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Einleitung

1. Einleitung

Diese Arbeit entstand

im Rahmen eines Forschungsprojekts der Abteilung

,Differentielle Psychologie* der Justus-Liebig-Universitat Giel3en. Ziel des Projekts
war es, die Folgen einer Stimulation des serotonergen Neurotransmittersystems auf
das Immunsystem, das endokrine System und das Verhalten unter Berticksichtigung
von Personlichkeitsmerkmalen zu untersuchen und naher darzustellen.

Multiple Zusammenhdnge zwischen Nerven-, Immun-, und Hormonsystem sind
schon Anfang des 20. Jahrhunderts vermutet worden. Auch erste Berichte Uber den
Einfluss von psychisch-emotionalen Belastungen auf Zellen des Immunsystems (1S)
stammen aus dieser Zeit (Loepper & Crouzon 1904, Wittkower 1929, beide zit. n.
Coccaro et al., 1996).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen dem Nerven-
system (ZNS), dem endokrinen System (ES) und dem Immunsystem
(IS). Die Kommunikation der miteinander verflochtenen Komponenten

erfolgt mittels Hormonen, Zytokinen,

Neuropeptiden und Neuro-

transmittern aus dem ZNS und dem vegetativen Nervensystem.




Einleitung 2

Jedoch konnte erst die Entwicklung verfeinerter biologisch-chemischer
Messverfahren etwas Licht in diese interessanten Verknupfungen bringen.
Empirische Befunde aus dem Bereich der Psychoneuroimmunologie belegen immer
mehr Details, dass Nerven-, Immun- und Hormonsystem nicht voneinander
unabhangige Systeme des Organismus darstellen, sondern in einem komplexen
biochemischen Netzwerk miteinander in Kontakt stehen. Die Beziehungen dieser drei
Systeme untereinander lasst sich schematisch wie in Abbildung 1 darstellen.

Uber psychische Einfliisse auf die Immunfunktion berichten zahlreiche psychoneuro-
immunologische Studien, die, grob zusammengefasst, eine Verminderung
immunologischer Funktionen bei chronischen Stressbelastungen aufzeigen, wahrend
akute psychische Belastungen oder auch kurzzeitige physische Belastungen einen
stimulierenden Effekt haben. So konnten bei Personen im Priufungsstrel3, aber auch
Personen, deren Lebenspartner verstorben war, verminderte zellulare und humorale
Immunfunktionen gezeigt werden (Kiecolt 1991, Schleifer 1993, beide zit.n.
Schedlowski, 1995.). Erklart werden solche Prozesse durch eine zentralnervise
Verarbeitung eines Stresssignals, der eine hormonvermittelte Modulation des
Immunsystems folgt. Die Mehrzahl der endokrinen Parameter wie Cortisol, Prolaktin,
Serotonin, Adrenalin und [-Endorphin - um nur einige Beispiele zu nennen -
reagieren einerseits sensitiv auf zentrale Anderungen (z.B. Stress) und kénnen auf
der anderen Seite rezeptorvermittelte Immunfunktionen beeinflussen. Die Wirkung
dieser Parameter auf Immunfunktionen konnte durch den Nachweis von spezifischen
Rezeptoren fur 0.g. Stoffe auf den verschiedensten Zellen des IS bestatigt werden.
Hinweise auf einen morphologisch-anatomischen Zusammenhang fir eine externe
Beeinflussung des IS durch das ZNS gibt z.B. die Versorgung primarer und
sekundarer lymphatischer Organe (Knochenmark, Thymus bzw. Lymphknoten, Milz)
mit Nervenfasern des autonomen Nervensystems (Felten et al., 1987). Lasionen
bestimmter Hirnregionen verandern dariberhinaus die Immunfunktion des
Organismus.

Aber auch in umgekehrter Richtung, also vom IS zum Zentralnervensystem (ZNS),
gibt es Regulationsmechanismen. So sezernieren aktivierte Lymphozyten hormon-
ahnliche Substanzen und Zytokine (z.B. Interleukine oder Interferon), die modu-
lierend auf das ZNS einwirken konnen (Blalock, 1990) und dort, insbesondere in
Arealen des Hypothalamus, eine Aktivierung beispielsweise serotonerger Neurone
oder eine Anderung im Rezeptorstatus erreichen.

Obwohl sich das Wissen um diese netzartigen biochemischen Verflechtungen der
drei bidirektional kommunizierenden Komponenten (ZNS, ES, 1S) allmahlich er-
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weitert, bedarf es noch weiterer Erkenntnisse auf diesem Gebiet, so dass sich
eventuelle klinische Einsatzmoglichkeiten daraus ergeben kdnnen.

Eine sich in den letzten Jahren abzeichnende bedeutende Rolle in der Interaktion
zwischen dem ZNS und dem IS kommen dem Hormon Prolaktin (PRL) und dem
Neurotransmitter Serotonin (auch 5-Hydroxytryptamin oder 5-HT) zu. Fir beide
Substanzen, die sich auch gegenseitig beeinflussen, konnten Rezeptoren sowohl im
ZNS als auch auf peripheren Immunzellen nachgewiesen werden.

Gegenstand der hier durchgefuhrten Studie ist die Frage der serotonergen Stimulier-
barkeit des Individuums in Hinblick auf die dadurch ausgeldsten endokrinen, immu-
nologischen und behavioralen Veranderungen. Der zuletzt genannte Punkt wurde in
ausfuhrlicher Weise durch andere Arbeiten innerhalb dieses Projekts beschrieben. In
dieser Arbeit soll auf den potentiellen Prolaktin-vermittelten serotonergen Einfluss auf
die Migration peripherer Lymphozyten eingegangen werden. Nur ca. 4% der mensch-
lichen Lymphozyten zirkulieren im Blut, der Rest befindet sich hauptsachlich in den
lymphatischen Organen und im Knochenmark. Die Migration kann durch Stimuli zu
einer Anderung des zirkulierenden Lymphozytenanteils fiihren. Die serotonerge Sti-
mulation erfolgte in einer placebokontrollierten cross-over Studie mittels einer ein-
maligen Gabe des Serotonin-Releasers und -Reuptakeinhibiotors dex-Fenfluramin
an 40 gesunden, mannlichen Versuchsteilnehmern. Im theoretischen Teil der Arbeit
sollen nun zun&chst Serotonin und Prolaktin sowie deren Einflisse insbesondere auf
das Immunsystem naher dargestellt werden.
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2. Theoretischer Tell

2.1 Das serotonerge System

Serotonin oder auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT), ein biogenes Amin, wirkt einerseits
als Neurotransmitter im ZNS, andererseits hat es eine grof3e Bedeutung als Hormon
in der Peripherie des Organismus wie z.B. im Gastrointestinaltrakt oder als Mediator
bei der Blutstillung (Karlson, Doenecke & Koolman, 1994; Kuschinsky & Lullmann,
1989). Es leitet sich von der Aminoséure Tryptophan ab und entsteht durch Hydroxy-
lierung in 5-Stellung sowie anschlielRender Decarboxylierung (Kreutzig, 1993). Der
Abbau erfolgt durch die Monoaminooxidasen (MAQO) zu 5-Hydoxy-indolessigsaure (5-
HIAA), welche ausgeschieden wird (Kuschinsky et al., 1989). Abbildung 2 zeigt die
chemische Strukturformel von 5-HT:

Abbildung 2: Chemische Strukturformel von Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

Serotonin kommt bei S&augetieren, so auch beim Menschen, in hohen Konzentratio-
nen im ZNS vor und zwar insbesondere im Hypothalamus, Mittelhirn, Nucleus cau-
datus und am Boden des 4.Ventrikels, also phylogenetisch alten Regionen des Ge-
hirns (Kuschinsky et al., 1989). Weiterhin findet man hohe Konzentrationen in den
enterochromaffinen Zellen der Darmschleimhaut, weshalb es gelegentlich auch als
~=Enteramin“ bezeichnet wird. Hier besteht seine Aufgabe hauptséchlich in der Regu-
lation der Darmmotorik durch seine Wirkung auf die glatte Muskulatur. Im Blut ent-
halten vor allem die Thrombozyten erhebliche Mengen an 5-HT, das durch einen
effektiven Transportmechanismus aus dem Plasma gewonnen wird, da eine eigene
Synthese nicht mdglich ist (Kuschinsky et al., 1989). Bei Verletzungen kommt es zur
Freisetzung von Serotonin (,serum tonus"!), was Uber eine Vasokonstriktion der
glatten Gefalmuskulatur zur Blutstillung beitragt. Dieser aus dem ,Serum® stam-
mende Faktor, der Einfluss auf den ,Tonus" der Gefal3e hat, fihrte zum Namen
~Serotonin® (Jacobs & Azmitia, 1992).
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Die Bedeutung von 5-HT beschrankt sich aber nicht nur auf die eben erwdhnten Auf-
gaben, sondern ist weit vielfaltiger. So kommt ihm weiterhin eine Bedeutung bei psy-
chischen Prozessen, bei der Entstehung von Psychosen, bei physischen Funktionen
und in der Immunmodulation zu (s. dazu auch Kapitel 2.1.4).

2.1.1 Anatomie des serotonergen Systems

Die Perikaryen der serotonergen Neurone liegen im Bereich der Raphekerne, des
Rhombencephalons und in einigen Regionen der Formatio reticularis. Die Projektio-
nen dieser Zellen sind fast in jedem Bereich des ZNS zu finden, jedoch in besonders
hoher Dichte im Cortex, im limbischen System, in den Basalganglien, in Regionen
des Hirnstammes und in der grauen Substanz des Riuckenmarks. Vergleiche hierzu
die Abbildung 3:

Fornix Mediales
Striae Langsbindel

terminalis

Cingulum

Thalamus

frontaler
Cortex

Zentrales
Héhlengrau

Striatum

visueller
Cortex

Hypothalamus

Amyqgdala

Hippocampus
ventrolat.

Medulla A
Spinalkanal

Abbildung 3: Schematischer Sagittalschnitt durch das menschliche Gehirn mit Dar-
stellung der serotonergen Kerngebiete und Projektionen (Pfeile) in den
Hirnstamm, das Prosencephalon und das Ruckenmark. (abgeandert
nach Taork, 1990, p.20)
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Das serotonerge System kann hinsichtlich der anatomischen Ursprungsgebiete der
serotonergen Neurone in zwei Untergruppen aufgeteilt werden: Das rostrale und das
kaudale serotonerge System (Tork, 1990).

Die Zellkorper des rostralen Systems, deren Hauptprojektionen ins Prosencephalon
und Diencephalon ziehen (s.Abbildung 3), liegen im Mittelhirn und im rostralen Pons
und lassen sich in vier Hauptkerngebiete einteilen:

* Ncl. raphe dorsalis

* Ncl. raphe medialis

* Ncl. caudatus

» Serotonerge Neurone in der pontomesencephalen Formatio reticularis

Die Zellkorper des kaudalen serotonergen Systems befinden sich Gberwiegend in der
Medulla oblongata und dem caudalen Pons. Die absteigenden Projektionen ziehen
ins Ruckenmark (s. Abbildung 5). Dieses System lasst sich in fiunf Hauptkerngebiete
einteilen:

* Ncl. raphe magnus

* Ncl. raphe pallidus

* Ncl. raphe obscurus

* Ncl. lateralis paragigantocellularis (ventrolaterale Medulla)

» Serotonerge Neurone aul3erhalb der Raphekerne (z.B. Area postrema)

Im Laufe ihrer Entwicklung wachsen rostrales und kaudales serotonerges System
aufeinander zu, sodass die Grenze zwischen den beiden Systemen nicht ganz exakt
bestimmbar ist (Tork, 1990). Gemeinsam von beiden Systemen werden Regionen
des Hirnstamms und des Cerebellums innerviert.

Es ist jedoch so, dass die serotonergen Kerngebiete nicht nur serotonerge Neurone
enthalten, sondern auch verschiedene andere Neurone darin vorkommen. Aber die
meisten Zellkdrper mit langen Projektionen in andere Gebiete des ZNS sind seroto-
nerger Natur (Jacobs & Azmitia, 1992). Ebenso wurde beobachtet, dass serotonerge
Neurone nicht nur 5-HT gespeichert haben. Besonders in Kerngebieten der Medulla
findet man neben 5-HT drei Neuropeptide in den Neuronen und zwar TRH, Substanz
P und Enkephalin (Jacobs & Azmitia, 1992).

Die Bedeutung und Aufgabe dieser zusatzlichen Neuropeptide ist noch nicht
vollstandig geklart, jedoch wird davon ausgegangen, dass sie modulierend auf die 5-
HT Signaltransduktion wirken und weiterhin Einfluss auf das Wachstum der
serotonergen Nervenzellen haben (Jacobs & Azmitia, 1992).
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2.1.1.1 Afferenzen des Serotoninsystems

Der Grof3teil der serotonergen Neurone liegt in den Raphekernen, von wo auch der
Uberwiegende Teil der der Afferenzen ihren Ausgang nehmen. Aber es gibt auch
nicht-serotonerge Nervenzellen, die mit den serotonergen tber Synapsen in Verbin-
dung stehen und so einen Einfluss auf diese ausiiben kénnen. Wichtige Afferenzen
stammen aus motorischen und limbischen Arealen (Jacobs & Azmitia, 1992). Sie
besitzen teils unterschiedliche Neurotransmitter, was in Tabelle 1 dargestellt ist.
Informationen aus den motorischen und den limbischen Bereichen laufen daher in
den serotonergen Neuronen zusammen, was ihnen eine Art Schnittstellenfunktion
zukommen lasst.

Tabelle 1: Afferenzen der serotonergen Neurone und ihre Neurotransmitter (Jacobs
Azmitia, 1992).

Ursprungsgebiet der Afferenz zugehoriger Neurotransmitter
Habenula GABA

Hypothalamus Histamin u.a.

Limbisches System (Habenula lateralis) Glutamat

Locus coeruleus u. -subcoeruleus Noradrenalin

Ncl. tractus solitarii, Ncl. propositus hypoglossi Adrenalin

Ncl. vestibularis superior Acetylcholin

Substantia nigra Dopamin

2.1.1.2 Efferenzen des Serotoninsystems

¢+ Aufsteigende Projektionen:

Wie bereits weiter oben erwahnt, entspringen die aufsteigenden serotonergen Pro-
jektionen zum Uberwiegenden Teil aus den Ncll. raphe dorsalis und medialis. Diese
Kerne sind nach Azmitia & Whitaker-Azmitia (1991) und Tork (1990) die Ursprungs-
orte der beiden aufsteigenden Hauptblindel serotonerger Fasern. Die folgende Ab-
bildung 4 zeigt schematisch diese beiden Faserbiindel und ihre Zielareale:
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der aufsteigenden serotonergen
Projektionen aus dem medialen und dorsalen Raphekern.
(—) = Hauptprojektion, (- ) = Nebenprojektion;
(in Anlehnung an Soubrié, 1986 p.321)

Die aufsteigenden Axone ziehen sehr weitlaufig durch das ZNS und bilden zahlreiche
Kollateralen. lhre Ausdehnung reicht bis zum Cortex, den Basalganglien (Striatum
[Nucleus caudatus, Putamen], Globus pallidus), dem limbischen System (Hippocam-
pus) und dem Hypothalamus (Toérk, 1990). Dabei werden Striatum, Ncl. caudatus
und das laterale Septum primér von Fasern des dorsalen Ncl. raphe innerviert,
Hippocampus und mediales Septum primar vom medialen Ncl. raphe (Soubrié,
1986). In zumindet geringer Dichte sind serotonerge Fasern fast in jeder
Gehirnregion nachweisbar (Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1991).

Funktion und Aufgaben dieser Zielgebiete sind im komplexen Netzwerk der Neurone
eines Gehirns bisher nur sehr bruchstickhaft verstanden. Dennoch lassen sich ei-
nigen umschriebenen Gebiete gewisse Funktionen zuschreiben, was in der folgen-
den Tabelle 2 zum Ausdruck kommt:
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Tabelle 2: Zielareale aufsteigender 5-HT Projektionen ausgehend von den
Ncll.Raphe dorsalis et medialis und einige ihnen zugeordnete Funktionen
(Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1991; Tork, 1990; Sommermeyer, 1993).

Zielgebiet aufsteigender serotonerger ) :
g g g Zugeschriebene Funktion(en)

Projektionen
Hypothalamus
ventromedialer Teill Regulation der Nahrungsaufnahme
dorsolateraler Teil Regulation der Korpertemperatur und
Innervation neuroendokriner Zellen
Ncl. suprachiasmaticus Steuerung zirkadianer Periodik

Limbisches System
Hippocampus, Ncl. medialis amygdalae | Regulation emotionaler Prozesse
Telencephalon

Gyrus calcarinus visuell sensorisches Areal
Gyrus temporalis superior auditorisch sensorisches Areal
Amygdalakomplex olfaktorisch sensorisches Areal

Die aufsteigenden Fasern unterscheiden sich auch in morphologischer Hinsicht:
Fasern, die aus dem Ncl. raphe medialis stammen, besitzen relativ dicke Axone, von
denen kurze dunne Kollateralen abzweigen, die grol3e runde Endknopfchen besitzen.
Sie bilden zahlreiche Synapsen und sog. 5-HT-Kdrbchendigungen, welche die Peri-
karyen oder Dendriten der Zielzellen umschlie3en. Dieses sind GABAerge Neurone,
die zum extrapyramidalen System gehoren (Tork, 1990). So kann ein Einfluss auf
den inhibitorischen Regelkreis der GABAergen Neurone ausgeulbt werden.
Aufsteigende Fasern des Ncl.raphe dorsalis bilden stark verzweigte diinne Axone mit
vielen kleinen spindelférmigen Auftreibungen. Ob es bei diesen Axonen zu synapti-
schen Verknupfungen mit anderen Zellen kommt, ist nicht geklart. Wahrscheinlicher
ist, dass sie den Transmitter ohne eine synaptische Verbindung freisetzen (Tork,
1990).

+ Absteigende serotonerge Projektionen

Die absteigenden serotonergen Fasern stammen Uberwiegend aus den Ncll. raphe
magnus et obscurus und ziehen dort in die graue Substanz des Ruckenmarks (Tork,
1990). Eine hohe Axondichte findet man dabei im Hinterhorn, im Vorderhorn und im
Seitenhorn der thorakalen Wirbelsaule (Bowker, Westlund, Sullivan & Coulter, 1982);
siehe hierzu auch Abbildung 5:
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(‘( =T Ncl. raphe magnus
L]
\ Medulla ventrolateralis

~
f| rastralis

Ncl. raphe obscurus

Hirnstamm

} Serotonerge
Projektionen

Riickenmark
sensorische -

rautonome - Zentren

motorische -

Abbildung 5: Schema der deszendierenden serotonergen Fasern aus dem Hirn-
stamm in die Zielgebiete des Riuckenmarks (modifiziert n. Térk, 1990
p. 29)

Insbesondere Projektionen des Ncl. raphe magnus sind stark an der Innervation der
Subst.gelatinosa des Riuckenmarks beteiligt. Diese stehen in Verbindung zu Neuro-
nen des Tractus spinothalamicus im Hinterhorn und sind daher an der Modulation
der Schmerzleitung beteiligt (Tork, 1990). Serotonin kann dabei die Schmerzwahr-
nehmung herabsetzen. Die motorischen Neurone des Vorderhorns, dessen Axone
zur Muskulatur ziehen, werden durch serotonerge Projektionen aus dem Ncl. raphe
obscurus innerviert. Interessanterweise enthalten diese Neurone neben 5-HT auch
noch TRH und die Substanz P (Jacobs & Azmitia, 1992).

Ausgehend von den Perikaryen der ventrolateralen Medulla oblongata werden para-
gangliondre sympathische Neurone innerviert, was mit einem Blutdruckanstieg ein-
hergeht (Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1991).
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2.1.2 Serotoninrezeptoren

Die Anzahl der identifizierten 5-HT-Rezeptoren und Rezeptorsubtypen ist in den
letzten Jahren extrem angestiegen, wobei auch in Zukunft noch weitere Rezep-
tor(sub)typen durch verfeinerte Techniken genauer charakterisiert werden kénnen.
Bisher sind sieben Hauptfamilien der Serotoninrezeptoren beschrieben; mindestens
16 Rezeptoren und Subtypen wurden identifiziert und sequenziert (Mossner & Lesch,
1998). Die grol3e Rezeptorvielfalt verdeutlicht die Bedeutung und Wirkungsbreite von
Serotonin in der Peripherie und noch viel mehr im ZNS.

In der folgenden Tabelle 3 soll ein Uberblick tiber die bisher identifizierten und cha-
rakterisierten membrangebundenen 5-HT-Rezeptoren geben werden. Dabei wird
aber nur auf die im Menschen nachgewiesenen Typen eingegangen. Rezeptoren mit
ahnlichen Charakteristika sind dabei zu sog. Rezeptorfamilien zusammengefasst. Es
werden neben der anatomischen Lokalisation hoher Rezeptordichten auch die je-
weils wichtigen physiologischen (auf3er 5-HT) und pharmakologischen Agonisten so-
wie Antagonisten fur die Rezeptoren genannt. Diese sind in einigen Fallen eher
rezeptorunspezifisch, in anderen Fallen kdnnen diese Agonisten bzw. Antagonisten
sehr selektiv mit einzelnen Rezeptorfamilien(subtypen) reagieren und eignen sich
damit fur pharmakologische Untersuchungen.

Der fruher als 5-HT;c bezeichnete Rezeptor wurde der 5-HT,-Familie zugeteilt und
wird heute als 5-HT,c-Rezeptor in der Literatur geftihrt (Humphrey, Hartig & Hoyer,
1993). Der 5-HTg-Rezeptor ist bisher nur bei Nagern nachgewiesen worden und
wird deshalb nicht naher erlautert. Sein entsprechender Rezeptor beim Menschen ist
der 5-HTps-Rezeptor.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die 5-HT-Rezeptorklassifikation und wichtige Charakteri-
stika der einzelnen Rezeptorsubtypen soweit bekannt. (Substanzen sind
in ihrer gebrauchlichen Abklrzung angegeben und werden am Ende der
Tabelle durch Fuf3notenverweis erlautert. Quellen sind ebenfalls am
Ende der Tabelle in alphabetischer Reihenfolge nach Erstautor angege-
ben.)
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Rezeptor-Familie

5-HT,

Rezeptor-Subtyp

5-HT1a

5-HT1DG,B

5-HT1e

5-HT 1

Transduktions-
mechanismus

Hemmung der Adenylatcyclase

zentrale Areale Hippocampus Frontalcortex Putamen
hoher Dichte Ncll. raphe Globus pallidus | Ncl. caudatus
Cortex Ncl. caudatus | Frontalcortex
Amygdala Putamen Thrombozyten
in Neuronen u. Subst. nigra
Astrozyten Collic. superior
Periphere Areale |NK-Zellen Aa. basilaris,
B-Zellen coronaria
aktivierte T-Zellen |V. saphena
Monoz./Makroph.
Agonisten 8-OH-DPAT" 5-CT? RU 24969 Sumatriptan
Ipsapiron Sumatriptan
Buspiron (= auch
DA,-Antagonist)
5-CT?
MK-212°
Antagonisten Pindolol Mianserin Methiotepin Methiotepin
Propanolol Methiothepin
Spiperon Yohimbin
Rauwolscin
Neuronale Autorezeptor: Autorezeptor:
Lokalisation -Zellkorper -Terminal
-Dendriten Prasynaptisch:
Postsynaptisch -Heterorezeptor
Prasynaptisch:
-Heterorezeptor
Membraneffekt Hyperpolarisation |?
Physiologische u. | Appetit Autorezeptor
klinische Korpertemp. ! (Reduktion d.
Bedeutung: Sexualtrieby 5-HT Synthese)
- Stimulation REM-Schlafy
Blutdruck! Prasynapt.
Anxiolyset Heterorezeptor
, (ACh- u. NA-
Depression! .
Modulation Freisetzung!)
Immunsystem o
Endokrinol.Sys Migrane
Zirkadianrhythmik

- Inhibition
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Fortsetzung Tabelle 3:

Rezeptor-Familie

5-HT,

Rezeptor-Subtyp

5-HTa

| 5-HT,s

| 5-HT,c

Transduktions-
mechanismus

Erhdhung des Phosphoinositol-Turnovers
durch Stimulation der Phospholipase C

zentrale Areale (Neo)Cortex Cortex Pl. choroideus
hoher Dichte Olfakt. System Limb. System
Amygdala Cortex
Claustrum Ruckenmark
Ruckenmark Subst. nigra
periphere Areale glatte Muskulatur im | B-Zellen besitzen 5-HTg
GIT u. GefalRen T-Zellen J> und/oder
Thrombozyten Monozyten/Makrophagesi 5-HT,c-Rezeptoren
Agonisten DOB* a-Methyl-5-HT DOP
DoP® DoB*
MK-212° a-Methyl-5-HT
a-Methyl-5-HT MK-212°
m-CPP’ (partial)
Antagonisten Ketanserin Mianserin Ritanserin
Ritanserin Ketanserin Amesergid
Amesergid Spiperon Mesulergin
Methysergid Methysergid Mianserin
Mianserin Metergolin Spiperon
Pirenperon Fluoxetin
Clozapin Norfluoxetin
d-Lsb® d-LspD®
Methysergid
Neuronale Postsynaptisch (insb. | Postsynaptisch Postsynaptisch
Lokalisation auf GABA- u. ACh-
Neurone)
Membraneffekt Depolarisation Depolarisation Depolarisation
Physiologische u. Korpertemperatur Schlaf 1
klinische Blutdruck t Appetit ¢
Bedeutung: Gefal3kontraktion Kdrpertemperatur(t)
-Stimulation Thrombozytenaggreg Sexualtriebt
ation Modulation des
Endokrinol.Systems
~ -Inhibition [ REM-Schlafy | | Appetitt |
Antipsychotischer
Effekt t
Blutdruck |

Fortsetzung nachste Seite:
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Fortsetzung Tabelle 3:

Rezeptor-Familie

Rezeptor-Subtyp

5-HT;

5-HT,

Transduktions-
mechanismus

Kationenkanal

Stimulation der Adenylatcyclase

zentrale Areale
hoher Dichte

Hippocampus

Area postrema
(Frontal)Cortex

Ruckenmark (Sub. gelatinosa)
Vaguskern

Thalamus

Colliculus cran. superiores
Striatum
Hippocampus

periphere Areale

periph. Nervensystem (N.vagus)
B-Zellen

Colon, Harnblase, Nebenniere,
Atrium

T-Zellen
Chlor-phenyl-biguanid Metoclopramid
Agonisten 2-Methyl-5-HT Zacoprid
Cisaprid
5-CT?
Renzaprid
Antagonisten Ondansetron Tropiseron
MDL 7222 GR125487
Granisetron
Dolasetron
Tropisetron
Neuronale -Prasynaptisch: Heterorezeptor Postsynaptisch
Lokalisation (auf DA-, NA-, ACh-Axonen)
-Postsynaptisch (u.a. auf
GABAergen Neuronen
Membraneffekt Depolarisation Depolarisation
Physiologische u. | Blutdruck Gedachtnisleistungt
klinische Zentrale Schmerzwahrnehmung
Bedeutung: Beteiligung bei Arhythmie
-Stimulation Beteiligung am Reizdarmsyndrom
~ -Inhibition [ Ubelkeit u. Erborechens | ]

Anxiolyset

Fortsetzung nachste Seite:
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Fortsetzung Tabelle 3:

Rezeptor-Familie

5-HTs

Rezeptor-Subtyp

5-HTsa 5-HTsg

5-HTg

5-HT;,

Transduktions-
mechanismus

G-Protein-Kopplung

Stimulation der
Adenylatcyclase

Stimulation der
Adenylatcyclase

zentrale Areale
hoher Dichte

gesamtes Gehirn
(fraglich beim

Olfakt. Tuberkel
Striatum

ZNS

Menschen) Ncl. accumbens
Hippocampus
periphere Areale Glatte Muskulatur
Milz
B-Zellen
Agonisten LSD 8-OH-DPAT
5-Methoxytryptamin
Antagonisten Ro 04-6790 (selektiv)
Methiothepin
Clozapin
Mianserin
Ritanserin
Neuronale Postsynaptisch Postsynaptisch Postsynaptisch
Lokalisation
Membraneffekt
Physiologische u. Hohe Affinitat fur -Hohe Affinitat fur
klinische psychotrop wirkende | psychotrop wirkende
Bedeutung: Substanzen (z.B. Substanzen (z.B.

Clozapin) - Anti-
psychot. Effekt

Clozapin, trizykl.
Antidepressiva)
-Einfluss auf
zirkadianen Rhythmus
-Schlaf

-Beteiligung an
Relaxation d. glatten
Muskulatur

1y 8-Hydroxy-N,N-dipropyl-2-aminotetralin °) 4-lodo-2,5-dimethoxyamphetamin
®) 6-Chloro-2-(1-piperazinyl)-pyrazin

%) 5-Carboxyamidotryptamin
%) d-Lysergsaurediathylamid
*) 4-Bromo-2,5-dimethoxyamphetamin

"y meta-Chlorophenylpiperazin

*(Angaben in Tabelle 3 zusammenfassend nach: Aghajanian, Sprousse, Sheldon & Rasmussen, 1990; Andrade,
1998; Berendsen, 1991; Bockaert, Claeysen, Sebben & Dumis, 1998; Claeysen, Faye, Sebben, Bockaert &
Dumuis, 1998; Coccaro, Kavoussi, Oakes, Cooper & Hauger, 1996; Grimaldi et al., 1998; Hamblin, Guthrie,
Kohen & Heidmann, 1998; Hamblin, Guthrie, Kohen & Heidmann, 1998; Heidmann, Metcalf, Kohen & Hambilin,
1997; Hoyer et al., 1994; Humphrey, Hartig & Hoyer, 1993; Kroeze & Roth, 1998; Leonard, 1992; Mossner &
Lesch, 1998; Peroutka & Schmidt, 1992; Peroutka, Schmidt, Sleight & Harrington, 1990; Ru3, 1998; Sleight,
1998; Sleight, Boess, Bbs & Bourson, 1998; Uphouse, 1997; Van de Kar, Rittenhouse, Li & Levey, 1996)
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Weitere Rezeptoren, die bisher in die Literatur eingegangen sind und dort diskutiert
werden, sollen hier nur kurz erwédhnt werden, da ihre Bedeutung zum gréf3ten Teil
noch ungeklart ist:

* 5-HTp soll sich im Gastrointestinaltrakt befinden, wurde nach W. Kroze (1998)
aber bisher noch nicht kloniert.

* Vom 5-HT4-Rezeptor sind von Claeysen et al. (1998) drei Splice-Varianten be-
schrieben, die als 5-HT a4 , 5-HTap) und 5-HT 4 bezeichnet werden. Mit hochster
Wahrscheinlichkeit stammen diese drei Varianten aber nur von einem einzigen
Gen ab (Bockaert, Claeysen, Sebben & Dumis, 1998). Der 5-HT,-Rezeptor ist
dabei v.a. im ZNS und Atrium cordis lokalisiert, der 5-HTy4e) bisher nur im ZNS
gefunden worden (Claeysen, Faye, Sebben, Bockaert & Dumis, 1998).

» Der 5-HT5-Rezeptor ist von Grimaldi et al. (1998) auch beim Menschen auf im-
munkompetenten Zellen (Lymphozyten) nachgewiesen worden.

* Auch vom 5-HT7-Rezeptor sind drei Splicevarianten beschrieben. Beim Men-
schen sind dies 5-HT7(g) , 5-HT7) und 5-HT7q) (Hamblin, Guthrie, Kohen & Heid-
mann, 1998; Heidmann, Metcalf, Kohen & Hamblin, 1997).

Derzeit ist noch nicht geklart, warum sich im Laufe der Evolution derart viele 5-HT
Rezeptoren gebildet und erhalten haben (Kroeze & Roth, 1998). Auf einzelnen Zel-
len, insbesondere im ZNS, kdnnen dabei verschiedene 5-HT- Rezeptoren sitzen;
Andrade (1998) geht sogar davon aus, dass die meisten Neurone, die 5-HT-
Rezeptoren exprimieren, gleich mehrere Subtypen ausbilden. Dies schafft die
Maoglichkeit einer subtileren und sensibleren Modifikation der Signaliibertragung, da
je nach Konzentration von 5-HT die Rezeptoren unterschiedlich stark besetzt und
somit innerviert werden (Uphouse, 1997).

2.1.3 Aufbau und Signaliibermittlung an serotonergen Synapsen

Die nachstehende Abbildung 6 stellt stark vereinfacht und in schematischer Weise
den Aufbau eines serotonergen Neurons und die Anordnung seiner pra- und post-
synaptischen 5-HT-Rezeptoren dar:

Nach der Synthese im Zellkorper gelangt das 5-HT-Molekll auf axonalem Weg bis
zur Synapse, wo es gespeichert wird. Das dort in Vesikeln gelagerte Serotonin wird
nach einem nervalen Impuls in den synaptischen Spalt freigesetzt, von wo es per
Diffusion sowohl zu den pra- als auch zu den postsynaptischen Rezeptoren gelangt.

Die Aufhebung der Wirkung erfolgt durch die Wiederaufnahme von 5-HT in das Neu-
ron selbst durch spezielle Rezeptoren oder durch enzymatischen Abbau. Dieser
erfolgt durch das Enzym Monoaminooxidase (MAQO). Beide Formen der MAO, MAO
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A und MAO B, kénnen 5-HT als Substrat binden und zu 5-Hydroxyindolessigsaure
(5-HIAA) abbauen.

prasynaptische
Rezeptoren

postsynaptische
Rezeptoren

Signal-
transduktion

Abbildung 6: Schema einer serotonergen Synapse im ZNS mit Darstellung der
Lokalisation verschiedener Rezeptorsubtypen. Doppelwandige Ovale=
serotoninhaltige Vesikel; 5-HIAA = 5-Hydroxyindolessigsaure (Abbau-
produkt von 5-HT); MAO = Monoaminooxidase A und B; 5-HTT = 5HT-
Transporter (prasynaptischer 5-HT Reuptake-Transporter)

2.1.4 Serotonerge Funktionen und klinische Bedeutung

Abbildung 7 gibt einen Uberblick lber die vielfaltigen Funktionen die Serotonin in
unserem ZNS und der Peripherie ausibt. Bei all den genannten Beispielen (ohne
Anspruch auf Vollstandigkeit) ist jedoch 5-HT selten allein verantwortlich fur die
Funktionen, sondern hat in den komplexen Systemen einen modulierenden Effekt,
der direkt oder indirekt unter Beteiligung weiterer Neurotransmittersysteme zu tragen
kommt.
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Depression
Suizidalitat Manie
- Alkoholis- A
Vigilanz Impulsivitat
mus
Aggres- komp.lexe Schmerz-
Schlaf ) Gehirn- wabhr-
sion leistungen nehmung
Sexual- Motorische
verhalten Aktivitat
: Thermo- Hunger /
Migrane . tng . Blutdruck
regulation Appetit
Thrombo-
Stress- Immun- zyten-
hormon system aggrega-
tion
zirkadianer Ubelkeit /
Rhythmus Erbrechen
Gastro-
intestinale
Steuerung

Abbildung 7: Aufgaben und Funktionen, an deren Steuerung oder Modulation 5-HT
direkt oder indirekt beteiligt ist. Oben: Einflisse auf psychische Fakto-

ren.

Unten:

Einflisse auf

basale

(Erlauterungen s. Text). Zusammengestellt nach:
Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1991; Jacobs & Azmitia, 1992; Baumgarten &

Grozdanovic, 1995; Ewe & Karbach, 1990; Weiss & Jelkmann, 1990; Berendsen,
1991; Leonard, 1992; Soubrié, 1986; Mossner & Lesch, 1998.

somatische Komponenten.

Wie bereits im Kapitel 2.1.2 beschrieben, gibt es eine Vielzahl von Serotoninrezep-
toren, Uber die der Neurotransmitter 5-HT seine psychischen und physischen Wir-
kungen entfaltet bzw. modulierend in die verschiedenen Funktionen eingreift.
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a) Beginnend mit den somatischen Komponenten, kann beispielsweise je
nach Rezeptor(sub)typ und Dosis eine Hypotension mit Bradykardie (5-HT1a) oder
eine Hypertension (5-HT,a) durch Stimulation erreicht werden. Neben der glatten
Muskulatur des Gefal3systems wird auch die des Gastrointestinaltraks, von Seroto-
nin als postsynaptischem Transmitter mitgesteuert: es kommt zu einer Steigerung
der Darmmotilitdt (Ewe & Karbach, 1990). Weiterhin werden grol3e Mengen 5-HT in
den enterochromaffinen Zellen der Darmmukosa gespeichert, deren Freisetzung auf
einem sehr komplexen, rezeptorvermittelten Muster beruht (Racke, Reimann,
Schworer & Kilbinger, 1996).

Im Rahmen der Thrombozytenaggregation kommt es zum Ubertritt von Serotonin
aus den Thrombozyten in das Plasma wo es mit vielen anderen Faktoren eine rever-
sible in eine irreversible Thrombozytenaggregation Uberfihrt (Weiss & Jelkmann,
1990).

Hohe serotonerge Aktivitat fuhrt zu einer verminderten Nahrungszufuhr . Der ge-
naue Mechanismus ist jedoch noch nicht geklart (Curzon, Gibson, Kennedy &
Oluyomi, 1993). Curzon und Mitarbeiter (1993) berichten von einer Steigerung der
Nahrungsaufnahme bei Ratten wenn diese mit 5-HT5-Rezeptor-Agonisten behandelt
werden. Dabei kommt es in den Raphe-Kernen zu einer Aktivierung prasynaptischer
5-HT1a-Rezeptoren was eine extrazellulare 5-HT-Reduktion zur Folge hat. Eine Ver-
minderung des Appetits bzw. des Hungergefiihls wird aber Uber die 5-HT,- Rezepto-
ren vermittelt und wird bzw. wurde (s. Kapitel 3.2) therapeutisch beispielsweise mit
dem Serotonin-Reuptakeinhibitor und —releaser dex-Fenfluramin im Rahmen einer
Adipositastherapie eingesetzt (Baumgarten & Grozdanovic, 1995). Eine Stérung des
serotonergen Systems wird dabei auch in Zusammenhang mit der Anorexia
nervosa und der Bulimie gebracht (Curzon, Gibson, Kennedy & Oluyomi, 1993).
Ein heute klinisch bedeutender Nutzen ist die Reduktion von Ubelkeit und Erbre-
chen durch die sehr potenten 5-HT3;-Rezeptorblocker (z.B. Ondansetron), wie sie als
Begleitmedikation bei der Chemotherapie eingesetzt werden (Ruf3, 1998). Eine
andere Anwendung ist die von Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, sog. SSRI (z.B.
Fluoxetin), zur Behandlung der Bulimia nervosa (Morant, 1996).

Die Schmerzempfindung bzw. die Schmerzempfindungsschwelle wird ebenfalls
durch 5-HT moduliert. Hohe Serotoninspiegel oder Freisetzung wirken analgetisch,
niedrige setzen die Schmerzschwelle herab. Klinisch kdnnen Schmerzen im Rahmen
einer sog. Neuroleptanalgesie wirkungsvoll reduziert werden. Durch die Verwendung
von Analgetika in Kombination mit Neuroleptika, die u.a. auch die Wiederaufnahme
von Serotonin hemmen, kann ein erhohter 5-HT-Spiegel erreicht werden, der fur o.g.
Wirkung verantwortlich ist. Ebenfalls wichtig, und heute aus der Therpie des akuten
Migrane-Anfalls nicht mehr wegzudenken, sind die 5-HT;p-Rezeptor-Agonisten (z.B.
Sumatriptan) (Ruf3, 1998).
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Weitere serotonerge Einflisse, die experimentell untersucht sind, jedoch (noch) nicht
Eingang in eine gangige klinische Therapien gefunden haben, betreffen die Thermo-
regulation. Chronische Behandlung mit 5-HT;5-Agonisten fuhrt zu einer Reduktion
der Korpertemperatur, vermutlich kommt es dabei zu einer Down-regulation der 5-
HT,-Rezeptoren, was in diesem Prozess mitwirkt (Hennig, Laschefski, Becker,
Rammsayer & Netter, 1993; Baumgarten & Grozdanovic, 1995). Insgesamt ist die
Temperaturregelung sehr differenziert zu betrachten, da sowohl Spezies- als auch
Geschlechtsunterschiede und einige andere Faktoren hier eine Rolle spielen.
Zusammenfassend kann man vermuten, dass 5-HTia-Rezeptoren eher eine Hypo-
thermie verursachen , wahrend die 5-HT,-Rezeptoren eher eine Hypertermie
bewirken (Leonard, 1992).

Der serotonerge Einfluss auf das Immunsystem wird ausfuhrlicher im folgenden
Kapitel 2.1.5 besprochen.

b) Im Rahmen psychischer Erkrankungen wird der Einflul3 des serotonergen
Systems beispielsweise in der Behandlung der Depression ausgenuitzt. Es konnte
gezeigt werden, dald eine tryptophanarme Diat zu depressiven Symptomen flihren
kann, wahrend bei reichlicher Tryptophanzufuhr eine eher euphorische und anxioly-
tische Stimmung erreicht werden kann (Berendsen, 1991). Durch Gabe selektiver
SSRI (z.B. Sertralin, Fluoxetin) kommt es, wie bei einer tryptophanreichen Diat, zu
einer Anreicherung von 5-HT im synaptischen Spalt und dadurch zu einer ver-
starkten Stimulation von 5-HT14-Rezeptoren, was vermutlich fir den antidepressiven
Effekt verantwortlich zu sein scheint (Baumgarten & Grozdanovic, 1995; Morant,
1996). Kommt es zu einem Uberangebot von 5-HT im synaptischen Spalt beispiels-
weise bei der Kombination von SSRI und MAO-Hemmern oder erhéhter Tryptophan-
zufuhr, kann sich ein lebensbedrohliches Krankheitsbild einstellen, das als als
~Serotonin-Syndrom® bekannt ist. Es geht mit Halluzinationen, Hypomanie, psycho-
und somatomotorischer Exzitation, Myoklonien, Hyperreflexie, und Hyperthermie
einher (Baumgarten & Grozdanovic, 1995).

Eine wichtige Funktion im Rahmen komplexer Leistungen des ZNS kommt dem 5-
HT durch seine Filterfunktion zu. Situationsrelevante Informationen aus dem Sinnes-
bereich, insbesondere des Gehdrs, werden verstarkt gebahnt, wahrend gleichzeitig
unwichtige Storeinflisse herausgefiltert werden (Baumgarten & Grozdanovic, 1995).
Lernen, Gedachtnis, Kognition und Angstbewertung sind weitere Beispiele grundle-
gender Gehirnleistungen, die vom serotonergen System beeinflusst werden (Baum-
garten & Grozdanovic, 1995).

Einige der 5-HT-Neurone besitzen eine eigene Schrittmacherfunktion, sodass sie je
nach Vigilanzniveau des Individuums mit einer erstaunlich regelmassigen Rate von
1-5 Aktionspotentialen pro Sekund (Hz) ,feuern“ (Jakobs et al., 1993, zit. n. Baum-
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garten & Grozdanovic, 1995). Wahrend des Schlafes wird das Aktivitatsmuster
unregelmassig, bzw. kann es im REM-Schlaf sogar vollstandig entfallen. Damit
einhergehend kommt es zu einem fast kompletten Tonusverlust der Skelettmuskula-
tur. Der Zusammenhang mit dem 5-HT-Spiegel konnte in pharmakologischen
Studien gezeigt werden. Gegen Ende des REM-Schlafs nehmen die 5-HT-Neurone
ihre Impulsgabe wieder auf, und die Motoneurone werden wieder sensibilisiert
(Jacobs & Azmitia, 1992; Baumgarten & Grozdanovic, 1995). Neben ihrem Einfluss
auf die Dauer des REM-Schlafs konnten auch positive Einflisse bei 5-HT,-Rezeptor-
blockade auf den slow-wave-sleep (SWS) und die Schlafdauer nachgewiesen wer-
den, was uber die Demaskierung der 5-HT1a-Rezeptoren erkléart wird (Soubrié, 1986).
Aufgrund dieser Schrittmacherfunktion wirkt Serotonin auch modulierend auf den
zirkadianen Rhythmus ein.

In Tierversuchen konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Serotonin-
spiegel und dem Aggressionsverhalten gezeigt werden: Hohe 5-HT-Werte gehen
mit einer Aggressionsreduktion und einem gesteigerten positivem Sozialverhalten
einher, wobei dieser Effekt 5-HT;-vermittelt zu sein scheint (Bevan et al.,1989 und
Saudou et al., 1994, beide zit. n. Baumgarten & Grozdanovic, 1995).

Eine geringe Impulskontrolle , also eine gesteigerte Impulsivitat (bis hin zum auto-
aggressivem Selbstmord) ist haufig mit einem zu niedrigem 5-HT-Spiegel vergesell-
schaftet (Coccaro, 1996a) und kann therapeutisch mit SSRI angegangen werden
(Benkert, Wetzel & Szegedi, 1993).

Daneben werden einige weitere neuropsychiatrische Stérungen in Zusammenhang
mit funktionellen Unausgewogenheiten der zentralen Serotonintransmission ge-
bracht. Dazu z&hlen u.a. Panikstorungen, Angststérungen, Alkoholismus, bipolare
Storungen, Zwangsstorungen, Phobien, Schizophrenie, Essstérungen, M. Alzheimer
und menstruationsbedigte Stimmungsanderungen (Murphy, Aulakh, Mazzola-
Pomietto & Briggs, 1996; Meltzer, 1993).

2.1.5 Serotonin und Immunsystem

2.15.1 Allgemeines zum Einfluss von 5-HT auf das Immunsystem

Uberblickt man die Literatur zum Thema Serotonin und Immunsystem, stellt man ge-
nerell fest, dass ein erhdhter 5-HT-Spiegel bzw. eine verstarkte 5-HT-Aktivitat mit
einer dampfenden Wirkung auf das Immunsystem einhergeht und umgekehrt.
Jedoch gibt es Ausnahmen von dieser Regel, sodass ein komplexerer Mechanismus
vermutet werden kann, der einer genaueren Betrachtung bedarf (Clancy, Fillion,
Hellstrand & Lorens, 1993).
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Eremina und Devoino (zit. n. Fillion et al., 1989) beobachteten 1973 im Tierexperi-
ment, dass eine Reduktion des 5-HT-Spiegels im Gehirn durch Zerstérung der
Raphe-Kerne zu einer verstarkten Immunreaktion des Organismus auf
Rinderalbumin flhrte. Daraus wurde geschlossen, dass 5-HT einen zentralen inhibi-
torischen Effekt in der Immunregulation hat. Diese Hypothese stltzend, konnten
Jackson et al. (1985) zeigen, dass 5-HT die primare Antikdrperantwort auf Schafs-
erythrozyten (SRBC) zum einen hemmte, und gleichzeitig eine gesteigerte Antwort
festgestellt werden konnte nach der Gabe eines 5-HT-Synthese-Hemmers. Eine in
vitro-Suppression von stimulierten humanen Lymphozyten durch 5-HT wurde von
Bonnet et al. (1984) und Slauson et al. (1984) (beide zit. n. Fillion et al., 1989) nach-
gewiesen. Im Speziellen konnte dies auch an humanen T-Zellen gezeigt werden
(Khan, Bhardwaj, Malla, Wattal & Agarwal, 1986).

Wahrend nun eine erhohte Serotoninaktivitat einen dampfenden Einfluss auf die Ak-
tivitat von Lymphozyten zu haben scheint, stellten 1987 Hellstrand und Hermoson
(Hellstrand & Hermodson, 1987) den gegenteiligen Effekt, also eine Aktivierung, auf
naturlicher Killerzellen (NK-Zellen) fest.

Bei verschiedenen lokalen immunologischen Entziindungsreaktionen konnten be-
trachtliche Mengen an Serotonin festgestellt werden. Diese sind vermutlich das Re-
sultat von Thrombozytenaggregationen und nachfolgender 5-HT-Freisetzung oder
auch von Mastzelldegenerationen (Hellstrand, Dahlgren & Hermodsson,1993).
Weiterhin ist bekannt, dass Serotonin die Gefal3permeabilitat erhéht und so im Rah-
men der Chemotaxis die Diapedese der Entziindungszellen erleichtern konnte
(Hellstrand & Hermodson, 1987).

Die Wirkung von 5-HT auf die Zellen des Immunsystems wird Uber spezifische Re-
zeptoren auf den Membranoberflachen der Zellen vermittelt. Einzelheiten dazu im
folgenden Kapiteln 2.1.5.

Ein vermuteter vermittelnden Effekt zwischen 5-HT und den Immunzellen tber Corti-
sol konnte insofern nicht bestatigt werden, als bei Tieren, deren NNR entfernt worden
war, Serotonin weiterhin immunsuppresiv wirkte (Jackson et al., 1995). Auf der
anderen Seite konnte der immunhemmende 5-HT-Einfluss aufgehoben werden nach
einer Hypophysektomie (Devoino, Morozova & Cheido, 1988). Dies sprache fir die
Beteiligung von hypophysaren Hormonen (Prolaktin? ACTH?) an der Immunmodula-
tion.

Hennig, Becker und Netter (1996) konnten wiederum in einer Untersuchung an ge-
sunden Probanden feststellen, dass es nach einmaliger Gabe des 5-HT5-Rezeptor-
Agonisten Ipsapiron versus Placebo zu einem signifikantem Abfall der CD4"-Zellen
kam. Gleichzeitig korrelierte dieser Abfall mit einem ipsapironinduzierten Anstieg von
Cortisol.
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Die Frage, ob Serotonin seine Einflisse auf das Immunsystem auf direktem Weg
(=Rezeptorebene) (Fillion et al., 1993; Fillion et al., 1989) oder Uber indirekte Mecha-
nismen (Devoino, Morozova & Cheido, 1988) zur Geltung bringt, wird kontrovers dis-
kutiert. Diese Verflechtung wird insbesondere bei der Serotoninstimulation durch
dex-Fenfluramin interessant, da es hier neben einem 5-HT-Anstieg gleichzeitig zu
einer Anderung von hypophysaren Hormonen (z.B. Prolaktin, ACTH) kommt, die
ihrerseits wiederum einen Einfluss auf das Immunsystem austiben kénnen (s. auch
Kapitel 2.3). Hellstrand et al. (1993) gehen davon aus, dass Serotonin seine
immunregulatorischen Effekte eher auf lokaler Ebene ausspielt als auf der
systemischen, da hier die erreichten Konzentrationen zu gering waren.

Wie bereits erwahnt, mufd man bei der Betrachtung des Einflusses von 5-HT auf das
Immunsystem zwischen den einzelnen Komponenten/Zellen differenzieren, da eine

einheitliche Aussage nicht moglich ist.

