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Zusammenfassung

Viele endokrine Zellen, so auch die hormonbildenden Zellen des Pinealorgans, enthalten
kleine elektronenhelle Vesikel. Diese zeigen hinsichtlich ihrer Morphologie und ihres
molekularen Aufbaus Ahnlichkeiten mit den synaptischen Vesikeln in Nervenzellen.
Untersuchungen der vergangenen Jahre fiihrten zu der Hypothese, dal3 diese ,,synaptoiden*
Mikrovesikel eine neue Klasse sekretorischer Organellen in endokrinen Zellen darstellen. Fiir
das Pinealorgan konnte das bedeuten, dafl diese Mikrovesikel moglicherweise neuroaktive
Aminosduren wie z.B. Glutamat als Botensubstanzen speichern und sezernieren und dadurch
EinfluB auf die Melatoninsynthese nehmen.

Diese Hypothese konnte in der vorliegenden Arbeit dadurch untermauert werden, daB in
Pinealozyten weitere, bisher in diesen Zellen nicht nachgewiesene Proteine lokalisiert
wurden, die in Nervenzellen an der Zielsteuerung und Kontrolle der Exozytose synaptischer
Vesikel beteiligt sind (Munc 18-1, CSP und SV2A). Aullerdem bekriftigen die Befunde zur
Expression und zelluldren Lokalisation verschiedener Glutamatrezeptoren (mGIluR2/3 und
mGIuR5) und —transmitter (GLT-1, GLAST und EAACI1) im Pinealorgan sowie die
Ergebnisse zur Ontogenese der Mikrovesikel und ihrer regulatorischen Proteine nachdriicklich
das Konzept einer sekretorischen Funktion der endokrinen Mikrovesikel und einer parakrinen
Wirkung ihrer mutmaBlichen Transmitter.

Weiterhin wurden in Pinealzellkulturen Vesikelexozytosen durch depolarisierende Stimuli
ausgelost und anschlieBend die Art und Menge der freigesetzen Transmitter bestimmt. Daraus
ergab sich, da3 neben den bekannten ecxitatorischen Aminosdure-Transmittern Glutamat und
Aspartat offenbar auch der inhibitorisch wirksame Transmitter Glycin aus synaptoiden
Mikrovesikeln freigesetzt wird.

Im Zusammenhang mit bisher ungeklarten Fragen zur Regulation der Mikrovesikelexozytose
in Pinealozyten wurden weitere in vitro-Experimente durchgefiihrt. In diesen Experimenten
wurde der EinfluB verschiedener, im Pinealorgan vorkommender Neurotransmitter und —
peptide auf die Freisetzung neuroaktiver Aminosduren aus den synaptoiden Vesikeln
untersucht. Die aktuelle Hypothese, dal Acetylcholin im Pinealorgan als direkter
Gegenspieler zu Noradrenalin wirkt, in dem es die Glutamatfreisetzung induziert, konnte
durch die hier gewonnenen Ergebnisse nur bedingt bestétigt werden. Allerdings gibt es erste
Hinweise, dal die Neuropeptide VIP und PACAP einen modulatorischen Einflu auf
Vesikelexozytosen ausiiben.

SchlieBlich konnten in dieser Arbeit mit Hilfe eines speziellen Antikorper-Assays erstmals
Vesikelexozytosen auf Einzelzellebene direkt mikroskopisch in Pinealozyten nachgewiesen
werden.

Schlagworter: synaptische Membranproteine, Vesikelexozytose, Glutamat



Summary

Many endocrine cells, including the hormone producing cells of the pineal organ, contain
small electron-lucent vesicles. These vesicles are similar to synaptic vesicles in neurons in
terms of their morphology and molecular structure. Recent investigations suggest that these
so-called synaptic-like microvesicles represent a new class of secretory vesicles in endocrine
cells. They are thought to store and secrete neuroactive amino acids, such as glutamate, in the
pineal organ and thereby may be involved in the regulation of the synthesis of melatonin.

This hypothesis is corroborated in this work by localization of further, so far in pinealocytes
unknown proteins, which are involved in targeting and regulation of vesicle exocytosis in
neurons (munc 18-1, csp, and SV 2A). In addition, the expression and cellular localization of
various glutamate receptors (mGluR2/3 and mGluR5) and transporters (GLT-1, GLAST, and
EAACI1) were investigated. Altogether, these findings confirm the concept of vesicular
secretory function and of paracrine effects of their presumptive transmitters.

A study of the ontogeny of synaptic-like microvesicles demonstrates an early ontogenetic
expression (E 20,5) of all synaptic proteins investigated in the gerbil pineal gland. In this
early period of development these proteins may play a role in morphogenetic events, because
vesicle exocytosis does not happen yet. Moreover, an accumulation of synaptic proteins was
shown in dilated terminals in the second postnatal week. At the same time the rhythmic
hormone secretion occurs in the pineal gland for the first time. This chronological coincidence
suggests that the synaptic-like microvesicles influences the hormone secretion in pinealocytes
from the beginning.

Furthermore, vesicular exocytosis was triggered by depolarising stimuli in cultured pineal
cells, followed by determination of the type and the amount of released transmitters. In
addition to the well-known excitatory amino acid transmitters glutamate and aspartate, I have
now obtained strong evidence for release of the inhibitory transmitter glycine.

Further in vitro-experiments were performed in connection with previously unanswered
questions of the regulation of the microvesicle-mediated exocytosis in pinealocytes. The
involvement of different pineal neurotransmitters and neuropeptides in the secretion of
neuroactive amino acids from synaptic-like microvesicles was investigated in these
experiments. The current hypothesis, that in the pineal gland acetylcholine acts as a direkt
counterpart of norepinephrine via release of glutamate, could only be partially confirmed in
this work. On the other hand, there is evidence, that the neuropeptides VIP and PACAP may
also exert a modulatory influence on vesicle exocytosis.

Finally, for the first time vesicular exocytosis was light-microscopically detected at the single
cell level in pinealocytes by a special antibody assay. This assay has a special advantage over
other exocytosis assays, because it allows long-term studies of vesicular processes.

Keywords: synaptic membrane proteins, vesicular exocytosis, glutamate
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I. Einleitung 1

I. Einleitung

Das Pinealorgan (Epiphysis cerebri, Zirbeldriise) der Sédugetiere galt lange Zeit als
funktionsloses Relikt des bei niederen Wirbeltieren als Lichtsinnesorgan ausgebildeten
Pineal-Parietalkomplexes (STEINLECHNER 1986). Deshalb zeigten in der Vergangenheit nur
wenige Wissenschaftler (STUDNICKA 1905, BARGMANN 1943) ein Interesse fiir dieses Organ.
Das dnderte sich erst, nachdem LERNER und seine Mitarbeiter 1958 ein hormonell wirksames
Indolamin, das Melatonin, aus dem Pinealorgan des Rindes isoliert hatten. Seitdem wird das
Pinealorgan auch bei Sdugetieren eingehend untersucht. Schwerpunkte dieser Untersuchungen
sind Fragestellungen zur Biosynthese von Melatonin, zu Regulations-mechanismen der

Melatoninsynthese und zur Wirkung des Melatonins im Organismus.

1. Anatomie des Pinealorgans

Das Pinealorgan ist ein dorsales Anhangsorgan des Diencephalons und liegt bei vielen
Saugetierarten zwischen den GroBhirnhemisphiren und dem Kleinhirn (Abb. 1). Innerhalb der
Klasse der Mammalia sind groe Unterschiede in Form und Grof3e des Organs zu beobachten,
aber in der Regel mifit es nur wenige Millimeter (VOLLRATH 1981). Es setzt sich aus einem
proximalen Stiel und einer distalen Verdickung, dem Pinealvesikel oder superfiziellen
Pinealorgan, zusammen. Bei vielen Nagern, z. B. bei Hamstern und Ratten (KAPPERS 1960,
SHERIDAN und REITER 1970 a, b, BOECKMANN 1980), wurde zusitzlich zum superfiziellen
Pinealorgan, das den Grofteil des Pinealkomplexes bei diesen Tierarten reprisentiert, ein
kleines "tiefes" Pinealorgan als Verdickung des proximalen Stiels in unmittelbarer Ndhe des

dritten Ventrikels gefunden.

