 wurden

folgende Kontrollpeptide eingesetzt:

Spezifitats- Kontrollpeptid Konzen- Hersteller
kontrolle fur tration
5-HT s Rezeptor- | Synthetisches Peptid, das den Ami-
Antikorper nosauren 22-41 des 5-HT,,- Rezep- 5 pg/ml Fa. Dianova, Hamburg, BRD

tors der Ratte entspricht

5-HTs-Rezeptor- Synthetisches Peptid, das den Ami-
Antikorper nosauren 444-457 des 5-HTs Re- 5 pg/ml Fa. Dianova, Hamburg, BRD
zeptors der Ratte entspricht

Tab. 2.3: Aufstellung der verwendeten Kontrollpeptide.

2.1.6 Sonstige Reagenzien

- Sevorane (Wirkstoff: Sevofluran) der Fa. Abbott GmbH, Wiesbaden, BRD

- Tissue-Tek der Fa. Vogel, Giessen, BRD

- Normales Schweineserum (NSS), geholt vom Schlachthof Giessen, BRD

- Tween 20 der Fa. Sigma, St. Louis, Missouri, USA

- Polyvinylpyrrolidon der Fa. Roth, Karlsruhe, BRD

- Heparin der Fa. Hoffmann-La Roche, Grenzach-Whylen, BRD

Alle weiteren, nicht separat aufgefiihrten Reagenzien wurden von der Fa. Merck, Darmstadt, BRD, bezo-

gen.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewebe

2.2.1.1 Gewebegewinnung

Die Versuchstiere wurden durch das Inhalationsanasthetikum Sevofluran betdubt und anschlieBend mit
einer Vorspiillosung nach Forssmann et al. [1977] und einer Fixationslosung nach Zamboni et al. [1967]

transkardial perfundiert. Der Tod erfolgte durch Entbluten.

2.2.1.2 Behandlung des Gewebes

Nach der Fixierung wurden jeder Ratte beide Ganglia cervicalia superia und beide Ganglia stellata ent-
nommen. Fir Untersuchungen zur Positivkontrolle wurden zusétzlich einem Tier Ileum, Milz und das
Gehirn entnommen. Das Gewebe wurde zum Waschen unverziglich in 0,2 M Phosphatpuffer tiberfiihrt,
der alle ein bis zwei Stunden bis zur vollstandigen Entfirbung des Gewebes gewechselt wurde. Somit

wurde die Fixationslosung weitgehend aus dem Gewebe eliminiert, die die spétere Immunhistochemie
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storen konnte. Zur Kryoprotektion erfolgte eine Inkubation der Ganglien in 18%-saccharosehaltigen 0,1M
Phosphatpufter tiber Nacht.

Das Einbetten des Gewebes geschah auf folgende Weise: Es wurde ein Tropfen Tissue-Tek-Medium auf
Tragerpapier gegeben, dieses in fliissigem Stickstoft (-196 °C) kurz gefroren, in dem noch weichen Be-
reich des Mediums das Ganglion eingebettet und sofort mit weiterem Tissue-Tek tiberschichtet. Hiernach
wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung des Gewebes bis zur Weiterver-

arbeitung erfolgte bei -80 °C.

2.2.1.3 Herstellen der Gewebeschnitte

Jedes Ganglion wurde am Kryostaten bei -24 °C in 12 um Dicke komplett in Serie quer geschnitten und
auf chromgelatinierte Objekttrager aufgezogen. Durch die Chromgelatinierung wurde ein Abschwimmen
des Gewebes bei den spateren Waschvorgingen verhindert. Fiir Demonstrationszwecke wurden aul3er-

halb der beiden Versuchsreihen von weiteren Ganglien Langsschnitte angefertigt.

2.2.2 Immunfluoreszenz
2.2.2.1 Aufbau der Versuchsreihe A
Mit Hilfe der Primérantikorper gegen Serotonin, GluT-1 und RECA-1 lassen sich Mastzellen, Gefif3e und
Perineurium sowie selektiv die Gefille darstellen. Mit jeweils sechs Ganglia cervicalia superiora und
Ganglia stellata wurden die folgenden Immunfluoreszenzen durchgefiihrt:

1. Doppelmarkierung von Serotonin und  GluT-1

2. Doppelmarkierung von Serotonin und RECA-1
Die Ausfiihrung der ersten Kombination erfolgte mit Primarantikdrpern verschiedener Wirtsspezies; hier-
durch war ein simultanes Markierungsverfahren beider Antigene moglich. Die Primérantikorper der zwei-
ten Kombination entstammen gleicher Wirtsspezies; bei ithrer Anwendung in der Immunhistochemie
wurde sukzessive verfahren.
Von jedem Ganglion liefen sich insgesamt 96 Schnitte anfertigen, die auf Objekttragern zu jeweils 4
Schnitten aufgezogen wurden. Nach fortlaufender Schnittposition im jeweiligen Ganglion wurden den
Objekttragern alternierend die beiden oben genannten Doppelmarkierungen zugewiesen. Es waren somit
24 Objekttrager pro Ganglion vorhanden, davon jeweils 12 mit Darstellung von Serotonin und GluT-1
sowie Markierung von Serotonin und RECA-1. Da insgesamt 6 Ganglia cervicalia superiora und 6
Ganglia stellata verwendet wurden, waren pro Markierung 144 Objekttrager mit 576 Schnitten vorhanden,
das sind 12 Objekttrager mit 48 Schnitten pro Ganglion und Markierung.
Es war somit sichergestellt, dass Schnitte unterschiedlicher Hohenlokalisation innerhalb der Ganglien
gleichméaBig auf die beiden Doppelmarkierungen verteilt wurden und umgekehrt eine Analyse der Befun-

de nach der Position innerhalb des Ganglions moglich war.
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Als Ergénzung wurde an Praparaten auf3erhalb der beiden genannten Versuchsreihen eine
3. Doppelmarkierung von RECA-1 und  GluT-1
durchgefuihrt; bei der Anwendung der Sekundérantikdrper konnte hierbei simultan verfahren werden, da
die beiden priméaren Antikorper verschiedener Wirtsspezies entstammen.
Fur die Belichtung des Diafilmes und fiir Schwarzweil3aufhahmen wurden die Doppelmarkierungen Nr.
1.und 3. mit dem Cy-3-gekoppelten Sekundarantikorper gegen Maus-IgG und dem FITC-
konjugierten Antikorper gegen Kaninchen-IgG
sowie die Doppelmarkierung Nr.
2. mit dem Cy-3-gekoppelten Sekundarantikorper gegen Maus-IgG und dem FITC-
konjugierten Antikorper gegen Maus-IgG

markiert.

2.2.2.2 Aufbau der Versuchsreihe B
Zur simultanen Darstellung von 5-HT3-Rezeptoren und Neuronen bzw. Synapsen sowie von 5-HTa-
Rezeptoren und Gefdllen wurden mit sechs Ganglia cervicalia superiora und Ganglia stellata jeweils

folgende Immunfluoreszenzen durchgeftihrt:

L. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und PGP9S5
2. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und  VACKT
3. Doppelmarkierung von 5-HT3- Rezeptor und  Synaptophysin
4. Doppelmarkierung von 5-HT,4-Rezeptor und RECA-1

Jede Doppelmarkierung wurde mit sechs Objekttrdagern zu je vier Schnitten durchgefiihrt, so dass ein ein-
zelnes Ganglion 24 Schnitte je Doppelmarkierung und insgesamt 96 Schnitte ergab. Die Zuteilung eines
Objekttragers zu einer bestimmten Markierung erfolgte folgendermal3en: Nach fortlaufender Schnittposi-
tion wurde dem ersten Trager Doppelmarkierung Nr. 1, dem zweiten Doppelmarkierung Nr. 2 u.s.w. zu-
gewiesen; der finfte Objekttrager erhielt wieder Markierung Nr. 1. Diese Verteilung erfolgte so lange, bis
jeweils sechs Praparate dieselbe Doppelmarkierung erhalten hatten. Hierdurch war sichergestellt, dass
Schnitte unterschiedlicher Hohenlokalisation innerhalb der Ganglien gleichméBig auf die vier Doppel-
markierungen verteilt waren und umgekehrt eine Analyse der Befunde getrennt nach der longitudinalen
Ganglienachse moglich wurde.
Ergédnzend wurde an Praparaten auf3erhalb der oben genannten Versuchsreihe eine weitere

5. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und  Vimentin
ausgefihrt, d.h. der 5-HT3-Rezeptor simultan mit den Satellitenzellen dargestellt.
Fur die Aufhahme der Praparate mittels Digitalkamera und Schwarzwei3-Fotografie wurden die Doppel-
markierungen Nr. 1-3 mit dem Cy-3-konjugierten Sekundarantikorper gegen Kaninchen-IgG und dem
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AMCA-konjugierten Antikorper gegen Maus-IgG dargestellt; flir die Aufnahmen auf Diafilm wurden
zusitzliche Praparate hergestellt, bei denen statt des AMCA-konjugierten ein FITC-gekoppelter Sekunda-
rantikOrper eingesetzt wurde.

Fir die Belichtung des Diafilmes und Schwarzwei3aufnahmen von Markierung Nr. 4 und 5 wurde mit
dem Cy-3-gekoppelten Sekundarantikorper gegen Kaninchen-IgG und dem FITC-konjugierten Antikor-
per gegen Maus-IgG markiert.

2.2.2.3 Allgemeine Versuchsvorbereitung
Die Praparate wurden nach dem Schneiden fiir eine Stunde an der Luft getrocknet, danach mittels eines
Fettstifts der Gewebeschnitt mit kleinem Radius eingekreist. Nach diesen Vorbereitungen wurden unspe-

zifische Bindungsstellen durch Inkubation fiir eine Stunde mit Prainkubationslosung abgeséttigt.

2.2.2.4 Ausfiuhrung der Doppelimmunfluoreszenz der Versuchsreihe A

A) Simultanes Verfahren: Doppelmarkierung von Serotonin und GluT-1 bzw. RECA-1 und GluT-1

Die beiden priméren Antikdrper wurden in PBS mit doppelter Salzkonzentration verdiinnt und 50 pl die-
ser Losung pro Objekttrager aufgetragen. Nachdem 24 Stunden in der feuchten Kammer inkubiert worden
war, erfolgte eine zweimalige Waschung der Praparate fiir jeweils 10 Minuten in PBS. Danach wurden
die beiden sekundiren Antikorper in PBS mit doppelter Salzkonzentration verdiinnt und wiederum 50 pl
dieser Losung auf die Schnitte eines Objekttragers verteilt. Es erfolgte eine Inkubation fiir eine Stunde in
der feuchten Kammer mit den sekundédren Antikorpern. Nach erneutem zweimaligen Waschen fiir jeweils

10 Minuten in PBS wurden die Praparate mit carbonatgepuffertem Glycerol (pH 8,6) eingedeckt.

B) Sukzessives Verfahren: Doppelmarkierung von Serotonin und RECA-1

Erste Immunfluoreszenz

Der erste primare Antikorper gegen Serotonin wurde durch PBS mit doppelter Salzkonzentration ver-
dinnt und 50 pl dieser Losung pro Objekttrager aufgetragen. Nachdem 24 Stunden in der feuchten Kam-
mer inkubiert worden war, erfolgte eine zweimalige Waschung der Préaparate fir jeweils 5 Minuten in
PBS. Danach wurde der erste sekundire, Cy-3-konjugierte Antikorper gegen Maus-IgG in PBS mit dop-
pelter Salzkonzentration verdiinnt und wiederum 50 pl dieser Losung pro Objekttriager aufgetragen. Es
erfolgte eine Inkubation fiir eine Stunde in der feuchten Kammer. Darauf wurden die Praparate zweimal

fur jeweils 5 Minuten in PBS gewaschen.
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Zweite Immunfluoreszenz

Danach wurde der zweite primare Antikdrper gegen RECA-1 in PBS mit doppelter Salzkonzentration
verdiinnt und 50 pl dieser Losung pro Objekttrager aufgetragen. Nach 24 Stunden Inkubation in der
feuchten Kammer erfolgte eine zweimalige Waschung der Préparate fiir jeweils 5 Minuten in PBS. Da-
nach wurde der zweite sekundére, FITC-gekoppelte Antikorper gegen Maus-IgG in PBS mit doppelter
Salzkonzentration verdiinnt und wiederum 50 pl dieser Losung pro Objekttréager aufgetragen. Es erfolgte
eine Inkubation fuir eine Stunde in der feuchten Kammer. Nach einem erneuten, zweimaligen Waschen fur

jeweils 5 Minuten in PBS wurden die Préparate mit carbonatgepuffertem Glycerol (pH 8,6) eingedeckt.

2.2.2.5 Ausfuhrung der Doppelimmunfluoreszenz der Versuchsreihe B

Das folgende Verfahren wurde fiir die Ausfiihrung aller Doppelimmunfluoreszenzen gleichartig ange-
wandt: Die beiden primédren Antikdrper wurden mit PBS mit doppelter Salzkonzentration versetzt und
gemischt. Von dieser Losung wurden 50 pl auf je einen Objekttrager aufgetragen. Danach wurde fiir 24
Stunden in der feuchten Kammer inkubiert. Die anschlieBende Waschung der Préiparate erfolgte flir
zweimal zehn Minuten in PBS. Danach wurden die beiden sekundiren Antikdrper mit PBS mit doppelter
Salzkonzentration verdiinnt und analog den beiden priméaren auf die Schnitte aufgetragen. Nach einer
Inkubation von einer Stunde in der feuchten Kammer erfolgte abermals eine zweimalige Waschung der
Objekte in PBS von jeweils 10 Minuten. Die Préparate wurden mit carbonatgepuffertem Glycerol

(pH=8,6) eingedeckt.

2.2.3 Kontrolle

2.2.3.1 Positivkontrolle

Zur Positivkontrolle der Versuchsreihe A wurden Gewebeschnitte von Ileum und Milz der Ratte angefer-
tigt und mit dem Serotonin-Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper markierte sensitiv die in diesen Ge-
weben vorkommenden Mastzellen.

Zur Posttivkontrolle der Versuchsreihe B wurden Gewebeschnitte vom Gehirn der Ratte mit Hippocam-
pusregion angefertigt und mit den beiden Serotoninrezeptor-Antikorpern inkubiert. Diese markierten sen-

sitiv die dort reichlich vorkommenden Serotoninrezeptoren der Typen 2A und 3.

2.2.3.2 Negativkontrolle
Als Negativkontrolle diente bei jeder Doppelimmunfluoreszenz ein Objekttrager mit vier Ganglienschnit-
ten, der lediglich mit den Sekundérantikdrpern inkubiert wurde. Bei den verwendeten Sekundarantikor-

pern waren keine unspezifischen Bindungen erkennbar.
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Weiterhin wurde die spezifische Bindung der beiden Antikorper gegen den 5-HT»4-Rezeptor und den 5-
HTs-Rezeptor durch Praabsorption mit dem jeweiligen Antigen getestet. Hierzu wurde der Antikorper
gegen den 5-HT,x-Rezeptor bei einer Verdiinnung von 1 : 200 durch das 5-HTzs-Rezeptor-Kontrollpeptid
(Konzentration von 5 pg/ml) und der Antikdrper gegen den 5-HT3-Rezeptor bei einer Verdiinnung von 1 :
200 durch das 5-HT3-Rezeptor-Kontrollpeptid (Konzentration von 5 pg/ml) praabsorbiert. Die Antikorper
gegen die beiden Serotoninrezeptoren markierten ihre Zielstrukturen spezifisch; nach der Praabsorption

mit den jeweiligen Antigenen waren keine Bindungen der Antikorper an den Schnitt mehr erkennbar.

2.2.4 Mikroskopische Dokumentation

2.2.4.1 Verwendete Filterkombinationen

Fluorochrom Farbe Erregerfilter Dichroischer Spertrfilter
Spiegel
AMCA blau 360-370 nm 400 nm 420460 nm
FITC grin 470490 nm 455 nm 515550 nm
Cy-3 orange 525-560 nm 555 nm 570650 nm
TexasRot rot 545580 nm 600 nm >610 nm

Tab. 2.4: Aufstellung der verwendeten Filterkombinationen

2.2.4.2 Aufnahme der Praparate der Versuchsreihe A

A) Anfertigung der Papierbilder

Von den Praparaten der Versuchsreithen
Serotonin und  GluT-1

Serotonin und RECA-1

1. Doppelmarkierung von

2. Doppelmarkierung von
wurden Aufnahmen auf ScharzweiB3film angefertigt. Kriterium zur Anfertigung einer Aufnhahme war das
Vorhandensein einer serotoninpositiven Mastzelle, auf die bei 40facher Objektivvergroflerung die Auf-
nahme hin zentriert wurde. Als Fluorochrome dienten Cy-3 flir die Markierung von Serotonin und FITC
fur die Darstellung von GluT-1 und RECA-1. Die Position aller Aufhahmen beziiglich der longitudinalen
Ganglienachse wurde dokumentiert.
Von Praparaten der Doppelmarkierung von RECA-1 und GluT-1 wurden an reprasentativen Stellen Bild-

paare in verschiedenen Vergrof3erungen angefertigt.

B) Anfertigung der Diapositive

Zusitzlich wurden Diapositive von einigen Préaparaten in Doppelbelichtung angefertigt. Es wurde fiir die

Belichtung des Filmes durch den Fluorochrom FITC die korrekte Filterkombination gewéhlt, fur die Be-
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lichtung mit Cy-3 jedoch der Texas-Rot-Filter, um ein reines Griin und Rot zu erhalten. Eine Farbmi-

schung zu gleichen Anteilen liefert somit die Farbe Gelb.
C) Registrierung der Mastzellen

Die Lage aller Mastzellen beziiglich der longitudinalen Ganglienachse wurde protokolliert.

2.2.4.3 Aufnahme der Praparate der Versuchsreihe B

A) Anfertigung der Digitalaufnahmen

Folgende Praparate wurden mittels Digitalkamera aufgenommen:

L. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und PGP9S5
2. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und  VACKT
3. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und  Synaptophysin

Als Fluorochrom fiir die Markierung des Serotonin-Rezeptors diente Cy-3, fiir die Markierung von PGP
9.5, VAChT und Synaptophysin der Fluoreszenzfarbstoff AMCA. Es wurden jeweils Bildpaare mit dem
40x-Objektiv angefertigt. Pro Ganglion und Doppelmarkierung wurden sechs Aufnahmen, von denen sich
jeweils zwei auf jeden Pol und das Zentrum des Ganglions verteilten, an zufillig ausgewahlten Stellen des

jeweiligen Schnittes angefertigt.

B) Anfertigung der Papierbilder

Die Dokumentation der mittels

4. Doppelmarkierung von 5-HT,4-Rezeptor und RECA-1
angefertigten Praparate erfolgte durch Aufhahme auf SchwarzweiB3-Film und Anfertigung von Abziigen.
Als Fluorochrome dienten Cy-3 firr die Markierung des 5-HT,4-Rezeptors und FITC fiir die Darstellung
von RECA-1. Pro Ganglion und Doppelmarkierung wurden ebenso sechs Aufnahmen, von denen sich
jeweils zwei auf jeden Pol und das Zentrum des Ganglions verteilten, an beliebigen Stellen des jeweiligen

Schnittes angefertigt.

C) Anfertigung der Diapositive

Von repréasentativen Stellen aller Praparate wurden zusétzlich Diapositive in Doppelbelichtung angefer-
tigt, ebenso wurden Aufnahmen der

5. Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und  Vimentin
auf diese Weise angefertigt. Zu diesem Zweck wurden weitere Préparate der genannten Doppelmarkie-

rungen hergestellt, um den Fluorochrom AMCA durch das hierfiir aus aufhahmetechnischen Griinden
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besser geeignete FITC zu ersetzen. Es wurde fiir die Belichtung mit FITC die korrekte Filterkombination
gewdhlt, fiir Cy-3 jedoch der Texas-Rot-Filter, um ein reines Griin und Rot zu erhalten; so erscheint eine

Farbmischung zu gleichen Teilen in reinem Gelb.

2.2.4.4 Montage eines Referenzmafistabs

A) Montage des Referenzmaf3stabs auf die Mikrofotografien

Es ist zur weiteren Auswertung der Bilder notwendig, einen genauen Objektmikrometer zu montieren.
Hierzu wurden Aufnahmen eines positiven Objektmikrometers der Firma Leitz, Wetzlar, in allen zur An-
wendung kommenden VergroBBerungen angefertigt. Die auf Fotopapier abgezogenen Positive wurden
digitalisiert und am Rechner ein entsprechender transparenter Mal3stab erstellt. Bei der Anfertigung der
Papierabziige wurden die entsprechenden Mal3stiabe im Kontaktverfahren [Martin 1977] mitbelichtet, und
zwar unter dem Anpressdruck einer Fithrung, um geometrische Verzeichnungen zu vermeiden.

Der genannte Objektmikrometer wurde auch auf Dia aufgenommen, um fiir die Farbdiapositive und deren

Abziige einen Malf3stab zu erhalten.

B) Montage des Referenzmaf3stabs auf die Digitalbilder

Der positive Objektmikrometer der Firma Leitz, Wetzlar, wurde digitalisiert und diente im Programm
Scion Image zur Kalibrierung fiir die halbautomatische Vermessung der Digitalbilder der Préparate. So-
wohl die Digitalbilder als auch der Maf3stab blieben wihrend der Bearbeitung in Adobe Photoshop stets in

der urspriinglichen Auflosung zum Ausschluss von Artefakten der elektronischen Verarbeitung erhalten.

2.2.5 Auswertung

2.2.5.1 Auswertung der Bildpaare der Doppelmarkierung von Serotonin und GluT-1
A) Bildvermessung

Zur Auswertung kamen alle aufgenommenen Gewebeschnitte. Es wurde auf den Abziigen jeweils der
geringste Abstand zwischen

a) der serotoninpositiven Mastzelle und dem GluT-1-positiven Perineurium

b) der serotoninpositiven Mastzelle und dem GluT-1-positiven Gefil3
gemessen. Messpunkte waren der dul3ere Umfang der Mastzelle und des Gefdl3es. Als Referenz diente der
jeweils auf den Abzug mitbelichtete Mal3stab. Fiir die Messung a) wurden alle Mastzellen, fiir die Mes-

sung b) die Mastzellen mit maximal 70 pm Distanz zum néchsten GluT-1-positiven Gefil3 registriert.
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B) Quantitative Auswertung

Alle gemessenen Daten wurden in die Tabellenkalkulation Microsoft Excel 97 eingegeben und dort in
speziell programmierten Formularen weiterverarbeitet. Die gemessenen Abstédnde zwischen der Mastzelle
und dem GluT-1-positiven Perineurium wurden in Klassen mit einem Intervall von 20 um eingeteilt und
die Haufigkeit der jeweiligen Abstande bestimmt. Weiterhin wurde die Lage der serotoninpositiven Mast-
zelle nach den Kiriterien ,,innerhalb® und ,,auflerhalb® des Ganglions beschrieben. Die gemessenen Ab-
stinde zwischen der Mastzelle und dem nachsten GluT-1-positiven Gefa3 wurden in Klassen mit einem
Intervall von 10 pm eingeteilt, in denen die Haufigkeit an Mastzellen einer jeweiligen Klasse registriert
wurde.

Zur statistischen Auswertung wurden alle Daten in das Statistikprogramm SPSS 10.0 importiert .

Die gesamte Auswertung erfolgte getrennt nach Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum so-
wie nach Etagen der longitudinalen Ganglienachse, um die topographische Verteilung der Mastzellen und

des GluT-1 erfassen zu konnen.

C) Nullhypothesen

Hintergrund: Es soll tiberpriift werden, ob zwischen den Mastzellen und dem Perineurium ein topographi-
scher Bezug besteht, d.h. ob die Anzahl der Mastzellen in unmittelbarer Nahe des Perineuriums grof3er ist
als in entfernteren Bereichen. Auferdem ist von Interesse, ob die in geringer Entfernung vom Perineurium
gelegenen Mastzellen nach intra- und extragangliondr eine vergleichbare Verteilung aufweisen. Unter-
sucht werden soll auch, ob in der Verteilung der Mastzellen im Bereich des Perineuriums ein Unterschied

zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum besteht.

Es wurden die folgenden Nullhypothesen formuliert:

—  Die Anzahl der Mastzellen in einem Abstand von maximal 20 um zum Perineurium entstammt
derselben Grundgesamtheit wie die Anzahl der Mastzellen, die jeweils zwischen 21 pm und 50 pm
nach intra- und extraganglionér vom Perineurium entfernt liegen.

—  Die Anzahl der intraganglionér gelegenen Mastzellen einer Distanz von 21 um bis 50 um vom
Perineurium entstammt derselben Grundgesamtheit wie die Anzahl der extraganglionér gelegenen
Mastzellen einer Distanz von 21 pm bis 50 pm vom Perineurium.

—  Die Anzahl der Mastzellen in einem Abstand von maximal 20 um zum Perineurium entstammt
beim Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum derselben Grundgesamtheit; die Anzah-

len der intra- und extraganglionar gelegenen Mastzellen, die eine Distanz von 21 pm bis 50 um
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vom Perineurium einnehmen, entstammt beim Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum

jeweils derselben Grundgesamtheit.

2.2.5.2 Auswertung der Bildpaare der Doppelmarkierung von Serotonin und RECA-1

A) Bildvermessung

Zur Auswertung kamen alle aufgenommenen Gewebeschnitte. Folgende Parameter wurden direkt auf den
Abziigen vermessen:
a) kirzester Abstand der RECA-1-positiven Gefil3e untereinander
b) kiirzester Abstand zwischen der serotoninpositiven Mastzelle und dem niachsten RECA-1-
positiven Gefil3
¢) Durchmesser des der serotoninpositiven Mastzelle nachstgelegenen RECA-1-positiven Gefal3es,
sofern der Abstand zwischen Mastzelle und diesem Gefal3 hochstens 20 pm betrégt
d) Durchmesser der serotoninpositiven Mastzelle
Gemessen wurde jeweils vom dufleren Umfang von Mastzelle und Gefal3. Der jeweils auf die Abziige
mitbelichtete Mafstab diente als Referenz. Auerdem wurden die innerhalb und auferhalb des jeweiligen

Ganglions liegenden Mastzellen registriert.
B) Quantitative Auswertung

Alle gemessenen Daten wurden in die Tabellenkalkulation Microsoft Excel 97 eingegeben und dort in
speziell programmierten Formularen weiterverarbeitet. Die gemessenen Abstiande zwischen den RECA-
1-positiven Gefidfen sowie zwischen der serotoninpositiven Mastzelle und dem RECA-1-positiven Gefal3
wurden in Klassen mit einem Intervall von 5 um eingeteilt und die Haufigkeit der jeweiligen Abstinde
bestimmt. Die Durchmesser der serotoninpositiven Mastzelle und des der Mastzelle nachstgelegenen,
RECA-1-positiven Gefal3es wurden in Klassen mit einem Intervall von 5 pm eingeteilt, in denen die Hau-
figkeit der jeweiligen Durchmesser registriert wurde.
Aus den gemessenen Grof3en wurden rechnerisch ermittelt:
a) Das Verhéltnis des Abstands der Mastzelle zum RECA-1-positiven Gefal3 zu dem Durchmesser
der Mastzelle.
b) Das Verhiltnis des tatsachlichen Abstands zwischen Mastzelle und Gefd3 zu dem maximal
moglichen Abstand zwischen beiden.
c¢) Das Verhéltnis des tatsdchlichen Abstands zwischen Mastzelle und Gefal3 zu dem halbmaxima-

len Abstand zwischen beiden.
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Da alle Messungen den Umfang der Mastzelle als Bezugspunkt hatten, musste fiir eine korrekte Berech-
nung der Punkte b) und c¢) der Durchmesser der Mastzelle berticksichtigt werden. Hierbei wurde vom
durchschnittlichen GefiBBabstand der Durchmesser der Mastzelle subtrahiert und diese Differenz halbiert
bzw. geviertelt, um den maximalen bzw. halbmaximalen Abstand zwischen dem jeweiligen duf3eren Um-
fang der Mastzelle und des Gefal3es zu erhalten. Von der unter a) bis c) beschriebenen Auswertung wur-
den die extragangliondren Mastzellen ausgeschlossen.

Zur statistischen Auswertung und Testung von moglichen Zusammenhéngen wurden alle Daten in das
Statistikprogramm SPSS 10.0 importiert und dort weiterverarbeitet.

Die gesamte Auswertung erfolgte getrennt nach Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum und

unter Berticksichtigung der longitudinalen Ganglienachse.
C) Weitere Auswertung der Bilder

Es wurde zusétzlich zum Durchmesser des der Mastzelle nachstgelegenen Gefal3es, sofern der Abstand
zwischen Mastzelle und diesem Gefal3 hochstens 20 pm betrug, dessen Wandstruktur zur Identifizierung

beurteilt.

D) Nullhypothesen

Hintergrund: Es soll uiberprift werden, ob die Mastzellen sich gehauft in der Néhe von Blutgefif3en be-
finden, d.h. die gemessene Distanz zwischen Mastzelle und Gefal3 unterscheidet sich von der erwarteten
Distanz bei diesbeziiglich zufilliger Verteilung der Mastzelle und noch mehr vom maximal moglichen
Abstand zu einem Gefal3.

Untersucht werden soll auch, ob bei den Abstinden der Mastzelle zum Gefil3 und den GefiaBBabstinden

selbst Unterschiede zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum bestehen.

Es wurden die folgenden Nullhypothesen formuliert:
—  Die Grundgesamtheiten der Absténde zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefal3 und
- der maximal moglichen Abstande zwischen Mastzelle und RECA-1-pos. Gefal3,
- der halbmaximalen Absténde zwischen Mastzelle und RECA-1-pos. Gefil3 sowie
- der Abstédnde der RECA-1-positiven Gefil3e untereinander
unterscheiden sich nicht.
—  Die Grundgesamtheiten der Abstinde zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefal3 sowie die
Abstande der RECA-1-positiven Gefdl3e untereinander unterscheiden sich zwischen Ganglion cer-

vicale superius und Ganglion stellatum nicht.
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2.2.5.3 Auszahlung der Mastzellen
A) Auszéhlung und Datenverarbeitung

Jedes Ganglion wurde beziiglich der longitudinalen Ganglienachse in drei Etagen eingeteilt, den beiden
Polen sowie dem Zentrum, die jeweils ein Drittel der Ganglienldngsachse betragen. Aus den angefertigten
Aufhahmeprotokollen konnte fiir jede Etage die dort vorgefundene Anzahl an Mastzellen bestimmt wer-
den. Die Auszihlung erfolgte getrennt nach Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum. Die Da-
ten wurden in die Tabellenkalkulation Microsoft Excel 97 eingegeben und dort weiterverarbeitet; die sta-

tistische Testung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 10.0.