2.1.5.2 Serotonerge Wirkungen auf das zellulare Immunsystem

Damit Serotonin seinen Einfluss auf das IS auszuiben vermag, sind 5-HT-Rezep-
toren auf Immunzellen die Voraussetzung. Deshalb soll die folgende Tabelle 4 einen
kurzen Uberblick tber die verschiedenen Rezeptorsubtypen und Komponenten auf
einigen Zellen des IS geben:

Tabelle 4: Komponenten des serotonergen Systems, deren Einfluss sich in den Im-
munzellen nachweisen lasst. Die Rezeptoren auf den Zellen wurden
entweder pharmakologisch oder durch die Anwesenheit von m-RNA
(Northern blot, PCR) nachgewiesen. (Mossner & Lesch, 1998).

“+“ = vorhanden

selen | e ool
5-HT,o-Rezeptoren + 1 "
5-HT,-Rezeptoren + n "
5-HTs-Rezeptoren N "
5-HT,-Rezeptoren N
5-HT-Synthese N o
5-HT-Transporter + "

1) nur T-zellen in aktiviertem Zustand; 2) humane Mastzellen enthalten kein 5-HT

Im Folgenden soll nun etwas genauer auf die einzelnen Zelltypen eingegangen
werden.
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* Eine Arbeitsgruppe (Khan, Bhardwaj, Malla, Wattal & Agarwal, 1986) konnte
einen dosisabhangigen, hemmenden Einfluss von Serotonin auf die Proliferation
mitogen-induzierter T-Lymphozyten in vitro feststellen. Aune et al. (1994) und
Young et al. (1993) konnten jedoch im Gegensatz dazu diese Ergebnisse nicht be-
statigen. Sie zeigten, dass die T-Zellproliferation mittels IL-2 durch die Gabe von 5-
HT1a- bzw. 5-HT,-Rezeptor-Antagonisten gehemmt werden kann. Ebenso konnte
eine Hemmung erzielt werden durch eine Verminderung des 5-HT-Spiegels durch
Applikation des Serotoninsynthesehemmer PCPA. Bei einer zusatzlichen Gabe von
5-HT zu IL-2 konnte sie eine Stimulation der Proliferation erreicht werden (Young,
Kut, Wright, Young & Matthews, 1993). Aune et al. (1993) verwiesen darauf, dass
erst nach einer Aktivierung humaner T-Lymphozyten diese 5-HT;a-Rezeptoren ex-
primieren. Die obigen Unstimmigkeiten in den Ergebnissen in Bezug auf die T-Zell-
Proliferation lassen sich vielleicht durch unterschiedliche Konzentrationen des
verwendeten 5-HT erklaren. Die Proliferation der Lymphozyten nach einem Immun-
stimulanz (z.B. Con-A) wurde in der 0.g. und anderen Untersuchungen jeweils bei
sehr hohen 5-HT Konzentrationen gehemmt. Diese lagen weit Gber dem physiologi-
schen Spiegel. Jedenfalls hat Serotonin einen modulierenden Effekt auf insbeson-
dere durch IL-2 stimulierte T-Zellen durch Vermittlung des 5-HT1a- und eines 5-HT»-
Rezeptors (Aune, McGrath, Sarr, Bombara & Kelley, 1993; Mossner & Lesch, 1998)
oder aufgrund zusazlicher, noch nicht naher untersuchter, 5-HT-Rezeptoren.

Einen interessanten Aspekt stellt noch die Hemmung der Produktion von TH1-typi-
schen Zytokinen (s. dazu Kap. 2.3.2.1) von T-Gedachtniszellen durch 5-HTa-Anta-
gonisten dar (Aune, McGrath, Sarr, Bombara & Kelley, 1993).

Uber die Auswirkungen von 5-HT auf Granulozyten ist nicht sehr viel bekannt.
Clancy und Mitarbeiter (1993) zeigten eine verminderte Freisetzung chemotaktischer
Faktoren nach Kontakt mit 5-HT und Nannmark et al. (1992 zit. n. (Mossner & Lesch,
1998) berichten von einem leichten Riickgang der Phagozytoseaktivitat der Granulo-
zyten unter physiologischen 5-HT-Konzentrationen.

« Monozyten (vom Menschen) unterdriicken durch Zellkontakt einige Funktionen
der NK-Zellen (CD 16/56%) wie die IFN-y Produktion, deren Zytotoxizitét, Proliferation
und Expression der CD 16/56 Antigene. Hellstrand & Hermodson (1993) konnten
zeigen, dass die Zugabe von 5-HT diese Suppression Uber die 5-HT1a-Rezeptoren
aufhebt. Ein 5-HT Mangel hat einen Verlust der Féahigkeit von Makrophagen zur
Folge, T-Zellen (CD4") zu aktivieren. In diesem Fall ist der 5-HT ,-Rezeptor verant-
wortlich. (Mossner & Lesch, 1998). Auf eine verminderte TNF-a Produktion der Mo-
nozyten durch 5-HT wird von einer anderen Arbeitsgruppe hingewiesen (Clancy,
Fillion, Hellstrand & Lorens, 1993).

Die Effekte von 5-HT auf die Aktivitat der Makrophagen sind eher widerspruchlicher
Art in Bezug auf MHC-Prasentation und -Phagozytose. Insgesamt kann man aber
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eher von einer gesteigerten Aktivitat der Makrophagen (Superoxidproduktion, IFN-y
induzierte Phagozytose) durch 5-HT ausgehen (Mossner & Lesch, 1998).

* Serotonin oder 5-HTja-Rezeptor-Agonisten (z.B. Ipsapiron oder 8-OH-DPAT)
kénnen die Zytotoxizitat der NK-Zellen (CD16" und CD56"-Zelltyp) erhéhen. Diese
sind verantwortlich fir die Zerstérung verschiedener Zellen wie Tumor- oder virus-
infizierte Zellen. Jedoch ist dieser Vorgang, im Gegensatz zur Aktivierung durch IFN-
y, IFN-a oder IL-2, von der Monozytenanwesenheit abhéngig (Hellstrand &
Hermodsson, 1993). Die serotonerge Stimulation der Zytotoxizitdt und die Prolifera-
tion der NK-Zellen, kann bei Anwesenheit anderer Zytokine (IFN, IL-2) in vivo und in
vitro noch geboostert werden (Rees, 1990, zit. n. Hellstrand, Dahigren & Hermods-
son,1993). Hellstrand et al. (1987) konnten zeigen, dass es dabei vermutlich um eine
selektive 5-HT5-Reaktion handelt. Denn bei gleichzeitiger Verwendung von spezifi-
schen Antagonisten konnte weder der 5-HT,-Antagonist Ketanserin noch der 5-HTs-
Antagonisten Ondansetron die Reaktion verhindern, wahrend der 5-HT; /5-HT-
Antagonist Cyproheptadin die Reaktion komplett zum erliegen brachte (Hellstrand,
Dahlgren & Hermodsson,1993).

Die serotonergen Effekte auf die B-Zell-Stimulation sind aufRerst widersprtchlich und
reichen von einer gesteigerten, gar keiner bis zur supprimierten Antikdrperantwort
(IgM, 1gG) auf Schaferythrozyten (SRBC) (Mossner & Lesch, 1998). Auf diesem Ge-
biet wird noch mehr Arbeit nétig sein, bevor man genauere Aussagen diesbeziglich
treffen kann.

2.1.6 Die serotonerg vermittelte PRL-Stimulation

2.1.6.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

Die primare Regulation der Prolaktinsekretion geht von Dopaminneuronen im Hypo-
thalamus aus (s. Kapitel 2.2.2.1). Von dort gelangt Dopamin Uber den hypothalami-
schen Portalkreislauf zur Adenohypophyse und fiihrt zur tonischen Inhibition an den
eosinophilen, prolaktinspeichernden Zellen. Hier soll nun die Wirkung, die Serotonin
auf Prolaktin (PRL) ausibt, ndher erlautert werden.

Serotoninerge Neurone beeinflussen die Sekretion einer Vielzahl von Hormonen, zu
denen u.a. ACTH (und damit Cortisol), GH (fraglich nach Cowen, Anderson & Gart-
side, 1993), TRH, GnRH und Prolakin aus der Adenohypophyse, Oxytozin und
Vasopressin aus der Neurohypophsye, sowie auch Renin aus den Nieren gehdren
(Levey et al., 1994 und Van de Kar, 1993 beide zit.n. Van de Kar, Rittenhouse, Li &
Levey, 1996; Levy & Van de Kar, 1992).

Wie bereits im Kapitel 2.1.1.1 dargestellt, strahlen Axone der serotonergen Neurone
aus den dorsalen Raphe-Kernen auch in den Hypothalamus ein. Von dort erfolgt die
Stimulation der eosinophilen  Hypophysenvorderlappenzellen  durch  den
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hypothalamisch-hypophysaren Portalkreislauf, die daraufhin gespeichertes PRL aus-
schitten kdnnen. Abbildung 8 zeigt schematisch die anatomischen Verhéltnisse.

/7 A\
/l = zufihrende Arterie \

3 = Portalgefaie l Schlaf

4 = Chiasma me
5 = Ncl. dorsomedialis Befinden
6 = Ncl. ventromedialis

7 = Ncl. Ncl. infundibularis

8 = hypophyséare Vene

9 = Axone mit RF

10 = eosinophile Zellen (PRL, GH)

11 = afferentes serotonerges Neuron

L J

[Hypothalam_us]

-9
11

(Adenohypophyse

10

(Neurohypophyse)

Abbildung 8: Schematische Darstellung der anatomischen Verhéltnisse, die zur
PRL-Freisetzung fuhren. Releasing-Faktoren (RF) werden in den
Axonendigungen von hypothalamischer Neurone in die Spezialgefal3e
des hypothalamisch-hypophyséren Portalkreislaufs freigesetzt und er-
reichen so Uber die Portalgefél3e das hypophysare Kapillargeflecht der
Adenohypophyse (= Hypophysenvorderlappen). Hier bewirken RF (s.
hierzu Kapitel 2.2.2) eine Sekretion von PRL (u.a.) aus den eosino-
phile Zellen (modifiziert nach Kahle, 1986, p. 191).

Im Hypothalamus sind Neurone des Ncl. paraventricularis an der Vermittlung der
serotonergen PRL-Stimulation beteiligt. Untersuchungen haben gezeigt, dass eine
Zerstorung dieser Neurone den PRL-Anstieg durch 5-HT-Releaser reduzieren (Van
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de Kar, Rittenhouse, Li & Levey, 1996). Werden die serotonergen Neurone im Ra-
phe-Kern selbst zerstort, unterbleibt der Plasma-PRL-Anstieg nach Injektion von
Serotoninreleasern oder auch nach dem Stillen (Bartovsky et al., 1983 und Van de
Kar et al., 1982, beide zit.n. (Van de Kar, Rittenhouse, Li & Levey, 1996). Eine ver-
minderte PRL-Antwort konnte auch nach Gabe von verschiedenen 5-HT-Ant-
agonisten beim Stillen am Menschen (Crosignani et al., 1979) bzw. nach Zufuhr des
Serotoninsynthesehemmers PCPA am Saugetier (Bartovsky et al., 1983, zit.n. Van
de Kar et al., 1996) festgestellt werden. Dies demonstriert die Beteiligung der beiden
anatomischen Strukturen am PRL-Anstieg; ob dieser aber direkt auf den Neu-
rotransmitter 5-HT zurlckzufihren ist und/oder indirekt z.B. Uber Dopamin oder
Neuropeptide vermittelt wird, ist noch nicht vollstandig geklart. Fir letzteres spricht
beispielsweise eine Untersuchung von Chioccio et al. (1991, zit.n. Van de Kar et al.,
1996), in der ein signifikanter hypothalamischer VIP-Anstieg begleitend zum PRL-
Anstieg gemessen werden konnte. Ein PRL-Anstieg kdnnte somit nach Ohta et al.
(1985) auch VIP-vermittelt sein.

2.1.6.2 Die 5-HT-Rezeptor-vermittelte Prolaktinsekretion

In den letzten Jahren wurden sehr viele Untersuchungen gemacht, um die Frage zu
klaren, welcher oder welche Serotoninrezeptor(sub)typen an der Vermittlung der
PRL-Freisetzung beteiligt sind. Die Ergebnisse sind zum Teil widersprtchlicher Art
und sollen im Folgenden genauer dargestellt werden. Bei diesen Untersuchungen
fanden sowohl Serotoninvorstufen wie Tryptophan (TRP) und 5-Hydroxytryptophan
(5-HTP), als auch verschiedene Rezeptor-Agonisten, wie m-CPP (5-HTiapnc U.
schwacher DA-Agonist), Buspiron (5-HT1a, DAz-Antagonist), MK-212 (5-HTa / 5-
HT2a2c-Agonist), Ipsapiron (5-HT1a-Agonist) und indirekt wirkende Substanzen wie
dex-Fenfluramin (s. Kapitel 3.2) Verwendung (Meltzer, 1993). Unter allen
Substanzen konnte ein Anstieg von PRL im Serum erreicht werden (Yatham &
Steiner, 1993). Unter Bericksichtigung der in Frage kommenden Rezeptoren - 5-
HT123 - lassen sich aus der Literatur folgende Aussagen in Bezug auf die
Rezeptorsubtypen extrahieren - wobei selbstverstandlich auch bisher nicht
identifizierte 5-HT-Rezeptoren eine Rolle spielen kdnnten:

5-HT1a-Rezeptor: Lesch et al. (1989) konnten zeigen, dass der 5-HTa-Agonist Ipsa-
piron beim Menschen keinen Anstieg des Serumprolaktins hervorrufen konnte. Im
Gegensatz zu diesem Ergebnis steht eine Studie von Palazidou et al. (1995). Sie
untersuchten die Wirkung von dex-Fenfluramin, einem Serotoninreleaser, an mit Pin-
dolol (5-HT1a-Antagonist) vorbehandelten Patienten. Entgegen den Ergebnissen von
Lesch, die gegen eine Beteiligung des 5-HT;a-Rezeptors sprechen, konnten Palazi-
dou et al. jedoch eine Hemmung der Serotoninsekretion durch Pindolol nachweisen.
Meltzer et al. (1992) konnten an Probanden keinen Effekt auf einen Buspiron-indu-
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zierten PRL-Anstieg durch Pindololhemmung nachweisen. Zu diesem Ergebnis
kamen auch Coccaro et al. (1992). Eine Buspiron-induzierte PRL-Sekretion wird von
Metzler et al. (1993) deshalb auf dessen dopaminantagonistische (DA,) Wirkung und
nicht auf die 5-HT 15 —Rezeptor-agonistische Komponente zurtickgefuhrt.

5-HT,a2c-Rezeptor: In Bezug auf die 5-HT,-Rezeptorenvermittelte PRL-Stimulation
herrscht in der Literatur weitgehende Einigkeit. Die Injektion (i.v. oder i.c.v.) des 5-
HT.anc-Rezeptor-Agonisten DOI ruft einen PRL-Ansieg hervor (Van de Kar et al.,
1996). Gibt man indirekt wirkendes dex-Fenfluramin oder den unspezifischen 5-HT-
Rezeptor-Agonisten MK-212 kann eine Prolaktinsekretion jeweils durch die spezi-
fischen 5-HT,a2c)-Antagonisten Ketanserin oder Ritanserin verhindert werden (Van
de Kar et al., 1996; Coccaro, Kavoussi, Oakes, Cooper & Hauger, 1996).

5-HT3-Rezeptor: Auch der 5-HT3-Rezeptor soll in der serotonerg vermittelten Prolak-
tinantwort eine Rolle spielen. Eine durch p-Chloramphetamin (i.p.) oder 5-HT (i.v.)
induzierte Freisetzung von Prolaktin kann durch die periphere Injektion von 5-HT3-
Rezeptor-Antagonisten (Ondansetron, MDL 7222) geblockt werden. Wird jedoch das
5-HT intracraniell (i.c.v.) appliziert, erfolgt keine Hemmung durch die 5-HT3-
Antagonisten, was die Vermutung nahelegt, dass die prolaktinfreisetzenden 5-HT3-
Rezeptoren peripher lokalisiert sind (Van de Kar et al., 1996).

Rezeptor-Interaktionsthese: Fir eine notwendige Interaktion des 5-HT1a- und des
5-HT,anc-Rezeptors bei der Prolaktinfreisetzung sprechen die folgenden Untersu-
chungen: Eine Prolaktinstimulation durch MK-212 (5-HTia- u. 5-HT2a2c-Agonist)
(Meltzer & Maes, 1995a) konnte ebenso wie eine Stimulation mit m-CPP (5-HTa- u.
5-HT,c-Agonist) (Meltzer & Maes, 1995b) durch vorhergehende Pinololgabe (5-
HT1a-Antagonist) signifikant gehemmt werden. Auf der anderen Seite kann eine Pro-
laktinfreisetzung durch MK-212 oder dex-Fenfluramin ebenso gehemmt werden
durch den Einsatz von Ritanserin oder Amesergid (5-HT2a2c-Antagonisten) (Meltzer,
1993; Van de Kar et al.,, 1996). Somit liegt der Schluss nahe, dass nur die
Aktivierung des 5-HTia- plus 5-HT,-Rezeptors eine Prolaktinfreisetzung ermaoglicht,
da eine Blockade jedes einzelnen Rezeptors zur Hemmung fuhrt.

Diese Aspekte zusammenfassend lasst sich trotz widersprichlicher Studienergeb-
nisse sagen, dass eine 5-HTja-Aktivierung alleine nicht ausreichend ist, aber in
Kombination mit dem 5-HT 2ay2c-Rezeptor notwendig sein kann. Beim 5-HT 2a)2c-Re-
zeptor stehen Studien, die durch alleinige Agonistengabe eine Freisetzung erreichen
konnten neben denen, bei denen nur die Gabe beider Rezeptor-Agonisten eine Sti-
mulation erreichen konnten. 5-HT3-Rezeptoren konnen scheinbar in der Peripherie
eine PRL-Stimulation bewirken.
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Die Prolaktinstimulation des Serotoninreleasers und Reuptakeinhibitors dex-Fenflur-
amin lasst sich somit durch 0.g. Mechanismen erklaren. Die Stimulierbarkeit wurde
bisher in einigen Studien gezeigt, wobei regelmafiig neben der PRL-Erh6hung auch
eine Zunahme des Serumcortisols erfolgte. Die Aspekte des Cortisolanstiegs und
dessen Auswirkungen werden in dieser Arbeit noch im Kapitel 5.2 diskutiert, bzw. soll
eine Anschlussstudie weitere Aspekte nédher beleuchten.



Das Peptidhormon Prolaktin 30

2.2 Das Peptidhormon Prolaktin

2.2.1 Geschichte, Aufbau und Physiologie

Prolaktin wurde erstmals 1928 in Tieren als ein Hormon des Hypophysenvorderlap-
pens entdeckt und 1932 von Riddle, Bates, Dykshorn und Braucher genauer cha-
rakterisiert und als solches benannt (Clevenger, Freier & Kline, 1998). Aber erst 1971
konnte humanes PRL (h-PRL) als eigenstandiges, und von GH verschiedenes Hor-
mon, dargestellt werden (Thorner, Vance, Horvath & Kovacs, 1992). Die Gene fur
hPRL und hGH wurden in den frihen 80er Jahren isoliert, sequenziert und als Mit-
glieder der selben Familie erkannt und definiert (Thorner, 1992).

Zu Beginn sah man die Funktion des Hormons nur in der Aufgabe die Milchproduk-
tion Schwangerer in Gang zu setzten und diese aufrechtzuerhalten. Nach und nach
erkannte man aber die multifunktionelle Potenz dieses Hormons, das an der Steue-
rung von Fortpflanzung, Osmoregulation, Verhalten, Immunmodulation und vielen
weiteren biologischen Funktionen beteiligt ist (Clevenger, Freier & Kline, 1998).

Aufgrund gleicher Aminosauresequenzen und Position der Disulfidbriicken sind Pro-
laktin, humanes GH, Erythropoetin, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulieren-
der Faktor (GM-CSF) und die Interleukine IL-2 bis IL-7 miteinander in der
Zytokin/Hamatopoetin-Familie verwandt (Clevenger, Freier & Kline, 1998; Bazan,
1990). Es wird angenommen, dass sie von einem gemeinsamen Ursprungsgen im
Verlauf der Evolution der Vertebraten abstammen (Thorner et al., 1992). Das Gen,
das Prolaktin kodiert, ist auf Chromosom 6 lokalisiert und besitzt eine Lange von
mehr als 10 kb (Thorner et al., 1992).

Hauptbildungsort von PRL sind die laktotropen Zellen im Hypophysenvorderlappen
(HVL), auch mammothrope oder luteotrope Zellen genannt. Der Anteil dieser Zellen
schwankt von 10% - 30% bei Mé&nnern und kann bei Multiparae von 40% bis zu 45%
je nach Literatur betragen (Thorner et al., 1992; Nira, 1994). Im Durchschnitt enthalt
die normale Hypophyse eines erwachsenen Menschen 100 pg PRL, 50-100 mal we-
niger als beispielsweise der Gehalt an GH (Thorner et al., 1992). Die Produktion von
PRL betragt pro Tag 200 pg , die metabolische Clearencerate wird von Thorner M.O.
et al. (1992) mit 45ml/min/m? , die Halbwertszeit der monomeren Form mit 20 min
angegeben.

Die Angaben Uber die exakten Referenzwerte von Prolaktin im Serum fur Manner
sind nicht einfach zu eruieren und variieren teilweise deutlich voneinander oder sind
nur an kleinen Kollektiven bestimmt worden. Die durchschnittliche Serumkonzentra-
tion von PRL wurde in einer Arbeit von Kleinberger et al. (1977) anhand von 102 ge-
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sunden, nicht krankenhausstationaren Méannern und Frauen im Alter von 18 bis 67
Jahren untersucht. Dabei ergab sich ein signifikanter Geschlechtsunterschied wobei
die durchschnittliche Serumkonzentration bei Méannern bei 4,7 + 2,82 ng/ml lag und
der Wert bei Frauen 8,00 + 4,69 ng/ml betrug. Werte grof3er als 15 ng/ml bei Man-
nern und gréRRer als 20 ng/ml bei Frauen gelten danach als pathologisch. In neueren
Tabellen werden Werte fur erwachsene Manner von 5+3 ng/ml (M+SD) bzw. 5,2+0,5
ng/ml und einem Bereich von 1,2-12 ng/ml angegeben (Sitzmann, 1986). Ammer et
al. (1985) geben keinen Mittelwert sondern die Grenzwerte mit 0,68 — 10,68 ng/ml an
die mit der RIA-Methode bestimmt wurden.

Humanes Prolaktin besteht aus einer 198 Aminoséuren langen Kette, die durch drei
Disulfidbriicken ihre dreidimensionale Form, also ihre Tertiarstruktur, erhélt.

Im Blut zirkulierendes PRL kommt in drei verschiedenen Formen vor. Die haufigste
Version ist mit 85% die monomere mit einem Molekulargewicht von 23,5 kD, die sog.
LJittle* oder ,native* Form. Daneben gibt es mit einer Haufigkeit von etwa 8% eine
dimere Form, das ,big" PRL, mit einem Molekulargewicht zwischen 48 und 56 kD und
als dritte Version existiert zu 1%-8% eine polymere Form, das ,big-big“ Prolaktin mit
einem Gewicht von mehr als 100 kD (Thorner et al., 1992; Katznelson & Klibanski,
1995; Matera, 1997). Die biologische Bedeutung der unterschiedlichen Formen ist
noch nicht restlos aufgeklart, wobei die monomere Form die wichtigste darstellt und
die hochste Rezeptoraffinitat besitzt (Katznelson & Klibanski, 1995). Wéahrend der
Schwangerschaft kommt es in der Hypophyse zu einer Zunahme der laktotropen
Zellen sowie deren Gehalt an PRL. Hier konnte besonders ein Anstieg des ,big“-PRL
beobachtet werden (Frantz, 1978).

Der gro3te Teil des zirkulierenden PRL liegt in nichtglykosilierter Form vor, aber es
wurden auch glykosilierte und phosphorilierte Formen beschrieben, deren Bedeutung
bisher nur Spekulationen vorbehalten ist (Nira, 1994). Nach Sinha et al. (1991) liegt
PRL in der menschlichen Hypophyse zu 10%-15% glykosiliert vor, wobei diese Modi-
fikation die biologische Aktivitat zu beeinflussen scheint (Sinha, 1991).

Der Nachweis von PRL im Serum erfolgt heutzutage standartmafi3ig mit dem Radio-
immunassay-Verfahren (RIA) mit dem man unter guten Bedingungen eine Sensitivi-
tat von 1-2 ng PRL/mlI Serum erreichen kann. Die Messungen mit dem
Radioimmunassay korrelieren sehr gut mit denen aus Bioassays derselben Species,
sodass man sagen kann, dass immunologisch gemessenes PRL auch tatsachlich
der Menge an biologisch aktivem Hormon entspricht.
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2.2.2 Requlation der Sekretion

Prolaktin zahlt zu den sog. nicht-glandotropen Hormonen und besitzt somit kein spe-
zifisches Zielorgan im Organismus. Seine Wirkung und seine Einfliisse sind vielfalti-
ger Art und werden im Folgenden noch genauer beleuchtet. Die Regulation von PRL
unterliegt somit auch nicht nur einem einfachen Feedback-Mechanismus wie es bei-
spielsweise bei den schilddriisenregulierenden Hormonen TRH « TSH  T3/T4 der
Fall ist. Die Sekretion, bzw. die Inhibition der Sekretion, unterliegt vielmehr einer
Vielzahl an endogenen Hormonen, Zytokinen und Neurotransmittern, welche wieder-
um Antworten auf diverse Umwelteinflisse darstellen kdnnen sowie der Tageszeit,
der Zyklusphase und dem Lebensalter. Neben dieser endokrinen Art der Regulation
spielen auch die parakrine und die autokrine Regulation innerhalb der Hypophyse
eine wichtige Rolle.

Unterschiedliche Subpopulationen laktotroper Zellen im HVL besitzen unterschied-
liche Membranpotentiale und haben so teilweise die Fahigkeit zur Spontandepolari-
sation (Israel, Kukstas & Vincent, 1990), was sich in einem gewissen Mindestspiegel
an Serum PRL auswirkt, unabhangig von Stimulation bzw. Inhibition der laktotropen
Zellen.

2.2.2.1 Requlation durch hemmende und stimulierende endogene Faktoren
auf hypophyséres PRL

Die PRL-Sekretion weist ein gewisses konstantes spontanes Niveau auf und wird im
Wesentlichen durch die tonische Hemmung von Dopamin, in diesem Zusammen-
hang auch als Prolaktin-Inhibitionsfaktor (PIF) bekannt, reguliert (Ferrari, 1981). Viele
andere Hormone, Neurotransmitter und Zytokine haben ebenfalls Einfluss auf den
PRL-Gehaltes im Serum und sollen in folgender Ubersicht dargestellt werden (Ta-
belle 5):

Tabelle 5: Einflusse von verschiedenen Hormonen, Peptiden, Zytokinen und Neuto-
transmittern auf die PRL-Sekretion. (PRL t = Anstieg; PRL | = Abfall)
(Zusammengestellt nach: Bernton, Bryant & Holaday, 1991, Katznelson &
Klibanski, 1995; 1991; Masumoto & Kasahara, 1991; Matera, 1997; Koike, Nira,
1994; Weigent, Buckingham & Gilies 1996)
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PRL 1t PRL |
B-Endorphin Acetylcholin
Angiotensin Il Activin
Endogene Opioide Calcitonin
GABA Chloroquin
Galanin Dopamin
IL-2, IL-6" Endothelin 1 u. 3
Ostrogen Endotoxin
Oxytocin Glucocorticoide
Serotonin (5-HT) IL-1°
Substanz P Interferon-y
TNF-o® PRL (Feedback-Mechanismus)
TRH TNF-a®
VIP

! (in Weigent et al., (1996) kein Effekt)
2 (in Weigent et al., (1996) Gegenteil)
% sowohl hemmender als auch stimulierender Effekt méglich, s. Text

o Direkt und indirekt PRL hemmende Substanzen

Die tonische Inhibition von PRL durch Dopamin wird tber tuberoinfudibulare dopa-
minerge Neurone erreicht, die durch eine Freisetzung von Dopamin eine Stimulation
der DA-2 Rezeptoren auf der Zellmembran der laktotropen Zellen bewirken. Das
Dopamin das aus den Nervenenden der tuberoinfundibul&ren Neurone freigesetzt
wird, gelangt in das hypophysare Portalvenensystem und erreicht so die laktotropen
Zielzellen im HVL (Nira, 1994). Intrazellular kommt es zu einer Hemmung der Adeny-
latzyklase, dies fuhrt wiederum zu einer Verringerung an zyklischem AMP, was mit
einer Hyperpolarisation der Zelle einhergeht und tber eine Hemmung der kalzium-
abhangigen Aktionspotentiale und einen verringerten intrazellularem Kalziumspiegel
zur Folge hat. Ca®* ist der wichtigste Second-Messenger in der Signalverarbeitung
der laktotropen Zellen. Dies fihrt auf kurzfristigem Weg zu einer verringerten PRL-
Sekretion (Katznelson & Klibanski, 1995; Weigent et al., 1996). Langerfristig kann
Dopamin auch einen hemmenden Effekt auf die PRL-Genexpression ausiben
(Thorner et al., 1992; Nira, 1994).

Hemmt man andererseits das dopaminerge System, beispielsweise mit dem Dopa-
min-Antagonisten Metoclopramid, so kann man einen promten PRL-Anstieg durch
Wegfall der Hemmung verzeichnen.

Ein erhohter PRL-Spiegel bewirkt dann durch negative Ruckkopplungsmechanismen
eine Stimulation dopaminerger Neurone im Hypothalamus durch verstarkte Dopa-
minsynthese und Freisetzung (Nira, 1994). Es kommt somit wieder zu dem tonisch
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inhibierenden Einfluss des Dopamins. Der genaue Weg der negativen Rickkopplung
ist noch nicht vollstandig erklart, da zwar spezifische PRL-R im Hypothalamus nach-
gewiesen wurden, nicht jedoch auf den tuberoinfundibuldren dopaminergen Neuro-
nen (Chiu, Koos & Wise, 1992).

Das Immunzytokin Interleukin-1 (IL-1) inhibiert in vitro und in vivo die Prolaktinfreiset-
zung wie Bernton et al. (1991) beschreiben. Auf der anderen Seite berichten
Schettini et al. (1990) (zit. n. Matera, 1997) von einer PRL-Freisetzung durch IL-1
aus dem HVL.

Eine weitere Substanz, die in der Literatur kontrovers diskutiert wird, ist TNF-a. So
berichten Walton & Cronin (1990) von einer Hemmung der Freisetzung, wahrend
Koike Masumoto & Kasahara (1991) von einer verstarkten Freisetzung aus Zellen
des HVL ausgehen. Endotoxin aus Bakterien bewirkt einen starken Anstieg von IL-1
und hat somit ebenfalls einen indirekten Einfluss auf PRL (Bernton, Bryant &
Holaday, 1991). Diese Effekte werden allerdings noch genauer im Kapitel 2.3 ,PRL
und Immunsystem* besprochen.

Endotheline, kleine Proteine, die als Vasokonstiktoren dienen, haben haben einen
inhibitorischen Effekt auf die PRL-Sekretion, der nicht Gber D2-Rezeptoren vermittelt
wird, sondern allem Anschein nach in die G-Protein vermittelte Signaltransduktion
eingreift (Nira, 1994).

+ Direkt und indirekt PRL-freisetzende Substanzen

Die PRL-freisetzende Wirkung biogener Amine, die als Neurotransmitter fungieren,
wie Gamma-Amino-Buttersdure (GABA), ist letztendlich auch eine Folge des Einflus-
ses auf tuberoinfundibulare, dopaminerge Neurone und somit auf den Prolaktinspie-
gel (Bernton, Bryant & Holaday, 1991). Allerdings wurden auch GABA-Rezeptoren
auf der Oberflache der laktotropen Zellen entdeckt, was damit auch eine direkte Wir-
kung nahelegten konnte (Katznelson & Klibanski, 1995).

Die beiden hypophysaren Neuropeptide TRH und VIP auch als Prolaktin-releasing-
factors (PRF) bezeichnet, vermitteln ihren starken PRL-freisetzenden Effekt direkt auf
die laktotropen Zellen des HVL, indem sie an spezifischen Plasmamembranrezepto-
ren binden und daraufhin Gber Phosphatidylinositol bzw. tber zyklisches AMP ihre
Wirkung entfalten (MacLeod, Scapagnini & Thorner, 1985). Fur TRH-Rezeptoren auf
den laktotropen Zellen konnte gezeigt werden, dass es mit zunehmender TRH-Kon-
zentration zu einer Reduzierung der Zahl der Rezeptoren kommt, also zu einer
Down-Regulation. TRH erhéht nicht nur die Freisetzung von PRL, sondern hat des-
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weiteren auch einen stimulierenden Effekt auf die Gentransskription von PRL (Nira,
1994).

VIP soll seinen Einfluss auf die PRL-Freisetzung, wie Angiotensin Il, Aktivin und PRL
selbst, als parakrines und/oder autokrines Agens ausiiben (Thorner et al., 1992; Nira,
1994).

Parakrine Regulation bedeutet die Beeinflussung einer Zelle durch eine Nachbar-
zelle, die regulierende Substanzen freisetzt, welche auf dem Weg der Diffusion und
nicht Gber den Blutweg die Zelle erreichen. Bei der autokrinen Regulation werden in
der Zelle selbst regulierend wirkende Stoffe gebildet.

Auf den PRL stimulierend wirkende Effekt von IL-6 wird an anderer Stelle noch ge-
nauer eingegangen.

Ostrogene sind wichtige physiologische Stimulatoren der PRL-Freisetzung. Sie wir-
ken einerseits direkt auf laktotrope Zellen durch eine verstarkte Biosynthese von PRL
(ein standig erhohter Ostrogenspiegel, wie er wahrend der Schwangerschft vor-
kommt, fihrt zu einer Zunahme der Zahl und Gro3e der laktotropen Zellen); anderer-
seits vermogen Ostrogene den PRL-Spiegel auch indirekt zu erhéhen durch einen
dampfenden Einfluss auf den dopaminergen Tonus (Katznelson & Klibanski, 1995).

Der stimulierende Einfluss von Serotonin (5-HT) wurde bereits ausfihrlich im Kapitel
2.1.6 dargestellt.

Endogene Opioide, Enkephaline und B-Endorphin sind in hohen Konzentrationen im
Hypothalamus und der Eminentia mediana zu finden. Sie besitzen einen in vivo- und
in vitro-Effekt auf die PRL-Stimulation und kdnnen durch den Opiatrezeptorantago-
nisten Naloxon in ihrer Wirkung gehemmt werden. Die Wirkung erfolgt nicht direkt,
sondern durch Aktivitatsminderung der tuberoinfundibuldren dopaminergen Neurone.
Dadurch kommt es zu einer Minderung des tonisch inhibierenden Effekts auf die
laktotropen Zellen und die PRL-Freisetzung steigt.

2.2.2.2 Pharmakologische Einflisse auf den Prolaktinspieqgel

Einen Uberblick tUber die pharmakologischen Substanzen, die einen Einfluss auf die
Hohe des PRL-Spiegels nehmen, gibt Tabelle 6:
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Tabelle 6: Pharmakologische Einflisse auf den Prolaktinspiegel (PRL t = Prolaktin-
anstieg; PRL | = Prolaktinabfall); zusammengestellt n.: Bernton, Bryant
& Holaday, 1991; DeGroot, Cahill & Odell, 1979; Katznelson & Klibanski,

1995
PRL 1 PRL |
Anticholinergika (z.B. Atropin) Acetylcholinesteraseinhibitoren (z.B.
Physostigmin)
Dopaminrezeptorantagonisten (z.B. Dopamin-Agonisten (z.B. Bromocriptin)
MCP, Neuroleptika [Haloperidol,
Phenothiazine])
H,-Blocker (z.B. Cimetidin) Dopamin, L-Dopa
Insulin langwirksame Opiate
Kalziumkanalblocker Opiatantagonisten (z.B. Naloxon)
kurzfristig wirkende Opiate (z.B.
Morphin)
Ostrogenpraparate
Serotonin-Releaser (dex-Fenfluramin)
Trizyklische Antidepressiva (z.B.
Imipramin, Amitryptilin)

Dopamin-2-Rezeptor-Agonisten wie Bromocriptin (BCR) imitieren einen Dopaminan-
stieg und verringern so den Serum-Prolaktinspiegel, was bereits unter dem vorher
Besprochenen naher erlautert wurde. Neuroleptika, also Dopamin-2-Rezeptorblocker
(z.B. Chlorpromazin, Haloperidol), filhren zu einem Anstieg von PRL, da sie die toni-
sche Hemmung der laktotropen Zellen durch Dopamin aufheben (Bernton, Bryant &
Holaday, 1991). Uber den gleichen Mechanismus lasst sich der PRL-Anstieg nach
Applikation von MCP erklaren.

Naloxon als Opioidantagonist und endogene Opioid Peptide sowie exogen zuge-
fuhrte Opiate vermitteln ihre Wirkung in Bezug auf PRL Uber p- und k-Opioid-Re-
zeptoren, die auf den tuberoinfundibularen dopaminergen Neuronen sitzen (Holaday,
Gilbeau, Smith & Pennington, 1984). Dadurch wird Gber eine Hemmung der dopami-
nergen Neurone durch Opioid-Agonisten die tonische Hemmung auf die PRL-Frei-
setzung gesenkt. Auf der anderen Seite haben die Opioidantagonisten den
gegenteiligen Effekt (Holaday et al., 1984).




Das Peptidhormon Prolaktin 37

2.2.2.3 Umwelteinflisse auf die PRL-Sekretion

» Tageszeit

Eine deutliche Schwankung im PRL-Serumspiegel erkennt man im zirkadianen Ver-
lauf. Die niedrigsten PRL-Spiegel werden in der Regel am spaten Vormittag bis Mit-
tags gemessen (Thorner et al., 1992). Wahrend des Schlafes kommt es zu einem
starken Anstieg von PRL. 60 bis 90 Minuten nach dem Einschlafen steigt die Serum-
konzentration um bis zum flinffachen der Spiegel von Werten, die untertags gemes-
sen werden konnen (Sassin, Frantz & Weitzmann, 1972). Auch wahrend des
Schlafes bleibt der hohe PRL-Spiegel erhalten, ist jedoch einigen Schwankungen
unterworfen, die im Zusammenhang mit den REM und non-REM Schlafphasen
stehen.

Ein Nickerchen unter Tags kann zu einem PRL Zuwachs im Serum fuhren, wahrend
der Anstieg ausbleibt, wenn man eine Testperson Nachts wach halt.

Die Sekretion erfolgt episodisch in einem bestimmten Muster. So wurden bei gesun-
den Mannern eine PRL-Sekretion in etwa 14 Pulswellen pro Tag mit einem Abstand
von durchschnittlich 95 min festgestellt. Der nachtliche Anstieg ist dabei eher auf
eine erhohte Pulsamplitude als auf eine erhdhte Frequenz zurtickzufihren (Frantz,
1978).

Die folgende Abblildung 9 soll beispielhaft den zirkadianen Rhythmus veranschau-
lichen. Die Daten geben die Ergebnisse einer Studie von Sassin et al. (1972) wieder.
Andere Untersuchungen, wie beispielsweise Arafath et al. (1992), kommen prinzipiell
zu gleichen Ergebnissen, namlich dem starken nachtlichen Anstieg, dem starken
PRL-Abfall am Morgen, postprandilen Anstiegen und einer tendentiellen Abnahme
am Nachmittag.

Die Verlaufe konnen tagsuber jedoch interindividuellen Schwankungen unterliegen
und so in gewissem Mal3e voneinander abweichen. Der klassische zirkadiane Ver-
lauf wie er beispielsweise fir die Cortisolsekretion gegeben ist, tritt beim PRL auf-
grund der groReren Variabilitdt nicht in dieser Deutlichkeit zu Tage. Siehe dazu auch
die folgende Abbildung 9:
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Abbildung 9: Durchschnittliche Prolaktinkonzentrationen im Serum 6 gesunder
Probanden (3 weibliche, 3 mé&nnliche) gemessen lber ein 24 Stunden
Intervall. Die Blutentnahmen erfolgten Uber einen Venenverweilka-
tether im Abstand von 20 min; der Ubersicht wegen sind nur die
stindlichen Werte dargestellt. Zeitangabe in Stunden bezogen auf den
Schlafbeginn. Schlaf gemessen im EEG. (Modifiziert nach Sassin,
Frantz & Weitzmann, p. 1205).

» Lebensalter und Geschlecht

Bis zur Pubertat besteht kein Unterschied im Serum PRL-Spiegel zwischen Jungen
und Madchen. Wahrend der Pubertat kommt es dann bei Madchen, neben einem
Anstieg von Ostrogen, zu einem signifikanten Ansteigen der Serumspiegel von PRL
auf den Wert geschlechtsreifer Frauen (Ferrari, 1981).

Der Serum-Prolaktinspiegel ist bei Frauen im gebarfahigen Alter grundsatzlich hoher
als bei gleichaltrigen Mannern, was u.a. mit der Zahl der laktotropen Zellen, die bei
Frauen 40%-45% und bei Mannern nur 30%-35% der Zellzahlen im Hypophysen-
vorderlappen ausmachen, zusammenhangt (Nira, 1994). Nach der Menopause fallen
die weiblichen PRL-Spiegel wieder auf die mannlichen Werte ab (Ferrari, 1981).
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e Stress

Sowohl psychischer als auch physischer Stress in Form von z.B. Sport oder
operativen Eingriffen verdndern das PRL im Serum. Akuter Stress fuhrt zu einem
Anstieg, wahrend langandauernder Stress zu einem Abfall des Serumspiegels fihrt.
Beide Effekte sind jeweils bei Frauen deutlicher ausgepragt als bei Mannern (Frantz,
1978).

Bereits das Legen einer Verweilkanule kann den PRL-Spiegel von Probanden ein-
deutig verdndern wie Moult et al. (zit. n. Thorner & Evans, 1984) in einer randomi-
sierten Untersuchung herausfanden. So war bei 74% der untersuchten Probanden
die initial gemessene PRL-Konzentration im Vergleich zum Zwei-Stunden-Wert er-
hoht. Bei 44% der untersuchten mit primér erhdhten Werten fiel der Wert innerhalb
der ersten zwei-Stunden wieder auf Normalwerte ab.

* Nahrungsaufnahme

Schnelle Anstiege von Serumprolaktin werden innerhalb einer Stunde nach einem
Essen gemessen. Hauptverantwortlich dafiir scheinen Aminosauren zu sein, die von
den Nahrungsproteinen abgespalten werden (Katznelson & Klibanski, 1995).

im Rahmen der Fortpflanzung:

» Geschlechtsverkehr

Beim Geschlechtsverkehr kommt es bei etwa einem Drittel der Frauen im gebar-
fahigen Alter zu einem Anstieg der PRL Serumkonzentration (Frantz, 1978). Dieser
Anstieg ist unabhangig von der Manipulation der Brustwarzen. PRL ist das einzige
Hypophysenhormon das beim Menschen durch Geschlechtsverkehr beeinflusst wird
(Frantz, 1978).

* Schwangerschaft

Erstaunliche Anstige von PRL um das 10-30 fache der Ausgangswerte sind im Ver-
lauf einer Schwangerschaft zu messen (DeGroot, Cahill & Odell, 1979). In dieser Zeit
kommt es zu einer Hyperplasie der hypophysaren laktotropen Zellen, sodass sich die
GroRRe der Hypophyse annahernd verdoppeln kann (Ferrari, 1981). Nach der Geburt
des Kindes kommt es zu einem raschen Absinken des mittlerlichen PRL-Spiegels
auf die Ausgangswerte, wie sie vor der Schwangerschft geherrscht haben. Diese
werden bei einer nicht stillenden Mutter innerhalb von 1-3 Wochen erreicht (Ferrari,
1981). Stillende Mitter haben einen noch langer anhaltenden erhéhten PRL Wert.

« Stillen und Manipulation der Brustwarzen

Diese langer anhaltend erhéhten PRL-Werte stillender Muattern werden Uber eine
rezidiviere Stimulation der Brust durch den Saugling erreicht. Eine Manipulation der
Brustwarzen durch Stillen provoziert bei der Mutter einen prompten Anstieg von PRL
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der je nach Abstand zur Geburt das 10-20 fache betragen kann. Schon 15-30 Minu-
ten nach Anlegen des Babies an die Brust, steigt der PRL-Spiegel und halt somit die
Laktationsphase in Gang. Auch eine Stimulation der Brustwarzen bei nicht stillenden
Frauen fuhrt zu einem messbaren Ansieg an Serum PRL. Dieser Anstieg scheint
unter anderem auch durch direkte neuronale Wege zustande zu kommen (Katznel-
son & Klibanski, 1995).

* Menstruationzyklus

Eine Anderung im Laufe des Menstruationszyklus von PRL ist nur in geringem Aus-
malfd vorhanden. So soll der Gipfel des Anstiegs in etwa in der Mitte des Zyklus lie-
gen und mit dem LH Maximum zusammenfallen (Vekemans, Delvoye & L Hermite,
1977). In anderen Studien konnte dies nicht bestétigt werden, was am ehesten damit
zusammenhangt, dass die Amplituden nicht sehr grof3 sind und von anderen Fakto-
ren Uberlagert werden konnen. Eine Studie von Netter und Hennig (1997) konnte
zeigen, dass bei Frauen, die Uber das pramenstruelle Syndrom klage, auch nach
Elimination konfundierender Personlichkeitsfaktoren ein pramenstruell erhéhter PRL-
Spiegel gemessen werden kann.

2.2.2.4 Zellulare Mechanismen der PRL-Freisetzung

Nach der Translation von PRL-m-RNA entsteht das sog. Praprolaktin, ein Protein mit
einem hoheren Molekulargewicht als PRL, das durch zusatzliche Aminosaure-
sequenzen entsteht. Die Synthese erfolgt an Polyribosomen, die an der &usseren
Oberflache des rauhen endoplasmatischen Retikulums gebunden sind. Die zuséatz-
lichen Aminosauresequenzen, die als Signalpeptide dienen, werden von Endopepti-
dasen, die an der inneren Oberflache des endoplasmatischen Retikulums sitzen,
abgeschnitten. Die wachsende Aminosaurekette ist fahig, die Membran zu durch-
dringen und erhalt dann ihre Tertiarstruktur. Das neu synthetisierte PRL-Molekul wird
daraufhin zum Golgi-Apparat transportiert und dort zu kleinen , dicht gepackten se-
kretorischen Granula verpackt, die sich vom Golgi-Apparat I6sen und im Zytoplasma
zu grolReren Granula kondensieren (Ferrari, 1981).

Die Freisetung erfolgt dann durch Exozytose in den extrazellularen Raum. Dieser
Vorgang erfolgt normalerweise an der Zellwandseite, an der eine Kapillare vorbei-
zieht, kann aber auch an anderen Stellen erfolgen. Die Freisetzung des PRL aus den
Granula kann aber auch durch Fusion mit Lysosomen in den lysosomalen Raum er-
folgen. Dies ist beispielsweise der Fall, wenn die Aktivitat der laktotropen Zellen mit
einem Mal unterbrochen wird, wie es beim Abstillen der Fall ist (Zanini, Giannattasio
& Meldolesi, 1979).
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2.2.3 Biologische Funktionen und Einflisse von PRL auf den
Organismus

Seit Entdeckung des Hyophysenhormons Prolaktin sind Berichte Uber die Anzahl
seiner Funktionen im Organismus stetig angewachsen. Von seiner klassischen®
Aufgabe der Stimulation der Milchproduktion in der Brustdriise bis hin zu einer Funk-
tion als Stresshormon reicht die Palette. Bereits in den 80er Jahren berichtet Nicoll
(1980) von Uber 85 diversen Funktionen fur PRL innerhalb der Familie der Vertebra-
ten. Diese konnen wiederum in sieben Hauptkategorien unterteilt werden (Kelly,
Djian, Postel-Vinay & Edery, 1991):

(1) Reproduktion und Laktation;

(2) Wasser- und Salzhaushalt;

(3) Wachstum und Morphogenese;

(4) Metabolismus;

(5) Verhalten;

(6) Einfluss auf Ektoderm und Haut;

(7) Immunregulation.

Einige dieser Funktionen treffen Uberwiegend auf bestimmte Spezies zu, andere
Funktionen wieder auf andere Spezies. Alle sollen im Folgenden kurz angerissen
werden:

Reproduktion und Laktation (1) sind primare Aufgaben des PRL in Saugetieren.
Dazu gehoéren die Entwicklung der Brustdrise und die Laktation zum Ende einer
Schwangerschaft bis Gber die gesamte Stillzeit. Dabei stimuliert PRL die Expression
von Milchproteingenen in ,Zusammenarbeit* mit Ostrogen, Progesteron und Insulin
(Ferrari, 1981). Bei Patientinnen mit einem PRL-Defizit, wie es z.B. beim Sheehan
Syndrom vorkommt, kommt es zu keiner Laktation. In Bezug auf die Reproduktion
Ubt PRL seinen Einfluss auf vielfaltige Weise auf die Gonaden aus, indem es die
Effekte der gonadotropen Hormone moduliert. So stimuliert es die Anzahl der LH-
Rezeptoren wahrend der Pubertat oder in den Ovarien in bestimmten Zyklusphasen,
es stimuliert die Steroidproduktion im Corpus luteum sowie die das Gréfienwachstum
in den Ovarialfollikeln (Kelly, Djian, Postel-Vinay & Edery, 1991). In der Prostata soll
PRL zu einer Zunahme der Androgenrezeptoren fuhren (Doppler, 1994).

Die Osmoregulation (2) des PRL ist eine phylogenetisch sehr alte Funktion die be-
sonders bei Amphibien und niederen Vertebraten eine Rolle spielt. Interessanter-
weise sprechen aber auch Hinweise fur eine Funktion in der Osmoregulation und des
Wachstums beim Fotus (und Neugeborenen) in Saugetieren, da der Fotus sehr
hohen PRL-Konzentrationen in der Amnionflissigkeit und spéater auch in niedrigeren
Konzentrationen in der Muttermilch ausgesetzt ist (Ferrari, 1981). Auch Wachstum
und Morphogenese (3) einzelner Organe und Spezies kénnen PRL abhé&ngig sein,
wie z.B. die Leber der Ratte, die bei hohen PRL-Spiegeln hypertrophiert oder bei
Tauben zur Ausbildung des Korner-Kropfes fuhrt (Kelly, Djian, Postel-Vinay & Edery,
1991).
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Einflisse auf den Metabolismus (4) sind verschiedenster Art. Man konnte eine Stick-
stoffretention, eine erhohte Kalziumexkretion, eine Fettmobilisation und eine beein-
trachtigte Glukosetoleranz feststellen (Ferrari, 1981). Diese Vorgange werden tber
die Nieren, den Gastrointestinaltrakt und insbesondere tber die Leber, die sehr viele
PRL-R aufweist, moduliert.