Histologisch betrachtet besteht das Pinealorgan aus Parenchym, das stark vaskularisiert ist
und von Bindegewebe durchzogen sein kann. Das Parenchym setzt sich aus zwei Zellarten
zusammen: Den Pinealozyten und den interstitiellen Zellen. Die sekretorisch tétigen
Pinealozyten stellen den Hauptzelltyp mit einem Anteil von ca. 90%. Es sind groB3e, helle
Zellen, die durch einen dominanten Zellkern und unterschiedlich lange Fortsitze

charakterisiert sind (LEONHARDT 1990). Die Fortsatzendigungen sind keulenféormig erweitert
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und liegen zum Teil zwischen den Parenchymzellen, enden jedoch meistens im
perivaskuldren Raum (WOLFE 1965). Der zweite parenchymale Zelltyp wird durch
interstitielle Zellen reprisentiert, die ca. 5 — 10% der Parenchymzellen ausmachen. Aufgrund
ithrer Struktur und der molekularen Zusammensetzung werden sie auch als gliale Astrozyten
bezeichnet (MILOFSKY 1957, WELSH und REITER 1978, KARASEK und REITER 1992). Sie
verfiigen liber lange Fortsdtze, die in grofer Zahl im Pinealorgan vorkommen und hdufig um
die Kapillaren herum konzentriert sind (WARTENBERG 1968). Die Kapillaren durchziehen als
dichtes Netzwerk das Pinealorgan und werden von einer doppelten Basalmembran umgeben,
die den sogenannten perivaskuldren Raum begrenzt (WELSH und REITER 1978). Innerhalb des
perivaskuldren Raumes befinden sich neben den schon erwidhnten Fortsatzendigungen der
Pinealozyten zahlreiche marklose sympathische Nervenfasern, die vom Ganglion cervicale
superius aus das Pinealorgan innervieren (KAPPERS 1960, M@LLER 1992). In einigen
Séugetierarten findet man im Parenchym zusédtzlich auch Mastzellen, pigmenthaltige Zellen

und Nervenzellen (KARASEK und REITER 1992).
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Abb. 1 Das Pinealorgan der Ratte ist ein Anhangsorgan des Zwischenhirndaches und liegt in der Regel zwischen
den Hemisphiren des GroBhirns und dem Kleinhirn. Es besteht aus einem groBlen superfiziellen und einem
kleinen tiefen Pinealorgan, die durch einen Stiel miteinander verbunden sind. (aus: Atlas of Endocrine Organs,

Springer Verlag, 1992)
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2. Biosynthese von Melatonin

Schon zwei Jahre nach der Isolierung des Melatonins durch LERNER et al. (1958) wurde von
AXELROD und WEISSBACH 1960 der Syntheseweg entdeckt. Die Synthese beginnt mit der
Aufnahme von Tryptophan aus dem Blutstrom in die Pinealozyten. Tryptophan wird durch
das Enzym Tryptophanhydroxylase in 5-Hydroxytryptophan umgewandelt und in einem
weiteren Schritt zu Serotonin decarboxyliert. Die N-Acetyltransferase (NAT), die als das
Schrittmacherenzym dieses Syntheseweges gilt, bildet N-Acetylserotonin (NAS), indem es
die Acetyl-Gruppe vom Acetyl-Coenzym A auf Serotonin iibertrdgt. Die Bildung von
Melatonin aus NAS katalysiert das Enzym Hydroxyindol-O-Methyltransferase (HIOMT)
(Abb. 2). Das hormonelle Endprodukt Melatonin wird nicht in den Pinealozyten gespeichert,

sondern kurz nach der Synthese in das BlutgefaBsystem freigesetzt.

3. Regulation der Melatoninsynthese

Die Melatoninsynthese steht kaum unter dem EinfluB3 klassischer "feedback"-Mechanismen,
sondern wird statt dessen durch Umweltreize, insbesondere durch Licht, reguliert. Das
Pinealorgan der Mammalia ist aber nicht selbst lichtempfindlich, sondern steht iiber neuronale
Projektionen mit der Retina in Verbindung (Abb. 2). Nach MOORE (1978) wird die
photoperiodische Information von der Retina wahrgenommen und {iiber den retino-
hypothalamischen Trakt zum paarigen Nucleus suprachiasmaticus (SCN) im Hypothalamus
geleitet. Die weitere neuronale Verbindung fiihrt iber den Nucleus paraventricularis (PVN)
in den Nucleus intermediolateralis des thorakalen Riickenmarks (SAPER et al. 1976). Die
Axone der prigangliondren sympathischen Neurone ziehen von dort zum oberen
Halsganglion (Ganglion cervicale superius) hinauf. Die postgangliondren sympathischen
Nerven, die Nervi conarii, innervieren dann das Pinealorgan. Wahrend der Nacht wird der
Neurotransmitter Noradrenalin an den Nervenendigungen verstérkt freigesetzt. Noradrenalin
vermittelt iiber verschiedene Rezeptoren, insbesondere iiber B-adrenerge Rezeptoren, einen
Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) in der Zelle. Der erh6hte cAMP-
Gehalt induziert iiber eine Kaskade von Reaktionen einen Anstieg der NAT-Aktivitit. Dies
fiihrt schlieBlich zur Synthese und Freisetzung von Melatonin. Licht hingegen hemmt die

Noradrenalin-Ausschiittung und stoppt folglich die Melatoninbildung. Das Pinealorgan weist



I. Einleitung 4

somit einen dem Licht/Dunkel-Zyklus eines Tages entsprechenden Rhythmus in der
Melatoninproduktion auf: Hohe Melatoninmengen in der Nacht stehen geringen Mengen am
Tag gegeniiber. Diese tagesperiodische Synthese von Melatonin stellt ein Signal dar, das
zeitabhingige physiologische Prozesse im Korper (Korpertemperatur, autonome und

endokrine Vorgénge, Schlaf-Wach-Rhythmus) synchronisiert (STEINLECHNER 1992).

4— transfer pineal organ dark  EEN
4—— catalysis : : —

noradrenaline

synaptic vesicle
hypothalamus

suprachiasmatic ypo

nucleus

N-acetylserotonin

melatonin

|ateral
hypothalamus

thoracic segment of the spinal cord
(intermediolateral nucleus)

Abb. 2 Neuronale Regulation der Melatoninsynthese im Pinealorgan der Ratte. Die photoperiodische
Information (griin) wird vom Auge wahrgenommen und {iber einen multisynaptischen Weg unter Beteiligung
des Nucleus suprachiasmaticus bis zum Pinealorgan geleitet. Dort setzen sympathische Nervenfasern, die vom
Ganglion cervicale superius stammen, in Abhdngigkeit vom Licht Noradrenalin frei: Hohe Konzentrationen in
der Nacht und geringe Konzentrationen am Tag. Das freigesetzte Noradrenalin interagiert mit B-adrenergen
Rezeptoren in der Pinealozytenmembran und induziert so einen intrazelluldren Anstieg von cAMP. Der erhohte
cAMP-Spiegel ist verantwortlich fiir eine Aktivitdtssteigerung des Schrittmacherenzyms NAT, das den
entscheidenden Schritt der Melatoninsynthese katalysiert. (aus: Atlas of Endocrine Organs, Springer Verlag,
1992)
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Licht und die dadurch induzierte Reduktion der Noradrenalin-Freisetzung aus den
sympathischen Nervenendigungen scheint aber nicht der alleinige negative Regulator der
Melatoninsynthese zu sein. Untersuchungen belegen, da3 es zusédtzlich zur lichtabhéngigen
Regulation der NAT-Expression auf mRNA-Ebene eine Regulation auf Proteinebene geben
mul, denn die NAT-Aktivitdt kann beeinfluit werden, ohne daf3 Verdnderungen auf mRNA-
Ebene auftreten (ROSEBOOM et al. 1996, BERNARD et al. 1997, KLEIN et al. 1997). Aus
diesem Grund nimmt man an, dall es weitere Regulatoren geben muB, die zusitzlich zum
Noradrenalin die Melatoninsynthese beeinflussen. In der Tat hat man in den letzten Jahren
zunehmend Hinweise gewonnen, die vermuten lassen, daf kleine, elektronenhelle Vesikel an

der Regulation der Melatoninsynthese beteiligt sein kdnnten.

4. Synaptoide Mikrovesikel in Pinealozyten

Kleine, klare Vesikel kommen in den Pinealozyten in groBen Mengen vor (DE ROBERTIS ef al.
1961, ARSTILA 1967, WARTENBERG 1968, WELSH und REITER 1978). Sie haben einen
Durchmesser von ca. 30 — 100 nm und ihr Inhalt erscheint im Elektronenmikroskop
elektronenhell. Im Soma der Pinealozyten sind sie vor allem in der Ndhe des Golgi-Apparates
und der Plasmamembran lokalisiert. Besonders auffillig ist, daB diese Vesikel in
ungewOhnlich groBer Anzahl in den keulenformig erweiterten Fortsatzendigungen der
Pinealozyten akkumuliert sind (SANO und MASHIMO 1966, ARSTILA 1967, SHERIDAN und
REITER 1968, PELLEGRINO DE IRALDI 1969, LUES 1971). Zahlreiche Wissenschaftler
erkannten schon friih morphologische Ahnlichkeiten der beschriebenen Kompartimente mit
synaptischen Vesikeln in Nervenzellen (ARSTILA 1967, WARTENBERG 1968); deshalb werden
sie heutzutage als synaptoide Mikrovesikel (synaptic-like microvesicle) bezeichnet.
Ahnlichkeiten zwischen den beiden Vesikeltypen wurden aber auch auf molekularer Ebene
entdeckt. Studien zur molekularen Struktur der synaptoiden Mikrovesikel im Pinealorgan
ergaben, daf} zahlreiche Membranproteine der synaptischen, neuronalen Vesikel auch in der
Membran synaptoider Mikrovesikel vorhanden sind. Zu diesen synaptischen Membran-
proteinen gehdren Synaptophysin (REDECKER et al. 1990, REDECKER und BARGSTEN 1993),
Rab3a (REDECKER 1995) Synaptobrevin II, Synaptotagmin I, Syntaxin I (REDECKER 1996)

und SNAP-25 (REDECKER et al. 1996). Diese Proteine sind in Neuronen an den Exo-
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/Endozytosen der synaptischen Vesikel beteiligt und man vermutet, daf} sie in der Membran

der synaptoiden Mikrovesikel dhnliche Funktionen ausiiben.