B) Nullhypothesen

Hintergrund: Es ist von Interesse, ob ein Unterschied zwischen den Mastzellzahlen dreier gleich grof3er
Etagen in der Ganglienldngsachse, also zwischen dem Zentrum und den beiden Polen des Ganglions,
besteht. Ferner soll auf einen moglichen Unterschied bei der Verteilung der Mastzellen zwischen Gangli-

on cervicale superius und Ganglion stellatum hin untersucht werden.

Es wurden die folgenden Nullhypothesen formuliert:

—  Die Grundgesamtheiten der Mastzellzahlen dreier gleich groBBer Etagen der longitudinalen Gang-
lienachse unterscheiden sich untereinander nicht.

—  Die Grundgesamtheiten der Mastzellzahlen dreier gleich groB3er Etagen der longitudinalen Gang-

lienachse unterscheiden sich zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht.

2.2.5.4 Auswertung der Bildpaare der Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und VAChT
bzw. von 5-HTs-Rezeptor und Synaptophysin

A) Bildverarbeitung

Die digitalisierten Bildpaare wurden im Programm Adobe Photoshop 5.0 in Graustufenbilder umgewan-
delt, invertiert, und anschliefend wurde ein individueller Schwellenwert gesetzt, der zwischen positiven
und negativen Bildelementen beziiglich Vorkommen des markierten Antigens separiert. Diese binédren
Schwarzwei3bilder wurden im Graustufenmodus belassen, die nun schwarz geféarbten, positiven Bildfla-
chen mit einem Grauton mittlerer Helligkeit eingefarbt und in transparenter Form mit Hilfe zweier Ebenen
tibereinandergelegt. Durch positive Multiplikation dieser beiden Ebenen miteinander stellten sich alle

Uberschneidungsflichen der beiden Bilder in einem sehr viel dunkleren Grauton dar. Das Bildpaar wurde
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auf eine Hintergrundebene reduziert, anschlieBend wurden die dunkelgrauen tiberlappenden Bereiche
mittels Setzen eines Schwellenwerts vom Rest des Bildes getrennt, umgewandelt in ein bindres Schwarz-

weil3bild und gespeichert.

B) Bildvermessung

Es existierten jetzt drei Schwarzweif3bilder: Jeweils ein invertiertes Bild der positiven Fluoreszenzbereiche
der Darstellung von Rezeptor und Synapse und ein Bild deren Uberschneidung. Die anschlieBende Ver-
messung erfolgte mit Hilfe des Programmes Scion Image, das mittels eines auf gleiche Weise fotografier-
ten Objektmikrometers kalibriert wurde. Hierbei erfolgte die Messung der positiven Flachen (in um?)
jedes Bildes, d.h. Gesamtfliche von Rezeptoren, Synapsen und deren Schnittfliche, und das Zahlen der
mittels des jeweiligen Antikorpers dargestellten punktférmigen Synapsen.

C) Quantitative Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden in die Tabellenkalkulation Microsoft Excel 97 importiert. Mit Hilfe eines
fir diesen Zweck programmierten Formulars wurden aus den gemessenen Parametern

- Gesamtfliache der VAChT- bzw. Synaptophysin-positiven Synapsen

- Gesamtflache der 5-HTs-Rezeptor-tragenden Strukturen

- Schnittflache der 5S-HTs-Rezeptoren mit den Synapsen

- Anzahl der Synapsen
und der festen Grof3e der

- Gesamtbildflache
folgende Werte rechnerisch bestimmt:

- Verhiltnis der Uberschneidungsflidche, bezogen auf die Synapsenfliche

- Verhiltnis der Uberschneidungsfliiche, bezogen auf die Serotoninrezeptorenfliiche

- Verhiltnis der Synapsengesamtflache zur Rezeptorengesamtflache

- Flache einer einzelnen Synapse

- rechnerische Anzahl der Synapsen, die sich mit 5-HT3-Rezeptoren schneiden, und deren

Anteil an der Gesamtzahl der Synapsen

- Verhiltnis der Gesamtflache der Synapsen zur Gesamtbildflache

- Verhiltnis der Gesamtflache der 5S-HTs-Rezeptoren zur Gesamtbildflache
Diese beschriebene Auswertung erfolgte getrennt nach Ganglion cervicale superius und Ganglion stella-
tum und nach der longitudinalen Ganglienachse, um mogliche topographische Differenzen erfassen zu

konnen.
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D) Nullhypothesen:

Hintergrund: Untersucht werden soll, ob sich durch immunhistochemische Markierung des VAChT und
von Synaptophysin im Gewebeschnitt jeweils gleiche Synapsengesamtflichen detektieren lassen, d.h. die
Aquivalenz beider Markierungen soll getestet werden. Da die Daten jeweils aus Doppelmarkierungen des
VAChHT bzw. von Synaptophysin zusammen mit dem 5-HT3-Rezeptor gewonnen werden, kann durch
Vergleich der Serotoninrezeptorflichen jeder Doppelmarkierung auch die Giite speziell dieser Immun-
histochemie gepriift werden. Wichtig ist die Uberpriifung, ob sich die Fliche der Kolokalisation von Sy-
napsen und 5-HT3-Rezeptoren von der Synapsenfliche unterscheidet. Ferner soll auf einen moglichen
Unterschied der Synapsenfliche, 5-HT3-Rezeptorenfliche und deren Uberschneidungsfliche in der Gang-

lienldngsachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum untersucht werden.

Es wurden die folgenden Nullhypothesen formuliert:

—  Die Grundgesamtheiten der Messparameter Synapsenfliche, 5-HTs-Rezeptorenfliche und deren
Uberschneidungsflidche unterscheiden sich jeweils bei der immunhistochemischen Synapsendarstel-
lung durch Markierung von VAChT und Synaptophysin nicht.

—  Die Grundgesamtheiten der Synapsenfliche und der Uberschneidungsfliche zwischen Synapsen
und 5-HT3-Rezeptoren unterscheiden sich nicht.

—  Die Grundgesamtheiten der Messparameter Synapsenfliche, 5-HTs-Rezeptorenfliche und deren
Uberschneidungsflidche unterscheiden sich tiber drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse so-

wie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht.

2.2.5.5 Auswertung der Bildpaare der Doppelmarkierung von 5-HTs-Rezeptor und PGP 9.5
A) Bildverarbeitung

Im Programm Adobe Photoshop 5.0 wurden die digitalisierten SchwarzweiB3-Bildpaare in Graustufenbil-
der konvertiert und anschlieSend invertiert. Die Trennung zwischen positiven und negativen Bildelemen-
ten beziiglich des markierten Antigens erfolgte durch Setzen eines individuellen Schwellenwertes. Die so
entstandenen biniiren Schwarzweibilder wurden fiir die weitere Verarbeitung zwischengespeichert. Uber
die Darstellung der durch PGP 9.5 markierten Neurone wurde eine zweite Ebene gelegt und in dieser alle
Perikaryen durch Nachzeichnen und Ausfiillen separat dargestellt und gespeichert. Im néchsten Schritt
wurde das Differenzbild dieser beiden Ebenen, also die selektive Darstellung aller Dendriten und Axone
der Neurone, erzeugt und gespeichert. Jetzt wurde die gespeicherte Darstellung der 5-HTs-Rezeptoren als
Hintergrund geladen und wiederum eine zweite Ebene angelegt. In die Vordergrundsebene wurden

zwecks Schnittbilderstellung die Darstellung der Perikaryen und das Bild der Axone und Dendriten einge-
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fugt. Fur beide Falle wurde auf gleiche Art weiterverfahren: Alle schwarzen Flachen dieser drei Bilder
wurden in einem Grauton mittlerer Helligkeit ausgefuillt. Durch positive Multiplikation dieser beiden Ebe-
nen miteinander stellten sich alle Schnittflichen der beiden Bilder in einem sehr viel dunkleren Grauton
dar. Das Bildpaar wurde auf eine Hintergrundebene reduziert, anschlieBend wurden die dunkelgrauen
tiberlappenden Bereiche mittels Setzen eines Schwellenwerts vom Rest des Bildes getrennt, umgewandelt

in ein bindres Schwarzweissbild und gespeichert.

B) Bildvermessung

Es lagen nun folgende fuinf Bilder vor: Je ein invertiertes bindres Schwarzweif3bild der 5-HT3-Rezeptoren
und der PGP 9.5-positiven Perikaryen und Axone bzw. Dendriten der Neurone sowie jeweils ein Schnitt-
bild der 5-HTs-Rezeptoren mit den Perikaryen und den Axonen bzw. Dendriten. Die Vermessung dieser
Bilder erfolgte mit dem Programm Scion Image, das mit einem auf gleiche Weise wie die Bilder fotogra-
fierten Objektmikrometer kalibriert wurde. Bei der nun folgenden Messung der positiven Flachen wurden
die Gesamtflichen der 5-HTs-Rezeptoren, der Perikaryen, der Axone bzw. Dendriten und der Uber-
schneidung der Perikaryen bzw. der Axone bzw. Dendriten mit den 5-HT3-Rezeptoren bestimmt. Des
weiteren wurde die Gesamtzahl der Neurone, der 5-HT3-Rezeptor-positiven Neurone, und Neurone, die

den Serotoninrezeptor innerhalb des Zytoplasmas aufwiesen, ausgezéhilt.

C) Quantitative Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden in die Tabellenkalkulation Microsoft Excel 97 importiert. In einem spe-
ziell hierfuir programmierten Formular wurden aus den gemessenen Parametern

- Gesamtfliache der Perikaryen

- Gesamtflache der Axone bzw. Dendriten

- Gesamtflache der 5-HT3-Rezptoren

- Uberschneidungsfliche der 5-HT;-Rezeptoren mit den Perikaryen

- Uberschneidungsflidche der 5-HT;-Rezeptoren mit den Axonen bzw.

Dendriten

- Anzahl der PGP 9.5 positiven Neurone

- Anzahl der 5-HT3-Rezeptor-positiven Neurone

- Anzahl der Neurone mit 5S-HT3-Rezeptoren innerhalb des Zytoplasmas
und der festen Grof3e der

- Gesamtbildflache
folgende Werte rechnerisch bestimmt:

- Gesamtflache der Neurone
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- Uberschneidungsfliche der 5-HT;-Rezeptoren mit den Neuronen

- Verhiiltnis der Uberschneidungsfliiche der 5-HTs-Rezeptoren mit den
Neuronen zur Neuronengesamtflache

- Verhiiltnis der Uberschneidungsfliiche der 5-HTs-Rezeptoren mit den
Perikaryen zur Perikaryengesamtflache

- Verhiiltnis der Uberschneidungsfliiche der 5-HTs-Rezeptoren mit den
Axonen bzw. Dendriten zur Axon- /Dendritengesamtflache

- Verhiiltnis der Uberschneidungsfliiche der 5-HTs-Rezeptoren mit den
Perikaryen zur Rezeptorengesamtfldche

- Verhiiltnis der Uberschneidungsfliiche der 5-HTs-Rezeptoren mit den
Axonen bzw. Dendriten zur Rezeptorengesamtfliache

- Anteil der 5-HT3-Rezeptoren an der Gesamtbildflache

- Anteil der Neurone an der Gesamtbildfldche

- Anteil der Perikaryen an der Neuronenfldche

- Anteil von Axonen bzw. Dendriten an der Neuronenfldche

- Verhiltnis der 5-HT3-Rezeptorenflidche an den Perikaryen zu der
Rezeptorenflache an den Axonen bzw. Dendriten

- Anteil der 5-HT3-Rezeptor-positiven Neurone

- Anteil der 5-HT3-Rezeptor-positiven Neurone mit Rezeptoren im Zytoplasma

Diese beschriebene Auswertung erfolgte wiederum getrennt nach Ganglion cervicale superius und Gang-

lion stellatum sowie nach der longitudinalen Ganglienachse.

D) Nullhypothesen:

Hintergrund: Es soll auf einen moglichen Unterschied der der Messparameter , Flache der Neurone®,
Uber-

schneidungsfliachen der 5-HT3-Rezeptoren mit Neuronen, mit Perikaryen und mit Axonen und Dendriten*

,,Flache der Perikaryen®, , Fliche der Axone und Dendriten®, , Flache der 5-HTs-Rezeptoren®

2 9 2 9 2 2

in der Ganglienlédngsachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum hin unter-

sucht werden.

Es wurde die folgende Nullhypothese formuliert:

—  Die Grundgesamtheiten der Messparameter , Fliche der Neurone*, , Flache der Perikaryen‘

2 9 2 9

Fla-
Uberschneidungsflichen der 5-

2 2

che der Axone und Dendriten”, , Flache der 5-HT3-Rezeptoren*

HT3-Rezeptoren mit Neuronen, mit Perikaryen und mit Axonen und Dendriten” unterscheiden sich
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tiber drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und

Ganglion stellatum nicht.

2.2.5.6 Auswertung der Bildpaare der Doppelmarkierung von 5-HT-x-Rezeptor und RECA-1

A) Bildauswertung

Es wurde auf allen Bildpaaren die Gesamtzahl der RECA-1-positiven und der 5-HT,a-Rezeptor-positiven
GefiB3e ausgezahlt; dabei wurde der AuBendurchmesser aller jeweils markierten Gefil3e gemessen. Au-
Berdem wurde die Anzahl der 5-HTa-positiven Gefal3e registriert, deren Umfang zu mehr als der Halfte

von 5-HT,x-Rezeptoren ausgekleidet ist.

B) Quantitative Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden in die Tabellenkalkulation Microsoft Excel 97 eingegeben. Zusétzlich
wurden das zahlenmaBige
- Verhiltnis zwischen den 5-HT,s-Rezeptor-positiven und den RECA-1-positiven Gefil3en und
- Verhiltnis zwischen Gefil3en, deren Umfang mehr als zur Halfte mit 5-HT,-Rezeptoren be-
setzt war, und der Zahl der 5-HT,s-Rezeptor-positiven Gefil3e
bestimmt.
Des weiteren wurden sowohl die RECA-1-positiven als auch die 5-HT»s-Rezeptor-positiven Gefil3e nach
threm Durchmesser zehn Kaliberklassen von 0-100 um mit jeweils 10 pm Intervall zugeordnet und somit
die Haufigkeit bestimmter Gefi3durchmesser jeder Markierung bestimmt.
Alle genannten Auswertungen erfolgten getrennt nach Ganglion cervicale superius und Ganglion stella-

tum und nach der longitudinalen Ganglienachse.

C) Nullhypothesen:

Hintergrund: Verglichen werden soll der Anteil der 5-HT,a-Rezeptor-positiven Gefal3e an den RECA-1-
positiven bei unterschiedlichem GetiaB3kaliber, ebenso soll eine mogliche Korrelation zwischen dem Anteil
5-HT,s-Rezeptor-tragender Gefifle der Grofe des Gefalkalibers tiberpriift werden. Ferner soll auf einen
moglichen Unterschied der Anzahl der RECA-1- und 5-HT,s-Rezeptor-positiver Gefil3e in der Ganglien-

langsachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum hin untersucht werden.
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Es wurden die folgenden Nullhypothesen formuliert:

—  Die Grundgesamtheiten der Anteile 5-HT»s-Rezeptor-positiver Gefille an den RECA-1-positiven
Gefalen unterscheiden sich zwischen unterschiedlichen GeféaBBkaliberklassen nicht.

—  Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen der Grof3e des Gefél3kalibers und dem Anteil 5-
HT,a-Rezeptor-positiver Gefalle.

—  Die Grundgesamtheiten der Messparameter Anzahl der RECA-1- und 5-HT,s-Rezeptor-positiven
GefiBBe unterscheiden sich iiber drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen

Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht.

2.2.6 Statistische Testverfahren

Aufgrund der Unkenntnis der Verteilung der Grundgesamtheiten der jeweiligen Stichproben kamen fuir
die Testung der Hypothesen nur verteilungsfreie, nichtparametrische Priifverfahren in Betracht. Fiir den
Vergleich, ob zwei Stichproben der Messwerte aus derselben Grundgesamtheit stammen, wurde der
Mann-Whitney-Test, fiir den Vergleich, ob drei Stichproben der Messwerte aus derselben Grundgesamt-
heit stammen, der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Fur die Untersuchung einer moglichen Korrelation (s.
2.2.5.6) zwischen einer Rangreihe X (Gefalkaliberklassen) und einem dichotomen Merkmal Y (5-HT,-
Rezeptorbesatz) fand die biseriale Rangkorrelation [Bortz und Lienert 1998] Verwendung; der sich hier-
aus ergebende rho-analoge Korrelationskoeffizient wurde mit Hilfe des U-Testes auf Signifikanz tiber-

priift [Bortz und Lienert 1998]. Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgesetzt.

2.2.7 Rezepturen der verwendeten Lésungen

2.2.7.1 Chromgelatinierte Objekttrager

5 g Gelatine werden in 1 1 Wasser gelost und auf 35 °C erwarmt. Danach werden 0,5 g Chromalaun hin-
zugegeben und auf 40 °C weiter erwarmt. Die nun blaugriine Losung wird im Wasserbad auf 15-20 °C
abgekiihlt und mit einem Faltenfilter filtriert. Die autoklavierten Objekttrager werden nun fur 10 Minuten
eingetaucht und tiber Nacht bei 37 °C im Trockenschrank getrocknet.

2.2.7.2 Phosphatpuffer, 0,2 M

Stammlosung A: 31,2 gl Natriumdihydrogenphosphat  NaH,PO4 x 2 H,O

Stammlosung B: 356 gl Dinatriumhydrogenphosphat ~ Na,HPO, x 2 H,O

230 ml von Stammlésung A werden mit 770 ml der Stammlosung B gemischt, danach wird der pH auf

7,4 eingestellt.
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2.2.7.3 Vorspillosung nach Forssmann et al. [1977]
25 g PVP (Polyvinylpyrrolidon, MG 40.000)
9 g NaCl
5 g Procainhydrochlorid
1000 ml Aqua dest.
Der pH wird auf 7,4 eingestellt, anschlieBend eine Membranfiltration bei einer Porengrof3e von 0,6-3 pm

durchgefiihrt. Unmittelbar vor der Perfusion werden der Vorspiillosung 2 ml Heparin zugegeben.

2.2.7.4 Fixationslésung nhach Zamboni et al. [1967]
50ml Formalinlosung, 37%ig
150 ml Pikrinséure (gesattigte Losung)
500 ml 0,2 M Phosphatpufter ad 1000ml  Aqua dest.

2.2.7.5 PBS (phosphate-buffered saline) und PBS mit doppeltem Salzgehalt
Stammlosung A: 31,2 ¢l Natriumdihydrogenphosphat  NaH,PO4 x 2 H,O
Stammlosung B: 356 gl Dinatriumhydrogenphosphat ~ Na,HPO, x 2 H,O

28,75 ml von Losung A werden mit 96,2 ml von Losung B gemischt, danach werden 22,4 g Kochsalz
(NaCl) zugegeben. Fiir PBS mit doppeltem Salzgehalt gibt man 44,8 g Kochsalz hinzu. Zuletzt wird auf
5000 ml mit Aqua dest. aufgefiillt und der pH auf 7,4 eingestellt.

2.2.7.6 Prainkubationslosung

In PBS werden gelost: 10% NSS (normales Schweineserum)
0,5% Tween 20
0,1% BSA (bovine serum albumin)

2.2.7.7 Carbonatgepufferte Glycerollésung

Losung A: 53 g/l Natriumcarbonat Na,CO;

Losung B: 42 g/l Natriumhydrogencarbonat NaHCO;

Losung C: wasserfreies Glycerol

Losung B wird mit Hilfe von Losung A auf einen pH von 8,6 eingestellt, danach auf einen Teil dieser

Pufferlosung zwei Teile Glycerol gegeben.

48



3 Ergebnisse

3.1 Befunde der Versuchsreihe A

3.1.1 Darstellung von Serotonin

Der Antikorper gegen Serotonin markiert in allen Gewebeschnitten ausschlieSlich rund-ovale, solitére
Zellen (vgl. Abb. 3.1); an Neuronen, Glia und Gefél3en ist keine Serotonin-Immunreaktivitit nachweisbar.
Im Zytoplasma der serotoninpositiven Zellen zeigen sich feine Granula mit intensiver Fluoreszenz. Diese
fluoreszierenden Granula tiberstrahlen sich teilweise gegenseitig und besitzen eine Grof3e von weniger als
1 um. Sie sind oft nicht einzeln zu erkennen und imponieren durch eine homogen erscheinende Fluores-
zenz von wenigen Mikrometern GroB3e im Bereich des Zytoplasmas. Ein Anschnitt des Kernes der sero-
toninpositiven Zellen bleibt weitgehend fluoreszenzfrei; liegen serotoninpositive Granula oberhalb oder
unterhalb des Kernanschnittes, so wird auch er iiberstrahlt und erscheint einheitlich serotoninpositiv, ohne
dass sich seine Konturen oder ein Nucleolus erkennen lassen.

Die Verteilung der serotoninpositiven Zellen erweist sich topographisch als homogen und tibereinstim-

mend zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum.

Abb. 3.1: Immunfluoreszenz: Markierung von Serotonin, Ganglion cervicale superius der Ratte.
Zu sehen ist Serotonin-Immunreaktivitat einer rund-ovalen Zelle von ca. 12 um Durchmesser (Pfeil).
Intensive Fluoreszenz findet sich granular innerhalb des Zytoplasmas; der Kern (Pfeilspitze) bleibt fluo-

reszenzfrei.
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3.1.2 Darstellung des GluT-1

Immunreaktivitat gegen den GluT-1 lasst sich an Gefal3en und am Perineurium nachweisen. Das GluT-1-
positive Perineurium stellt sich als geschlossene, bandformige Begrenzung des Ganglions mit zum Teil
fibrillarer Struktur dar (vgl. Abb. 3.4); seine Dicke betrdgt etwa 10 um. Das im Praparat unversehrte Peri-
neurium tragt den GluT-1 liickenlos. Es fallen bei der immunhistochemischen Darstellung keine regiona-
len Differenzen sowie keine Unterschiede zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum
auf.

GluT-1-Immunreaktivitit lasst sich an vielen Gefdl3en nachweisen; bei geringer VergroBerung stellt sich
die Verteilung der GluT-1-positiven Gefal3e inhomogen dar (vgl. Abb. 3.2). Ohne erkennbare Regelméa-
Bigkeit zeigen sich Regionen, in denen sich deutlich weniger Glut-1-positive Gefal3e finden als in anderen
Gebieten. Eine Verteilung der GluT-1-positiven Gefil3e zugunsten des Zentrums oder der Peripherie eines
Ganglienquerschnittes lasst sich nicht feststellen; ebenfalls zeigt das Vorkommen dieser Gefél3e beziiglich

der longitudinalen Ganglienachse trotz der erwahnten Inhomogenitaten ein gleichméafiges Bild.

Abb. 3.2: Immunfluoreszenz: Markierung des GluT-1, Ganglion stellatum der Ratte im Langsschnitt. Es
finden sich Regionen mit geringerer Anzahl GluT-1-positiver Gefa3e (Sterne) und solche mit hoherer
Anzahl GluT-1-positiver Gefi3e. Man beachte ferner die im Schnitt liickenlose Einscheidung des Gangli-

on stellatum in GluT-1-positives Perineurium.

3.1.3 Darstellung von RECA-1

Durch Markierung des Antigens RECA-1 lassen sich selektiv Gefaendothelien darstellen (vgl. Abb. 3.3).
Meist zeigen die positiven Gefdl3e eine einheitliche, bandformige RECA-1-Immunreaktivitit, einige je-
doch wurden in der Mitte ihrer Langsachse oder quer geschnitten, so dass in der Immunfluoreszenz zwei
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parallel verlaufende Endothelwandungen oder ein kreisformiger Querschnitt zu erkennen sind. Das Gros
der vorhandenen RECA-1-positiven Gefif3e hat ein Kaliber bis maximal 30 pm; mit zunehmenden Ge-
faBdurchmesser sinkt auch die Wahrscheinlichkeit, ein solches Gefidl3 in den untersuchten Ganglien anzu-
treffen. Die RECA-1-positiven Gefdl3e sind sehr gleichméfig in den Ganglien verteilt; das trifft sowohl fur
einen Langs- als auch fiir einen Querschnitt zu. Ein Unterschied in der Verteilung der RECA-1-positiven
GefiBBe beziiglich der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und
Ganglion stellatum ist nicht feststellbar. In Ubereinstimmung mit Forssmann [1964] fillt jedoch die Ori-

entierung der meisten Gefil3e parallel zur longitudinalen Ganglienachse auf.

Abb. 3.3: Immunfluoreszenz: Markierung von RECA-1, Ganglion stellatum der Ratte im Langsschnitt.
Man erkennt viele RECA-1-positive Gefifle mit einem Durchmesser von etwa 10 um; sie scheinen

gleichméafig im Ganglion verteilt zu sein.

3.1.4 Doppelmarkierung von Serotonin und GluT-1

Die serotoninpositiven Mastzellen zeigen eine auffallende Anhaufung im Bereich des GluT-1-positiven
Perineuriums (vgl. Abb. 3.4 und 3.5), sowohl von extra- als auch von intraganglionér. Ein geringer Teil
der immunhistochemisch dargestellten Mastzellen befindet sich sogar unmittelbar im Perineurium. Ande-
rerseits lassen sich intragangliondr Mastzellen markieren, die sich in ihrer Lage nicht am Perineurium
orientieren. Einige von ihnen findet man in der Niahe von GluT-1-positiven Gefif3en. Diese Befunde er-
weisen sich als topographisch homogen und zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stella-

tum als Uibereinstimmend.
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Abb. 3.4: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung von GluT-1 (FITC, griin) und von Serotonin (Cy-3,
rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Die rote, serotoninpositive Mastzelle (Pfeil) befindet sich un-

mittelbar am griinen, GluT-1-positiven Perineurium (Pfeilspitzen). Man beachte ferner den schichtenwei-

sen Aufbau des Perineuriums.

Abb. 3.5: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung von GluT-1 (FITC, griin) und von Serotonin (Cy-3,
rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Zu sehen sind zwei rote, serotoninpositive Mastzellen (Pfeile).
Eine befindet sich etwa 10 um vom griinen, GluT-1-positiven Perineurium (Pfeilspitzen) entfernt; die

andere Mastzelle befindet sich intraganglionér; ein topographischer Bezug zu einer GluT-1-positiven

Struktur kann nicht hergestellt werden.
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3.1.5 Doppelmarkierung von Serotonin und RECA-1

Es fillt eine deutliche Anndherung der intragangliondr gelegenen, serotoninpositiven Mastzellen an
RECA-1-positive Gefal3e auf (vgl. Abb. 3.6). Betrachtet man mehrere markierte Gefdf3e mitsamt einer
serotoninpositiven Mastzelle, so findet sich haufig die Mastzelle in unmittelbarer Gefal3ndhe. Die topo-
graphische Annidherung der immunhistochemisch dargestellten Mastzelle an die RECA-1-positiven Gefa-
3e unterscheidet sich weder regional, noch in der Ganglienldngsachse, noch zwischen Ganglion cervicale

superius und Ganglion stellatum.

Abb. 3.6: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung von RECA-1 (FITC, griin) und von Serotonin (Cy-3,
rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Die rote, serotoninpositive Mastzelle (Pfeil) befindet sich un-

mittelbar an einem RECA-1-positiven Gefal3 (Pfeilspitzen).

3.1.6 Doppelmarkierung von GluT-1 und RECA-1

Es fillt auf, dass sich durch Markierung des Antigens RECA-1 wesentlich mehr Gefal3e darstellen lassen
als durch Markierung des GluT-1 (vgl. Abb. 3.7). Die RECA-1-positiven Gefil3e erweisen sich als homo-
gener verteilt als die GluT-1-positiven. Es existieren ohne erkennbare RegelméaBigkeit Regionen, in denen
sehr viel mehr Gefille RECA-1- als GluT-1-Immunreaktivitit zeigen, an anderer Stelle betrigt das Ver-
haltnis zwischen beiden etwa 1:1. Eine Bevorzugung einer bestimmten Region zugunsten eines hohen
oder niedrigen Anteils GluT-1-positiver Gefil3e kann weder im Querschnitt noch in der Ganglienldngs-
achse gefunden werden; zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum findet sich diesbe-

ziiglich Ubereinstimmung, Insbesondere bei GefiBquerschnitten zeigt sich, dass durch Markierung von
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RECA-1 das Endothel dargestellt wird, der GluT-1 sich jedoch vornehmlich in darumliegenden Schichten
findet, wobei es sich um Teile der Gefdwand oder um perineurale Septen handeln kann, die die Gefil3e
umbhiillen.

100pum

Abb. 3.7: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung des GluT-1 (FITC, griin) und von RECA-1 (Cy-3, rot),
Ganglion cervicale superius der Ratte. Man erkennt viele rote, RECA-1-positive Gefal3e; Kolokalisation
mit dem griin dargestellten GluT-1 fiihrt zur Mischfarbe gelb (Pfeile); dies ist nur bei einem Teil der
RECA-1-positiven Gefil3e der Fall. Intensive GluT-1-Immunreaktivitit findet sich auch am Perineurium
(Pfeilspitzen).
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3.2 Ergebnisse der quantitativen Auswertung: Versuchsreihe A

3.2.1 Mastzelle und Perineurium

Anteil der
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Abb. 3.8: Haufigkeit von Mastzellen in definierten Absténden zum Perineurium. Zu sehen sind die arith-
metischen Mittelwerte mit Vertrauensbereich. Aufgetragen sind Anteile an der Zahl der insgesamt gefun-
denen Mastzellen (N=120). Es zeigt sich eine deutliche Anhdufung von Mastzellen am Perineurium. In
einem Bereich von jeweils 10 pm Entfernung vom Perineurium nach intra- und extraganglionér findet
sich fast ein Viertel aller gefundenen Mastzellen; mit groflerem Abstand vom Perineurium nimmt die Zahl
der Mastzellen zunéchst rasch ab, bleibt dann intra- und extraganglionér ab etwa 50 um Entfernung vom
Perineurium relativ konstant. Weiter als 150 pm vom Perineurium entfernte Mastzellen wurden in die

Graphik nicht aufgenommen.