Der Einfluss auf das Verhalten (5) ist insbesondere bei Vigeln ausgepragt, wo PRL
Nestbauaktivitditen und Brutpflegeverhalten steuert. Bei Primaten besteht kein so
deutlicher Zusammenhang zum Verhalten, jedoch wurde ein hoher PRL-Spiegel in
Verbindung mit einer reduzierten Libido gebracht (Ferrari, 1981). Fur die Auslésung
des Schutz- und Mutterinstinkts fiir die Neugeborenen im Humanbereich liegen der-
zeit keine grundlegenden Studien vor. Inwieweit die Existenz von PRL-Rezeptoren
im ZNS Einfluss auf Verhaltensweisen hat, ist noch nicht genauer geklart. Daneben
wird auch die Rolle von PRL als Stresshormon diskutiert, das bei akuten Stressitua-
tionen kurzzeitig ansteigt (Matera, 1997).

Die Auswirkungen auf die Immunregulation (7) werden spater ausfuhrlich in Abschnitt
2.3 beschrieben.

2.2.4 Extrahypophyséres Prolaktin - Syntheseorte und Funktion

Dass PRL nicht nur im HVL durch laktotrope Zellen gebildet wird, sondern auch in
anderen Geweben und Lokalisationen im Organismus, wurde erst im Laufe der letz-
ten Jahre entdeckt. Bei Suppressinstest bzw. bei hypophysektomierten Saugetieren,
bei denen die Hypophyse als Syntheseort fir PRL nicht mehr zur Verfligung stand,
konnte im Serum dennoch ein geringer, aber messbarer, PRL-Spiegel bestimmt wer-
den, was extrahypophysare Produktionsorte nahelegte, zumal dort auch PRL-m-RNA
gefunden wurde, die identisch mit hypophysaren PRL-m-RNA ist (O'Neal, Mont-
gomery & Truong, 1992; Nagy & Berczi, 1991). Nagy und Berczi (1991) konnten in
einem Rattenmodell zeigen, dass es nur durch die Kombination aus Hypophysekto-
mie einerseits und Bindung extrahypophysaren PRL durch PRL-AK, andererseits zu
einer fur die Ratte todlichen Konstellation durch Versagen des lymphohé&matopoe-
tischen Systems kam (Nagy & Berczi, 1991).

Dieser interessante und wichtige Aspekt von extrahypophysarem PRL soll in folgen-
dem Abschnitt kurz charkterisiert werden.

* Reproduktionsorgane

Prolaktin von Deziduazellen ist identisch mit PRL aus der Hypophyse, wird aber auf
molekulargenetischer Ebene anders reguliert. So spielen die beiden Hormone Pro-
gesteron und Relaxin die wichtigste Rolle in seiner Regulation (Weigent et al., 1996),
wohingegen Dopamin hier seine tonische Inhibition nicht zur Wirkung bringen kann
(Thorner et al., 1992). Das von den Deziduazellen produzierte PRL wird im Falle
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einer Schwangerschaft in die Amnionfllissigkeit abgegeben und kann dort im zweiten
Trimester in Konzentrationen bis zum 100 fachen dessen vorliegen, was im mutter-
lichen bzw. fetalen Blut gemessen wird (Thorner et al., 1992). Uber die Funktion die-
ses hohen PRL-Spiegels in der Amnionflissigkeit kann allenfalls nur spekuliert
werden. Mdglicherweise gelangen Teile des PRL Uber den Gastro-Intestinaltrakt des
Foetus in die Zirkulation und Uben dort Einflisse auf die frihe embryonale Entwick-
lung der Immunzellen, insbesondere im Thymus, aus.

Weiterhin wurde eine PRL-Produktion in Follikeln des Ovars, in der Placenta und im
Myometrium nachgewiesen (Doppler, 1994). Bei Mannern konnte die Produktion im
Sperma und der Samenlussigkeit nachgewiesen (Ferrari, 1981); dabei lagen die
Spiegel im Sperma um etwa das 1,6 fache hoher als im Blut.

» ZNS

Der HVL ist, wie es scheint, nicht der einzige Ort im ZNS an dem PRL synthetisiert
wird. Ein sog. prolactin-like protein (PLP), das immunreaktive und bioaktive Eigen-
schaften aufweist, konnte im Kleinhirn, Thalamus, Hippocampus, Nucleus caudatus
und Kortex im Rattengehirn nachgewiesen werden. Auch im Rickenmark wurde PLP
gefunden, dessen Konzentration unabhangig von der in der Hypophyse bzw. von der
im peripheren Blut war (Dracas, 1995).

Die exakte Funktion des neuronalen PRL bleibt weiterhin unklar, jedoch spricht das
Vorhandensein von Bindungsstellen im Gehirn zusammen mit dem stimuliernden
Effekt auf neuronales Gewebe zur Freisetzung von Neuropeptiden fir eine Rolle als
Neuromodulator (Weigent et al., 1996).

Im Liquor kann man unter normalen Umstanden eine durchschnittliche PRL-Konzen-
tration messen die etwa /s der Serumkonzentration entspricht (DeGroot, Cahill &
Odell, 1979). Der Ursprungsort dieses PRL mag einerseits vom Plasma uber die
Blut-Liquor-Schranke stammen, andererseits sprechen auch Hinweise fur einen neu-
ronalen Ursprung (Ferrari, 1981).

« Mamma

In der Muttermilch findet man PRL-Konzentrationen, die ungefahr /5 der des korres-
pondierenden Serums betragen (DeGroot, Cahill & Odell, 1979). Man geht davon
aus, dass dieses Prolaktin nicht aus dem Serum stammt, sondern direkt in der
Mamma produziert wird. Es besteht dabei eine positive Korrelation zwischen Mutter-
milch-Prolaktinspiegel und Serum-Prolaktinspiegel.

* Lymphozyten und periphere mononukleare Zellen im Blut

Peripheren Lymphozyten kdénnen eine 27 kDa Form des PRL produzieren (Matera,
1997). Allerdigs wird dieses PRL nur von Lymphozyten produziert, die zuvor durch
IL-2 stimuliert wurden.
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Auch an zwei Zelllinien der humanen B-Zellen konnte konnte gezeigt werden , dass
diese die Eigenschaft besitzen, PRL Isoformen zu produzieren und zwar eine 23 kDa
und eine 26,5 kDa Form (Matera, 1997; Reber, 1993). Dieselben Autoren konnten
eine PRL-m-RNA und deren Expression ebenfalls in nicht stimulierten Knochen-
marksstromazellen nachweisen.

Wie es scheint, haben jedoch die typischen Regulationsfaktoren der laktotropen Zel-
len im HVL wie TRH, Dopamin, Ostrogen, VIP usw. keinen Einfluss auf die Synthese
von lymphozytarem PRL. Dexamethason hat dagegen einen hemmenden Einfluss
auf beide PRL-Syntheseorte (Weigent et al., 1996). In diesem Zusammenhang inter-
essant scheint noch die Tatsache, dass Pit-1 zwar eine entscheidende Rolle in der
Regulation hypophysaren PRL spielt, nicht jedoch in den extrahypophysaren Berei-
chen (Gellerson, Kempf & Telgmann, 1994).

Die Heterogenitat der durch Lymphozyten produzierten Isoformen von PRL (Mole-
kulargewicht von 21-29 kDa) kann einerseits auf Glykosilierung zurtckgefuhrt wer-
den, aber es werden noch andere Ursachen vermutet (Weigent et al., 1996). Welche
Form dann welche Aufgaben im Immunsystem als parakrine oder autokrine Signal-
Ubermittlung erftillen, ist derzeit noch Gegenstand der Forschung (Matera, 1997).
Stimulierte natirliche Killer Zellen (NK-Zellen) besitzen ebenfalls die Fahigkeit zur
Synthese von PRL (Dracas, 1995). Materna, Bellone et al. konnten in frisch isolierten
NK-Zellen zwar PRL nachgeweisen, jedoch keinerlei m-RNA (Materna, Bellone &
Lebrun, 1996). Dies legt die Vermutung nahe dass, das PRL nicht selbstsynthetisiert
ist sondern vom zirkulierenden PRL-Pool aufgenommen worden ist. Wann eine NK-
Zelle PRL produziert, hangt demnach vom Stimulationsgrad ab.

Inkubierte und mit Concanavalin A (Con A) stimulierte Splenozyten zeigten ebenfalls
einen Anstieg an bioaktivem PRL im Medium (Weigent et al., 1996; Reber, 1993).

Auf das Zusammenspiel von PRL und Immunzellen wird im Kapitel 2.3.2 genauer
eingegangen.

* Thymozyten

Humane Thymozyten produzieren ein 23-24 kDa PRL sowie eine 11 kDa Form , die
beide aktiv am Nb2-Lymphom Bioassay reagieren (O"Neal et al., 1992). Dabei han-
delt es sich um in Laboratorien héufig genutzte Lymphomzellen in einem bestimmten
Entwicklungsstadium, die extrem viele PRL-Rezeptoren auf ihrer Oberflache expri-
mieren und damit auch auf kleinste Mengen PRL empfindlich ansprechen.
Thymusepithelzellen kénnen dahingegen kein PRL herstellen (Dardenne & Savino,
1994).
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2.2.5 Der Prolaktin-Rezeptor und die intrazelluldre Signaltransduktion

2.25.1 Uberblick tiber die Eigenschaften des PRL-Rezeptors

PRL wirkt auf seine Zielzellen Gber einen membranstandigen Rezeptor. Dieser ge-
hort zur sog. ,Hamatopoietin-Zytokin-Rezeptor-Superfamilie®, die Rezeptoren fur IL-2
(B und vy), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, GM-CSF, G-CSF, EPO, GH,
IFNa,-B,-y und andere beinhaltet (Matera, 1997; Kelly, Djian, Postel-Vinay & Edery,
1991). Mitglieder dieser Familie besitzen einige wichtige homologe extrazellulare Re-
zeptorregionen, wie beispielsweise zwei gemeinsame Cysteinbriicken. Im Gegensatz
dazu weisen die intrazellularen Doméanen nur wenig homologe Sequenzen auf, je-
doch ist ihnen die ,Box-1“-Region gemeinsam, eine Region, die wichtig fur die intra-
zellulare Signaltransduktion ist (Matera, 1997). Aufgrund dieser Rezeptorhomologien
konnen beispielsweise die ,verwandtenen“ Hormone PRL und GH an gemeinsamen
Rezeptoren binden. Auch eine Bindung von PRL an den EPO-Rezeptor ist denkbar,
da in frheren Studien gezeigt wurde, dass PRL die Erythropoese stimuliert (Reber,
1993).

Aber nicht nur plasmamembranstandige Rezeptoren sind beschrieben, es finden sich
auch Rezeptoren in den Endosomen, im Golgi-Apparat und an intrazellularen Mem-
branen (Kelly, Djian, Postel-Vinay & Edery, 1991). Diese Lokalisation spricht wahr-
scheinlich fur eine erhdhte Synthese von Rezeptoren. Zusatzlich wurden aber auch
PRL-R im Zytosol von Hepatozyten und eine l0sliche Form in der Milch gefunden
(Kelly et al., 1991).

Arden et al. (1990) gehen davon aus, dass fur den PRL-R nur ein einziges Gen ko-
diert. Dessen Lokalisation wird von den Autoren auf Chromosom 5p13 - pl4 ange-
geben (Kelly et al., 1991).

In den letzten Jahren konnten einige PRL-Rezeptorsubtypen in verschiedenen Sau-
getierspezies isoliert werden. Ebenso konnten auch verschiede Rezeptorsubtypen
innerhalb des selben Zelltyps nachgewiesen werden, deren Expression wahrschein-
lich hormonreguliert ist (Jabbour & Kelly, 1997).

2.25.2 Lokalisation des Prolaktinrezeptors

2.25.2.1 PRL-Rezeptoren exprimierende Gewebe

PRL-Rezeptoren werden von verschiedenen Geweben und Zellen des Organismus
exprimiert. Die Funktione und Aufgabe von PRL in einigen dieser Lokalisationen ist
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bisher noch nicht bekannt. Die folgende Aufzahlung gibt einen Uberblick in welchen
Geweben PRL-R exprimiert werden: (Zusammengestellt nach: Doppler, 1994;
Ferrari, 1981; Kelly et al., 1991; Jabbour & Kelly, 1997; Hondo, Kurohmaru, Sakai,
Ogawa & Hayashi, 1995)

* Milchdrise: Drisengewebe, Milch

e Ovar: Granulosa Zellen, Corpus luteum

* Hoden: Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen, Spermatozoen und Vorlauferzellen
» Uterus & Plazenta

* Nebenhoden, Samenblaschen, Prostata

* Nebenniere: Zona fasciculata, Zona reticularis

* Niere

* Intestinaltrakt

o Zellen des lymphatischen und Immunsystems: s. Kapitel 2.3.2...
* Auge: Photorezeptoren der Retina, Choroidea

* Pankreas: Langerhans’sche Inselzellen

* Leber

* ZNS: Hypothalamus, Substanzia nigra, Plexus choroideus

2.25.2.2 PRL-Rezeptoren auf Zellen des Immunsystems

Funktionelle Rezeptoren werden von vielen Zellen des Immunsystems exprimiert.
Dazu gehdéren die folgenden periphere Blutzellen in Tabelle 7a und b:

Tabelle 7a: Haufigkeitsangaben fir PRL-Rezeptor-positive periphere Blutzellen in
verschiedenen Geweben des Immunsystems (k.A. = keine Angaben;
Haufigkeitsangaben schwanken je nach Literaturangabe und sind mit dem
hdchsten bzw. niedrigsten Wert wiedergegeben.) Zusammengestellt nach:
Weigent et al., 1996; Dracas, 1995; Matera, 1997; Reber, 1993;
Dardenne, Leite de Moraeset al., 1995, Kelley et al., 1992b.

periphere Blutzellen Haufigkeit PRL-R™ Zellen
Lymphozyten gesamt 65%-75%
T-Lymphozyten: 75%
CD4" 70%-75%
CD8" 70%-75%
B-Lymphozyten 100%
natirliche Killerzellen k.A.
Monozyten/Makrophagen 100%
Neutrophile Granulozyten k.A.
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Daneben kénnen PRL-R auch noch in anderen Geweben des Immunsystems nach-
gewiesen werden wie in Tabelle 7b dargestellt.

Tabelle 7b: Haufigkeit PRL-Rezeptor-positiver Zellen in verschiedenen Geweben
des Immunsystems (Weigent et al., 1996; Leite de Moraes, Touraine &
Gagnerault, 1995)

Gewebe Haufigkeit PRL-R™ Zellen
Knochenmarkzellen 50%-85%
Thymusepithelzellen >80%
Milz 70%
Lymphknoten 65%

Der PRL-R wurde ebenfalls auf myeloischen Leuk&miezellen und Burkitt-Lymphom-
zellen beschrieben (Matera, 1997).

Die Anzahl der auf den primaren T-und B-Zellen sitzenden Rezeptorenwird von
Matera (1997) mit 360 pro Zelle angegeben, NK-Lymphozyten exprimieren im Durch-
schnitt 660 Rezeptoren pro Zelle. Dabei lasst die Bindungsaffinitat der exprimierten
Rezeptoren (Kp = 10™° - 10 M) den Schluss zu, dass diese auf physiologische
PRL-Konzentrationen ansprechen (Matera, 1997). Die Nb2-Lymphomzellen, die bei
ihrer Proliferation auf die Anwesenheit von PRL angewiesen sind, exprimieren im
Durchschnitt 12.000 Rezeptoren/Zelle und werden deshalb als empfindliche Marker
fur die Anwesenheit von PRL (bis zu picomolaren Konzentrationen) in der Forschung
angewendet (Weigent et al., 1996; Goffin, Bouchard & Ormandy, 1998).

Leite de Moraes et al. (1995) untersuchten die Anzahl der PRL-R-positiven T-Zellen,
sowie die Rezeptordichte dieser Zellen vor und nach Stimulation mit dem T-Zell-Mi-
togen ConA. Sie konnten einen signifikanten Rezeptoranstieg nachweisen, der sich
in einer erhbhten Rezeptordichte bemerkbar macht, nicht jedoch in der Anzahl der
PRL-R-positiven T-Zellen (Leite de Moraes, Touraine & Gagnerault, 1995). Die Re-
zeptorzahl kann daneben auch durch IL-2 und PRL selbst erhoht werden (Yu-Lee,
1997).

Untersuchungen, wie sie oben aufgefiihrt sind, legen eine Beteiligung von Prolaktin
an Immunreaktionen des Organismus nahe.

2.2.5.3 Aufbau des PRL-Rezeptors

Bislang wurden bei Sadugern zwei verschiedene Rezeptorsubtypen fir PRL klassifi-
ziert: Eine ,Langform® (80-85 kDa) und eine ,Kurzform* (42-45 kDa) des Rezeptors
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(Clevenger, Freier & Kline, 1998; Yu-Lee, 1997). Dabei beziehen sich die Bezeich-
nungen auf die GroRe der Aminoséuren(AS)-Ketten. Die lange und kurze Form vari-
ieren dabei aber nur in der intrazellularen Doméane, die extrazellulare Kette hat stets
die gleich Lange (Kelly et al., 1991). Schematisch sind die Rezeptoren und ihre AS-
Kettenlange in der folgenden Abbildung 10 dargestelit.

Kurz Intermediar Lang
(Nager) (Nb2-Zelle) (Mensch)
1 1 1
] )
K| Extrazellularbereich
210 [E== 210 [==x 210 frm
T Zelimembran [T
u\b l\"b k\{ﬁ
291
Intrazellularraum
393
598

Abbildung 10: Schematische Darstellung der drei bisher bekannten PRL-Rezeptor-
subtypen mit Angabe der AS-Kettenlange und identischer Regionen
(modifiziert n. Jabbour & Kelly, 1997, p.15 und Kelly et al., 1991, p.
239)

Den zwei Formen des Rezeptors liegen jedoch nicht zwei verschiedene Gene zu-
grunde, sondern sie sind Produkte alternativen Splicings und stammen von einem
einzigen Gen. Eine Sonderposition nimmt ein dritter Rezeptorsubtyp ein, der bisher
nur auf Nb2-Lymphomzellen gefunden wurde. Seine Form wird als ,Intermediarform*
bezeichnet (ca. 65 kDa) , da die Lange der AS-Kette zwischen der der beiden ande-
ren liegt (Jabbour & Kelly, 1997).

Beim Menschen ist bisher nur eine ,Langform” des Rezeptors beschrieben, die eine
Gesamtlange von 598 AS aufweist (Jabbour & Kelly, 1997; Kelly et al., 1991). Dabei
liegen 210 AS im extrazellularen Bereich, 364 AS im zytoplasmatischen und 23 AS
im intramembrandsen Bereich.
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Eine biologische Aktivitat in Form einer Genstimulation nach hormoneller Aktivierung
z.B. die Transskription von Milchproteingenen (3-Casein, B-Laktoglobulin) oder des
Interferon regulierenden Faktors-1 (IRF-1) erfolgt nur bei der Lang- und Intermediar-
form des PRL-Rezeptors (Jabbour & Kelly, 1997). Fur die Kurzform konnte bisher
noch keine spezifische Funktion etabliert werden.. Vonderhaar B. und Das R (1995)
konnten jedoch zeigen, dass sowohl die Lang- als auch die Kurzform des PRL-R ei-
nen mitogenen Einfluss auf die Zellen haben und so diese zum Wachstum stimu-
lieren kdnnen.

2.2.5.4 Regulation der PRL-Rezeptorexpression

Die Up- und Down-Regulation der Rezeptoren auf der Zellmembran ist hormonab-
hangig und wird fur die einzelnen Zielorgane unterschiedlich gesteuert. So nhehmen
die Rezeptoren in der Milchdriise in der frihen Laktationsphase stark zu. In der Le-
ber werden bei weiblichen Individuen mehr PRL-R gemessen als bei méannlichen,
diese werden noch zusatzlich durch Ostrogene gesteigert (Kelly et al., 1991). Auch
Steroide haben einen Up-regulierenden Effekt auf die Anzahl der Rezeptoren in der
Leber, wobei dieser Effekt auch indirekter Natur sein kénnte wie Kelly et al. (1991)
spekulieren, ndmlichen lber eine erhdhte PRL-Sekretion.

In den meisten der untersuchten Gewebe hat PRL selbst einen direkten Einfluss auf
seine Rezeptorexpression, abhangig von der Konzentration und Dauer der Einwirung
von PRL auf die Zielzellen. So fihren hohe PRL-Spiegel zu einer Down-Regulation
der Rezeptoren, wahrend es bei moderaten PRL-Werten wieder zu einer Up-Regula-
tion kommt (Kelly et al., 1991).

2.2.5.5 Intrazellulare Signaltransduktion

Eine intrazellulare Signaltransduktion erfolgt nach Bindung des PRL-Molekils an
seinen Rezeptor, vermutlich nur bei der Lang- und Intermediarrezeptorform. Die Si-
gnaltransduktion verlauft dabei jedoch ohne die klassischen Second-Messenger,
sondern Uber eine Gruppe von rezeptorassoziierten Proteinkinasen.

In der Abbildung 11 werden schematisch die intrazellularen Ablaufe nach Aktivierung
eines PRL-Rezeptors durch sein Hormon dargestellt werden: Es konnte gezeigt wer-
den, dass es nach hormoneller Stimulation des PRL-R zu einer Tyrosin-Phosphorilie-
rung einiger intrazellularer Proteine kommt. Dies setzt das Vorhandensein einer
Proteinkinase voraus, die als Janus-Tyrosin-Kinase-2 (JAK2) identifiziert wurde
(Goffin, Bouchard & Ormandy, 1998). Sie ist eine der vier Proteinkinasen der JAK-
Familie, die die intrazellulare Signaltransduktion in der Zytokin-Rezeptor-Superfamilie
mediiert (Goffin et al., 1998).
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PRL-Rezeptor
(Lanaform)

SansG
o COX =

Stat-

Zellmembran

2)

Zytosol

Kernmembran

Nucleus4

.

- Expression

Apoptosehemmung

biologische
Effekte

Zell-Proliferation

Abbildung 11: Schema der intrazellularen Signaltransduktion des PRL-Rezeptors
(Langform) in Lymphozyten. Nach dem Andocken von PRL werden
neben dem Jak/Stat-Pfad auch andere Signalmechanismen in Gang
gesetzt. Die Translokation von PRL selbst in den Nucleus wird disku-
tiert. Zur genaueren Erlauterung der einzelnen Ablaufe s. Text. (P---
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Stat = phosphoriliertes Stat; C-R = Glukokortikoidrezeptor, Jak2 =
Janus-Tyrosin-Kinase-2, MAPK = Mitogen activated protein kinase,
Fyn = spez. Kinase). Zusammengestellt n. Clevenger, Freier & Kline,
1998 und Goffin et al., 1998

Die sog. Box-1 (s.Abbildung 11), eine prolinreiche Doméane im Rezeptormolekil nahe
der Zellmembran, wird fir die Verbindung des Rezeptors mit der Kinase benétigt. Die
rezeptorassoziierte JAK2 wird schnell (innerhalb von 5 min) nach dem Andocken von
PRL an den Rezeptor aktiviert (Clevenger, Freier & Kline, 1998). Die Tyrosinkinase
JAK2 fuhrt dann zur Phosphorilierung von Tyrosinresten, berichten Goffin et al.
(1998).

Eine andere Gruppe zytosolischer Proteine, die fir die weitere Signaltransduktion
wichtig ist, stellt die Gruppe der Stat-Proteine (engl. fur signal transducer and
activator of transscription) dar. Drei Mitglieder der ,Stat“-Familie spielen bei der Si-
gnaltiibermittlung von aktivierten PRL-R eine Rolle und zwar Stat5a und 5b, Statl
und Stat3. Diese ,Stats” binden an das phosphorylierte Tyrosin des aktivierten Re-
zeptors und dissoziieren dann vom Rezeptor weg. Zwei solcher Stat-Proteine dimeri-
sieren zu einem Stat-Dimer, das in den Zellkern transloziert. Dort interagieren und
aktivieren die Stat-Dimere mit spezifischen Promotoren der Zielgene (Goffin et al.,
1998).

Wichtige wachstums- und proliferationsbezogene Zielgene in Zellen des Immunsys-
tems sind u.a. die Ornithine-Decarboxylase (ODC) und der Interferon-regulierenden-
Faktor-1 (IRF1), auf den im Kapitel 2.2.5.6 noch genauer eingegangen wird. Ein
anderes Gen welches aktiviert wird, ist das Bcl-2-associated anti-death gene 1 (Bag-
1). Dieses Gen spielt nach Clevenger et al. (1998) eine wichtige Rolle im Anti-Apop-
tose-Effekt, den PRL auf Lymphozyten ausiibt (Clevenger, Freier & Kline, 1998).
Andere Gewebe weisen natiurlich auch andere Zielgene auf, wie z.B. in der
Brustdriise die Milchproteingene (Casein, Laktoglobulin, etc.), Proteine fur die Lakto-
sesynthese (Laktosesynthetase, Laktalbumin, etc), oder im Ovar (LH-Rezeptor) etc.
Um eine intrazellulare Signaltransduktion nach Rezeptoraktivierung wieder zu stop-
pen, mussen die modifizierten Tyrosinreste in den urspringlichen Zustand versetzt
werden. Dies geschieht mit Hilfe von Tyrosin-Phosphatasen (Goffin et al., 1998).

Kirzlich beschrieben Stoecklin et al. (1997) eine Interaktion zwischen Stat5 und dem
intrazellularen Glukokortikoidrezeptor (C-R - s. Abbildung 11) (Stocklin, Wissler,
Moriggl & Groner, 1997). Dies kdnnte eine mdgliche Erklarung des Anti-Apoptose-
Effekts von PRL auf Immunzellen sein, wie es noch in Kapitel 2.3.1.2 ausgefuhrt
wird.
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Clevenger et al. (1998) konnten auch zeigen, dass PRL selbst in IL-2 stimulierten
Lymphozyten in den Zellkern transportiert wird, wo es eine Bedeutung in der PRL-
induzierten Proliferation dieser Zellen hat. Weigent (1996) geht davon aus, dass un-
ter gewissen Umstanden der PRL-Rezeptor seine immunmodulatorische Wirkung
dadurch ausibt, dass er als Transportmolekil dient, der PRL in den Nucleus bringt.
Die Internalisierung von extrazellularem PRL erfolgt dabei innerhalb von 30 min
(Prystowsky & Clevenger, 1994). Wie aber dann das PRL im Zellkern seine Wirkung
entfaltet, ist bisher noch nicht bekannt (Weigent et al., 1996).

2.2.5.6 Bedeutung des Interferon-requlierenden-Faktors-1 (IRF-1)

Zum Verstandnis des PRL als immunregulierenden Faktor hat sich u.a. die Aktivie-
rung des IRF-1 herausgestellt, da dieser Faktor in der Lage ist, eine weitere Reifung
und Differenzierung in Immunzellen hervorzurufen (Yu-Lee, 1997).

Neben PRL kénnen auch IL-2 und ConA, eine mitogene Substanz, in verschiedenen
untersuchten Zelllinien (Nb2-Lymphomzellen, L2-T-Zellen) den IRF-1 induzieren (Yu-
Lee, 1997). IRF-1 hat spezifische intranukledre DNA-Bindungsstellen und kann dabei
von IRF-2 antagonisiert werden. Folgende Funktionen dieses multifunktionellen
Transskriptionsfaktors sind bisher in u.g. Zellen beschrieben (Yu-Lee, 1997):

myeloischen Zellen: - Differenzierung

Fibroblasten: = Tumorsuppression, antiproliferativ
B-Lymphozyten: - Differenzierung, Apoptose
T-Lymphozyten: - Differenzierung, Apoptose, Proliferation
IFN-y sensiblen Makrophagen: =  Aktivierung

Um Auswirkungen auf das Immunsystem zu erforschen, benutzte man Tiere mit ei-
nem defekten Gen fir IRF-1. Diese zeigten eine 90%ige Reduktion in CD8"-Zellen,
eine verminderte Funktion der Makrophagen und ebenso eine verringerte Kompe-
tenz, bestimmte Viren zu eleminieren (Yu-Lee, 1997).

In T-Zellen korreliert die IRF-1-Expression mit der Aktivierung, der Progression im
Zellzyklus hin zur S-Phase und mit der Zellproliferation.

Die Expression des IRF-1 in Bezug auf PRL-stimulierte Zellen wird nach einem Re-
view von Yu-Lee (1997) durch die JAK sowie Stat Proteine 1 und 5 bewerkstelligt.
Nach der Stimulation des PRL-R kommt es zur Translokation von Statl und Stat5 in
den Nucleus, wo sie an der Up-und Down-Regulation des IRF-1 Gens beteiligt sind.
IRF-1 bindet dann an bestimmte Basensequenzen der DNA und zwar an Gen-Pro-
motoren. Darunter befinden sich die Gene fur IRF-2, IFN-B, Ornithin-Decarboxylase
(ODC), MHC I, IL4 bis IL7, also Produkte die fur die Immunregulation von Bedeutung
sind.
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Jedoch héangt das Ergebnis einer IRF-1-Stimulation sehr vom Zelltyp und seiner Dif-
ferenzierung und Entwicklung im lymphatischen Gewebe ab. Somit ist die genauere
Untersuchung der PRL-Aktivierung und des anschliessenden intrazellularen
JAK/Stat/IRF-1-Pfades ein weiterer Schritt in der Erkenntnis der intrazellularen, mo-
lekularbiologischen Ablaufe in Zellen des IS, die durch PRL modifiziert werden kon-
nen.

2.3 Prolaktin und Immunsystem

Erste mogliche Hinweise auf eine Verbindung zwischen endokrinem und immunolo-
gischen System erkannte P.E. Smith bereits in den 30er Jahren des 20. Jhd., als er
bei hypophysektomierten Ratten eine Involution des Thymus feststellte (Smith,
1930). Konkretere Studien zu diesem Thema begannen Mitte der 60er Jahre als man
ein Immundefizit in M&usen mit einem angeborenen Mangel an PRL und anderen
HVL-Hormonen sah. Man konnte zeigen, das eine Thymusinvolution aufgrund eines
PRL-Mangels durch die exogene Zufuhr von PRL reversibel war, ebenso konnte die
Immunfunktion wieder hergestellt werden (Weigent et al., 1996). Damals dachte man
zuerst, dass es sich eben 'nur um eine weitere Funktion' des PRL handelte (Matera,
1997). Mittlerweile ist aber die Erkenntnis um die enge Verknupfung zwischen dem
IS und PRL derart gewachsen, dass seine Einflisse wie die der Zytokine nicht mehr
daraus wegzudenken sind.

In neuerer Zeit zeigten in vivo- und in vito-Untersuchungen, dass PRL mit den Zyto-
kinen von Lymphozyten interagieren kann und diese im Gegenzug die PRL-Synthese
in den Immunzellen beeinflussen kdnnen (Matera, 1997). Weiterhin bestehen die
bereits besprochenen Rezeptorhomologien. PRL wird heutzutage nicht mehr nur in
seiner Rolle als endokrines Hormon, sondern auch in der eines Zytokins diskutiert,
das uber spezielle Rezeptoren seine Wirkung entfalten kann die von den Immunzel-
len exprimiert werden.

Die Fahigkeit, in die Immunfunktion eines Organismus einzugreifen, beruht auf sei-
nem Potential, regulierend auf die Proliferation, die Differenzierung und Apoptose der
Immunzellen einzugreifen. Dies erfolgt nicht nur Gber den klassischen endokrinen
Mechanismus, sondern auch Uber para- und autokrine Vorgange, da einige Zellen
des IS selbst in der Lage sind PRL zu synthetisieren.

2.3.1 Beeinflussung der Immunkompetenz

Der Spiegel von PRL im Serum hat einen entscheidenden Einfluss auf die Immun-
kompetenz des Organismus. Sowohl eine Hyperprolaktinamie als auch eine Hypo-
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prolaktindmie haben eine immunsuppressive Wirkung (Matera, 1997), was man in
folgender Abbildung wiedergeben kann (Abbildung 12):

Lymphozytenstatus

>

Stimulation

normall

Suppression

<+— physiol. Bereich—»
0 3 25 75 100

PRL-Serumkonzentration [ng/ml]
(nicht linear)

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Auswirkung unterschiedlich hoher
PRL-Serumkonzentrationen auf die Aktivitat und Proliferation von
Lymphozyten, insbesondere der NK-Zellen. Das Maximum liegt im
oberen phsiologischen Normbereich, wohingegen Werte dartber
bzw. darunter zu einer Hemmung der Lymphozytenaktivitat fihren.
(Graphik in Anlehnung an Zahlenmaterial nach Matera, 1997).

Die Hemmung der Lymphozyten-Aktivitat unter hohen PRL-Konzentrationen erklart
Matera (1997) einerseits mit einer PRL-Rezeptor-Down-Regulation in den Zellen. Es
kénnte aber auch in einer Signalweiterleitungshemmung begrindet sein aufgrund der
Formation monomerer PRL--PRL-R—Komlexe.

Somit ist es von entscheidender Bedeutung fir eine physiologische Immunkompe-
tenz einen normalen PRL-Spiegel im Serum zu besitzen. Ein méssiger Anstieg von
PRL in einer Stressituation kénnte die immunsuppressive Wirkung der Glucocorti-
coide, die durch die HHN-Achse vermehrt ausgeschuttet werden, ausgleichen. Auf
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der anderen Seite wird eine chronische PRL-Erh6hung in Zusammenhang mit Auto-
immunerkrankungen gesehen.

Hypophysektomierte Ratten bzw. Ratten, bei denen die PRL-Freisetzung durch Bro-
mocriptin (BCR) blockiert wurde, entwickelten eine Anadmie, Leukopenie, Trombo-
zytopenie und zeigten eine verminderte Antikorperproduktion nach dem Kontakt mit
E. coli Lipopolysachariden (LPS) oder Schaferythrozyten (Matera, 1997). Ebenso
konnte eine reduzierte lymphokinabhangige Makrophagenstimulation und INF-y Pro-
duktion durch Lymphozyten gezeigt werden (Matera, 1997). Bei all diesen Untersu-
chungen konnten die Suppressionseffekte antagonisiert werden entweder durch die
exogene Zufuhr von PRL, nicht jedoch durch andere HVL-Hormone, oder durch die
Implantation einer Hypophyse unter die Nierenkapsel (Matera, 1997).

Di Carlo et al. und Bernton et al in (Clevenger, Freier & Kline, 1998) konnten an
Mausen zeigen, dass die Zufuhr von PRL eine signifikante Senkung der Mortalitat
nach der Exposition bzw. Injektion von Salmonella typhimurium bzw. Listeria mono-
zytogenes hervorrief. Dieser Effekt beruht vermutlich auf dem regulierenden Einfluss
des PRL auf INF-y das von den T-Lymphozyten stammt. So zeigten die Ergebnisse
von Benedetto et al. in (Clevenger, Freier & Kline, 1998), dass eine letale Menge an
Toxoplasma gondii bei gleichzeitiger Gabe von PRL und INF-y zu einer Uberlebens-
rate von 75% der betroffenen Mause fihrte.

Bernton und Mitarbeiter (1991) konnte auf3erdem zeigen, dass neben der erhdhten
Letalitdt bei BCR behandelten Mausen die mit Listerien infiziert wurden, auch die
Aktivierung der Makrophagen durch die T-Zellen aufgehoben war, die INF-y Produk-
tion der T-Zellen zuriickging, die T-Lymphozytenproliferation vermindert war, jedoch
die IL-2 Produktion nicht betroffen war. All diese durch BCR hervorgerufenen Effekte
konnten in vivo durch die gleichzeitige Administration von PRL revidiert werden. Um
zu zeigen, dass die Immunsuppression durch BCR Behandlung nicht an der Sub-
stanz BCR selbst liegt, wurden Versuche mit Cysteamin gemacht, eine Substanz, die
PRL durch direkten Angriff auf die Disulfidbriicken hemmt, also einen komplett ver-
schiedenen Angriffspunkt auf das PRL hat wie BCR. Auch darunter konnten die im-
munsuppressiven Ergebnisse bestatigt werden sowie die Immunkompetenz durch
PRL-Gabe wiederhergestellt werden.

Der Einfluss des PRL ist von Bedeutung in der richtigen Funktion der Immunzellen,
weniger in der absoluten Zahl der Zellen. Untersuchungen an gentisch manipulierten
Mausen, die kein PRL mehr synthetisieren konnten, zeigten keine Reduktion der
Zahl der B- und T-Lymphozyten in LK, Blut,Thymus oder Milz.
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2.3.1.1 Einfluss auf den Thymus

Im Thymus kommt es zur Reifung von aus dem Knochenmark ausgewanderten T-
Vorlauferzellen. Dort unterliegen sie einem strengen Selektionsprozess, in dem die
T-Zellen dahingehend differenziert werden sollen, dass sie ,Selbst* von ,Fremd” un-
terscheiden kénnen. Lymphozyten, die diese Selektion meistern, wandern dann in
periphere lymphatische Organe aus, die anderen gehen am induzierten Zelltod
(Apoptose) zugrunde.

Insbesondere die Thymusepithelzellen (TEC), die den Hauptbestandteil des ,thymic
microenvironments” ausmachen, haben einen entscheidenden Einfluss auf die Ent-
wicklung und Differenzierung der T-Lymphozyten u.a. durch direkten Zell-Zell-Kon-
takt, und somit auf die korrekte Funktion des IS in einem Organismus.

Eine Unterfunktion des HVL wird seit der Erstbeschreibung von Smith (1930) in Zu-
sammenhang mit einer Abnahme des Thymusgewichts und der Thymusfunktion ge-
bracht.

Die Thymusdrise selbst hat einen endokrinen Einfluss auf die Immunfunktion, wie
man aus Versuchen bei Tieren weil3, die keinen Thymus besalRen und deren Im-
munfunktion durch die Gabe von Thymusextrakten wiederhergestellt wurde. Bei al-
leiniger Zufuhr von HVL-Hormonen war dies nicht mdglich (Gala, 1991), was fir die
Einbeziehung des Thymus in die vollstdndige Funktion des IS spricht. Aber auch
exogene Faktoren kdonnen die Thymusfunktion modulieren, so beispielsweise PRL,
Steroide, Schilddrisenhormone und GH (Dardenne & Savino, 1994). Darum soll der
Einfluss von PRL auf die Thymussekretion und auf die Zellen des Thymusepithels
naher betrachtet werden. Die Wirkung von PRL auf den Thymus wird Uber PRL-Re-
zeptoren vermittelt, die von den Thymusepithelzellen exprimiert werden (Leite de
Moraes et al., 1995).

Mittlerweile wurden einige Thymusfaktoren naher untersucht und beschrieben, wel-
che das Immunsystem beeinflussen kdnnen. Einer davon ist Thymopoietin (friher
auch Thymin genannt) ein Polypeptid aus 49 AS. Zwei weitere sind Thymosin a; und
Thymulin. Thymosin a; wirkt auf die Reifung der T-Zellen und férdert deren Sekretion
von MIF und hat Einfluss auf die Proliferation der B-Zellen (Gala, 1991). Thymulin
stimuliert u.a. die IL-2 Synthese in T-Zellen und fordert die Zytotoxizitat dieser Zellen.
Geringe Dosen scheinen einen unterstitzenden Effekt auf das IS auszuliben, wohin-
gegen hohe Dosen hemmend wirken (Gala, 1991).

Den Einfluss von PRL auf den Thymus untersuchten Dardenne et al. (zitiert nach
Gala, 1991). Sie konnten feststellen, dass die PRL-Gabe bei normalen Mausen die
Thymulinserumspiegel ansteigen lie3. Ebenso konnten diese Spiegel bei gealterten
Mausen mit atrophiertem Thymus wieder gesteigert werden. BCR hatte jeweils den
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entgegengesetzten Effekt. In einer klinischen Untersuchung wurde gezeigt, dass Pa-
tienten mit einer Hyperprolaktindmie auch erhéhte Thymulinspiegel aufwiesen (Gala,
1991). Diese Effekte scheinen direkter Natur zu sein, denn sie sind auch in vitro
nachvollziehbar (Dardenne & Savino, 1994).

1987 konnten Davila, Brief, Simon, Hammer & Kelly zeigen, dass es auch beim
Altern von Ratten zu einer Atrophie des Thymus kommt, daneben zu einer vermin-
derten Immunfunktion. Die Atrophie und die Immundefizite konnten durch die Be-
handlung mit PRL rickgangig gemacht werden.

Ein weiterer wichtiger Faktor wurde von Pellegrini et al. (1992) untersucht. Sie
konnten zeigen, dass Thymozyten, jedoch nicht die TEC, die Fahigkeit haben, eine
PRL-m-RNA zu exprimieren und in ein PRL-ahnliches Polypeptid zu translatieren.
Man kann daher davon ausgehen, dass PRL seine Wirkung am Thymus nicht nur auf
endokrinem, sondern auch para- und autokrinem Weg umsetzt (Dardenne & Savino,
1994).

2.3.1.2 PRL als Gegenspieler zu Glucocorticoiden

PRL, ACTH, TSH und andere Hormone steigen bei einer akuten Stressituation oder
nach einer immunologischen Herausforderung an.

Sie werden deshalb auch als Stresshormone bezeichnet. Der folgende Anstieg von
Cortisol hat auf das IS einen tendentiell immunsuppressiven Effekt, der u.a. durch
eine frihzeitige Apoptose der T-Vorlauferzellen hervorgerufen wird. Einige Autoren
gehen davon aus, dass der gleichzeitige Anstieg von PRL mit seiner
immunstimulierenden Potenz die Auswirkungen der Glucocorticoide auf das
immunologische System ausgleicht (Matera, 1997). Vergleiche dazu Abbildung 13
auf der folgenden Seite:
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Abbildung 13: Immunologische Homeostase als Gleichgewicht zwischen den ge-
gensatzlich wirkenden PRL und Glucocorticoiden. Wahrend Gluco-
corticoide die Proliferation hemmen und die Apoptose triggern,
stimuliert PRL die Proliferation und fordert das Uberleben. (Dex =
Dexamethason, PRL = Prolaktin); modifiziert nach Clevenger, Freier
& Kline, 1998, p.188

Bernton, Bryant, Holaday & Dave, (1992) konnten zeigen, dass es bei Mausen, die
auf der einen Seite mit PRL und Corticosteroiden behandelt wurden, zu einer signifi-
kanten Reduktion des immunsuppressiven Effekts auf Milzzellen kam, wie es bei der
alleinigen Gabe von Corticosteroiden zu beobachten war. Eine gleichzeitige Behand-
lung mit BCR zeigte &hnliche Resultate, da sie mit einem Abfall an PRL einherging.
Ein in vitro aufgebauter Versuch zeigte, dass die suppressiven Effekte von Gluco-
corticoiden an Lymphozyten nicht allein durch die Zugabe von PRL zu beheben wa-
ren, was fur eine indirekte Wirkung des PRL spricht .

Wahrend Glucocorticoide die Proliferation von Lymphozyten hemmen und eine
Apoptose triggern, bewirkt PRL Gegenteiliges, namlich eine Stimulation der Lympho-
zyten und eine verbesserte Uberlebensrate der Lymphozyten. Dieser Effekt konnte in
vitro an den Nb2-Lymphomzellen nachgewiesen werden (Clevenger, Freier & Kline,
1998).
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Bei Untersuchungen an Mausen konnten Bernton und Mitarbeiter (1992) zeigen,
dass immunsuppressive Dosen von Corticoiden eine PRL-Rezeptor Down-Regula-
tion an Leberzellen hervorrief. Die zusétzliche Gabe von PRL konnte diese Down-
Regulation verhindern. Die alleinige Gabe von PRL in vivo fuhrte zu einer
Upregulation des PRL-R.

Betrachtet man die Aktivitat der intrazellularen Ornithin-Decarboxylase (ODC), ein
Schlusselenzym, das einen limitierenden Faktor bei der Zellproliferation und Protein-
synthese darstellt, so erreicht man nach PRL Gabe eine gesteigerte Aktivitat von
ODC in Milz und Thymuszellen. Versuchstiere mit einem Mangel an ACTH und
Glucocorticoiden zeigen ebenfalls eine erhéhte ODC Aktivitat, was den Schluss
nahelegt, dass Glucocorticoide die basale ODC Funktion supprimieren, also
gegensatzlich zum PRL wirken (Bernton et al., 1991).

Die entgegengerichteten Aktionen von PRL und Glucocorticoiden zeigen sich auch
bei der im Verlauf einer Immunantwort folgenden Differenzierung von Lymphozyten.
Glucocorticoide hemmen die PRL-Freisetzung und induzieren CD4"-Zellen in ihrer
Differenzierung hin zum TH2-Zelltypus (Matera, 1997). PRL auf der anderen Seite
bewirkt eine Ausdifferenzierung der T-Zellen hin zu den TH1-Zellen wie in Kapitel
2.3.2.1 beschrieben.

2.3.1.3 PRL und TransplantatabstoRung

Bei organtransplantierten Patienten konnte man einen der Transplantatabstof3ung
vorangehenden PRL-Anstieg feststellen. Eine Verringerung des PRL-Spiegels durch
den Dopamin-D,-Agonisten Bromocriptin reduzierte den AbstoRungsgrad wie Larson,
Copeland & Russel bereits 1985 in einer Untersuchung festgestellt haben. Eine
kombinierte Therapie aus Cyclosporin-A (CyA) und BCR nach Herztransplantation
beim Menschen konnte eine akute AbstoRungsreaktion deutlich verzégern und die
Infektionsrate senken (Ferrari, 1981). Ein moglicher Mechanismus dessen ist, dass
CyA einen kompetitiven Gegenspieler zum PRL um die Bindung an den PRL-R auf
den B-und T-Lymphozyten darstellt. (Reber, 1993). So fuhrt eine Hyperprolaktinamie
zur reduzierten Wirkung des immunsuppressiven CyA. Interessanterweise wurde
diese kompetitive Hemmung durch CyA nur an Lymphozyten nachgewiesen, nicht
jedoch an Rezeptoren der Milchdrisen. Cardon et al. (in Reber, 1993) konnten in
einer anderen Studie zeigen, dass CyA in einer Konzentration von 0,12-12 ug/100 g
Korpergewicht, die PRL-Freisetzung stark stimuliert und dies zu einer Hyperpro-
laktindmie fuhrt, was evtl. ein anderer Grund fir die immunsuppressive Wirkung die-
ser Substanz ist.

Einen weiteren Gesichtspunkt erwahnt Reber (1993). Bei einer Transplantatab-
stol3ung wurden erhohte Spiegel des Zytokins IL-6 festgestellt. Wie bereits beschrie-
ben fuhrt IL-6 zu einer vermehrten PRL-Sekretion und somit zu erhéhten PRL-
Serumspiegeln. Auch die Rezeptorhomologien dieser beiden Zytokine sprechen fur
eine gemeinsame Interaktion bei der Immunregulation.
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In Versuchstieren, die hypophysektomiert wurden konnten Nagy et al. (zit. n. Weigent
et al., 1996) eine verstarkte AbstoRung auf transplantierte Haut feststellen, nachdem
sie PRL zugefuhrt hatten. Ebenso wurde bei diesem Versuchsansatz eine AK-Syn-
these geftrdert. Die kombinierte Gabe von 2-Bromo-a-Ergokryptin (= CB-154), einem
potenten D,-R Stimulator, mit CyA resultierte in nierentransplantierten Ratten in einer
signifikanten Senkung der Transplantatabsto3ung (Gala, 1991).

2.3.2 Wirkung von PRL und anderen Hormonen auf Zellen des
Immunsystems

In diesem Kapitel sollen die Leukozytenpopulationen, die in dieser Studie mit aufge-
nommen wurden, kurz charakterisiert werden. Im Speziellen wird hierbei auf endo-
krine Einflisse eingegangen, insb. derjenigen von PRL, die das Aktivitatsniveau, die
Proliferation, Migration und Chemotaxis der Zellen beeinflussen kdnnen. Es werden
die Granulozyten mit den Populationen der Neutrophilen, der Eosinophilen und der
Basophilen, danach die Gruppe der Monozyten /Makrophagen und schliel3lich die
Lymphozyten mit der Unterteilung in B- und T-Zellen (CD4'/CD8"-Zellen) bespro-
chen. Der Vollstandigkeit wegen wird noch auf die NK-Zellen eingegangen, auch
wenn sie in dieser Studie nicht mit untersucht wurden.

PRL kann einen direkten Einfluss auf die Zellen des IS austben. Dies geschieht
maoglicherweise, wie bereits in Kapitel 2.2.5.5 beschrieben, tber die von den Zellen
exprimierten Rezeptoren. Dabei hangt die Anzahl der Rezeptoren, die ein Lymphozyt
oder eine andere Zelle des IS exprimiert, u.a. vom umgebenden Gewebe
(Lymphknoten, Knochenmark, Milz, etc. ) und vom Aktivierungsgrad der Zelle ab.

2.3.2.1 Wirkung auf Granulozyten

Granulozyten stellen mit etwa 60% den grofdten Anteil der Leukozyten im peripheren
Blut dar. Sie lassen sich in drei Gruppen aufgrund ihrer unterschiedlichen Anfarbbar-
keit einteilen: Neutrophile, Eosinophile und Basophile. Ihre Haufigkeit stellt sich fol-
gendermal3en dar:

Tabelle 8: Prozentuale Verteilung (Mittelwert und 95-Perzentile) der Granulozyten im
peripheren Blut in Gesunden (Abbas et al., 1996).

% der Gesamtleukozyten
Granulozyt - :
Mittelwert 95-Perzentile
Neutrophiler 55% 34,6-71,4%
Eosinophiler 3% 0-7,8%
Basophiler 0,5% 0-1,8%
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Granulozyten gelangen nach ihrer Maturation im Knochenmark in die periphere Blut-
zirkulation, in der sie sich fur ca. einen Tag aufhalten, bevor sie in die verschiedenen
Gewebe migrieren und nicht mehr ins Blut zuriickkehren. Die Eigenschaften und
Funktionen der einzelnen Granulozyten werden im Folgenden dort erlautert:

a) Neutrophile Granulozyten (PMN-Zellen)

Die Neutrophilen sind mit 55-60% der grof3te Teil der Granulozytenfraktion. Sie bil-
den eine Gruppe differenzierter, nicht mehr teilungsfahiger Blutzellen, die sowohl die
Féahigkeit zur Phagozytose als auch zur Fortbewegung besitzen. Sie entstehen im
Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen und werden schlie3lich als reife End-
zellen, die die Fahigkeit zur weiteren Teilung verloren haben, an das Blut abgege-
ben. Die Entwicklungsdauer betragt ca. 10 Tage, ihre Halbwertszeit im Blut 6-7 h,
und die Uberlebenszeit im Gewebe liegt bei 4-5 Tagen (Bundschuh et al., 1988).