5. Modellvorstellungen zur Vesikelexozytose

In Neuronen konnten die Funktionen der Synapsenproteine und damit die molekularen
Mechanismen der Exo- und Endozytose in den vergangenen Jahren teilweise geklart werden:
Zu Beginn des Exozytosevorgangs werden die transmitterhaltigen synaptischen Vesikel in der
Nahe der aktiven Zonen konzentriert. In einem zweiten Schritt, dem sogenannten docking,
heften sich einige der Vesikel an die aktive Zone an. Darauf folgt ein Reifungsprozef3
(priming), der die synaptischen Vesikel auf eine schnelle, Ca' -gesteuerte Exozytose
vorbereitet. An diesem Prozel sind das Vesikelmembranprotein Synaptobrevin und die
Proteine der Plasmamembran Syntaxin und SNAP-25 beteiligt, die einen Komplex, den
sogenannten SNARE- oder core-Komplex bilden und somit die Membranfusion einleiten.
Wenn nun die Plasmamembran depolarisiert wird, 6ffnen sich spannungsabhiingige Ca' -
Kanile und es kommt zu einem rdumlich begrenzten, starken Anstieg der intrazelluldren
Ca'"-Konzentration, der letztendlich die Vesikel-Exozytosen auslost. Der relevante Ca''-
Rezeptor ist vermutlich Synaptotagmin, ein Membranprotein, das in allen Vesikeln
vorkommt. Durch die Exozytose werden Neurotransmitter freigesetzt, die an spezifische
Rezeptoren in der postsynaptischen Membran der Empféngerzelle binden und die elektrischen
und/oder metabolischen Eigenschaften dieser Zelle beeinflussen. Nach der Exozytose wird die
Membran der synaptischen Vesikel durch Endozytose wieder in das Nervenende
aufgenommen und in den frithen Endosomen regeneriert (recycling). AbschlieBend
akkumulieren die regenerierten, synaptischen Vesikel neue Transmitter und stehen dem Exo-
/Endozytosezyklus wieder zur Verfiigung.

Weitere, an der Vesikelexozytose beteiligte Synapsenproteine sind vermutlich Synaptophysin,

Rab3a, Munc 18-1, cysteine string protein (CSP) und Synaptisches Vesikelprotein 2.

e Synaptophysin ist ein integrales Vesikelmembranprotein, dessen Funktion aber trotz
seiner Isolierung vor iiber 15 Jahren bisher nur in Ansdtzen verstanden wird. Man
vermutet, dal3 es moglicherweise als molekularer Schalter dient, der die Assoziation von
Synaptobrevin mit den SNARE-Proteinen der Plasmamembran reguliert (JAHN und
SUDHOF 1994).
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Rab3a gehort zu den Ras-verwandten GTPasen und ist nur zeitweise an synaptische
Vesikel gebunden (GEPPERT et al. 1994). Hier mehren sich die Hinweise, daB3 Rab3-
Proteine ebenfalls eine Fusionskontrolle ausiiben konnen.

Munc-18 ist in Neuronen im Cytosol und an der prédsynaptischen Plasmamembran
lokalisiert worden. Nach neueren Befunden scheint Munc-18 durch Wechselwirkung mit
Syntaxin eine wichtige Rolle als negativer Regulator der Exozytose zu spielen (HATA et
al. 1993, PEVSNER ef al. 1994, VERHAGE et al. 1997).

cysteine string protein (CSP) wurde urspriinglich als synapsenspezifisches Drosophila-
Protein identifiziert (ZINSMAIER et al. 1990), das eine charakteristische Region von
11 aufeinanderfolgenden Cysteinresten besitzt. Es ist Membranbestandteil der
synaptischen Vesikel und der sekretorischen Granula in endokrinen Zellen. Mitglieder der
CSP-Familie haben wahrscheinlich Chaperon-dhnliche Funktionen, indem sie Faltung
oder Stabilitdt von Proteinkomplexen der Exozytosemaschine bewirken (CHAMBERLAIN
und BURGOYNE 1997).

Synaptisches Vesikelprotein 2 (SV2) ist ein Glycoprotein mit 12 transmembranen
Regionen, das in synaptischen und synaptoiden Vesikeln vorkommt. Es weist
bemerkenswerte, molekulare Homologien zu Transporterproteinen in Hefen auf (BENNETT
und SCHELLER 1994, JAHN und SUDHOF 1994). Obwohl die Struktur und die Protein-
interaktionen von SV2 viele mogliche Funktionen zulassen, bleibt seine Rolle im
synaptischen Endkolben derzeit noch offen. (BUCKLEY und KELLY 1985, FEANY ef al.
1992, CROWDER et al. 1999).

Der Kern dieser Modellvorstellungen von der regulierten Vesikelexozytose wird als SNARE-

Hypothese bezeichnet und ist ausfiihrlich in verschiedenen Ubersichtsartikeln beschrieben

worden (ROTHMAN 1994, FERRO-NOVICK und JAHN 1994, O’CONNOR et al. 1994, PEVSNER

und SCHELLER 1994, SUDHOF 1995, LINK und JAHN 1996, JAHN und SUDHOF 1999).

Da einige der genannten synaptischen Membranproteine auch in Pinealozyten detektiert

werden konnten (REDECKER et al. 1990, REDECKER und BARGSTEN 1993, REDECKER 1995,

REDECKER 1996, REDECKER et al. 1996), ist anzunehmen, dal3 die synaptoiden Mikrovesikel

in Pinealozyten in dhnlicher Weise wie die synaptischen Vesikel Exozytosen durchlaufen und

dadurch Transmitter sezernieren, die moglicherweise an einer interzelluldiren Kommunikation

beteiligt sind.
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6. Synapsenproteine wihrend der Ontogenese des Pinealorgans

Daten zur pra- bzw. postnatalen Expression der synaptischen Membranproteine in endokrinen
Organen sind ebenfalls von groBem Interesse. Sie kdnnten weitere Hinweise auf die Funktion
der synaptoiden Mikrovesikel liefern und zudem Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der
entwicklungsabhéngigen Expression dieser Proteine aufdecken.

Bisher stehen jedoch hinsichtlich dieser Fragestellung kaum Daten zur Verfligung. Es gibt
lediglich eine Veroffentlichung von FUJIEDA et al. (1997), in der die embryonale Entwicklung
des Pinealorgans der Ratte unter Beriicksichtigung der Expression von Synaptophysin
beschrieben wird.

Im Gegensatz dazu wurden im Nervensystem zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, die
sich mit der Ontogenese der synaptischen Vesikel und ihren Membranproteinen beschéftigt
haben (LECLERC et al. 1989, BERGMANN et al. 1991, GRABS et al. 1994, BARK et al. 1995,
STETTLER et al. 1996, CONFALONI et al. 1997, BERGMANN et al. 1999). Die Ergebnisse dieser
Arbeiten lassen sich insofern zusammenfassen, dafl in allen untersuchten Gehirnregionen
einige der Synapsenproteine sehr frithzeitig in der embryonalen Entwicklung exprimiert
werden, wihrend andere erst viel spiter erscheinen. Zu den frithen Synapsenproteinen
gehoren die SNARE-Proteine Syntaxin, SNAP-25, Synaptobrevin sowie Synaptotagmin,
Synaptophysin und SV2. Sie konnten schon vor der eigentlichen Synaptogenese in
auswachsenden Axonen und ihren Wachstumskegeln lokalisiert werden (MATTEOLI et al.
1992, GARCIA et al. 1995, LITTLETON et al. 1995, SESACK and SNYDER 1995). OSEN-SAND et
al. (1993) und IGARASHI et al. (1996) haben nachgewiesen, dall diese frithen
Synapsenproteine an der axonalen Entwicklung der Neuronen beteiligt sind, in dem sie
Membranzuwichse in den Neuriten und Wachstumskegeln regulieren. Wiahrend einige
synaptische Membranproteine demzufolge schon vor der Synaptogenese morphogenetische
Vorginge steuern, werden andere Membranproteine erst nach der Synaptogenese
hochreguliert. Zu diesen Synapsenproteinen gehoren Rab3a und Dynamin (STETTLER et al.
1996, BERGMANN et al. 1999, NOAKES et al. 1999). Sie werden erst dann in den
Nervenendigungen akkumuliert, wenn erhohte exozytotische Aktivititen einen schnell

verfiigbaren Vesikelpool in der Ndhe der aktiven Zone erfordern.
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7. Glutamaterge Kommunikation im Pinealorgan

Seit einiger Zeit wird vermutet, dal in den synaptoiden Mikrovesikeln neuroaktive
Aminoséuren, z.B. Glutamat, gespeichert werden. Diese Vermutung stiitzt sich auf das bereits
etablierte Wissen, dafl Glutamat a) in hohen Konzentrationen im Pinealorgan vorkommt (NIR
et al. 1973, 1974, MCNULTY et al. 1990) und b) im Gehirn und im Riickenmark als
wichtigster erregender Transmitter fungiert. Man nimmt an, da Glutamat auch im
Pinealorgan in dhnlicher Weise an einer interzelluldren Kommunikation beteiligt ist. Fiir eine
solche parakrine, glutamaterge Kommunikation miissen allerdings folgende Voraussetzungen
im Pinealorgan gegeben sein:

1. Speicherung von Glutamat in Vesikeln

Sekretion des Glutamats durch regulierte Vesikelexozytosen

Zielzellen, die mit entsprechenden Glutamatrezeptoren ausgestattet sind

nachweisbare Wirkung von Glutamat auf diese Zielzellen

ok WD

Transport- oder Degradationssysteme, die die Transmitterwirkung beenden.