Im folgenden werden die Ergebnisse der Bildvermessung in Form von Mittelwerten mit Standardabwei-
chung aufgefiihrt (s. Abb. 3.8 sowie Tab. 1 im Anhang).

Von allen immunhistochemisch gefundenen Mastzellen befinden sich 8,3%+9,7% unmittelbar am GluT-
1-positiven Perineurium, auf einen Abstand bis 20 pm nihern sich von extraganglionér 18,4%+16,7%
und von intraganglionér 10,9%+9,3% dem Perineurium an. D.h. innerhalb eines Bereiches von 40 um, in

dessen Mitte sich das markierte Perineurium befindet, liegen insgesamt 37,6%+23,9% aller dargestellten
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Mastzellen. Extraganglionér liegen 17,5%=+5,6% aller serotoninpositiven Mastzellen in mindestens 21 um
Abstand zum GluT-1-positiven Perineurium, intraganglionér entfernen sich 30,0%+5,9% aller gefunde-
nen Mastzellen mindestens 21 um bis maximal 150 um vom Perineurium; die verbleibenden
13,3%+11,5% von der Gesamtzahl der dargestellten Mastzellen findet man mehr als 150 pum vom Peri-
neurium nach intraganglionér entfernt.

Statistisch wurden die folgenden Nullhypothesen gepriift:

a)  Die Anzahl der Mastzellen in einem Abstand von maximal 20 pm zum Perineurium entstammt
derselben Grundgesamtheit wie die Anzahl der Mastzellen, die jeweils zwischen 21 pm und 50 pm
nach intra- und extraganglionér vom Perineurium entfernt liegen.

b)  Die Anzahl der intraganglionir gelegenen Mastzellen einer Distanz von 21 um bis 50 um vom
Perineurium entstammt derselben Grundgesamtheit wie die Anzahl der extraganglionir gelegenen
Mastzellen einer Distanz von 21 pm bis 50 pm vom Perineurium.

c¢)  Die Anzahl der Mastzellen in einem Abstand von maximal 20 pm zum Perineurium entstammt
beim Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum derselben Grundgesamtheit; die Anzah-
len der intra- und extragangliondr gelegenen Mastzellen, die eine Distanz von 21 pm bis 50 um
vom Perineurium einnehmen, entstammt beim Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum

jeweils derselben Grundgesamtheit.

Die Nullhypothesen a) und b) wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests tiberpriift. Die Anzahl der
Mastzellen in einem Abstand von maximal 20 pm zum Perineurium entstammt mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von p<0,05 nicht derselben Grundgesamtheit wie die Anzahl der Mastzellen, die jeweils
zwischen 21 um und 50 pm nach intra- und extragangliondr vom Perineurium entfernt liegen (vgl. Abb.
3.9). Der Unterschied zwischen der Mastzellzahl der vom Perineurium entfernten Klasse und der Zahl der
das Perineurium einschlieBenden Klasse ist jeweils von intra- und extragangliondr statistisch signifikant.
Die Nullhypothese b) einer Ubereinstimmung in der Grundgesamtheit der Mastzellzahlen zwischen den
beiden entfernten Klassen kann mit p=0,8 nicht abgelehnt werden; fiir den Bereich zwischen 21 um und
50 um Abstand vom Perineurium ist die Verteilung der Mastzellen intra- und extraganglionér zahlenma-
BBig nicht signifikant unterschiedlich.

Die Nullhypothese c) wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests tiberpriift und kann nicht verworfen wer-
den; das Signifikanzniveau wird mit p=0,31 nicht unterschritten (vgl. Abb. 3.9). Es findet sich kein statis-

tisch signifikanter Unterschied der drei Parameter zwischen den beiden untersuchten Ganglien.
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i gl. stellatum
intra- superius
anglionar
gang n.s. (p=0,31)
* (p<0,05) Statistischer Test:
’ Mann-Whitney-Test
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ganglionar 7 < Kruskal-Wallis-Test

J

Abb. 3.9: Dargestellt sind die Ergebnisse der statistischen Testung (N=120 Mastzellen insgesamt). Im
Bereich von 20 um Distanz um das Perineurium finden sich signifikant (*) hohere Mastzellzahlen als
intra- und extraganglionir im angrenzenden Bereich von 21-50 um Abstand um das Perineurium; die
beiden Bereiche von 21-50 um um das Perineurium unterscheiden sich in ihrer Mastzellzahl intra- und
extragangliondr nicht signifikant (n.s.). Die Mastzellzahlen der drei genannten Abstandsklassen vom Peri-
neurium unterscheiden sich zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht signifi-

kant (n.s.).

3.2.2 Mastzelle und GluT-1-positives Gefafd

Anteil
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Abstand zwischen Mastzelle und GluT-1-positivem Gefa  [um]

Abb. 3.10: Graphische Darstellung der Abstdnde zwischen Mastzelle und dem jeweils nachsten GluT-1-
positivem Gefil3 (N=25). Aufgetragen sind Anteile an der Anzahl von Mastzellen, die sich in Abstanden
bis maximal 70 um vom néchsten GluT-1-positiven Gefdl3 befinden. Vorrangig nehmen die Mastzellen
Abstande zwischen 1 und 30 pm zum néchsten GluT-1-positiven Gefdl3 ein. Fur eine Boxplotdarstellung
aller Messwerte siehe Abb. 3.14.

57



Registriert wurden alle Mastzellen im Umkreis von maximal 70 um um ein GluT-1-positives Gefil3. Als
durchschnittlicher Abstand zwischen der Mastzelle und dem néchsten GluT-1-positiven Gefal3 finden sich
30 um (vgl. Abb. 3.10 sowie Tab. 2 und 5 im Anhang). Maximal 10 pm weit entfernen sich 27,0% der
Mastzellen von einem GluT-1-positiven Gefal3, 48,6% der Mastzellen liegen hochstens 20 um weit ent-
fernt (vgl. Abb. 10). In einer Entfernung von 21 um bis 40 um zum néchsten GluT-1-positiven Gefal3
finden sich 29,7% der gezdhlten Mastzellen.

3.2.3 Mastzelle und RECA-1-positives Gefafd
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Abb. 3.11: Abstand zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefa3 und zwischen den RECA-1-
positiven Gefal3en untereinander. In der graphischen Darstellung der arithmetischen Mittelwerte mit Ver-
trauensbereich sind Anteile an der Gesamtzahl an Mastzellen bzw. RECA-1-positiven Gefal3en als Hau-
figkeiten definierter Abstandsklassen aufgetragen. Die Mastzellen nehmen groftenteils Abstéinde von 0-
10 um zum nichsten RECA-1-positiven Gefidl3 ein (N=97); die meisten RECA-1-positiven Gefil3e sind
zwischen 46 und 60 um voneinander entfernt (N=130). Fiir eine Boxplotdarstellung aller Messwerte siehe

Abb. 3.14.
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Im folgenden werden die Ergebnisse der Bildvermessung in Form von Mittelwerten mit Standardabwei-
chung aufgefiihrt (vgl. dazu im Anhang Tabelle 2, 3 und 4).

Der durchschnittliche Abstand der RECA-1-positiven Gefal3e untereinander betrdgt 56 pm+8 um; der
durchschnittliche Abstand zwischen serotoninpositiver Mastzelle und dem néchsten RECA-1-positivem
Gefal3 5 um+5 um. Klassifiziert man die Abstidnde dieser beiden Parameter mit einem Intervall von 5 pm,
zeigt sich, dass 64,9%+18,3% der Mastzellen im Umkreis von maximal 30 um Distanz zum néchsten
RECA-1-positiven Gefal3 einen Abstand von O pum bis 5 um zu diesem Gefal3 einnehmen (vgl. Abb. 3.11
sowie Tab. 3 im Anhang). 6 um bis 10 pm weit vom néchsten RECA-1-positiven Gefa3 entfernen sich
26,8% +12,0% der Mastzellen, in einer Distanz von 11 pm bis 20 pm sind die restlichen 8,2% der Mast-
zellen vorzufinden. Im Bereich bis maximal 5 pm Abstand zu einem RECA-1-positiven Gefdl3 finden
sich also 65,0% aller Mastzellen eines Umkreises von 30 pum Radius um ein RECA-1-positives Gefal3.
Bei einem Durchmesser der gefundenen Mastzellen von 11 um+3 um (vgl. Tab. 2 im Anhang) entspricht
die Distanz zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefil3 etwa dem halben Mastzellendurchmesser,
d.h. die Mastzelle liegt im Schnitt eine halbe Eigenldnge von einem solchen Gefdl3 entfernt (vgl. Abb.
3.14). Man findet die meisten RECA-1-positiven Gefif3e in Abstédnden von 46 um bis 60 um voneinander
entfernt liegen (vgl. Abb. 3.11 sowie Tab. 2 und 3 im Anhang). Das Verhiltnis des tatsichlichen Abstands
zwischen Mastzelle und dem néchsten RECA-1-positiven Gefd3 zu dem maximal moglichen Abstand
zwischen beiden betrdgt 0,23 +0,21; das Verhéltnis des tatsichlichen Abstands zwischen Mastzelle und
RECA-1-positivem Gefal3 zu dem halbmaximalen Abstand ergibt 0,46 +0,43.

Der Durchmesser des der Mastzelle néchstgelegenen RECA-1-positiven Gefal3es, sofern der Abstand
zwischen Mastzelle und diesem Gefd3 hochstens 20 um betrégt, wird mit 22 pum+10 pm bestimmt (vgl.
Abb. 3.12 und Tab. 2 und 4 im Anhang). Mit einem Anteil von 29,9% aller RECA-1-positiven, maximal
20 um von einer Mastzelle entfernten Gefil3e ist ein Gefa3 mit einem Kaliber von 11 pm-15 pm am héu-
figsten in der Néhe einer Mastzelle zu finden, gefolgt von Kalibern 16 pm-20 um mit 18,6% und 21 pm-
25 pm mit 16,5% (vgl. Abb. 3.12). Gefdl3e mit einem Durchmesser von 26 um bis 30 pm stellen 15,5%
der maximal 20 pm von einer Mastzelle entfernten Gefaf3e dar, solche mit einem Durchmesser von 6 pm-

10 um 9,3%; alle anderen Gefa3durchmesser kommen in diesem Zusammenhang selten vor.
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Abb. 3.12: Kaliber des der Mastzelle nichstgelegenen, maximal 20 pm entfernten Gefil3es. Graphische
Darstellung der arithmetischen Mittelwerte mit Vertrauensbereich (N=97). Das der Mastzelle nachstgele-
gene, maximal 20 pum entfernte Gefdf3 hat meist einen Durchmesser zwischen 11 und 30 pm; mit 29,9%
aller maximal 20 um von der Mastzelle entfernten Gefiaf3e kommen Kaliber zwischen 11 und 15 pm am

haufigsten vor. Fiir eine Boxplotdarstellung aller Messwerte sieche Abb. 3.14.

Statistisch wurden die folgenden Nullhypothesen gepriift:
a)  Die Grundgesamtheiten der Abstinde zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefal3 und
- der maximal zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefal3 moglichen Abstiande,
- der halbmaximalen Abstinde zwischen Mastzelle und Gefal3 sowie
- der Abstande der RECA-1-positiven Gefal3e untereinander
unterscheiden sich nicht.
b)  Die Grundgesamtheiten der Abstinde zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefdl3 sowie die
Abstande der RECA-1-positiven Gefdl3e untereinander unterscheiden sich zwischen Ganglion cer-

vicale superius und Ganglion stellatum nicht.

Die Testung mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests auf einen Unterschied in der Grundgesamtheit der Ab-
stainde zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefdl3 gegen die Abstinde der RECA-1-positiven
GefiBBe untereinander sowie die maximal moglichen Abstinde zwischen Mastzelle und RECA-1-
positivem GefiB3 zeigt jeweils eine statistisch signifikante Differenz; die Nullhypothese einer Uberein-
stimmung in der Grundgesamtheit kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,01 bzw. p<0,05
verworfen werden (vgl. Abb. 3.13). Jedoch erweist sich ein Unterschied zwischen den Grundgesamtheiten
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der Abstinde zwischen den RECA-1-positiven Gefillen und des halbmaximalen Abstands zwischen
Mastzelle und Gefdl3 durch den Mann-Whitney-Test als statistisch nicht signifikant; mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p=0,07 kann er jedoch als wahrscheinlich bezeichnet werden (vgl. Abb. 3.13).

Die Nullhypothese einer Ubereinstimmung der Grundgesamtheiten der Abstinde zwischen Mastzelle und
RECA-1-positivem Gefdl3 sowie der Abstinde der RECA-1-positiven Gefdl3e untereinander zwischen
Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum kann mit p=0,29 nicht abgelehnt werden (vgl. Abb.
3.13).

Abstand der Mastzelle zum
RECA-1-positiven Gefa
Ggl. cervicale
superius Ggl. stellatum
R S

n.s. (p=0,29
Abstand (p )

GefaR - Gefa max. mogl. Abstand

* (p<0,01) tatsachl. Abstand Mastzelle - Gefaf

PEE—
n.s. (p=0,07) Mastzelle - Gefa * (p<0,05)
erwarteter Abstand

Mastzelle - Gefa Statistischer Test:
bei zuf. Verteilung Mann-Whitney-Test

.

Abb. 3.13: Die Abbildung zeigt das Ergebnis der statistischen Testung; zur Anwendung kam jeweils der
nichtparametrische Mann-Whitney-Test (N=97). Ein Unterschied in der Grundgesamtheit der Abstinde
zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefil3 und sowohl dem GefiBBabstand als auch dem maximal
moglichen Abstand zwischen Mastzelle und Gefidl3 erweist sich jeweils als signifikant (*). Ein Unter-
schied in der Grundgesamtheit der Abstéinde zwischen Mastzelle und RECA-1-positivem Gefdl3 und dem
halben maximal moglichen Abstand zwischen Mastzelle und Gefal3 (,,erwarteter Abstand* bei zufalliger
Verteilung der Mastzelle) erweist sich als statistisch nicht signifikant (n.s.). Die Grundgesamtheiten der
Abstande der Gefal3e untereinander sowie zwischen Mastzelle und Gefal3 unterscheiden sich jeweils zwi-

schen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht signifikant (n. s.).
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Abb. 3.14: Ermittelte Distanzen und Durchmesser. In der Boxplotdarstellung sind Median, erstes und
drittes Quartil sowie die Extremwerte eingezeichnet. Zur klassenweisen Verteilung der einzelnen Werte
sieche Abb. 3.11 fiir den Abstand zwischen Mastzelle und RECA-1-pos. Gefd3 und zwischen den RECA-
1-pos. Gefallen, Abb. 3.10 fuir den Abstand zwischen Mastzelle und GluT-1-pos. Gefal3 sowie Abb. 3.12
fur das Kaliber des der Mastzelle nichstgelegenen Gefales.
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3.2.4 Verteilung der Mastzellen liber die longitudinale Ganglienachse

Anteil Mastzellen
20,00%

L 4
18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00% A
A
8,00% ° *
A L 4
............ A
6,00% P T T s
* A ¢
N N PN
400 +—m8—H—— ———————————————© A O
A o A N 4 Qrenane
A ¢ A A
2,00% &
° A
A
0,00% ¢ ¢
<5 <10 <15 <20 <25 <30 <35 <40 <45 <50 <55 <60 <65 <70 <75 <80 <85 <90 <95 95-
longitudinale Ganglienachse [% der Ganglienlinge] 100
& Ggl stellatum A Ggl. cervicalesup. e lin. Regression Ggl. stellatum = lin. Regression Ggl. cervicale sup.
y=-0,0017x + 0,0675 y=-0,001x + 0,0607

Abb. 3.15: Verteilung der Mastzellen tiber die longitudinale Ganglienachse. Aufgetragen ist als Haufig-
keit der Anteil an Mastzellen einer bestimmten Etage der longitudinalen Ganglienachse an der Gesamt-
zahl an Mastzellen pro Ganglion (N=250 Mastzellen insgesamt). Die untersuchten 8 Ganglien wurden auf
gleiche Lange , gestreckt”, d.h. die Position innerhalb der longitudinalen Ganglienachse in Prozent der
jeweiligen Ganglienldnge angegeben. Die longitudinale Ganglienachse wurde ferner in Etagen zu je 5%
der Ganglienlange eingeteilt. Beim Vergleich der einzelnen Werte fur das Ganglion cervicale superius
(Dreiecke) und das Ganglion stellatum (Rauten) lasst sich keine Bevorzugung der Mastzelle fiir einen
bestimmten Teil der longitudinalen Ganglienachse erkennen; ebenso zeigen die durch die Einzelwerte
gelegten Regressionsgeraden keinen deutlichen Abfall oder Anstieg der Mastzellen-Haufigkeit zugunsten
einer bestimmten Region (vgl. auch Abb. 3.17: Boxplotdarstellung).

Im folgenden werden die Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichung aufgefiihrt.

Bei den 8 untersuchten Ganglien (jeweils 4 Ganglia cervicalia superiora und stellata) und 250 Mastzellen
insgesamt wurden pro Ganglion 31422 Mastzellen gefunden. Teilt man die longitudinale Ganglienachse
jedes Ganglions in drei gleich grof3e Etagen (die beiden Pole und das Zentrum) ein, so findet man in der
ersten, kranialen Etage 11+12 Mastzellen, in der zweiten, zentralen Etage 1349 und in der dritten, kauda-
len Etage 744 Mastzellen. In der ersten Etage kommen damit 36,0% +14,0%, in der zweiten Etage 42,4%
+17,8% und in der dritten Etage 21,6% +10,5% aller Mastzellen vor (s. Abb. 3.17).
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Statistisch wurden die folgenden Nullhypothesen gepriift:

a)  Die Grundgesamtheiten der Mastzellzahlen dreier gleich groer Etagen der longitudinalen Gang-
lienachse unterscheiden sich nicht.

b)  Die Grundgesamtheiten der Mastzellzahlen dreier gleich grof3er Etagen der longitudinalen Gang-

lienachse unterscheiden sich zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht.

Die Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests liefert nicht-signifikante Unterschiede zwischen der Grundge-
samtheit der Mastzellenzahlen der ersten und zweiten Etage (p=0,39) sowie zwischen der Grundgesamt-
heit der Mastzellzahlen der zweiten und dritten Etage (p=0,33). Die Nullhypothese a) kann somit nicht
abgelehnt werden (vgl. Abb. 3.16).

Der Mann-Whitney-Test zeigt, dass sich die Grundgesamtheit der Mastzellenzahlen dreier gleich groB3er
Etagen der longitudinalen Ganglienachse zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum
nicht signifikant (p=0,58) unterscheidet; die Nullhypothese b) kann ebenfalls nicht abgelehnt werden (s.
Abb. 3.16).

Verteilung der Mastzelle beziiglich
der longitudialen Ganglienachse

Ggl. cervicale
superius Ggl. stellatum

| S—
n.s. (0=0,58)

n.s. (p=0,39) Statistischer Test:
Mann-Whitney-Test

Kraniales «

mittleres & Drittel

n.s. (0=0,33)

Statistischer Test:
L kaudales ¢ Kruskal-Wallis-Test )

Abb. 3.16: Die Abbildung zeigt das Ergebnis der statistischen Testung (N=250 Mastzellen). Der Kruskal-
Wallis-Test zeigt einen nicht-signifikanten (n.s.) Unterschied zwischen den Mastzellzahlen dreier Etagen
der longitudinalen Ganglienachse; einen nicht-signifikanten Unterschied zwischen Ganglion cervicale
superius und Ganglion stellatum beziiglich der Mastzellzahl der drei Etagen liefert der Mann-Whitney-
Test.
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Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil und die Extremwerte

Abb. 3.17: Verteilung der Mastzellen tber die longitudinale Ganglienachse. Im Diagramm sind die
Messwerte in Form eines Boxplots dargestellt; es sind Median, erstes und drittes Quartil sowie die Ex-
tremwerte eingezeichnet (N=250 Mastzellen insgesamt). Zwischen drei gleich grof3en Etagen der longitu-
dinalen Ganglienachse fallt hinsichtlich der Mastzellenzahl kein deutlicher Unterschied auf.

3.3 Befunde der Versuchsreihe B

3.3.1 Darstellung des Serotoninrezeptors vom Typ 5-HT3

5-HT3-Rezeptor-Immunreaktivitét findet sich an der Circumferenz eines jeden Perikaryons und im Neu-
ropil. Im Bereich von Nervenfasern zeigt sich eine besonders hohe Intensitét der Immunreaktivitat (vgl.
Abb. 3.18). Das Vorkommen der 5-HT3-Rezeptor-Immunreaktivitit um die Perikaryen ldsst sich wie folgt
beschreiben: Zum einen umséumen die positiven Strukturen unvollstdndig den Umfang der Perikaryen in
Form einer sehr diinnen Linie, deren Dicke hochstens 1 pm betrdgt, zum anderen zeigen sich diskrete
rund-ovale Anhédufungen der Immunreaktivitit an der Circumferenz der Perikaryen, deren Durchmesser
2-3 um betragt. Ist der oben beschriebene 5-HT3-Rezeptor-positive Saum um die Perikaryen vorhanden,
so liegen die rezeptorpositiven rund-ovalen Strukturen unmittelbar daran. Bei einigen Perikaryen lésst sich
Immunreaktivitit im Bereich des Zytoplasmas finden, die zur Zellperipherie hin leicht zunimmt und den
Nucleus immer auslédsst. Wahrend die beiden zuerst beschriebenen Lokalisationen der 5-HTz-Rezeptor-
Immunreaktivitit sich intensiv und scharf begrenzt zeigen, weisen die 5-HT3-positiven Strukturen im Zy-
toplasmabereich eine zum Teil fleckige Fluoreszenz mit deutlich geringerer Intensitédt auf. Im Bereich von
Nervenfasern zeigt sich ein anndhernder Parallelverlauf der 5-HTs-positiven Strukturen mit den Axonen

und Dendriten der Neurone. Die 5-HT3-Rezeptor-positiven Strukturen stellen sich wie am Umfang der
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Perikaryen sehr feinfidig dar, sie messen ebenso hochstens 1 um. Die rund-ovalen, 5-HTs-
rezeptorpositiven Anhdufungen sind hier wesentlich seltener zu finden als im Bereich der Perikaryen.

Beziiglich der Verteilung der 5-HTs-Rezeptor-Immunreaktivitit ergeben sich keine topographischen Un-
terschiede in der Ganglienlangsachse sowie keine Differenzen zwischen Ganglion cervicale superius und

Ganglion stellatum.

Abb. 3.18: Immunfluoreszenz: Markierung des 5-HT3-Rezeptors, Ganglion cervicale superius der Ratte.
Intensive 5-HT3-Rezeptor-Immunreaktivitét findet sich im Neuropil (lange Pfeile) und an der Circumfe-
renz der Perikaryen. An der Circumferenz der Perikaryen kommen fadenformige (kurze Pfeile) und rund-
ovale Strukturen (Pfeilspitzen) mit 5-HTs-Rezeptor-Immunreaktivitit vor. Eine deutlich geringere Fluo-

reszenzintensitit weisen S-HTs-positive Strukturen im Zytoplasmabereich der Perikaryen auf (Sterne).

3.3.2 Darstellung des Serotoninrezeptors vom Typ 5-HTox

Der 5-HTza-Rezeptor ist im Ganglion cervicale superius und im Ganglion stellatum der Ratte immun-
histochemisch ausschlieB3lich an GefiBendothelien nachweisbar, und zwar nur bei einem Teil der Gefil3e.
Besonders Gefille mit einem Kaliber von 20 pm bis 40 um zeigen 5-HT»s-Rezeptor-Immunreaktivitét
(vgl. Abb. 3.19). Bezuglich der Verteilung der 5-HT,s-Rezeptoren zeigen sich keine topographischen
Unterschiede entlang der Ganglienldngsachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion

stellatum.
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Abb. 3.19: Immunfluoreszenz: Markierung des 5-HT,-Rezeptors, Ganglion cervicale superius der Ratte.
5-HT,a-Rezeptor-Immunreaktivitit findet sich an der GefaBwand eines ldngs geschnittenen, ca. 10 pm
dicken Gefifes (Pfeile).

3.3.3 Doppelmarkierung des 5-HT;-Rezeptors und VAChT bzw. des 5-HTs-
Rezeptors und Synaptophysin

Die 5-HT3-Rezeptoren und die Synapsen waren in allen Préparaten immunhistochemisch darstellbar. Es
ergibt sich optisch kein Unterschied zwischen der Synapsendarstellung durch Markierung des VAChT
und von Synaptophysin (vgl. Abb. 3.20).

Die immunhistochemische Synapsendarstellung zeigt an der Circumferenz der Perikaryen und im Neu-
ropil punktformige, positive Strukturen (vgl. Abb. 3.21); das Muster ihrer Verteilung erscheint regel-
méBig. Ebenso lassen sich keine topographischen Unterschiede ihres Vorkommens hinsichtlich der
longitudinalen Ganglienachse feststellen. Einzig im Bereich in das Ganglion ein- und austretender Ner-
venfasern lassen sich keine Synapsen immunhistochemisch aufzeigen.

Eine immunhistochemische Doppelmarkierung der Synapsen und des 5-HT3-Rezeptors lasst keine Ko-
lokalisationen beider erkennen (s. Abb. 3.22); das triftt sowohl fuir die Synapsendarstellung durch Mar-
kierung des VAChT und von Synaptophysin als auch fiir das Ganglion cervicale superius und das

Ganglion stellatum zu.
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Abb. 3.20: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung des VAChT (FITC, griin) und von Synaptophysin
(Cy-3, rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Durch Doppelbelichtung erscheinen Kolokalisatio-
nen der beiden dargestellten Antigene in der Mischfarbe gelb (Pfeile). Anmerkung: Man beachte die
rote Synaptophysin-positive SIF-Zelle (Pfeilspitze).

Abb. 3.21: Immunfluoreszenz: Markierung des VAChT, Ganglion cervicale superius der Ratte.
VAChT-Immunreaktivitat findet sich zirkuldr um die Perikaryen (Pfeilspitzen) und im Neuropil (Pfei-

le). Im Bereich groferer Nervenfaserbiindel lassen sich keine Synapsen immunhistochemisch nachwei-

sen (Sterne).
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Abb. 3.22: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung des VAChT (FITC, griin) und des 5-HTs-Rezeptors
(Cy-3, rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Kolokalisationen (Mischfarbe gelb) sind immun-
histochemisch nicht nachweisbar; die VAChT-positiven Strukturen (Pfeile) umgeben zwar die 5-HTs-

Rezeptor-positiven (Pfeilspitzen), sind aber nicht mit diesen identisch.

3.3.4 Doppelmarkierung des 5-HTs-Rezeptors und PGP 9.5
Durch Markierung der neuronalen Ubiquitinhydrolase ,PGP 9.5 lassen sich sowohl die Perikaryen als

auch die Axone und Dendriten der Nervenzellen darstellen. Es ergeben sich hierbei keinerlei Differenzen
hinsichtlich Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum sowie der longitudinalen Ganglienachse
innerhalb eines Ganglions.

Durch eine Doppelmarkierung von PGP 9.5 und des 5-HT3-Rezeptors lassen sich Kolokalisationen im-
munhistochemisch darstellen. Die meisten der dargestellten Serotoninrezeptoren zeigen eine Kolokali-
sation mit den PGP 9.5-positiven Neuronen an der Circumferenz der Perikaryen und besonders stark im
Neuropil (vgl. Abb. 3.23 und 3.24). Einige rund-ovale Stellen (Durchmesser maximal 5 pm) der 5-HTs-
Rezeptor-positiven Strukturen fallen jedoch nicht mit PGP 9.5-positiven Elementen zusammen.

In der Verteilung der Kolokalisation von 5-HT3-Rezeptor- und PGP 9.5-Immunreaktivitét zeigen sich
keine topographischen Unterschiede in der Ganglienlingsachse sowie keine Differenzen zwischen

Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum.
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Abb. 3.23a und 3.23b: Doppelimmunfluoreszenz, korrespondierendes Bildpaar. Ganglion cervicale
superius der Ratte. Abb. 3.23a: Markierung von PGP 9.5, Abb. 3.23b: Markierung des 5-HTs-
Rezeptors.

Zu sehen ist ein durch das Ganglion verlaufendes Nervenfaserbiindel neben einer Region, die haupt-
séchlich Perikaryen enthdlt. Kolokalisationen der immunhistochemisch dargestellten Neurone und der
5-HT3-Rezeptoren lassen sich im korrespondierenden Bildpaar an der Circumferenz der Perikaryen
(Pfeile) und im Neuropil (Pfeilspitzen) finden. Die Pfeile und Pfeilspitzen entsprechen jeweils identi-

schen Stellen beider Bilder.
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Abb. 3.24: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung von PGP 9.5 (AMCA, violett) und des 5-HTs-
Rezeptors (Cy-3, rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Kolokalisationen der 5-HT3-positiven
Strukturen mit den PGP 9.5-positiven Perikaryen stellen sich in der Mischfarbe violett-rosa dar (Pfeile).
Dies gilt besonders flir die Kolokalisation der 5-HT3-Rezeptor-positiven Strukturen mit dem Neuropil
(Pfeilspitzen).

3.3.5 Doppelmarkierung von 5-HTz-Rezeptor und Vimentin

Die mit Hilfe von Vimentin als Antigen immunhistochemisch dargestellten Satellitenzellen umkleiden
fadenformig die Perikaryen und zeigen im Bereich des Kerns eine Zunahme ihres Durchmessers. Die
Auslaufer der Satellitenzellen sind hochstens 1 um dick.

Die Vimentin-positiven Satellitenzellen enthalten hiufig 5-HTs-Rezeptor-Immunreaktivitit. An der
Circumferenz der Perikaryen der Neurone finden sich viele Stellen, an denen sich die Vimentin-
positiven mit den 5-HT3-Rezeptor-positiven Strukturen gleichzeitig abbilden und somit das Perikaryon
einscheiden (vgl. Abb. 3.25). Etwa mit gleicher Haufigkeit zeigen sich am Perikaryenumfang immun-
histochemisch Satellitenzellen, die keinen 5-HTs-Rezeptor tragen, sich aber von den 5-HTs-Rezeptor-
positiven sonst nicht weiter unterscheiden. Gelegentlich lasst sich an der Circumferenz der Perikaryen
auch 5-HT3-Rezeptor-Immunreaktivitat finden, der keine vimentinpositive Struktur zugeordnet werden
kann.