Ihre Hauptfunktion besteht in der Chemotaxis und Phagozytose eingedrungener
Mikroorganismen. Sie reagieren selbst heftig auf chemotaktische Substanzen, durch
die sie mittels einer Vielzahl von Rezeptoren auf ihrer Oberflache aktiviert werden.
Sie sind die mobilsten Zellen aller Leukozyten.

Sucht man in der Literatur nach Hinweisen auf endokrin bedingte Einflisse auf das
Migrationsverhalten und ihre Anzahl im peripheren Blut, so findet man u.a. folgende
Arbeiten:

 Koh, van Egmont, Zhuang et al. (1990) untersuchten die Zellzahlen in einer
operationsbedingten Stresssituation unter Anésthesie mittels Akupunktur, die einen
Anstieg der Catecholaminspiegel, des Cortisols und des PRL zur Folge hatte. Neben
einem starken Anstieg der Lymphozyten stellten sie eine Reduktion des Anteils an
Neutrophilen und Eosinophilen fest.

« Maes (1995) beschreibt in einem Ubersichtsartikel Zusammenhange der Major-
Depression, des endokrinen und des Immunsystems. So ist die Depression durch ein
verstarktes Aktivierungsniveau der HHN-Achse charakterisiert, begleitet von einer in
vivo-Aktivierung des zellularen IS. Die Gabe von 1mg Dexamethason an diese Pati-
enten fuhrte zu Leukozytose, Lymphozyto- und Monozytopenie sowie zu einer Neu-
trophilie.

* Eine neue Studie aus Japan von Suzuki et al. (2000) untersuchte die Auswirkung
eines Marathonlaufes auf die Konzentrationen verschiedener Substanzen, die akti-
vierend auf Neutrophile wirken, wie IL-6, IL-8, G-CSF, GH und Prolaktin bzw. mobi-
lisierend wirken wie Cortisol, GH und G-CSF. In all den genannten Parametern
fanden sie signifikant gesteigerte Werte. Leider machten sie keine Aussage
bezuglich der Zahl der Neutrophilen im Blut.

* In einer in vitro-Studie untersuchten Fornari et al. (1995) das Migrationsverhalten
von Neutrophilen bei Patienten mit chronischer Hyperprolaktindmie und verglichen
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diese mit Neutrophilen gesunder Personen. Sie stellten eine verminderte Migration
und eine reduzierte spontane Migration der Zellen der Patienten mit Hyperprolaktin-
amie fest. Sie schlossen auf einen direkten oder indirekten Effekt von PRL auf Mi-
gration und Chemotaxis der Neutrophilen.

Es zeigt sich somit tendentiell, dass ein Cortisolanstieg i.A. eher reduzierend
auf die Zahl der Neutrophilen auswirkt und PRL hemmend auf die Migration zu
wirken scheint.

Interessant ist weiterhin, dass sich auch Neuropeptide (bzw. ,endogene Morphine®)
an der Regulation der Migration beteiligen. Zu diesen Neuropeptiden zéhlen die Sub-
stanz P, B-Endorphin und met-Enkephalin. Diese kdnnen sowohl als Neurotransmit-
ter und Neuromodulatoren als auch als Hormon wirksam sein. So konnten Opioid-
Rezeptoren auf Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten nachgewiesen werden,
die in der Modulation der Immunzellfunktion mit eingebunden sind (Harvath, 1992).

b) Eosinophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten ahneln in ihrer Eigenschaften und ihrer Herkunft den o.g.
Neutrophilen. Sie stehen jedoch in enger Beziehung zu allergischen und parasitaren
Erkrankungen. So kénnen diese IgE-Rezeptor exprimierenden Zellen durch ihre toxi-
schen Granula zusammen mit Makrophagen die Zerstérung von Parasiten bewirken.
AulRerdem treten Eosinophile bei allergischen Erkrankungen, wie dem Asthma bron-
chiale und chronischen Hauterkrankungen auf.

Eine hormonale Steuerung der Werte der Eosinophilen im Blut ist von verschiedenen
Stoffen bekannt. So fihren ACTH, Cortisol und Sympathomimetika zu einer Vermin-
derung, Ostrogene, Androgene, B-Rezeptorblocker, IL-3, IL-5 und GM-CSF zu einer
Steigerung der Eosinophilenzahl im Blut. (Bundschuh et al., 1988, Czarnetzki, 1992,
Silberstein, 1992)

In neueren Studien wurden ahnliche Ergebnisse gefunden:

 Levenson & Greenberg (1996) konnten eine Reduktion der Eosinophilen und
Basophilen bei intranasaler Applikation von Corticosteroiden zeigen.

» Einen Effekt, der nicht ndher erlautert wurde, fand sich nach wiederholter Anwen-
dung von Hyperthermie durch 47°C heiRRe Bader in einer reduzierten Zahl eosino-
philer Granulozyten (Kubota et al., 1997) im Blut.

* In der o.g. ,Operationsstress-Studie* von Kho und Mitarbeitern (1990) stellte sich
unter dem Anstieg von Catecholaminen, Cortisol und PRL ein verminderter Antell
an Eosinophilen ein.

* Mehrere Studien die eine stressinduzierte Reduktion von Eosinophilen berichten,
konnte auch Wardlaw (1994) in seinem Ubersichtsartikel aufzeigen. Auch psychi-
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scher Examensstress bei jungen, gesunden Menschen hat die eben genannten
Effekte auf die Eosinophilenzahlen (Malathi & Parulkar, 1992).

c) Basophile Granulozyten

Diese zahlenmé&Rig kleinste Gruppe der Granulozyten sind als Effektorzellen der IgE
vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktion zu sehen. Sie agieren dabei zusammen mit
den ebenfalls IgE-Rezeptoren exprimierenden Mastzellen (Abbas et al., 1996).
Studien, die den endokrinen Einfluss auf diese Zellen untersuchen, gibt es sehr
wenige. Hinweise gibt die bereits zitierte OP-Stressstudie von Kho (1990), bei der
sich trotz eines Anstiegs von Cortisol, Catecholaminen und PRL keine Veranderung
in der Zahl der basophilen Granulozyten fand. Unter lokalen Bedingungen konnte
eine Reduktion der Zahl nach intranasaler Steroidapplikation gezeigt werden
(Levenson & Greenberg, 1996).

2.3.2.2 Wirkung auf Monozyten

Monozyten stellen nach den Neutrophilen und Lymphozyten die drittgrof3te Gruppe
der Leukozyten dar. Der prozentuale Mittelwert liegt bei 6,5%, die 95-Perzentile bei
2,4-11,8% der Leukozyten. Monozyten (im Blut) und Makrophagen (im Gewebe) ge-
hoéren zum mononukledren, phagozytaren System. Sie entstehen im Knochenmark
aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle mit den Granulozyten und gelangen als Mo-
nozyten in den Blutstrom. Nachdem sie den Blutstrom erreicht haben, bilden sie
etwa je zur Halfte einen marginalen und einen zirkulierenden Pool. Sie haben eine
relativ lange Halbwertszeit im Blut von ca.1-3 Tagen. (van Furth, 1992; Pabst &
Binns, 1992). Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Migration gelangen sie ins Gewebe (His-
tiozyt/ Makrophage) und kdnnen sich dort weiter differenzieren. Hauptaufgaben be-
stehen in der Phagozytose, der Kooperation mit den Lymphozyten, der Abwehr von
virusinfizierten- und Tumorzellen. Wahrend einer akuten Entziindung kann ihre Zahl
auf das 1,5-2-fache ansteigen, die Halbwertsverweildauer im Blut auf 12 h absinken
(van Furth, 1992).

Es lassen sich u.a. folgende Hinweise auf endokrine Regulation der Monozyten aus

der Literatur eruieren:

» Alle Monozyten/Makrophagen tragen auf ihrer Oberflache Rezeptoren fur das
Hormon Prolaktin (s.dazu Tabelle 7 und Kap. 2.2.5.2.2).

* Wie bei Weigent et al. (1996) beschrieben, fuhrt eine defekte PRL-Sekretion (bei-
spielsweise durch BCR hervorgerufen) zu einer Suppression der tumorvernich-
tenden Eigenschaften der Makrophagen. Dieser Effekt ist durch die exogene
Zufuhr von PRL reversibel.
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» Makrophagen werden insbesondere durch die Zytokine IFN-y und TNF-a aktiviert,
die wiederum von stimulierten TH1-Zellen produziert und sezerniert werden
(Pichler et al., 1996). In vivo mit BCR behandelte Mause zeigten eine beeintrach-
tigte Funktion der Makrophagen, was vor allem auf einen Mangel an von TH1-
Zellen produziertem INF-y zurtckzufihren ist, da TH1-Zellen wiederum durch
PRL stimuliert werden kénnen (Yu-Lee, 1997; Pichler et al., 1996). Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen auch Matera et al. (1997) bei hypophysektomierten Ratten,
die kein PRL mehr produzieren konnten.

» Bei Untersuchungen am Menschen konnte an der bereits 0.g. Gruppe von Patien-
ten mit Major-Depression und aktivierter HHN-Achse (Maes, 1995) nach Gabe
von Dexamethason eine Monozytopenie festgestellt werden.

* Wiederholte Anwendung von Hyperthermiestress hat nach Kubota et al. (1997),
einen Anstieg der Monozyten zur Folge, jedoch wurden dabei keine endokrinen
Parameter bestimmt, mit denen die Veranderung in Zusammenhang gebracht
werden konnte.

Daneben stellen auch verschiedene Neuropeptide / endogene Opioide (wie bereits
bei den Neutrophilen beschrieben) einen Faktor fur die Migration und Chemotaxis
der Monozyten dar. Zu diesen Neuropeptiden zahlen die Substanz P, B-Endorphin
und met-Enkephalin (Harvath, 1992). Darauf wird in der Diskussion im Kapitel 5.7
nocheinmal genauer eingegangen.

2.3.2.3 Wirkung auf Lymphozyten

Die zweitgrol3te Gruppe der Leukozyten wird von den Lymphozyten gebildet. Sie
treten mit einer durchschnittlichen Zahl von 35 % der Leukozyten auf (95-Perzentile:
19,6-52,7%). Lymphozyten sind die Trager der spezifischen Abwehr des Organismus
im Gegensatz zu den zuvor besprochenen Zellen.

Native Lymphozyten sind B- und T-Zellen, die im Knochenmark bzw. Thymus gereift
sind, aber noch keinen Antigenkontakt hatten. lhr Aufenthaltsort wechselt fortwah-
rend zwischen Blut und peripherem lymphatischen Gewebe. Uber spezielle adhasive
Mechanismen an den Kapillaren gelangen sie vom Blut in die Gewebe, indem sie
durch das Endothel hindurchwandern (=Extravasation). Uber die Lymphgefae ge-
langen die Lymphozyten zurlck in den Blutkreislauf. Kommt es zu einer Infektion, so
bringen phagozytierende Zellen Antigenmaterial in die Lymphknoten, wo es zur Pro-
liferation und Aktivierung der entsprechende Lymphozyten kommt. Diese gelangen
daraufhin in verstarktem Mal3e Uber die efferenten Lymphgefal3e zurtck ins Blut und
koénnen somit an den Ort der Infektion transportiert werden (Janeway & Travers,
1997, pp. 8-9).
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Tabelle 9: Aufteilung der Lymphozyten in ihre wichtigsten Subpopulationen mit An-
gaben zur Funktion, der wichtigsten Oberflachenzellmarker und ihrer Hau-
figkeit im periperen Blut bei gesunden Menschen (Abbas, 1996; Braun,
1996). Angaben Uber Haufigkeit von PRL-Rezeptoren auf der Zellober-
flache sind Tab. 7a) und 7b) zu entnehmen.

0%-

Lymphozyt wichtigste Funktion | wichtige Zell-Marker Lymphozytengehalt
Antikorper- CD19%, CD20" 8-15%
B-Lymphozyten :
produktion
- Proliferation u. CD3", CD4", CD8™ |40-60%
*G;’, T-Helferzelle | Differenzierung von
N
9o B-Zellen
£ |zytotoxische / [Lyse virusinfizierter |CD3*, CD4, CD8" |20-35%
2 |Suppressor- |und Tumorzellen
= | Zelle
Lyse virusinfizierter |CD16", CD56" 5-10%
NK-Zellen

und Tumorzellen

Sie bilden klar unterteilbare Klassen mit unterschiedlichen Funktionen und Protein-
produktionen, obwohl morphologisch kaum ein Unterschied besteht. Die Einteilung in
B- und T-Lymphozyten veranschaulicht folgende Tabelle 9:

2.3.2.3.1 Wirkunqg auf T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten reifen, nachdem Stammzellen aus der fetalen Leber und dem
Knochenmark in den Thymus eingewandert sind, in diesem heran. Dabei spalten
sich sehr frih die NK-Zellen ab, die als eigene Lymphozytensubpopulation
anzusehen sind und spater besprochen werden. Die Einteilung der T-Lymphozyten in
einzelne Subpopulationen erfolgt aufgrund unterschiedlicher T-Zell-Rezeptoren
(TCR), unterschiedlicher Antigenerkennung sowie Zytokinsekretion in T-Helferzellen
(CD4") und T-Suppressorzellen/zytotoxischen T-Zellen (CD8"). Bei den CD4"-Zellen
werden noch die TH1- und TH2-Zellen unterschieden, worauf hier jedoch nur kurz in
Zusammenhang mit PRL eingegangen wird.

PRL scheint einen Einfluss bei der Differenzierung von T-Helferzellen hin zum TH1-
Zelltyp zu besitzen (Matera, 1997). Diese Hypothese erfahrt Unterstiitzung durch die
Fahigkeit von PRL, die Synthese von IFN-y sowie IL-2 zu induzieren (Matera, 1997),
und passt zu der Feststellung, dass es als ,Gegenspieler” zu den Glucocorticoiden
(s. Kap. 2.3.1.2) fungiert, da diese die Ausdifferenzierung einer T-Helferzelle in
Richtung einer TH2-Zelle dirigieren. Eine Hyperprolaktinamie spielt ebenfalls bei der
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Entstehung von Autoimmunerkrankungen eine Rolle (s. Kapitel 2.3.4), was sich bei
solchen Patienten in einer Verschiebung hin zum TH21-Profil bemerkbar macht
(Pichler, Peter & Hansch, 1996; Romagnani, 1996).

Wie bei IFN-y und IL-2 reguliert PRL auch die Gentranskription in T-Zellen fur IRF-1,
ein Zytokin, das u.a. fur die Aktivierung der NK-Zellen eine wichtige Funktion besitzt
(Weigent et al., 1996; Matera, 1997).

Die Fahigkeit einer T-Zelle, auf einen Antigenstimulus zu reagieren, hangt von der
PRL-Préasenz ab, wie Hiestand et al. bereits 1986 zeigen konnten. Eine Reduktion
von PRL im Serum fahrt zu einer verringerten Antwort der T-Lymphozyten auf einen
Stimulus der durch ein Antigen ausgeldst wurde. Dies konnte bei Ratten sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt werden. Auch eine Wirkung auf die Proliferation der T-
Zellen durch PRL ist mehrfach beschrieben. So hat die Anwesenheit von PRL einen
positiven Effekt auf die Proliferation, wahrend die Zugabe von PRL-AK die Prolifera-
tion hemmt (Weigent et al., 1996).

Bezuglich der Einflussnahme von PRL auf T-Zellen in vivo gibt es ebenfalls einige
Hinweise. Eine BCR-Behandlung fiihrte zu einer reduzierten IFN-y-Produktion von
Lymphozyten, was durch exogene PRL-Zufuhr voll reversibel ist (Matera, 1997).
Auch die alleinige Gabe von PRL zeigt bei normalen Tieren eine Zunahme der IL-2-
Rezeptoren auf CD4"- und CD8"-Zellen in nicht stimulierten peripheren LK. Diese
Rezeptorexpression blieb bei Tieren mit einem Gendefekt fir HVL-Hormone aus. Die
alleinige PRL-Substitution zeigte keinen kompensatorischen Effekt, was dafur
spricht, dass auch andere HVL-Hormone einen direkten oder auch indirekten Ein-
fluss auf die Immunfunktion des Organismus austben (Weigent et al., 1996).

Auch innerhalb der Gruppe der Lymphozyten konnten Interaktionen mit den endo-
genen Opioiden, die sowohl als zentral wirksame Substanzen als auch als Neuro-
Hormone gelten, nachgewiesen werden. So wirken sich B-Endorphin und met-
Enkephalin inhibitorisch auf die Matilitat der T-Lymphozyten aus (Harvath, 1992).

In vivo-Studien am Menschen sind deutlich geringeren Ausmalfies. Giglio, Imro Filaci
et al. (1994) untersuchten die prozentuale Zusammensetzung der zirkulierenden
Lymphozyten im Blut an Frauen in verschiedenen Stadien der Menopause. Diese
Stadien zeichneten sich durch veranderte Sexualhormonspiegel aus. Sie kamen zu
folgendem Ergebnis: Die Zahl der CD2" - und CD4" -T-Zellen korrelierten positiv mit
den LH- und negativ mit den FSH-Spiegeln im Serum. Weiterhin zeigten postmeno-
pausale Frauen signifikant niedrigere prozentuale Anteile an CD4"-Zellen und héhere
prozentuale Anteile an CD8"-Zellen im Blut als gleichaltrige Frauen, die sich noch
nicht in der Menopause befinden. PRL beeinflusste die Zahl der CD2" und CD4"-
Zellen positiv. Zusammenfassend sehen die Autoren Zusammenhénge im erhéhten
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FSH- und verminderten PRL-Spiegel und den reduzierten Zahlen an CD4+-Zellen
und B-Lymphozyten (s. dort).

Kdller, Kotzmann und Clodi (1997) betrachteten die Immunzellph&notypen bei Pati-
enten mit einer Hyperprolaktindmie. Sie stellten dabei einen erhohten CD4/CD8-
Quotienten verglichen mit einem gesunden Kollektiv fest. Nach einer zweiwdchigen
Behandlung mit Dopaminagonisten (BCR), um die gesteigerten PRL-Spiegel zu sen-
ken, stellten sie jedoch weiterhin einen hohen Quotienten fest und gehen somit nicht
von einer Korrelation zwischen PRL und dem CD4/CD8-Verhéltnis aus. Sie konnten
ebenfalls an diesem Patientenkollektiv keinen Unterschied zwischen den prozentu-
alen Anteilen der T-Zellen (CD3") vor und nach der PRL-senkenden BCR-Therapie
feststellen. Genauso wenig konnten sie einen signifikanten Unterschied zu einem
gesunden Kollektiv mit normalen T-Zellwerten feststellen.

Bei einer Untersuchung der Aktivitat der Lymphozyten stellte die Gruppe um Yu-Lee
(1997) fest, dass eine Behandlung mit Bromocriptin (DA-Agonist) einen supprimie-
renden Effekt auf die B-und T-Zellaktivitiat hat, die Aktivitat der CD8"-Zellen wird je-
doch induziert.

In einer Untersuchung von Hennig, Becker und Netter (1996) zur serotonergen Sti-
mulatuion von Lymphozyten an gesunden Probanden ergab sich nach einmaliger
Gabe des 5-HTia-Rezeptor-Agonisten Ipsapiron versus Placebo ein signifikanter
Abfall der CD4"-Zellen. Gleichzeitig korrelierte dieser Abfall mit einem Ipsapiron in-
duzierten Anstieg von Cortisol.

2.3.2.3.2 Wirkung auf B-Lymphozyten

B-Lymphozyten (CD19", CD20"-Zellen) entwickeln sich primar antigenunabhéngig im
Knochenmark, spater kommt es zur weiteren antigenabhéngigen Ausdifferenzierung
in den peripheren lymphoiden Organen, insbesondere in den Lymphknoten, die sie
auf dem Blutweg und durch Migration erreichen (Pichler et al., 1996). Sie besitzen
die Fahigkeit zur ,Rezirkulation”, d.h. sie kbnnen von den lymphatischen Organen
wieder auf dem Weg uber das lymphatische System in die periphere Blutzirkulation
gelangen und von dort mittels Migration wieder in andere Gewebe abwandern. Im
Knochenmark werden im Vergleich extrem viele Zellen gebildet, was je nach Akti-
vierungszustand Werte von 150 Milliarden B-Zellen pro Tag erreichen kann (Gimble
et al, 1992), so dass hohe Turnover-Raten erreicht werden kénnen.

Die Effekte von PRL auf die Aktivierung und Differenzierung von humanen B-
Lymphozyten wurden ausfuhrlich von Lahat et al. untersucht (Lahat, Miler, Shtiller &
Touby, 1993). Dabei wurden B-Zellen entweder mit Anti-IgM-AK bzw. mit Anti-IgM-
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AK plus IL-2 aktiviert. Die Zugabe von PRL bewirkte eine signifikante Zunahme der
Expression von IL-2-Rezeptoren nach IL-2 Stimulation auf der Zelloberflache. PRL
zeigte bei B-Zellen, die mit Anti-IgM und IL-2 stimuliert wurden, einen konzentrations-
abhangigen Effekt auf die Freisetzung von IgM und IgG. Auch in Abwesenheit von
exogenem IL-2 konnte dieser glockenformige Effekt der PRL-Konzentration auf die
Aktivierung von B-Lymphozyten bestéatigt werden. So konnte ein aktivierender Ein-
fluss bei einer PRL-Konzentration von 0,2-10 ng/ml und ein hemmender bei Werten
von 100ng/ml festgestellt werden. Diese Befunde sprechen fir einen immunmodula-
torischen Einfluss des PRL bei B-Lymphozyten, wie er auch schon langer bei den T-
Lymphozyten bekannt ist. Ebenso kommt hier der synergistisch mit dem PRL
wirkende Effekt von IL-2 zum Tragen (Lahat, Miler, Shtiller & Touby, 1993).

Auch die B-Lymphozyten unterliegen einer gewissen Beeinflussung durch zentrale
Neuro-Peptide. So wirken sich B-Endorphin und met-Enkephalin aktivierend auf die
Motilitdt der B-Lymphozyten aus (Harvath, 1992).

In vivo konnte gezeigt werden, dass bei Versuchstieren, die ein Defizit an HVL-Hor-
monen aufwiesen, eine Reduktion der Zahl der B-Zellen in peripheren LK auftrat
(Weigent et al., 1996) sowie eine vermindererte AK-Produktion nach dem Kontakt mit
Schaferythrozyten oder Lipopolysacchariden (Matera, 1997). Dieser Mangel konnte
durch die alleinige Gabe von PRL nur teilweise ausgeglichen werden, woraus ge-
schlossen werden kann, dass noch weitere Einflussgrof3en eine Rolle spielen.
Wahrend eine Bromocriptin (BCR)-Behandlung einen supprimierenden Effekt auf die
B- und T-Zellaktivitat hat, wird die Aktivitat der CD8"-Suppressorzellen induziert (Yu-
Lee, 1997).

Neuere in vivo-Studien, die die Zusammenhange zwischen dem PRL-Spiegel und
der Anzahl der Immunzellen untersuchten, sind in der Gyné&kologie zu finden. Zim-
mer, Garza, Butte et al. (1998) betrachteten den prozentualen Anteil matterlicher B-
Zellen (CD19%) post partum unter den Bedingungen des Stillens, was mit einer
erhohten PRL-Konzentration i.S. einhergeht. So zeigte sich ein reduzierter prozen-
tualer Anteil an CD19*-Zellen, der mit den hohen PRL-Werten negativ korrelierte.

Zu scheinbar widersprtchlichen Ergebnissen kamen Imro, Filaci et al. (1994) bei der
Untersuchung der Leukozytenzahlen, wie sie bei pra- und postmenopausalen Frauen
auftreten. Dabei zeigte sich eine signifikante Abnahme der Gesamtleukozyten, wobei
hauptsachlich die B-Zellen betroffen waren. Sie folgern aus ihren Studien, dass ein
erhohtes FSH und gleichzeitig erniedrigtes PRL mit einer Reduktion der B-Lymoho-
zyten zusammenhangen.

Koller et al. (1997) konnten in einem Patientengut mit erhéhten PRL-Werten nach
einer zweiwdchigen prolaktinreduzierenden Therapie mit DA-Agonisten keinen Un-
terschied zwischen den prozentualen Anteilen der B-Zellen (CD19") vor und nach der
PRL-senkenden BCR-Therapie feststellen. Ebenso konnten sie keinen signifikanten
Unterschied zu einem gesunden Kollektiv mit normalen B-Zellwerten feststellen.
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Aus diesen Studien wird deutlich, dass neben PRL auch andere Sexualhormone
Auswirkungen auf die Anzahl der zirkulierenden Immunzellen besitzen.

2.3.2.4 Wirkung auf die Aktivitdt von NK-Zellen

Der in vitro Einfluss von PRL auf NK-Zellen wurde von vielen Arbeitsgruppen mit teils
widerspruchlichen Ergebnissen untersucht. Matera et al. (Matera, 1997) stellten eine
supprimierte NK-Aktivitat von PBMC fest, die 16 Stunden mit pharmakologischen
Dosen von 100-200 ng/ml PRL inkubiert wurden, was dem 10-20 fachen des phy-
siologischen PRL-Spiegels entspricht. Jedoch wurden aufgereinigte NK-Zellen stimu-
liert durch leicht erhdhte physiologische PRL-Werte (12-25 ng/ml). Die durch PRL
stimulierten NK-Zellen (PAK) erreichten unter serumfreien Bedingungen eine gleich-
wertige Zytotoxizitat wie unter optimalen Bedingungen nach der Inkubation mit IL-2
(Cessano, Oberholzner & Contarini, 1994).

PRL stimuliert nicht nur die NK-Zellen sondern unterstiitzt zusatzlich deren An-
sprechen auf IL-2. Dieser synergistische Effekt mit leicht erhéhten PRL-Konzentra-
tionen zeigte sich sowohl in PBMC, als auch in aufgereinigten NK-Zellen im Angriff
gegen Leukamie- oder Non-Hodgkin-Burkitt-Lymphom-Zellen (Matera, 1997). Eine
Erhbéhung auf das 10-fache der physiologischen PRL-Spiegel hemmte sowohl die
Entwicklung der LAK-Aktivitat, als auch die Proliferation von NK-Zellen nach IL-2
Aktivierung (Cessano et al., 1994).

Die Stimulation der NK-Zellen durch PRL erklart man sich heute durch den aktivie-
renden Effekt auf den IRF-1 Transkriptionfaktor (Yu-Lee, 1997), der in der Erlangung
der Zytotoxizitat von NK-Zellen gegeniber virusbefallenen Zellen durch IFN von ent-
scheidender Bedeutung ist (Matera, 1997).

Die Hemmung unter hohen PRL Konzentrationen (>75ng/ml und mehr) wird u.a. mit
einer Down-Regulation der Rezeptoren erklart (Matera, 1997). Nach einer 3 stindi-
gen Inkubationszeit frisch isolierter Lymphozyten mit 100 ng/ml PRL konnten Matera
(1997) und Cesano et al. (1994) eine 50%ige Reduktion der PRL-R mit Hilfe der *2°|-
Methode und Flowzytometrie feststellen. Auch eine Behinderung der Signaltransduk-
tion durch Bildung von monomeren [PRL]-[PRL-R]-Komplexen ist hierbei vorstellbar,
wie man es aus der Gruppe der GH/PRL-Rezeptorfamilie kennt (Matera, 1997).

Wie bereits im Abschnitt Gber die in vitro Effekte von PRL beschrieben, zeigen auch
die in vivo Experimente mit deutlich erh6hten PRL-Spiegeln einen immunsuppressi-
ven Einfluss auf die Aktivitdt der NK-Zellen, obwohl auch hier die Datenlage nicht
ganz einheitlich zu sein scheint. Mehrere Arbeitsgruppen (Matera, 1997) untersuch-
ten bei Nagern die Auswirkungen auf das zellulare 1S nach der Zerstérung des tu-
beroinfundibuléren dopaminergen Systems, was zu einer unkontollierten PRL-
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Freisetzung fuhrte. Die Folgen bei Nager waren ein erhéhtes Tumorwachstum bei
gleichzeitiger Hemmung der spontanen NK-Zytotoxizitat zeigten. Jedoch belegten die
Untersuchungen von Bellurado et al. (in Matera, 1997), dass ein Tumorwachstum
unabhéngig vom PRL-Spiegel im Serum war.

Auch beim Menschen liegen ahnliche Untersuchungen mit scheinbar widersprichli-
chen Ergebnissen vor. Gerli, Rambotti, Nicoletti & Orlandi, (1986) konnten eine ver-
minderte Aktivitdt von NK-Zellen bei Frauen mit einer Hyperprolaktinamie aufzeigen.
Nach einer Behandlung mit dem Dopamin-Agonisten BCR normalisierte sich die
Anzahl und die Funktion der NK-Zellen. Auf der anderen Seite konnten diese Ergeb-
nisse von Matera et al. (1997)nicht bestatigt werden (Matera, 1997).

1996 konnten Matera et al. in frisch isolierten NK-Zellen eine 24-kDa PRL Form
nachweisen, gleichzeitig wurde aber keine mRNA dieser PRL-Form in den Zellen
gefunden. Dieses PRL konnte somit dem 23,5 kDa PRL des HVL entsprechen, das
durch die NK-Zellen aus dem zirkulierenden PRL-Pool aufgenommen wurde. Die
kontinuierliche Stimulation der NK-Zellen durch physiologische PRL-Konzentrationen
kénnte in vivo auf diesem Weg funktionieren (Materna, Bellone & Lebrun, 1996).

Wie in Kapitel 2.2.2.3 bereits beschrieben, fihrt akuter Stress zu einem Anstieg der
PRL-Konzentration. Schedlowski et al. beschreiben einen Anstieg der Zahl der peri-
pheren NK-Zellzahl im Zusammenhang mit einem akuten psychischem Stresser-
eignis (Schedlowski et al., 1993), ohne jedoch andere Stresshormone (z. B
Noradrenalin) zu bertcksichtigen. Auf der anderen Seite kommt es bei chronischem
Stress sowohl zu einer Verringerung der Serum-PRL-Spiegel als auch der NK-Zellen.
Eine in vitro erzeugte Hyperprolaktinamie fuhrt, wie bereits beschrieben, zu einer
Einschrankung der NK-Zellfunktion. All diese Befunde sprechen fir einen Zu-
sammenhang zwischen PRL, NK-Zellen, Stress und Immunsuppression (Matera,
1997).

2.3.3 Die Rolle von extrahypophysarem (lymphozytaren) PRL
fur die Immunrequlation

In diesem Kapitel soll nur auf das von Immunzellen produzierte extrahypophysére
PRL eingegangen werden, das in der Literatur bisweilen auch als ,Prolaktin-like-
protein“ bezeichnet wird, aber von der Struktur her dem hypophysaren Hormon ent-
spricht. Die Funktion dieses lymphozytaren PRL ist noch weitgehend unbekannt und
ist weiterhin Gegenstand der Forschung.

Wie bereits im Kapitel 2.2.4 ndher erlautert, besitzen Lymphozyten in stimuliertem
Zustand die Fahigkeit, bioaktives PRL zu synthetisieren, das in etwa dem hypo-
physaren PRL entspricht. Untersuchungen auf RNA-Ebene zeigten, dass nur T-Lym-
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phozyten in der Lage sind, eigenes PRL zu synthetisieren (Clevenger, Freier & Kline,
1998). Allerdings zeigen frisch isolierte, unstimulierte T-Zellen keine PRL-m-RNA,
erst die Stimulation mit einem Mitogen fuhrt zur Expression der entsprechenden m-
RNA. Daneben besitzen auch noch stimulierte NK-Zellen die Potenz zur Synthese
von PRL (Matera, Bellone & Contarini, 1992).

Nagy und Berczi (1991) konnten zeigen, dass nach Hypophysektomie immer noch
minimale Serum-Prolaktinspiegel nachweisbar waren, was fur deren extrahypo-
physaren Ursprung spricht. Erst nach Behandlung mit PRL-Antikérpern konnte kein
freies PRL mehr gefunden werden. Die Beseitigung von hypophyséarem und extra-
hypophysarem PRL fihrte zur tédlichen Schwachung des lymphohamatopoetischen
Systems (Nagy & Berczi, 1991). Nach Matera spricht diese Feststellung fir eine Be-
statigung der These, dass extrahypophysares PRL u.a. eine kompensatorische Rolle
von hypophysarem PRL einnehmen kann (Matera, 1997).

Die Rolle des PRL als auokrines bzw. parakrines Agens konnte ebenfalls in Experi-
menten mit Anti-PRL-AK demonstriert werden. Die Proliferation von humanen T-Zel-
len durch die Mitogene ConA oder PHA wird durch Anti-PRL-AK blockiert, auch eine
IL-2/IL-4 abh&ngige Zelllinie konnte dadurch inhibiert werden (Hartmann, Holaday &
Brenton, 1989).

Wie von vielen Arbeitsgruppen bestatigt, induziert PRL die IL-2 Rezeptoren auf Lym-
phozyten und stimuliert (indirekt ) T-Zellen zur Proliferation (Weigent et al., 1996).
Mehrere Zelllinien (z.B. die Lymphomzellen sfRamos oder die humanen Jurkat-T-
Leukamiezellen) bendtigen dieses endogene PRL fir ihr Wachstum (Matera, 1997).
Bernton et al. gehen davon aus, dass das ,prolactin-like protein“ in der Zelle fur den
Ubergang von der G; —in die S-Phase notig wird (Bernton et al., 1991).

Auch Matera et al. (1996) untersuchten in PRL-freiem Serum die Aktivitat von LAK-
Zellen, die durch IL-2 stimuliert wurden, und konnten eine verminderte Aktivitdt nach
Zugabe von PRL-AK feststellen.

Hatfill et al. (Zit. n. Gala, 1991) berichten , dass bei 57% der Patienten mit einer
akuten myeloischen Leukamie (AML) ein erhéhter Serum-PRL-Wert festgestellt wer-
den konnte. In dem Zelllysat aus den gereinigten Leukamiezellen konnte PRL nach-
gewiesen werden, sodass die Autoren vermuten, dass die erhéhten Spiegel aus den
AML-Zellen stammen kénnten.

Die Regulation der Sekretion dieses lymphozytaren PRL unterliegt aber, wie bereits
weiter oben besprochen, nicht den typischen Regulationsfaktoren, wie sie fur lakto-
trope Zellen des HVL gelten. Diese Einflussfaktoren bedirfen noch der weiteren For-
schung, neben der exakten Abgrenzung der Frage welche Immunzellen in welchem
Stadium ihrer Reifung fahig sind PRL zu produzieren. Auch das Zusammenspiel von
extrahypophysarem, lymphozytarem und hypophysarem PRL bei der Wirkung auf die
Immunfunktion ist bisher nur sehr bruchstiickhaft charakterisiert.
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2.3.4 Hyperprolaktindmie und Autoimmundefekte

Die meisten Autoimmunerkrankungen haben bei Frauen eine hohere Inzidenz als bei
Mannern, was den Schluss zulasst, dass dabei auch ein Sexual- und Fortpflanzungs-
hormon eine Rolle spielen kann (Gala, 1991). Rechnet man dazu auch das PRL, das
bei Frauen hohere Serumspiegel aufweist, so wurden tatséchlich hohe PRL-Serum-
spiegel in Zusammenhang mit autoimmunologischen Stérungen gebracht. Walker et
al. (1993) haben sich ausfuhrlich mit diesem Thema beschéftigt. Bisher konnten fol-
gende Autoimmunerkrankungen mit einem erhéhtem PRL Serumspiegel in Zusam-
menhang gebracht werden (Yu-Lee, 1997; Reber, 1993):

» Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

e Autoimmunuveitis

* Autoimmune Schilddrisenerkrankung

e Multiple Sklerose

» Adjuvante Arthritis als tierexperimentelles Korrelat der rheumatoiden Arthritis

» Allergische Enzephalomyelitis als tierexperimentelles Korrelat der multiplen
Sklerose

* Juvenile rheumatoide Artritis

» Psoriasis Arthritis

Daneben wurden auch hohe PRL-Spiegel bei Patienten mit einer asymptomatischen

HIV-Infektion festgestellt (Yu-Lee, 1997).

Die genauen pathophysiologischen Zusammenhange bei Hyperprolaktinamie und
Autoimmunerkrankung sind noch nicht aufgedeckt. Ein Mechanismus, der diese Zu-
sammenhdnge unterstitzt, ist die Tatsache, dass in Mausen eine verstarkte
Expression von m-RNA der Interleukine 4 und 6 in Milzzellen bei Hyperprolaktindmie
gefunden wurde. IL-4 und IL-6 wiederum sind fur das Wachstum, die Differenzierung
der B-Zellen, sowie die Produktion von IgM und IgG wichtig (Weigent et al., 1996).

Tatsachlich konnten McMurray et al. (in Clevenger, Freier & Kline, 1998) zeigen,
dass ein vermehrte Aktivitat im Krankheitsbild des SLE mit einer erhohten PRL-
Konzentration einhergeht. La Valle et al. (in Reber, 1993) konnten an sieben von
acht unbehandelten SLE-Patienten erhthte PRL-Spiegel messen im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe (16,0 ng/ml versus 4,3 ng/ml). Daneben geht eine Behandlung
des SLE mit Bromocriptin mit einer Verbesserung des Krankheitsbildes einher. Eine
Verbesserung unter einer BCR-Therapie wird auch von Yu-Lee (1997) bei auto-
immuner Uveitis und Psoriasis-Arthritis beschrieben. So zeigten 28 von 35 BCR-
behandelten Patienten mit Psoriasis Arthritis eine klinische Besserung ihres
Krankheitsbildes in einer Studie von Weber et al. (zit. n. Reber, 1993). Hender &
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Bynke (zit. n. Reber, 1993) konnten eine Verbesserung der Uveitis/Iridozyklitis bei
Patienten, die mit BCR behandelt wurden, nachweisen. Bessere Ergebnisse konnten
dabei mit einer kombinierten Therapie aus niedrig dosiertem Cyclosporin-A und BCR
erzielt werden.

Die Frage, ob bei einer Hyperprolaktindmie im Zusammenhang mit Autoimmuner-
krankungen das PRL hypophysaren Ursprungs ist oder extrahypophysar produziert
wird, stellt sich folgerichtig. Allerdings sprechen tierexperimentelle Ergebnisse eher
fur einen hypophysaren Ursprung der erhdhten PRL-Werte (Nagy & Berczi, 1991).
Dafir spricht auch die Besserung unter einer Behandlung mit BCR.
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2.4 Ableitung der Fragestellungen

In dieser psychoneuroimmunologischen Studie sollen einige Aspekte des Zusam-
menspiels von endokrinem System, Immunsystem und dem Neurotransmittersystem
des ZNS an einer konkreten Provokationsstudie beleuchtet werden. Wahrend sich
andere Arbeiten unserer Gruppe priméar auf die psychischen und persdnlichkeits-
assoziierten endokrinen Reaktionen beziehen, will diese Arbeit als Schwerpunkt den
Zusammenhang zwischen endokrinen und immunologischen Verdnderungen unter-
suchen, wie sie nach einer serotonergen Stimulation durch den zentral wirksamen
Serotonin-Releaser und —Reuptakeinhibitor dex-Fenfluramin auftreten. Folgenden
Fragestellungen soll nun naher nachgegangen werden:

1. Der Einfluss einer serotonergen Stimulation durch dex-Fenfluramin auf die
Stimulation der PRL-Sekretion

In der Literatur gibt es einige Studien, die einen Anstieg des hypophyséren Hormons
Prolaktin nach Stimulation mit serotonerg wirkenden Substanzen zeigen konnten
(siehe Tabelle 28 im Kapitel 5.1). Es wurden dabei selektive 5-HT-Agonisten oder
auch unspezifische Agonisten bzw. indirekt agonistisch wirkende Substanzen ver-
wendet, wie sie im Kapitel 2.2.2.1 erwéahnt wurden. In unserem Versuchsdesign ver-
wendeten wir dazu den Serotonin-Reuptake-Inhibitor und —Releaser dex-Fenflur-
amin, der im Kapitel 3.3 genauer charakterisiert wird, da er die klarsten Bezlige zu
klinischen Diagnosen erkennen liel3, die in den beteiligten Diplomarbeiten relevant
waren.

Die meisten Studien untersuchten die Effekte jedoch meist nur an einer sehr gerin-
gen Probandenzahl (im Schnitt 10-12 Versuchsteilnehmer). Desweiteren wurde die
Homogenitat der Gruppen z.T. durch die gleichzeitige Teilnahme von weiblichen und
mannlichen Studienteilnehmern eingeschrankt. Aul3erdem lagen nicht in allen Unter-
suchungen Placebokontrollen vor.

Alle Studien, die bisher die serotonergen Effekte auf andere endokrine Parameter
untersuchten und dabei dex-Fen gebrauchten, verwendeten vergleichsweise hohe
Einzeldosen von 30-60 mg dieser Substanz bzw. das Racemat d-I-Fenfluramin.

Wir wollten nun in unserem Versuchsdesign sowohl eine ausreichend hohe Proban-
denzahl bei gleichzeitiger intraindividueller Placebokontrolle heranziehen, als auch
eine niedrige d-Fen Einzeldosis verabreichen, um die Nebenwirkungen, die regel-
manig bei den hoheren Dosierungen auftreten, zu vermeiden. Es soll ein PRL-
Anstieg erreicht werden, aber dabei sollen keine stérenden Nebenwirkungen die
Versuchsbedingungen beeinflussen.
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Frage 1: Kann ein signifikanter PRL-Anstieg nach Gabe von nur 15 mg des 5-HT-
Releasers / -Reuptakeinhibitors dex-Fenfluramin bei gesunden méann-
lichen Probanden erreicht werden ?

2. Der Einfluss der serotonergen Stimulation durch dex-Fenfluramin auf die
Cortisolsekretion

Die in Kapitel 5.1.2 aufgezahlten Untersuchungen zeigten fast alle neben einem
PRL-Anstieg auch einen Anstieg von Cortisol. Da wir in dieser Untersuchung u.a. die
Wirkung von PRL auf das Immunsystem untersuchen wollen, wirde sich ein gleich-
zeitiger Anstieg von Cortisol durch seine eigenen immunmodulierenden Eigenschaf-
ten nur storend auswirken. Ziel soll es deshalb sein, diesen Cortisolanstieg und somit
maogliche steroidbedingte Einfliisse auf immunologische Parameter in unserer Unter-
suchung zu vermeiden.

Frage 2: Kann bei der niedrigen Dosierung von 15 mg dex-Fenfluramin ein (signifi-
kanter) Cortisolanstieg vermieden werden?

3. Der Einfluss der serotonergen Stimulation durch dex-Fenfluramin und einer
damit einhergehenden PRL-Erhdhung auf die Immunzellmigration im peri-

pheren Blut

Eine zahlenmallige Veranderung der Leukozyten bzw. eine prozentuale Verschie-
bung innerhalb ihrer Subpopulationen ist im betrachteten Zeitfenster von ca. 4 Stun-
den auf die standige Migration bzw. Emigration der Leukozyten und deren Unter-
gruppen zurtckzufihren. Diese kontinuierlich stattfindende Bewegung von
Leukozyten von primar und sekundéar lymphatischem Gewebe Uber die Lymphbah-
nen in die Peripherie, also in die Blutzirkulation, aber auch die Migration der Zellen
aus der Blutstrombahn durch das Kapillarendothel zurtick ins umliegende Gewebe
bzw. die lymphatischen Organe sind hauptverantwortlich fur diese relativ raschen
Verdanderungen der Prasenz der Leukozyten im Blut. Veranderungen kénnen so in-
nerhalb der zirkadianen Rhythmik standig beobachtet werden.

Einflusse von Substanzen mit endokriner Wirkung spielen dabei eine wichtige Rolle
und konnen hier als Bindeglied zwischen den Ablaufen im ZNS und den daraus re-
sultierenden Auswirkungen auf Immunzellen agieren. Wie der Literatur zu entneh-
men ist und dies auch im Kapitel 2.3.2 dargestellt ist, haben viele ZNS-assoziierte
Stoffe und Hormone, zu denen auch das PRL z&hlt, u.a. einen direkten, rezeptor-
vermittelten Einfluss auf die einzelnen Immunzellen und deren Aktivitat. Da aber bei
einer kompletten Betrachtung des Immunsystems in vivo auch die Prasenz und die
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Migration der Leukozyten eine wichtige Rolle spielen, stellt sich die Frage, ob eine
zentrale 5-HT-Stimulation einen Effekt auf das System der zirkulierenden Zellfraktion
und Migration zeigt.

Da wir in der Studie mit einem Anstieg des PRL i.S. rechnen, liegt ein vermittelnder
Einfluss dieses Peptidhormons an einer Immunregulation nahe. Dieser Einfluss des
hypophyséaren Peptidhormons auf das Aktivitatsniveau des Immunsystems wurde in
vielen Versuchsansatzen naher beleuchtet, wie sie in den Kapiteln 2.2.5. und 2.3
zusammengefasst sind. Zumeist beschéftigten sich die Studien mit in vitro Einflissen
auf spezielle Zellen des Immunsystems, oder es wurden an Patienten mit patholo-
gischer Hyperprolaktindmie Untersuchungen vorgenommen. Ein weiteres Problem
der im Kap. 2.3.2 dargestellten in vivo Studien ist, dass bei hormonalen Verande-
rungen — sei es aus pathologischen Ursachen, sei es medikamentds, psychisch oder
stressbeding — fast immer eine gleichzeitige Anderung mehrerer endokriner Para-
meter vorliegt.

Viele dieser Studien versuchten auch, eine Aktivierung einzelner Zellen durch PRL
Uber den PRL-Rezeptor aufzuzeigen.

In der Literatur sind keine Studien zu finden, die all die folgenden Faktoren mitbe-

ricksichtigen:

* Untersuchung an gesunden Teilnehmern ohne pathologische Veranderungen

e grof3e Probandenzahl von n = 40,

* Randomisiertes balanciertes, placebokontrolliertes Cross-over-Design

* Doppelblindsituation

» Berucksichtigung von Stressfaktoren (Wahl der Baseline nach Injektion, Ver-
suchsabbruch nach zweimal misslungerner Plazierung der Verweilkanile, und
damit Kontrolle des Cortisolspiegels), welche wiederum Auswirkungen auf das
endokrine und somit IS haben kdnnen

Frage 3.1.1: Kommt es unter der zentralen Stimulation des serotonergen Systems
durch den 5-HT-Releaser und -Reuptakeinhibitor dex-Fenfluramin zu ei-
ner Anderung des Zellmigrationsprozesses bzw. der Verteilung der Leu-
kozyten im Organismus und somit zu einer geanderten absoluten Anzahl
an Leukozyten im Blut?

Da es bei einer konstant bleibenden Anzahl einer Obergruppe von Leukozyten inner-
halb der Subpopulationen trotzdem zu prozentualen Verschiebungen kommen kann,
sollen auch diese innerhalb der Leukozyten betrachtet werden. Diese Darstellung hat
auch den Vorteil, unabhéangig von Veranderungen des Plasmavolumens durch unter-
schiedliche Hydratationszustande zu sein.
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Frage 3.1.2: Kommt es unter der zentralen Stimulation des serotonergen Systems
durch den 5-HT-Releaser und -Reuptakeinhibitor dex-Fenfluramin zu
einer prozentualen Verschiebung der Leukozyten im Organismus durch
Zellmigrationsprozesse bzw. Umverteilungsprozesse ?

Leukozyten stellen eine sehr inhomogene Zellgruppe dar. Daher ist es von Bedeu-
tung, die Zellen und ihre Subpopulationen im einzelnen zu betrachten hinsichtlich der
zu erwartenden Wirkung durch die serotonerge Stimulation. Nach den Literaturhin-
weisen, wie sie in den den Kap. 2.3.2 naher dargestellt wurden, sind die folgenden
Veranderungen maglich:

3.2 Granulozyten

Hinweise in der Literatur auf veranderte Zellzahlen der Granulozyten durch Einflisse
zentraler oder hormonelle Stimulation sind nur sehr begrenzt brauchbar, um die
Richtung einer moglichen Zellzahlverdnderung vorherzusagen.

. In der Gruppe der Neutrophilen wirkt sich ein Cortisolanstieg generell reduzie-

rend auf die neutrophilen Granulozyten aus. Auf der anderen Seite ist gezeigt wor-

den, dass sich PRL hemmend auf die Migration der Zellen auswirkt (s. Kap. 2.3.2.1).

Somit ist bei einem ausbleibenden Cortisol-Response aber positivem PRL-Response

mit einer Zunahme der Neutrophilen im Blut zu rechnen.

Frage 3.2.1: Kommt es unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin zu
einer Zunahme der Neutrophilen?

* Auch bei den Eosinophilen verdichten sich die Hinweise (s. Kap. 2.3.2.1), dass
Cortisol einen reduzierenden Effekt, Geschlechtshormone (Ostrogene, Androgen,
etc. ) einen stimulierende Effekt auf die Anzahl der Eosinophilen haben.

Frage 3.2.2: Kommt es unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin zu

einer Zunahme der Eosinophilen ?

» Bei den basophilen Zellen finden sich Hinweise (s. Kap. 2.3.2.1), dass sowohl
Cortisol und Catecholamine als auch PRL keinen Einfluss auf deren Verander-
ungsmalfd haben. So lait sich in der Studie auch mit einer unveranderten Zahl
rechnen.

Frage 3.2.3: Resultieren unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin

unveranderte Zellzahlen der Basophilen?
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3.3 Monozyten

Cortisol hat auf die Monozyten einen supprimierenden Effekt. Im Gegensatz dazu

konnten viele Untersuchungen die Stimulation der Monozyten/Makrophagen-Fraktion

durch PRL aufzeigen, so dass nach erfolgter PRL-Steigerung auch mit einem An-

stieg der Monozyten zu rechnen ist (s.Kap. 2.3.2.2).

Frage 3.3: Resultiert unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin eine
Zunahme der Monozyten?