Zu 1. Speicherung von Glutamat in Vesikeln

Fiir eine Speicherung von Glutamat in den synaptoiden Vesikeln der Pinealozyten sprechen
mehrere Hinweise. REDECKER und VEH (1994) z.B. konnten in einer immunhistochemischen
Arbeit zeigen, dall sowohl auf lichtmikroskopischer als auch auf elektronenmikroskopischer
Ebene eine positive Korrelation von Glutamat-Immunfarbung und Vesikelhdufigkeit besteht.
AulBlerdem wurde ein vesikuldrer Glutamattransporter und eine daran gekoppelte vesikulére
ATPase nachgewiesen, die die Aufnahme von Glutamat entgegen einem Konzentrations-
gradienten in die synaptoiden Mikrovesikeln bewerkstelligen konnten (MORIYAMA und
YAMAMOTO 1995 a, b, YAMADA et al. 1996).

Auch in anderen endokrinen Organen akkumulieren synaptoide Mikrovesikel klassische
Neurotransmitter. So werden z.B. Acetylcholin in PC12-Zellen (MELEGA und HOWARD 1984,
BAUERFEIND et al. 1993), y-Aminobuttersdure (GABA) in den B-Zellen des endokrinen
Pankreas (THOMAS-REETZ et al. 1993, GASKINS et al. 1995) und Katecholamine in den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks (ANNAERT et al. 1993) mikrovesikulér

gespeichert.



I. Einleitung 10

Zu 2. Sekretion von Glutamat

Die Sekretion von Glutamat aus den synaptoiden Mikrovesikeln wurde im Zellkultursystem
untersucht (YAMADA et al. 1996). Durch Depolarisation der Pinealozyten mit erhohten KCI-
Konzentrationen konnte eine Freisetzung von Glutamat hervorgerufen werden. Die Sekretion
ist Ca' -abhéingig und kann durch Ca' -Kanal-Blocker inhibiert werden. Eine Hemmung der
Glutamatausschiittung kann ebenfalls erzielt werden, wenn man Botulinum-Neurotoxin E
einsetzt. Dieses Neurotoxin spaltet das SNARE-Protein SNAP-25, so daBl keine
Vesikelexozytosen mehr stattfinden kdnnen. Die Eigenschaften der Sekretion dhneln damit

der Exozytose von synaptischen Vesikeln in Nervenzellen (SUDHOF 1995).

Zu 3. Glutamatrezeptoren

Im Nervensystem wird die Wirkung von Glutamat durch Glutamatrezeptoren vermittelt. Es
kommen eine Vielzahl verschiedener Glutamatrezeptoren im Gehirn vor, die man aufgrund
threr Wirkungsweise in ionotrope und metabotrope Rezeptoren einteilt. lonotrope Rezeptoren
vermitteln als Ionenkanéle eine schnelle excitatorische Neurotransmission. Mindestens drei
verschiedene Typen werden unterschieden, die sich in der Affinitit gegeniiber Glutamat-
analoga unterscheiden: N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Rezeptoren, o-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-Isoxazolpropionsdure-(AMPA)-Rezeptoren und Kainat-Rezeptoren. Die metabo-
tropen Glutamatrezeptoren, die erst in den letzten Jahren charakterisiert wurden, bewirken
hingegen iiber verschiedene second messenger-Systeme langfristige Modulationen der
Neurotransmission. Hier unterscheidet man wiederum drei Klassen: Klasse I-Rezeptoren
(mGluR 1, mGluRS5) bewirken durch die Hydrolyse von Phospholipiden eine Ca" -Freisetzung
aus intrazelluliren Speichern, wihrend die Klasse II-(mGIluR2, mGluR3)- und Klasse III-
(mGluR4, mGIuR6, mGIluR7, mGluR8)-Rezeptoren iiber inhibitorische G-Proteine die
Adenylatzyklase hemmen und somit den cAMP-Spiegel senken.

Im Pinealorgan wurden Bindungstellen fiir Glutamat erstmals 1986 von EBADI ef al. und
GOVITRAPONG et al. beschrieben. In der darauffolgenden Zeit gab es einige Untersuchungen
mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen: Kus et al. (1993) stellten fest, dafl die
Bindungsstelle keinem der zu der Zeit bekannten Glutamatrezeptortypen NMDA, AMPA und
Kainat zuzurechnen war. SATO et al. (1993) wiesen im Pinealorgan der Ratte NMDA- und
Kainat-Rezeptoren nach, konnten aber keine AMPA-Rezeptoren detektieren. MICK (1995)
hingegen lokalisierte AMPA-Rezeptorsubtypen auf Gliazellen im Pinealorgan von Makaken.

1998 wurde dann erstmals ein metabotroper Glutamatrezeptor, der mGluR3, im Pinealorgan
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der Ratte entdeckt (YAMADA et al. 1998). MGIuR3 gehort der Klasse II der metabotropen
Glutamatrezeptoren an und vermittelt aufgrund dessen seine Wirkung iiber ein inhibierendes

G-Protein, das den cAMP-Spiegel in der Zelle senkt.

Zu 4. Wirkung von Glutamat

Glutamat fiihrt in Pinealozyten bei gleichzeitiger Stimulation durch Noradrenalin zu einer
Hemmung des Schliisselenzyms der Melatoninsynthese, der N-Acetyltransferase (NAT),
(GOVITRAPONG UND EBADI 1988) und damit zu einer Senkung der Melatoninproduktion und —
sekretion (KUS et al. 1994). YAMADA et al. (1998) konnten diese Glutamatwirkung auf
Pinealozyten bestitigten. Dariiber hinaus hat diese Arbeitsgruppe Hinweise auf eine
Beteiligung des metabotropen Glutamatrezeptors mGIluR3 an der Regulation der
Hormonsynthese gefunden: Erstens zeigten Agonisten und Antagonisten fiir Klasse II-
Rezeptoren &dhnliche Effekte wie Glutamat. Zweitens ist mGIluR3 funktionell {iber
inhibitorische G-Proteine an die Adenylatzyklase gekoppelt, die in Gegenwart von Glutamat
den cAMP-Spiegel senkt. Da Noradrenalin durch eine Erhohung der cAMP-Konzentration in
Pinealozyten die NAT-Aktivitidt stimuliert, konnte Glutamat aufgrund der beschriebenen
Befunde diesem Effekt direkt entgegenwirken. Es wire somit ein moglicher negativer

Regulator der NAT-Aktivitit und letztendlich der Melatoninsynthese.

Zu 5. Glutamattransporter

Um eine schnelle und fehlerfreie Signaliibertragung gewéhrleisten zu koénnen, mufl ein
freigesetzter Neurotransmitter nach seiner Wirkung an entsprechenden postsynaptischen
Rezeptoren unverziiglich inaktiviert werden. Das kann {iber Enzyme erfolgen, die, wie im Fall
des Acetylcholins, den Neurotransmitter abbauen. Eine weitere Moglichkeit der Inaktivierung
stellen Transporterproteine dar, die den Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt in
benachbarte Zellen transportieren. Im Nervensystem kommen verschiedene Glutamat-
transporter vor, die zu einer Familie von natriumabhéingigen Plasmamembran-Transportern
gehoren und eine starke Affinitét fiir Glutamat besitzen (ROTHSTEIN et al. 1994, 1996, KANAI
et al. 1995; LEHRE et al. 1995; SCHMITT et al. 1996; VELAZ-FAIRCLOTH et al. 1996). Der im
zentralen Nervensystem am haufigsten vorkommende Glutamattransporter GLT-1 wird von
Gliazellen exprimiert. GLAST, ein weiterer Glutamattransporter, wurde ebenfalls auf
Gliazellen detektiert, ist aber eher im peripheren Nervensystem zu finden. Zu der gleichen

Transporterfamilie gehort auch EAACI, der im Gegensatz zu den beiden anderen
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Transportern in Neuronen exprimiert wird. Kiirzlich konnte GLT-1 auch im Pinealorgan
nachgewiesen werden (YAMADA ef al. 1997).

Zusammenfassend kann man feststellen, dal das Pinealorgan alle Voraussetzungen fiir ein
glutamaterges Kommunikationssystem besitzt, das moglicherweise {iber parakrine oder

autokrine Mechanismen Einfluf3 auf die Hormonsynthese nimmt.

8. Weitere neuroaktive Aminosauren im Pinealorgan

Zusitzlich zu Glutamat werden wéhrend der vesikelvermittelten Exozytose auch betréchtliche
Mengen Aspartat im Pinealorgan freigesetzt. Diese Sekretion ist ebenfalls Ca''- abhingig und
kann durch Depolarisation der Pinealzellen stimuliert werden (YATSUSHIRO et al. 1997). Die
Wirkung von Aspartat entspricht der von Glutamat, denn es hemmt die Noradrenalin-
stimulierte NAT-Aktivitdit (GOVITRAPONG und EBADI 1988) und senkt dosisabhidngig die
Melatoninsynthese (YAMADA et al. 1997). Daraus kann man schlieBen, daB3 Aspartat und
Glutamat an der negativen Regulation der Hormonsynthese im Pinealorgan beteiligt sein
konnten.