In der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stella-
tum zeigen sich keine Differenzen in der Verteilung der immunhistochemisch dargestellten 5-HTs5-

Rezeptoren, Satellitenzellen und deren Kolokalisationen.
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Abb. 3.25: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung von Vimentin (FITC, griin) und des 5-HTs-
Rezeptors (Cy-3, rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Man erkennt zahlreiche Kolokalisationen
der Vimentin- und 5-HT3-Rezeptor-Immunreaktivitit, die in der Mischfarbe gelb erscheinen (Pfeilspit-
zen). Dariiber hinaus existieren Stellen von 5-HTs-Rezeptor-Immunreaktivitit (lange Pfeile) ohne Vi-

mentin-positives Korrelat und umgekehrt (kurze Pfeile).

3.3.6 Doppelmarkierung von 5-HTox-Rezeptor und RECA-1

Die Doppelmarkierung des 5-HT»a-Rezeptors und der RECA-1-positiven Gefal3endothelien zeigt, dass
sich dieser Typ von Serotoninrezeptor ausschlieBlich an Endothelien befindet (vgl. Abb. 3.26 und 3.27).
Vor allem die dargestellten Endothelien von Geféd3en des Kalibers 20-40 um weisen eine Kolokalisation
mit 5-HT,a-Rezeptor-immunreaktiven Strukturen auf, dickere Geféd3e kommen in den untersuchten vege-
tativen Ganglien selten vor und diinnere Gefil3e stellen sich héufiger rezeptornegativ dar. Es existieren
zahlenmaBig mehr Gefil3e eines Kalibers unter 20 um, die 5-HT,-Rezeptor-Immunreaktivitét besitzen,
jedoch steigt der Anteil der rezeptorpositiven Gefaf3e mit Zunahme des Kalibers an. Unter Einbeziehung
der Wandstruktur und des Gefalkalibers lasst sich das Gros der 5-HT,4-Rezeptor-positiven Gefdle als
postkapillare Venulen identifizieren.

Hinsichtlich der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion
stellatum zeigen sich keine Unterschiede der Verteilung der 5-HT2a-Rezeptor-Immunreaktivitit und der

Kolokalisation mit den immunhistochemisch markierten Gefil3endothelien.
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Abb. 3.26a und 3.26b: Doppelimmunfluoreszenz, korrespondierendes Bildpaar. Ganglion cervicale su-
perius der Ratte.

Abb. 3.26a: Markierung von RECA-1, Abb. 3.26b: Markierung des 5-HT»s-Rezeptors.

Man erkennt in Abb. 3.26a die RECA-1-positiven Endothelien von Gefidllen verschiedenen Kalibers
(Pfeilspitzen), die alle keine 5-HT,a-Rezeptor-Immunreaktivitit aufeisen (Pfeilspitzen in Abb. 3.26b).
Das Endothel eines quer geschnittenen Geféf3es mit einem Durchmesser von ca. 25 um (Pfeile) zeigt als
einziges im korrespondierenden Bild 5-HT,a-Rezeptor-Immunreaktivitit. Die Pfeile und Pfeilspitzen ent-

sprechen jeweils identischen Stellen beider Bilder.
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Abb. 3.27: Doppelimmunfluoreszenz: Markierung von RECA-1 (FITC, griin) und des 5-HT,-Rezeptors
(Cy-3, rot), Ganglion cervicale superius der Ratte. Eine Kolokalisation von 5-HTzx-Rezeptor-
Immunreaktivitdt mit den RECA-1-positiven Endothelien stellt sich in der Mischfarbe gelb dar (Pfeile). Es
zeigen besonders die Endothelien groBkalibriger Gefille 5-HT2a-Rezeptor-Immunreaktivitdt; dem lang-
streckig sichtbaren, langs geschnittenen, diinnen Gefal3 fehlt beispielsweise vollig der 5S-HT,a-Rezeptor.
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3.4 Ergebnisse der elektronischen Bildanalyse: Versuchsreihe B

3.4.1 Doppelmarkierung des 5-HTs-Rezeptors und VAChT bzw. des 5-HTs-
Rezeptors und Synaptophysin
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i
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0,0% 0,0%
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. . Uberschneidungsflache 5HT, -
Fliiche [un7] Flache der Synapsen Flache der SHT, - Rezeptoren Rez. mit Synapsen
O Synaptophysin 121 1399 7
EVAChT 125 1136 5
Beschriftung der Séulen: Anteil an der Gesamtbildflédche (33023 um? I 95%-Konfidenzintervall
des Mittelwerts

Abb. 3.28: Fliche der Synapsen, der 5-HT;-Rezeptoren und deren Uberschneidungsfliche mit arithmeti-
schem Mittelwert und Vertrauensbereich (N=36 pro Kategorie). Paarweise sind die Ergebnisse fiir die
Synapsenmarkierung durch Antikorper gegen Synaptophysin und VAChT dargestellt; aufgrund zweier
getrennter Versuchsreihen wurde auch fiir die ermittelte 5-HTs-Rezeptorenfliche und die Uberschnei-
dungsfliache die paarweise Darstellung gewahlt. Die Flachen haben als Bezugsgrof3e die ausgewertete

Bildfldche von 33023 pm?.

Im folgenden werden die Messergebnisse der elektronischen Bildanalyse in Form von Mittelwerten mit
Standardabweichung aufgefiihrt (vgl. dazu Abb. 3.28 und 3.29 sowie im Anhang Tabelle 6a und 6b). Zur
Darstellung der Messwerte in Form eines Boxplots sieche Abb. 3.32.

Als durchschnittliche Flache der mit VAChT markierten Synapsen ergeben sich 125+43 pm? die Flache
der mit Synaptophysin markierten betragt 121+49 um? pro Bildfliche von 33023 um?. Die Serotoninre-

zeptoren des Typs 5-HT3 nehmen eine Flache von 1267+402 pm? je Bild ein. Die Synapsen beanspruchen
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bei Markierung des VAChT 0,9%+1,3% und bei Darstellung von Synaptophysin 0,5%+ 0,5% der Ge-
samtflache; die 5S-HT3-Rezeptorenflaiche umfasst 3,8%+1,2% der Gesamtflache.

Die Schnittfliche der Synapsen mit den Serotoninrezeptoren betragt bei Markierung des VAChT 5+3
um? bei Darstellung von Synaptophysin 7+5 pm? pro Bildfliche. Diese Schnittflichen entsprechen fiir
den VAChHT 4,4%+ 2,0% der Synapsenflache und 0,5%+ 0,3% der Serotoninrezeptorenfliche; fiir die
Darstellung von Synaptophysin  5,6%44,1% der Synapsenfliche und 0,5%+0,3% der 5-HTs-
Rezeptorenflache.

Auf der Gesamtbildfldche von 33023 pm? waren mittels Antikorper gegen VAChT 89+37 Synapsen und
tiber Markierung von Synaptophysin 84+32 Synapsen darstellbar; die Flache einer Synapse betrug 1+0
um? bzw. 2+1 pm?2 Bei Markierung des VAChHT fanden sich 4+2 und bei Darstellung von Synaptophysin
5+5 Synapsen, die eine Uberschneidung mit 5-HT3-Rezeptoren aufweisen. Hinsichtlich ihrer Fliche bean-
spruchen die Synapsen bei Darstellung des VAChT 11,3%=+3,4% und bei Markierung von Synaptophysin
9,3%+4,2% der Serotoninrezeptorenfléche.
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Synapsenflache 5HTs-Rezeptorenflache 5-HTs-Rezeptorenflache Bildflache Bildflache
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EVAChT 4,4% 0,5% 11,3% 0,9% 3,4%
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Abb. 3.29: Graphische Darstellung ermittelter Anteile mit Vertrauensbereich (N=36 pro Kategorie). Die
Ergebnisse sind fiir die beiden Versuchsreihen der Markierung von Synaptophysin und VAChT paarwei-
se dargestellt. Man erkennt die geringen Anteile der Uberschneidungsfliche zwischen den jeweils darge-
stellten Synapsen und den 5-HT3-Rezeptoren an der Synapsen- und 5-HTs-Rezeptorenflache. Fiir die
Ausgangswerte der berechneten Anteile siche Abb. 3.28 bzw. Tab. 6a und 6b im Anhang,
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Statistisch wurden die folgenden Nullhypothesen gepriift:

- Die Grundgesamtheiten der Messparameter Synapsenfliache, 5-HTs-Rezeptorenfldche und deren
Uberschneidungsfliche unterscheiden sich jeweils bei der immunhistochemischen Synapsendarstel-
lung durch Markierung von VAChT und Synaptophysin nicht.

- Die Grundgesamtheiten der Messparameter Synapsenfliiche und der Uberschneidungsfliche zwi-
schen Synapsen und 5-HT3-Rezeptoren unterscheiden sich nicht.

- Die Grundgesamtheiten der Messparameter Synapsenfliache, 5-HTs-Rezeptorenfldche und deren
Uberschneidungsfliache unterscheiden sich iiber drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse
nicht.

- Die Grundgesamtheiten der Messparameter Synapsenfliache, 5-HTs-Rezeptorenfldche und deren
Uberschneidungsfliche unterscheiden sich zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion
stellatum nicht.

Beziiglich der Synapsendarstellung durch Markierung des VAChT und von Synaptophysin ergibt die

Anwendung des nichtparametrischen Mann-Whitney-Tests fiir die Messparameter ,,Synapsenflache®, ,,5-

HT;s-Rezeptorenfliche und deren ,,Uberschneidungsfliche’ jeweils nicht-signifikante Werte, d. h. die

Nullhypothese, die Messwerte der jeweiligen Parameter entstammen gleichen Grundgesamtheiten fiir die

beiden Arten der Synapsenmarkierung, kann nicht verworfen werden (vgl. Abb. 3.30). Der Unterschied

zwischen den Markierungsarten ist also fiir alle drei Parameter als ,,nicht signifikant™ zu betrachten. Da-
gegen kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,01 als statistisch gesichert gelten, dass die Sy-
napsenfliche und die Uberschneidungsfliche zwischen Synapsen und 5-HTs-Rezeptoren verschiedenen

Grundgesamtheiten entstammen, d. h. sich signifikant voneinander unterscheiden (vgl. Abb. 3.30 und

3.32).

Markierung von Synapse (VAChT bzw.
Synaptophysin) und Serotoninrezeptor 5-HT,

Markierung von VAChT Synaptophysin
S
Synapsen n.s. (p=0,66)
Rezeptoren n.s. (0=0,33)
Uberschneidung n.s. (p=0,31)

Uberschneidung Synapsen -

Synapsenflache 5-HT ; Rezeptoren
2

1

* (p<0,01) Statistischer Test:
Mann-Whitney-Test
\ J

Abb. 3.30: Die Abbildung zeigt das Ergebnis der statistischen Testung einer Aquivalenz der immunhisto-
chemischen Synapsenmarkierung durch VAChT und Synaptophysin und der Kolokalisation von Sy-
napsen mit 5-HT3-Rezeptoren (jeweils N=36). Zur Anwendung kam jeweils der nichtparametrische
Mann-Whitney-Test zum Vergleich zweier Grundgesamtheiten. Ein moglicher Unterschied zwischen der

Synapsendarstellung durch Markierung von VAChT und Synaptophysin erweist sich beim jeweiligen

e



Vergleich der Messparameter Synapsenfliche, 5-HTs-Rezeptorenfliche und deren Uberschneidungsfli-
che als nicht signifikant (n.s.). Dagegen zeigt sich zwischen der Synapsenfliche und der Uberschnei-

dungsflache mit den 5-HT3-Rezeptoren ein signifikanter Unterschied (p<0,01) (N=72).

Eine statistische Analyse der Messdaten beziiglich der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen
Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum ergibt folgendes Resultat. Zwischen den Grundge-
samtheiten der jeweiligen Messwerte lasst sich hinsichtlich dreier Etagen der longitudinalen Ganglienach-
se kein signifikanter Unterschied finden (vgl. Abb. 3.31). Hierzu wurden die Daten dreier Schnittiefen
(Mitte des Ganglions und die beiden Pole) beziiglich Mittelwert und Streuung verglichen. Ebenso kann
die Nullhypothese einer Ubereinstimmung der Messdaten zwischen Ganglion cervicale superius und

Ganglion stellatum nicht verworfen werden.

( A
Markierung von Synapse (VAChT bzw.
Synaptophysin) und Serotoninrezeptor 5-HT,

Ggl. cervicale

superius Ggl. stellatum
1. Tiefe « “
n.s. (p=0,71)
n.s. (p=0,39) Statistischer Test:
Mann-Whitney-Test
2. Tiefe &
n.s. (p=0,39)

Statistischer Test:

3.Tiefe ¢ Kruskal-Wallis-Test
L J

Abb. 3.31: Gezeigt ist das Ergebnis der statistischen Testung beziiglich moglicher Unterschiede der
Messparameter Uber die longitudinale Ganglienachse und zwischen Ganglion cervicale superius und
Ganglion stellatum (N=72). Bei ersterem kam der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test und bei letzte-
rem der Mann-Whitney-Test zum Vergleich dreier bzw. zweier Grundgesamtheiten zur Anwendung. Ein
moglicher Unterschied der Messparameter tiber die longitudinale Ganglienachse sowie zwischen Gangli-

on cervicale superius und Ganglion stellatum erweist sich jeweils als nicht signifikant (n.s.).
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Flache [um?]

1000,00 ==

p<0,01

10,00

0,00 =

| | |
5-HT; Rezeptoren Uberschneidung Synapsen
N= 72 72 72

Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil und die Extremwerte

Bezug: Flache eines Bildes = 33023 pm?, N= 36 Bilder

Abb. 3.32: Fliche der Synapsen, der 5-HT3-Rezeptoren und deren Uberschneidungsfliche in Form eines
Boxplots in logarithmischer Darstellung; hierbei sind Median, erstes und drittes Quartil und die Extrem-
werte eingezeichnet. Man erkennt den deutlichen Unterschied zwischen dem Wertebereich der Sy-
napsenfliche und der Uberschneidungsflidche der Synapsen mit den 5-HT3-Serotoninrezeptoren. Des wei-
teren ist als Ergebnis der statistischen Testung der signifikante Unterschied (p<0,01) zwischen der Sy-
napsenfliche und der Uberschneidungsfliiche der Synapsen mit den 5-HT3-Serotoninrezeptoren einge-

zeichnet.
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3.4.2 Doppelmarkierung des 5-HTs-Rezeptors und PGP 9.5

Flache [um?] Anteil an Bildflache
14000 40,0%
_|_ ]
€ 0,
12000 +— J- 35,0%
T 30,0%
10000 +—
T 25,0%
8000 +—
T 20,0%
T ®
6000 +— 1 r°
I
T 15,0%
4000 +—
T 10,0%
2000 +— 1 50%
I
|+I
0 0,0%
1) 2) 3) 4) 5.) 6.) 7)
OFlache [um?] 12516 6480 6036 1260 971 313 628
® Anteil an der Bildflache 37,9% 19,6% 18,3% 3,8% 2,9% 0,9% 1,9%

I 95%-Konfidenzintervall des Mittelwerts

5.) Uberschneidungsflache der 5-HT.-Rezeptoren mit Neuronen
6.) Uberschneidungsflache der 5-HT.-Rezeptoren mit Perikaryen
7.) Uberschneidungsflache der 5-HT.-Rezeptoren mit Axonen und Dendriten

1.) Flache der Neurone

2.) Flache der Perikaryen

3.) Fléache der Axone und Dendriten
4.) Flache der 5-HT,-Rezeptoren

Abb. 3.33: Arithmetische Mittelwerte mit Vertrauensbereich der Flache der Neurone, Perikaryen und der
Axone und Dendriten sowie deren Uberschneidungsfliche mit 5-HTs-Rezeptoren (N=36 je Kategorie).
Die Séulen stellen die gemessenen Flachen, die sich auf eine ausgewertete Bildflaiche von 33023 um?
beziehen, dar; mit Punkten (e) ist der jeweilige Anteil der gemessenen Flidchen an der Bildflache auf einer
Sekundarachse eingezeichnet. Man erkennt, dass ein grof3er Teil der dargestellten 5-HT3-Rezeptoren fla-

chenmaBig mit Neuronen zusammentrifft.

Im folgenden werden die Messergebnisse der elektronischen Bildanalyse in Form von Mittelwerten mit
Standardabweichung aufgefiihrt (vgl. dazu Abb. 3.33 und 3.34 sowie im Anhang Tabelle 7). Eine Box-
plotdarstellung der Messergebnisse liefert Abb. 3.36.

Die Gesamtflache der Neurone betriagt 12516+1673 pm? auf einer Gesamtbildflache von 33023 um? das
entspricht 37,9%%+5,1%. Von dieser Neuronenfliche entfallen 6480+1036 um? (entsprechend
51,9%+5,8% der Neuronenfliche) auf die Perikaryen und 6036+1242 um? (entsprechend 48,1%+5,8%
der Neuronenfldche) auf die Axone und Dendriten. Die Uberschneidungsflache der 5-HTs-Rezeptoren mit
den Neuronen betragt 9714415 um? das sind 7,8%+2,9% der Neuronenfliche. Die 5-HTs-Rezeptoren
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schneiden sich mit den Perikaryen auf einer Flache von 313+140 um?und mit den Axonen und Dendriten
auf 628+193 pm? das entspricht 5,1%+2,7% der Perikaryenfliche bzw. 10,9%+3,6% der Axon- und
Dendritenflache. Die 5-HT3-Rezeptoren nehmen 1260+407 um? insgesamt pro Bild ein, ein Anteil von
3,7%*1,3% an der Gesamtbildfliche. Das Verhéltnis der Rezeptorenfliche an den Perikaryen zur Flache
der Rezeptoren an den Axonen bzw. Dendriten betrdgt 0,49+0,12. Es werden 1143 Neurone pro Gesamt-
bildflache gefunden, davon sind 10+3 oder 97,1%+4,8% 5-HT3-Rezeptor-positiv.

Anteil
60,00%

50,00% T l e
1
40,00% -
I
1
30,00% {—] —
20,00% —] —
T
10,00% |— T -
T
j
T
] 1
0,00%
1) 2) 3) 4) 5. 6.) 7) 8.) 9)
|anteil | 37,90% 51,91% 48,09% 3,73% 7,77% 5,07% 10,88% 25,02% 51,14%
1.) Anteil der Neurone an Gesamtflache T 95%-Konfidenzin ervall des Mittelwerts

2.) Anteil der Perikaryen an Neuronenflache

3.) Anteil der Axone und Dendriten an Neuronenfldche

4.) Anteil der 5-HT,-Rezeptoren an Gesamtflache

5.) Uberschneidungsflache der 5-HT,-Rezeptoren mit Neuronen / Neuronenflache

6.) Uberschneidungsflache der 5-HT,-Rezeptoren mit Perikaryen / Perikaryenflache

7.) Uberschneidungsflache der 5-HT,-Rezeptoren mit Axonen und Dendriten / Axon- und Dendritenfliche
8.) Uberschneidungsflache der 5-HT,-Rezeptoren mit Perikaryen / Rezeptorenfliche

9.) Uberschneidungsflache der 5-HT,-Rezeptoren mit Axonen und Dendriten / Rezeptorenflache

Abb. 3.34: Graphische Darstellung ermittelter Anteile mit Vertrauensbereich (N=36 je Kategorie). Wah-
rend die Neuronenfldche sich gleichermaf3en auf Perikaryen sowie Axone und Dendriten verteilt, ist die
Uberschneidungsfliche der 5-HTs-Rezeptoren mit den Axonen und Dendriten etwa doppelt so groB3 wie
die mit den Perikaryen. Fur die Ausgangswerte der berechneten Anteile siche Abb. 3.33 bzw. Tab. 7 im
Anhang,

Statistisch wurden die folgenden Nullhypothesen gepriift:

- Die Grundgesamtheiten der Messparameter , Flache der Neurone®, | Fliache der Perikaryen®, | Fla-

2 9

Uberschneidungsflachen der 5-

2 2

che der Axone und Dendriten”, , Flache der 5-HT3-Rezeptoren‘
HT3-Rezeptoren mit Neuronen, mit Perikaryen und mit Axonen und Dendriten” unterscheiden sich
iber drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse nicht.
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- Die Grundgesamtheiten der genannten Messparameter unterscheiden sich zwischen Ganglion
cervicale superius und Ganglion stellatum nicht.

Es lasst sich die Nullhypothese einer Ubereinstimmung der Grundgesamtheiten der jeweiligen Messwerte

sowohl hinsichtlich der longitudinalen Ganglienachse als auch beztiglich Ganglion cervicale superius und

Ganglion stellatum nicht verwerfen (vgl. Abb. 3.35).

Markierung von Neuron (PGP 9.5)
und Serotoninrezeptor 5-HT,

Ggl. cervicale
superius Ggl. stellatum

1. Tiefe | S—
n.s. (0=0,28)
n.s. (p=0,44) Statistischer Test;
Mann-Whitney-Test
2. Tiefe

M

n.s. (0=0,49)

Statistischer Test:

3. Tiefe ¢ Kruskal-Wallis-Test
q J

Abb. 3.35: Zu sehen ist das Ergebnis der statistischen Testung beziiglich moglicher Unterschiede der
MefBparameter iiber die longitudinale Ganglienachse und zwischen Ganglion cervicale superius und
Ganglion stellatum (N=36). Bei ersterem kam der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test und bei letzte-
rem der Mann-Whitney-Test zum Vergleich dreier bzw. zweier Grundgesamtheiten zur Anwendung. Ein
moglicher Unterschied der Messparameter tiber die longitudinale Ganglienachse sowie zwischen Gangli-

on cervicale superius und Ganglion stellatum erweist sich jeweils als nicht signifikant (n.s.).
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Flache [pm?]

10000 ==

=

1000 = E T

100 ==
| | | | | | |
Neurone 5-HT:-Rezeptoren Uberschn. Axone/Dendr. mit 5-HT:-Rez.
Perikaryen Uberschn. Neurone mit 5-HT:-Rez.
Axone und Dendriten Uberschn. Perik. und 5-HT:-Rez.
N= 36 36 36 36 36 36 36

Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil und die Extremwerte
Bezug: Flache eines Bildes = 33023 pm?, N= 36 Bilder

Abb. 3.36: Zu sehen ist die Flache der Neurone, der Perikaryen, der Axone und Dendriten sowie deren
Uberschneidungsfldchen mit 5-HT;-Rezeptoren und die Fliche der Serotoninrezeptoren selbst in Form
eines Boxplots mit logarithmischer Skalierung; hierbei sind Median, erstes und drittes Quartil und die
Extremwerte eingezeichnet. Es zeigt sich im Diagramm, dass sich die Gesamtflache der Neurone etwa zu
gleichen Teilen aus der Flache der Perikaryen und der Axone und Dendriten zusammensetzt, jedoch die
flachenmélige Besetzung der Neuronenfortsitze mit Serotoninrezeptoren etwa doppelt so grof3 ist wie die

Ausstattung der Perikaryen mit den Rezeptoren.
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3.5 Ergebnisse der manuellen Bildauswertung der Versuchs-
reihe B: Doppelmarkierung von 5-HT,x-Rezeptor und RECA-1

Anteil der 5-HT:a-positiven an

Anzanl der Gefalte den RECA-1-positiven Gefaien

250

[ J + 100,0%
200 +
+ 80,0%
150 +
T 60,0%
100 +
[ ]
T 40,0%
[ J
50 +
+ 20,0%
0 0,0%
GefalRdurchmesser [pm] 1-10 11-20 21-30 31-40 41 -50 51-60
[C15-HTaa-pos. Gefalle 53 29 16 1 5 2
I RECA-1-pos. Gefalle 226 126 62 30 1 2
@ Anteil der 5-HT2s-pos. Geféale an den 23,5% 23,0% 25,8% 36,7% 45 5% 100,0%
RECA-1-pos. Gefalen

Abb. 3.37: Graphische Darstellung der absoluten Haufigkeiten von Gefif3en verschiedener Kaliberklas-
sen (N=36 Bilder). Paarweise sind die Haufigkeiten der Gefil3e als Saulen eingezeichnet, die sich jeweils
immunhistochemisch durch Markierung des 5-HT,a-Rezeptors und von RECA-1 darstellen lassen. Auf
der Sekundérachse (Punkte o) findet sich der Anteil der 5-HT,a-Rezeptor-positiven an den RECA-1-
positiven GefidBen; mit zunehmendem GefaBBkaliber steigt dieser Anteil an.

Im folgenden werden die Messergebnisse der Bildvermessung in Form von Mittelwerten mit Standard-
abweichung aufgefiihrt (vgl. dazu Abb. 3.37 sowie im Anhang Tabelle 8). Eine Boxplotdarstellung der
Messergebnisse liefert Abb. 3.40.

Die Anzahl der RECA-1-positiven Gefil3e betrug 1314 pro Schnittflache von 33023 um?, die Zahl der 5-
HT,a-Rezeptor-positiven 3£1; das entspricht einem Anteil von 0,26+0,10. Bei 2+1 von den insgesamt
3£1 5-HTa-positiven Geféllen (anteilmiBig 0,67+0,24) war mehr als die Halfte ithres Umfangs mit Sero-

toninrezeptoren besetzt.
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In der Kaliberklasse bis 10 um Durchmesser waren 45,7% der 5-HT»-positiven Gefil3e und 49,4% der
RECA-1-positiven Gefdl3e vertreten, in der folgenden Klasse von 11 bis 20 um 25% bzw. 28%. In der
Klasse von 41 bis 50 um kommen bei den 5-HT,s-positiven Gefal3en nur 4,3% und bei den RECA-1-
positiven 2,4% der jeweiligen Gefdl3e vor. Die grofBte vertretene Klasse flir beide Markierungen der Gefa-
Be reicht bis 60 pum; hier finden sich 1,7% bzw. 0,4% der jeweils dargestellten GefiBe. Gefile mit

Durchmesser Grof3er als 60 pm waren in den untersuchten sympathischen Ganglien nicht zu beobachten.

Statistisch wurden die folgenden Nullhypothesen gepriift:

- Die Grundgesamtheiten der Anteile 5-HT,5-Rezeptor-positiver Gefial3e an den RECA-1-positiven
GefalBen unterscheiden sich zwischen den GeféBBkaliberklassen 1-20 pm und 41-60 pm nicht.

- Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen der Grof3e des Gefal3kalibers und dem Anteil 5-
HT,a-Rezeptor-positiver Gefalle.

- Die Grundgesamtheiten der Messparameter Anzahl der RECA-1- und 5-HT,a-Rezeptor-positiven
GefiBBe unterscheiden sich iiber drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse sowie zwischen

Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum nicht.

Vergleicht man das jeweilige Verhaltnis 5-HT,a-rezeptorpositiver Gefi3e zur Anzahl RECA-1-positiver
Gefil3e fur die Kaliberklassen 1-20 pm und 41-60 pm mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests, so ist ein Un-
terschied in der Grundgesamtheit im Sinne eines hoheren Anteils 5-HT,a-rezeptorpositiver Gefél3e in der
Klasse 41-60 um mit p<0,05 statistisch signifikant, d. h. mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05
lasst sich annehmen, dass der Anteil rezeptorpositiver Gefdl3e eines Kalibers von 1-20 um kleiner ist als
der Anteil solcher Gefif3e eines Kalibers von 41-60 pm (vgl. Abb. 3.38 und 3.39). Man findet des weite-
ren beim Mittelwerts- und Streuungsvergleich der Messwerte mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests keinen
signifikanten Unterschied innerhalb der drei Etagen der longitudinalen Ganglienachse sowie mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, d. h. diese beiden
Nullhypothesen konnen nicht verworfen werden (vgl. Abb. 3.38).