3.4 Lymphozyten

Die Literaturhinweise beziglich endokrin bedingter Veranderungen der B-Zellen

(CD19") deuten teilweise auf uneinheitliches Verhalten hin. Mehrere Studien konnten

aber einen stimulierend wirkenden Effekt des PRL zeigen oder auch positive Korre-

lationen mit der Anzahl der Zellen aufzeigen (s. Kap. 2.3.2.3).

Frage 3.4.1: Kommt es unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin zu
einer Zunahme der B-Zellen ?

Die Datenlage zu den T-Zellen ist ebenfalls uneinheitlich. So konnten einige humane
in vivo Studien eine positive Korrelation zwischen dem PRL-Spiegel und der Anzahl
der T-Zellen zeigen. Andere konnten dagegen keine Anderung der T-Zellen bei ver-
anderten PRL-Spiegeln feststellen (Kap. 2.3.2.3). Studien, die nach PRL-Anstieg
einen Abfall der Zellzahlen zeigten, sind in der Literatur nicht zu finden, so dass wir
hdchstens mit leicht gesteigerten T-Zellzahlen rechnen kdnnen.

Frage 3.4.2: Kommt es unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin zu

einer Zunahme der T-Lymphozyten ?

Da sich die T-Zellgruppe im wesentlichen aus zwei Subpopulationen zusammen-
setzt, werden diese selbstverstandlich auch separat betrachtet.

Untersucht man Studien, die den endokrinen Einfluss auf die Zahl der CD4"-und
CD8"-Zellen analysierten, liegt hier oft eine parallel einhergehende Cortisolerh6hung
vor (s. Kap. 2.3.2.3). Darunter konnten wie bei Hennig et al. (1996) sinkende CD4"-
Zahlen gemessen werden. Studien an Hyperprolaktinamiepatienten, die keine Ande-
rung in der Cortisolkonzentration aufwiesen, konnten keinen direkten Zusammen-
hang der CD4"-und CD8"-Level mit dem PRL-Level feststellen. So diirfte auch in
unserer Studie kein signifikanter Einfluss zu erwarten sein.

Frage 3.4.3: Resultieren unter einer serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin

unveranderte Zellzahlen der CD4"-und CD8"-Zellen?
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4. Der mogliche Zusammenhang zwischen dem PRL-Serumanstieq und den
Veranderungen innerhalb der Leukozyten

Nun interessiert, ob ein serotonerger Stimulus, wie er hier durch dex-Fenfluramin
ausgelost wurde und somit als Indikator der zentralen serotonergen Aktivitat gilt, die
Immunzellverschiebungen Uber die vielseits beschriebenen immunmodulatorischen
Eigenschaften von Prolaktin bewirken kann. Dies wirde PRL als potentiellen Ver-
mittler zwischen zentral-serotonergen Prozessen und Prozessen auf der Ebene der
zellularen Immunparameter klassifizieren. Da dies in dieser Form aber noch nicht
untersucht wurde, soll hier ein mdglicher Zusammenhang Uberpruft werden.
Frage 4.1:. Korrelieren die VeranderungsmalRe von PRL unter den Bedingungen
.Placebo” und ,d-Fen“ mit den Veranderungsmafien der absoluten
Zellzahlen der einzelnen Leukozytensubpopulationen ?

Auch hier muss die prozentuale Verschiebung separat betrachtet werden, da dies,

wie oben beschrieben, Vorteile in der Beurteilung der Zellzusammensetzung bietet.

Frage 4.2:. Korrelieren die VeranderungsmalRe von PRL unter den Bedingungen
.Placebo” und ,d-Fen“ mit den Verdnderungsmal3en der prozentualen
Verschiebungen der Zellzahlen der einzelnen Leukozytensubpopula-
tionen ?
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3. Methoden

3.1 Ortund Zeit der Versuche

Die Versuche fanden in der Zeit von Juni bis November 1995 in den Rdumen 508-
510 des Institutsgebdudes der Psychologie Haus F am Philosophikum 1, Otto-
Behagel-StraRe 10, der Justus-Liebig-Universitdt Giel3en statt. Die Blutproben
wurden im hamatologischen Labor der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums
Giel3en unter der Aufsicht von Frau Dr.med. Rousseau analysiert.

3.2 Versuchspersonen

An dem hier beschriebenen Experiment nahmen insgesamt 40 mannliche Studenten
verschiedener Fachrichtungen im Alter von 20 bis 34 Jahren teil. Das Durchschnitts-
alter betrug dabei 26,4 Jahre.

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte durch Aushéange sowie Flugblatter, welche
an den Mensen und Cafeterien der JLU-Giel3en verteilt wurden.

3.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Bei einem Vortermin erhielten die Bewerber eine Beschreibung des Versuchsablaufs
und einen Gesundheitsfragebogen (s. Anhang). Anhand der Angaben im Gesund-
heitsfragebogen erfolgte die Auswahl der geeigneten Probanden. Ausschlusskriterien
waren die Kontraindikationen fir die Applikation von dex-Fenfluramin (Glaukom, Le-
ber- und Nierenfunktionsstorungen, Herzrhythmusstérungen, psychische Erkrankun-
gen) sowie Allergien, hormonelle Storungen (Diabetes mellitus, Hyper- und
Hypothyreose), neurologische Erkrankungen, Migrane, Asthma und Herzkreislauf-
erkrankungen.

Weiterhin wurde darauf geachtet, dass keine akute oder dauerhafte Medikamenten-
einnahme vorlag, um u.a. Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln auszu-
schlieBen. Der tagliche Zigarettenkonsum sollte nicht mehr als neun Stick betragen.
Damit sollte sichergestellt werden, dass bei dem Probanden wahrend der flnfstindi-
gen Versuchsdauer nicht mit einer ,Entzugssymptomatik* gerechnet werden muf3.
Diese konnte der Proband als Stresssituation erleben und mit Anderung der endo-
krinen Parameter einhergehen. Unsere Stichprobe umfaldte 27 Nichtraucher und 13
schwache Raucher. Desweiteren wurde auch der durchschnittliche Alkohlkonsum der
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Probanden abgefragt. Der dafir verwendete Gesundheitsfragebogen des Institutes
fur differentielle Psychologie ist im Anhang enthalten.

Da in den psychologischen Fragebogen, die wahrend des Versuchsablaufes vorge-
legt wurden u.a. auch ein Intelligenztest sowie Reaktionszeitaufgaben zu I6sen
waren (nicht in dieser Arbeit berlcksichtigt), sollten die Probanden ein in etwa
gleiches Niveau in der Schulausbildung aufweisen, weswegen wir das Abitur bzw.
einen gleichwertigen Schulabschluss voraussetzten.

Um einigermal3en vergleichbare Daten in Bezug auf das endokrine System und des-
sen Auswirkungen auf das Immunsystem zu erhalten, beschrankten wir uns auf
mannliche Probanden der Altersguppe 20-35 Jahre, da gezeigt wurde, dass die
Geschlechtshormone Ostrogen und Progesteron, die bei Frauen wahrend des Zyklus
in unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen, einen Einfluss auf die Synthese, die
Aufnahme, den Metabolismus,die Umsatzrate und die Rezeptorbindungsstellen von
Serotonin haben (s. Kapitel 2.2.2).

3.2.2 Ablauf der Probandenrekrutierunqg

Den Probanden wurde eine Einverstandniserklarung mit Informationen tber die Risi-
ken an der Teilnahme der Untersuchung (insbesondere die unerwiinschten Neben-
wirkungen des verabreichten Pharmakons) und Uber Verhaltensregeln fur die
Versuchstage mit nach Hause gegeben (s. Anhang). Per Telefon wurde eine Absage
erteilt bzw. ein Termine fur die beiden Versuchstage verbindlich vereinbart. Selbver-
standlich stand es den Probanden frei das Experiment jederzeit und ohne Angabe
von Griinden abzubrechen.

Die Aufwandsentschadigung fir die Durchflihrung des gesamten Versuchs, also des
Vortermins und der Anwesenheit und Mitarbeit an beiden Versuchstagen, betrug 140
DM. Das Geld wurde den Probanden am Ende des zweiten Tages in bar ausgezahlt.

3.3 Das verabreichte Pharmakon dex-Fenfluramin

Ziel des hier beschriebenen Experimt war es, das serotonerge System im ZNS zu
stimulieren und damit auch die PRL-Freisetzung zu erhéhen. Dies wurde mit einer
klinisch gut vertraglichen Einzeldosis von 15 mg dex-Fenfluraminhydrochlorid (ent-
sprechend 13 mg dex-Fenfluramin) erreicht, welches unter dem Handelsnamen
.Isomeride]“ (Itherapia GmbH - Minchen) erhaltlich ist. Klinische Anwendung fand
das verschreibungspflichtige Medikament bei der unterstitzenden Behandlung der
ernahrungsbedingter Adipositas; es ist jedoch seit 1997 nicht mehr im Handel (s.
dazu auch S.83 ff.).
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Bei dex-Fenfluramin handelt es sich um das rechtsdrehende (d-) Stereoisomer von
Fenfluramin (d-lI-Fenfluramin), das zur Stoffgruppe der serotonergen Phenylethyl-
aminderivate gehort (s. Abbildung 14). Seiner Struktur nach ist es ein Derivat von
Methamphetamin.

CF;

H2C —CH— CH3
I
HN —CH, —CHg

Abbildung 14: Chemische Strukturformel von Fenfluramin = 1-(3"-Trifluormethyl-
phenyl)-2-ethylamino-propan

Da das d-Isomer spezifischer auf die 5-HT-Rezeptoren wirkt und das I-Isomer nur
sehr schwach rezeptorspezifisch wirkt, kann man davon ausgehen, dass die halbe
Dosis dex-Fenfluramin einer vollen Dosis d-I-Fenfluramin in der Wirkung auf 5-HT-
Rezeptoren entspricht. Dex-Fenfluramin besitzt einen serotonergen Wirkmechanis-
mus, der seine pharmakodynamische Wirkung erklart. Es wirkt als Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer (reuptake-inhibitor) und als Serotonin-Freisetzer (releaser)
an den prasynaptischen 5-HT-Rezeptoren des ZNS. Dadurch wird die Konzentration
an freiem 5-HT im synaptischen Spalt erh6ht und so eine verstarkte postsynaptische
Signalinduktion erreicht. Im Gegensatz zu racemischem Fenfluramin besitzt dex-
Fenfluramin rein serotonin-agonistische Eigenschaften und hat sympathomimetische
Aktivitat (McTavisk, 1992).

Zur Pharmakokinetik lasst sich sagen, dass die oral applizierte Dosis praktisch voll-
standig im Darm resorbiert wird, und die maximale Plasmakonzentration nach 4
Stunden erreicht ist. Der aktive Metabolit d-Norfenfluramin ist bereits 1-2 Stunden
nach oraler Aufnahme im Plasma nachweisbar (McTavisk, 1992). Dex-Fenfluramin
und dex-Norfenfluramin passieren die Blut-Hirn-Schranke sehr schnell, was fir eine
freie Passage spricht (McTavisk & Heel, 1992). Die Elimination erfolgt hauptsachlich
renal, wobei mehr als 90% der verabreichten Dosis in 3-4 Tagen mit dem Urin aus-
geschieden werden. Die Eliminationshalbwertszeit betragt etwa 18 Stunden. Die ab-
solute Bioverfugbarkeit liegt bei ca. 83%, die restlichen 17% gehen beim First-pass-
Effekt durch die Leber verloren (Gebrauchsinformation ISOMERIDE®, 1994).
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An haufigen Nebenwirkungen treten auf: Mundtrockenheit, Ubelkeit, Obstipation und
Diarrhd. Als gelegentlich bzw. seltene Nebenwirkungen sind zu nennen: Mudigkeit,
Beeintrachtigung des Konzentrationsvermogens, Schwéachegefuhl, haufige Miktion,
Schwindel, Kopfschmerzen, Stimmungsschwankungen, Schlaflosigkeit, Nervositat
und depressive Verstimmung. Kontraindiziert ist die Gabe von dex-Fenfluramin bei
Glaukom, pulmonaler Hypertonie, Mammatumoren, Leber- und Nierenfunktions-
stérungen, Anorexia nervosa, Depression und anderen psychischen Erkrankungen in
der Anamnese (Gebrauchsinformation ISOMERIDE®, 1994).

Bei einer dreimaligen Dosierung von 20 mg d-I-Fenfluramin im Abstand von 8 Stun-
den, traten, wie in einer Arbeit von Schiurmeyer et al. (1996) berichtet, keinerlei Ne-
benwirkungen auf. Die dreifache Dosis von d-I-Fenfluramin fuhrte aber bei den
Probanden zu Nebenwirkungen wie Mundtrockenheit und leichten Kopfschmerzen.
Man kann also davon ausgehen, dass eine Dosis von 60 mg d-I-Fenfluramin (ent-
sprechend 30 mg dex-Fenfluramin) bereits Nebenwirkungen hervorrufen kann und
diese wiederum als Stressoren wirken und damit eine Cortisolausschittung bei den
Probanden hervorrufen kdnnen. Demgegenuber wurde keine signifikante Cortisol-
erh6hung bei einer entsprechenden Einzeldosis von 10 mg dex-Fenfluramin gefun-
den (Schiurmeyer, Brademann, Von zur Muhlen, 1996). In einer Studie von Bond,
Feizollah & Lader (1995) wurde eine Dosis von 15 mg versus 30 mg dex-Fenfluramin
getestet. Beide Dosen fuhrten zu einer signifikanten Erhdhung der Prolaktinkonzen-
tration im Serum, jedoch traten nur bei der 30 mg Dosierung Nebenwirkungen wie
Mundtrockenheit, Konzentrationsschwache, verschwommenes Sehen und Schweil3-
ausbruche auf, neben einem signifikanten Anstieg der Cortisolkonzentration.

Unser Ziel war es, eine moglichst geringe Dosierung von dex-Fenfluramin einzuset-
zen, die noch ein Ansprechen zeigt, unter der es aber zur Vermeidung von Neben-
effekten auf das endokrine System zu moglichst wenig Nebenwirkungen kommen
sollte. Dies entspricht genau einem der finf Kriterien die nach Yatham & Steiner
(1993) im Rahmen von neuroendokrinen Tests gefordert werden. Wir entschieden
uns deshalb zu der eher niedrigen Einzeldosis von 15 mg dex-Fenfluramin per os.

Die normalerweise klinisch verabreichte Dosis betrdgt zu Beginn einer Adipositas-
therapie 15 mg dex-Fenfluramin taglich (entsprechend eine Kapsel) und wird ab dem
dritten Tag auf eine Dosis von 30 mg (entsprechend zwei Kapseln) pro Tag gestei-
gert (Gebrauchsinformation ISOMERIDE®, 1994).

Der Vollstandigkeit halber sollte erwdhnt werden, dass der Appetitztigler dex-Fenflur-
amin (Isomeride®) sowie zwei weitere Produkte dieser Substanzklasse im September
1997 von ihren Herstellern vom Markt genommen wurden (Schattenfroh, 1997).
Grund dafur waren vorausgegangene Berichte im New England Journal of Medicine
(Nr. 337, 1997) Uber den Tod einer Patientin aus den USA an pulmonaler Hyperto-
nie, die Uber 23 Tage eine Kombination von zwei Appetitziglern (Fenfluramin und
Phenteramin) eingenommen hatte (Mark, Patalas & Chang, 1997). Abgesehen von
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dieser bereits bekannten Nebenwirkung der pulmonalen Hypertonie bei Langzeit-
gabe wird im gleichen Heft Uber eine bis dahin unbeschriebene Nebenwirkung be-
richtet. Bei 24 Frauen, die dieselbe Kombination an Appetithemmern lber einen
Zeitraum von ein bis 12 Monaten einnahmen (Fenfluramin und Phenteramin) ent-
wickelte sich eine schwere Fibrosierung der Herzklappen des rechte und linken
Herzens. Dies fuhrte zu einer Klappeninsuffizienz, die in funf Fallen sogar herz-
chirurgisch behandelt werden musste (Connolly, Crary & McGoon, 1997). Nicht nur
die Kombinationstherapie, die in Deutschland ohnehin nicht zulédssig war, fuhrte zu
diesen Klappenveranderungen, es wurden auch derartige Félle bei Monotherapien
beispielsweise unter dex-Fenfluramin beschrieben (Graham & Green, 1997).

Eine zu diesem Zeitpunkt laufende placebokontrollierte Studie mit einer Retardform
von dex-Fenfluramin wurde daraufhin abgebrochen und bei allen 1072 Teilnehmern
eine Echokardiographie durchgefuhrt. Dabei ergaben sich nach einer durchschnitt-
lichen Einnahmedauer von 77 Tagen jedoch keine statistisch signifikanten Unter-
schiede in Bezug auf Morphologie und Motilitdt der Aorten- und Mitralklappen im
Verum-Placebo-Vergleich (Blae, 1998). Ob und wann Pharmaka dieser Substanz-
klasse wieder auf dem Arzneimittelmarkt zugelassen werden, bleibt abzuwarten.

3.4 \Versuchsdesign

Wie bereits in Kapitel 2.2.2.3 naher beschrieben, zeigt der zirkadiane Prolaktin-
spiegel eine deutliche intraindividuelle Schwankung. Ebenso ist auch die physiolo-
gische PRL-Konzentration interindividuell sehr variabel. Zur Priafung der
Ansprechbarkeit des Organismus auf eine serotonerge Stimulation mit einem Anstieg
von PRL, entschieden wir uns daher fir eine balancierte, placebokontrollierte Cross-
over-Doppelblindstuduie mit Messwiederholungsdesign. Somit erhielt jeder Proband
an seinen beiden Versuchstagen einmal die Verum- und einmal die Placeboapplika-
tion. Die Bedeutung und Notwendigkeit einer Placebokontrolle im Studiendesign wird
von Meltzer (1993), gerade bei neuroendokrinologischen Studien, sehr betont.

Neben zirkadianen Schwankungen des Prolaktins gibt es Schwankungen in der An-
zahl und prozentualen Verteilung der Immunzellen im Blut, deren Ausmal} nicht zu
unterschatzen ist. Neben dem biologischen Zirkadianrhythmus existiert auch ein
»Zirkaseptanrhythmus® mit einer Dauer von ca. sieben Tagen (Knapp, 1992). Des-
halb fordert Knapp, dass diese biologischen Rhythmen mit Auswirkungen auf das IS
sowohl in der Planung als auch in der Auswertung von Studien mit bericksichtigt
werden. Wir entschieden uns deshalb dafir, den Versuchsbeginn immer auf 14:00
Uhr zu legen und die beiden Versuchstage genau im Abstand einer Woche einzu-
halten.
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Die Zuteilung eines Probanden zu einem Raum und einem Versuchsleiter wurde fir
die Reihenfolgen Placebo - Verum und Verum -> Placebo ausbalanciert und an den
beiden Versuchstagen fur jede Person konstant gehalten. Die Zuordnung zu den
Versuchsraumen sowie die Gabe und Reihenfolge der Verum- bzw. Placeboapplika-
tion auf die zwei Versuchstage erfolgte ausbalanciert und ist in Tabelle 10 darge-
stellt.

Daneben wurden auch die biologischen Parameter (PRL-Serumkonzentration und
periphere Leukozyten im Blut) in Unkenntnis dartber bestimmt, ob es sich um die
Probe eines Verum- oder eines Placeboprobanden handelte.

Tabelle 10: Versuchsplan fir beide Untersuchungstage mit Angabe der Anzahl der
jeweiligen Probanden (n).
(V = Verumgabe, P = Placebogabe)

Raum 1. 2. n
Versuchstag Versuchstag Probanden
vV P 10
508
P \% 10
V P 10
510
P \% 10
n 40 40
40
2 Versuche 80

3.5 Messverfahren

3.5.1 Erhebung der zellularen immunologischer Parameter

Zur Bestimmung der zellularen Immunparameter wurde bei den insgesamt funf
Messzeitpunkten je ein EDTA-R6hrchen mit 7ml Vollblut entnommen. Die erste
Blutentnahme erfolgte direkt nach dem Legen der Braunule (=B0), dann nach 60 min
(B1), 150 min (B2), 210 min (B3) und 255 min (B4). Bis zur Analyse wurde das Blut
im Kuhlschrank bei +4°C aufbewahrt und in einer Kihltasche zum hamatologischen
Labor der Medizinischen Klinik der Justus-Liebig-Universitat Giel3en gebracht. Dort
wurden folgende Zellpopulationen ermittelt (Abbildung 15):
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Abbildung 15: Quantitativ ermittelte Zellpopulationen aus den Blutproben mittels
Durchflusszytometrie

Die Analyse der im Vollblut enthaltenen Immunzellen erfolgte in diesem Institut auf
photo-optische Weise mit einem Fluoreszenz-Activated-Cellsorter (FACScan) bzw.
Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson.

Beim Durchflusszytometer werden zur Vorbereitung Alliqutos zu je 100ul heparin-
isierten Vollblutes mit verschiedenen monoklonalen Anit-CD-Antikdrpern (im Kit der
Firma Becton-Dickinson) fir 20 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Erythrozyten
werden dann in einer speziellen Losung (Becton-Dickinson) lysiert, dann wird alles
zentrifugiert und anschliessende gewaschen.

Die wieder in Pufferlosung gebrachten Zellen werden durch eine FlieRkammer in
Einzelzellsuspension gebracht und in Form von Trépfchen an einem Laserstrahl vor-
beigeleitet. Die Streuung dieses Laserlichts wird von Photomultipliern gemessen,
wobei die sog. Vorwarts-Lichtstreuung mit der GroRe der Zellen korreliert und die
sog. seitliche Lichtstreung mit dem Kern/Plasma-Verhaltnis bzw. der Granularitat. So
lassen sich primér die drei Hauptkomponenten der Leukozyten — Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten — voneinander trennen. Zur genaueren Auftrennung
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werden Antikorper, die mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt sind, eingesetzt.
Diese werden durch das Laserlicht angeregt und emitieren je nach eingesetztem
Farbstoff ihre Energie in Form von Licht einer ganz bestimmten Wellenlange, das
von den Photomultiplieren erfasst wird. Weiterhin kdnnen bei diesem Gerat die
feinen zellenthaltenden Tropfchen unter Computerkontrolle elektrisch unterschied-
lich geladen werden und dann durch Ablenkplatten weiter aufgetrennt werden. So ist
eine ca. 99%ige Reinheit der Zellen zu erreichen (Burmester & Pezzutto, 1998).

Im Ergebnis werden die ermittelten Werte in einem mehrdimensionalen Koordinaten-
system (Nukleogramm) dargestellt, und es ist mdglich, Neutrophile, Basophile,
Eosinophile, Monozyten und Lymphozyten sowie Vorlauferstufen zu unterscheiden.
Der Einsatz spezifischer fluoreszierender monoklonaler Antikdrper erméglicht eine
Immunphanotypisierung im Durchflusszytometer, mit der die Lymphozyten B-Zellen
(CD19), T-Zellen (CD3), T-Helferzellen (CD4) und T-Suppressorzellen (CD8) identi-
fiziert werden (Wacker, 1999).

3.5.2 Bestimmunqg des endokrinen Parameters Prolaktin

An den funf Messzeitpunkten wurde weiterhin je eine Fibrinogen-Monovette der
Firma Sarstedt mit ca. 7ml Blut gefullt, diese nach 15 min in einer Beckmann-Kihl-
zentrifuge 15 min bei 4200 Upm (entsprechend der 2500 fachen Erdbeschleunigung)
zentrifugiert. Anschlieend wurde das Serum zu je 0,8 ml in vier auf Brucheis
stehende Eppendorf-Cups pipettiert und sofort bei -30°C eingefroren. Am Ende eines
Versuchstages wurden die gesammelten Eppendorf-Cups dann bis zur Auswertung
bei —=70°C gelagert.

Die quantitative Analyse des Serum-Prolaktinspiegels erfolgte mit Hilfe des Radio-
immunassays "ImmuChem™- Coated Tube Prolactin **I IRMA Kit" der Firma ICN
Biomedicals. Dabei werden 25 pl der zu bestimmenden Probe in ein Behaltnis gege-
ben, an dessen Innenseite ein PRL-Antikdrper mit seinem FC-Fragment fest gebun-

den ist. Das in der Probe enthaltene PRL wird von den AK gebunden, und weiterhin
werden 200 pl eines mit *?°| gekoppelten AKs gegen PRL dazugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von zwei Stunden bei 37°C wird iiberschiissiges '*I-Antiprolaktin
durch Spilen mit einer Waschlosung (2 x 1 ml) beseitigt. In einem y-Zahler wird
daraufhin die verbleibende Aktivitat von *2°| bestimmt, die ein indirektes MaR fiir die
in der Probe enthaltene Prolaktinkonzentration darstellt. Das Kit erlaubt anhand einer
Eichfunktion die Bestimmung von PRL-Konzentrationen im Bereich von 0 — 100
ng/ml Serum. Hohere Werte werden nach entsprechender Vorverdinnung bestimmt.

Fur alle Proben wurden zwei Werte bestimmt, und der daraus errechnete Mittelwert
zur weiteren Auswertung eingesetzt. Die Ermittlung der PRL-Konzentration erfolgte
in Unkenntnis dartiber ob es sich um eine Verum- oder Placeboprobe handelte.
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3.5.3 Cortisolbestimmung aus dem Speichel

Um einen mdglichen stérenden Einfluss durch eine gesteigerte Freisetzung des
Stresshormons Cortisol auf die Immunzellen zu Gberprufen, bestimmten wir im Ver-
suchsablauf mehrfach dessen Konzentration.

Die Cortisolkonzentration wurde in dieser Studie aus dem Speichel mit Hilfe von sog.
,Sarstedt-Salivetten®™ bestimmt. Dabei wird der Proband aufgefordert, fiir 4 Minuten
ein kleines Watterdllchen in den Mund zu geben, ohne dieses jedoch mit den Fingern
zu berthren und zu Schlucken. Nach dem Einspeicheln wird das Watterdélichen in
einen passenden Kunststoffbehalter zurlickgegeben in dem sich ein siebartiger Ein-
satz befindet. Auch hier wurde darauf geachtet, dass es zu keiner Kontamination
durch die Finger kam. Daraufhin wird die Salivette verschlossen und fur finf Minuten
bei 4500 U/min zentrifugiert. Der klare Speichel sammelt sich am Boden der Salivette
und wurde bis zur endgultigen Cortisolmessung bei —30°C aufbewahrt wahrend der
Siebeinsatz und das Watterdllchen verworfen wurden.

Die Cortisolbestimmung erfolgte, wie die PRL-Bestimmung, mit einem **°I-Radio-
immuno-Assay (RIA), welcher sich nach Kirschbaum, Strasburger, Jammers & Hell-
hammer (1989) als reliabel und valide erwiesen hat. Wir verwendeten dabei das
.-Magic Cortisol“-RIA-Kit der Firma Ciba-Corning. Die Auswertung erfolgte in Un-
kenntnis hinsichtlich der Bedingung Verum/Placebo. Zur genaueren Bestimmung
wurden Doppelmessungen durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

Diese Methode stellt ein gutes, nicht-invasives und somit stressfreies Verfahren zur
Messung der biologisch aktiven Cortisolfraktion dar (Wade, 1992).

3.5.4 Weitere Messwerte

Einige weitere im Versuchsablauf (s. Abb. 16) erhobene Messwerte und Parameter
wurden in der weiteren Auswertung dieser Arbeit nicht beriicksichtigt, sollen aber der
Vollstadigkeit halber hier erwahnt werden.. Dazu gehéren die sublingualen Tempe-
raturmesswerte an den funf Messpunkten TO-T4, die Reaktionszeitaufgaben einmal
vor, einmal nach Wirkungseintritt des Medikaments sowie Befindlichkeits- und
habituelle Fragebdgen. Die Ergebnisse, dieser in anderen Arbeiten ausgewerteten
Faktoren, sind dort nachzulesen.
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3.6 Beschreibung des Versuchsablauf

Um einen reibungslosen und fehlerfreien Versuchsablauf zu erreichen, der genau in
der vorgegebenen Zeit lag, wurden mehrere Vorversuche gemacht, in denen die
Versuchsleiterinnen und Versuchsleiter das Procedere Giben konnten.

Das Versuchsleiterteam bestand aus vier Psychologiestudentinnen die fur die Frage-
bogenerhebungen, die Speichelprobengewinnung, die Durchfiihrung der apparativen
Verfahren und die sublinguale Temperaturmessung zustandig waren, sowie zwei
Doktoranden der Medizin. Diese Ubernahmen das Legen der Verweilkantle, die
Blutentnahmen sowie die Aufbereitung der Blut- und Speichelproben.

Die im Vortermin als geeignet ausgewahlten Probanden wurden zwei Tage vor dem
Versuchsbeginn telefonisch an den Termin und die Einhaltung der Bedingungen er-
innert. Diese bestanden in einer tryptophanarmen Kost am Vortag, d.h. den Verzicht
auf Bananen, Nisse, Schokolade und anderer kakaohaltiger Speisen und Getranke
sowie in einer Alkoholkarenz am Vorabend, da gezeigt werden konnte, dass Alkohol
die Neurotransmitterkonzentrationen im ZNS verandern kann. (De Witte,1996).

Die Probanden wurden ebenfalls dazu aufgefordert spatestens um 24 Uhr schlafen
zu gehen. Dies ist notwendig, da sowohl Tryptophan als auch der Schlaf-Wach-
Rhythmus Einfluss auf die endokrinen Parameter Serotonin und Prolaktin haben. Am
Versuchstag selbst durften zusatzlich keine koffeinhaltigen Getranke wie Kaffe, Cola
oder Schwarztee konsumiert werden um deren stimulierende Potenz
auszuschliessen.

An den Versuchsnachmittagen wurde ein, bzw. falls mdglich auch zwei, Probanden
gebeten, sich um 13:30 Uhr in den Versuchsraumen einzufinden. Davor sollte bis
spatestens 13:00 Uhr ein Mittagessen eingenommen worden sein. Der Versuchs-
beginn war stets zwischen 13:45 Uhr und 14:00 Uhr angesetzt, um den zirkadianen
Einfluss auf das endokrine und immunologische System bericksichtigen zu kénnen.

Falls zwei Versuchspersonen an einem Nachmittag einbestellt waren, wurde 15
Minuten zeitversetzt begonnen,um einen reibungslosen Ablauf des Versuchsaufbaus
zu gewabhrleisten.

Der Ablauf der Studie ist schematisch in Abbildung 16 auf der folgenden Seite
dargestellt:
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Abbildung 16: Darstellung des Versuchsablaufs der Tage 1 und 2 mit Angabe der
Zeitpunkte fur Blutentnahmen, Speichelproben, Temperaturmessung,
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apparative Messverfahren und Ausflllen der vorgelegten Frage-
bogen.

Abbildung 17 zeigt die Untersuchungsrdume, die so angeordnet wurden, dass es
maoglich war, bei zwei Probanden gleichzeitig von einem Raum aus die Blutent-
nahmen vorzunehmen.
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@ = Zentrifuge

® = Arbeitstisch der Versuchsleiter fir Blutentnahmen

® = Gefriereinheit (-80° C)

F = Fenster

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Versuchsraumlichkeiten mit den beiden
Probandenraumen, sodass paralles Arbeiten an zwei Probanden
maoglich war.

Der Proband wurde kurz vor Beginn der Untersuchung von der Versuchsleiterin ge-
beten, die Toilette aufzusuchen, um dies wahrend des Versuchsablaufes zu vermei-
den. Dann wurde ihm die korrekte Handhabung der Salivetten erklart, die der
Speichelprobengewinnung dienten. Ein kleines Watterdlichen musste dazu, ohne mit
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den Fingern berthrt zu werden, aus der Salivette in den Mund gebracht werden, wo
es genau 4 min eingespeichelt wurde, und anschlieBend auch wieder ohne Zuhilfe-
nahme der Finger in die Salivette zurlckbeférdert werden. Die Zeitpunkte der sieben
Speichelproben (S0-S6) sind der Abbildung 16 zu entnehmen.

Funf Minuten nach der ersten Speichelprobe, also um 14:05, wurde dem Probanden
vom Medizindoktoranden eine Verweilkanile in eine Vene des linken Unterarms bzw.
des rechten Unterarms bei Linkshandern, gelegt. Um einen extremen Anstieg von
Cortisol und Prolaktin durch den Punktionsstress zu vermeiden, wurden maximal
zwei Versuche unternommen, die Vene zu punktieren, andernfalls der Proband nach
Hause geschickt und zu einem anderen Zeitpunkt wieder einbestellt.

Die Versuchsperson nahm anschlieend auf einem bequemen Untersuchungsstuhl
mit verstellbarer Rickenlehne und verstellbarem Ful3teil Platz. Dies ermdglichte den
Versuchsleitern einem Schwindelanfall oder einer Ubelkeit des Probanden aufgrund
der Venenpunktion in adaquater Weise durch entsprechende Lagerung zu be-
gegnen. Jedoch traten bei keinem der 40 Studienteilnehmer ernsthaftere Beschwer-
den auf, sodass kein Versuch abgebrochen werden musste. Eine Bedingung der
Blutentnahmen wéhrend des Versuchsablaufs war, dass der Vorgang in einer vom
Probanden unbemerkten Weise geschieht. Uber ein kleines Loch in der Wand auf
Hohe der Armlehne wurde so ein Infusionsbesteck aus undurchsichtigem schwarzem
Material an die Kanule angeschlossen. Vom Nebenzimmer aus konnte dann somit
dem Probanden unbemerkt Blut Uber ein Drei-Wege-Hahn-System entnommen wer-
den. Damit sollte sichergestellt werden, dass eine Blutentnahme nicht zu psychi-
schen oder physiologischen Reaktionen fuhrte, die die untersuchten Parameter
beeinflussen kénnten. In der Zeit, in der kein Blut entnommen wurde, wurde physio-
logische Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) infundiert. Die infundierte Menge betrug 200-
250 ml und diente dem Volumenausgleich der entnommenen Blutmenge von ca.160
ml pro Versuchstermin und sorgte gleichzeitig dafiir, dass das Lumen der Kanile
freigehalten wurde.

Bei der Blutentnahme Uber das Schlauchsystem wurde zuerst eine ausreichendes
Volumen mit einer Spritze aspiriert, welches verworfen wurde, und anschliel3end
wurden die Serum- und EDTA-ROhrchen gefiillt. Die erste Blutprobe (BO) wurde di-
rekt nach dem Legen der Kanile entnommen. Alle weiteren Entnahmezeitpunkte
sind in der Abbildung 16 dargestellt. Fir den Fall, dass zur Blutentnahme eine Stau-
ung der Venen des Oberarms nétig werden sollte, wurde dem Probanden zu Beginn
eine Blutdruckmanschette um den Oberarm angelegt. Diese konnte bei Bedarf auf
einen Druck von 60-80 mmHg vom Versuchsleiterraum aus aufgeblasen werden.
Dem Probanden wurde gesagt, dass die Manschette in unregelmafigen Abstanden
immer wieder einmal aufgeblasen wirde und fur ihn keine Bedeutung habe. Damit
sollte ein fur den Probanden erkennbarer Zusammenhang zwischen Blutentnahme
und Aufblasen der Manschette vermieden werden.
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Zur Temperaturmessung wurde ein digitales Fieberthermometer verwendet, das aus
hygienischen Grinden mit einer entsprechenden Schutzhiille versehen wurde. Die
Messung erfolgte sublingual zu den gleichen Zeitpunkten (TO-T4) wie die Blutent-
nahme und wurde von den Versuchsleiterinnen durchgefihrt.

Mit der ersten Temperaturbestimmung und Blutprobe wurde das Medikament bzw.
das Placebo in einer Kapsel verabreicht, die mit Mineralwasser geschluckt werden
sollte. Die gesamte den Probanden angebotene Trinkmenge wurde auf 400 ml
Mineralwasser Giber den gesamten Versuchszeitraum begrenzt.

Zwischen den einzelnen Blut- und Speichelproben musste der Proband mehrere
habituelle und aktuelle Personlichkeits- und Befindlichkeitsfragebdgen ausfiillen.
AulBerdem wurden ihm Reaktionszeitaufgaben auf einem PC und speziell dafir
konstruierten Apparaten dargeboten, einmal vor dem Einsetzen der Medikamenten-
wirkung und ein weiteres Mal nach Einsetzen der Wirkung von dex-Fenfluramin. In
dieser Arbeit wird nicht n&her auf diese Verfahren eingegangen, Einzelheiten dazu
sind in den entsprechenden Diplomarbeiten nachzulesen.

Um 18:15 Uhr erfolgte die letzte Blutentnahme und anschlie3end die Entfernung der
Venenverweilkantle. Nach einer letzten Speichelprobe und einer subjektiven Ein-
schéatzung des Probanden, ob er Verum oder Placebo erhalten habe, war der erste
Versuchstag beendet. Die Teilnehmer wurden noch einmal darauf hingewiesen, dass
die Fahrttichtigkeit durch das Medikament eingeschrankt sein kann und ihnen des-
halb angeboten wurde, mit dem Taxi hach Hause gebracht zu werden.

Der zweite Versuchstag, der eine Woche spater am selben Wochentag zur gleichen
Uhrzeit stattfand, unterschied sich nur darin, dass die Probanden, die in der Vor-
woche Placebo erhielten, nun Verum verabreicht bekamen und umgekehrt. Aul3er-
dem wurde die Reihenfolge der apparativen Verfahren vertauscht und anderen
habituellen Fragebdgen vorgelegt. Ansonsten verlief dieser Tag genau wie der erste
Tag. Am Ende des zweiten Tages erhielten die Probanden ihre Aufwands-
entschadigung fur die Teilnahme an der Studie von 140,- DM.

Die Applikation von Verum bzw. Placebo erfolgte im Doppelblindversuch. Die Auf-
teilung auf die beiden Versuchsrdume und die Zuteilung der Versuchsleiter/innen
wurden randomisiert.

Wahrend des gesamten Versuches wurde an den Probanden zu funf Zeitpunkten
eine Blutentnahme vorgenommen. Die erste Blutprobe wurde direkt am Anschluss an
die Punktion der Vene mit der Verweilkanile um 14:05 Uhr (=B0) entnommen. Eine
knappe Stunde nach der Punktion erfolgte die zweite Blutentnahme um 15:00 Uhr
(=B1). Die weiteren Blutproben wurden dann um 16:30, 17:30 und 18:15 Uhr ent-
sprechend B2, B3 und B4 abgenommen.
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3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms
SPSS®in der Version 9.0.

1. Abhangige Variablen in der Versuchsanordung waren die PRL-Konzentration im
Serum, die Cortisolkonzentration im Speichel und die Zahl der Leukozyten
(Neutrophile, Eosinophile, Basophile, Monozyten, Lymphozyten , B-Zellen, T-
Zellen , CD4- sowie CD8"-Zellen) sowohl auf auf absoluter Basis als auch als
prozentualer Anteil.

Zur Uberprifung des Einflusses von dex-Fenfluramin auf die jeweiligen abhangi-
gen Variablen wurde mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse bzw.
Kovarianzanalyse mit Messwiederholung gerechnet. Die beiden Faktoren waren
zum einen die Bedingung (dex-Fenfluramin versus Placebo) zum anderen die
Zeit (60, 150, 210, 255 Minuten nach Einnahme der Medikation) fur PRL und die
Immunparameter und fur Cortisol (60, 150, 180, 210, 255, 285 Minuten nach
Einnahme der Medikation)

Die Baselinemessung ging als Kovariate in die Berechnung ein, wenn sich
signifikante Baselineunterschiede mit Hilfe des t-Tests flr abhangige Stichproben
ergeben wirden.

2. Die Frage des Zusammenhangs zwischen Veradnderungen der PRL-Konzentra-
tion im Serum und den Veranderungen der absoluten und prozentualen Anteile
der Leukozytenpopulationen unter den beiden Bedingungen (Verum/Placebo)
wurde mit Hilfe der Pearson-Produkt-Moment-Korrelation zwischen den
Anderungswerten in den abh&ngigen Variablen geklart. Die genaue Definition der
Anderungswerte ist im Kap. 4.6 wiedergegeben.

Bei allen durchgefiuihrten Berechnungen wurde das statistische Signifikanzniveau auf
p < 0,05 (zweiseitige Testung) festgesetzt.
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4. Darstellung der Ergebnisse

Die deskriptive Darstellung der Ergebnisse erfolgt in funf Hauptabschnitten. Zuerst
soll kurz dargestellt werden, welche Ausfélle und Probleme sich im Versuchsablauf
ergaben. Als néchstes (4.2) die Induktion des PRL-Anstiegs nach dex-Fenfluramin-
Stimulation, und (4.3) den Veranderungen der Speichelcortisolkonzentration nach
Medikamentenapplikation. Schlielich (4.4) die Verdnderungen der Leukozyten-
populationen im zirkulierenden Blutvolumen nach serotonerger Stimulation, wobel
zwischen den absoluten Zellzahlen und den prozentualen Anteilen der jeweiligen
Gruppe unterschieden wird. Als letzter Punkt (4.5) soll tUberprift werden, ob eine
Zellzahlveranderung mit einem Anstieg an Serumprolaktin korreliert.

4.1 Ergebnisse aus dem Versuchsablauf

Von den 40 die Einschlusskriterien erfullenden Probanden, die an zwei Terminen
erscheinen mussten, gab es keinen Ausfall. Zweimal mussten Probanden nach
Hause geschickt werden, um am né&chsten Tag nocheinmal zu erscheinen, da es
nicht moglich war, die Verweilkanile beim zweiten Versuch richtig im Unterarm zu
platzieren. Am zweiten Untersuchungstag war dies bei beiden Probanden problemlos
im ersten Anlauf moglich und so konnte einer aufkommenden stressreaktiv verbun-
denen endokrinen Anderung vorgebeugt werden.

Alle Probanden erschienen gesund und punktlich unter der Versicherung, sich an die
Vorgaben beziiglich Nahrungseinschrankung, Koffeinkonsum und sportlicher Betati-
gung gehalten zu haben, wieder zum zweiten Termin, so dass keine Probanden aus-
fielen und auch keine zusatzliche Probandenrekrutierungen notig wurden.

Bei zwei Probanden war es zum Ende der Untersuchung, d.h. zum letzten bzw. vor-
letzten Blutentnahmezeitpunkt nicht mehr méglich, eine ausreichende Menge an Blut
fur alle zu bestimmenden Parameter zu aspirieren. Dies lag vermutlich an einer
Thrombusbildung in der Verweilkantle. So konnten einige Werte nur mit einer
Fallzahl von n=38 bzw. n=39 gerechnet werden.

Sowohl unter Verum als auch unter Placebo berichteten die Probanden von keinerlei
medikamententypischen Nebenwirkungen. Sie wurden am Ende des zweiten Ver-
suchstages um eine subjektive Einschatzung gebeten, an welchem Termin sie Pla-
cebo bzw. Verum einnahmen. Es zeigte sich , dass die Angaben im Bereich einer
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zuféalligen Angabe lagen und keine Uberzuféllige Beziehung zur erfolgten Applikation
zeigten.

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse bezogen auf die Fragestellungen im
Einzelnen dargestellt.

4.2 Die Zunahme des Serumprolaktinspiegels nach dex-
Fenfluramin-Applikation

Diese Hypothese sollte Uberprifen und bestatigen, ob die Gabe des 5-HT-Releasers
und -Reuptakeinhibitors auch in der niedrigen Einmal-Dosierung von 15 mg zu einer
Stimulation des serotonergen Systems fuhrt und so ein Anstieg des Serumprolaktins
erreicht werden kann. Zur genaueren Uberpriifung der Hypothese, dass eine zentrale
serotonerge Stimulation mit einem PRL-Anstieg einhergeht, wurden die jeweils zeit-
gleich bestimmten Baseline-Werte B1 (60 min nach Einnahme der Prifsubstanz)
unter Verum- und Placebobedingungen miteinander verglichen. Siehe hierzu auch
folgende Tabelle 11:

Tabelle 11: Durchschnittiche PRL-Konzentrationen der Baseline-Werte B1 unter
Placebobedingung ([PRL]-P1) und Verumbedingungen ([PRL]-V1) im
Vergleich. Konzentrationsangaben in ng/ml.

[PRL]-P1

[PRL]-V1

Differenz

t-Wert

df

8,30

8,25

0,05

1,09

39

Statistisch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede dieser Werte. So konnte bei
den weiteren Berechnungen auf eine Baselinekorrektur verzichtet werden.

Nun wurde Uberpruft, welchen Effekt das Medikament in der Gesamtstichprobe auf
die PRL-Konzentration ausibt. Die graphische Darstellung des Prolaktinkonzentra-
tionsverlaufs unter Verum und Placebo zu den flinf Messzeitpunkten wird in Abb. 18
wiedergegeben:
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Abbildung 18: Verlauf der Mittelwerte der Prolaktinkonzentration unter den Be-
dingungen Verum (= dex-Fenfluramin) und Placebo zu den verschie-
denen Messzeitpunkten bezogen auf die Gesamtstichprobe.

Wie aus der Abbildung 18 deutlich hervorgeht, zeigten sowohl die PRL-Konzentration
unter Placebo als auch die unter d-Fen ihr Maximum gleich zu Beginn der Untersu-
chung. Eine Stunde nach Applikation von Verum bzw. Placebo sind beide Konzen-
trationen auf ein anndhernd identisches Niveau, den Baselinewert B1, abgefallen. Im
weiteren Verlauf ist unter Placebo ein weiterer Riickgang der PRL-Konzentration zu
sehen, wie er aufgrund des zirkadianen Rhythmus zu erwarten war. Unter dex-Fen-
fluramin ist dagegen in den Messwerten nach dem Baseline-Wert ein Anstieg der
Prolaktinmittelwerte deutlich zu erkennen.

Vergleicht man die Baselinewerte mit denen der letzten Messung B4, sind die fol-
genden Veranderungen in absoluten bzw. prozentualen Werten zu sehen (Abb. 19):
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Abbildung 19: Die Veranderung der PRL-Werte vom Baselinewert B1 zum letzten
Messzeitpunkt B4 (255 min nach Einnahme). Angegeben sind die
absoluten Veranderungen in ng/ml (links) und die prozentualen Ver-
anderungen (rechts).

Wie der 0.g. Abbildung zu entnehmen ist, resultiert in der d-Fengruppe ein knapp 20-
prozentiger Anstieg, in der Placebogruppe ein 7-prozentiger Abfall der PRL-Serum-
konzentration.

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde eine zweifaktorielle Kovarianz-
analyse mit Messwiederholung tber zwei Faktoren (mit der Baselinemessung B1 als
Kovariable) durchgefihrt. Die Messwiederholungsfaktoren waren zum einen die ,Be-
dingung” (Placebo- bzw. Medikamentenapplikation) und zum anderen die ,Zeit* (60,
150, 210, 255 Minuten nach Applikation). Abhangige Variable war die korrespon-
dierende PRL-Konzentration. Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 12: Ergebnisse der zweifaktoriellen Kovarianzanalyse (Ausgangswert als
Kovariate) mit den Faktoren ,Bedingung* (Placebo/Verum) und
.verlauf* (60, 150, 210, 255 Minuten nach Substanz-
applikationapplikation) bezogen auf die abhéangige Variable ,PRL-
Konzentration“ im Serum in der gesamten Stichprobe.

Effekt F df p
Medikamenteneffekt 11,88 1;38 0,001
Verlaufseffekt 0,79 3:114 n.s.
Medikament X Verlauf 6,07 3:114 0,001

Der Haupteffekt fur den Faktor ,Bedingung“ (Verum vs. Placebo) stellte sich als
hochsignifikant heraus. Somit ist die mittlere PRL-Konzentration unter dex-Fenflur-
amin signifikant gréf3er als unter Placebobedingungen. Ebenfalls konnte in der Kova-
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rianzanalyse eine hochsignifikante Interaktion zwischen den Faktoren ,Bedingung*
und ,Verlauf* bestimmt werden, d.h. dass mit dem Eintritt der Wirkung von dex-Fen-
fluramin eine signifikante Veranderung des Serumprolaktinspiegels zu sehen ist, die
von der Placebobedingung abweicht

Nach Abbildung 18 kann man den Wirkeintritt des Pharmakons auf den Zeitraum um
16:30 Uhr legen, das entspricht dem Messzeitpunkt 150 min nach Einnahme von
dex-Fenfluramin.

4.3 Die Veranderung des Cortisolwertes nach d-Fen im Speichel

Es ist mdglich, die Konzentration von Cortisol sowohl im Blut als auch im Speichel zu
messen. Nur freies Cortisol, also die biologisch aktive Form, kann vom Blut in den
Speichel Ubergehen. Nach Wade (1992) stellt die Form der Speichelcortisolmessung
ein gutes und nicht invasives Verfahren zur Messung der Veranderung der biologisch
aktiven Cortisolform dar (s.a. Kap. 3.5.3).

Zunachst wurde untersucht, ob statistisch signifikante Unterschiede in den Baseline-
Werten (B1) der Cortisolkonzentrationen unter Verum bzw. Placebo vorlagen. Dies
war nicht der Fall, da die Mittelwerte unter beiden Bedingungen Ubereinstimmten.
Somit konnte auf eine Baselinekorrektur verzichtet werden.

Die graphische Darstellung des Verlaufs der Cortisolkonzentrationen in der gesam-
ten Stichprobe ist der Abbildung 19 zu entnehmen.
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Abbildung 20: Verlauf der Mittelwerte der Cortisolkonzentration im Speichel unter
den Bedingungen Verum (= dex-Fenfluramin) und Placebo zu den
verschiedenen Messzeitpunkten bezogen auf die Gesamtstichprobe.
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Wie schon bei PRL ist auch der hochste Cortisolwert zu Beginn der Untersuchung zu
sehen. Im Anschluss daran zeigen die Werte eine abfallende Konzentration, die
durch die circadiane Rhythmik hervorgerufen wird. Die Cortisoldurchschnittskonzen-
trationen unter Verumbedingungen liegen ab dem dritten Messzeitpunkt immer mini-
mal Uber den Werten der Placeboapplikation. Jedoch ergibt die statistische
Auswertung mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren ,Bedingung”
und ,Verlauf* keine relevanten signifikanten Ergebnisse. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 13 wiedergegeben.

Tabelle 13: Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren ,Be-
dingung“ (Placebo / Verum) und ,Zeit* (60, 150, 180, 210, 255, 270
Minuten nach Substanzapplikationapplikation) bezogen auf die
abhangige Variable ,Cortisol-Konzentration“ im Speichel in der gesamten

Stichprobe.

Effekt F df p
Medikamenteneffekt 2,79 1:38 n.s.
Verlaufseffekt 6,57 5:190 <0,001
Medikament X Verlauf 1,01 5:190 n.s.

Nur der Effekt des Verlaufs stellt sich als signifikant heraus. Der Medikamenteneffekt,
(dex-Fenfluramin versus Placebo), ist statistisch nicht signifikant, ebensowenig wie
die Interaktion von Medikament und Verlauf wie aus der Tabelle 13 hervorgeht.

Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die durch dex-Fenfluramin ausge-
|6sten endokrinen Veradnderungen in dieser Dosierung zwar einen Einfluss auf PRL
haben und von Bedeutung sind, nicht jedoch fur das Hormon Cortisol, das im Ver-
gleich zu Placebo keine signifikante Anderung in seiner Konzentration aufwies.

Die potentiell unterschiedlichen Auswirkungen auf die Anderungen der Anzahl von
Lymphozyten im Serum der Probanden in den beiden Gruppen werden somit keine
Folge der Verdnderung der Cortisolkonzentration darstellen kénnen. Somit kommt
der beobachteten signifikanten Veranderung des PRL-Serumspiegels eine potentielle
Rolle bei der anschlie3enden Betrachtung der Leukozytenmigration zu.

Im Folgenden werden nun die Anzahlen der einzelnen Zellen und Subtypen der peri-
pheren Leukozyten im zeitlichen Verlauf n&her dargestellt.
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4.4 Veranderung der absoluten Zahlen der peripheren Leukozyten
und deren Subpopulationen nach serotonerger dex-Fenflur-
aminstimulation

Ausgehend von der Gesamtheit der Leukozyten sollen im Folgenden die wichtigsten
Subpopulationen und ihre zahlenmafligen Veranderungen durch ihr unterschied-
liches Migrationsverhalten néher betrachtet werden. Die nachstehende Einteilung der
Leukozyten in ihre Untergruppen, wie sie bereits in Abb. 15 (S.86) aufgezeigt wurde,
soll als Hilfestellung bei den nun folgenden Ergebnisdarstellungen angesehen
werden.

[ Leukozyten ]

20

Granulozyten ] [ Monozyten ] [Lymphozyten
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\

:) Neutrophile B-Zellen ]<:
:> Eosinophile [ T-Zellen ]<L
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CD4"-Zellen

cD8*-zellen |¢=

Abbildung 21: Aufgliederung der untersuchten Leukozyten

Der Verlauf der Anzahl an peripheren Leukozyten wurde ab der 60-Minuten-Baseline
sowie an den weiteren Messzeitpunkten, wie in Abb.16, Kap. 3.6 angegeben, be-
stimmt. Aufgezeigt wird die absolute Anzahl, wie sie mit Hilfe der FAC-Scan Methode
bestimmt wurde.

Die Verschiebungen innerhalb einer Zellpopulation und somit die prozentuale Ande-
rung zur jeweils Ubergeordneten Gruppe werden gesondert im Kapitel 4.5 bespro-
chen.
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4.4.1 Anderung der Gesamtzahl der peripheren Leukozyten nach
zentraler serotonerger Stimulation durch dex-Fenfluramin

Zunachst einmal soll die gesamte Fraktion der Leukozyten betrachtet werden und
davon ausgehend die einzelnen Zellgruppen wie oben dargestellt. Die Ergebnisse fur
die Verum- und Placebogruppe sind in Abbildung 22 wiedergegeben:

Anzahl der Gesamtleukozyten

~ 7

g' ‘—O—Placebo —e—Verum ‘

S 6.8 4

o /

—

X 6,6 'S

c ‘/

9 6,4 -

>

N

C 6,2+ /

o

Y 6 *

=

S 5,8 4

c

< 5,6 LJ LJ LJ LJ | ] LJ LJ LJ LJ | ] LJ LJ LJ LJ | }
0 100 200 300

Minuten nach Applikation

Abbildung 22: Anzahl der gesamten Leukozyten im Verlauf der Untersuchung zu
den verschiedenen Messzeitpunkten unter Placebo- und Verum-
Bedingungen. Angabe der Mittelwerte der Gesamtstichprobe in
absoluten Zahlen x10%/l.

Ein signifikanter Ausgangswertunterschied ergab sich wiederum nicht. Die Ergeb-
nisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse sind der folgenden Tab. 14 zu entnehmen:

Tabelle 14: Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung
mit den Faktoren ,Medikament" (d-Fen/Placebo) und ,Messzeitpunkt"
(60, 150, 210, 255 Minuten) und der abhangigen Variable

.Gesamtleukozyten®:

Effekt df F p
Medikamenteneffekt 1 0,398 n.s.
Verlaufseffekt 2,171 6,076 <0,05
Medikament X Verlauf 2,114 0,454 n.s.
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In dem betrachteten Zeitrahmen von 60 min — 255 min nach steigen die Leukozyten
in beiden Gruppen kontinuierlich an. Fur einen Haupteffekt, genauso wie fir die Inter-
aktion von ,Medikament X Verlauf” ergibt sich aber keine Signifikanz Nur der resultie-
rende Effekt Gber den Messzeitpunkt stellt sich als signifikant heraus.

Allerdings verlauft der Anstieg der Mittelwerte der letzten beiden Messpunkte in der
Verumgruppe steiler als der Anstieg unter Placebobedingungen.

Die durchschnittliche Zunahme der Leukozyten, bezogen auf die Baseline, betragt
am letzten Messzeitpunkt die in Tab. 15 angegebenen Werte:

Tabelle 15: Zunahme der Leukozyten ab Baseline

Mal3einheit Placebo Verum
in absoluter Zahl (/ul) 0,624 x 10°/pl 0,773 x 10/l
prozentual +10,78 % +12,80%

Wie zu sehen ist, unterscheiden sich die prozentualen Zuwachse vom Ausgangswert
zum letzten Messzeitpunkt hin kaum voneinander. Auffallend ist somit lediglich der in
der Schlussphase (vorletzter zu letzter Wert) unterschiedlich steile Anstieg in der
Leukozytenzahl.

4.4.2 Anderung der Granulozytenfraktion nach serotonerger Stimulation
durch dex-Fenfluramin

Der grof3te Anteil an der Masse der Leukozyten wird durch die Granulozyten mit ca.
60% gebildet. Von den drei gemessenen Untergruppen stellen die Neutrophilen a)
gegeniber den Eosiniophilen b) und Basophilen c) bei weitem den machtigsten An-
teil der Granulozyten dar. Sie werden nun in der Reihenfolge ihrer Haufigkeit a)-c)
dargestellt (s. Abb. 23a, 23b u. 23c)
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Abb. 23c:

Anzahl der basophilen Granulozyten
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Abbildung 23 a-c: Mittelwerte der gesamten Stichprobe der absoluten Anzahlen an
a) neutrophilen, b) eosinophilen und c) basophilen Zellen zu den
vier Messzeitpunkten (60 min, 150 min, 210 min, 255 min) nach
Applikation von dex-Fenfluramin bzw. Placebo. (Beachte: Unter-
schiedliche Einheiten der Zehnerpotenzen der Zellzahlen auf den

Ordinaten!)

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zur Uberpriifung auf Signifikanz der oben gezeig-
ten Ergebnisse zeigt die Tabelle 16:

Tabelle 16: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung und den Faktoren
.Medikament“ (Placebo/d-Fen) und ,Verlauf‘ der absoluten Zellzahlen
der a) neutrophilen, b) eosinophilen und c) basophilen Granulozyten

Granulozyten Effekt df F p

Medikamenteneffekt 1,000 0,274 n.s.

a) Neutrophile Verlaufseffekt 1,923 9,872 <0,001
Medikament X Verlauf 1,968 0,479 n.s.
Medikamenteneffekt 1,000 5,783 <0,05

b) Eosinophile Verlaufseffekt 2,109 2,716 <0,1
Medikament X Verlauf 2,822 2,070 <0,1
Medikamenteneffekt 1,000 1,169 n.s.

c) Basophile Verlaufseffekt 2,750 2,810 <0,05
Medikament X Verlauf 2,609 1,269 n.s.
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Bei den Neutrophilen zeigen sich zu Beginn sowohl unter Placebo als auch unter der
Verum-Bedingung ein starker Anstieg der Zellzahlen. Unter dex-Fenfluramin setzt
sich dann dieser Anstieg fort, wahrend unter der Placebobedingung ein leichtes Ab-
sinken der Neutrophilen im Blut zu beobachten ist.

Die Uberprufung der Signifikanzniveaus der Neutrophilen ergibt lediglich fur den
Verlauf einen signifikanten Wert. Der Einfluss von dex-Fenfluramin reicht jedoch
nicht aus, um einen statistisch signifikanten Unterschied zu erzielen. Ebenfalls wird
die Interaktion von ,Medikament X Verlauf* nicht signifikant.

Ahnliches gilt fur die Basophilenzahlen. Sie steigen unter beiden Bedingungen an,
unter Verum zum Ende hin dann starker als unter Placebo. Aber weder fiur
.Medikament* noch fur die Interaktion mit ,Verlauf* ergeben sich statistisch
signifikante Unterschiede.

Anders verhdlt es sich bei den Eosinophilen, fur die sich ein signifikanter Medika-
menteneffekt ergibt. Fir den Verlaufseffekt und die Interaktion ,Medikament X
Verlauf* zeichnen sich noch Tendenzen bei einem Signifikanzniveau von p<0,1 ab.
Das bedeutet einen unter dem Einfluss von dex-Fenfluramin signifikant gréRere
Anzahl an Eosinophilen in der Zirkulation als unter Placebo. Auf3erdem zeigt sich
eine tendenziell unterschiedliche Veranderung der Eosinophilen fur die Verum- und
Placebobedingung. Der ,Verumzellanstieg” ist dabei deutlich starker ausgepragt
(>20% zur Baseline) als der vorhandene Anstieg unter Placebo (ca.10%).

Auch hier zeigen sich die markanten Unterschiede hinsichtlich der Medikation erst
gegen Ende der Untersuchung, wie dies ebenfalls in der Gruppe der Basophilen ab
210 min bzw. der Neutrophilen ab 155 min sichtbar wurde. Die prozentuale Verande-
rung der letzten drei Messwerte gegenuber dem Baselinewert in der Verum- und
Placebogruppe zeigen die folgenden Abbildung 24a, 24b u. 24c:

Abb. 24a: Abb. 24b:
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Abb. 24c:
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Abbildungen 24a-c: Prozentuale Verdnderungen der neutrophilen, basophilen und
eosinophilen Granulozyten zum jeweiligen Baselinewert, bestimmt
aus den Mittelwerte der Gesamtstichprobe.

Ein interessanter Aspekt ist bei den Zellzahlen der Basophilen zu beobachten. Unter
Verumbedingungen kommt es zwar zu einem ca. 30-prozentigem Anstieg, jedoch
wird unter Placebobedingungen eine Zunahme der Zellzahlen um fast 50 % erreicht.
Die Basophilen zeigen somit gegenuber den anderen Granulozyten eine gegenlau-
fige Tendenz, dass eine serotonerge Stimulation den zirkadianen Anstieg bremst.

4.4.3 Anderung der absoluten Anzahl der Monozyten unter einer
serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin

Eine verstarke Zunahme der Zahl der zirkulierenden Monozyten im Blut konnte unter
einer zentralen serotonergen Stimulation gezeigt werden.

Folgende Anderungen in der Monozytenpopulation wurden nach Einnahme von dex-
Fenfluramin erzielt (s.Abb. 25):
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Abbildung 25: Anzahl der Monozyten zu den vier Messzeitpunkten unter den Bedin-

gungen Placebo und d-Fen. Angegeben sind die Mittelwerte der Ge-
samtstichprobe.

Tabelle 17: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung fur die Anzahl der
Monozyten im Blut mit den beiden Faktoren ,Medikament* und

LVerlauf”.

Effekt df F p
Medikamenteneffekt 1,000 5,780 <0,05
Verlaufseffekt 2,307 6,525 <0,001
Medikament X Verlauf 2,637 1,896 <0,1

Sowohl unter der dex-Fenfluraminbedingung als auch unter der Placebobedingung
erkennt man Zunahmen der Zellzahlen zu Beginn des beobachteten Zeitfensters.
Jedoch tritt dann zum Ende hin ein deutlicher Unterschied auf, der sich in einem
extremen Anstieg unter Verum und gleichzeitig einem Absinken unter Placebo ver-
deutlicht. Es resultiert schlie3lich gegentber Baseline ein ca. 12-prozentiger Anstieg
unter d-Fen gegenuber einem ca. 6-prozentigem Anstieg in der zirkadianen Rhyth-
mik.

So errechnet sich ein signifikanter Haupteffekt fur dex-Fenfluramin bei einem eben-
falls signifikanten Verlaufseffekt. Fur die Interaktion der beiden Effekte, ergibt sich

noch ein schwach signifikant unterschiedlicher Verlauf, wie er aus Abb. 25 sichtbar
wird.



Darstellung der Ergebnisse 109

Wie schon bei den Granulozyten beobachtet, heben sich auch hier die Unterschiede
zwischen Verum und Placebo erst zum Ende der Untersuchung hin deutlich ab. Vom
Messzeitpunkt 255 min an kommt es zu einem deutlich divergenten Verlauf der bei-
den Kurven.

4.4.4 Anderung der absoluten Anzahl der Lymphozyten unter
serotonerger Stimulation mit dex-Fenfluramin

4441 Anderung der Gesamt-, B- und T-Lymphozyten

Nach den Granulozyten und Monozyten sollen nun die unterschiedlichen Lympho-
zyten in ihrem Verhalten auf eine Stimulation durch den 5-HT-Reuptakeinhibitor und
—Releaser dex-Fenfluramin genauer untersucht werden.

Fur die gesamte Gruppe der Lymphozyten konnten die folgenden Zellzahlverande-
rungen festgestellt werden (Abb. 26a-c):

Abb. 26a:
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Abb. 26b: Abb. 26¢:
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Abbildungen 26a-c: Veradnderungen unter der Wirkung von dex-Fenfluramin vs.
Placebo zu den verschiedenen Messzeitpunkten fir a) die gesamte
Population der Lymphozyten und b) ihre Subpopulation von B-
Lymphozyten und c) T-Lymphozyten. (Beachte: Unterschiedliche
Skalierung der Ordinate.)

Tabelle 18: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung und den beiden
Faktoren ,Medikament* (d-Fen/Placebo) und ,Verlauf‘ (Messzeitpunkte
60, 155, 210, 255 min) fur die gesamten Lymphozyten, die B-Zellen
(CD19%) und die T-Zellen (CD3%).

Zellgruppe Effekt df F p
Lymphozyten Medikamenteneffekt 1,000 0,001 n.s.
gesamt Verlaufseffekt 0,461 2,995 <0,05

Medikament X Verlauf 2,514 0,885 n.s.
Medikamenteneffekt 1,000 0,478 n.s.
T-Lymphozyten |Verlaufseffekt 2,344 5,987 <0,05
Medikament X Verlauf 2,522 0,993 n.s.
Medikamenteneffekt 1,000 0,821 n.s.
B-Lymphozyten |Verlaufseffekt 2,366 1,509 n.s.
Medikament X Verlauf 2,536 0,480 n.s.
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Wie bereits in der Grafik (Abb. 26) deutlich erkennbar ist, lasst sich hier kein Effekt
des Pharmakons dex-Fenfluramin auf die Anzahl der Zellen feststellen. Es resultiert
bei allen Lymphozyten sowohl ein Anstieg unter der Bedingung Placebo als auch
unter Verum. Dies schlagt sich auch in einer Insignifikanz hinsichtlich des Unter-
schiedes des Medikamenteneffekts in der Berechnung nieder, wie der Tabelle 18 zu

entnehmen ist.

Auch hier sollen die prozentualen Veranderungen gegeniber der Baselinemarke
noch einmal graphisch dargestellt werden (Abb.27a-c):

Abb. 27a:
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Abbildungen 27a-c: Die prozentualen Zunahmen der Lymphozyten (gesamt, B- und

T-Zellen jeweils

getrennt) gegenidber dem Baselinewert ,60 min“ in

vergleichender Darstellung bzgl. Verum- und Placeboapplikation.
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Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, erreichen die max. Zunahmen unter beiden
Bedingungen fir die Lymphozyten Werte im Bereich von ca. 20-25 %. Es sind im
Mittel geringfligig grol3ere Zunahmen unter der Verumapplikation zu beobachten als
in der Placebogruppe. Ansonsten verhalten sich die Anstiege der Lymphozytenzah-
len im zirkulierenden Blut konform der zirkadianen Rhythmik.

4.4.4.2 Anderung der CD4+- und CD8+-Lymphozyten

Die Gruppe der CD3"-T-Zellen soll nun etwas genauer untersucht werden, indem sie
in ihre Subpopulationen, die T-Helferzellen (CD4") und die zytotoxischen/-Suppres-
sor-Zellen (CD8") aufgeteilt wird. Da diese Zellen Unterschiede in ihren Aufgaben im
Organismus, in ihren Oberflachenmarkern und —rezeptoren aufweisen, wird im Fol-
genden ihr Migrationsverhalten auf die zentrale serotonerge Stimulation mittels dex-
Fenfluramin genauer betrachtet. Abbildung 28 zeigt die Anderungen der Anzahl an
peripheren Zellen im Blut unter beiden Bedingungen:

Anzahl der CD4-Lymphozyten Anzahl der CD8-Lymphozyten
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Abbildung 28: Anstieg der CD4*- und CD8"-Zellen nach d-Fen bzw. Placebo im
zeitlichen Verlauf als Mittelwerte der Gesamtstichprobe.
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Tabelle 19: Zweifaktorielle Kovarianzanalyse mit Messwiederholung und den beiden
Faktoren ,Medikament* und ,Verlauf* der beiden T-Lymphozyten-
Subpopulationen von CD4*- und CD8"-Zellen.

T-Lymphozyten Effekt df F p
Medikamenteneffekt 1,000 0,490 n.s.
CD4"-Zellen Verlaufseffekt 2,484 6,074 <0,05
Medikament X Verlauf 2,595 0,388 n.s.
Medikamenteneffekt 1,000 0,014 n.s.
CD8"-Zellen Verlaufseffekt 2,321 1,212 n.s.
Medikament X Verlauf 2,535 0,891 n.s.

Abbildung 28 und Tabelle 19 zeigen deutlich, dass sich kein signifikanter Medika-
menteneffekt einstellt, wie es schon bei den B-und T-Zellen und der gesamten
Lymphozytenpopulation zu sehen war. Somit zeigt auch hier dex-Fenfluramin keinen
Einfluss auf die Anzahl der im peripheren Blut vorhanden CD4"- und CD8"-Zellen im
beobachteten Zeitfenster.

Betrachtet man die prozentualen Zunahmen vom Baselinewert (Abb.29), erreichen
die CD4"-Zellen Zunahmen um die 15%, die CD8"-Zellen mit Werten um 25% etwas
mehr.

CD4-Lymphozyten: Prozentuale CD8-Lymphozyten: Prozentuale
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Abbildung 29: Die prozentualen Zunahmen der CD4" und CD8"-Zellen gegeniiber
dem Baselinewert ,60 min“ in vergleichender Darstellung bzgl.
Verum- und Placeboapplikation.
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4.5 Anderung der prozentualen Zusammensetzung der Leuko-
zvten nach serotonerger Stimulation durch dex-Fenfluramin

Da die Veranderung der absoluten Zahlen der einzelnen Leukozytensubpopulationen
auch immer abhangig ist von der Zahl der im betrachteten Messzeitpunkt absoluten
Zahl an Leukozyten, ist es sinnvoll, den prozentualen Anteil der einzelnen Zelltypen
zu betrachten. Denn unter einer gleichbleibenden Anzahl von Zellen, kann es zu
Verschiebungen zwischen den jeweiligen Subpopulationen kommen.

Wie in der Literatur und im klinischen Gebrauch Ublich, sollen folgende prozentuale
Verhéltnisse beleuchtet werden:

Die neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten (Abb. 30a-c), die
Monozyten (Abb. 31) und die Lymphozyten (Abb. 32) sollen sich dabei auf die
gesamte Zahl aller weil3en Blutkérperchen beziehen. Die Untergruppen der
Lymphozyten, also B- und T-Lymphozyten (Abb. 33) auf die gesamten Lymphozyten.
Die prozentualen Anteile der CD4"- bzw. CD8"-Zellen (Abb. 34) beziehen sich auf die
Zahl der T-Lymphozyten.

4.5.1 Anderung des prozentualen Anteils der neutrophilen, eosinophilen
und basophilen Granulozyten an der Zahl der gesamten

Leukozyten

Abb 30a:
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Abbildungen 30a-c: Prozentuale Anteile der Neutrophilen (a), Eosinophilen (b) und
Basophilen (c) jeweils bezogen auf die Gesamtleukozytenzahl zum
korrespondierenden Messzeitpunkt. Angaben in %. (Beachte:
unterschiedlich skalierte Ordinaten).

Die statistische Berechnung auf signifikante Unterschiede in der Entwicklung der
prozentualen Anteile der Granulozyten nach dex-Fenfluramin bzw. nach Placebo
wird in der nachfolgenden Tabelle 20 dargestellt:

Tabelle 20: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung und den beiden
Faktoren ,Medikament* und Verlauf® flir die prozentuale
Zusammensetzung der Subpopulationen der Granulozyten

Granulozyten Effekt df F p

Medikamenteneffekt 1,000 0,015 n.s.

a) Neutrophile | Verlaufseffekt 2,192 3,891 <0,05
Medikament X Verlauf 2,145 0,080 n.s.
Medikamenteneffekt 0,127 0,217 n.s.

b) Eosinophile Verlaufseffekt 2,299 2,620 <0,1
Medikament X Verlauf 3,000 2,130 <0,1
Medikamenteneffekt 1,000 0,632 n.s.

c) Basophile Verlaufseffekt 1,752 1,480 n.s.
Medikament X Verlauf 1,984 0,831 n.s.
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Trotz eines Anstiegs der gesamten Neutrophilen als absoluter Wert, (s. Abb. 23a)
nimmt der Anteil der Neutrophilen bezogen auf die gesamte Leukozytenpopulation
ab. Diese Abnahme erfolgt sowohl unter der Bedingung Placebo als auch unter der
Verumbedingung.

Im Gegensatz dazu steigen die prozentualen Anteile der Eosinophilen und Baso-
philen an, ihr Anteil wird also in der Gesamtenpopulation groR3er.

Hinsichtlich eines Unterschiedes in der Medikationsauswirkung lassen sich lediglich
in der Gruppe der eosinophilen Granulozyten Tendenzen feststellen hin zu einer
starkeren prozentualen Zunahme in der Verumgruppe. Dieser Effekt konnte bereits
unter den absoluten Zahlen (s. Tab. 16) festgestellt werden. Alle anderen Granulo-
zyten zeigen keine Tendenzen oder Signifikanzen beziglich eines Medikamenten-
effekts.

4.5.2 Anderung des prozentualen Anteils der Monozyten an der Zahl der
gesamten Leukozyten

Nach dem signifikanten Anstieg der absoluten Anzahl der Monozyten unter Verum-
bedingungen (s. Tab. 17) soll nun Gberpriuft werden, ob sich diese Zunahme auch in
einem gesteigerten prozentualen Anteil der Monozyten bezogen auf die gesamten
Leukozyten niederschlagt. Siehe dazu die folgende Abbildung 31 und Tabelle 21:
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Abbildung 31: Darstellung des prozentualen Anteils der Monozyten in Beziehung
zur gesamten Zahl der Leukozyten unter den Bedingungen Verum
(dex-Fenfluramin) und Placebo. Angaben in %.
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Die statistischen Ergebnisse hinsichtlich eines signifikanten Unterschiedes in den
Gruppen sind der Tab. 21 zu entnehmen.

Tabelle 21: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung fur die Faktoren
.Medikament“ (d-Fen/Placebo) und ,Verlauf* fur die prozentualen
Anteile der Monozyten

Effekt df F p
Medikamenteneffekt 1,000 4,812 <0,05
Verlaufseffekt 2,446 7,702 <0,001
Medikament X Verlauf 2,560 1,830 <0,1

Trotz eines Anstiegs der absoluten Zahlen der Monozyten reicht dies nicht aus, um
auch innerhalb der Gesamtleukozyten einen hoheren prozentualen Anteil zu errei-
chen. Der prozentuale Anteil nimmt im Verlauf der Untersuchung ab.

Jedoch ist die Abnahme unter Placebobedingungen signifikant starker als unter dex-
Fenfluramin. Auch in der Interaktion von Medikament und Verlauf kann noch eine
Tendenz ermittelt werden, also eines unterschiedlichen Verlaufesvon dex-
Fenfluramin und Placebo, wie er in Abb. 31 deutlich wird.

4.5.3 Anderung des prozentualen Anteils der Lymphozyten an der Zahl
der gesamten Leukozyten

Unter Betrachtung der absoluten Zahlen konnte eine Zunahme der Zellen unter bei-
den Bedingungen beobachtet werden. Es bestand jedoch kein statistisch signifikan-
ter Unterschied hinsichtlich der Gruppenzugehdarigkeit.

Die folgende Abbildung 32 zeigt nun die Auswirkungen auf den prozentualen Anteil
an der Gesamtleukozytenpopulation.
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Prozentualer Anteil der gesamten Lymphozyten an den Leukozyten
zu den jeweiligen korrespondierenden Messzeitpunkten unter d-Fen-
und Placebobedingung im Vergleich. Angegeben sind die Mittelwerte
der Gesamtstichprobe.

Die Auswertung mit der zweifaktoriellen Kovarianzanalyse mit Messwiederholung
liefert die in Tab. 22 gezeigten Ergebnisse.

Tabelle 22: Zweifaktorielle Kovarianzanalyse (Ausgangswert als Kovariable) mit
Messwiederholung fur die Faktoren ,Medikament* (d-Fen/Placebo) und
.verlauf“ der gesamten Stichprobe fur den prozentualen Anteil der

Lymphozyten
Effekt df F p
Medikamenteneffekt 1,000 2,065 <0,1
Verlaufseffekt 2,726 7,903 <0,001
Medikament X Verlauf 2,472 1,981 <0,1

Abbildung und

Tabelle zeigen, dass es trotz der gestiegenen Gesamtleukozyten-

zahlen, bei der prozentualen Betrachtung zu einem Anstieg der Lymphozyten inner-
halb der Leukozyten auf prozentualer Ebene zuungunsten anderer Zellen kommt.
Dabei zeigt sich ein etwas starkerer Anstieg unter der Verumbedingung als unter der
Placeboapplikation, was sich in einem schwach signifikanten Niveauunterschied
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niederschlagt. Dies ist sowohl fur den Medikamenteneffekt, also der Wirkung von
dex-Fenfluramin, als auch fur die Verlaufsunterschiede der Fall.

4.5.3.1 Anderung des prozentualen Anteils der T- und B-Lymphozyten an der
Zahl der gesamten Lymphozyten

Als Nachstes soll untersucht werden, welche Subpopulation bei dem leichten Anstieg
des Lymphozytenanteils mehr beteiligt ist. Dazu werden die T-und B-Zellen separat
betrachtet, was in der folgenden Abbildung 33 zu sehen ist.
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Abbildung 33: Prozentuale Veranderung der B- und T-Zellen bezogen auf die ge-
samte Zahl der Lymphozyten. Darstellung der gemittelten Werte tber
die gesamte Stichprobe.

Wie man hier erkennt, verhalten sich die B-und T-Zellanteile innerhalb der Lympho-
zyten unterschiedlich. Wahrend die Mittelwerte der prozentualen Anteile der T-Zellen
einem Abwartstrend folgen, weisen die B-Zellen einen konstanten bis leicht zuneh-
menden prozentualen Anteil fur die Mittelwerte auf.

Die statistische Berechnung auf Signifikanz bezuglich eines Verum- Placebo-Unter-
schieds mit Hilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse fuhrt zu den folgenden Werten
(Tab. 23):
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Tabelle 23: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung fur die Faktoren
.Medikament“ (d-Fen/Placebo) und ,Verlauf der gesamten Stichprobe
der B-und T-Zellen

Lymphozyten Effekt df F p
Medikamenteneffekt 1,000 0,001 n.s.

T-Lymphozyten |Verlaufseffekt 2,739 0,169 n.s.
Medikament X Verlauf 2,638 0,810 n.s.
Medikamenteneffekt 1,000 0,156 n.s.

B-Lymphozyten | Verlaufseffekt 2,636 2,165 <0,1
Medikament X Verlauf 2,690 1,348 n.s.

Die Signifikanzberechnung bezilglich eines Medikamentenunterschiedes zeigt keinen
substantiellen Gruppenunterschied, weder fur die T- noch fur die B-Lymphozyten,
wie aus der Tabelle hervorgeht. D.h., dass eine serotonerge Stimulation mittels dex-

Fenfluramin nicht mit einer Veranderung dieser Zellanteile einhergeht.

453.2 Anderung des prozentualen Anteils der CD4*- und CD8"-Zellen zur

Zahl der gesamten T-Lymphozyten

Auch der leicht reduzierte Anteil der T-Lymphozyten innerhalb der Lymphozyten lasst
sich noch weiter auftrennen durch Betrachtung der CD4*- und CD8"-Subpopula-
tionen. Ihr prozentualer Anteil stellt sich wie folgt als Anteil der T-Zellpopulation dar

(Abbildung 34).
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Abbildung 34: Veranderungen der prozentualen Anteile (iber die Zeit der CD4"- und
CD8"-Zellen auf die Zahl der T-Lymphozyten zum jeweils korrespon-
dierenden Messzeitpunkt (Beachte: Unterschiedlich skalierte Ordina-
ten).

Wie es sich aus der Logik der Berechnung ergibt, verlaufen die prozentualen Anteile
der CD4"- und CD8"-Zellen in gegensatzlicher Richtung. Bei einem Abfall der CD4-
Zellen von ca. 48% auf 45% der T-Zellen kommt es gleichermal3en spiegelbildlich zu
einem Ansteigen der Prozentwerte der CD8"-Zellen als Ausgleich.

Die statistischen Berechnungen mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse ergeben
weder fir ,Medikament” noch fur ,Verlauf‘ oder die Interaktion der beiden Faktoren
signifikante Effekte zwischen dex-Fenfluramin und Placebo (Tab. 24).
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Tabelle 24: Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung fur die Faktoren
.Medikament” (d-Fen/Placebo) und ,Verlauf* der gesamten Stichprobe
fur die Prozentanteile der CD4"- und CD8"-Zellen

T-Lymphozyten- Effekt df F D
Subpopulation
Medikamenteneffekt 1,000 0,705 n.s.
CD4"-Zellen Verlaufseffekt 2,403 1,398 n.s.
Medikament X Verlauf 2,272 0,505 n.s.
Medikamenteneffekt 1,000 0,019 n.s.
CD8"-Zellen Verlaufseffekt 2,725 0,796 n.s.
Medikament X Verlauf 2,841 1,535 n.s.

Die Werte verlaufen unter den beiden Bedingungen ,dex-Fenfluramin® und ,Placebo”
anndhernd parallel (s. Abb. 34) und haben dabei &hnliche Baseline- und Endwerte.
D.h., dass die Gabe von 15 mg dex-Fenfluramin und damit einhergehende Verande-
rungen im endokrinen und zentralnervésen Bereich keinen Einfluss auf die prozen-
tuale Zusammensetzung der T-Lymphozytensubpopulation hat. Vielmehr dominiert
hier der zirkadiane Rhythmus tber eventuelle Medikamenteneffekte.

4.6 Der Zusammenhang der Veranderungsmafe von PRL mit den
Verdnderungsmalien der Leukozyten

Um zu prifen, ob die zellularen Verschiebungen durch Cortisol oder Prolaktin ver-
mittelt sein kdnnten, liegt es zunéchst nahe, der Frage nachzugehen, ob zwischen
dem gemessenen Anstieg der PRL-Werte und den Zellveranderunen im Blut eine
Verbindung bzw. Abhangigkeit besteht. Da bei Cortisol keine signifikanten Verande-
rungen auftraten, ist es unwahrscheinlich, dass die Zellzahlverdanderungen uber
diesen Mechanismus mediiert wurden. Daher beschrankt sich die Zusammenhangs-
analyse auf das Prolaktin.

Um zu Uberprifen, ob die VeranderungsmalRe der PRL-Serumspiegel mit den Ver-
anderungsmalfen der Zellpopulationen im betrachteten Zeitraum korrelieren, wurde
die Korrelation nach Pearson herangezogen.
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Als ,Veranderungsmall* wurde der Mittelwert aus den Messzeitpunkten B2-B4 (s.
dazu auch Abb. 16) unter Verumbedingungen gebildet und der zugehdrige
Baselinwerte davon subtrahiert. Dasselbe erfolgte fur die Placebobedingungen.

Als Formel ausgedrickt ergibt sich der folgende Term fir die Berechnung des Ver-

anderungsmalies:
P2+ P3+ P4
—Vl) und AP :( —PZI)
3

Medikamenteneffekt = AV — AP

AV =

(vz + V3 + V4
3

Es bedeuten:
* AV, AP = zu berechnender Term flr das Verdnderungsmal unter Verum bzw.
Placebo
* V2, V3, V4 =Werte unter Verumbedingungen zu den Messzeitpunkten 2, 3 und 4
(entsprechend 150, 210, 255 min)
* P2, P3, P4 = Werte unter Placebobedingungen zu den Messzeitpunkt 2, 3, 4
(entsprechend 150, 210, 255 min)

4.6.1 Der Zusammenhang der Veranderung von PRL und der absoluten
Anzahl der Leukozytenpopulationen

Wird dieses 0.g. Veranderungsmal fir die Werte von PRL und fir die Werte der ab-
soluten Zellzahlen herangezogen, so erhalt man das in Tab. 25 gezeigte Ergebnis:

Tabelle 25: Korrelation r nach Pearson zwischen den Verdanderungsmal3en des
PRL-Serumspiegels und den Veranderungsmal3en der absoluten
Anzahlen der einzelnen Zellpopulationen.

Anderung absolute Zellzahlen
Leukozyten Neutrophile Eosinophile Basophile Monozyten
-0,02 -0,13 +0,17 -0,06 +0,16
Anderung absolute Zellzahlen
Lymphozyten B-Zellen T-Zellen CD4" CD8"
+0,28% +0,38* +0,21 +0,32* +0,18
(*) p<0,1 *  p<0,05
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Die Tabelle zeigt, dass die Veranderungsmal3e von PRL in den wenigsten Fallen mit
denen der Zellen signifikant korrelieren. D.h., dass die Veranderungen des PRL-
Spiegels nur z. T. die Veradnderung der absoluten Zellzahlen beeinflussen. Am
ehesten gilt dies fir CD4"- und B-Zellen (s.u.).

Dies zeigt, dass besonders die signifikant durch das Praparat angestiegenen Zahlen
der eosinophilen Granulozyten und der Monozyten trotz eines gleichsinnigen Medi-
kamenteneffekts auf Prolaktin nicht in dem vermuteten Zusammenhang mit der PRL-
Serumspiegelerh6hung steht.

Ausnahmen hiervon bilden die Korrelation des PRL-Veranderungsmal3es mit denen
der B-Lymphozyten und denen der CD4"-Zellen. Dabei ergeben sich jeweils positive
Korrelationswerte, die auf dem statistischen Niveau von p < 0,05 (zweiseitig) als
signifikant angesehen werden kdnnen.

Ein positiver Trend ist in der Pearsonkorrelation zwischen Veranderungsmalfen des
PRL und der gesamten Lymphozytenpopulation zu erkennen, es ist also ein schwa-
cher moglicher Zusammenhang zu erkennen.

Obwohl kein signifikanter Medikamentenefekt fiir B- und CD4"-Zellen in den Varianz-
analysen nachgewiesen werden konnte, erreichen die Korrelationen der Verédnde-
rungsmasse der PRL-Werte mit den absoluten CD4+-Zellen und B-Zellen Signifi-
kanz. Es sollen deshalb die Punktewolken dieser Korrelationen dargestellt werden.
Fur die Korrelation der Veranderung der PRL-Werte mit den Veranderungen der ab-
soluten Anzahl der B-Zellen kann folgende Graphik aufgezeigt werden (s. dazu
Abbildung 35 auf der folgenden Seite):

Wie deutlich zu sehen ist, kommt der Korrelationskoeffizient von +0,38 fast Uberwie-
gend durch drei Teilnehmer mit einer deutlchen PRL- und Zellveranderung zustande.

Fur die absoluten Zahlen der CD4+-Zellen ergibt die folgende Abbildung 36 ein
Scatterdiagramm mit ahnlicher Dimension (s. auch dazu Abb.36 auf der folgenden
Seite):
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Abbildung 35: Scattergramm der placebo-korrigierten Veranderung der Zahl der
absoluten B-Zellen und der PRL-Veranderung unter dex-Fenfluramin.
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Abbildung 36: Scattergramm der placebo-korrigierten Veranderung der Zahl der
absoluten CD4"-Zellen und der PRL-Veranderung unter dex-
Fenfluramin.
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Auch hier kann man gut erkennen, dass die positive Korrelation mit dem Wert +0,32
fast ausschlief3lich auf einen Probanden mit einem hohen Ansprechen der CD4- und
PRL-Werte zurtickzufuhren ist.

4.6.2 Der Zusammenhang der Veranderung von PRL mit den Ver-
anderungsmalle des prozentualen Anteils der Leukozyten-
populationen

Zur Klarung der Frage, ob eine prozentuale Verschiebung der Zellen innerhalb der
Leukozyten in Zusammenhang steht mit dem Anstieg in der PRL-Konzentration
durch die serotonerge Stimulation, wird auch hier die Korrelation der Veranderungs-
mal3e Uberpruft.

Fur die Berechnung der Korrelation nach Pearsonder Veranderungsmafle der
prozentualen Anteile der Leukozytengruppen mit den Veranderungsmal3en des PRL-
Spiegels im Serum werden folgende Werte erreicht (Tab. 26):

Tabelle 26: Korrelation r nach Pearson der placebokorrigierten Verdnderungsmalde
des PRL-Serumspiegels mit den entsprechenden Verdnderungsmalien
der prozentualen Anteile der einzelnen Zellpopulationen

Anderung prozentualer Anteile
Neutrophile Eosinophile Basophile Monozyten Lymphozyten
-0,02 +0,06 -0,01 +0,08 +0,09
Anderung prozentualer Anteile
B-Zellen T-Zellen CD4" CD8"
+0,32* -0,25%) +0,17 -0,18
(*) p<0.1

* p<0,05
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Wie schon bei den absoluten Zellzahlen, sieht man auch hier nur sehr wenige signifi-
kante Korrelationen zwischen den beiden Veranderungsmalen, was wiederum auf
deren Unabhangigkeit hinweist.

Lediglich bei den B-Lymphozyten kann eine signifikante Korrelation zwischen dem
prozentualen Veranderungsausmald der Zellen unter Placebo bzw. d-Fen und dem
Veranderungsmald von PRL festgestellt werden. Beide Variablen sind somit rechne-
risch voneinander abhangig.

Die T-Zellen zeigen eine schwach negative Korrelation mit PRL.

Ausgehend von den Zellen, deren Anzahl sich unter der serotonergen Stimulation
signifikant verandert hat, (absolute Zahl der Eosinophilen und Monozyten und pro-
zentuale Werte der Monozyten, Lymphozyten und Eosinophilen), konnte bei keiner
Zellpopulation eine signifikante Korrelation mit den Veranderungen der PRL-Werte
gezeigt werden. Es handelt sich somit um voneinander unabhangige Veranderungen.

Der vermutete direkte Zusammenhang ist aufgrund der berechneten Pearson-Korre-
lation somit nicht gegeben. Die Zellzahlveranderung lasst sich damit nicht mit dem
PRL-Anstieg begriinden, es wurde damit gezeigt, dass in diesem Fall PRL nicht der
auslosende Parameter der serotonerg induzierten Immunmodulation ist.

Die Korrelationen, die sich in der angegebenen Berechnung als signifikant heraus-
stellten, insbesondere die zwischen prozentualer Zahl der B-Zellen und dem PRL-
Wert sind, wie bereits im vorangegangenen Kapitel, auf einige ,Ausreisser”
zurUckzufihren. Siehe dazu auch die folgende Abbildung 37 auf der folgenden Seite:
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Abbildung 37: Scattergramm der placebo-korrigierten Veranderung der relativen

Anzahl von B-Zellen und der PRL-Veranderung unter dex-Fenflur-
amin.

Vernachlassigt man die einzelnen extrem hohen PRL-Werte, so wird die Korrelation
wie leicht zu sehen ist, insignifikant.



Diskussion 129

5. Diskussion

5.1 Diskussion des dex-Fenfluramin induzierten PRL-Anstiegs

5.1.1 Diskussion der mittels RIA gemessenen PRL-Werte

Zuerst einmal sollen die gemessenen PRL-Serumkonzentrationen ohne Stimulation
kurz diskutiert werden, bevor der durch dex-Fenfluramin induzierte PRL-Anstieg be-
sprochen wird.

Wie bereits im Kapitel 2.2.1 gezeigt, finden sich unterschiedliche Mittelwerte und
Standardabweichungen sowie Referenzwerte fir die PRL-Konzentration i.S. bei er-
wachsenen Mannern in der Literatur. Bildet man in der von uns untersuchten Gruppe
von 40 jungen erwachsenen Mannern einen Mittelwert der PRL-Konzentrationen der
funf Messzeitpunkte, die unter Placebobedingungen fallen, so erhalt man das fol-
gende Ergebnis, das in Tab. 27 mit denen aus der Literatur verglichen wird:

Tabelle 27: Vergleich der Werte der PRL-Konzentrationen i.S. erwachsener Manner
mit eigenen, unter Placebo bestimmten Werten. (k.A.= keine Angaben)

Mittelwert £ Stdabw. bzw. E
Referenz Referenzbereich fir PRL i.S.

_ methode

in [ng/ml]
Kleinberger et al.(1977) 4,70 £ 2,82 K.A.
Sitzmann (1986) 5+3 bzw. 52+0,5 K.A.
Bruhn (1999) <16,0 LIA?)
Ammer et al. (1995) 0,68 — 10,68 RIAY
Eigene Werte 8,52+2,78 RIA

!y Radio-Immuno-Assay
%) Lumineszenz-lmmuno-Assay

Vergleicht man diese Zahlen, so fallt auf, dass unsere gemessenen Werte zwar in
den von Bruhn (1999) angegebenen Referenzbereich fallen und im oberen Bereich
des von Ammer et al. (1995) angegebenen Referenzbereich fir Normalwerte liegen.
Sie liegen aber deutlich Uber den beiden anderen angegebenen Mittelwerten. Dieser
Abweichung kdénnen mehrere Ursachen zu Grunde liegen. Zum einen die teilweise
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unterschiedlichen Bestimmungsmethoden und Messverfahren, zum anderen in der
tageszeitlichen Schwankungsbreite fir PRL wie in Kap. 2.2.2.3 beschrieben.
Demnach ist der Zeitpunkt der Blutentnahme ein wichtiger Faktor. Unsere Werte
(gemessen als Durchschnittswerte in der Zeit von 14:00 — 18:30 Uhr) liegen danach
in einem hoheren Bereich, als dem zirkadianen PRL-Spiegel zu dieser Zeit entspre-
chen wirde.

Die biologische Variabilitat gilt nicht nur fur die PRL-Werte, auch die immunolo-
gischen Parameter sind den zirkadianen und zirkaseptanen Rhythmen unterworfen.
Gemald den Forderungen von Knapp (1992), der der Beriicksichtigung dieser
Schwankungen bei Planung und Interpretation von Studien absolute Prioritat bei-
misst, haben wir unser Versuchsdesign streng danach ausgerichtet (s. Kap. 3.4).
Schlie3lich mag der von uns ermittelte leicht erhéhte PRL-Spiegel auch am ausge-
wahlten ,jungen” Kollektiv liegen, da keiner der Probanden alter als 34 Jahre war und
das durchschnittliche Alter bei 26,4 Jahren lag. Dies wirde im Einklang mit den Be-
funden stehen, dass Kinder hohere Werten aufzeigen welche zur Pubertat hin abfal-
len. Diese Reduktion setzt sich somit auch noch nach der Pubertat fort und fuhrt zu
sinkenden Spiegeln mit dem Alter.

Letztendlich muss davon ausgegangen werden, dass die PRL-Werte bei Mannern
einer grol3en inter- und individuellen Schwankungsbreite unterworfen sind und die
Grenze zu pathologischen Werten deshalb eher hoch angesetzt werden sollte.

5.1.2 Diskussion der serotonerg-induzierten Mechanismen der PRL -
Freisetzung

Bereits im theoretischen Teil der Arbeit wurde auf die Rolle von Prolaktin innerhalb
des Immunsystems und seine ,Releasing-Faktoren* eingegangen. Einer dieser
Faktoren, die eine Freisetzung von PRL bewirken kdénnen, ist der Neurotransmitter
Serotonin. Inwiefern dafir ein direkter Mechanismus oder ein indirekter Mechanis-
mus, z. B. via Dopamin, verantwortlich ist, wird in einem folgenden Kapitel noch
diskutiert werden.

Zunachsteinmal galt es, die Auswirkung einer eher geringen, einmaligen Dosierung
von nur 15 mg dex-Fenfluramin (Isomeride®) an jungen, gesunden Probanden auf-
zuzeigen bzw. zu bestatigen, dass auch darunter eine signifikante PRL-Erhéhung
maoglich ist. Soweit aus der Literaturrecherche erkennbar wurde, ist diese geringe
Dosierung bisher nur einmal in einer Studie, die einen PRL-Ansieg messen wollten,
eingesetzt worden, jedoch nur in einer sehr viel kleiner Zahl an gemischt-geschlecht-
lichen Studienteilnehmern (s. Tabelle 28).
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Da es sehr aufwendig wére, den zentralen Anstieg von 5-HT bzw. die Zunahme
seines Abbauproduktes 5-HIAA aus dem Liquor zu messen, wurde als abhangige
Variable das hypophysare Hormon Prolaktin gewahlt, dessen moégliche Auswirkun-
gen auf die Zellzahlveranderung von Leukozyten es zu untersuchen gilt.

Andere Studien, die ebenfalls dex-Fenfluramin als Stimulator des serotonergen Sys-
tems einsetzten, verwendeten in der Regel Dosierungen, die deulich Gber 15mg
lagen. Als Beispiele seien hier die folgenden Untersuchungen angefihrt, die an ge-
sunden Probanden vorgenommen wurden. Verwendet wurde dabei entweder das
Racemat d-I-Fenfluramin oder das Isomer d-Fenfluramin in der jeweils angegebenen
Dosierung (vergl. Tab. 28):

Tabelle 28: Uberblick tber einige serotonerge Provokationsstudien mit Fenfluramin
(Fen) in unterschiedlichen Dosierungen. t = Anstieg der Konzentration,
(1) = blunted response, m. = mannliche, w. = weibliche Probanden,
d-lI-Fen = racemische Form

Studie von Jahr Fen-Dosis Probanden- Endokrinol_ogische

zahl Reaktion

O’Keane & Dinan |1991 |30 mg d-Fen 16 (m.) PRLt, Cort.1

Maes et al. 1991 (45 mg d-Fen 10 PRL -, Cort. &

Hollander et al. 1992 |60 mg Fen 10 PRL?, Cort.1

Goodwin et al. 1994 |30 mg d-Fen 10 (m.) PRL «, Cort. «

Yatham & Michalon |1995 |60 mg d-I-Fen |10 PRL1, Cort.1

Bond et al. 1995 |15 mg d-Fen 12 (m.+w.) |PRLt, Cort. (1)

Bond et al. 1995 |30 mg d-Fen 12 (m.+w.) |PRLt, Cort. 1

Cleare et al. 1996 |30 mg d-Fen 19 PRL1, Cort.1

Wie bereits in Kapitel 3.3 ausgefihrt, entspicht die halbe Dosis d-Fenfluramin in etwa
einer vollen Dosis von d-I-Fenfluramin in ihrer Wirkung. Man sieht an den Ergebnis-
sen, dass in allen Studien mind. 30 mg d-Fen verwendet wurde (auf3er Bond et al.,
1995) und es dadurch bei allen Studien, die einen Anstieg von PRL messen konnten,
es auch zu einem Cortisolanstieg kam. Eine Dosis von 60 mg d-I-Fenfluramin (ent-
sprechend 30 mg d-Fenfluramin) flihrte aber bei 90% der gesunden Probanden zu
Nebenwirkungen wie Mundtrockenheit, Kopfschmerzen, leichte Benommenheit, MU-
digkeit und Konzentrationsprobleme (Muldoon et al., 1996). Man sieht also, dass
eine solche Dosis bereits Nebenwirkungen hervorrufen kann, diese wiederum als
Stressoren wirken und damit eine Cortisolausschittung bei den Probanden hervorge-
rufen werden kdnnen. Dieser Cortisolanstieg ist aber bei der Betrachtung der prolak-
tinvermittelten immunologischen Auswirkungen nur stérend und sollte deswegen
vermieden werden.
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Unerwinschte Nebenwirkungen der Medikation (s. Kapitel 3.3) wurden von keinem
der Probanden mitgeteilt. Unsere Ergebnisse beziglich der endokrinologischen
Antwort konnten somit die von Bond et al. (1995) erhaltenen Ergebnisse bei einer
deutlich grosseren Anzahl von Studienteilnehmern bestatigen. Wir konnten mit der
geringen Dosis von nur 15 mg dex-Fenfluramin unser Ziel einer serotonergen Sti-
mulation mit PRL-Anstieg erreichen, ohne, dass dabei stérende Nebenwirkungen
auftraten. Diese wirden einen Einfluss auf die von uns untersuchten endokrinologi-
schen und immunologischen Parameter haben und so eine Interpretation der Ergeb-
nisse erschweren. Damit entsprachen wir exakt dem von Yatham und Steiner (1993)
geforderten Kriterium bei neuroendokrinologischen Studien: ,5. Die Prifsubstanz
darf nicht zu stressigen Nebenwirkungen filhren und sollte gut vertraglich sein®
(Yatham und Steiner, 1993, p.448).

Der von uns gemessene maximale PRL-Wert lag bei 250 Minuten nach Einnahme
des Pharmakons. Da es aber die letzte Messung im Rahmen der Untersuchung war,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich der Anstieg weiter fortgesetzt hatte
bzw. nach Erreichen des Peaks wieder zum Placebolevel abgefallen ware. Zu ver-
muten ist jedoch, dass noch eine weitere Zunahme erwartet werden kénnte, da dex-
Fenfluramin auch erst nach 4 Stunden seinen hochsten Plasmaspiegel erreicht (Mc
Tavisk, 1992) und dann auch seine maximale Wirkung und somit PRL-Freisetzung
entfalten kann. Diese Frage, wie lange eine solche einmalige Stimulation Auswirkun-
gen auf das endokrine und somit immunologische System hat, misste in einer langer
angelegten Studie Uberpruft werden.