SchlieBlich erfiillt auch GABA im Pinealorgan alle Kriterien einer parakrin wirksamen
Substanz (EBADI et al. 1984, EBADI und CHAN 1980, CARDINALI et al. 1987, ROSENSTEIN et
al. 1989 a, b, REDECKER 1999).

9. Regulation der Vesikelexozytose: Neurotransmitter und Neuropeptide im

Pinealorgan

Man weill nun schon seit langem, dafl Glutamat und andere neuroaktive Aminosduren die
Noradrenalin-stimulierte Melatoninsynthese hemmen konnen (s.0.). Doch die Regulations-
mechanismen der Exozytose synaptoider Vesikel, die zur Freisetzung der neuroaktiven
Aminoséure fithren, sind bis heute nur in Ansétzen untersucht. Allerdings wird vermutet, daf3
eine zentrale Innervierung des Pinealorgans einen regulativen EinfluB auf die
vesikelvermittelte Sekretion von intrapinealen Botenstoffen ausiiben konnte. Zu dieser
zentralen Innervierung gehoren pinealopetale Nervenfasern aus dem Telencephalon und dem

Mesencephalon, die durch das tiefe Pinealorgan und dem Pinealstiel in das superfizielle
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Pinealorgan eindringen (M@LLER 1992). AuBlerdem gibt es deutliche morphologische und
immunhistochemische Hinweise fiir eine parasympathische Innervation, die vom Ganglion
pterygopalatinum kommend das Pinealorgan zahlreicher S&dugetierarten innerviert und
Acetylcholin (ACh) als Neurotransmitter verwendet (M@LLER 1992, LAITINEN et al. 1995).
Durch die immunhistochemische Detektion der Cholin-Acetyltransferase, dem Enzym, das
die Synthese von Acetylcholin katalysiert, konnte ein parasympathisches Netzwerk von
Nervenfasern im perivaskuldiren Raum und zwischen den Pinealozyten lokalisiert werden.
Diese Fasern dringen sowohl vom proximalen als auch vom distalen Pol in das Organ ein
(PHANSUWAN-PUIITO et al. 1990, 1991).

Aufgrund dieser und weiterer Befunde wurde in den letzten Jahren eine Hypothese entwickelt
(LETZ et al. 1997, YAMADA et al. 1998, SCHOMERUS und KORF 1999), die eine Beteiligung
von Acetylcholin an der Regulation der Vesikelexozytosen in den Pinealozyten erwigt. Man
hat muskarinerge ACh-Rezeptoren gefunden, die auf sympathischen Nervenendigungen
lokalisiert sind und die Freisetzung von Noradrenalin regulieren (GOVITRAPONG ef al. 1989,
Puiito et al. 1991, DRUFHOUT et al. 1996). AuBerdem wurden auch nicotinerge ACh-
Rezeptoren im Pinealorgan detektiert (STANKOV et al. 1993). Der nicotinerge ACh-Rezeptor,
der von Pinealozyten exprimiert wird (REUSS ef al. 1992), ist direkt an einen unselektiven
Kationenkanal gekoppelt, der hauptsichlich Na'-Ionen transportiert. Durch die Bindung von
Acetylcholin verursacht der Rezeptor auf Pinealozyten eine Na -abhingige Depolarisation der
Zelle. Diese Depolarisation aktiviert dann Ca'-Kanile vom L-Typ, die eine intrazellulire
Erhohung des Ca''-Gehaltes bewirken (SCHOMERUS et al. 1995, 1999). Man vermutet, daf
dieser Anstieg der Ca' -Konzentration in den Pinealozyten Vesikelexozytosen ausldsen kann,
die letztendlich zur Freisetzung von Glutamat fithren (LETZ ef al. 1997, YAMADA et al. 1998,
SCHOMERUS und KORF 1999). Nach dieser Hypothese wire mit Acetylcholin erstmals ein

Kandidat fiir die Regulation der Vesikelexozytose in den Pinealozyten gefunden.
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Abb. 3 Modell eines glutamatergen Systems in Pinealozyten. Diese Darstellung faBt die Regulation der

vesikuldren Exozytosen und die Beteiligung von Glutamat an der Regulation der Melatoninsynthese zusammen.
Man vermutet, dal jeder Pinealozyt die molekularen Voraussetzungen fiir einen Signal-Output (Mikrovesikel
und darin gespeicherte Botenstoffe) und -/nput (Rezeptoren und Proteine der intrazelluldren Signaltransduktion)
besitzt. Somit konnte Glutamat entweder als parakriner oder autokriner Mediator wirken. Acetylcholin (ACh),
Acetylcholin-Rezeptor (AChR), inhibitorisches G-Protein (Gi), stimulierendes G-Protein (Gs), N-
Acetyltransferase (NAT), Hydroxyindol-O-Methyltransferase (HIOMT), Noradrenalin (NE), Nucleus
suprachiasmaticus (SCN), o - und B-adrenerge Rezeptoren (a1, f1)

(nach MORIYAMA et al. 2000)

Es ist anzunehmen, dal es zusidtzlich zum Acetylcholin noch weitere Substanzen im
Pinealorgan gibt, die einen Einflu auf die Exozytosevorginge in Pinealozyten haben
konnten. In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Neuropeptiden im Pinealorgan
zahlreicher Séugertierarten entdeckt. Die Neuropeptide wurden entweder in Nervenfasern
oder in parenchymalen Pinealzellen lokalisiert. Es gibt vermehrt Hinweise, da3 sie an der

Regulation der Pinealfunktion beteiligt sein kdnnten:
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e Neuropeptid Y (NPY), ein Neuropeptid aus 36 Aminosduren, kommt in groflen
Konzentrationen im Pinealorgan vor. Es wurde vor allem in den sympathischen
Nervenfasern lokalisiert, die vom Ganglion cervicale superius aus das Pinealorgan
innervieren (SIMONNEAUX 1995, MOLLER et al. 1996). Eine Kolokalisation von
Noradrenalin und NPY wurde in 80% der Nervenfasern gefunden (M@LLER et al. 1996).
Einige wenige NPY-positive Fasern im proximalen Bereich des superfiziellen Organs,
sowie im Pinealstiel und im tiefen Pinealorgan scheinen zentralen Ursprungs zu sein
(ZHANG et al. 1991). Bindungsstellen fiir das Neuropeptid wurden auf der prasynaptischen
Membran der noradrenergen Nervenendigungen und auf Pinealozyten lokalisiert. Die
Bindung von NPY an diese Rezeptoren fiihrt zur Hemmung des Noradrenalin-stimulierten
Anstiegs von cAMP und damit zur Hemmung der Melatoninsynthese (OLCESE 1991,
SIMONNEAUX et al. 1994).

e Auch das vasoaktive intestinale Peptid (VIP) ist im Pinealorgan aller bisher untersuchten
Tierarten detektiert worden. Allerdings wird das Pinealorgan von nur wenigen VIP-
positiven Nervenfasern innerviert. Diese haben parasympathischen Charakter und ziehen
wahrscheinlich vom Ganglion pterygopalatinum oder vom otischen Ganglion in das
Pinealorgan (SHIOTANI et al. 1986). VIP bewirkt, im Gegensatz zu NPY, eine Stimulation
der Melatoninsynthese (M@LLER und MIKKELSEN 1992, M@LLER 1994).

o PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating peptide) liegt im Pinealorgan in zwei
Formen (27 Aminosduren und 38 Aminosduren) vor (MIYATA et al. 1990). Die PACAP-
haltigen Nervenfasern stammen vermutlich aus dem Ganglion trigeminale und dringen
zusammen mit den Nervi conarii am distalen Pol in das Pinealorgan ein (M@LLER et al.
1999). Der Gehalt an PACAP im Pinealorgan ist am Tag gering und in der Nacht erhdht
(FUKUHARA et al. 1998). Die Melatoninsynthese wird durch das Neuropeptid, in dhnlicher
Weise wie durch VIP, positiv beeinflullt (SIMONNEAUX et al. 1993).

e Die Konzentrationen von Somatostatin im Pinealorgan unterliegen ebenfalls
tageszeitlichen und saisonalen Schwankungen (SIMONNEAUX et al. 1996), aber die
funktionelle Rolle des Neuropeptids konnte bisher nicht geklirt werden. Somatostatin ist
in Nervenfasern und auch zelluldr in Pinealozyten-dhnlichen Zellen lokalisiert worden
(M@LLER et al. 1995).

e FEine geringe Innervation von Substanz P-haltigen Nervenfasern unbekannten Ursprungs
wurde im Pinealorgan beobachtet (RONNEKLEIV und KELLY 1984, SHIOTANI et al. 1986).

Effekte dieser Innervation sind gegenwirtig noch unbekannt.
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e Nervenfasern, die das Neuropeptid CGRP (calcitonin-gene related peptide) enthalten und
vermutlich aus dem Ganglion trigeminale stammen, sind zahlreich und gleichmifBig im
Parenchym des Pinealorgans verteilt (SHIOTANI et al. 1986).

e Auflerdem kommen opioide Neuropeptide (SCHRODER et al. 1988, MOLLER et al. 1991,
COTO-MONTES et al. 1994) regelmiflig im Pinealorgan vor.

Die Existenz einer solchen Vielzahl von Neuropeptiden im Pinealorgan deutet auf eine

komplexe Steuerung der pinealen Funktion hin. Es stellt sich die Frage, ob einige dieser

Neuropeptide auch an der Regulation der Vesikelexozytosen in Pinealozyten beteiligt sind

und auf diesem Wege, durch Sekretion von neuroaktiven Aminosduren, ihre regulativen

Einflusse austiiben.