Erzeugt man eine (ordinalskalierte) Rangreihe aller Gefaf3e nach threm Gefafkaliber in sechs Klassen und
stellt das Tragen eines 5-HT2a-Rezeptors seitens des Gefdl3es als dichotomes Merkmal gegeniiber, so
kann man mit Hilfe der biserialen Rangkorrelation einen Zusammenhang untersuchen. Es ergibt sich ein
Korrelationskoeffizient von Rs(bis, corr)=0,25, der sich mit Hilfe des U-Tests auf dem Niveau p<0,05 als
signifikant erweist (vgl. Abb. 3.39).
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Markierung von Gefafl (RECA-1)
und 5-HT,Rezeptor

1. Tiefe « Ggl. cervicale

superius Ggl. stellatum
ns.(p=0,51) % »
n.s. (p=0,71)
2. Tiefe ¢ Statistischer Test:

-

Mann-Whitney-Test
n.s. (p=0,37) Verh. 5-HT,, -Rez./RECA-1

1-20pm
3. Tiefe ¢ Kaliber |* (p<0,05)
Statistischer Test: Statistischer Test:
L Kruskal-Wallis-Test 41-60um ¢ Mann-Whitney-Test )

Abb. 3.38: Zu sehen ist das Ergebnis der statistischen Testung beziiglich moglicher Unterschiede der
Messparameter tiber die longitudinale Ganglienachse sowie zwischen Ganglion cervicale superius und
Ganglion stellatum (N=36 Bilder). Bei ersterem kam der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test und bei
letzterem der Mann-Whitney-Test zum Vergleich dreier bzw. zweier Grundgesamtheiten zur Anwen-
dung. Ein moglicher Unterschied der Messparameter iiber die longitudinale Ganglienachse sowie zwi-
schen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum erweist sich jeweils als nicht signifikant (n.s.).
Weiterhin stellt sich mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests ein signifikant (*) groBerer Anteil 5-HTs-
Rezeptor-positiver Gefialle an den RECA-1-positiven Gefdllen in der Kaliberklasse 41-60 um im Ver-
gleich zur Klasse 1-20 pm dar.

f N
Markierung von GefaR (RECA-1)
und 5-HT,,-Rezeptor
5-HT,,-Rez. und Gefaflkaliber
Rangreihe X Dichotomes
. Merkmal Y

Kaliber

1-10pm _
11-20um Serotoninrez. Statistischer Test:

H 5-HT,, vorh./ Biseriale Rangkorrelation
21-30pm n.vorhanden  Korr.-Koeff. Rs(bis, corr)=0,25
31-40pm

| S
41-50pm e ation Rs ist signifikant (p<0,05)
51-60um (Statistischer Test: U-Test)
\ J

Abb. 3.39: Zu sehen ist das Ergebnis der statistischen Testung eines moglichen Zusammenhangs zwi-
schen dem Kaliber eines Gefil3es und dem Tragen eines Serotoninrezeptors vom Typ 2A, was mit dem
Verfahren der biserialen Rangkorrelation tiberpriift wurde (N=36 Bilder). Der mit dem Kaliber steigende
Anteil 5-HT,a-positiver Gefdl3e (vgl. Abb. 3.37, 3.38 und 3.40) findet sich in einem rho-analogen Korrela-
tionskoeffizienten Rs(bis, corr)=0,25 wieder. Er wurde fiir alle auftretenden Rangbindungen korrigiert und

erweist sich mit Hilfe des U-Tests auf dem Niveau p<0,05 als von O signifikant unterschiedlich.
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Verhaltnis der 5-HTx-positiven
zu den RECA-1-positiven Gefalen

1,00 — T T —
0,80 —
0,60 —
0,40 —
0,20 — [
I I | | | |
0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60
n= 36 36 36 36 36 36

Durchmesser [pm]
Dargestellt sind Median, 1. und 3. Quartil und die Extremwerte

Abb. 3.40: Im Diagramm ist der Anteil 5-HT,x-positiver Gefil3e an den RECA-1-positiven Gefil3en nach
GefiBkaliberklassen in Form eines Boxplots dargestellt; hierbei sind Median, erstes und drittes Quartil
und die Extremwerte eingezeichnet. Man erkennt den deutlich hoheren Anteil 5-HT,-positiver Gefél3e an
den RECA-1-positiven GefaBBen der Kaliberklassen 41-60 pm im Vergleich zur Klasse von 11-30 um.
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4. Diskussion

4.1 Darstellung der serotoninhaltigen Mastzelle

Die Mastzellen der Ratte lassen sich leicht durch immunhistochemische Markierung ihres endogenen
Serotonins darstellen, da Mastzellen der Rodentia tiber grofle Mengen dieses biogenen Amins verfligen
[Lethosalo et al. 1984; Skofitsch et al. 1985]. Hierbei zeigen sich ausschlieSlich rund-ovale, solitare Zellen
mit zytoplasmatischen Granula intensiver Fluoreszenz, die als Mastzellen identifiziert werden konnen. Pro
Ganglion lassen sich 3122 Mastzellen zihlen. In keinem Fall ist an Neuronen, Glia und Gefiaf3en Seroto-
nin-Immunreaktivitat nachweisbar. Skofitsch et al. [1985] beschreiben als kennzeichnendes Merkmal der
Mastzelle in der immunhistochemischen Darstellung ihre polyedrische Form und ihre groBBen Granula.
Bei Zugrundelegung dieser morphologischen Kriterien kann man von einer einzigen, immunhistoche-
misch serotoninpositiven Zellart in den beiden sympathischen Ganglien der Ratte ausgehen. Fiir die Sero-
tonin-Immunhistochemie ist die hier durchgefiihrte Formalinfixierung des Gewebes besonders gut geeig-
net [Schipper und Tilders 1983]. Das sehr gut wasserlosliche Serotonin wird nach Formalinfixierung eher
im Gewebe zuriickgehalten, was wahrscheinlich auf eine kovalente Bindung des Serotonins an Proteine
durch Formalin zurtickzuftihren ist [Schipper und Tilders 1983].

Die Verteilung der serotoninpositiven Zellen erweist sich topographisch als homogen und tibereinstim-
mend zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum. Es lassen sich in der Langsachse der
Ganglien keine bevorzugten Lokalisationen der Mastzellen entdecken. Die statistische Testung, zu deren
Zweck die Ganglien in das Zentrum und die beiden Pole gedrittelt wurden, liefert beim Vergleich der
Grundgesamtheiten der Mastzellzahlen dieser drei Etagen keine signifikanten Unterschiede. Dem analog
erweisen sich die Mastzellzahlen des Ganglion cervicale superius und des Ganglion stellatum statistisch
als nicht signifikant unterschiedlich. Man kann somit von einer topographisch homogenen Verteilung der
Mastzelle in der longitudinalen Ganglienachse und zwischen den beiden sympathischen Ganglien ausge-
hen.

Dail und Barton [1983] berichten von einer topographischen Verteilung der Neurone des Ganglion
cervicale superius, die sich an deren Projektion orientiert: So befinden sich Neurone im rostralen Teil, die
zur Iris und zur Harderschen Driise projizieren, Neurone, die als Erfolgsorgan die Gll. submandibularis et
parotis haben, sind im kaudalen Teil des Ganglions zu finden. Die postganglionidren Neurone des Gangli-
on stellatum orientieren sich topographisch am segmentalen Ursprung ihres pragangliondren Neurons
[Dail und Barton 1983]. Die Mastzelle jedoch findet sich nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
topographisch homogen in den sympathischen Ganglien verteilt; eine generelle Mastzellaktivierung hétte
somit auch eine ungezielte neuronale Beeinflussung zur Folge.

Das Vorhandensein und das Uberleben von Mastzellen im Gehirn héingt von intrinsischen Faktoren ab,

etwa von chemotaktischen Faktoren und Wachstumsfaktoren, die dort produziert werden [Zhuang et al.
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1997]. Entsprechend lassen sich auch fiir die Mikroumgebung der Mastzelle in sympathischen Ganglien
glinstige Bedingungen fuir ihre Reifung und spezifische phénotypische Ausgestaltung sowie ihr dauerhaf-
tes Uberleben postulieren. Es hat sich gezeigt, dass Mastzellen, die im Bereich des Neuropils abseits von
anderen immunkompetenten Zellen liegen, eine normale ultrastrukturelle Architektur aufweisen [Silver et

al. 1996].

4.2 Topographische Beziehung zwischen Mastzelle und Peri-
heurium

Man findet GluT-1-Immunreaktivitit in hoher Intensitdt am Perineurium [Pardridge et al. 1990; Magnani
et al. 1996; Takata et al. 1997]; er kann damit als funktioneller Marker dieser Barriere gelten. Auffillig st
die ausgepragte intra- und extraganglionidre Anhdufung der serotoninhaltigen Mastzelle im Bereich des
Perineuriums. Fast ein Viertel aller Mastzellen zeigt sich in der Immunhistochemie unmittelbar im Be-
reich des Perineuriums, ohne dass sich zwischen beiden Strukturen ein messbarer Abstand darstellt.
37,6%+23,9% aller detektierbaren Mastzellen liegen maximal 20 pm weit von der perineuralen Barriere
entfernt. Die statistische Uberpriifung ergibt, dass sich im Bereich bis maximal 20 pm Distanz vom Peri-
neurium sowohl intra- als auch extraganglionér signifikant mehr Mastzellen befinden als jeweils auf einer
Distanz zwischen 21 und 50 pm. Dagegen lésst sich statistisch zwischen der Anzahl Mastzellen auf einer
Distanz zwischen 21 und 50 um intra- und extraganglionér kein signifikanter Unterschied finden, ebenso
nicht zwischen den Mastzellzahlen dieser Distanzklassen des Ganglion cervicale superius und Ganglion
stellatum.

Die topographische Beziehung zwischen Mastzelle und Perineurium, einer maf3geblichen Schranken-
struktur der Ganglien, ist somit offensichtlich. Die Frage einer serotonergen Modulation der perineuralen
Barriere lasst sich jedoch mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht ausreichend beantworten; man findet im
Bereich des Perineuriums weder 5-HT,4- noch 5-HT3-Rezeptor-immunreaktive Strukturen, die die Mast-
zelle auf diesem Weg beeinflussen konnte. Offen bleibt ferner die Moglichkeit, dass die Mastzelle mittels
anderer, bei der Degranulation liberierter Substanzen wie Histamin oder Derivate der Arachidonséure, auf
das Perineurtum wirken konnte. Jedoch konnen Mastzellen die stark ausgepriagte mikropinozytotische
Aktivitat der Perineuralzellen modulieren [Dyer 1978]. Moglicherweise wird die Mastzelle in dieser Posi-
tion durch eine Leckage der Barriere aktiviert. Die Mastzelle gehort zu den empfindlichsten Zelle des
Korpers, die auf Verdnderungen der Tonizitét eines Mediums reagieren [Pepys 1979]. Moglicherweise
wird die Homoostase des endoneuralen Kompartiments durch zellmauserungsbedingte, permanent aufire-
tende Mikrolasionen des Perineuriums gestort. Die Mastzelle konnte dann einerseits die Funktion der pe-
rineuralen Schranke mittels ihrer Degranulationsprodukte beeinflussen und andererseits chemotaktisch

Entziindungszellen dorthin rekrutieren, die durch Reparaturvorgéinge wieder eine Abdichtung der Leckage
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bewirken konnen. Allerdings wirft diese statische Vorstellung die Frage auf, wodurch die mobile Mastzel-

le selbst an die Schrankenstrukturen rekrutiert wird.

4.3 Topographische Beziehung zwischen Mastzelle und
postkapillaren Venulen

Durch Markierung des Oberflichenantigens RECA-1 lésst sich selektiv und speziesspezifisch das Endo-
thel der Ratte darstellen [Duijvestijn et al. 1992]. Neben dem Perineurium zeigen auch einige Gefdl3e
GluT-1-Immunreaktivitit; ob sich der Glucosetransporter in den duf3eren Schichten der Gefi3wand, oder
in umschlieBenden, perineuralen Septen befindet, lasst sich immunhistochemisch nicht eindeutig klaren.
Die RECA-1-positiven Gefil3e sind homogen in den sympathischen Ganglien verteilt und den GluT-1-
positiven zahlenméafig tiberlegen, die in bestimmten Regionen ohne erkennbare RegelméafBigkeit eine ge-
ringere Dichte aufweisen. Deutlich ist jedoch die topographische Beziehung der Mastzelle zu den mittels
RECA-1-Markierung darstellbaren Gefédl3en, die sich in geringerer Auspragung auch bei den GluT-1-
positiven erkennen ldsst. Der durchschnittliche Abstand zwischen Mastzelle und RECA-1-positiven Ge-
faBen betragt 5 pm+5 um, wogegen sich die annihernd parallel verlaufenden Gefal3e selbst [Forssmann
1964] 56 um+8 um voneinander entfernt finden. Der durchschnittliche Abstand der Mastzelle zum néchs-
ten GluT-1-positiven Gefil3 betragt jedoch 30 um. Die Mitte der Distanz zwischen zwei solchen RECA-
1-positiven GefiBBen wire der Ort maximal moglicher Entfernung zwischen Mastzelle und einem Gefl3.
Unter der Hypothese, es gebe keinen topographischen Bezug zwischen Mastzelle und Gefal3, muisste sie
sich durchschnittlich auf der halbmaximalen Entfernung zu einem Gefif3 befinden. Tatsichlich liegt die
Mastzelle etwa auf einem Viertel der maximalen und der Hélfte der halbmaximalen Entfernung; die Dis-
tanz zwischen Mastzelle und Gefil3 unterscheidet sich auch statistisch signifikant von dem Abstand der
GefilB3e untereinander. Bildlich dargestellt, befindet sich die Mastzelle im Durchschnitt um die Hélfte ihres
eigenen Durchmessers von einem Gefdl3 entfernt. Der Durchmesser des der Mastzelle nachstgelegenen
Gefilles betragt 22 pm+10 pm; anhand ihres Wandaufbaus lassen sich die meisten dieser Gefif3e als
postkapillare Venulen identifizieren.

Somit kann die bekannte Affinitdt der Mastzelle zu den Gefdal3en [Wasserman 1979; Galli 1993; Lydyard
und Grossi 1995], die durch Markierung des spezifischen Epitops RECA-1 alle sichtbar waren, auch fiir
die sympathischen Ganglien gelten. Auffallend ist jedoch, dass sich die Mastzelle 5 pm vom néchsten
RECA-1-positiven Gefal3, jedoch 30 pm vom néchsten GluT-1-positivem Gefal3 entfernt befindet, was
etwa der Halfte des Abstands der RECA-1-positiven Gefil3e entspricht. Offensichtlich gilt die gefundene
topographische Beziehung zwischen Mastzelle und Gefaf3 nicht fiir die GluT-1-positiven. Jedoch kann die
grofere Distanz zwischen Mastzelle und GluT-1-positivem Gefal3 auch aus der Kombination einer inho-
mogenen Verteilung GluT-1-positiver Gefd3e und deren geringerer Zahl im Vergleich zu den RECA-1-

positiven resultieren. Offen bleibt, weshalb in manchen Regionen nahezu alle RECA-1-positiven Gefil3e
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auch GluT-1-Immunreaktivitit zeigen, wogegen deren Verhiltnis an anderen Lokalisationen ohne er-
kennbares System 2:1 bis 3:1 betragt.

Das prinzipielle Vorkommen des GluT-1 an endoneuralen Kapillaren und am Perineurium [Magnani et al.
1996; Tserentsoodol et al. 1999] ist bekannt, und er gilt als funktioneller Marker dieser Strukturen [Par-
dridge et al. 1990; Magnani et al. 1996; Takata et al. 1997], jedoch finden die Inhomogenititen keine
Erwdhnung. Experimente mit kultivierten Endothelzellen endoneuralen Ursprungs zeigen, dass in vitro
deren Expression des GluT-1 rapide herunterreguliert wird [Kanda et al. 1997]. Man kann daher das Tra-
gen des GIuT-1 als Ausdruck des momentanen Funktionszustandes der Schrankenstrukturen ansehen. Die
Wahrscheinlichkeit eines moglichen Eindringens von Fremdsubstanzen ist an der ,,undichteren” Gesamt-
heit der endoneuralen, RECA-1-positiven Gefaf3e hoher als an den , dichteren, GluT-1-tragenden Gefa-
Ben; die bevorzugt an RECA-1-positiven Gefdllen vorzufindende Mastzelle ist somit an den mal3gebli-
chen Schrankenstrukturen bereits resident [Wasserman 1979]. Im Gegensatz zum Gehirn haben in peri-
pheren Ganglien grof3e Molekiile eher Zugang zum endoneuralen Kompartiment, was mit dem Fehlen
bzw. einer geringeren Wirksamkeit der Blut-Ganglien-Schranke im peripheren Nervensystem zusam-
menhédngt [Dail und Barton 1983; Ten Tusscher et al. 1989]. Elektrophysiologische Experimente zeigen
ebenfalls, dass das periphere Nervensystem von sehr viel leichter penetrierbaren Diffusionsbarrieren um-
geben ist als das zentrale [Weerasuriya 1987]. Wie bereits zuvor beschrieben, konnte die Mastzelle durch
permanente , Mikroleckagen™ der Nicht-GluT-1-tragenden Gefial3e dorthin rekrutiert werden, womit sich
auch ihre offensichtliche Position erkléren lie3e. Fiir die Neurone haben die Satellitenzellen in autonomen
Ganglien in Bezug auf grof3e Molekiile eine effektive Barrierefunktion [Ten Tusscher et al. 1989]. Viele
Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke erweisen sich als astrozytenabhéngig; bei der Steuerung der Blut-
Nerven-Schranke sind induktive Einfliisse der Schwannschen Zellen wahrscheinlich [Orte et al. 1999].
Moglicherweise kann die Mastzelle auch serotonerg die Funktion der 5-HT3-Rezeptor-tragenden Satelli-

tenzellen beeinflussen und somit eine weitere, die Neurone direkt umgebende Barriere steuern.

4.4 5-HT,x-Rezeptor an postkapillaren Venulen

5-HT,a-Rezeptoren finden sich an einem Teil der RECA-1-positiven Gefil3e, der mit zunehmendem Ka-
liber deutlich steigt. So zeigen in der Kaliberklasse bis 10 um 23,5% der Gefdalle 5-HT,s-Rezeptor-
Immunreaktivitit; in der Klasse zwischen 41 pm und 50 um Durchmesser sind es 45,5%. Bei der statisti-
schen Uberpriifung zeigt der nichtparametrische Mann-Whitney-Test eine signifikant hohere Anzahl 5-
HT;-Rezeptor-positiver Gefal3e der Kaliberklasse 41 um-60 pm als in der Klasse 1 pm-20 um. Das Ver-
fahren der biserialen Rangkorrelation [Bortz und Lienert 1998] zwischen dem ordinalskalierten Merkmal
von sechs Kaliberklassen mit jeweils 10 um Breite und der dichotomen Eigenschaft des Rezeptorbesatzes
liefert einen rho-analogen Korrelationskoeffizienten von 0,25, der sich mit Hilfe des U-Tests als von 0O
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signifikant unterschiedlich erweist. Die beschriebenen Verhiltnisse unterscheiden sich tiberdies sowohl
zwischen Ganglienzentrum und den beiden Polen sowie zwischen Ganglion cervicale superius und Gang-
lion stellatum nicht signifikant. Somit kann die Zunahme des Anteils 5-HT,s-Rezeptor-tragender Gefil3e
mit deren Kaliber als statistisch gesichert gelten. Unter Einbeziehung der Wandstruktur dieser bevorzugt
5-HT,a-Rezeptor tragenden Gefil3e erkennt man, dass es sich vornehmlich um postkapillire Venulen
handelt.

Bei zahlreichen Blutgefil3en von Ratte und Schwein lasst sich die mRNA (messenger-Ribonucleinsaure)
der Serotoninrezeptoren 5-HTpg, 5-HT24, 5-HTg, 5-HT4 und 5-HT?7 in verschiedener Menge finden; in
den glatten Muskelzellen aus humaner Aorta und A. pulmonalis lasst sich die mRNA der Serotoninrezep-
toren 5-HTpg, 5-HT24, teilweise 5-HT,g, und 5-HT detektieren [Ullmer et al. 1995].

Glatte Muskelzellen der Rattenaorta zeigen in Kultur eine Uberexpression der mRNA des 5-HT,-
Rezeptortyps, der eine Kontraktion vermittelt [Corson et al. 1992]. Der 5-HT,x-Rezeptor soll die vaso-
konstriktorische Komponente der Reaktion von Blutgefdl3en auf Serotonin vermitteln [Piera et al. 1995].
Die serotonininduzierte Vasokonstriktion von Koronararterien des Kaninchens wird tiber 5-HTgp- und
5-HT,a-Rezeptoren vermittelt [Ellwood und Curtis 1997]; eine vergleichbare Wirkung des Serotonins via
5-HTp - und 5-HT,4-Rezeptoren wurde flir die Pulmonalarterien der Ratte gezeigt [MacLean et al. 1996].
Beim peripheren Nerven kann die Mastzelle via Serotonin auf die 5-HT,4-Rezeptoren der Schwannschen
Zellen und des Gefalbettes wirken [Yoder et al. 1997]. Ebenso ist das prinzipielle Vorkommen von
mRNA des 5-HT,4-Rezeptors im Ganglion cervicale superius der Ratte bekannt [Pierce et al. 1996].

Es sind somit im Ganglion cervicale superius die Moglichkeiten serotonerger Gefil3steuerung seitens der
Mastzelle gegeben. Auffallend ist, dass bevorzugt postkapillire Venulen in den beiden sympathischen
Ganglien diesen Serotoninrezeptor tragen. Analog zeigt sich die Mastzelle vornehmlich an diesem Gefa3-

typus, so dass eine funktionell-topographische Beziehung naheliegt.

4.5 5-HT;-Rezeptor an Neuronen und Satellitenzellen, nicht je-
doch an cholinergen Synapsen

Der 5-HTs-Rezeptor lasst sich immunhistochemisch an Perikaryen, im Neuropil und an Satellitenzellen
detektieren, jedoch nicht an cholinergen Synapsen. Nebenbefundlich lassen sich letztere nach optischen
und vermessungstechnischen Kriterien durch Markierung des VAChT und von Synaptophysin qualitativ
gleichwertig darstellen. Analoge Verhéltnisse der beschriebenen Kolokalisationen lassen sich im Gang-
lienzentrum und an den Polen vorfinden sowie tibereinstimmend bei Ganglion cervicale superius und

Ganglion stellatum.
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Durch Markierung des VAChHT lassen sich spezifisch kleine synaptische Vesikel cholinerger Neurone im
zentralen und peripheren Nervensystem darstellen, die Markierung funktioniert in sympathischen und
parasympathischen Ganglien [Weihe et al. 1996; Arvidsson et al. 1997]. Das Vorkommen des VAChT
erstreckt sich prinzipiell auf das gesamte cholinerge Neuron; der Transporter ist jedoch bevorzugt an den
Prasynapsen zu finden [Moller et al. 1997]. Ebenso betrachtet man Synaptophysin als Marker der Prasy-
napse [Wiedenmann und Franke 1985; Kawai und Senba 2000]. Die immunhistochemische Markierung
von Synaptophysin zeigt in der Arbeit von Wiedenmann und Franke [ 1985] zahlreiche, wenige Mikrome-
ter grof3e, positive Areale, die hauptsachlich an der Circumferenz der Perikaryen sowie im Neuropil zu
finden sind und somit als Prasynapsen interpretiert werden konnen. Die eigenen Befunde der Présy-
napsenmarkierung sind mit den genannten konform. In der immunhistochemischen Doppelmarkierung
des 5-HT3-Rezeptors mit VAChT bzw. Synaptophysin nimmt die Uberschneidungsfliche der prisynapti-
schen Endigungen mit den 5-HT3-Rezeptoren 4,4%+2,0% bzw. 5,6%+4,1% der Prasynapsenfliache und
0,5%+0,3% bzw. 0,5%+0,3% der 5-HT3-Rezeptorenflache ein. Die Prasynapsenfldche unterscheidet sich
dem analog statistisch signifikant (p<0,01) von der Uberschneidungsfliche der Prisynapsen mit den 5-
HT3-Rezeptoren, so dass eine Kolokalisation beider zumindest als duf3erst selten betrachtet werden kann.
Man kann die vermeintlichen Kolokalisationen aufgrund ihrer minimalen GroBe als Uberschneidungs-
oder Uberblendungsartefakte diskutieren. Als Raritit zeigen mancherorts etwa 10 bis 20 um groB3e Zellen
mit wenigen Ausldufern Immunreaktivitit gegen Synaptophysin, die im gesamten Zytoplasmabereich zu
sehen ist; diese Zellen sind die SIF-Zellen, die verschiedene Vesikelmembranproteine wie Synaptophysin,
Synaptotagmin I und Synaptobrevin II enthalten [Wiedenmann und Franke 1985; Hou und Dahlstrom
1996].

Man erkennt in der Darstellung der Neurone bzw. Satellitenzellen zusammen mit dem 5-HTs-Rezeptor,
dass die Perikaryen von einerseits fadenformigen, andererseits wenige Mikrometer messenden ovalen, 5-
HT3-Rezeptor-immunreaktiven Strukturen, die auch im Neuropil zu finden sind, umsdumt werden. Man
kann die fadenformigen Strukturen, die immunhistochemisch Kongruenz sowohl mit PGP 9.5- als auch
Vimentin-immunreaktiven Elementen zeigen, nicht eindeutig als neuronale Membran oder als Auslaufer
der spindelformigen Satellitenzelle identifizieren. Die ovalen, 5-HT3-Rezeptor-positiven Elemente sind
dagegen den Satellitenzellen zuzurechnen. Etwa mit gleicher Haufigkeit zeigen sich am Perikaryenum-
fang immunhistochemisch Satellitenzellen, die keinen 5-HT3-Rezeptor tragen, sich aber von den 5-HT3-
Rezeptor-positiven sonst nicht weiter unterscheiden. Der Anteil der 5-HT3-Rezeptor-positiven Flache ist
im Bereich des PGP 9.5-positiven Neuropils etwa doppelt so hoch wie an den PGP 9.5-positiven Perika-
ryen: Dies erklart sich durch die Assoziation des 5-HT3-Rezeptors mit der neuronalen Membran, da im
Schnitt des Neuropils wesentlich mehr Membranflache getroffen wird als beim Perikaryon. Allerdings
findet sich bei einem Teil der Neurone auch 5-HT3-Rezeptor-Immunreaktivitét deutlich geringerer Intensi-
tat im zellmembranfernen Bereich des Perikaryons. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um das intra-
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zelluldre Rezeptorprotein, welches in Richtung der Zellmembran transportiert wird. Weiterhin findet man
die Untereinheit A dieses Serotoninrezeptors bei Neuronen des Vorderhirns, des Hirnstamms sowie des
Riickenmarks der Ratte auf subzelluldrer Ebene auch in der Kernmembran und im endoplasmatischen
Retikulum sowie an der Plasmamembran der Dendriten [Morales et al. 1996b; Morales et al. 1998].

Bei der Interpretation der Doppelimmunfluoreszenzen zur Frage der Kolokalisation zweier, beispielsweise
mit FITC- und Cy-3-markierter Epitope, miissen mogliche Uberschneidungsartefakte beriicksichtigt wer-
den (s. Abb. 4.1). Bei einer relativ groBen Schnittdicke von 12 pum kann es durch Ubereinanderprojektion
raumlich entfernter Strukturen, die unterschiedliche Epitope tragen, bedingt durch die Reduktion auf ein

zweidimensionales Bild, zur scheinbaren Kolokalisation kommen.

scheinbare Kolokalisation

i Fluorochrom A Fluorochrom B i

A

Schnitt-

1
1
i
Struktur A : dicke
1
1
1
\J

12 pm

Struktur B
\4

Abb. 4.1: Dargestellt ist ein Gewebeschnitt von 12 pm Dicke, der zwei verschiedene, mittels der Fluo-
rochrome A und B markierte Epitope enthélt. Zur Frage einer Kolokalisation der beiden Epitope wird eine
Doppelbelichtung des Schnittes angefertigt. Unter der Annahme, Epitop A sei ausschlief3lich in Struktur A
und Epitop B ausschlief3lich in B zu finden, entsteht moglicherweise der Eindruck einer nichtvorhandenen
Kolokalisation. Dies ist bedingt durch die raumliche Lage der beiden Strukturen in Verbindung mit einer
relativ groBen Schnittdicke von 12 um, wodurch es im zweidimensionalen Mikroskopbild zur Uberlage-

rung kommt.

Dieses Problem des dicken Schnittes ist dem sog. Holmes-Effekt, d.h. der scheinbaren Flachenreduktion
zweier Korper durch sterische Uberlagerung im zweidimensionalen Bild [Fetzer 1978], vergleichbar.

Die gesehene Kolokalisation des 5-HT3-Rezeptors mit cholinergen Prasynapsen ist folglich mit groB3er
Wahrscheinlichkeit artefaktbedingt. Aufgrund des eindeutigen, statistisch gesicherten Ergebnisses der
Messungen steht die Aussage, dass keine Kolokalisationen zwischen den 5-HT3-Rezeptoren und Prasy-
napsen zu verzeichnen sind.

Dagegen finden sich die Kolokalisation des 5-HTs-Rezeptors mit den Satellitenzellen einerseits in grof3er
Zahl und andererseits oftmals im Bereich des Kern der Satellitenzellen. Die Satellitenzellen von autono-
men Ganglien sind an ihren Zellgrenzen miteinander verzahnt und durch tight junctions verbunden; sie

stellen moglicherweise generell flir grofle Molekiile eine effektive Barriere dar [Ten Tusscher et al. 1989].
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Aufgrund dieser Funktion der Satellitenzellen und ihres 5-HT3-Rezeptorbesatzes liegt eine mastzellver-
mittelte Steuerung via Serotonin nahe. Es bestehen einige morphologische Gemeinsamkeiten zwischen
Neuron und Satellitenzelle, wie paraphytare Ausstiilpungen der Zellmembran in die Nachbarzelle, woraus
sich eine enge funktionelle Gemeinschaft ableitet [Pannese 1960; Forssmann 1964]. Gleichermal3en las-
sen sich an beiden Zellen 5-HT3-Rezeptoren detektieren. Die Frage, ob sowohl die neuronale Membran
als auch die Zellmembran der Satellitenzelle den 5-HT3-Rezeptor tragen, kann aus der immunhistochemi-
schen Untersuchung heraus zwar mit groBer Wahrscheinlichkeit positiv beantwortet werden, verlangt
jedoch zur dezidierten Klarung weiterfiihrende ultrastrukturelle Untersuchungen.

Es lassen sich jedoch hierzu zahlreiche, methodologisch unterschiedliche Arbeiten zur Expression dieses
Rezeptorsubtyps in den sympthischen Ganglien anfiihren. Pharmakologisch kann man drei verschiedene
Serotoninrezeptoren im Ganglion cervicale superius des Meerschweinchens identifizieren: Geringe Kon-
zentrationen von Serotonin aktivieren 5-HT,x-Rezeptoren und hohere Konzentrationen ebenso 5-HT3-
Rezeptoren sowie einen den 5-HT,-Rezeptoren homologen, moglicherweise aber neuen, unklassifizierten
Serotoninrezeptor [ Watkins und Newberry 1996]. Im Ganglion cervicale superius der Ratte lasst sich die
mRNA folgender Serotoninrezeptortypen nachweisen: 5-HT4, 5-HT g, 5-HT1p, 5-HT24, 5-HT3, 5-HTs
und 5-HT7; die lumbalen sympathischen Ganglien zeigen bis auf das Fehlen des 5-HTs-Rezeptors die
gleiche Ausstattung mit Serotoninrezeptoren wie das Ganglion cervicale superius [Pierce et al. 1996].

Die Expression des 5-HT3-Rezeptors an Neuronen des Ganglion cervicale superius hiangt vom Entwick-
lungsstadium ab: Bis zum 21. Tag der Embryonalentwicklung steigt unabhéngig von préaganglionérer
Innervation, durch Neurotrophine reguliert, die Zahl der 5-HTs-Rezeptoren der sympathischen Neurone
stetig an [Rosenberg et al. 1997].

Das prinzipielle Vorkommen der 5-HT,a- und 5-HT3-Rezeptoren ist also in verschiedenen Untersuchun-
gen bereits belegt; einen wesentlichen Beitrag zur zelluldren Lokalisation in den sympathischen Ganglien

in situ leistet diese Arbett.