Fur weitere Studien, die das Aktivitdtsniveau des serotonergen Systems mittels einer
serotonergen Stimulation mit dex-Fenfluramin Gberprufen wollen, sollte in Zukunft die
Dosis von 15mg empfohlen werden, da sie einerseits die gewiinschte serotonerge
Stimulation ermdglicht und zugleich ohne stérende ,stressreiche Nebenwirkungen*®
bleibt.

5.1.3 Diskussion eines direkten oder indirekten (=Dopamin vermittelten)
PRL-Anstiegs

Wie in Kapitel 2.2.2 ausfuhrlich dargestellt, haben viele Stoffe einen Einfluss auf die
Hohe der PRL-Konzenration im Organismus. Der wichtigste und potenteste unter
ihnen durfte Dopamin sein. Sein inhibierender Tonus auf die Ausschittung von PRL
aus dem HVL ist von entscheidender Bedeutung im Organismus. Die Frage ist nun in
diesem Zusammenhang, ob eine serotonerge Stimulation auf direktem Wege zu
einer PRL-Konzentrationssteigerung fuhrt oder ob hier auch ein indirekter Mecha-



Diskussion 133

nismus durch eine Dopaminreduktion denkbar ware. In Erwédgung zu ziehen ware
auch ein kombinierter Mechanismus. Im Folgenden sollen nun einige Studienergeb-
nisse beziglich dieser Frage diskutiert werden. Jedoch wird ein Vergleich durch die
Verwendung unterschiedlicher 5-HT-Agonisten, Dosierungen und Versuchsdesigns
erschwert.

Um den serotonergen Einfluss auf eine PRL-Stimulation auszuschalten, werden héu-
fig die unspezifischen 5-HT-Antagonisten Methysergid und Metergolin verwendet. Es
hat sich aber gezeigt, dass beide Substanzen auch gewisse dopamin-agonistische
Eigenschaften besitzen (Mller et al., 1983). So kann die Beobachtung von Coccaro
et al. (1990), namlich eine Unterdrickung der Buspiron-induzierten PRL-Sekretion
durch Metergolin, auch dahingehend gedeutet werden, dass hier sowohl der 5-HT-
Antagonismus, als auch der Dopamin-Agonismus in synergistischer Weise beteiligt
waren.

Weiterhin ist bei anderen pharmakologischen Provokationsstudien die Dosis-
Wirkungs-Beziehung nicht immer gentigend beriicksichtigt worden. So zeigten sich
bei der Anwendung hoher Dosen teils widersprichliche Ergebnisse. Die Verwendung
hoher Dosen dex-Fenfluramins kann sich einerseits Dopamin-agonistisch auswirken
(Muller et al., 1983), auf der anderen Seite haben Storlien & Smythe (1992) bei einer
verabreichten Dosis von 2,5 mg/(kg x KG) d-Fen einen gegenteiligen Effekt festge-
stellt. Die hohe Dosierung, die in etwa dem Zwodlffachen der in unserer Studie einge-
setzten Menge entspricht, bewirkte in der Untersuchung der o0.g. Autoren sowohl eine
Reduktion der serotonergen Aktivitat als auch eine Steigerung der Dopamin-Aktivitat.
Diese paradox klingende Wirkung liel3e sich mit dem pra- und postsynaptischen 5-
HT.a-Rezeptor erklaren. Die sensibler reagierenden prasynaptischen 5-HT;a —
Autorezeptoren bewirken zu Beginn Uber ein negatives Feedback, eine starke
serotonerge Hemmung, die groéer ist als die Aktivierung der postsynaptischen
Effekte (Gothert, 1990; Storlien & Smythe, 1992). Im Falle einer langandauernden d-
Fen-Applikation kommt es im Laufe der Zeit zu einer Steigerung der serotonergen
und dopaminergen Aktivitat. Blier et al. (1993) flhren diese Erscheinung ebenfalls
auf die unterschiedlichen Qualitdten von prd- und postsynaptischen 5-HT-
Rezeptoren zurtick. So erfolgt nach einer langeren Behandlung mit verschiedenen 5-
HT.;a —Agonisten eine Desensibilisierung der prasynaptischen Autorezeptoren,
wohingegen die postsynaptischen Rezeptoren keinerlei Aktivitatseinbu3en in ihrer
Sensitivitat zeigten.

Einige Studien der letzten Jahre sprechen beziglich der serotonergen PRL-
Steuerung von einer Interaktion zwischen 5-HT und Dopamin. Beide Systeme weisen
sowohl neuroanatomische wie auch physiologische Verbindungen auf, die eine Inter-
aktion moéglich machen kénnten. Dabei stellt sich auch die Frage, welche 5-HT-Re-
zeptoren an den Steuermechanismen beteiligt sind.
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Auslaufer serotonerger Neurone ziehen in Bereiche des Hypothalamus, wo sie
synaptische Verbindungen mit dopaminergen Neuronen eingehen (Page, 1992).
Damit in Zusammenhang kénnte die folgende Beobachtung stehen: Eine Blockade
des 5-HT-Systems verhindert den sonst physiologischen Prolaktinanstieg beim
Stillen (Page, 1992).

In mehreren Arealen des ZNS (Ncl. accumbens, Striatum) konnten 5-HT-Rezeptoren
an dopaminergen Nervenzellen nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden
(Gothert, 1990), dass es sich dabei um inhibierende, aber auch aktivierende, also
Dopamin freisetzende Rezeptoren (5-HT3; —Heterorezeptoren) handelt. So liel3e sich
die von Van de Kar et al. (1996) beschriebene PRL-Spiegelerhhung durch Aktivie-
rung von 5-HT3-Rezeptoren mit der Hemmung des dopaminergen Systems erklaren.

Uber das Zusammenwirken des serotonergen und dopaminergen Systems berichten
auch ausfihrlich Kelland & Chiodo (1996): In elektrophysiologischen Untersuchun-
gen konnte gezeigt werden, dass eine elektrische Stimulation im Ncl. raphe dorsalis
zu einer Hemmung des dopaminergen Systems im Mesoaccumbens fihrt. Ebenso
kann die dopaminerge Aktivitdt durch hohe Dosen eines 5-HTia-Antagonisten, der
direkt am Neuron appliziert wird, gehemmt werden.

Kelland und Chiodo gehen zusammenfassend davon aus, dass 5-HT-Agonisten die
Dopaminfreisetzung erleichtern durch Vermittlung Gber 5-HT; -, 5-HT,a - und 5-HT3 -
Rezeptoren.

Die Komplexitat dieser Materie zeigt sich durch scheinbar immer wieder auftretende
Widerspriche in den Ergebnissen verschienener Studien. Im Gegensatz zur eben
beschriebenen verstarkten Dopaminfreisetzung durch 5-HT-Agonisten zeigten Pilotte
& Porter (1981, zit. n. Melzer et al.) eine signifikante Reduktion der Dopaminkonzen-
tration im Hypophysenstiel nach einer 5-HT-i.c.v.-Applikation und daraus resultieren-
dem PRL-Anstieg.

Neben den eben angefuhrten Mechanismen werden auch noch andere Mediatior-
wege diskutiert. Wie in Kap. 2.2.2 dargestellt wurde, zeigen viele potentielle Faktoren
einen Einfluss auf das Peptidhormon Prolaktin, so dass weitere Mechanismen denk-
bar sind. Einer davon ist beispielsweise die Regulation mittels Opioiden. Hinweise
darauf geben Untersuchungen (Yatham & Steiner, 1993), die einen verminderten
PRL-Anstieg nach Vorbehandlung mit dem Opiatantagonisten Naloxon zeigen. Dies
wirde fur eine mogliche Beteiligung des Opioid-Systems sprechen (s. dazu auch
Kap. 5.7).
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Eine alleinige direkte PRL-Antwort aufgrund serotonerger Stimulation ist wegen der
oben dargestellten Sachverhalte zwar denkbar, jedoch wirde sie den Hinweisen auf
eine dopaminerge Beteiligung nicht gerecht werden. Man sollte deshalb davon aus-
gehen, dass hier eine Interaktion des serotonergen und des dopaminergen Systems
vorliegt, wobei die Frage nach dem exakten Mechanismus noch nicht als beantwortet
gelten kann.

5.2 Diskussion der dex-Fenfluramin induzierten Cortisol-
veranderungen

Cortisol und andere Glucocortikoide gehdren zum festen Bestandteil des endokrinen-
immunologischen Zusammenspiels, was in der Literatur weitreichend beschrieben
ist. Sie sind die natirlichen Regulatoren im Rahmen einer Immunreaktion, die tber-
schiel3ende Reaktionen unterdriicken kénnen, u.a. durch die Hemmung der proin-
flammatorischen Zytokinsynthese. Die hohe Potenz, mit der Cortisol in die Regula-
tion des IS eingreifen kann, ist in der Medizin so etabliert, dass es aus dem
klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken ist. Die Kortikosteroidwirkungen auf das
Immunsystem lassen sich in eine anti-inflammatorische und eine immunsuppressive
Wirkung aufteilen. Die Einflussnahme erfolgt dabei Uber eine direkte Geneinwirkung
des Steroids auf zytoplasmatische Rezeptoren in der Immunzelle und hat u.a. die in
Tab. 29 genannten Wirkungen zur Folge:

Tabelle 29: Cortikosteroidwirkungen auf das Immunsystem, untergliedert in anti-
inflammatorische und immunsuppressive Wirkung. Zusammengestellt
nach Peter, 1996 und Janeway & Travers, 1997. (1= Hemmung,
Verminderung; t = Induktion)

Anti-inflammatorische Wirkungen Immunsuppressive Wirkungen

Kapillarpermeabilitat | Lympho- und Monozytopenie durch
Umverteilung Blut — Gewebe 1
Leukozytenadharenz am Endothel | CD4/CD8-Verhéltnis | (starkere Ab-
nahme von CD4 als von CD8)

Leukozytenchemotaxis | B-Zellen |

Leukozytenmigration | T-Zell-Proliferation auf Antigene, Mito-
gene und Alloantigene |

IL-1-Produktion d. Makrophagen | IL-2- u. IFN-y-Produktion d. T-Zellen |

Arachidonsauremetabolismus | Apoptose v. Lymphozyten u.

eosinophilen Granulozyten 1t
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Somit ist es von entscheidender Bedeutung, dass bei Studien, die sich der Inter-
aktion von endokrinem und immunologischen System widmen, die Einflisse des
Cortisols nicht Ubersehen werden dirfen. Wie bereits im Kapitel 3.5.3 dargestellt,
bietet das nicht-invasive Verfahren der Speichelcortisolmessung eine gute und eta-
blierte Moglichkeit, die Cortisolspiegel von Probanden relativ einfach zu messen.

Die hohen Ausgangswerte zu Beginn der Untersuchung (s. Abb. 20) sind zum einen
auf den zirkadianen Rhythmus zurtckzufiihren. Dabei liegt das Maximum der
Cortisolkonzentration in den friihen Morgenstunden, das Minimum vor dem Ein-
schlafen (Peter, 1996). So liegen in dieser Versuchsanordnung die hochsten Werte
gemal der zirkadianen Cortisolfreisetzung am friihen Nachmittag und fallen zum fri-
hen Abend hin ab. Diese Tendenz zeigt sich sowohl in der Placebo als auch in der
Verumgruppe.

Zum anderen liegt eine Ursache der hohen Cortisolwerte zu Beginn des Versuchs
vermutlich in seiner Eigenschaft als Stresshormon. Die neue Situation und Umge-
bung sowie der zeitlich enge Zusammenhang mit der Venenpunktion beim Legen der
Verweilkanile in den Unterarm sind Stressoren, die als Ausloser fur die erhdhten
Cortisolwerte gezahlt werden kdnnen. Nach Roitt (1988) kann Stress zu einem An-
stieg des Corticoidspiegels um das 10-15-fache fiilhren. Danach gewdhnt sich der
Proband an die Situation, und die Verweilkantle im Unterarm riickt gedanklich in den
~Hintergrund®, da sie durch einen Verband nicht mehr direkt sichtbar ist. Es kommt
dann, wie erwartet, auch zum Abfall der Cortisolwerte wéhrend beider Versuchsbe-
dingungen. Jedoch bleiben die Werte ab dem Zeitpunkt 150 Minuten in etwa auf dem
gleichen Niveau und zeigen keinen weiteren Abfall. Dies ist vermutlich mit der trotz
Adaptation noch vorhandenen weiteren leichten Anspannung der Probanden unter
den Versuchsbedingungen zu erklaren.

Aufgrund der nicht signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Medikamenten- versus
Placebowirkung auf den Cortisolspiegel kann man davon ausgehen, dass sich die
Cortisolwerte in beiden Gruppen nicht unterscheiden. Dies fihrt zu den gleichen po-
tentiellen Cortisoleinflissen fur beide Gruppen. Diese GrofR3e stellt somit keinen sto-
renden Einfluss bei der Betrachtung der Veranderungsmal3e der serotonerg indu-
zierten Immunzellmigration dar. D.h., bei der weiteren Betrachtung der Effekte von
dex-Fenfluramin auf Immunzellen unterliegen Placebo und Verumgruppe den glei-
chen Voraussetzungen, und dieser Faktor braucht nicht weiter bertcksichtigt zu
werden.
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5.3 Verqgleich der Ansprechrate von PRL und Cortisol auf eine
serotonerge Stimulation durch dex-Fenfluramin

Ein weiterer Aspekt lasst sich aus dem ausbleibenden Cortisolresponse gegentber
dem hochsignifikanten PRL-Response noch diskutieren: Hohe Dosen dex-Fenflur-
amin zeigten in fast allen Studien (s. Kap. 5.1.2) ein Ansprechen beider Hormone —
Prolaktin und Cortisol - auf die serotonerge Stimulation. Wird nun die Dosis (und
damit die Stimulation des 5-HT-Systems) soweit gesenkt, dass man in einen Bereich
kommt, in dem ein Ansprechen grenzwertig ausbleibt, lasst sich erkennen, welches
der beiden Hormonsysteme das sensitivere bezuglich serotonerger Aktivierung ist. In
diesem Fall trifft das auf die hypophysare PRL-Freisetzung zu, die noch erfolgt,
wahrend der serotonerge Stimulus fur eine Cortisolerh6hung nicht mehr ausreicht.
Dies zeigt, dass sich unterschiedliche serotonerge Aktivierungszustande, wie sie
beispielsweise im Zusammenhang mit Depression, impulsivem Verhalten oder
Autoaggression stehen (Benkert, 1993; Hennig, 1996; Levy, 1992; Coccaro, 1996),
primar auf das PRL-System auswirken, und erst in zweiter Linie das HHN-System
betroffen ist. Aufgrund der These der antagonistischen Effekte auf das Immunsystem
von PRL und Cortisol (s. Kap. 2.3.1.2), kdnnte so einer immunologischen Modulation
durch Cortisol mit einer zuvor eingeleiteten PRL-Veranderung begegnet werden.

5.4 Diskussion methodischer Aspekte

Die hohen Konzentrationen von Cortisol und PRL zu Beginn unserer Messungen
sind auf externe Einflussfaktoren im Rahmen der Versuchsdurchfiilhrung und nicht
auf den zirkadianen Rhythmus zurlckzufiihren. Zu diesen externen Storgrof3en zah-
len die oben erwdhnte Stressreaktion auf die Punktion mit der Verweilkanile, aber
auch die zuvor als Mittagessen eingenommene Mabhlzeit. Wie bereits in Kapitel
2.2.2.3 beschrieben, kann eine proteinreiche Mahlzeit einen PRL-Anstieg zur Folge
haben. Insbesondere sind vor allem Cortisolanstiege durch Nahrungsaufnahme be-
kannt. Auch die korperliche Aktivitat direkt vor der Untersuchung beeinflusst endo-
krine Parameter. Es ware deshalb im Rahmen einer weiteren Standardisierung der
Versuchsbedingungen bei folgenden Provokationsstudien winschenswert, dem zu
begegnen. Die Probanden sollten friher einbestellt werden und erhalten dann bereits
in den Versuchsraumen ein (proteinarmes/ tryptophanarmes) Mittagessen. Zwischen
dem Essen und dem Beginn der Studie kann dann ein Zeitraum durch Lesen o0.4.
Uberbruckt werden, ohne dass die Probanden sich erneut einer grof3eren korperli-
chen Anstrengung aussetzen kdnnen.
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Mit solchen Malinahmen lieRe sich zwar eine Standartisierung verbessern, jedoch
hatten sie wenig Einfluss auf die wahrend der Untersuchung stattfindenden Stres-
soren (lange Fragebdgen ausfullen, Reaktionszeitaufgaben, Langeweile etc.), die je
nach Proband sehr unterschiedlich empfunden werden kénnen. Diesem Problem
sind wir, im Vergleich zu anderen Provokationsstudien, durch die sehr hohe Zahl an
Versuchspersonen begegnet, was zwar einen héheren Aufwand bedeutet, die Er-
gebnisse dafiir aberauf eine solide Basis stellt.

Die Entscheidung fir die niedrige Dosis von nur 15 mg d-Fen wurde bereits im vor-
hergehenden Abschnitt erlautert. Es sollte hier noch erganzend hinzugefligt werden,
dass ein weiterer Grund fir die geringe Dosis die Trennung von Responder- und
Nonrespondertypen war, die in den auf dieser Studie basierenden Diplomarbeiten
unter dem Aspekt wichtig waren, dass Respondertypen im Kontext mit
unterschiedlichen  Personlichkeitsmerkmale im Rahmen der differentiellen
Psychologie ausgewertet wurden.

Ein Problem konnte die verabreichte Absolutdosis an alle Probanden darstellen,
denn damit kommt es zu Schwankungen in der relativen Dosis, die sich auf das
Korpergewicht (KG) der einzelnen Versuchsteilnehmer bezieht. Es wurde zwar das
KG der Probanden ermittelt, jedoch nicht die Dosis entsprechend einer Relativdosis
angepasst.

Es wurde deshalb Uberprift, ob sich das unterschiedliche Gewicht auf die endokrine
Reaktion auswirkte, indem die Korrelation zwischen Kérpergewicht (KG) und
Prolaktin- bzw. Cortisolresponse berechnet wurde. Wie sich herausstellte, lag keine
signifikante Korrelation zwischen dem KG und dem Cortisol- und PRL-Response vor.
Die errechneten Werte lagen fur Cortisol bei r=0.22 (p=0,19), und fir PRL bei r=0,29
(p=0,08). Allenfalls fuir PRL ist ein Trend beziglich KG und PRL-Response
auszumachen, der aber eher darauf hinweist, dass bei hdherem Gewicht und damit
relativ gesehen, geringeren proportionalen Dosis eine hohere PRL-Antwort erfolgt,
was auf andere Beziehungen zwischen Gewicht und PRL hinweist als sie durch die
standartisierte Dosierung gegeben waren.

Zukunftige Studien sollten deshalb koérpergewichtsadaptierte Dosen an dex-Fenflur-
amin einsetzen, um Auswirkungen serotonerger Stimulationen noch exakter bestim-
men zu kénnen.
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5.5 Diskussion der dex-Fenfluramin induzierten
Zellzahlveranderunqg an peripheren Leukozyten

Ein komplettes Verstandnis (sofern dies jemals der Fall sein sollte) der Interaktionen
zwischen ZNS, ES und IS baut nicht nur auf dem Wissen der detailierten, intra-
zellularen Funktionsablaufe der einzelnen Immunzelle gegeniiber den anderen Kom-
ponenten auf, sondern ebenso auf dem Wissen um die Populationskinetiken und
Turnover-Raten der Leukozyten in der Peripherie.

Zu den wichtigen zentralen Neurotransmittersystemen gehort das in weite Bereiche
des ZNS ziehende serotonerge System. Seine Funktionen wurden ausfihrlich im
Kapitel 2.1.4 beschrieben. Ziel unserer Studie war es nun, den Einfluss einer zentral-
nervosen serotonergen Stimulation mittels dex-Fenfluramin auf das periphere Im-
munsystem zu untersuchen und dabei die Rolle von PRL als méglichem Vermittler
zwischen ZNS und IS zu Uberprufen.

Betrachtet man nun die einzelnen Zellfraktionen, ist zu bemerken, dass alle von uns
gemessenen Werte fur die Anzahlen der Leukozyten bzw. der Subpopulationen in
den allgemein Ublichen Referenzbereichen fir eine Normalpopulation liegen. Dies gilt
zum einen fur die Baseline- und Placebowerte als auch fiur die Werte, die unter
Stimulationsbedingungen erreicht wurden. Die Grenze zum Pathologischen wurde
weder in der absoluten Zellzahlbetrachtung noch in den prozentualen Angaben tber-
bzw. unterschritten.

Unsere Betrachtungen der Zellzahlveranderungen und Anderungen der endokrinen
Parameter bewegen sich somit im Normalbereich gesunder Menschen und kénnen
so als Veradnderungen gesehen werden, wie sie im Organismus unter physiolo-
gischen Umstanden vorkommen und nicht durch pathologische oder medikamen-
teninduzierte Dosen erreicht werden. Dies bietet die Mdglichkeit, Aussagen zu tref-
fen, die aus den im physiologischen Bereich beobachtbaren oder erschlie3baren
Interaktionen von ZNS, ES und IS auf den pathologischen Bereich Ubertragen wer-
den konnen.

Im Folgenden sollen die Zellveranderungen anhand der verschiedenen Zellgruppen
im Einzelnen diskutiert werden:
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5.5.1 Diskussion der Auswirkung der d-Fen-Stimulation auf die
Granulozyten

In der Gruppe der granulozytaren Zellen kann unter der zentralen serotonergen
Stimulation mit dex-Fenfluramin ein Anstieg der mittleren Zellzahlen beobachtet
werden. Bei den eosinophilen Zellen erreicht diese Zunahme statistisch signifikante
Werte. Diese Zunahme ist einerseits in den absoluten Zellzahlen zu verzeichnen
aber auch im prozentualen Anteil ist noch ein schwach signifikanter Anstieg unter
Verum zu verzeichnen.

Die ebenfalls bei Eosinophilen ansteigenden Zellzahlen unter Placebobedingungen
deuten auf zirkadian bedingte Ursachen hin (Knapp, 1992). Da unser Untersu-
chungszeitraum im Bereich der fallenden Cortisolspiegel liegt, deckt sich dies mit den
Befunden, dass die Cortisolkonzentration und Zahl der eosinophilen Granulozyten
negativ miteinander korrelieren (Wardlaw, 1994, Levenson, 1996).

Die Zahl der Neutrophilen unter Placebo zeigt zuerst einen kurzen Anstieg, dann
kommt es zu einer Stagnation bzw. zum Absinken der Werte. Dies lal3t sich mit der
positiven Korrelation von Cortisol und der Neutrophilenzahl (Karow, 1995) verein-
baren.

Die signifikant starkere Zunahme der Eosinophilen unter dex-Fenfluramin vs. Place-
bo wird insbesondere im Zeitintervall 210-255 Minuten nach Medikamenteneinnahme
deutlich. Im gleichen Bereich ist unter Placebobedingungen sogar ein leichter Abfall
der Mittelwerte zu verzeichnen. Der dex-Fenfluramin-Einfluss zeigt so den Wirkungs-
beginn ca. 4 Stunden nach der Einnahme. Dies entspricht dem Zeitraum, in dem die
hochsten Plasmakonzentrationen des Pharmakons in der Pharmakokinetik (Mc
Tavisk, 1992) erreicht werden. Geht man von der zentralen Wirkung auf das seroto-
nerge System aus, ist es jedoch erforderlich, dass das Praparat die Blut-Hirn-
Schranke passiert, was mit einer Zeitverzogerung geschieht. Deshalb ist mit den
hdchsten im ZNS bestimmten d-Fen-Spiegeln in der Zeit > 4 Stunden zu rechnen. Es
ware deshalb wichtig, die weiteren Veranderungen nach dem Zeitpunkt 255 Minuten
zu verifizieren, um einen unter diesen Umstanden vermuteten weiteren Anstieg noch
deutlicher aufzuzeigen.

Der von uns beobachtete Zellanstieg der Eosinophilen deckt sich mit den im New
England Journal of Medicine verdffentlichten Beobachtungen einer Arbeitsgruppe
(Silver, Heyes, Maize et al., 1990), die bei einigen hauterkrankten Patienten einen
Zusammenhang zwischen der Einnahme von Tryptophan und einer Eosinophilie be-
obachtete, ohne dass eine Erklarung daftr gefunden wurde. Einige dieser Patienten
nahmen zusatzlich Benzodiazepine ein. Tryptophan als Vorstufe von Serotonin (s.
Kap. 2.1.1) wurde dabei in einer Dosis von 1,5-3,0 g pro Tag verabreicht mit teils
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unterschiedlichen Behandlungsintentionen (Fettleibigkeit, Depression, etc.). Dieser
Stimulation des 5-HT-Systems liegt keine selektive Stimulation von 5-HT-Rezeptoren
zu Grunde, vielmehr wird eine unspezifische Stimulation errreicht. Man kann davon
ausgehen, dass die beobachteten hohen Eosinophilenzahlen zum einen durch eine
supprimierte HHN-Achse (wegen einer gleichzeitigen Einnahme von Benzodia-
zepinen) und zum anderen durch die tryptophaninduzierte serotonerge Stimulation,
wie wir sie durch die Gabe von dex-Fenfluramin als Reuptakeinhibitor bzw. Releaser
erreicht haben. Es kann also auch davon ausgegangen werden, dass sich eine all-
gemeine serotonerge Stimulation auf die Anzahl der zirkulierenden Eosinophilen
auswirkt.

Der beobachtete reduzierte prozentuale Anteil der Neutrophilen an den Gesamtleu-
kozyten trotz steigender absoluter Werte, ist auf den gleichzeitig noch starker ausge-
pragten Anstieg der Lymphozyten und Monozytengruppe zuriickzufiihren, so dass
die Population der Neutrophilen relativ dazu sinkt.

Der dex-Fenfluramin bedingte Anstieg der Eosinophilen und die damit verbundenen
maoglichen Mechanismen werden im Kap.5.7 in Zusammenschau mit den anderen
Zellen diskutiert.

Eine signifikante Veranderung der basophilen Granulozyten trat konform der formu-
lierten Hypothese nicht auf. Die Zunahmen im Verlauf der Untersuchung verlaufen
zunachst ahnlich. Ab dem o.g. Wirkeintritt erkennt man einen starkeren Anstieg der
Zellen in der Placebogruppe als unter Verumbedingungen, allerdings erreichen die
Unterschiede keine signifikanten Werte.

5.5.2 Diskussion der Auswirkung der d-Fen-Stimulation auf die
Monozyten

Wie bei den Granulozyten ist auch bei den Monozyten in beiden Bedingungen ein
Anstieg der Zellzahlen festzustellen. Jedoch Ubertrifft der Zuwachs unter dex-Fenflur-
amin von ca. 15% den ca. 5-prozentigen Anstieg, wie er unter Placebo auftritt, deut-
lich.

Der leichte Zuwachs unter Placebo ist wiederum ein Effekt der zirkadianen Rhythmik
im Organismus (Knapp, 1992), der u.a. mit den tendenziell sinkenden Cortisolspie-
geln im Beobachtungszeitraum zu vereinbaren ist (Peter, 1996; Janeway & Travers,
1997).

Auch hier ist ein Zusammenhang mit beginnender maximaler Wirkung von dex-
Fenfluramin und der groRten Veranderung in der Anzahl der Zellen zu erkennen.
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Wahrend im Bereich 210-255 Minuten nach Medikamenteneinnahme ein starker
Anstieg unter der Verumapplikation zu sehen ist, kommt es bei der Placebogruppe
zu einem Absinken der Werte. Wie bereits dargestellt, fallt dieser Zeitraum in den
Bereich der maximalen Plasmakonzentration von dex-Fenfluramin nach Einnahme.
Falls die Reaktion der Zellverdnderung, wie anzunehmen ist, mit einer zeitlichen
Verzogerung eintritt, waren weitere Messzeitpunkte von Bedeutung, um Aussagen
machen zu kénnen, wie lange dieser unter dex-Fenfluramin hervorgerufene Effekt
der Steigerung der zirkulierenden Monozyten anhalt.

Der prozentuale Anteil an der gesamten Population der Monozyten sinkt wahrend
des Beobachtungszeitraumes in beiden Gruppen. Ursache sind die tUberproportional
starker ansteigenden Lymphozytenzahlen, die durch ihre grol3ere prozentuale Ge-
wichtung diese Verschiebung ermdéglichen. Allerdings wird ein signifikant starkeres
Absinken in der Placebogruppe vs. d-Fen-Gruppe deutlich. Die serotonerge Stimula-
tion wirkt also der zirkadianen Abnahme der Monozyten in den Nachmittagstunden
entgegen.

Interessant ist eine Beobachtung von Kho et al. (1990), die in einer operativ
bedingten Stresssituation mit erhohten Cortisolwerten keine Anderung der Anzahl
der Monozyten zeigen konnte. Die Ursache liegt dabei mdglicherweise in den
gleichzeitig angestiegenen Werten der Katecholamine und des PRL-Spiegels. Die
»=antagonistischen* Eigenschaften von PRL gegeniuber den Kortikosteroiden (s. Kap.
2.3.1.2) ist eine madgliche Erklarung fur die nicht aufgetretenen Veranderung der
Monozyten.

5.5.3 Diskussion der Auswirkung der dex-Fenfluramin-Stimulation auf
die Lymphozyten

Wie im Ergebnisteil zu sehen ist (Abb. 26), kommt es sowohl in der Placebogruppe
als auch in der Verumgruppe zu einem ca. 20-prozentigen Anstieg der absoluten
Lymphozytenzahlen. Es resultiert aber kein signifikanter Gruppenunterschied.
Betrachtet man allerdings die prozentuale Zusammensetzung der Leukozytenpopu-
lation, so ergibt sich eine Tendenz hin zu einem starkeren Anstieg des prozentualen
Anteils der Lymphozyten unter Verum. Serotonerge Einflisse auf die Lymphozyten
machen sich also nicht in einer absoluten Zahlenveranderung bemerkbar, sondern in
der Zusammensetzung der Leukozyten beziiglich des Lymphozytenanteils.

Diese Entwicklung zeigte sich bei den bereits besprochenen Zellen, da diese in
ihrem Anteil eine abnehmende Tendenz aufwiesen.

Die natiurliche Schwankung der Lymphozyten unterliegt, wie die anderen Zellen,
auch der zirkadianen Rhythmik (Knapp, 1992), die z.T. in Zusammenhang mit den
zirkadianen Cortisolrhythmen stehen. Stellvertretend fur eine ganze Reihe von Zellen
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seien hier exemplarisch die tageszeitlichen Schwankungen der Lymphozyten im
Vergleich zur Cortisolrhythmik dargestellt (Abb.38).
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Abbildung 38: Zirkadianer Rhythmus der Cortisolkonzentration i.S. und der Gesamt-

zahl der im Blut zirkulierenden Lymphozyten (modifiziert nach Haus,
1994, p.514)

Wie aus der Abbildung ersichtlich, stimmen die von uns ermittelten Werte fiir Cortisol
und fur die Gesamtzahl der Lymphozyten in ihrem zirkadianen Verlauf mit den dar-

gestellten Tendenzen tiberein, obwohl ja die fehlende Korrelation der Anderungs-
malfde nicht auf einen kausalen mechanismus hinwies.

Aussagekraftiger als die Zahl der gesamten Lymphozyten ist die seperate Betrach-

tung des serotonergen Einflusses auf die Untergruppen, wie sie in den folgenden
Kapiteln erfolgt:

5.5.4 Diskussion der Auswirkung der dex-Fenfluramin-Stimulation auf
die B-Lymphozyten

In Einklang mit der gesamten Lymphozytenzahl zeigen auch die B-Zellen keinen si-
gnifikanten Gruppenunterschied. Betrachtet man alllerdings den Zeitraum, in dem die
maximalen dex-Fenfluramin-Plasmaspiegel erreicht werden, so sieht man einen
deutlich starkeren Anstieg der B-Zellzahlen in der Verumgruppe. Auch bei der pro-
zentualen Betrachtung zeigt sich diese Tendenz. Ab dem Zeitpunkt 210 min fallt der
Anteil unter Placebo ab, unter Verum nimmt der Anteil der B-Zellen an den Lympho-
zyten zu. Ob sich dieser Anstieg im Verlauf fortsetzen und signifikante Unterschiede



Diskussion 144

erreichen konnte, musste in einem langeren Beobachtungszeitraum Uberprift
werden.

In einer Studie mit dem 5-HTa-Agonisten Ipsapiron (10 mg) (Hennig et al., 1996)
resultierte ebenfalls kein signifikanter Anstieg der B-Lymphozyten in der Zirkulation.
D.h. also, dass weder eine spezifische 5-HT1a-Stimulation noch eine generelle Sti-
mulation des serotonergen Systems mit dex-Fenfluramin mit B-Zellzahlveréanderun-
gen einhergehen. Es muss jedoch erganzend hinzugefugt werden, dass die Studie
von Hennig et al. mit einem Cortisolanstieg einherging, weshalb die Resultate der
serotonergen Stimulationen nur bedingt vergleichbar sind.

Auf der anderen Seite besteht die Moglichkeit, dass B-Zellen grundsatzlich erst spa-
ter und auf starkere Stimulationen des serotonergen Systems reagieren kénnen.
Dies wirde die Ergebnisse von Hennig et al., die einen noch kirzeren Beobach-
tungszeitraum wahlten und unsere Ergebnisse erklaren.

5.5.5 Diskussion der Auswirkung der dex-Fenfluramin-Stimulation auf
die T-Lymphozyten, die CD4*- und CD8"-Zellen

Hennig et al. (1996) untersuchten in einer Studie das Zusammenspiel zwischen dem
serotonergen Systems und dem Migrationsverhalten peripherer Leukozyten am Bei-
spiel der CD4"-Zellen.
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Abbildung 39: Prozentualer Anteil an CD4"-Zellen im Blut nach Einnahme des 5-
HT1a-Agonisten Ipsapiron bzw. Placebo (Hennig et al., 1996)
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Sie verwendeten zur Stimulation des 5-HT-Systems den selektiven 5-HT5-Agonisten
Ipsapiron (10 mg) in einer einmaligen Dosierung. Bei den Probanden handelte es
sich ebenfalls um 40 junge gesunde Manner, die je zur Halfte Verum bzw. Placebo
erhielten. Dabei zeigte sich ein hochsignifikanter Abfall der Zahl der peripheren
CD4"-Zellen (p < 0,01). Andere untersuchte Zellen, wie die CD8"-Zellen, wiesen
keine signifikanten Anderungen beziiglich der Gruppenzugehdorigkeit auf (vergl. Abb.
39).

Die gleichzeitig untersuchten Speichelproben auf Cortisol ergaben einen signifikan-
ten Anstieg in der Ipsapiron-Gruppe. Siehe dazu auch Abbildung 40:
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Abbildung 40: Cortisolkonzentration im Speichel nach Applikation des 5-HTia-
Agonisten Ipsapiron bzw. nach Placebo (Hennig et al., 1996)

Nimmt man beide Ergebnisse zusammen, so korrelierte der Abfall der CD4"-Zellen
signifikant mit dem durch Ipsapiron induzierten Anstieg an Cortisol. Eine spezifische
5-HTa-Stimulation fuhrt also Uber den vermittelnden Einfluss von Cortisol zu einer
Reduktion des Anteils an CD4"-Zellen.

Periphere T-Helferzellen (CD4"-Zellen) scheinen die Eigenschaft zu haben, auf ver-
schiedenste Stimuli zu reagieren, die jedoch nicht von einer typischen Antigen-
Struktur ausgehen missen wie dies beispielsweise im Falle einer Infektion vorkommt
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(Hennig et al., 1996). So konnte gezeigt werden, dass sowohl bestimmte Entspan-
nungstechniken (Kiecold-Glaser et al., 1984) als auch kurzfristige sportliche Anstren-
gungen (Hickson et al., 1991) oder die Exposition der Versuchspersonen gegenuber
Kalte (Hennig et al., 1993) zur Verschiebung der relativen Anzahl an peripheren
CD4"-Zellen und auch zu deren absoluter Reduktion fiihrte.

Auch wenn der zu Grunde liegende Mechanismus noch nicht vollstandig geklart ist,
wird eine Beteiligung regulierender Hormone angenommen werden durfen. Dies ist in
den o.g. Beispielen Uberwiegend auf Glucocortikoide (z.B. Cortisol) zuriickzuftihren
deren immunsuppressive Wirkung weitreichend untersucht ist.

Daneben spielen aber auch andere Hormone oder Mediatoren eine noch nicht so gut
untersuchte Rolle. So ist die Prdsenz von PRL-Rezeptoren auf Lymphozyten (s.
Kapitel 2.2.5.2.2) ein Hinweis, dass auch dieses Hormon an der Regulation beteiligt
sein konnte.

Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass ein durch unspezifische serotonerge
Stimulation erreichter PRL-Anstieg im Plasma zu keiner Anderung der CD4"-Zellen
fuhrte, hier aber im Gegensatz zu dem oben erwéhnten sehr ahnlichen, jedoch mit
Ipsapiron durchgefihrten Versuchsdesign, von Hennig et al. (1996) keine signifikante
Cortisolanderung auftrat.

Der offensichtliche Grund einer ausbleibenden Veranderung scheint also im ausblei-
benden Cortisolresponse zu liegen. Dies legt die Vermutung nahe, dass serotonerge
Stimulationen einen zellassoziierten Effekt nicht Gber PRL, sondern via Cortisol ver-
mitteln.

Folgende Untersuchungen sollten Anlass geben, unsere Untersuchungen mit
hoéheren Dosen und langeren Beobachtungszeiten zu tUberprifen:

. Bei Tieren mit einem PRL-Mangel konnte gezeigt werden, dass sich nach
PRL-Administration bzw. nach Implantation von PRL-sezernierenden Tumorzellen
die Zahl der zirkulierenden CD4"-Zellen anstieg sowie die Proliferation und IL-2-
Produktion verstarkt wurde.

. In tierexperimentellen Untersuchungen an Mausen konnte festgestellt werden,
dass PRL sowohl die Entwicklung als auch die Freisetzung von T-Lymphozyten aus
dem Thymus beeinflusst (Yu-Lee, 1997). In welcher Weise der Einfluss dabei ausge-
Ubt wird, hangt u.a. von der PRL-Konzentration ab. Diese glockenférmige Beziehung
wurde bereits im Theorieteil in Kapitel 2.3.1 dargestellt. In unserer Untersuchung la-
gen die erreichten PRL-Werte mit 8,4 + 2,8 ng/ml noch deutlich im Bereich unter den
Werten der Hyperprolaktinamie.

. Bei Menschen mit iUbermal3ig erhbhten PRL-Werten konnten aber von Koller
et al. (1997) keine Anderungen der Zellzahlen nach nach signifikantem Abfall der
PRL-Werte feststellen. Auch Gala (1991) berichten von keinen veranderten CD4"-
Zellenzahlen bei Kindern mit angeborenem PRL-Mangel.
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Aus diesen und unseren Ergebnissen lasst sich schliessen, dass PRL fur sich alleine
keinen Effekt auf die Anzahl der CD4"-Zellen in der Peripherie hat. Vielmehr schei-
nen die beobachteten Anderungen in anderen Studien auf einen nicht naher unter-
suchten Synergismus mit anderen Substanzen zurlckzufiihren zu sein.

CD8"-Zellen und das CD4/CD8-Verhéltnis

Auch unter den CD8"-Zellen zeigen sich wie bei den T-Helferzellen teils wider-
spruchliche Studienergebnisse, die genauer betrachtet werden sollten.

Bei Kindern, die eine Minderanlage der Hypophyse aufwiesen, konnten neben einer
vermehrten B-Zellzahl und unverénderten CD4"-Zellen eine Vermehrung bei den
CD8" zytotoxischen T-Suppressorzellen festgestellt werden. Dies resultierte in einem
erniedrigten CD4/CD8-Verhaltnis (Gupta ,1983). Allerdings konnten diese Befunde
wiederum von anderen Studien nicht bestatigt werden (Gala et al., 1991).

Bei Patienten mit Hyperprolaktindmie konnte eine Reduktion der Anzahl der CD8"-
Zellen festgestellt werden (Yu-Lee, 1997) woraus sich schlieRen laf3t, dass diese T-
Suppressorzellen als Subpopulation der T-Zellen empfanglich sein kénnten fir PRL.
Dies lasst sich auch aus der im Theorieteil aufgezeigten PRL-Rezeptorverteilung er-
sehen, wonach ca. 70% der CD8"-Zellen den PRL-Rezeptor aufweisen (s.Kap.
2.2.5.2). Da diese CD8"-Reduktion nicht mit einer gleichzeitigen Steigerung der CD4-
Zahl einherging, kam es zu einem kleineren CD4/CD8-Verhéltnis. Diesen Sachver-
halt konnten auch Koller et al. (1997) aufzeigen, jedoch korrelierte das CD4/CD8-
Verhéltnis nicht mit dem durch BCR gesenkten PRL-Prolaktinspiegel.

Die Ergebnisse des CD4/CD8-Quotienten in unserer Studie zeigen sich in der fol-
genden Abbildung 41:
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Abbildung 41: Gegenuberstellung der Verhaltnisse der CD4-Zellen zu den CD8"-
Zellen im Verlauf der vier Messzeitpunkte unter Placebo und dex-
Fenfluramin.
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Insgesamt kommt es sowohl bei den Werten flr Placebo- als auch fur Verumapplika-
tion zu einem Abfall der CD4/CD8-Quotienten um etwa 9%. Es liegt aber kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Bedingung vor, so dass man davon ausgehen
kann, dass der leichte Rickgang des Verhaltnisses auf den tageszeitlich bedingten
Verlauf der Zellzahlen zurlickzufiihren ist und nicht durch einen ansteigenden PRL-
Spiegel beeinflusst wird.

Die Ergebnisse von Koller stehen somit im Einklang mit den eigenen Ergebnissen die
keinen Zusammenhang zwischen dem CD4/CD8-Verhaltnis und dem PRL-Spiegel
zeigen konnten.

5.5.6 Zusammenfassende Beurteilung der Zellveranderung unter d-Fen:

Betrachtet man die Zusammensetzung der Leukozyten, kann man zusammenfas-
send feststellen, dass die zentrale serotonerge Stimulation mittels dex-Fenfluramin
keinen Einfluss auf die Gruppe der Lymphozyten (einschliel3lich B-, T-, CD4- und
CD8-Subpopulationen) zeigt, wohingegen die Granulozyten mit den Eosinophilen
und die Monozyten deutlich auf einen serotonergen Stimulus reagieren. Beide Zell-
typen wiesen nach dex-Fenfluramin hohere Werte zirkulierender Zellen auf als unter
der physiologisch zirkadianen Rhythmik.

Lymphozyten miussen also grundsatzlich anders auf die durch dex-Fenfluramin aus-
geldsten Mechanismen reagieren als Monozyten und Eosinophile. Auf die moglichen
unterschiedlichen Reaktionen auf endogene Verdnderungen und die Mechanismen
der Zellzahlanderung wird in den folgenden Kapiteln eingegangen. Eine Eigenschatft
der Lymphozyten, die Monozyten und Granulozyten nicht besitzen ist, beispiesweise
die Fahigkeit zur Rezirkulation, d.h. es gibt hier eine zusétzliche Mdglichkeit des Im-
munsystems, in die Zellzahlen im Blut regulierend einzugreifen.

5.6 Diskussion der Ablaufe, die eine Zellzahlverdnderung in der
peripheren Blutzirkulation hervorrufen kbnnen

Die Zahl der im Blut zirkulierenden Immunzellen ist als ,offenes System*" zu betrach-
ten und zeigt, wie bei den Veranderungen unter der Placeboapplikation deutlich zu
sehen ist, keinesfalls standig konstante Werte. Dieser kontinuierlichen Zu- und Ab-
nahme der Zellen liegen verschiedene Mechanismen zu Grunde, die in Bezug auf
unsere Studie kurz diskutiert werden sollen.
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Prinzipiell gibt es mehrere Mdglichkeiten, die Zellzahlveranderungen hervorrufen
kénnen: 1) Proliferation, 2) Apoptose, 3) Freisetzung aus gepoolten Zellansammlun-
gen, 4) Margination, 5) Migration und 6) Rezirkulation.

1)

2))

3.)

4.)

Durch Proliferation der Zellen in den lymphatischen Organen kdnnen sich die
Zellzahlen um ein Vielfaches vermehren. So vermag beispielsweise PRL die
Poliferation von T-Zellen durch Aktivierung des IRF-1 Gens zu induzieren (Yu-
Lee, 1997). Dieser Vorgang liegt aber in einem zeitichen Rahmen von
mehreren Stunden bis Tagen. So ist in dem von uns untersuchten Zeitraum
(ca. 4,5 h) nicht davon auszugehen, dass die gemessenen Veranderungen auf
proliferative Vorgéange zuriickzuftihren sind.

Die Apoptose von Zellen kdonnte ebenfalls zu verdnderten Werten beitragen.
Genau wie bei der Proliferation haben auch bei der Apoptose exogene Sub-
stanzen Einfluss auf das Apoptoseverhalten. So kann PRL einer steroid-
induzierten Apoptose von T-Zellen entgegenwirken (s.Kap. 2.3.1.2). Aber auch
hier ist in dem betrachteten Zeitfenster nicht mit derartigen messbaren Veran-
derungen zu rechnen, selbst falls dieser Effekt eintreten wirde.

Nur der kleinste Teil (<10%) der Leukozyten befindet sich in der peripheren
Blutzirkulation, der Rest verteilt sich auf die priméren und sekundaren lympha-
tischen Organe und das Gewebe. Insbesondere die Milz und das Knochen-
mark (Felten et al., 1987, Besedovsky, 1996) stellen Speicher fir die Immun-
zellen dar. Bei einem entsprechenden Stimulus kdnnen kurzfristig vermehrt
Zellen ausgeschittet oder deren Freisetzung reduziert werden. So gibt es
Hinweise, dass vegetative Nervenendigungen beispielsweise in der Milz in
direktem Zusammenhang stehen mit den dort gepoolten Immunzellen. Eine
Erregeung auf nervalem Weg kann so zu einer Freisetzung der Zellen aus der
Milz fihren bzw. diese verzogern (Felten et al., 1987, Besedovsky, 1996) (s.
auch Kap. 5.7). Diese Vorgange sind bei unseren Ergebnissen somit zu be-
ricksichtigen.

Nachdem Immunzellen aus dem Knochenmark freigesetzt werden, gelangen
nicht alle in den mobilen, zirkulierenden Pool. Ca. 50% der Zellen (Pabst &
Binns, 1992) sind priméar nicht mobil, sondern mehr oder weniger stark an den
Endothelzellen durch Adhasion gebunden. Je nachdem, wie stark dieser Anteil
variiert, konnen kurzfristige Schwankungen der Zellzahlen in beide Richtungen
maoglich werden, also Effekte die in unseren Veranderungen eine Rolle spielen
kdnnen.
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5.) Alle Zellen des Immunsystems besitzen die Fahigkeit zur Migration. Mittels
Diapedese verlassen die Leukozyten die Kapillaren durch die Endothelwand
der Kapillaren. Dieser Prozess wie auch die Geschwindigkeit, mit der sich die
Leukozyten fortbewegen, ist von einer grof3en Zahl an Faktoren abhangig, wie
beispielsweise endokrine Substanzen. Auch diese Kinetik muss in die Be-
trachtung der von uns erzielten Zellzahlverdnderungen mit einbezogen wer-
den.

6.) Im Gegensatz zu der Fahigkeit der Migration haben nur die Lymphozyten die
Maglichkeit zur Rezirkulation (Janeway & Travers, 1997). Nach der Migration
aus dem Blutkreislauf, gelangen Lymphozyten u.a. ins lymphatische System,
konnen dort auf dem Weg der Lymphbahnen in den Ductus thoracicus gelan-
gen und anschlieBend in den vendsen Teil der Blutzirkulation. Eine erneute
Migration ist dann wieder mdglich. Es zeigt sich also, dass die Lymphozyten
den anderen Leukozyten in Bezug auf ihre ,Mobilitat" tberlegen sind.

Es lasst sich festhalten, dass eine zahlenméafige Veranderung der weil3en Blutkor-
perchen bzw. eine prozentuale Verschiebung innerhalb ihrer Subpopulationen im
betrachteten Zeitfenster von ca. 4 Stunden auf die Migration, die Freisetzung aus
den gepoolten Lokalisationen, der Margination und der Rezirkulation der Lympho-
zyten bzw. deren Untergruppen zurtickzufiihren ist. Diese kontinuierlich im physiolo-
gischen Milieu stattfindende Wanderung vom lymphatischen Gewebe Uber die
Lymphbahnen in die Peripherie, also ins Blut, aber auch die Migration von der Blut-
strombahn durch das Kapillarendothel ins umliegende Gewebe sind hauptverant-
wortlich fir diese relativ raschen Veranderungen der Prasenz der Leukozyten im
Blut.

Die speziell auf die Gruppe der Lymphozyten beschrankte Fahigkeit der Rezirkula-
tion kénnte so einen Grund flr die nur bei den Lymphozyten ausbleibende Reaktio-
nen auf einen serotonergen Stimulus darstellen.

5.7 Diskussion moglicher Mechanismen der Vermittlung zwischen
dem stimulierten zentralen serotonergen System und der peri-
pheren Immunzellverschiebung

Wie in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, fuhrt die serotonerge Provokation
durch dex-Fenfluramin zu Veranderungen in der Zahl der zirkulierenden Zellen. Folg-
lich stellt sich die Frage, Uber welche Mechanismen die Stimulation im zentralen
serotonergen System auf die Immunzellen tGbertragen wird. Fir diese ,Vermittlerrolle®
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sind eine Reihe von Mdglichkeiten denkbar, die sowohl einzeln, aber auch im Ver-
bund, zu den dargestellten Effekten auf die Immunzellen fihren kénnen. Im Folgen-
den sollen diese potenziellen Vermittler, die in das Studiendesign unseres Ver-
suchsaufbaus hineinpassen, — PRL, Cortisol, 5-HT, dex-Fenfluramin, endogene
Opioide, vegetatives Nervensystem, Zytokine — diskutiert werden.

5.7.1 PRL als Vermittler

An erster Stelle steht das Peptidhormon Prolaktin, dessen Einflisse auf das Immun-
system ausfuhrlich in den Kapiteln 2.2.5.2 und 2.3 dargestellt wurde.

Da es neben den immunmodulierenden Eigenschaften auch im Zusammenhang mit
einer serotonergen Stimulation zu einer Zunahme der PRL-Serumlevel kommt (s.
Kap. 2.1.6.2), liegt der Schluss nahe, dass es sich hier um einen mdglichen Vermitt-
lerkandidaten handeln kdnnte.