10. Wissenschaftliche Fragestellungen

Die hier zusammengefaf3ten Untersuchungen der letzten Jahre fiihrten zu dem Konzept eines
parakrinen Kommunikationssystems im Pinealorgan, das vermutlich die Funktion des Organs,
ndmlich die Melatoninsynthese und —sekretion, reguliert. An diesem parakrinen Mechanismus
sind die synaptoiden Mikrovesikel der Pinealozyten wahrscheinlich maBigeblich beteiligt. Bis
heute wird aber die Funktion der synaptoiden Vesikel im Pinealorgan nicht vollstindig
verstanden. Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, einen Beitrag zur Klarung der funktionellen
Bedeutung der synaptoiden Mikrovesikel fiir die parakrine Regulation der Pinealfunktion zu
leisten. Zu diesem Zweck wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen

bearbeitet:

1. Um das AusmaBl der molekularen Gemeinsamkeiten wie auch der Unterschiede zwischen
den synaptischen und synaptoiden Vesikeln vollstdndig zu erfassen, ist es sinnvoll das
Pinealorgan auf das Vorkommen moglichst vieler der bisher bekannten Membranproteine,
denen eine Rolle bei der Regulation der synaptischen Vesikelexozytose zugesprochen
wird, zu analysieren. In dieser Arbeit wurde die Expression der Synapsenproteine
Munc 18-1, CSP und SV2A und ihre zellulire Verteilung im Pinealorgan mit immun-

histochemischen Methoden untersucht.
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2. AuBlerdem fehlen gegenwirtig noch Daten zur prd- bzw. postnatalen Expression der
synaptischen Membranproteine in endokrinen Organen, die ebenfalls Hinweise auf die
Funktion der synaptoiden Mikrovesikel liefern und zudem Gemeinsamkeiten und
Unterschiede in der entwicklungsabhidngigen Expression dieser Proteine aufdecken
konnten. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals die Expressions-
muster von sechs Synapsenproteinen iiber einen ldngeren Entwicklungszeitraum von der
embryonalen Entwicklung (E 20,5) bis zum adulten Stadium (P 38) vergleichend
untersucht. Die untersuchten Proteine waren Synaptophysin, das vesikuldre SNARE-
Protein Synaptobrevin, das SNARE-Protein der Plasmamembran SNAP-25 und die

vesikelassoziierten Proteine Munc 18-1, Rab3a und CSP.

3. Da es mittlerweile deutliche Anhaltspunkte dafiir gibt, da in den synaptoiden
Mikrovesikeln der Pinealozyten neuroaktive Aminosiduren wie z.B. Glutamat gespeichert
werden, erscheint eine parakrine Funktion der Mikrovesikel bzw. ihrer Signalmolekiile
wahrscheinlich. Kenntnisse iiber die Expression von Rezeptor- und Transporterproteinen
fiir Glutamat im Pinealorgan, die Hinweise auf die Zielzellen und die Art der parakrinen
Regulation liefern konnten, sind deshalb von grofem Interesse. Da insbesondere Studien
zur eindeutigen zelluldren Lokalisation dieser Proteine im Pinealorgan fehlen, wurden in
dieser Arbeit sowohl die metabotropen Glutamatrezeptoren mGluR2/3 und mGluRS als
auch die neuronalen Glutamattransporter GLT-1, GLAST und EAAC1 auf zelluldrer

Ebene analysiert.

4. Ferner sind bisher keine experimentellen Untersuchungen durchgefiihrt worden, die einen
direkten, mikroskopisch erfaBbaren Nachweis von Exo-/Endozytosezyklen synaptoider
Mikrovesikel in endokrinen Zellen in vitro erbracht hitten. Zu diesem Zweck wurde ein
fiir kultivierte Hippocampuszellen entwickelter Exozytose-Assay auf Pinealozyten-

kulturen tibertragen.

5. Vor kurzem konnte erstmals die Sekretion von Glutamat aus kultivierten Ratten-
pinealozyten gemessen werden (YAMADA et al. 1996). Da es jedoch bisher weder
umfassende Untersuchungen zur Freisetzung weiterer neuroaktiver Aminosduren noch
derartige Studien an anderen Tierarten gibt, wurden sie erstmals in der vorliegenden

Arbeit durchgefiihrt.
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6. In den letzten Jahren wurden mit biochemischen Methoden erste Untersuchungen zur
Regulation der Vesikelexozytosen in Pinealozyten durchgefiihrt. Diese beschrinkten sich
jedoch {iberwiegend darauf, einen regulatorischen EinfluB von Acetylcholin
nachzuweisen. Bisher gibt es keine Hinweise darauf, ob oder inwieweit andere
Neurotransmitter, z.B. Noradrenalin, oder im Pinealorgan vorkommende Neuropeptide an
der Regulation der Vesikelexozytosen beteiligt sind. Deshalb wurde die Wirkung der
Neurotransmitter Acetylcholin und Noradrenalin sowie der Neuropeptide PACAP, VIP,
Neuropeptid Y, CGRP, Substanz P und Somatostatin auf die Aminosiurenfreisetzung aus

kultivierten Pinealozyten untersucht.

Fir alle durchgefiihrten Untersuchungen wurde als Tiermodell die mongolische
Wiistenrennmaus (Meriones unguiculatus) verwendet, die in der anglo-amerikanischen und
vermehrt auch in der deutschsprachigen Literatur als gerbil bezeichnet wird. Das Pinealorgan
des Gerbils eignet sich besonders gut fiir das Studium synaptoider Mikrovesikel, da diese in
grofler Zahl in den Pinealozyten zu finden sind und zudem in den Fortsatzendigungen
akkumuliert werden. AuBlerdem sind dense-core-Vesikel oder sekretorische Granula in den
Pinealozyten selten, die verschiedene Untersuchungen erschweren wiirden. Da andere
Arbeitsgruppen die Ratte als Tiermodell verwendet haben, wurden viele der beschriebenen
Untersuchungen in dieser Arbeit parallel an Ratten durchgefiihrt, um die Ergebnisse

vergleichen und mdégliche Speziesunterschiede aufdecken zu konnen.
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II. Material

1. Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von Merck, Darmstadt, Sigma,

Taufkirchen oder Riedel-de Haén, Seelze bezogen.

2. Puffer und Losungen

Lichtmikroskopische Untersuchungen
blocking-Puffer

2% Ziegen-Normalserum

in 0,01 M phosphatgepufferte Saline (PBS, pH 7,4)
Diaminobenzidin-(DAB-)Losung

0,02% DAB

0,3% Ammoniumnickelsulphat

0,003% H,0,

in 0,01 M PBS (pH 7,4)
Methanol/H,O,

100% Methanol

1% H,0,
Paraformaldehyd (PFA) fiir
e Gewebefixierung
4% PFA
in 0,1 M Phosphatpufter (PB, pH 7,4)
e Fixierung von Gefrierschnitten

0,5% PFA

in 0,1 M PB (pH 7,4)
Sucroselosung

30% Saccharose

in 0,1 M PB (pH 7.4)
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Homogenisierungspuffer

0.25 M Saccharose

25 mM KCl

5 mM MgCl,

2 mM Ethylenglycoltetraacetatsdure (EGTA)

in 10 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,4)
Fixierlosungen fiir

e Zellhomogenate

3% PFA

0,25% Glutaraldehyd

in 5 mM Natrium-Phosphatpuftfer (pH 7,4)

e Agarose-Blocke

1% Glutaraldehyd

in 120 ml Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,4)
blocking-Puffer

1% Ziegen-Normalserum

50 mM Glycin

0,1% Gelatine

0,1% Rinderserumalbumin (BSA)

0,05% Saponin

0.02% Natriumazid

in 0,15 M PBS (pH 7,4)

Gel-Elektrophorese und Western Blot
Extraktionspuffer (pH 6,8)
20 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
1% Natriumdodecylsulphat (SDS)
5 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
0,5% Triton X-100
20 ml Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma, Taufkirchen)
in 50 ml Aqua dest.
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2 x SDS-Probenpuffer (pH 6,8)
125 mM TRIS
140 mM SDS
20% Glycerol
200 mM Dithiothreitol (DTT)
30 mM Bromphenolblau
in 10 ml Aqua dest.
TRIS-Glycin-Puffer
e Kathodenpuffer
28 mM TRIS
190 mM Glycin
0,1% SDS
in 1 1 Aqua dest.
e Anodenpuffer
25 mM TRIS
190 mM Glycin
in 11 Aqua dest.
Transferpuffer (pH 8,3)
25 mM TRIS
192 mM Glycin
0,1% SDS
in 20% Methanol
blocking-Puffer
5% Milchpulver
in PBS (pH 7.,3)
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In vitro-Versuche
HEPES-Medium

DMEM/F12-(1:1)-Pulvermedium

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

0,25 pg/ml Amphotericin B

20 mM HEPES

8 mM NaHCO;

in 11 Aqua dest.

pH 7,3 durch Zusatz von 1 N NaOH bzw. 1 N HCI
Nahrmedium (pH 7,3)

HEPES-Medium

10% fotales Rinderserum
Trypsin-Lésung

0,25% Trypsin

in PBS A (pH 7,3)
Phosphat-gepufferte Saline A (PBS A)