4.6 Aktivierung der Mastzelle in sympathischen Ganglien

4.6.1 Immunologische Aktivierung

Eine immunologische Aktivierbarkeit von residenten Mastzellen in den sympathischen Ganglien ist stets
gegeben. IgE erreicht als humoraler Steuerungsfaktor seine Zielzellen wahrscheinlich recht leicht auf-
grund der Durchléssigkeit der Blut-Ganglien-Schranke [Dail und Barton 1983; Ten Tusscher et al. 1989]
bzw. generell der Barrieren des peripheren Nervensystems [Weerasuriya 1987]. Kommt eine mit IgE-
Antikorpern beladene Mastzelle mit dem homologen Antigen in Beriihrung, dann erfolgt eine Briicken-
bindung der Antikorper durch das Antigen, und die Mastzelle degranuliert und setzt Substanzen wie His-
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tamin, Serotonin, Heparin, PAF, Prostaglandine und weitere Zytokine frei. Durch II-4 und 1I-5 wird die
spezifische Be-Zelle im Sinne einer positiven Riickkopplung zur weiteren IgE-Produktion veranlasst (s.
Abschnitt 1.4). Lokale vasoaktive Faktoren der Mastzelle bewirken eine Permeabilitétssteigerung der
Gefil3e, wodurch das auslosende Antigen auch zu tiefergelegenen Mastzellen vordringen kann [Wasser-
man 1979]. Die bei der Degranulation liberierten chemotaktischen Faktoren 16sen weiterhin eine lokale
zelluldre Antwort aus [Wasserman 1979]. Zytokine wie TNF-o. und neutrale Proteasen sowie biogene
Amine und Lipidmediatoren der Mastzelle rekrutieren Leukozyten an den betreffenden Ort [Wasserman
1979; Wedemeyer et al. 2000]. Es folgt daher meist die sog. Spatphasereaktion, die nach einer Latenz von
4-8 Stunden mit Gewebeschwellung und Leukozyteninfiltration einhergeht, an der Granulozyten, Lym-
phozyten und Monozyten/Makrophagen teilnehmen [Wedemeyer et al. 2000].

4.6.2 Neuropeptiderge Aktivierung

4.6.2.1 Funktionelle Beziehung der Mastzelle zum Nervensystem

Mastzellen zeigen oft strukturelle Beziehungen mit einer Vielzahl anderer Zellen; eine sehr ausgepragte
Anndherung an Nervenendigungen lésst sich in Geweben mit besonders aktiven Mastzellen verzeichnen
[Dines und Powell 1997]. So finden sich fast zwei Drittel der Mastzellen im Gastrointestinaltrakt in enger
topographischer Beziehung zu Nerven [Stead 1992], und Bindegewebsmastzellen sind im Zwerchfell und
den Mesenterien der Ratte haufig mit SP-haltigen Fasern assoziiert [Skofitsch et al. 1985]. Funktionelle
Interaktionen zwischen Mastzellen und peripheren Nerven kdnnen in vivo an deren zugewandten Seiten
auftreten [Bienenstock et al. 1989; Blennerhassett et al. 1991]. Die Mastzellen des Gehirns liegen zum
tiberwiegenden Teil perivaskuldr und nahe an den Neuronen, so dass sie iiber direkte Nervenstimulation
oder durch Neuropeptide aktiviert werden konnen [Theoharides et al. 1993]. AuB3erdem ist eine enge to-
pographische Beziehung der Hirnmastzellen zu Neuronen bekannt, die tiber NGF reguliert werden konnte
[Theoharides 1990]. NGF wird allgemein eine Beteiligung an der Mastzellaktivierung zugeschrieben
[Kawamoto et al. 2002]. Im Hyperalgesiemodell nach Nervenschadigung kann NGF die Degranulation
von Mastzellen induzieren, wobei Serotonin frei wird, das die Nozizeptoren sensibilisiert [Theodosiou et
al. 1999]. An den sensiblen, unmyelinisierten Nervenendigungen von Fasern der Klassen III und IV, die
den Kapselapparat des Kniegelenks innervieren, wurden in grofler Zahl Mastzellen gefunden, so dass
auch hier ein funktioneller Zusammenhang zwischen den Mastzellen und den Neuronen naheliegt [Hep-
pelmann et al. 1995].

Die formalininduzierte periphere Nozizeption lasst sich an der Rattenpfote durch selektiven Antagonismus
an H;- und H,-Histaminrezeptoren sowie an 5-HTa-, 5-HT3- und 5-HTs-Serotoninrezeptoren blockieren
[Parada et al. 2001]. Am Ort der Reizung residente Mastzellen konnen somit gleich tiber zwei biogene

Amine und deren Rezeptoren auf periphere sensible Nerven wirken.
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Die Assoziation von Mastzellen mit Nerven kann auch als eine ungewohnliche Form eines Rezeptors fiir
bestimmte Antigene im jeweiligen Parenchym dienen [Bienenstock et al. 1989]. Diese Funktion kann
beispielsweise in der bronchialen und gastrointestinalen Mukosa von Nutzen sein [Bienenstock et al.

1989].

4.6.2.2 Neurogene Entziindung

Sensible Nerven vermitteln die Entziindungsreaktion auf irritative Substanzen in Geweben wie der Cor-
nea, der Haut und den Gelenken, worauf durch die Freisetzung von Neuropeptiden wie SP eine neurogene
Entziindung des betreffenden Gebietes in Gang gesetzt wird [Lembeck und Holzer 1979; Foreman und
Jordan 1984]. SP ist ein im peripheren und zentralen Nervensystem heterogen verteiltes Undekapeptid,
das u.a. in peripheren sensiblen Neuronen als Transmitter dient [Black 1993]. Als kennzeichnend fuir die
neurogene Entziindung gelten eine Mastzelldegranulation, eine Vasodilatation mit Extravasation von Plas-
maproteinen sowie eine serotonininduzierte Plattchenaggregation (s. Abb. 4.2) [Buzzi et al. 1992; Buzzi
und Moskowitz 1992; Schmelz und Petersen 2001; Williamson und Hargreaves 2001]. Baluk [1997]
definiert die neurogene Entziindung, die in der Haut und den Atemwegen vorkommt, als eine durch
Aktivitdt von peripheren sensiblen Nerven induzierte Plasmaleckage. Die Mechanismen idiopathischer
Kopfschmerzen, wie beispielsweise der Migréane, sind weitgehend unverstanden; eine Aktivierung von
trigeminalen sensiblen Fasern fiihrt dabei wahrscheinlich zu einer schmerzhaften neurogenen Entziindung
von Duragefiallen, die ebenfalls durch Neuropeptide der sensiblen Fasern vermittelt wird [Buzzi et al.
1992; Buzzi und Moskowitz 1992; Williamson und Hargreaves 2001]. Der in Vorgénge der neurogenen
Entziindung vornehmlich einbezogene GefaB3typus, der auch strukturelle Verdnderungen wie Va-
kuolisierung und Zunahme der Vesikel im Endothel aufweist, ist die postkapillire Venule [Buzzi et al.
1992; Buzzi und Moskowitz 1992]. Wahrscheinlich wird die Vasodilatation von SP und CGRP induziert
[Rozniecki et al. 1996; Baluk 1997; Liang et al. 2000; Williamson und Hargreaves 2001]; sie lasst sich
durch Aktivierung von 5-HTpp-Rezeptoren des trigemino-vaskulidren Systems antagonisieren [Buzzi et
al. 1992; Williamson und Hargreaves 2001]. SP vermittelt die neurogene Vasodilatation und Plas-
maextravasation sowohl durch direkten Einfluss auf die BlutgefiB3e als auch durch Induktion der Hista-
minausschiittung von Mastzellen [Gamse et al. 1980]. SP triggert die Mastzelldegranulation und Freiset-
zung von Histamin, Serotonin und Entziindungsmediatoren [Johnson und Erdos 1973; Fewtrell et al.
1982; Matsuda et al. 1989; Ohkubo et al. 1994; Naukkarinen et al. 1996]. Wahrscheinlich wird durch Ak-
tivierung von 5-HT;pp-Rezeptoren, die auf Neuronen vorkommen, die Neuropeptidfreisetzung inhibiert
[Buzzi et al. 1992; Buzzi und Moskowitz 1992; Gothert und Starke 2001], was unter Einbeziehung der
serotonergen Mastzelle eine Riickkopplung bedeutet. Wie in der Haut tragen auch von trigeminalen Ner-
ven aktivierte Mastzellen zur Vasodilatation und Extravasation von Plasmaproteinen bei [Baluk 1997;
Williamson und Hargreaves 2001]. Wahrend SP primér die Plasmaleckage durch reversible Lockerung
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des Endothelzellverbandes und Vasodilatation bewirkt [Matsuda 1989; Baluk 1997], sorgt CGRP auch fiir
die Rekrutierung bzw. Steuerung von inflammatorischen Zellen wie Eosinophilen und Mastzellen [Liang
et al. 2000]. SP induziert auch die Synthese von Leukotrienen, die ein Odem verursachen [Le Filiatre et al.
2001]

Die Aktivierung von Mastzellen via SP, die an peripheren SP-haltigen Nervenfasern liegen [Kruger et al.
1985; Skofitsch et al. 1985], verlauft tiber den NK; (Neurokinin-1)-Rezeptor auf der Mastzellmembran
[Mori et al. 2002]. Es wird jedoch auch berichtet, dal SP analog zum Sekretagogon Substanz 48/80 die
Freisetzung von Ca®" aus internen Speichern induziert, wodurch eine Degranulation initiiert wird [Mat-
thews et al. 1989]. Somit besteht eine funktionelle Kooperation zwischen peripherem sensiblem Nerv und
Mastzelle [Heppelmann et al. 1995]. Die simultane Applikation von SP und CGRP auf die Mastzelle 16st
eine sehr starke Degranulation aus, die sich tiberadditiv-synergistisch beziiglich des degranulationsindu-
zierenden Potenzials eines jeden einzelnen Neuropeptids verhilt [Reynier-Rebuffel et al. 1994]. Interes-
santerweise kann die Mastzell-Tryptase aber CGRP degradieren, so dass neurogene Stimuli einer
Mastzelldegranulation vornehmlich via SP tibertragen werden [Naukkarinen et al. 1996]. Bindegewebs-
mastzellen reagieren iiberdies empfindlicher auf SP als Mukosamastzellen [Rozniecki et al. 1999].

Bei der neurogenen Entziindung in der Haut von Nagetieren fiihrt die Aktivierung von Nozizeptoren zu
einer Kombination von Vasodilatation und Extravasation von Plasmaprotein [Schmelz und Petersen
2001]. Die Vasodilatation und Extravasation lassen sich durch Blockade von H;-Rezeptoren verhindern
und eine Neuropeptid-induzierte Entziindungsreaktion kommt bei mastzell-defizienten Tieren nicht zur
Ausbildung [Schmelz und Petersen 2001]. Es wurde gezeigt, dass es auch wéhrend der neurogenen Ent-
ziindung in der Haut zur Freisetzung von Histamin und weiteren Mediatoren aus Mastzellen kommt
[Kiernan 1975; Lembeck und Holzer 1979]. Die Rotung der Haut durch intradermal injizierte SP kommt
via Mastzellen und deren Histaminliberation zustande [Schmelz und Petersen 2001]. Neuropeptide aus
antidrom stimulierten sensiblen Nervenendigungen bewirken gleichermal3en eine Immunmodulation ihres
Zielgebietes und konnen die Degranulation residenter Mastzellen induzieren [Kiernan 1975; Bani-Sacchi
et al. 1986; Kowalski und Kaliner 1988; Schmelz und Petersen 2001]. Eine antidrome elektrische Stimu-
lation des N. ischiadicus bewirkt eine deutliche Erhohung der Histaminausschiittung aus Mastzellen in der
Hinterpfote der Ratte [Ohkubo et al 1994].

Im Larynx und im subglottischen Raum wurden beim Menschen in groBBer Zahl Mastzellen und zugleich
SP- und CGRP-haltige Nervenfasern gefunden [Domeij et al. 1996]. Die hochste Dichte solcher Nerven-
fasern und von Mastzellen wurde gerade in denjenigen Regionen gefunden, in denen sich klinisch am
hiufigsten Odeme entwickeln [Domeij et al. 1996], was eine Einbindung der Mastzelle in dortige Mecha-

nismen der neurogenen Entziindung mit Permeabilitatsinderung der Gefél3e indiziert.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung der wichtigsten Vorgénge der neurogenen Entziindung (Literatur
siehe obigen Text). Neuronal stimuliert, kommt es zur entziindlichen Reaktion insbesondere postkapilldrer
Venulen. Hierbei spielen Neuropeptide wie SP und CGRP eine entscheidende Rolle, die via Stimulation
von Mastzellen (Weg 2), die degranulieren und Histamin und Serotonin sowie Entziindungsmediatoren

liberieren, und bisweilen auch direkt wirken (Weg 1).

4.6.2.3 SP und CGRP in sympathischen Ganglien und viszeromotorischen Neuronen

In den lumbalen sympathischen Ganglien lassen sich SP-immunreaktive Fasern, die sich mit ihren Vari-
kositdten um die gangliondren Neurone winden, sowie CGRP-immunreaktive Nervenfasern detektieren
(s. jeweils Abb. 4.3) [Webber et al. 1987]. SP wird im Ganglion cervicale superius in praganglionéren
Neuronen und in Kollateralen von unmyelinisierten sensiblen Fasern gefunden [Gibbins et al. 2000], die
vermutlich aus dem IX. Hirnnerv stammen [Dail und Barton 1983] und somit zu primér afferenten Neu-
ronen gehoren [Hokfelt et al. 1977]; SP ist in ithnen oft mit CGRP kolokalisiert [Gibbins et al. 1985].
CGRP wurde auch in den postganglionaren Neuronen der cervicalen und thorakalen sympathischen Gan-
glien der Katze gefunden [Kummer und Heym 1988]. Die Axone des Ganglion cervicale superius besit-
zen enge Kontakte mit Pseudopodien oder den Somata von Mastzellen; eine experimentelle Reizung
bewirkt eine SP-vermittelte Degranulation von Mastzellen [Ohshiro et al. 2000]. In Zellkultur bilden sym-
pathische Neurone aus dem Ganglion cervicale superius selektiv Kontakte zu Mukosa-Mastzellen aus und
halten diese aufrecht; in vivo konnte hierdurch eine bidirektionale Kommunikation zwischen dem Ner-
ven- und Immunsystem entstehen [Blennerhassett et al. 1991]. Vesikel mit peptidergen Neurotransmittern
wie SP finden sich gehduft im Zytoplasma auf der der Mastzelle zugewandten Seite des sympathischen
Neurons in der Zellkultur [Blennerhassett et al. 1991]. Uberdies haben Peptide wie SP in sympathischen

Ganglien relativ weite Strecken zu tberbriicken, bevor sie auf einen neuronalen Neurokinin-Rezeptor
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treffen [Gibbins et al. 2000]; diese Distanzen kdnnen durch Mastzellen als mobile Zwischenglieder tiber-
briickt werden, die dabei eine Modulation wie Verstarkung, Schwachung sowie raumliche Summation der
durch SP vermittelten Information vornehmen kénnen. SP bewirkt wahrscheinlich eine Steigerung der
synaptischen Ubertragung, wodurch ein ankommender, unterschwelliger Reiz durch Senkung der Reiz-
schwelle tiberschwellig, d.h. erregend wirken kann [Dun et al. 1986].

Die Endigungen praganglionérer, SP-haltiger Neurone sind ausschlieSlich verschaltet mit vasodilatatori-
schen Neuronen; Endigungen priagangliondrer, CGRP-haltiger Neurone sind ausschlie8lich mit vaso-
konstriktorischen Neuronen assoziiert [Gibbins 1992]. Praganglionére Neurone zeigen somit eine funkti-
ons- und verschaltungsspezifische Ausstattung mit bestimmten Neuropeptiden. Eine SP-aktivierte Mast-
zelle konnte somit auch diskrete Neuronengruppen beeinflussen, wodurch sie letztlich spezifisch auf das
Zielgebiet dieser Neurone wirken kann.

Eine Aktivierung von serotoninhaltigen Mastzellen durch neuronal sezernierte SP und CGRP wurde auch
fur die Gl. lacrimalis [Williams et al. 1996] sowie fiir die Mukosa des Magens beschrieben [Rydning et al.
1999]. Bei der Gl. lacrimalis steuert die parakrine Mastzelle SP- und CGRP-getriggert serotonerg die Sek-
retionsleistung der Driise [Williams et al. 1996]. Nervenfasern des Darmnervensystems, die SP oder
CGRP enthalten, zeigen eine enge strukturelle Beziehung zu den dortigen Mastzellen [Stead et al. 1987,
Bienenstock et al. 1989]; Mukosamastzellen wurden in synapsenartiger Verbindung mit dem enterischen
Nervensystem gefunden [Newson et al. 1983; Stead et al. 1987]. Interessanterweise wird die Mastzelle des
Magens - im Gegensatz zu den Untersuchungen von Reynier-Rebuffel et al. [1994] - durch die beiden

Neuropeptide antagonistisch gesteuert [Rydning et al. 1999].
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Abb. 4.3: Ubersicht iiber das funktionelle Vorkommen von SP und CGRP in sympathlschen Ganglien.
Von sensiblen und prasynaptischen Axonen sowie postsynaptischen Neuronen liberiert, bewirken die
beiden Neuropeptide mit tiberadditiv-synergistischem Effekt die Aktivierung residenter Mastzellen, wozu
auch die enge rdumliche Beziehung zwischen Mastzellen und Neuronen beitrdgt (Detailerlauterung und

Literatur siehe obigen Text).

4.6.3 Regulation der Mastzellaktivitat

Mastzellen, die in vegetativen Ganglien schlagartig degranulieren, konnen weder eine intensitatsmalig
determinierte noch zielgerichtete neuronale Beeinflussung und Steuerung von Schrankenstrukturen be-
wirken. Sie wiirden wahrscheinlich das Ganglion durch Induktion eines Odems und massiver Entziindung
schadigen. Bei sehr starker Intensitdt der Degranulation kann es sogar zur sog. Transgranulation kommen,
d.h. zum Einschieen von explosionsartig freigesetzten Mastzellgranula in die Nachbarzellen [Dines und
Powell 1997]. Es stellt sich somit die Frage nach 1.) Moglichkeiten einer diskret regulierbaren Degranula-
tion, 2.) einer Autoregulation der Mastzellaktivitit sowie 3.) nach dem als normal einzuschitzenden Akti-
vierungszustand der Mastzelle.

Die meisten Mastzellen von adulten Rodentia, die sich im Bindegewebe oder in der Peritonealhohle be-
finden, sind in der Tat ruhende Zellen, die ihre mitotische Aktivitét eingestellt haben [Ginsburg und Lagu-
noff 1967]. Mastzellen besitzen zwei Modi der Degranulation. Zum einen konnen sie, getriggert tiber
Briickenbindung von IgE-Molekiilen auf der Zelloberflache, eine explosionsartige Degranulation zeigen,
zum anderen kann die Degranulation langsam und abgestuft erfolgen; letzterer Sekretionsprozess steht
unter der Kontrolle Nicht-IgE-verwandter Stimuli [Dvorak et al. 1999] wie beispielsweise Neuropeptiden.
Analog finden sich die Verhaltnisse in den sympathischen Ganglien: Werden die residenten Mastzellen
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immunologisch aktiviert, so kommt es wahrscheinlich zu einer heftigeren und auch einer Aktivierung
samtlicher Mastzellen, erfolgt jedoch eine neuropeptiderge, diskrete Ansteuerung der Mastzelle, so kann
sie lokal parakrin ihre Umgebung beeinflussen.

Mastzellen besitzen Hs-Histaminrezeptoren, die tiber deren Aktivierung sie im Sinne von negativer Riick-
kopplung die eigene Histaminfreisetzung inhibieren [Ohkubo et al. 1994]. Eine Aktivierung von Ha-
Autorezeptoren an Mastzellen inhibiert ebenfalls im Sinne einer negativen Riickkopplung die eigene His-
taminfreisetzung [Gothert und Schlicker 2001]. Wahrscheinlich findet eine Autoregulation der Mastzell-
aktivitdt auch tiber das liberierte Serotonin statt: Die Endotoxin-induzierte Aktivierung der Mastzelle 1asst
sich tiber Blockade von 5-HT,x-Rezeptoren inhibieren [Walther at al. 2002]. Durch die Produktion von
Chemokinen werden mehrere Stunden nach Mastzellaktivierung Leukozyten angelockt, die Mediatoren
der Mastzelle inaktivieren konnen [Wasserman 1979]. Die Aktivitat der Mastzelle wird also in der Spat-
phase der allergischen Reaktion durch andere, chemotaktisch rekrutierte Entziindungszellen wie Leukozy-

ten inhibiert - ein weiterer Regelkreis der Mastzellaktivitit.

4.7 Die Mastzelle erregt serotonerg das sympathische Neuron

Serotonin 16st bei etwa 70% der Neurone des Ganglion cervicale superius eine Depolarisation aus [Trend-
elenburg 1956]. Exzitatorische Effekte des Serotonins sind auch fiir das Ganglion stellatum bekannt [Hae-
fely 1980]. Serotonin induziert in den Neuronen des Ganglion cervicale superius der Ratte auch eine kon-
zentrationsabhéngige Hyperpolarisation, die iiber einen 5-HT;a-dhnlichen Rezeptor vermittelt wird, je-
doch nicht tiber 5-HT3-Rezeptoren [Ireland 1987; Ireland und Jordan 1987]. Diese serotonininduzierte
Hyperpolarisation erweist sich als konzentrationsabhéngig; wird jedoch eine bestimmte Schwelle der Se-
rotoninkonzentration tiberschritten, so kommt es zur Ausbildung einer komplexen Antwort mit initialer
Hyperpolarisation, gefolgt von einer Depolarisationsphase und anschlieBender Nach-Hyperpolarisation
[Ireland 1987; Ireland et al. 1987]. Der erregende Effekt von Serotonin im Ganglion cervicale superius
zeigt eine Tachyphylaxie und lasst sich nicht mittels Atropin (Blockade muskarinischer Acetylcholinre-
zeptoren) hemmen [Haefely 1980].

Interessanterweise sind sich die Serotoninrezeptoren, die die Depolarisation vermitteln, im Ganglion cer-
vicale superius und N. vagus pharmakologisch sehr &dhnlich [Ireland et al. 1987]. Durch Aktivierung von
5-HT3-Rezeptoren lasst sich auch beim N. vagus der Ratte konzentrationsabhingig eine Depolarisation
hervorrufen [Nemoto et al. 2001]. Die Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren fiihrt zur Erregung von Neuro-
nen des enterischen Nervensystems [Derkach et al. 1989]. Histamin-sensitive Afferenzen, die sich auch
via 5-HTs-Rezeptoren aktivieren lassen, kommen im proximalen Jejunum der Ratte vor; diese Fasern
scheinen durch Mastzellen aktiviert zu werden [Kreis et al. 2002]. Degranulierende Mastzellen depolari-
sieren auch intrakardiale parasympathische Neurone und steigern deren Erregbarkeit [Powers et al. 2001].
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Histamin erzeugt ebenfalls eine Depolarisation im Ganglion cervicale superius sowie im Ganglion stella-
tum, die iiber den H;-Rezeptor vermittelt wird [Haefely 1980; Christian et al. 1989]. Diese Depolarisation
tritt gleichermalBen durch exogenes wie durch Histamin aus endogenen Mastzellen auf [Christian et al.
1989]. Es besteht eine Kreuztachyphylaxie zwischen Serotonin und Histamin im Ganglion cervicale supe-
rius [Haefely 1980].

Interessanterweise hat der Neurotransmitter des postgangliondren sympathischen Neurons, Noradrenalin,
einen ausgepragt inhibitorischen Effekt auf die Degranulation der zerebrovaskuldren Mastzellen [Reynier-
Rebuffel et al. 1997)]. Hingegen zeigen der Transmitter des Parasympathikus und des praganglionéren
sympathischen Neurons, Acetylcholin, sowie die Neuropeptide SP und CGRP eine degranulationsindu-
zierende Wirkung [Reynier-Rebuffel et al. 1997]. Die zerebrovaskularen Mastzellen lassen sich syner-
gistisch durch SP und CGRP zur Degranulation bringen [Reynier-Rebuffel et al. 1994]. Die Mastzellen in
sympathischen und parasympathischen Ganglien, in denen jeweils Acetylcholin als Transmitter vor-
kommt, konnen wahrscheinlich in Analogie zu den zerebrovaskulidren Mastzellen neurogen aktiviert bzw.
deaktiviert werden - und somit kann aufgrund ganglionérer Aktivitdt eine Serotoninausschiittung stattfin-
den.

In Kultur kdnnen Neurone des Sympathikus Serotonin unter bestimmten Bedingungen selbst sezernieren
und somit moglicherweise als Transmitter einsetzen [Sah und Matsumoto 1987]. So findet man in Neuro-
nen des Ganglion cervicale superius der Ratte in der frithen Embryonalentwicklung und in Kultur eine
Immunreaktivitdt gegen Serotonin, die besonders intensiv an den Fortsitzen der Neurone, also an Axonen
und Dendriten zu erkennen ist [Soinila et al. 1986, 1987; Sah und Matsumoto 1987]. Interessanterweise
findet sich dort in den eigenen Untersuchungen auch der flichenméaBig grofite Teil der S-HT3-Rezeptoren.
In der weiteren Ontogenese verschwindet diese Serotonin-Immunreaktivitit wieder; die Regulation der
Serotonin-Immunreaktivitét erfolgt wahrscheinlich unabhéngig von der Katecholaminsynthese [Soinila et
al. 1986, 1987]. Der 5-HT3-Rezeptor zahlt ebenfalls zur physiologischen Ausstattung von Neuronen des
Ganglion cervicale superius; die Zahl der 5-HT3-Rezeptoren steigt bis zum 21. Tag der Embryonalent-
wicklung stetig an [Rosenberg et al. 1997]. Serotonin kann somit neben Acetylcholin als physiologischer
Kotransmitter sympathischer Ganglien aufgefasst werden, der mindestens in einem bestimmten ontogene-
tischen Stadium funktionell aktiv ist.

Uberdies existieren in den sympathischen Ganglien Transportsysteme zur zelluldren Wiederaufnahme der
biogenen Amine. Die meisten Neurone im Ganglion cervicale superius der Ratte exprimieren zwei Mo-
noamintransporter: Der Norepinephrintransporter wird von den meisten Neuronen und der Seroto-

nintransporter etwa von 30% der Neurone auf mRNA-Ebene exprimiert [Nishimura et al. 1999].
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4.8 Die Mastzelle als Modulator neuronaler Aktivitat

4.8.1 Neuronale Langzeitpotenzierung
Wenn zwei Reize tiber dieselbe Elektrode an ein sympathisches Ganglion der Ratte abgegeben werden,
modifiziert offenbar der erste Reiz (,,Konditionierung*), abhdngig vom Zeitintervall zwischen beiden Rei-
zen, die Antwort auf den zweiten [Dunant und Dolivo 1968]. Reizt man die Neurone somit repetitiv, dann
steigt bet Erhohung der Reizfrequenz die Amplitude des postsynaptischen Potenzials iiberproportional
beziiglich der Frequenzzunahme des prasynaptischen Reizes [Dunant und Dolivo 1968]. Die hierbei auf-
getretene Plastizitiat der Synapsen wird als LTP neuronaler Aktivitdt bezeichnet; sie tritt bei einem préasy-
naptischen Stimulus im Bereich von 5 Hz fiir eine Dauer von 5 sec. und bei bis zu 20 Hz fiir eine Dauer
von 20 sec. auf. Diese Bedingungen liegen in der physiologischen GroBenordnung von praganglionérer
Aktivitat [Briggs et al. 1985a, 1985b; Libet und Mochida 1986; Briggs und McAfee 1988; Gonzales Bur-
gos et al. 1997]. Dabei bleibt die Schwelle der neuronalen Erregbarkeit (Potenz) unbertihrt, es dndert sich
jedoch das Ausmal3 der Antwort der erregten Struktur auf einen konstant gebliebenen Reiz (Effizienz)
[Alkadhi und Altememi 1997]. So geht die Potenzierung neuronaler Aktivitit weder mit einer Anderung
des gangliondren Eingangswiderstandes, noch von Zellpotenzialen einher [Briggs und McAfee 1988]. Die
Hohe und Dauer der LTP sind abhingig von Frequenz und Dauer der prasynaptischen Stimulation
[Briggs et al. 1985a]. Eine Langzeitpotenzierung synaptischer Ubertragung wird wahrscheinlich auch iiber
einen Teil der SIF-Zellen vermittelt, die iiber Dopamin wirken [Libet und Mochida 1986]. Man unter-
scheidet bei der synaptischen Plastizitit eine LTP, die mindestens 30 Minuten dauert, von einer STP
(short-term potentiation), die kiirzer als 30 Minuten besteht [ Albuquerque et al. 1997; Aileru et al. 2001].
Fur die STP wird oft der Begriff der PTP (post-tetanic potentiation) synonym verwendet [Aileru et al.
2001], der das auf einen tetanischen Stimulus folgende Aufireten der synaptischen Plastizitat fliir wenige
Minuten impliziert. Typischerweise persistiert die LTP jedoch fiir mehrere Stunden [Albuquerque et al.
1997; Aileru et al. 2001]. Der Abfall der LTP im Ganglion cervicale superius der Ratte folgt einer Kinetik
erster Ordnung bei einer mittleren Zeitkonstante von 80 Minuten [Brown und McAfee 1982].
Die Form der aktivitatsabhiangigen LTP ist eine Erscheinung an der Prasynapse in sympathischen Gang-
lien von Mammalia [Briggs und McAfee 1988; Aileru et al. 2001] und ist unabhéngig von der cholinergen
Aktivierung der Postsynapse [Briggs und McAfee 1988; Gonzales Burgos et al. 1997]. Eine Blockade
muskarinischer sowie nikotinischer Rezeptoren beeinflusst die LTP nicht [Brown und McAfee 1982;
Briggs et al. 1985a; Briggs und McAfee 1988]. Trotzdem berichten Morales et al. [1994], dass der
Hauptmechanismus der LTP im Ganglion cervicale superius eine Steigerung der postsynaptischen Erreg-
barkeit sei. So findet man neben einer LTP des postsynaptischen Potenzials auch eine Potenzierung der
stimulierten Acetylcholin-Ausschiittung [Briggs et al. 1985b]. Letztlich bleibt die Zuordnung einiger
Komponenten der LTP zu pra- oder postganglionéren Strukturen unklar.
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Die LTP ist assoziiert mit dem Gedéchtnis und der Schmerzwahrnehmung [ Albuquerque et al. 1997]; so
weist die Langzeitpotenzierung neuronaler Aktivitit zwischen Ganglion cervicale superius und dem Hip-
pocampus sehr viele Gemeinsamkeiten auf [Alkadhi und Altememi 1997] und scheint, obwohl sie einst
fur ein einzigartiges Ereignis des Hippocampus gehalten wurde, eher eine generalisierte Eigenschaft sy-
naptischer Funktionen zu sein [Brown und McAfee 1982]. Im Hippocampus des Meerschweinchens tibt
die Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren einen inhibitorischen Einfluss auf die Hohe der tetanisch induzier-
ten LTP aus [Maeda et al. 1994]. Mehr als 90% der den 5-HT3-Rezeptor-exprimierenden Neurone im
Cortex und Hippocampus sind GABAerge Neurone, so dass die Aktivierung dieses Serotoninrezeptors
einen inhibitorisch-regulativen Einfluss ausiibt [Morales et al. 1996a]. In hohen Dosen blockiert Serotonin
hier auch die tiber den NMDA-Glutamat-Rezeptor vermittelte LTP [Staubli und Otaky 1994]. Ein wesent-
licher Unterschied zum Hippocampus ist jedoch die im Ganglion cervicale superius essenziell notwendige
Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren sowohl fiir die Induktions- als auch flir die Aufrechterhaltungsphase
der tetanisch induzierten LTP [Alkadhi et al. 1996, Alkadhi und Altememi 1997] (s. jeweils Abb. 4.4).
Durch Aktivierung des 5-HT;a-Rezeptors vor tetanischer Stimulation des Ganglion cervicale superius
lasst sich die Ausbildung der LTP verhindern [Alkadhi et al. 1996]. Die Darstellung der LTP-Hohe in
Abhéngigkeit von der experimentell eingesetzten Serotoninkonzentration zeigt eine Normalverteilung,
d.h. die Antwort der LTP nimmt ab einer bestimmten Serotoninkonzentration wieder ab; der wahrschein-
lichste Mechanismus hierfir ist eine schwellenabhéngige Aktivierung LTP-inhibierender 5-HT;-
Rezeptoren [Alkadhi et al. 1996]. Die Aktivierung von 5-HT>-Rezeptoren vermag die tetanisch induzierte
LTP im Ganglion cervicale superius zu steigern, Antagonismus an diesem Rezeptor hat jedoch keinen
signifikanten Effekt auf die LTP [Alkadhi et al. 1996]. So kann der 5-HT,-Rezeptor funktionell als die
LTP unterstitzend, jedoch nicht als tragend angesehen werden. Histamin bewirkt neben einer H;-
Rezeptor-vermittelten Stimulation der ganglioniren nikotinischen Ubertragung [Christian und Weinreich
1992] auch eine STP (hochstens 10 Minuten) der synaptischen Effizienz [Weinreich et al. 1995; Albu-
querque et al. 1997].