Die berechneten Korrelationen nach Pearson zwischen den Veranderungsmalen der
PRL-Werte und den Immunzellzahlen zeigen, dass sich bei den meisten Werten
keine signifikanten Korrelationen ergeben. Dies spricht fur die Unabhangigkeit des
durch dex-Fenfluramin erreichten PRL-Anstiegs und den Verdnderungen der
Immunzellen. Insbesondere gilt dies fur die als signifikant veranderten Zellzahlen der
absoluten Zellzahlen der Eosinophilen und Monozyten und der prozentualen Zu-
nahme der Monozyten. Gleiches gilt fir die Tendentielle Zunahme der prozentualen
Anteile der Eosinphilen und Lymphozyten.

Wie in Kapitel 4.6.1 und 4.6.2 dargestellt, kam es rechnerisch zu positiven signifi-
kanten Korrelationen der absoluten Zahl der B- und CD4-Zellen bzw. des prozentu-
alen Anteils der B-Zellen mit den PRL-Veranderungen obwohl diese Zellen fiir sich
nicht signifikant durch dex-Fenfluramin beeinflusst wurden. Die Erklarung zu diesem
Sachverhalt liefert die graphische Darstellung wie sie in den Abbildungen 33a-c
(s.Kap. 4.6) wiedergegeben ist. Bei allen drei rechnerisch sigifikanten Korrelationen
zeigt sich, dass dies durch wenige ,Ausreisser” bedingt ist. Liesse man jeweils diese
zwei bzw. drei Extremwerte ausser acht, wirde die Korrelation sofort insignifikant
und stinde im Einklang mit den anderen errechneten Werten.

Auf der anderen Seite lasst sich aus diesen wenigen, sehr stark ausgepragten Wer-
ten einiger Probanden ein weiterer Schluss ziehen. Diejenigen Versuchsteilnehmer,
die auf die Applikation von dex-Fenfluramin mit einem sehr starken PRL-Anstieg
reagierten, also eine deutliche seotonerge Stimulierbarkeit aufwiesen, zeigen auch
die starksten Veranderungen in den absoluten B-Zellzahlen. Man muss hier folglich
die Mdglichkeit einer Art ,Schwellenkonzentration” fir PRL in Betracht ziehen, die
erst Uberschritten werden muf3, um immunologische Verdanderungen hervorrufen zu
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kénnen. Diese Schwellenlberschreitung ist bei der von uns niedrig dosierten dex-
Fenfluramin-Menge jedoch zu selten aufgetreten und legt somit die Wiederholung
eines solchen Versuchsaufbaus an den Tag, in dem unter ansonsten gleichen Be-
dingungen, hohere PRL-Werte erreicht werden. Diese Beobachtung stiinde dann
wiederum in Einklang mit den Befunden von Reber (1993) bringen, der in seinem
Ubersichtsartikel den Zusammenhang von hohen PRL-Werten und hohen Immun-
zellzahlen bei Autoimmunerkrankuingen oder Transplantatabstossungsreaktionen
aufzeigt. Siehe dazu auch die Ausfihrungen im Kapitel 2.3.2.

Eine andere mdgliche Vermittlung ist auf dem Weg der Cytokine denkbar. So fihrt
PRL zu einer verstarkten Freisetzung von IFN-y (Anisman et al., 1996), das wieder-
um Einfluss auf Leukozyten besitzt und durch seine immunologische Kompetenz zu
Veranderungen fuhren kann.

Die ansteigende Tendenz der zirkulierenden Neutrophilen in Zusammenhang mit
PRL lie3e sich in Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen bringen.
Kelly (1992) zeigte die Anwesenheit von PRL-Rezeptoren auf Neutrophile. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die in vitro Zugabe von PRL oder GH die Chemotaxis
der Zellen inhibierte. Fornari et al. (1994) konnten an Patienten mit einer pathologi-
schen Hyperprolaktindmie zeigen, dass deren Neutrophile im Vergleich zur gesun-
den Kontrolle eine verminderte Chemotaxis aufwiesen. Auch die Spontanmigration
war signifikant reduziert. Dies konnte eine Verbindung zu der in unserer Studie fest-
gestellten vermehrten Anzahl an zirkulierenden neutrophilen Granulozyten herstellen.

In unserer Studie konnten wir keinen signifikanten Effekt auf die Zahl der B-Zellen
feststellen, trotz erfolgter serotonerger Stimulation und PRL-Anstieg. Dass PRL aber
prinzipiell einen Einfluss auf die B-Zellen haben kann, belegen viele Quellen wie
etwa Weigent et al. (1996), die davon ausgehen, dass PRL fir die Proliferation und
adaquate Funktion von B-Zellen essentiell ist. Dies wirde sich wiederum mit der o0.g.
~>chwellentheorie® in Einklang bringen lassen. Siehe dazu auch die Ausfiuihrungen im
Kap.2.3.2.3.2. Betrachtet man den Trend in der prozentualen Zusammensetzung der
Lymphozyten gegen Ende der Untersuchung (Abb. 32), in der die max. PRL Spiegel
vorliegen, erkennt man unter Verumbedingungen bei den B-Zellen eine zunehmende
Tendenz, wahrend bei den T-Zellen eine Abwartstendenz sichtbar wird. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den Befunden von Reber (1993), die bei Patienten mit erhoh-
ten PRL-Spiegeln eine selektive Verstarkung der B-Zell-Kkomponente beschrieben.

Bei Tieren mit einem PRL-Mangel konnte gezeigt werden, dass nach PRL-Gabe die
Zahl der zirkulierenden CD4"-Zellen anstieg sowie die Proliferation und 1L-2 Produk-
tion verstarkt wurde. Schlief3lich konnte in tierexperimentellen Untersuchungen fest-
gestellt werden, dass PRL sowohl die Entwicklung aber auch die Freisetzung von T-
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Lymphozyten aus dem Thymus beeinflusst (Yu-Lee, 1997). In welcher Weise der
Einfluss dabei ausgeibt wird, hangt u.a. von der PRL-Konzentration ab. Diese wurde
bereits im Theorieteil in Kapitel 2.3.1 dargestellt.

Eine von vielen Autoren beschriebene generelle Stimulation von Lymphozyten (z.B.
Reichlin, 1998 u. Kap. 2.3.2.3) durch PRL konnte, wie in unserer Studie gezeigt,
nicht auf den Sachverhalt der Anzahl der zirkulierenden Lymphozyten Ubertragen
werden. Die Stimulation macht sich priméar in intrazellularen Aktivierungsvorgangen
bemerkbar und erst im weiteren Verlauf einer immunologischen Reaktion bzw. in Ko-
operation mit anderen Parametern kann sich eine PRL-Stimulation auch auf die Im-
munzellzahlen der Lymphozyten auswirken.

Aus dem Gesagten und den eigenen Ergebnissen lasst sich somit schlussfolgern,
dass ein leichter PRL-Anstieg, wie er im Rahmen einer serotonergen Stimulation
durch dex-Fenfluramin Applikation in der Regel erfolgt, nicht in direktem Zusammen-
hang mit einer Immunzellverdnderung steht. Den resultierenden Verdnderungen der
Immunzellen liegen somit andere Mechanismen zugrunde die im weiteren dann noch
diskutiert werden. Allerdings kénnte ein starker PRL-Anstieg durch ein sensibel
reagierendes seotonerges System dann wiederum in einen direkten Zusammenhang
mit den Zellen gebracht werden. Dies musste in weiteren Untersuchungen tberprift
werden.

5.7.2 Cortisol als Vermittler

Der Vollstandigkeit halber wird hier noch einmal der Cortisoleinfluss erwdhnt. Das
Corticosteroidsystem wird vom serotonergen System mit beeinflusst und hat selbst
wiederum hinreichend bekannte Einflisse auf immunologische Faktoren, wie sie
bereits im Kapitel 5.2 kurz dargestellt wurden. Da diese Grol3e aber in unserer Studie
zwar mitberucksichtigt worden ist, aber durch die serotonerge Stimulation mit 15 mg
dex-Fenfluramin keine signifikante Verdnderung im Serumspiegel auftrat, soll in
diesem Zusammenhang nicht weiter darauf eingegangen werden. Es kann namlich
davon ausgegangen werden kann, dass zwischen Placebo und Verumapplikation
kein dex-Fenfluramin induzierter, cortisolvermittelter Unterschied hinsichtlich der
Wirkung auf Leukozyten auftrat. In anderen Untersuchungen mit serotonin-
stimulierenden Substanzen, die ein deulicheres Ansprechen des Steroidsystems
nach sich ziehen, muss Cortisol als Vermittler selbverstandlich berucksichtigt
werden.
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5.7.3 Serotonin als Vermittler

Ravindran et al. (1999) untersuchten die Auswirkungen einer tryptophanfreien Diat
auf endokrine, psychische und immunologische Auswirkungen hin. Neben den da-
durch verminderten Spiegeln an Tryptophan und 5-HT im Plasma kam es zu einer
Stimmungsreduktion der ménnlichen Probanden verglichen mit der Gruppe mit aus-
geglichener Diat. Die reduzierten Spiegel waren nicht von einer Anderung der Zell-
proliferation oder Cytokinproduktion begleitet. Die Gabe von dex-Fenfluramin fuhrte
zur Wiederherstellung der Tryptophan und 5-HT-Spiegel, aber auch hier stellten sich
keine immunologischen Veranderungen ein.

In Bezug auf unsere Studie lasst sich sagen, dass falls es nach einer einmaligen
niedrigdosierten Gabe von dex-Fenfluramin zu einem peripheren 5-HT-Anstieg ge-
kommen ware, dieser sich nicht auf die bestimmten Zellparameter ausgewirkt hatte.
Dieser potenzielle Einfluss kann damit in der Diskussion sicherlich in den Hintergrund
geruckt werden, obwohl die Einflisse von 5-HT auf das Immunsystem (s.a. Kap.
2.1.5) von Bedeutung sein kdnnen, wenn sie in gréRerem Ausmald vorhanden sind.

5.7.4 Dex-Fenfluramin als Vermittler

Auch die Substanz dex-Fenfluramin selbst muss bei der Betrachtung der Zellveran-
derungen mit berlcksichtigt werden. Neben seinem bereits besprochenen Einfluss
auf das zentrale dopaminerge System und opioide System gibt es auch Hinweise,
die einen direkten Effekt auf Immunzellen zeigen:

So zeigten Studien an Ratten, dass nach der Verabreichung verschiedener seroto-
ninfreisetzender Amphetaminderivate auch dex-Fenfluramin die Zahl der zirkulie-
renden Lymphozyten reduzieren konnte. Daneben kam es zu einer Suppression der
Con-A stimulierten Proliferation, der Reduktion der IFN-y-und IL-10- Produktion in
den Zellkulturen. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe einen Rickgang der LPS-indu-
zierten TNF-a-Produktion im Vollblut aufzeigen, was auf eine Reduzierte Aktivitat der
Monozyten/Makrophagen zurlckzufihren sei (Conor et al., 2000). Diese Untersu-
chungen liel3en sich in Einklang mit unseren Ergebnissen bringen, insofern als eine
prinzipielle immunstimulierende Eigenschaft des PRL auf Lymphozyten durch die
direkten Effekte von dex-Fenfluramin antagonisiert werden und so letztlich kein Effekt
auf die zirkulierenden Lymphozytenzahlen zu sehen ist.
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Zu etwas anderen Ergebnissen kam die Gruppe um Mathews (1996), die die Auswir-
kung einer dex-Fenfluramin-Administration auf die Potenz der Lymphozyten auf eine
Candida-Infektion zu reagieren, untersuchten. Sie konnten einen stéarkeren Anstieg
der Zahl der CD3"- und CD8"-Zellen in der Tiergruppe feststellen, die dex-Fenflur-
amin erhielt. AuRerdem zeigten diese Zellen eine héhere antifungale Kompetenz.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei Studien, die einen endokrin-immuno-
logischen Zusammenhang untersuchen, zu unterscheiden ist, ob gleichzeitig ein An-
tigen-Stimulus vorhanden ist. Dies kann dann zu scheinbar unterschiedlichen
Ergebnissen fiihren, wenn man diese Studie im Zusammenhang mit den eigenen
Ergebnissen betrachtet.

Eine langerfristige Einnahme von dex-Fenfluramin Uber 3-6 Monate, wie sie
beispielsweise im Rahmen einer Adipositastherapie verabreicht wurde, hat nach Mac
Tavish (1992) keinen Einfluss mehr auf die Zahl der Leukozyten im Blut. Dies ist
durch Anpassungsvorgdnge auf Rezeptorebene erklarbar. Ein anhaltender
serotonerger Stimulus kann zu einer Downregulation von 5-HT-Rezeptoren fiihren
und so die Sensitivitat auf ein Ansprechen senken.

Sicherlich ist es nicht einfach zu beurteilen, ob in den o.g. in vivo Studien mit dex-
Fenfluramin nun tatséchlich dieser Stoff die auslosende Substanz darstellt bzw.
diese Reaktionen auf indirektem Wege vermittelt sind. Besser eignen sich dazu in
vitro Studien, die eher einen direkten Mechanismus nachweisen konnen. Leider gibt
es diesbezuglich nicht allzu viele Studien:

Eine in vitro Studie mit humanen Lymphozyten von Mathews et al. (1998) lasst sich
insofern nur bedingt vergleichen, da es sich um mit HI-Viren befallene Zellen handelt.
Aber es wurden immerhin direkte Effekte von d-Fen auf Lymphozytenkulturen be-
stimmt. In ihren Ergebnissen konnten sie Folgendes zeigen:

D-Fen konnte die Fahigkeit von CD8"-Zellen heraufsetzen in Bezug auf deren Poten-
zial, C.albicans im Wachstum zu unterdriicken. Die CD4"-Zellen wurden in ihrer Pro-
liferation durch Con-A gefordert. Weiterhin konnten sie zeigen, dass sich die Zahl der
IFN-y produzierenden CD4"- und CD8"-Zellen vermehrte. Dies sowohl bei infizierten
wie auch bei nichtinfizierten Zellen.

5.7.5 Endogene Opioide:

Neben den eben angefuhrten Mechanismen werden auch noch andere Mediatior-
wege diskutiert. Vieles spricht fur eine Beteiligung des Opioidsystems an der Inter-
aktion von zentralen serotonergen Vorgangen und Auswirkungen auf das IS (Pasnik,
1999). Wie bereits im Kap. 2.3.2 dargestellt, beteiligen sich auch ,Neuropeptide”
bzw. ,endogene Morphine* an der Regulation der Migration. Zu diesen Neuropep-
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tiden zéhlen u.a. die Substanz P, B-Endorphin und met-Enkephalin. Diese kénnen
sowohl als Neurotransmitter, Neuromodulatoren und als Hormon wirksam sein. So
konnten Opioid-Rezeptoren auf Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten nachge-
wiesen werden, die in der Modulation der Immunzellfunktion miteingebunden sind
(Harvath, 1992). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass (3-Endorphin oder met-
Enkephalin in physiologischen Konzentrationen aktivierend auf Neutrophile hinsicht-
lich der Chemotaxis und Migrationsfahigkeit wirken. Die Zugebe des Opiatantago-
nisten Naloxon konnte diesen Effekt blockieren (Pasnik et al., 1999; Wiedermann et
al., 1994). Zu etwas anderen Ergebnissen kamen Untersuchungen von Pasotti et al.
(1992a u. 1993), die einen in vitro inhibitorischen Effekt durch Morphin auf die Che-
motaxis von PMN zeigen konnten, der durch Naloxon antagonisierbar war. Sie be-
tonten insbesondere die Bedeutung des p-Rezeptors bei der Vermittlung auf PMNs.

Somit stellt sich die Frage, ob durch die von uns erzeugte serotonerge Stimulation
mittels d-Fen auch Auswirkungen auf die endogenen Opioide entstehen und so ein
zusatzlicher Faktor entsteht, der die Immunzelleigenschaften modulieren kann. In der
Literatur findet man folgende Hinweise dazu:

In Drugs schreibt Mc Tavish (1992, p.716): ,....gibt es einige Hinweise, dass dex-Fen-
fluramin Acetylcholin-, GABA-, B-Endorphin- und B-Enkephalin-Spiegel beinflusst,....".
Zangen et al. (1999) untersuchten die Zusammenh&ange von serotonerger Stimula-
tion und B-Endorphinveranderungen im ZNS im Tiermodell mittels Mikrodialyse im
Nucleus accumbens: Eine spezifische Lasion der serotonergen Zentren hatte eine
Reduktion der B-Endorphinspiegel zur Folge. Die lokale Applikation von 5-HT hatte
steigende Werte zur Folge. Die Autoren schlossen daraufhin auf einen positiven Zu-
sammenhang von serotonergem und Endorphin-System im ZNS.

Dagegen konnten Andersson et al. (1991) in einer Studie an Gbergewichtigen Frauen
durch die Gabe von 30 mg dex-Fenfluramin pro Tag fiir 4 Tage keine Anderung der
B-Endorphinspiegel im Serum feststellen. Hier ist allerdings zu bertcksichtigen, dass
durch die Auswahl der Probanden eine deutlich reduzierte Dosis bezogen auf kg x
KG resultierte sowie zwischen einem peripheren und zentralen Anstieg unterschie-
den werden muss.

Maes (1996) konnte zeigen, dass eine einmalige Dosis von L-5-Hydroxytryptophan
bei Patienten mit endogener und reaktiver Depression zu einer verstarkten
Freisetzung von B-Endorphin nach Dexamethasonsuppression fuhrt, nicht aber bei
der Minor-Depression.

Battistella (1996) untersuchten die Auswirkung einer indirekten serotonergen Stimu-
lation mit L-5-Hydroxytryptophan an Kindern mit Migrane und stellten darunter einen
tendenziell gestiegenen B-Endorphinspiegel sowohl im Plasma als auch innerhalb
mononukledren Zellen fest.
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In einem Tiermodell untersuchten Chaido et al. (1993) den Effekt von Rimorphin,
einem K-Opiat-Agonisten, auf das Immunsystem im Zusammenhang mit dem sero-
tonnergen System. Sie fanden einen immunsuppressiven Effekt nach der Gabe von
Rimorphin. Die Durchtrennung des Hypophysenstiels konnte diesen inhibitorischen
Effekt verhindern. Auch eine Blockade von postsynaptischen 5-HT,-Rezeptoren
konnte diesen opioidinduzierten immunsuppressiven Effekt verhindern. Sie schlos-
sen daraus, dass der Opioid-Effekt auf das Immunsystem nur im Zusammenwirken
mit dem serotonergen System erfolgen kann.

Auch die Verkettung von endogenen Opioiden mit dem Peptidhormon Prolaktin bietet
Anhaltspunkte fur weitere Mechanismen. Einer davon ist beispielsweise die Regula-
tion mittels Opioiden. Hinweise darauf geben Untersuchungen (Yatham & Steiner,
1993), die einen verminderten PRL-Anstieg nach Vorbehandlung mit dem Opiatanta-
gonisten Naloxon zeigen. Dies wirde fur eine mogliche Beteiligung des Opioid-Sys-
tems in der serotonerg, prolaktininvolvierten Auswirkung auf das IS sprechen.
Weitere Indizien geben auch die Untersuchungen von Sagrillo & Voght (1992), die
versuchten, das Zusammenwirken von (-Endorphin und 5-HT auf PRL an Ratten
darzustellen. Mit Hilfe von Rezeptorblockern und —stimulatoren konnten sie einen
stimulierenden Effekt von B-Endorphin auf die PRL-Sekretion darstellen. Die Einbe-
ziehung der serotonergen Komponente erbrachte, dass der serotonerg stimulierende
Effekt auf die PRL-Freisetzung zumindest teilweise tber die

Opioid-Rezeptoren vermittelt zu sein scheint (s. auch Kap. 5.1.2). Der Einsatz des 5-
HT,-Rezeptorantagonisten Ketanserin fuhrte zu der Erkenntnis, dass eine (-endor-
phininduzierte PRL-Freisetzung nicht 5-HT,-vermittelt ist.

Die genauere Frage nach dem vermittelnden 5-HT-Rezeptor, der flr den B-Endor-
phinanstieg verantwortlich ist, wurde von Bagdy (1990) untersucht. Sie verwendeten
dazu den 5-HT;a-Agonisten 8-OH-DPAT, den 5-HT;c-Agonisten m-CPP und den 5-
HT,-Agonisten DOI (Abkiirzungen und einen Uberblick gibt auch Tab. 3 wieder !).
Alle drei zeigten in vivo einen Anstieg von B-Endorphin. Diese Freisetzung konnte
aber durch Dexamethasonvorbehandlung, durch Hypophysenstieltrennung und durch
Antikdrper gegen CRH verhindert werden. Der direkte Effekt auf die Zellen der Hypo-
physe konnte in vitro gezeigt werden, wobei die 5-HT-Agonisten DOI einen starken,
m-CPP einen mittleren und 8-OH-DPAT gar keinen stimulierenden Einfluss auf die 3-
Endorphinfreisetzung zeigten.

Eine andere Studie konnte zeigen , dass die beiden 5-HTa-Agonisten Ipsapiron und
8-OH-DPAT unterschiedlich stark auf die B-Endorphinfreisetzung wirken (8-OH-
DPAT etwa 40-mal starker), in Bezug auf den PRL-Release aber vergleichbar sind
(Di Sciullo, 1990).
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Eine anatomische Erklarung fir das Zusammenspiel von 5-HT und endogenen
Opioiden liefert eine chinesische Untersuchung von Fan, Li und Kong (1993). Sie
zeigten die Coexistenz mehrerer neurotroper Substanzen im Nucleus Raphe Magnus
(NRM) wie 5-HT, Substanz P und Enkephalin. Dabei wurde sogar die gleichzeitige
Prasenz von zwei Substanzen im gleichen Neuron oder Vesikel entdeckt, wie bei-
spielsweise 5-HT mit Substanz P, Enkephalin oder TRH.

Es zeigt sich, dass die Ergebnisse nicht einheitlich sind, was eine serotonerge Sti-
mulation auf den B-Endorphinspiegel betrifft, da es sich z.T. um sehr unterschiedliche
Studiendesigns handelt. Bei zuktinftigen Studien, die eine Stimulation des serotoner-
gen System zum Ziel haben, ist die Berticksichtigung der endogenen Opioide somit
von Bedeutung, wenn man alle Einflussfaktoren in ihren Effekten abschéatzen will.

Ein weiterer Faktor den es zu bericksichtigen gilt, ist das Ansprechen von Immun-
zellen auf Hormone/Neurotransmitter mit oder ohne gleichzeitiger Anwesenheit von
Antigenen. Diesen Unterschied in der Reaktion der Zellen zeigten Lieb et al. (1996)
bei Monozyten. Diese reagierten in absolut endotoxinfreier Kultur auf die Zugabe von
a-Endorphin, B-Endorphin oder Substanz-P nicht mit einem Anstieg der Synthese
von IL-1 und IL-6. Jedoch konnte bereits eine minimale Menge an LPS in der Kultur
einen synergistischen Effekt mit den Neuropeptiden erreichen.

Eine gesteigerte Migration mit sinkenden Neutrophilen aufgrund potentieller Vermitt-
lung durch B-Endorphin und met-Enkephalin (Pasnik, 1999, Wiedermann, 1994)
konnte in unseren Ergebnissen nicht aufgezeigt werden. Vermutlich war der durch
dex-Fenfluramin hervorgerufene stimulatorische Effekt auf das endogene Opioid-
system nicht stark genug ausgepréagt, bzw. wurden die Effekte durch andere Fakto-
ren wie z.B. den ansteigenden PRL-Spiegel antagonisiert. Daflr stehen unsere
Ergebnisse im Konsens mit den Untersuchungen von Pasotti et al. (1992a, 1993), die
einen in vitro inhibitorischen Effekt von Morphin auf die Chemotaxis von Neutrophilen
zeigten. Die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse sind vermutlich auf die unter-
schiedliche Opioid-Rezeptoraffinitat von Morphin bzw. Endorphin/Enkephalin zuriick-
zufuhren.

Daraus lasst sich in Bezug auf unsere Studie folgendes ableiten: Der 5-HT5-Agonist
Ipsapiron kann zu einer Freisetzung von B-Endorphin fihren (Di Sciullo, 1990);
Hennig et al. (1996) zeigten einen Abfall des prozentualen Anteils der CD4"-Zellen
nach Ipsapiron. Die Applikation von dex-Fenfluramin zeigte keinerlei Einfuss auf die
CD4"-Zellen. Da dex-Fenfluramin als 5-HT-Releaser gleichzeitig mehrere verschie-
dene pra-und postsynaptische 5-HT-Rezeptoren anspricht, muss sich ein antagonis-
tischer Effekt derart einstellen, dass die Folgen einer spezifischen 5-HT;4- Reaktion
Uber einen weiteren 5-HT-Rezeptor geblockt wird.
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5.7.6 Das vegetatives Nervensystem als Vermittler

Auch der Tonus des vegetativen NS hat Einflussmdglichkeiten auf die immunolo-
gische Kompetenz. Denn es konnte gezeigt werden, dass es anatomische Verbin-
dungen in Form von vegetativen Nervenfasern gibt, die eine direkte morphologische
Verbindung vom ZNS zu den primaren (Thymus, Knochenmark) und sekundaren
(Milz, Lymphknoten) lymphatischen Organen herstellen (Felten et al.,1987 u. Bese-
dovsky & Del Rey, 1996). Eine zentrale vegetative Stimulation kann so auf ,elektro-
physiologischem* Weg Uber sympathische Nervenfasern zu einer veranderten, nor-
adrenalinmodifizierten Freisetzung aus der in der Milz gepoolten Immunzellen flihren
und damit die Anteile der zirkulierenden Zellen im Blut verandern (Reichlin, 1998).
Aber auch die Administration von (-Rezeptorblockern kann zu einer Zunahme der
Eosinophilen im Blut fihren (Bundschuh et al., 1988). Ahnliches konnten Benschop
et al. (1994) zeigen, die nach der Applikation eines B-Rezeptor-Blockers (Propanolol)
eine Erhohung der Anzahl aller Lymphozyten feststellen konnten.

Um auch diesen Faktor in der Diskussion der dex-Fenfluramin vermittelten
Zellzahlanderung zu bertcksichtigen, sollte tiberlegt werden, ob d-Fen Auswirkungen
auf das vegetative NS hat.

So gibt es folgenden Hinweise eines dex-Fenfluramin induzierten Einflusses auf das
vegetative Nervensystem:

Andersson et al. (1991) konnten in einer Studie an tUbergewichtigen Frauen durch die
Gabe von 30 mg dex-Fenfluramin pro Tag einen Abfall des systolischen als auch
diastolischen Blutdruckes erreichen, bei konstanter Herzfrequenz. Auch die Plasma-
spiegel von Noradrenalin und Renin wurden verringert. Dies deutet auf eine vermin-
derte sympathische Aktivitat hin, die mit dex-Fenfluramin in Zusammenhang steht.

Fattaccini et al (zit.n. Tavish, 1992) untersuchten den Einfluss von dex-Fenfluramin in
vitro und fanden keinen signifikanten Effekt auf den Noradrenalinanteil bzw. seine
Metaboliten, wobei aber gleichzeitig Hinweise bestehen bezlglich eines Acetylcho-
lineinflusses durch d-Fen.

Eine vegetative Auswirkung durch eine serotonerge Stimulation sollte deshalb in
weiteren Studien mitbericksichtigt werden, beispielsweise durch die Erfassung von
Puls- und Blutdruckmessung wahrend des Versuchsablaufs an den Probanden.
Denn sollte sich ein derartiger Effekt einstellen, ist davon auszugehen, dass auch
Veranderungen der Leukozyten davon betroffen sein konnen.
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5.7.7 Zytokine als Vermittler

Eine relativ neue Theorie der Steuerung des Immunsystems durch die intrinsische
neuronale Aktivitat des ZNS wird in einem Ubersichtsartikel von Reichlin (1998) dar-
gestellt. Man geht davon aus, dass das ZNS in der Lage ist, durch Sekretion von
Zytokinen in die periphere Blutzirkulation eine immunmodulatorische Funktion aus-
zutben. Eine Vielzahl von immunstimulierenden Zytokinen (z.B. IL-1, -2, -6, -8, -12,
TNF-a, CSF, etc.) und immuninhibierenden Zytokinen (z.B. IL-1-Rezeptor-Antago-
nist, IL-10 etc.) entstehen im ZNS. Syntheseorte sind insbesondere Neurone, Mikro-
glia, Astrozyten und der Plexus choroideus. Von den 0.g. Zytokinen konnte fur IL-1
und TNF-a gezeigt werden, dass sie das Gehirn in die Peripherie verlassen kdnnen.
Mdgliche Pfade, auf denen die Zytokine die Blut-Hirn-Schranke tberwinden kénnen
sind der Liquor und ,undichte* Stellen um die Hirnnerven und GefalRe. Der Plexus
choroideus, als Grenzgebiet zwischen zentralem Liquor und peripherem Blut, nimmt
dabei eine wichtige Stellung ein. Neben der Zytokinproduktion werden auch zahl-
reiche Rezeptoren exprimiert, wie beispielsweise fir Dopamin (D), Serotonin,
Prolactin, IL-1, Noradrenalin (B;, B2) und TNF-a. Sollte also eine serotonerge
Stimulation durch vermehrte zentrale Freisetzung des Transmitters mittels dex-
Fenfluramin oder durch verdnderte PRL-Werte zu einer Freisetzung von zentralen
Zytokinen aus dem ZNS in die Peripherie fuhren, wére hiermit ein alternativer Weg
der Immunregulation aufgezeigt.

Zusammenfassend:

Die einzelnen Komponenten wirken sicherlich nicht in Eigenregie, sondern in einem
Zusammenspiel vieler beteiligter Faktoren. Dies liel3 sich gut am Beispiel von PRL
zeigen, dessen alleinige Betrachtung, ohne die Bertcksichtigung weiterer potentieller
Co-Faktoren, keine direkte Korrelation mit den veranderten Zellzahlen aufwies. Bei
einem synergistischen Modell fihren beispielsweise die endogenen Opioide B-Endor-
phin und Enkephalin zu einer verstarkten Freisetzung der Zytokine IL-1 und IL-2
(Anisman, 1996), wahrend ein gleichzeitig erhbhter PRL-Spiegel die Up-Regulation
der IL-2-Rezeptoren in Milzzellen und T-Lymphozyten stimuliert (Yu Lee, 1997). Die
Zellen werden so in ihrem Ansprechen auf IL-2 sensibilisiert, das indirekt durch die
serotonerge Stimulation verstarkt freigesetzt wird. Um diesen Ansatz der Zytokinbe-
teiligung zu verifizieren, ware es wichtig, in weiteren Untersuchungen diese im ent-
nommen Blut mit zu bestimmen.
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Die Frage, ob die Veranderung der Zellzahlen nun direkte oder indirekte Folge der
verstarkten PRL-Freisetzung ist und/oder durch serotonerge Mechanismen hervorge-
rufen wurde, sollte in einem erneuten verdnderten Versuchsansatz geklart werden.
Zusatzlich zu der serotonergen Stimulation sollte ein Dopamin-Agonist (z.B. Bromo-
criptin) verabreicht werden, der zu einer Hemmung der serotonerg induzierten PRL-
Freisetzung fuhren wirde. Die gleiche von uns verwendete Dosis von 15 mg dex-
Fenfluramin kénnte damit weder einen PRL- noch einen Cortisolanstieg hervorrufen.
Kame es daraufhin zu den gleichen Veranderungen wie in unserer Studie an den
Immunzellen, kdnnte man einen direkten PRL-vermittelten Effekt ausschlie3en und
andere Mechanismen, wie sie oben besprochen wurden, kdmen fur diesen Effekt in
Frage. Bei veranderten Ergebnissen kdnnten so Rickschliisse gezogen werden, fir
welchen Teil das PRL verantwortlich ist, bzw. ab welcher Konzentrationszunahme
eine Veranderung der Zellen auftritt, und was zusatzlich durch weitere Mechanismen
gesteuert wird.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Studie sollten die Interaktionen des ZNS, des endokrinen und des Immun-
systems naher untersucht werden. Am Beispiel einer zentralen Stimulation des
Serotonin—Systems (5-HT) wurden die Auswirkungen auf die Anzahl der zirkulieren-
den Leukozyten im Blut bestimmt unter besonderer Beriicksichtigung des immun-
kompetenten Hormons Prolaktin (PRL) als potentieller Vermittler zwischen zentral-
nervosen und peripher-immunologischen Vorgangen.

Dazu wurde in einer doppelblinden, randomisierten, placebokontrollierten Cross-
over-Studie eine Gruppe von 40 jungen, gesunden, mannlichen Freiwilligen unter-
sucht. Sie erhielten in einwbchigem Abstand eine einmalige Dosis von 15 mg dex-
Fenfluramin  (Isomeride®), einem zentral wirksamen 5-HT-Releaser /
Reuptakeinhibitor, bzw. Placebo verabreicht. In regelmaiigem Abstand wurden Blut-
proben entnommen und darin die Gesamtleukozyten, Neutrophilen, Eosinophilen,
Basophilen, Monozyten, Lymphozyten, B-Zellen, T-Zellen CD4*- und CD8"-Zellen
mittels FAC-Scan bestimmt. Zu den gleichen Messzeitpunkten wurde als endokriner
Parameter Prolaktin im Serum sowie Cortisol im Speichel bestimmt, beide mittels
RIA-Verfahren.

Es sollte gezeigt werden, dass die bisher nur mit héheren d-Fen Dosierungen erzielte
serotonerge Stimulation auch unter der geringen Dosis von nur 15 mg zu einem An-
stieg der PRL-Level fuhrt, um die sonst einhergehenden Nebenwirkungen zu vermei-
den. Denn diese kdnnten ihrerseits als immunologische Stdrgrof3en auftreten.

Im Ergebnis konnten wir einen signifikanten PRL-Anstieg (p<0,001) durch dex-Fen-
fluramin versus Placebo erreichen. Es kam zu keiner signifikanten Veranderung der
Cortisolwerte im gleichen Zeitraum, was einen sensitiveren Mechanismus der PRL-
Freisetzung im Gegensatz zur Cortisolfreisetzung aufzeigte.

Die serotonerge Stimulation fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der absoluten
Zahlen der Eosinophilen und Monozyten (p<0,05) versus Placebo, in der Gruppe der
Lymphozyten incl. der Subpopulationen kam es zu keinen signifikanten Veréanderun-
gen. Bezogen auf die gesamte Leukozytenpopulation stellte sich eine signifikante
Steigerung des prozentualen Anteils der Monozyten ein, fur die Gruppe der Eosino-
philen und Lymphozyten waren Tendenzen einer Zunahme zu erkennen.

Durch die erfolgreiche Vermeidung eines Cortisolanstiegs konnte eine mogliche
Vermittlung von Seiten der HHN-Achse ausgeschlossen werden. Die Uberpriifung
eines Zusammenhangs der PRL-Veranderungen und der Immunzellveranderungen
wurde mit Hilfe der Pearson-Korrelation tberprift. Es konnten keine Zusammen-
hange zwischen den signifikant angestiegenen PRL-Werten und den signifikant ver-
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anderten Immunzellen gezeigt werden, die Ereignisse sind somit als unabhéangig zu
betrachten. Die Betrachtung der Korrelationen als Punktwolke gibt jedoch Hinweise
auf das Vorhandensein einer Schwellenkonzentration von PRL die Uberschritten
werden muss um immunologische Auswirkungen bewirken zu kénnen.

Da serotonerge Stimulationen auch mit der Anderung weiterer Neuropeptide, Trans-
mitter und Zytokine einhergehen kénnen, wird in der Diskussion deren maoglicher zu-
satzlicher Einfluss auf unser Studienergebnis ausfihlich erdrtert. Daneben wird ver-
sucht, molekulare, rezeptorassoziierte Mechanismen des dex-Fenfluramin indu-
zierten PRL-Anstiegs herauszuarbeiten. Das serotonerge System und PRL mit
seinen weitreichenden Einflissen auf das Immunsystem werden im Theorieteil der
Arbeit abgehandelt.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass auch niedrige Dosen dex-Fenfluramin
eine PRL-Stimulation ermoéglichen unter gleichzeitiger Vermeidung eines Cortisol-
anstiegs. Die serotonerge Stimulation fuihrte so zu Anderungen in den zirkulierenden
Monozyten und den granulozytédren Zellen, wohingegen die Lymphozyten unbeein-
flusst blieben. Da PRL nur ein mdglicher Vermittler inzwischen ZNS und IS ist, sollten
zuklnftige Studien weitere potentielle Kandidaten mit beriicksichtigen, bzw. durch
den Einsatz spezifischer 5-HT-Rezeptoragonisten / antagonisten der Frage der
Rezeptorvermittlung weiter nachgehen. Auch sollten die NK-Zellen in kinftigen
Studien mit berucksichtigt werden, um ein vollstandiges Bild der zellularen Situation
zu erhalten.

Die niedrige d-Fen Dosierung ermdglichte uns zu zeigen, dass auch bei Dosen, die
dem physiologischen Bereich naher liegen als die sonstigen Provokationsstudien,
noch Effekte nachweisbar sind. So kdnnen unterschiedliche serotonerge Aktivie-
rungszustande, wie sie beispielsweise im Zusammenhang mit Depression, impulsi-
vem Verhalten oder Autoaggression auftreten, in ihren Auswirkungen auf endokrine
und immunologische Modulationen besser erklart werden. Auch bei deren medika-
mentdser Behandlung mit zentral wirksamen Substanzen sollten die endokrinen und
immunologischen Auswirkungen durch die Vielfaltigen dargestellten Interaktionen
berticksichtigt werden.

Die Existenz einer Schwellendosis ab der PRL in vivo Auswirkung auf das zellulare
Immunsystem zeigt sollte in einem weiteren Versuchsdesign mit ansteigenden PRL-
Serumwerten Uberpruft werden.
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Gesundheitsfragebogen
Fen-Studie
Gesundheitsfragebogen
Bitte beantworten Sie die folgenden Fragen wahrheitsgemaf und so genau wie moglich.
Sie kénnen sich darauf verlassen, daf |hre Angaben streng vertraulich behandelt
werden.
Bitte geben Sie an, ob und in welchem Alter Sie die folgenden Krankheiten hatten bzw.
haben. Wenn Sie nicht genau wissen, wann Sie eine der Krankheiten hatten, geben Sie
hitte eine Schatzung an.
Friher zur Zeit
ja nein fallsja, in ja nein
welchem Alter?

1. allergische Reaktionen auf Medikamente

oder etwas anderes: o d Jahre N

Wenn ja, welche Medikamente bzw. was ?
2. Asthma o o Jahre o
3. erhdhter Blutdruck 0o 0O ___ Jahre -0
4. Herzfehler oder sonstige Herzkrankheiten o ___ Jahre U
5. Kreislaufstérungen o Jahre o
6. chronische Kopfschmerzen oder Migrane oo __ Jahre U
7. Leberkrankheiten O Jahre L
8. Nierenkrankheiten o o __ Jahre Ll
9. Harnwegserkrankungen o O Jahre o
10. Diabetes (Zuckerkrankheit) 0o o _ Jahre .
11. Schilddrusenunterfunktion o o ___ Jahre .
12. Schilddrusendberfunktion 0o o ___ Jahre o
13. sonstige hormonale Stérungen Lt O __ Jahre 0o

falls ja, welche ?

14. neurologische Krankheiten O 0O Jahre o Ul
15. Anfallsleiden 0o Jahre Il

Waren Sie innterhalb des letzten Jahres in drztlicher Behandiung

od

Wenn ja, warum ?

er im Krankenhaus ? ja [1 nein [

Waren oder sind Sie in psychiatrischer / nervenarztlicher Behandlung ? ja L nein L
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Welche Medikamente nehmen Sie zur Zeit (innerhalb der letzten vier Wochen) ein ?
Bitte ankreuzen und evil. Préparatnamen eintragen.

Medikamentengruppe Name regelmaRig gelegentlich gar nicht
Herz-/Kreislaufmittel

a) zur Kreislaufstabilisierung

b) gegen Bluthochdruck
Schilddrisenpraparate

Mittel gegen Magenbeschwerden
Schmerzmittel

Mittel gegen Husten, Schnupfen,
Grippe

Appetitzugler oder
appetitanregende Mittel
Allergiemittel
Ausschwemmungsmittel
Beruhigungsmittel

Schilafmittel

Stimmungsaufheller

(]
(

7
)

T O I O B O

) J
P (M Cr 11
J ( Fh i1

]
[
|

[

LYy 011

A

Hormone
sonstiges

0 O I Ty I B B O

trer

PEd

Nehmen Sie alkoholische Getrénke zu sich ? Bitte ankreuzen.

nie selten haufig regeimanig
Bier O G C _
Wein / Sekt C O _ _
hochprozentige Getranke
(z.B. Whisky, Gin, ...) O a J —

Wieviele Zigaretten rauchen Sie pro Tag ?
od 190 10140 15190 20240 25290 30undmehr(]

Geburtsdatum:
SchulabschluR:
O Linkshander
0 Rechtshédnder
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Informationsblatt zum Versuch (fiir die Probanden)

Fen-Studie

Informationen zum Versuch

Nachdem Sie den Gesundheitsfragebogen ausgeflilit haben, lesen Sie sich bitte die
Informationen zu der Untersuchung genau durch und stellen Sie anschlieBend evt.
aufgetretene Fragen.

Ziel der Untersuchung

In der Studie geht es darum, den akuten Einflul einer bestimmten Substanz auf eine
Reihe von kérperlichen Funktionen, wie z.B. Blutwerte, und auf psychische Merkmale,
wie z.B. Aufmerksamkeit und Befinden, zu untersuchen.

Das Medikament

Das Praparat heiflt Isomeride. Es ist d-Fenfluramin, das in Apotheken als Appetitzligler
erhéltlich ist. Mogliche Nebenwirkungen sind Mldigkeit, Benommenheit, Schwindel,
depressive Verstimmung und Magen-Darm-Beschwerden, die jedoch im allgemeinen
weniger bei einmaliger, sondern erst bei langerer Einnahme zu erwarten sind.

Die hier verwendete Dosierung betragt einmalig 15 mg und entspricht der Menge einer
Tablette des Handelspréaparates.

Ablauf der Untersuchung

Die Untersuchung findet an zwei Terminen statt, die genau eine Woche
auseinanderliegen. Beide Tage laufen im Prinzip gleichartig ab mit dem einzigen
Unterschied, dal? einmal die Substanz und einmal ein Placebo (unwirksames Praparat)
gegeben wird, ohne daf die Probanden wissen, was an welchem Termin an der Reihe
ist (dies wird erst im Anschlul an die DurchfGhrung verraten).

Die Untersuchung beginnt jeweils um 14.00 Uhr. Zunachst wird eine Verweilbraunile
(Kanule) fur die Blutabnahme und Elektroden fir die physiologischen MaRe gelegt. Nacl
einer Pause werden dann Ausgangsmessungen (Blutabnahme, Speichelprobe,
Befindlichkeitsbogen, psychologische Verfahren sowie physiologische Messungen)
erhoben und daran anschlieRend d-Fenfluramin oder Placebo gegeben.

Wiederholungsmessungen werden zu sieben Zeitpunkten des Experiments durchgefahr
(Speichel-, Blutproben, Befindlichkeit, psychologische und physiologische MaRe).

Aus der Verweilbrauniie werden insgesamt finf Blutproben a 20 ml entnommen.

SchiieBlich werden Befindlichkeitsbogen mehrfach vorgelegt, die Gber ihre momentane
Befindenslage Auskunft geben.
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Der Zeitaufwand betragt pro Sitzung ca. 4,5 Stunden, insgesamt also neun Stunden, und
wird mit DM 140, — vergiitet. Die Bezahlung erfolgt nur bei vollstandiger Teilnahme an
beiden Sitzungen als Gesamtbetrag am letzten Untersuchungstermin.

Ein Abbruch des Expenments ist selbstverstandiich zu jedem Zeitpunkt moglich.

Die folgenden Punkte sind Bedingungen und Instruktionen, die von den Teilnehmern
gewahrieistet werden missen:

- Bereitschaft zur Teilnahme an beiden Terminen

- Am Vorabend zu jedem Termin nicht nach 24.00 Uhr ins Bett gehen

- An den Untersuchungstagen selbst keine Medikamente einnehmen und keinen Alkohol
konsumieren sowie keine koffeinhaltigen Getranke

- Am Vortag der Untersuchung und an den Untersuchungstagen selbst keine
Schokolade oder kakachaltigen Nahrungsmittel, keine Erdntsse und keine Bananen zu
sich nehmen

- An den Untersuchungstagen nicht nach 13.00 Uhr zu Mittag essen

- Nach den Sitzungen kein Auto bzw. Motorrad fahren

- Veranderungen des Gesundheitszustandes zwischen den Terminen unbedingt
bekanntgeben

- Psychische oder physische Beeintrachtigungen wahrend der Durchfiihrung sofort
melden
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Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme

Fen-Studie
Einverstandniserklarung

ich erkldre mich bereit, an der geschilderten Untersuchung teilzunehmen und verpflichte
mich, zu beiden Terminen zu erscheinen, es sei denn, dal® zwingende Grunde einen
Abbruch unvermeidbar machen. In diesem Fall werde ich unverztglich unter der
Telefonnummer: 0641 /48202

oder: 0641 /702 5426

oder: 06408 / 4552

Bescheid geben.

Die Teilnahme an beiden Terminen ist Voraussetzung fir die Bezahlung von DM 140, --
die am Ende des zweiten Untersuchungstages ausgezahit werden.

Ich bin mit einer einmaligen Gabe von d-Fenfluramin (15 mg) einverstanden und bin Gber
die moglichen Nebenwirkungen ausreichend informiert worden.

Ich erkldre mein Einverstandnis zur Abnahme von Blutproben (5 je Sitzung mit 30 ml pro
MefRzeitpunkt) sowie zur Entnahme von Speichelproben, zur Aufzeichnung von
physiologischen und psychologischen Mefwerten wahrend beider Sitzungen.

Ich gewahrleiste:
. an den beiden Untersuchungstagen um 14.00 Uhr punktlich im PHIL

I, 5.Stock Raum 508 einzutreffen. Die beiden Termine fur die
Untersuchung sind:

Wochentag Datum

. an Untersuchungstagen und den jeweiligen Vortagen keine
Medikamente, Schokolade oder kakaohaltige Speisen u. Getranke,
Nlsse oder Bananen zu mir zu nehmen.

. an den Vorabenden eines Untersuchungstages vor 24.00 Uhr zu Bett
zu gehen.

. an den Untersuchungstagen vor 13.00 Mittag zu essen und am
Untersuchungstag keine Coffein-haltigen Getranke zu trinken.

. psychologische und kérperliche Begleiterscheinungen vor, wahrend
und nach den Versuchen unmittelbar den Untersuchungsleitern
mitzuteilen.

. Nach AbschluB der jeweiligen Versuchstage kein Auto zu fahren. Ich

habe Anspruch auf die Erstattung der Fahrtkosten fiur die Heimfahrt,
falls erforderich.

Ich habe die Fragen im Gesundheitsfragebogen sowie alle anderen wahrheitsgemat und
gewissenhaft beantwortet und habe keine weiteren Fragen an die Versuchsleiter. Mir ist
gesagt worden, daf ich den Versuch abbrechen kann.

Giefden, den

(Unterschrift)
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Angaben zur Person und Protokolt Gber Tagesablauf (vom
Probanden auszufillen)

Ipsapiron-Studie und Fen-Studie

Angaben zur Person und Protokoll iiber Tagesablauf

i VP.-Nr..
| Geb. Datum:
| Gewicht: kg
| GroRe: cm
Ich bin am Vorabend schlafen gegangen um Uhr
ich bin heute aufgewacht um Uhr
Ich bin heute aufgestanden um Uhr
Ich habe heute Nacht geschlafen Stunden
Meine letzte Mahlzeit war um Uhr
sie bestand aus Brot/Snack

warme Mahlzeit

Meine heutigen Tatigkeiten bestanden aus:

\
i korperiiche Aktivitét in sitzender Aktivitat

i (z.B. Radfahren, Sport, Laufen, (Lernen, Schreiben 0.4.)

0.4)

\ O g von 8-10 Uhr
O O von 10-12 Uhr
O O von 12-15 Uhr

(Bitte auch beide Kastchen ankreuzen falls zutreffend !)

Ich bin hierher in den 5. Stock gekommen:

O mit dem Fahrstuhl
O zu Ful

Mein persdnlicher Eindruck sagt mir:

O ich habe heute das Verum (richtiges Medikament) bekommen

O ich habe heute das Placebo bekommen
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Einverstandniserklarung zur Speicherung perstnlicher Daten

Fen-Studie

Lieber Proband,

wir danken lhnen fur Ihre Bereitschaft, an unserer Studie teilzunehmen.

Es wird voraussichtlich im WS 1995/96 eine Anschlufuntersuchung stattfinden, fur
die wir Probanden benbtigen, die bereits an dem nun stattfindenden ersten Teil der
Untersuchung teilgenommen haben.

Wir wirden uns daher freuen, wenn wir Sie im Winter erneut unverbindlich
kontaktieren dirften, wenn die Folgeuntersuchung beginnt. Hierzu bendétigen wir lhr
Einverstandnis, lhren Namen und |hre Telefonnummer zu diesem Zweck speichern zi
durfen. Wenn Sie eventuell Interesse an der Teilnahme an diesem oder weiteren
Versuchen haben, flillen Sie bitte die untenstehende Erkldrung aus.

Far die Teilnahme an der Folgeuntersuchung im Winter 1995/96 wird es einen
»1eilnahme-Bonus“ von 250,- DM geben.

Bitte teilen Sie uns eine eventuelle Anderung Ihrer Telefonnummer mit, damit Sie
nicht die Chance zur Teilnahme an weiteren Untersuchungen verlieren.

Sie erreichen uns unter folgender Adresse:

Justus-Liebig-Universitat Gieen,

- FB 06 Psychologie -

AG Prof. Dr. Dr. P. Netter

Otto-Behagel-Str. 10/F

35394 GieRen

Tel.: 0641 / 702-5426 (Sekretariat Frau Griinfelder)

Corinna Gabi Ruth Paul Claudia

3 e e e e e e e
Einverstdndniserkldrung

Name: Vorname:

Telefon: /

Hiermit erklare ich mich damit einverstanden, dal mein Name und meine
Telefonnummer gespeichert werden, und daB ich als potentieller Proband flr
Untersuchungen des Instituts fur Psychologie der JLU GieBen telefonisch kontaktiert
werden darf. Ich verpflichte mich hiermit nicht zu einer Teilnahme an den
Experimenten.

GielRen, den

(Unterschrift)
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