8 g NaCl

200 mg KCl

200 mg KH,PO4

1,15 g Na,HPO4

in 1 1 Aqua dest.

pH 7,3 durch Zusatz von 1 N NaOH bzw. 1 N HCI
K5-Ringer

128 mM NacCl

5 mM KCI

2,7 mM CacCl,

1 mM MgCl,

10 mM Glukose

20 mM HEPES

in Aqua dest.

pH 7,3 durch Zusatz von 1 N NaOH bzw. 1 N HCI
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K80-Ringer

53 mM NaCl

80 mM KCI

2,7 mM CaCl,

1 mM MgCl,

10 mM Glukose

20 mM HEPES

in Aqua dest.

pH 7,3 durch Zusatz von 1 N NaOH bzw. 1 N HCI
K100-Ringer

33 mM NaCl

100 mM KCl

2,7 mM CaCl,

1 mM MgCl,

10 mM Glukose

20 mM HEPES

in Aqua dest.

pH 7,3 durch Zusatz von 1 N NaOH bzw. 1 N HCI
Der osmotische Wert von DMEM/F12 betrdgt 310 mOsm und gilt als isoosmotisch gegentiber
dem Cytoplasma. Um osmotische Effekte zu vermeiden, die sich stérend auf die
Stoffwechselprozesse der Zelle, insbesondere den Exozytosevorgédngen, hitten auswirken
konnen, wurden die Ringerlésungen dem osmotischen Wert des Ndhrmediums angeglichen.
AuBerdem hatten alle Ringerldsungen eine Temperatur von 37°C, um eine Verfélschung der
Ergebnisse durch Temperaturschwankungen zu vermeiden.
Eluent A

90% 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2)

9,5% Methanol

0,5% Tetrahydrofuran
Eluent B

100% Methanol
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3. Antikorper

In den folgenden Tabellen sind, nach Versuchen geordnet, die verwendeten Antikorper
aufgefiihrt. Es wurde jeweils der Name des Primédrantikorpers sowie die Art des Antikdrpers,
das Spendertier, die eingesetzten Verdiinnungen und der verwendete Sekundérantikorper (Art
der Konjugation und Verdiinnung) aufgelistet. Die jeweiligen Hersteller der Antiseren wurden
in Klammern aufgefiihrt. Eine ausfiihrliche Liste aller Hersteller befindet sich im Anschluf3 an

die Tabellen.
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Tabelle 1: Nachweis von synaptischen Membranproteinen in adulten Versuchstieren sowie in
prd- und postnatalen Entwicklungsstadien. Die Immunmarkierungen wurden an Semidiinn-

und Paraffinschnitten durchgefiihrt.

Priméarantikorper monoklonal/ Verdiinnung Sekundiirantikorper |Konjugat | Ver-
polyklonal diinnung

o-CSP polyklonal 1:25-1:250 Ziege-0-Kaninchen biotinyliert | 1:100

(StressGen) Kaninchen

a-Dynamin monoklonal 1:250 Ziege-0-Maus biotinyliert |1:100

(Transduction) Maus

o-Munc 18-1 monoklonal 1:50-1:200 Ziege-0-Maus biotinyliert | 1:100

(Transduction) Maus

a-Rab3a monoklonal 1:400 Ziege-0-Maus biotinyliert | 1:100

(R. Jahn) Maus

o-Rab2abe monoklonal 1:300 Ziege-0-Maus biotinyliert |1:100

(R. Jahn) Maus

o-S-Antigen polyklonal 1:800 Ziege-0o-Kaninchen biotinyliert | 1:100

(H.-W. Korf) Kaninchen

0-SNAP-25 monoklonal 1:250-1:1000 Ziege-0-Maus biotinyliert | 1:100

(Sternberger) Maus

a-SV2A polyklonal 1:100 Ziege-o-Kaninchen | biotinyliert | 1:100

(StressGen) Kaninchen

o-Synapsin polyklonal 1:300 Ziege-0-Kaninchen | biotinyliert | 1:100

(Synaptic Systems) Kaninchen

o-Synaptobrevin monoklonal 1:400-1:1000 Ziege-o-Maus biotinyliert | 1:100

(R. Jahn) Maus

o-Synaptophysin polyklonal 1:1000-1:2000 | Ziege-0-Kaninchen | biotinyliert | 1:100

(R. Jahn) Kaninchen

a-Synaptotagmin 1,2 | polyklonal 1:500 Ziege-o-Kaninchen | biotinyliert | 1:100

(Synaptic Systems) Kaninchen

o-Syntaxin 1 polyklonal 1:200.1:300 Ziege-0-Kaninchen | biotinyliert | 1:100

(Synaptic Systems) Kaninchen
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Tabelle 2: Nachweis von metabotropen Glutamatrezeptoren unter Verwendung von

Gefrierschnitten

Primérantikorper monoklonal/ Verdiinnung | Sekundiirantikorper | Konjugat | Verdiinnung
polyklonal

o-GFAP monoklonal 1:100 Ziege-o-Maus Cy2 1:100-1:500

(Boehringer) Maus

o-mGIluR2/3 polyklonal 1:100-1:400 | Ziege-oi-Kaninchen Cy3 1:200-1:1000

(Chemicon) Kaninchen biotinyliert | 1:100-1:400

o-mGluR5 polyklonal 1:500-1:4000 | Ziege-a-Kaninchen Cy3 1:200-1:1000

(upstate) Kaninchen biotinyliert | 1:1000-1:4000

o-Synaptophysin, monoklonal 1:20 Ziege-0-Maus Cy2 1:100-1:500

Sy38 (Boehringer) Maus

o-Vimentin monoklonal 1:500 Ziege-o-Maus Cy2 1:100-1:500

(Boehringer) Maus

Tabelle 3: Nachweis von Glutamattransportern in Semidiinnschnitten

Primérantikorper monoklonal/ Verdiinnung | Sekundirantikorper | Konjugat |Verdiinnung
polyklonal

o-Calbindin polyklonal 1:400 Ziege-o-Kaninchen biotinyliert | 1:100

(SWANT) Kaninchen

o-Calretinin polyklonal 1:1000-1:1500 | Ziege-o-Kaninchen biotinyliert | 1:100

(Chemicon) Kaninchen

o-EAAC-1 polyklonal 1:1000-1:4000 | Kaninchen-o-Ziege biotinyliert | 1:100

(Chemicon) Ziege

o-GFAP monoklonal 1:100 Ziege-0i-Maus biotinyliert | 1:100

(Boehringer) Maus

0-GLAST polyklonal 1:800-1:1500 | Ziege-0-Meerschwein | biotinyliert | 1:100

(Chemicon) Meerschwein

o-GLT-1 polyklonal 1:500-1:2000 | Ziege-o-Kaninchen biotinyliert | 1:100

(ABR) Kaninchen

o-Synaptobrevin monoklonal 1:500 Ziege-0i-Maus biotinyliert | 1:100

(R. Jahn) Maus

o-Synaptophysin polyklonal 1:1000 Ziege-0-Kaninchen | biotinyliert | 1:100

(R. Jahn) Kaninchen

o-Vimentin monoklonal 1:100 Ziege-0-Maus biotinyliert | 1:100

(Boehringer) Maus
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Tabelle 4: Elektronenmikroskopische Untersuchung der Synapsenproteine CSP und Munc

18-1

Primérantikorper monoklonal/ Verdiinnung | Sekundirantikorper | Konjugat Ver-
polyklonal diinnung

o-CSP polyklonal 1:10-1:30 Ziege-o-Kaninchen 12 nm 1:30-1:50

(StressGen) Kaninchen kolloidales Gold

o-Munc 18-1 monoklonal 1:10-1:30 Ziege-a-Maus 10 nm 1:30-1:50

(Transduction) Maus kolloidales Gold

Tabelle 5: Nachweis von Synapsenproteinen im Western Blot

Primérantikorper monoklonal/ Verdiinnung | Sekundirantikérper |Konjugat Ver-
polyklonal diinnung

o-mGIluR2/3 polyklonal 1:250-1:1000 | Ziege-oi-Kaninchen Meerrettich- 1:2000

(Chemicon) Kaninchen Peroxidase

o-mGIluRS5 polyklonal 1:1000 Ziege-0-Kaninchen Meerrettich- 1:2000

(upstate) Kaninchen Peroxidase

a-CSP polyklonal 1:25 Ziege-0o-Kaninchen Meerrettich- 1:2000

(StressGen) Kaninchen Peroxidase

o-Munc 18-1 monoklonal 1:50-1:100 Ziege-a-Maus Meerrettich- 1:2000

(Transduction) Maus Peroxidase
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Tabelle 6: Nachweis von Vesikelexozytosen im Zellkultursystem (Exozytose-Assay)
Primérantikorper monoklonal/ Verdiinnung | Sekundiirantikorper | Konjugat Verdiinnung
polyklonal
o-Synaptobrevin monoklonal 1:200 Ziege-0-Maus FITC 1:100
(R. Jahn) Maus
o-Synaptophysin polyklonal 1:100-1:500 [ Ziege-oi-Kaninchen DTAF 1:100
(R. Jahn) Kaninchen
a-Synaptophysin, monoklonal 1:20 Ziege-0-Maus FITC 1:100
Sy38 (Boehringer) Maus
o-Synaptotagmin 1,2 | polyklonal 1:100 Ziege-a-Kaninchen DTAF 1:100
(Synaptic Systems) | Kaninchen
o-Synaptotagming,,, |polyklonal 1:5 Cy3
(Eurogentec) Kaninchen
Ziege-o-Kaninchen Cy3 1:10

Hersteller der Antiseren

ABR, Affinitiy Bioreagents Inc.