Stickstoffmonoxid (NO), einem membrangingigen Radikal, wird eine Rolle bei der parakrinen Informati-
onsiibertragung sowie bei Vorgingen der synaptischen Plastizitdt im Hippocampus zugeschrieben [Al-
kadhi und Altememi 1997]. NO kommt bei der Ratte in pragangliondren Neuronen des Sympathikus vor
[Okamura et al. 1995] und gehort zu den bei der Degranulation der Mastzelle liberierten Mediatoren
[Andjelkovic und Pachter 1998]. NO ist im Ganglion cervicale superius der Ratte in der Lage, eine LTP
der neuronalen Aktivitit zu erzeugen, die tiber die l6sliche Guanylatzyklase mit dem second messenger
cGMP (zyklisches Guanosin-Monophosphat) vermittelt wird [Briggs 1992; Southam et al. 1996]. Choli-
nerge Agonisten erhohen in verschiedenen Zelltypen des Ganglion cervicale superius den cGMP-Spiegel
[Steinbusch et al. 1988], ebenso eine praganglionére Stimulation, die auf dem Wege der NO-Synthase und
des NO die Menge des cGMP steigert [Sheng et al. 1992]. Experimentell belegt ist die Notwendigkeit von

105



NO fur die Aufrechterhaltungsphase der LTP im Ganglion cervicale superius bei der Ratte [Alkadhi und
Altememi 1997; Altememi und Alkadhi 1999]. Im parasympathischen Ganglion ciliare des Huhns wird
NO wihrend der LTP produziert und freigesetzt; eine Hemmung der NO-Synthase unterbindet dort das
Aufireten der LTP [Scott und Bennett 1993]. Die NADPH (Nicotinamid-adenin-dinucleotid-hydrogen-
phosphat)-Diaphorase-Aktivitiat gilt als Marker der neuralen NO-Synthase, die in vielen Somata
postgangliondrer Neurone des Ganglion cervicale superius zu finden ist [Vanhatalo und Soinila 1994].
Zwischen 41% und 43% der SP- oder Somatostatin-immunreaktiven Neurone des Ganglion cervicale
superius enthalten auch immunhistochemisch darstellbare cGMP-Immunreaktivitdt [Ariano und Tress
1983].
Die Hamoxygenase (HO), ein Him-katabolisierendes Enzym, erzeugt als Nebenprodukt CO
(Kohlenmonoxid), dem als retrograder Neurotransmitter eine Rolle bei der LTP in bestimmten
Hirnarealen wie dem Hippocampus zugeschrieben wird [Alkadhi et al. 2001]. Die neuronale Isoform der
Hiamoxygenase (HO-2) findet sich ubiquitér in den Perikaryen und einigen Dendriten postganglionérer
sympathischer Neurone, aber nicht in Axonen und deren Endigungen [Vollerthun et al. 1995]. Eine
Blockade von 5-HT3-Rezeptoren verhindert vollstandig das Auftreten der LTP, in Anwesenheit von CO
lasst sich die LTP auf diese Art jedoch nicht inhibieren [Alkadhi et al. 2001]. Die Aktivierung von 5-HT3-
Rezeptoren ist wahrscheinlich in die CO-Produktion eingebunden, und CO selbst vermittelt die Induktion
der LTP [Alkadhi et al. 2001]. Die LTP neuronaler Aktivitdt hat somit auch eine postsynaptische
Komponente, die von CO als Vermittlermolekiil abzuhdngen scheint. Die unmittelbare Einbindung des 5-
HT3-Rezeptors in die CO-Produktion ist zwar wahrscheinlich, bedarf aber weiterer Untersuchungen. In
den eigenen Untersuchungen findet sich der 5-HT3-Rezeptor ubiquitdr an Neuronen lokalisiert, wobei die
pragangliondren Neurone nicht von den postganglionéren unterschieden wurden. Nichtsdestotrotz findet
sich Immunreaktivitit gegen diesen Serotoninrezeptortyp an der Circumferenz und teilweise in geringerer
Intensitdt im zytoplasmatischen Kompartiment der postganglioniren Perikaryen. Somit lassen sich die
neuropharmakologischen Untersuchungen von Alkadhi et al. [2001] mit den morphologischen
Untersuchungen von Vollerthun et al. [1995] und den eigenen Ergebnissen ergénzen, womit eine 5-HT3-
Rezeptor-gesteuerte und CO-vermittelte postgangliondre Komponente der LTP naheliegt.
GABA (y-Aminobuttersdure) bewirkt iiber GABA-A- und GABA-B-Rezeptoren eine Blockade der
ganglioniren Ubertragung im Ganglion cervicale superius [Gonzéales Burgos et al. 1994]. Dieser Trans-
mitter vermag dartiber hinaus die aktivititsabhingige LTP tiber einen GABA-A-dhnlichen-Rezeptor zu
blockieren [Gonzales Burgos et al. 1994, 1997]. Interessanterweise bewirkt die alleinige Applikation von
Picrotoxin (ein GABA-Kanal-Blocker) einer Erleichterung der LTP-Induktion [Gonzéles Burgos et al.
1997], so dass man von einem permanenten, wenn auch geringen Grundspiegel von GABA im Ganglion
cervicale superius ausgehen kann, der offenbar eine iiberschief3ende oder zu leicht triggerbare LTP ver-
hindert.
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung der neuronalen LTP im Ganglion cervicale superius. Vorhandene
Mastzellen konnen auf diverse Arten stimuliert werden (s. Abschnitt 4.6). Via Serotonin aktiviert die de-
granulierende Mastzelle mindestens drei verschiedene Serotoninrezeptoren, wobei die Aktivierung des 5-
HT3-Rezeptors flir die Induktion und Aufrechterhaltung der LTP essenziell ist (Pra- und postganglionére

Komponenten der LTP sind im Schema nicht unterschieden).

Das Auftreten der LTP ist kein generalisiertes Phdnomen im Ganglion cervicale superius, sondern unter-
liegt einer durch die praganglioniren Fasern determinierten Topographie: Nur an den tetanisch stimulier-
ten Synapsen kommt es zur Langzeitpotenzierung [Briggs et al. 1985a]. Mittels tetanischer Stimulation
lasst sich somit gezielt in einem funktionellen Kanal aus pragangliondrem Neuron, Umschaltung und Ver-
teilung sowie dem postgangliondren Neuron Information durch Erzeugung synaptischer Plastizitét ein-
speichern.

Das sog. MCD (mast cell-degranulating)-Peptid, ein Bienengift, induziert eine LTP der Aktivitédt hippo-
campaler Neurone [Ben Ari et al. 1989; Kondo et al. 1990, 1992; Fujimoto et al. 1996], die der durch teta-
nische Stimulation ausgelosten LTP gleicht [Ben Ari et al. 1989]. Das MCD-Peptid bindet kompetitiv zu
IgE an Mastzellen, verdringt IgE in hoherer Konzentration und bringt die Mastzellen zur Degranulation
[Buku et al. 2001]. Diese Untersuchungen belegen die Rolle der Mastzelle bei der Erzeugung synaptischer
Plastizitat.

4.8.2 Antigen-induzierte Langzeitpotenzierung

Es ist bekannt, dass eine spezifisch-immunologische Aktivierung im Ganglion cervicale superius residen-

ter Mastzellen ein Anstieg der Effizienz synaptischer Ubertragung bewirkt [Weinreich und Undem 1987,

Undem et al. 1990], der meist mindestens 30 Minuten anhélt und daher als A-LTP benannt ist (s. Abb.
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4.5) [Weinreich et al. 1995; Cavalcante de Albuquerque et al. 1996; Albuquerque et al. 1997]. Fiir diese
Art der LTP ist eine spezifische immunologische Stimulation der gangliondren Mastzellen essenziell
[Weinreich et al. 1995; Cavalcante de Albuquerque et al. 1996]. Die A-LTP éhnelt der oben beschriebe-
nen neurogenen LTP (N-LTP) [Cavalcante de Albuquerque et al. 1996]. Beide Formen der LTP konnen
im Ganglion cervicale superius koexistieren, ohne sich gegenseitig auszuschlieBen [Weinreich et al.
1995]. Wihrend fiir die Ausbildung der N-LTP eine bestimmte prasynaptische, tetanische Stimulation (s.
oben) erforderlich ist, 1asst sich die A-LTP tber einen weiten Bereich prasynaptischer Stimuli (0,016 - 3
Hz), bisweilen auch ganz ohne, triggern; die A-LTP ist somit eine von der gangliondren Aktivitdt unab-
hangige Form synaptischer Plastizitdt [Weinreich et al. 1995]. Die Stirke der A-LTP ist nicht von der Art
der Sensibilisierung (aktiv oder passiv) des Versuchstieres abhédngig; somit ist fiir ihr Auftreten der ,,affe-
rente Schenkel des Immunsystems - die eigene Antikdrperproduktion - nicht notwendig [Cavalcante de
Albuquerque et al. 1996]. Alle Immunzellen und Mediatoren, die fiir das Auftreten der A-LTP notwendig
sind, sind im Ganglion cervicale superius resident [Cavalcante de Albuquerque et al. 1996]. Nach Auslo-
sung einer A-LTP sinkt die Zahl der mit Toluidinblau anfirbbaren Mastzellen signifikant [Weinreich und
Undem 1987; Undem et al. 1990], was als morphologisches Korrelat des Degranulationsvorganges ange-
sehen werden kann. Die Amplitude und Dauer der A-LTP lasst sich nicht durch Blockade von o- und f3-
Adrenozeptoren, muskarinischen und nikotinischen Cholinozeptoren, Glutamatrezeptoren, der Lipooxy-
genase und der Cyclooxygenase sowie von 5-HT3-Rezeptoren in signifikanter Weise beeinflussen [Wein-
reich et al. 1995; Albuquerque et al. 1997]. Es wurde ferner gezeigt, dass Histamin nicht direkt an Vor-
gingen der A-LTP teilnimmt; auch eine Blockade von H;,3-Rezeptoren sowie séttigende Histaminkon-
zentrationen (100-300 uM) bleiben auf die A-LTP wirkungslos [Weinreich et al. 1995]. Weinreich und
Undem [1987] berichten jedoch auch, dass Histamin fiir die Induktion der A-LTP mitverantwortlich sei.
Eine Erklarung fiir die teilweise widerspriichlichen Wirkungen des Histamins im Ganglion cervicale supe-
rius bieten Christian und Weinreich [1992]: Eine Aktivierung des H;-Rezeptors flihrt zur LTP neuronaler
Aktivitat, dagegen wirkt die Aktivierung des Hs-Rezeptors inhibierend auf die LTP. Diese gegensitzli-
chen Effekte finden an verschiedenen Synapsen statt [Christian und Weinreich 1992].

Die Abkommlinge der Arachidonsédure PGD,, PAF, Thromboxan und Endothelin-1 induzieren einzeln
eine STP oder eine LTP im Ganglion cervicale superius von geringerem Ausmal als die A-LTP [Albu-
querque et al. 1997]. Die Mastzelldegranulation bewirkt einen 3-5fachen Anstieg der Arachidonsdureme-
taboliten im Ganglion cervicale superius, was eine Beteiligung von PGD,, PAF und Thromboxan bei der
Entstehung der A-LTP nahelegt [Undem et al. 1990].

Wahrscheinlich kommt die A-LTP durch Synergismus verschiedener Mediatoren zustande, die dadurch
erst fir das Auftreten neuronaler Plastizitit Bedeutung erlangen. Trotzdem lasst sich feststellen, dass im
Falle der A-LTP eine immunologisch stimulierte Mastzelle auch via Entziindungsmediatoren neuronale

Plastizitit erzeugt. Die aktive Sensibilisierung auf ein spezifisches Antigen erfordert eine Zellkooperation
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zwischen verschiedenen Immunzellen und der Mastzelle, die in sympathischen Ganglien resident sind.
Die A-LTP ist ein eindrucksvolles Beispiel fiir die mastzellvermittelte Kooperation zwischen Immun- und
Nervensystem. Man kann die Mastzelle hierbei gleichermallen als Effektorzelle des Immunsystems wie
auch als mobiler parakriner Neuromodulator ansehen.

Eine Mastzelldegranulation bewirkt auch im vagalen sensorischen Ggl. nodosum eine deutliche Depolari-
sation [Undem et al. 1993; Weinreich et al. 1997]; etwa ein Fiinftel der C-Fasern des Ganglions zeigen
eine langanhaltende Hyperpolarisation [Undem et al. 1993]. Mastzellmediatoren konnen somit wihrend
allergischer Reaktionen die Aktivitat primérer C-Faser-Afferenzen modulieren [Undem et al. 1993]. Das
ist eine interessante Parallele zwischen dem sympathischen Ganglion cervicale superius, das der Neural-
leiste entstammt, und dem Ganglion nodosum, das plakodaler Herkuntft ist [Rosenberg et al. 1997]. Die
Mastzelle kann daher nicht nur die Aktivitdt sympathischer Ganglien und deren synaptischer Umschal-
tung auf multipolare, postgangliondre Neurone modulieren, sondern auch die pseudounipolaren sensiblen

Neurone vagaler Ganglien, die in der Peripherie keine Umschaltung erfahren, beeinflussen.
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4.9. Die Mastzelle als Regulator der Blut-Ganglien-Schranke

Die Mastzelle ist mit ihren spezifischen Membranrezeptoren dort im Organismus positioniert, wo poten-
tiell Noxen einen Zugang gewinnen konnen; haufig liegt die Mastzelle in dem die Venulen einscheiden-
den Bindegewebe [ Wasserman 1979; Galli 1993; Lydyard und Grossi 1995]. Da die Mastzelle im Gewe-
be bereits vor einem Noxeneintritt prasent ist und nicht speziell dorthin rekrutiert wird, ist zunachst sie die
fur die lokale Immunantwort pradestinierte Zelle [Wasserman 1979]. Man kann die Mastzelle in diesem
Zusammenhang als stationdren Teil des Immunsystems betrachten. Jedoch unterliegen die immunkompe-
tenten Zellen des peripheren Nervensystems einschlielich autonomer Ganglien als Abkommlinge des
Knochenmarks einem raschen Wechsel, ihre Residenz in diesen Geweben ist als ein fortlaufend-
dynamischer Prozess aufzufassen [Vass et al. 1993]. Wahrscheinlich ist die einzelne Mastzelle in den
sympathischen Ganglien nur temporér resident; aufgrund eines sich einstellenden Flie3gleichgewichtes
bleibt jedoch ihre Zahl tiber die Zeit konstant.

Mastzellen migrieren im Laufe ithrer Entwicklung in unreifem Zustand aus dem Knochenmark in ihr Ziel-
gewebe, um sich dort gemal induktiven Einfliissen ihrer Mikroumgebung zu differenzieren [Kitamura et
al. 1993]. Sie treten vornehmlich tiber die mittelgro3en Blutgefif3e, mit denen sie in Verbindung bleiben
[Silver et al. 1996], in das Hirngewebe tiber [Silverman et al. 2000]. So findet man sie vornehmlich peri-
vaskulér lokalisiert in der Adventitia von Arteriolen und Venulen, jedoch nicht im Kapillarbett [Silver et
al. 1996]. Mastzellen des Gehirns zeigen sich ultrastrukturell in Nestern nahe der Basallamina und glialen
Fortsétzen gelegen [Silverman et al. 2000]. Untersuchungen mittels Intravitalfarbstoff markierter und so-
dann injizierter Mastzellen ergaben, dass diese eine Stunde post injectionem unter anderem nahe thalami-
scher Blutgefil3e lokalisiert sind und dort bis zu einem Fiinftel der Mastzellpopulation stellen [Silverman
et al. 2000]. Ein Anstieg der Mastzellzahl in Teilen des Gehirns kann daher als Folge eines Migrations-
vorganges aufgefasst werden [Silverman et al. 2000]. Perivaskuldre Mastzellen sind prinzipiell beféhigt,
durch ihre vasoaktiven Mediatoren und Zytokine die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke zu steigern
[Theoharides et al. 1993; Dimitriadou et al. 2000]. Der Mechanismus, wie Mastzellen die Blut-Hirn-
Schranke passieren konnen, ist zum groBBen Teil unklar [Silverman et al. 2000]. Bekannt ist jedoch, dass
Mastzellen wie andere Zellen des Immunsystems Adhérenz an das Endothel zeigen und ein P-Selektin-
abhingiges Rollen am Endothel durchfiihren konnen [Sriramarao et al. 1996].

Die Degranulation von Mastzellen, die im Hirnparenchym und den Leptomeningen lokalisiert sind, ist
schon recht lange bekannt; Persinger [1983] induzierte deren Degranulation mittels Substanz 48/80 und
untersuchte darauf mastzellreiche Gebiete wie den Thalamus und die Leptomeningen. Nach Applikation
von Substanz 48/80 zeigt sich eine geringere Zahl mit Toluidinblau anfarbbarer Mastzellen im Gehirn,
deren Degranulation sich auch ultrastrukturell demonstrieren lisst, sowie ein vermehrter Ubertritt eines

Tracers tiber die Blut-Hirn-Schranke [Zhuang et al. 1996]. Die Degranulation von Mastzellen des Gehirns
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stellt also einen Mechanismus zur regulierten, lokalen Offnung der Blut-Hirn-Schranke dar [Zhuang et al.
1996].

Am N. tibialis der Ratte bewirkt eine Stimulation der darin befindlichen Mastzellen eine tiefgreifende
temporire Permeabilititsinderung der Blut-Nerven-Schranke sowie ein Anderung der Zusammensetzung
endoneuraler Fliissigkeit, ohne dabei die Nervenleitung zu beeinflussen [Harvey et al. 1994]. Via 5-HT -
Rezeptoren kann die Mastzelle die Schwannschen Zellen und das Gefiaf3bett beeinflussen [Yoder et al.
1997]. Wéhrend der Wallerschen Degeneration degranulieren endoneurale Mastzellen auf der geschidig-
ten Seite des Nerven, wobet sie aus ithren Granula Serotonin liberieren [Olsson 1965], das darauthin die
Permeabilitdt des Gefal3betts erhoht [Harvey et al. 1994; Ullmer et al. 1995], hierdurch zum Ablauf einer
Entziindungsreaktion und letztlich zur Gewebereparatur beitragt [Harvey et al. 1994]. Die Mastzelle kann
somit vaskuldre Schrankenstrukturen sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem steuern
und 6ffhen.

Die Mastzellen des zentralen Nervensystems liegen gleichermal3en perivaskuldr wie auch nahe an den
Neuronen, so dass sie tber direkte Nervenstimulation oder durch Neuropeptide aktiviert werden konnen
[Theoharides et al. 1993]. Der Vorgang der neurogenen Entziindung (s. Abschnitt 4.6.2.2) kann als mal3-
gebliches Beispiel flir eine neuronal via Neuropeptide induzierte, mastzellvermittelte vaskulare Permeabi-
lititsanderung mit Vasodilatation und Plasmaleckage gelten. Im Thalamus bewirkt Histamin, das aus
Mastzellen und Neuronen stammt, via H,-Rezeptoren eine Aktivierung der Adenylatzyklase im Endothel
der Mikrozirkulation und fiihrt auf diese Weise zur Induktion eines Hirnodems [Sztriha et al. 1987].
Zerebrale Mastzellen konnen neben einer direkten Beeinflussung auch iiber einen Leukozyten-abhangigen
Mechanismus eine Offnung der Blut-Hirn-Schranke bewirken: Bringt man die Mastzellen mittels Sub-
stanz 48/80 zur Degranulation, so l4sst sich in der Folge eine Adhésion von Leukozyten am Endothel ze-
rebraler Venulen beobachten [Mayhan 2000]. Wahrscheinlich vermitteln Entziindungsmediatoren und
vasoaktive Substanzen der Mastzellen die Leukozytenaktivierung am Endothel [Mayhan 2000]; Perretti
[1998] nennt hier besonders die biogenen Amine Histamin und Serotonin. Eine Blockade der Leukozy-
tenadhasion inhibiert in signifikanter Weise die Offung der Blut-Hirn-Schranke, so dass diese Adhésion
als wichtiges Ereignis betrachtet werden kann [Mayhan 2000]. In der Tat steigert unter anderem Histamin
via H;-Rezeptoren die Expression von P-Selektin des Endothels, was zur Pléttchenaggregation und Leu-
kozytenadhésion und letztlich zur vaskuldren Permeabilitétssteigerung fiihrt [Kubes und Granger 1996;
Perretti 1998; He et al. 2000].

Mastzellen sind zwar im Nervensystem resident, thre Migration in dieses Gewebe ist als dynamischer
Vorgang aufzufassen, der unter bestimmten Bedingungen auch sehr rasch ablaufen kann. Hierdurchbietet
sich eine Erklarung fuir die interindividuell sehr unterschiedliche Mastzellzahl im zentralen Nervensystem

von Ratten [Silver et al. 1996].
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Abb. 4.6: Schematische Darstellung einer mastzellgesteuerten Blut-Ganglien-Schranke im Ganglion cer-
vicale superius. Vornehmlich durch Serotonin und Histamin induziert, kommt es zur Vasodilatation und
einer vaskuldren Permeabilitatserhohung sowie zur Expressionssteigerung von P-Selektin der Endothel-

zellen, wodurch auch eine Leukozyten-induzierte Offnung der Schranke erfolgt.

Die Penetration von Immunglobulinen oder aktivierter Lymphozyten in das periphere Nervensystem sind
Schliisselereignisse fiir die Entwicklung immunologischer Krankheiten einschlielich Guillain-Barré-
Syndrom, IgM-Neuropathie und chronisch-entziindliche demyelinisierende Polyradikuloneuropathie
[Kanda et al. 1997]. Die Permeabilitdt der endothelialen Barriere ist bei der Entwicklung der Multiplen
Sklerose (MS) von entscheidender Bedeutung, wo es zu einem Zusammenbruch der Barriere noch vor
dem Aufireten jeglicher pathophysiologischer (etwa Infiltration durch Entziindungszellen) und klinischer
Erscheinungen zu kommen scheint [Brosnan et al. 1990; Dimitriadou et al. 2000; Esposito et al. 2001].
Bei der MS penetrieren Immunzellen somit aus dem Blut in das Hirnparenchym [Theoharides et al. 1993].
Mastzellen sind haufig in der Umgebung von Lésionen der Multiplen Sklerose beschrieben [Theoharides
1990] und konnen in vitro mittels proteolytischer Enzyme Myelin degradieren [Theoharides et al. 1993].
AuBerdem kann die Mastzelle weitere Entziindungszellen rekrutieren [Theoharides et al. 1993]. Die De-
granulation von Mastzellen kann das Initialereignis einer Makrophagen-vermittelten Demyelinisierung
sein [Powell et al. 1999]. Im experimentell-pathophysiologischen MS-Modell, der EAE (experimentelle
autoimmunologische Encephalomyelitis) zeigt sich ein dreifacher Anstieg der Mastzellzahl in Hirnen
erkrankter Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren; die Mastzellen sind - wie in den sympathischen
Ganglien - bevorzugt um Venulen zu finden [Dimitriadou et al. 2000]. Wahrscheinlich ist das Auftreten
rezidivierender MS-Attacken korreliert mit akuten, stressreichen Episoden [Theoharides et al. 1995; Espo-
sito et al. 2001]. Untersuchungen mit einem radioaktiven Tracer zeigen, dass immobilisationsbedingter
Stress zu einer Offnung der Blut-Hirn-Schranke fiihrt, und zwar in signifikanter Weise im Diencephalon

und im Cerebellum [Esposito et al. 2001], wo sich auch die meisten Mastzellen des Gehirns befinden
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[Dropp 1972; Esposito et al. 2001]. Dagegen bleibt die Integritat der Blut-Hirn-Schranke im Telencepha-
lon weitgehend unberiihrt; hier sind Mastzellen nur selten zu finden [Dropp 1972; Esposito et al. 2001].
Diese Untersuchungen implizieren eine pathophysiologische Beteiligung der Mastzelle an entziindlichen
Erkrankungen des Nervensystems und deren Potenz, die Blut-Hirn-Schranke zu steuern.

In ihrer dominierenden Rolle soll die Mastzelle zur Aufrechterhaltung der Homoostase in der Mikrozirku-
lation beitragen [Pepys 1979]. Moglicherweise ist die Mastzelle die empfindlichste Zelle des Korpers
beziiglich der Tonizitit eines Mediums [Pepys 1979]. So spielt die Mastzelle eine Schliisselrolle in der
Hypoxie-induzierten Entziindung, bei der wahrscheinlich die Balance zwischen reaktiven Sauerstoff-
Spezies und NO fiir die Mastzellaktivierung entscheidend ist [Steiner et al. 2003]. Die Regulation des
endoneuralen Milieus kann prinzipiell erfolgen durch 1.) die endoneuralen Gefif3e, 2.) das Perineurium
und 3.) die im Endoneuralraum befindlichen Zellen, zu denen auch die Mastzelle zéhlt [Weerasuriya
1987]. Auch Dyer [1978] betont die Bedeutung der Mastzelle fiir die Aufrechterhaltung des endoneuralen
Milieus. In den sympathischen Ganglien liegt die Mastzelle bevorzugt an postkapilldren Venulen, die den
5-HT,s-Rezeptor tragen und via Serotonin der Mastzelle funktionell gesteuert werden konnen. Die Mast-
zelle zeigt auch eine bevorzugte Lage an der perineuralen Schranke, der jedoch der 5-HT,s-Rezeptor
fehlt. Mastzellen konnen aber moglicherweise die stark ausgeprigte mikropinozytotische Aktivitat der
Perineuralzellen modulieren [Dyer 1978]. Inwieweit die Mastzelle auf die perineurale Barriere mittels
Serotonin wirken kann, lasst sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht klaren.

Die Satellitenzellen von autonomen Ganglien stellen moglicherweise generell fiir grofle Molekiile eine
effektive Barriere dar [Ten Tusscher et al. 1989] und tragen haufig den 5-HTs-Rezeptor. Somit liegt auch

eine serotonerge Steuerung dieser ,.inneren” Barriere durch die Mastzelle nahe.
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5. Zusammenfassung

Das Vorkommen serotoninhaltiger Mastzellen in sympathischen Ganglien der Ratte ist bekannt. Das Vor-
kommen der Serotoninrezeptoren der Typen 2A und 3 ist aus verschiedenen Untersuchungen u.a. auf
mRNA- und elektrophysiologischer Basis bekannt, nicht jedoch ihre zellulare Lokalisation in den sympa-
thischen Ganglien. In dieser Arbeit wurden im Ggl. cervicale superius und im Ggl. stellatum der Ratte 1.)
die topographische Verteilung der Mastzellen innerhalb der Ganglien, eine mogliche topographische Be-
ziehung zum Perineurium und zu den endoneuralen Gefal3en, 2.) das Vorkommen des Serotoninrezeptors
5-HT3 an Neuronen, Satellitenzellen und cholinergen Synapsen sowie 3.) das Vorkommen des Serotonin-
rezeptors 5-HT»4 an Gefallen immunhistochemisch untersucht.

Mit Hilfe der Primarantikorper gegen die folgenden in Klammern genannten Antigene wurden Mastzellen
(Serotonin), 5-HT,a-Rezeptoren, Endothelien und Perineurium (GluT-1) sowie selektiv Endothelien
(RECA-1), Neurone (PGP 9.5), Satellitenzellen (Vimentin), 5-HTs-Rezeptoren sowie cholinerge Sy-
napsen (VAChT, Synaptophysin) markiert.

Es wurden neben einer Einfachmarkierung von Serotonin Doppelmarkierungen von Serotonin mit jeweils
GluT-1 und RECA-1, eine Doppelmarkierung von GluT-1 und RECA-1 sowie des 5-HT»s-Rezeptors
und RECA-1 angefertigt; aulerdem Doppelmarkierungen des 5-HT3-Rezeptors jeweils mit PGP 9.5,
VAChT, Synaptophysin und Vimentin. Danach erfolgte zur Quantifizierung eine iiberwiegend elektroni-
sche Bildvermessung und statistische Auswertung.

Pro Ganglion lieBen sich 31422 serotoninpositive Mastzellen finden, Serotonin-Immunreaktivitit war
niemals an Neuronen, Glia und Gefal3en nachweisbar. Die Verteilung der Mastzellen erwies sich topogra-
phisch als homogen und tibereinstimmend zwischen Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum.
Auffillig war die ausgeprégte intra- und extraganglionire Anhdufung der serotoninhaltigen Mastzelle im
Bereich des Perineuriums; fast ein Viertel aller Mastzellen lief3 sich unmittelbar dort lokalisieren. Die
RECA-1-positiven Gefil3e waren homogen in den sympathischen Ganglien verteilt und kamen haufiger
als die GluT-1-positiven vor, die in bestimmten Regionen ohne erkennbare RegelméfBigkeit eine geringere
Dichte aufwiesen. Auffallend war, dass sich die Mastzelle durchschnittlich 5 pym vom néchsten RECA-1-
positiven Gefal3, jedoch 30 pm vom néchsten GluT-1-positivem Gefal3 entfernt befand. Der Durchmesser
des der Mastzelle nachstgelegenen Gefdlles betrug 22 pm+10 pm; anhand des Wandaufbaus lie3en sich
die meisten dieser Gefdl3e als postkapilldre Venulen identifizieren. 5-HT,x-Rezeptoren fanden sich an
einem Teil der RECA-1-positiven Gefél3e, der mit zunehmendem Kaliber signifikant stieg und die sich
unter Einbeziehung der Wandstruktur als postkapillare Venulen identifizieren lieBen. Der 5-HT3-Rezeptor
lie3 sich immunhistochemisch an Perikaryen, im Neuropil und an Satellitenzellen detektieren, jedoch
nicht an cholinergen Prasynapsen. Alle Ergebnisse dieser Arbeit galten gleichermal3en fiir das Ganglion

cervicale superius und das Ganglion stellatum der Ratte.
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Mastzellen konnen in sympathischen Ganglien immunologisch und neuropeptiderg aktiviert werden. Eine
Aktivierung von serotoninhaltigen Mastzellen durch die neuronal sezernierten Peptide SP und CGRP
wurde u.a. fir die Gl lacrimalis sowie fiir die Mukosa des Magens beschrieben. SP wird im Ganglion
cervicale superius in pragangliondren Neuronen und in Kollateralen von unmyelinisierten sensiblen Fa-
sern gefunden, die zu primér afferenten Neuronen gehoren; SP ist in thnen oft mit CGRP kolokalisiert.
Vorehmlich Endothelien von postkapilliren Venulen tragen den 5-HT,s-Rezeptor, eine serotonerge
Permeabilititserhohung durch die Mastzelle ist somit moglich. Es ist prinzipiell bekannt, dass die Mastzel-
le beim peripheren Nerven via Serotonin auf die 5-HT,4-Rezeptoren der Schwannschen Zellen und des
Gefalbettes wirken kann. Moglicherweise kann die Mastzelle auch serotonerg die Funktion der 5-HT3-
Rezeptor-tragenden Satellitenzellen beeinflussen und somit eine weitere, die Neurone direkt umgebende
Barriere beeinflussen.

Serotonin 16st im Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum eine Depolarisation aus und kann
tiberdies neben Acetylcholin als physiologischer Kotransmitter in sympathischen Ganglien aufgefasst
werden, der wahrend der Entwicklung mindestens in einem ontogenetischen Stadium funktionell aktiv ist.
Fir die Induktions- und Aufrechterhaltungsphase der tetanisch induzierten LTP ist im Ganglion cervicale
superius die Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren sogar essenziell notwendig, so dass dem durch Mastzel-
len sezernierten Serotonin hierbei eine Schliisselrolle zukommt. Auferdem ist bekannt, dass eine spezi-
fisch-immunologische Aktivierung residenter Mastzellen die sog. Antigen-induzierte Langzeitpotenzie-
rung auslost, die durch Synergismus verschiedener Mediatoren aufler Serotonin und Histamin zustande-
kommt und somit eine weitere Form mastzellinduzierter synaptischer Plastizitét darstellt.
Schlussfolgerung: Lokalisation der Mastzellen und der 5-HT4- und 5-HT3-Rezeptoren legen eine seroto-
ninvermittelte Regulation der Gefa8permeabilitdt und der neuronalen Erregbarkeit durch Mastzellen in

sympathischen Ganglien nahe.
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6. Summary

The occurence of mast cells containing serotonin in sympathetic ganglia of the rat ist commonly known.
In this study the superior cervical and the stellate ganglion of the rat were analysed immunohistologically
regarding (1) the topographical distribution of mast cells within the ganglia, a possible topographical con-
nection with the perineurium and the endoneural blood vessels, (2) the occurence of the serotonin-receptor
5-HT3 on neurons, satellite cells and cholinergic synapses as well as (3) the occurence of the serotonin-
receptor 5-HT»4 on blood vessels.

Using primary antibodies against the following antigens (in brackets) mast cells (Serotonin), 5-HT,s-
receptors, endothelia and perineurium (GluT-1), as well as selective endothelia (RECA-1), neurons (PGP
9.5), satellite cells (Vimentin), 5-HT3-receptors and cholinergic synapses (VACT, Synaptophysin) were
labelled.

An average of 31 (SD=22) mast cells per ganglion could be found. Serotonin immune responses were
found in no cases regarding neurons, glial-cells and blood vessels. Distribution of mast cells was topog-
raphically homogeneous and correspondending with the superior cervical and the stellate ganglion. The
pronounced intra- and extraganglionic accumulation of serotonergic mast cells along the perineurium was
remarkable. Almost one fourth of the mast cells was localized directly there. RECA-1-positive blood ves-
sels were distributed homogeneously in the sympathetic ganglia and were more frequently found than
those which were GluT-1-positive. The mast cell was found at an average distance of 5 pm from the next
RECA-1-positive blood vessel, but 30 um from the next GluT-1-positive blood vessel. The diameter of
the blood vessel next to the mast cell was 22 um (SD 10 pm). By means of the wall structure most of
these blood vessels were identified as postcapillary venules. 5-HT,a-receptors were found on a part of the
RECA-1-positive blood vessels increasing significantly with the diameter of the blood vessels and being
identified as postcapillary venules. The 5-HTs-receptor could be immunohistologically detected on peri-
karya, within the neuropil and on satellite cells but not on cholinergic presynapses.

Mast cells can be activated in sympathetic ganglia immunologically as well as through neuropeptides (i.e.
SP and CGRP). Predominantly endothelia of post-capillary venules carry 5-HT»a-receptors; a serotonergic
increase of permeability by the mast cell ist therefore possible. It is commonly known that mast cells of
the peripherial nerve may influence via serotonin 5-HT»a-receptors of the Schwann-cells and the blood
vessels. Possibly the mast cell influences by serotonin the function of satelite-cells carrying the 5-HTs-
receptor.

Serotonin causes a depolarisation within the superior cervical and stellate ganglia and can therefore be
regarded as a physiological co-transmitter of sympathetic ganglia alongside Acetylcholine. For the phase

of induction and the phase of maintenance of tetanic induced LTP within the superior cervical ganglion
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the activation of 5-HTs-receptors is even essential. Moreover it is known that specific immunological acti-
vation of resident mast cells causes the so-called antigen-induced LTP.
Conclusion: The localisation of mast cells and the 5-HT,a- and 5-HTj3-receptors suggests a serotonin-

moderated regulation of blood vessel permeability and of neuronal excitability through mast cells within

sympathetic ganglia.
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7. Veroffentlichungen zum Thema

1.) Frischholz C, Vollerthun R, Kummer W (2002): Immunhistochemische Lokalisation von seroto-
ninhaltigen Mastzellen und Serotoninrezeptoren in sympathischen Ganglien der Ratte.

In: Kithnel W (ed.): Verhandlungen der Anatomischen Gesellschaft. 97. Versammlung in Halle

(Saale). Suppl. zum 184. Band des Anatomischen Anzeigers (Annals of Anatomy). 211-212

Abstract:

In sympathischen Ganglien ist das prinzipielle Vorkommen von Mastzellen bekannt. Sie sind an der Ge-
nese einer geinderten synaptischen Ubertragung bei Allergie beteiligt, der genaue Wirkmechanismus und
die Zielstrukturen ithrer Mediatoren sind nicht bekannt. In dieser Arbeit wurden im Ggl. cervicale superius
und im Ggl. stellatum (N=18) der Ratte 1.) die topographische Verteilung der serotoninhaltigen Mastzel-
len innerhalb der Ganglien und 2.) die lokale Verteilung der Serotoninrezeptoren 5-HT24 und 5-HT3 im-
munhistochemisch untersucht. Primérantikorper gegen RECA-1, GluT-1, Serotonin, Serotoninrezeptoren
5-HT,4 und 5-HT3, VAChHT, Synaptophysin, Vimentin und PGP 9.5 wurden kombiniert, um Mastzellen
(Serotonin), Neurone (PGP 9.5), Synapsen (VAChT, Synaptophysin), Satellitenzellen (Vimentin), Endo-
thelien (RECA-1) sowie das Perineurium (GluT-1) zu markieren. Abstiande der Mastzellen zur perineura-
len Barriere und zu Gefél3en definierter Grof3enklassen wurden vermessen. Topographisch zeigte sich eine
ausgepriagte Anhaufung der Mastzellen am Perineurium und an postkapilliren Venulen. Die 5-HTj; -
Rezeptoren fanden sich grofitenteils auf Neuronen, wobei das axonale Vorkommen das somatische iiber-
traf, ferner waren diese Rezeptoren auf Satellitenzellen nachweisbar. Fine Kolokalisation von 5-HTs-
Rezeptoren und VAChT bzw. Synaptophysin war nicht zu beobachten. Der Serotoninrezeptor 5-HT,4
war exklusiv an RECA-1-positiven GefiBendothelien lokalisiert, und zwar bevorzugt an postkapilldren
Venulen, die anhand ihrer Wandstruktur und durch Kaliberbestimmung identifiziert wurden. Die topogra-
phische Lage der Mastzellen und das Vorkommen des Serotoninrezeptors 5-HT3 an Neuronen und Glia
sowie des Serotoninrezeptors 5-HT»4 an postkapilliren Venulen lassen eine durch Mastzellen ausgeloste
serotonerge Antigen-induzierte Langzeitpotenzierung sowie vaskulire Permeabilititserhohung in den

sympathischen Ganglien annehmen.

2.) Frischholz C, Kummer W, Vollerthun R: Nachweis serotoninpositiver Mastzellen und der Seroto-
ninrezeptoren 5-HT»4 und 5-HT3 in cervicalen sympathischen Ganglien der Ratte. Eine immunhistologi-

sche, morphometrische Studie.

Manuskript abgeschlossen.
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Tabelle 1: Abstand der Mastzelle zum Perineurium

Abstand der Mastzelle zum Perineurium [um], negative Werte: extraganglionar, positive Werte: intraganglionéar

< |(-150)-{(-130)-|(-110)-| (-90) - [(-70)- |(-50)- |(-30)- | (-10)- 91- | 111-| 131-
Parameter (-150) [ (-131) | (-111)| (91) | (71) | 61) | (31) | (11) | 10 |11-30[31-50|51-70|71-90[ 110 | 130 | 150 [>150 |Summe
[larith. Mittelwert

Inteil Mastz. [%] | 1,7 | 08 | 25 [ 1,7 [ 25 | 33 | 50 |108 [ 242 92 | 50 | 58 | 42 | 58 [ 1,7 | 25 | 133 | 100
Standardabweichung

Mnteil Mastz. [%] | 2,4 | 24 [ 25 | 28 | 25 [ 41 | 49 | 72 [209] 62 | 44 [ 65 [ 61 | 45 | 81 [ 47 | 14,0 |
5%-Konfidenz, UG

[Anteil Mastz. [%] | 02 | -07 | 10 [ 01 ] 10 | 08 [ 20 | 64 |132[ 53 [ 23 | 18 [ 04 [ 30 | -33 | 04 [ 46 |
5%-Konfidenz, OG

[Anteil Mastz. %] | 3,4 [ 23 [ 40 | 34 | 40 | 59 | 80 [153[351|130] 7,7 | 99 [ 79 [ 86 | 67 | 54 | 22,0 |
Median

nteil Mastz. [%] | 0,0 | 00 | 00 [ 00 [ 0,0 | 16 | 24 | 29 [ 263 [ 90 [ 00 | 74 | 54 | 25 [ 0,0 [ 0,0 | 10,6 |

1. Quartil

Inteil Mastz. [%] | 0,0 | 00 | 00 [ 00 [ 00 | 0,0 | 00 | 0,0 [206 [ 20 [ 00 | 1,2 | 25 | 0,0 [ 0,0 [ 0,0 | 10,0 |

3. Quartil

Anteil Mastz. [%] | 1,2 | 00 | 24 [ 38 [ 24 | 52 | 87 | 90 [375[113| 48 [100] 90 | 7,3 [ 12 [ 12 [ 205 |
|Minimum

[Anteil Mastz. [%] | 0,0 | 00 | 00 [ 0,0 ] 00 | 00 [ 0,0 ] 00 | 59 [ 00 ] 00 | 00 [ 00 ] 00 ] 00 [ 007 00|
|Maximum

[Anteil Mastz. (%] | 59 [ 59 [ 59 | 59 | 59 | 10,0 [ 10,0 [ 17,7 | 66,7 | 15,0 | 10,0 | 16,7 | 16,7 [ 10,0 | 20,0 | 11,8 | 40,0 |

Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
er jeweilige Anteil an Mastzellen bezieht sich auf alle intragangliondr und extraganglionar (bis max. 150 um) gefundenen Mastzellen

el
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Tabelle 2: Vermessung von Mastzelle, GluT-1- und RECA-1-positiven Gefafien

Abstand der RECA-1-

Abstand der Mastzelle

Abstand der Mastzelle

Durchmesser des der
Mastzelle nachsten

pos.Gefafde zum néchsten GIluT-1- | zum néchsten RECA-1- | (<20um) RECA-1-pos.
untereinander [um] pos. Gefaf} [um] pos. Gefaf} [um] Gefafdes [um]

arith. Mittel: 56 30 5 22

Standardabweichung: 8 24 5 10

Median: 55 20 5 20

Minimun 40 0 0 8

Maximum 80 80 20 50

1. Quartil 50 11 0 15

3. Quartil 60 40 7 30

95%-Konfidenzintervall, Untergrenze 55 20 4 20

95%-Konfidenzintervall,Obergrenze 57 39 6 24

Abstand der Mastzelle | Abstand der Mastzelle
Gefaflabstand / zum RECA-1-pos. zum RECA-1-pos.
Durchmesser der Durchmesser der Gefafl / max. moglichen|Gefaf / halbmaximalen
Mastzelle [um] Mastzelle Abstand Abstand
arith. Mittel: 11 0,49 0,23 0,46
Standardabweichung: 3 0,46 0,21 0,43

Median: 10
Minimun 5
Maximum 20
1. Quartil 9
3. Quartil 13
95%-Konfidenzlntervall, Untergrenze 10
95%-Konfidenzintervall,Obergrenze 12

Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
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Tabelle 3: Abstand der Mastzelle zum nachsten RECA-1-positiven Gefaf

und der RECA-1-positiven Gefafde untereinander

Abstand zw. Mastzelle und dem
nachsten RECA-1-pos. Gefafd

Abstand der RECA-1-positiven Gefafde untereinander

Maf [um] 0-5 6-10 | 11-15] 16-20
larith. Mittel: 64,9% | 26,8% 4,1% 4,1%
IStandardabw. 18,3% | 12,0% 3,3% 3,9%
5%- Konfidenz-
Intervall (KI) 7,2% 7,4% 2,1% 2,4%
5%-KI,
Untergrenze 57,8% | 19,4% 2,1% 1,7%
I€O)5%-KI,
bergrenze 72,1% | 34,2% 6,2% 6,5%
Median 64,0% | 32,7% 1,7% 0,0%
1. Quartil 57,3% | 26,1% 0,0% 0,0%
3. Quartil 66,4% | 36,5% 4,6% 5,2%
Minimum 52,0% | 10,0% 0,0% 0,0%
Maximum 85,0% | 44,4% 8,0% 8,0%

36-40|41-45]46-50|51-55|56-60 [ 61-65|66-70|71-75| >75
3,1% 6,2% | 31,8% | 17,4% | 25,6% | 7,0% 7,0% 1,6% 0,8%
4,7% | 12,3% | 37,0% | 11,9% | 21,1% | 7,0% 8,0% 3,3% 1,6%
2,9% 76% | 16,2% | 7,4% 9,2% 4,3% 5,0% 2,0% 1,0%
0,2% -1,4% | 156% | 9,7% | 16,3% | 2,7% 2,0% 0,5% | 0,2%
6,0% | 13,8% | 48,0% | 24,4% | 34,8% | 11,3% | 11,9% | 3,6% 1,8%
1,1% 6,3% | 57,1% | 22,1% | 33,9% | 5,2% 3,4% 0,0% 0,0%
0,0% 0,0% | 354% | 17,0% | 19,6% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
4,3% | 15,6% | 65,6% | 31,0% | 46,1% | 11,6% | 9,2% 0,0% 0,0%
0,0% 0,0% 80% | 12,5% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
11,8% | 30,0% | 116,7% | 44,4% | 56,0% | 15,0% | 20,0% | 8,0% 4,0%

Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
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Tabelle 4: Kaliber des der Mastzelle nachstgelegenen RECA-1-positiven Gefafles

EinschluBkriterium: Das Gefaf befindet sich max. 20um von der Mastzelle entfernt

Kaliber des der Mastzelle nachstgelegenen RECA-1-positiven Gefafles
Maf3 [um] 1-5 6-10 11-15 16-20 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45 46 - 50 Summe
”‘\nzahl 0 9 29 18 16 15 3 3 1 3 97
"Anteil 0,0% 9,3% 29,9% 18,6% 16,5% 15,5% 3,1% 3,1% 1,0% 3,1% 100,0%
"Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
Tabelle 5: Abstand der Mastzelle zum nachsten GluT-1-positiven Gefafd
Abstand der Mastzelle zum nachsten GluT-1-positiven Gefaf
Mafd [um] 0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 Summe
Anzahl 10 8 7 4 5 2 1 37
Anteil 27,0% 21,6% 18,9% 10,8% 13,5% 5,4% 2,7% 100,0%
Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
=
(@)]




Ergebnisse

Tabelle 6a: Darstellung von Synaptophysin und des 5HT-Rezeptors

n = 36 Schnitte, 6 Ganglien

(alle Flachen in ym2)

Bildflache: 33023 pm?

Uberschneidung

Uberschneidungs-
flache SHT -Rez.

Flache der Uberschneidungs-  [5HT -Rez. mit mit Synapsen /
Synapsen Flache der SHT - [flache SHT -Rez.  |Synapsen / 5HT -Rezeptoren-
Mafd (Synaptoph. pos.) |Rezeptoren mit Synapsen Synapsenflache flache
St.Abw. 49 501 5 4,1% 0,3%
Mittelw. 121 1399 7 5,6% 0,5%
[Median 111 1313 6 4,9% 0,4%
[Min 33 845 0 0,7% 0,0%
Max 280 2718 25 22,2% 0,9%
1. Quartil 91 1117 4 3,6% 0,3%
3. Quartil 149 1501 8 6,5% 0,7%
[05%-KI,U 105 1235 5 4,3% 0,4%
95%-KI,0 137 1563 8 6,9% 0,5%
Anzahl der Anteil der
Verhaltnis Synapsen, die sich [Synapsen, die sich
Anzahl der Flache einer Synapsenflache /  |Mit SHT-Rez. mit 5HT -Rez.
Mafd Synapsen Synapse Rezeptorenflache |[schneiden schneiden
St.Abw. 32 1 4,2% 5 4,1%
Mittelw. 84 2 9,3% 5 5,6%|
[Median 74 1 8,8% 4 4,9%
[Min 27 1 2,0% 0 0,7%
Max 166 3 21,3% 28 22,2%
1. Quartil 63 1 7,3% 2 3,6%
3. Quartil 103 2 10,9% 6 6,5%
[05%-Kl,U 74 1 8,0% 3 4,3%
195%-KI,0 95 2 10,7% 7 6,9%
Verhaltnis Verhaltnis 5HT -
Synapsenflache / |[Rezeptorenflache /
Maf Bildflache Bildflache
St.Abw. 0,5% 1,5%
Mittelw. 0,5% 4,2%
[Median 0,3% 4,0%
[Min 0,1% 2,6%
Max 3,5% 8,2%
1. Quartil 0,3% 3,4%
3. Quartil 0,5% 4,5%
[P5%-KI,U 0,3% 3,7%
95%-KI,0 0,6% 4,7%

[Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
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Ergebnisse

Tabelle 6b: Darstellung des VAChT und des 5HT -Rezeptors

n = 36 Schnitte, 6 Ganglien

(alle Flachen in um2)

Bildflache: 33023 um?2

Uberschneidung

Uberschneidungs-
flache SHT -Rez.

Flache der Uberschneidungs- |5HT -Rez. mit mit Synapsen /
Synapsen Flache der SHT-  [flache SHT-Rez.  |Synapsen / 5HT -Rezeptoren-
Mafd (Synaptoph. pos.) |Rezeptoren mit Synapsen Synapsenflache flache
St.Abw. 43 302 3 2,0% 0,3%
Mittelw. 125 1136 5 4,4% 0,5%
[Median 118 1104 5 4,2% 0,5%
[Min 67 620 1 0,9% 0,1%
Max 242 1954 15 12,1% 1,3%
1. Quartil 94 919 4 3,1% 0,3%
3. Quartil 145 1272 7 5,5% 0,6%
[05%-Kl,U 111 1037 4 3,7% 0,4%
95%-KI,0 140 1235 6 5,0% 0,6%
Anzahl der Anteil der
Verhaltnis Synapsen, die sich [Synapsen, die sich
Anzahl der Flache einer Synapsenflache /  [mit 5HT-Rez. mit 5HT -Rez.
Mafd Synapsen Synapse Rezeptorenflache |[schneiden schneiden
St.Abw. 37 0 3,4% 2 2,0%
Mittelw. 89 1 11,3% 4 4,4%
[Median 85 1 10,0% 3 4,29
[Min 39 1 6,1% 0 0,9%
Max 184 2 20,9% 12 12,1%
1. Quartil 57 1 9,3% 2 3,1%
3. Quartil 105 2 12,3% 5 5,5%
[P5%-KI,U 77 1 10,1% 3 3,7%
95%-KI,0 101 2 12,4% 5 5,09
Verhaltnis Verhaltnis SHT -
Synapsenflache / |Rezeptorenflache /
Mafd Bildflache Bildflache
St.Abw. 1,3% 0,9%
Mittelw. 0,9% 3,4%
[Median 0,4% 3,3%
[Min 0,2% 1,9%
Max 4,9% 5,9%
1. Quartil 0,3% 2,8%
3. Quartil 0,6% 3,9%
[05%-Kl,U 0,5% 3,1%
95%-KI,0 1,4% 3,7%

[Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
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Ergebnisse

Tabelle7: Darstellung von PGP 9.5 und 5HT-Rezeptor

n = 36 Schnitte aus 6 Ganglien

(alle Flachen in umz2)

Bildflache: 33023 pm?

Uberschneid -

Uberschneid.-
flache SHT-Rez.

Flache der Flache der Flache der Axone|Flache der 5HT - [flache 5HT -Rez. |mit Axonen u.
Maf3 Neurone Perikaryen u.Dendriten Rezeptoren mit Perikaryen Dendriten
St.Abw. 1673 1036 1242 407 140 193
Mittelw. 12516 6480 6036 1260 313 628
[Median 12304 6590 5811 1155 290 607
[(Min 9097 4567 3724 680 71 270
Max 17609 8765 10583 2571 700 1079
1. Quartil 11739 5683 5368 987 227 502
3. Quartil 13063 7123 6321 1344 361 721
[95%-KI,U 11970 6142 5631 1127 268 565
[95%-KI,0 13063 6819 6442 1393 359 691
Uberschneidung
) ) SHT -Rez. mit Anteil 5HT, - Rez.
) Uberschneid.- Uberschneid.- Axonen Anteil SHT-Rez. [quf Axonen
Uberschneid.- flache 5HT -Rez. [flache 5HT -Rez. |y.Dendriten / auf Perikaryen / |u.Dendriten /
flache SHT-Rez. |mit Neuronen / |mit Perikaryen/ |Axon- u. Gesamtrez. Gesamtrez.
Mafd mit Neuronen Neuronenflache |Perikaryen-flache |Dendritenflache |Flache Flache
St.Abw. 415 2,9% 2,7% 3,6% 7,5% 12,8%
Mittelw. 971 7,8% 5,1% 10,9% 25,0% 51,1%
[Median 898 7,4% 4,2% 10,6% 24,9% 48,3%
[(Min 391 2,2% 1,4% 2,9% 4,8% 22,8%
Max 2662 16,4% 14,2% 22,1% 39,3% 77,5%
1. Quartil 732 6,0% 3,4% 9,4% 21,3% 43,09
3. Quartil 1092 8,8% 57% 12,0% 29,5% 58,6%
[95%-KI,U 835 6,8% 4,2% 9,7% 22,6% 47,09
[95%-KI,0 1106 8,7%| 5,9% 12,1% 27,5% 55,3%
Anteil der Verh. der Rez. an
Anteil der 5HT - |Anteil der Anteil der Axone / Perikaryen / Rez.
Rezeptoren an Neurone an Perikaryen an Dendriten an an Axonen /
Maf Gesamtflache Gesamtflache Neuronenflache [Neuronenflache |Dendriten
St.Abw. 1,3% 5,1% 5,8% 5,8% 0,12
Mittelw. 3,7% 37,9% 51,9% 48,1% 0,49
[Median 3,5% 37,3% 52,4% 47,6% 0,50
[(Min 1,9% 27,5% 32,8% 37,8% 0,11
Max 7,8% 53,3% 62,2% 67,2% 0,68
1. Quartil 3,0%| 35,5% 48,5% 44.5% 0,44
3. Quartil 3,9% 39,6% 55,5% 51,5% 0,59
[95%-KI,U 3,3% 36,2% 50,0% 46,2% 0,45
[l05%-KI1,0 4,1% 39,6% 53,8% 50,0% 0,53
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Ergebnisse

Tabelle7: Darstellung von PGP 9.5 und 5HT -Rezeptor

(alle Flachen in um2)

Bildflache: 33023 um?2

Anteil der
5HT3-pos. Neurone mit
5HT3-pos. Anteil der 5SHT3- |Neurone mit Rez. [5HT3-Rez. im
Maf3 Anzahl Neurone |Neurone pos. Neurone im Zytoplasma Zytoplasma
St.Abw. 3,0 2,7 4,8% 0,5 4,7%
Mittelw. 10,9 10,5 97,1% 0,4 3,7%
[Median 12,0 11,0 100,0% 0,0 0,0%
||Min 6,0 6,0 84,6% 0,0 0,0%
Max 16,0 15,0 100,0% 1,0 14,3%
1. Quartil 8,0 8,0 93,3% 0,0 0,0%
3. Quartil 13,0 12,0 100,0% 1,0 7,3%
[95%-KI,U 9,9 9,6 95,6% 0,3 2,2%
[95%-KI,0 11,9 11,4 98,7% 0,6 5,3%

Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
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Tabelle 8: Darstellung von RECA-1 und 5-HT,,-Rezeptor

n = 36 Schnitte aus 6 Ganglien

(alle Flachen in um2)

Bildflache: 33023 um?3

Verhaltnis: >50% des

Verhaltnis 5HT,,-pos. |  Zahl der GefaBe, | Umfangs mit S-HT,,-
Anzahl der 5HT,,-pos. |  GefaRe / GefaRe >50% des Umfangs | Rez. besetzt / SHT,,-
[Gewebe | Anzahl der GefaRe GefaRe gesamt mit 5HT_,-Rez. besetzt| pos.GefaRe gesamt
SCG 12,83 + 3,79 3,22+ 1,59 0,26+ 0,11 2,11+ 1,08 0,69 + 0,20
Ggl. st. 12,56 + 3,63 3,22+ 1,26 0,26 + 0,08 2,22+ 1,26 0,66 + 0,28
%) 12,69 + 3,66 322+1/42 0,26 £ 0,10 2,17 +1,16 0,67 £ 0,24
Anzahl der 5HT,,-pos. Gefafe
Kaliber
[Lum] 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 | 91-100
SCG 26 14 9 5 3 1 0 0 0 0
Ggl. st. 27 15 7 6 2 1 0 0 0 0
) 53 29 16 11 5 2 0 0 0 (0}
Anzahl der RECA-1-pos. Gefafde
Kaliber
[Lum] 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 | 91-100
SCG 113 69 30 14 4 1 0 0 0 0
Ggl. st. 113 57 32 16 7 1 0 0 0 0
) 226 126 62 30 11 2 0 0 0 (0}
Verhaltnis: Zahl der 5HT,-pos. Gefafe / Zahl der RECA-1-pos. Gefafe
Kaliber
[Lum] 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 | 91-100
SCG 23,0% | 20,3% | 30,0% | 35,7% | 75,0% | 100,0% / / / /
Ggl.st. | 23,9% | 26,3% | 21,9% | 37,5% | 28,6% | 100,0% / / / /
> 23,5% | 23,0% | 25,8% | 36,7% | 45,5% | 100,0% / / / /

SCG = Ganglion cervicale superius; Ggl. st. = Ganglion stellatum

Gewebe: Ganglion cervicale superius und Ganglion stellatum, n = 6 Ganglien
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