Boehringer, Mannheim

Chemicon, Temecula, USA

Eurogentec Bel S.A, Belgien

Reinhard Jahn, Gottingen
H.-W. Korf, Frankfurt

Sternberger Monoclonals, Baltimore, USA

StressGen Biotechnologies, Victoria, Kanada

SWANT, Bellinzona, Schweiz

Synaptic Systems GmbH, Géttingen

Transduction Laboratories, Lexington, USA

Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA

Alle Sekundérantikorper wurden von Jackson Immuno Research, West Grove, USA bezogen.
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4. Sonstige Materialien und Reagenzien

ABC-Peroxidase-Kit:
Antibiotica/Antimycotica:
Blotting-Membran:
Chemilumineszenz-Kit:
Cy3-Labeling-Kit:
Deckgléser:

Diaminobenzidin:

DMEM/F12-Pulvermedium:

Einbettmittel:

EinschluBmittel:

Entellan:

Prolong Anitfade Kit:
Elektrophorese-Gele:
Fibronectin:
Filtrationseinheit:

Fotales Rinderserum:
Mitose-Inhibitor:
Molekulargewichtsmarker:
Multischale:

Neuropeptide:

Vectastain Elite (Camon GmbH, Wiesbaden)
(Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein)
PVDF-Membran (Pall, Dreieich)

ECL-Reagenz (Amersham, Braunschweig)
(Amersham Life Science, USA)

@10 mm (Landgraf, Langenhagen)

DAB-Metal Concentrate (Pierce, Rockford, USA)
(Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein)
Epoxidharz Araldit (Sigma, Taufkirchen)

Epon (Fluka, Buchs)

Aquatex (Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Molecular Probes, Eugene)
TRIS/Acetat-Polyacrylamidgele (Novex, Frankfurt)
humanes Fibronectin (Harbor, Norwood, USA)
Centriplus-50 (Millipore GmbH, Eschborn)

(Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein)
Cytosin-f-D-Arabinofuranosid (Sigma, Taufkirchen)
Full Range Rainbow (Amersham Life Science, USA)
48-Well-Multischale (Nunc Intermed, GB)
(Bachem, Heidelberg)
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5. Gerite

Brutschrank:

Elektrophorese-Apparatur:
Elektrotransfer-Apparatur:

Fluoreszenz-Detektor:

CO, Auto-Zero (Hereaus, Hanau)
Hoefer Mighty small II (Pharmacia, San Francisco)
(Biometra, Gottingen)

Monochromator Kratos FS 970 (BAI, Bensheim)

Gefriertrocknung: Christ alpha 2-4 (Christ, Osterode)
HPLC-Anlage: (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Mikroskope: Photomikroskop II (Zeiss, Oberkochen)
Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen)
Elektronenmikroskop EM 9 28 (Zeiss, Oberkochen)
Mikrotome: Ultramikrotom Ultracut (Leica, NuBlloch)
Rotationsmikrotom 1512 (Leitz, )
Kryostat Frigocut 2700 (Reichert Jung, )
Photometer: DU-600 (Beckman, Miinchen)
Saulen: Ultrasphere XIL.3 ODS C18 (Beckman, Miinchen)
Sterilbank: Nuaire Class I, Typ A/B3 (Nuaire, USA)
Zahlkammer: nach Neubauer (Brand, Wertheim)
Zentrifugen: Biofuge 1.3 R (Hereaus, Hanau)

Megafuge 1.0 R (Hereaus, Hanau)

6. Verwendete Computerprogramme

Die Bilder wurde digitalisiert und mit den Programmen Axiophot Metamorph 5.0 (Zeiss,
Oberkochem) bzw. Adobe Photoshop 4.0 bearbeitet.
Die chromatographisch ermittelten Daten wurden mit Microcal Origin 4.1 statistisch und

graphisch bearbeitet.
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III. Versuchstiere und Methoden

1. Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden Mongolische Wiistenrennméause (Meriones unguiculatus = Gerbil)
sowie Ratten (Rattus norvegicus) der Stimme Wistar und Lewis verwendet. Zuchtpaare
wurden von Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld bezogen und im zentralen Tierlabor der
Medizinischen Hochschule Hannover bzw. in der Tierdrztlichen Hochschule Hannover
weitergeziichtet. Bis zur Organentnahme wurden die Tiere unter normalen Laborbedingungen
mit einem Licht-/Dunkelregime von L:D 14:10 (6.00 Uhr Licht an, 20 Uhr Licht aus)
gehalten. Pelletiertes Standardfutter (Altromin GmbH, Lage) und Wasser standen den Tieren
ad libitum zur Verfiigung.

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden in der Regel adulte Tiere bendtigt.
Die Tiere fiir die in vitro-Versuche waren in der Regel zwei bis vier Wochen alt. In der
Ontogenesestudie wurden Tiere in prénatalen (embryonale Tage: E20,5 und E24.5) und

postnatalen Stadien (Tage nach der Geburt: PO, P7, P14, P38) verwendet.

2. Immunhistochemie

Mit verschiedenen immunhistochemischen Techniken wurden Proteine, die an der parakrinen
Kommunikation im Pinalorgan beteiligt sind, in situ nachgewiesen und zelluldr lokalisiert.
Die verwendeten Techniken umfafiten immunhistochemische Markierungen von Proteinen in
Semidiinn-, Paraffin- und Gefrierschnitten sowie elektronenmikroskopische Untersuchungen

und Nachweise von Proteinen im Western Blot.
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2.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen

2.1.1 Gewebeaufbereitung

Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte jeweils zur gleichen Tageszeit (9.00 — 12.00 Uhr). Die
Versuchstiere wurden durch eine CO,-Narkose betdubt und anschlieend dekapitiert. Der
Schiadel wurde vom Hinterhauptsloch aus erdffnet und die Schideldecke abgehoben. Das
Pinealorgan der Ratten liegt nach der Er6ffnung gut sichtbar im Scheitelpunkt zwischen den
GroBhirnhemisphiren und dem Kleinhirn. Das Pinealorgan der Gerbils reillt hingegen haufig
vom Zwischenhirn ab und ist an den Hirnhduten der Schéddeldecke angeheftet. Die
Pinealorgane sowie die Kontrollorgane (GroBhirn, Kleinhirn, Hippocampus) wurden

entnommen und fiir die jeweiligen Untersuchungen aufgearbeitet.

Semidiinnschnitte

Sowohl der Nachweis von synaptischen Membranproteinen und Glutamattransportern im
Pinealorgan als auch die Untersuchungen der postnatalen Stadien in der Ontogenesestudie
wurden an Semidiinnschnitten durchgefiihrt. Diese Schnitte sind aufgrund ihrer geringen
Dicke (0,5 um) fiir solche Analysen besonders geeignet, da sie deutliche Farbemuster auf
zelluldrer Ebene zeigen. Aullerdem ermdglicht die geringe Schnittdicke die Anfertigung von
Serienschnitten durch ecine einzelne Zelle, die verwendet werden konnen, um
Kolokalisationen verschiedener Proteine in einer Zelle darzustellen.

Zur Herstellung von Semidiinnschnitten wurden die Organe in mit fliissigem Stickstoff
gekiihltes Isopentan getaucht und anschlieend in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Danach
wurden die Organe gefriergetrocknet (-35°C, 72 h) und mit Paraformaldehyd (PFA, 60°C,
1 Std.) dampffixiert. Die Einbettung der Gewebeproben erfolgte in Epoxidharz. Von den
Gewebeblocken wurden semidiinne (0,5 um) Serienschnitte angefertigt, die bei 80°C (ca.
20 min) auf einer Heizplatte ohne Klebemittel auf Glasobjekttrager aufgebrannt wurden.
Bevor die Semidiinnschnitte mit immunhistochemischen Techniken gefarbt werden konnten,

muBten sie in einem Natriummethylatbad (2 min bei Raumtemperatur) entharzt werden.
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Paraffinschnitte

Da die Pinealorgane in den Prinatalstadien noch nicht vollstindig ausgebildet sind, war es
nicht moglich, sie vom Gehirn abzupréiparieren. Stattdessen wurde das gesamte Gehirn fiir
diese Untersuchung pripariert und eingebettet. Hierfiir eignet sich insbesondere die
Paraffineinbettung, weil mit dieser Technik relativ groe Gewebestiicke diinn (5 pm)
geschnitten werden konnen.

Um Paraffinschnitte anfertigen zu konnen, wurden die Organe zuerst in 4%iger PFA-Losung
tiber Nacht immersionsfixiert. AnschlieBend erfolgte die Entwisserung durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 2 x 96%, 2 x 100%; jeweils 2 — 3 h). Nach Entfernung
des Alkohols aus dem Gewebe wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet und geschnitten.
Die 5 pm dicken Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen. Vor Beginn der
immunhistochemischen Férbung erfolgte die Entparaffinierung in einer absteigenden

Alkoholreihe.

Gefrierschnitte

Im Laufe der Untersuchungen stellte sich heraus, dafl die deutlichsten Immunmarkierungen
der metabotropen Glutamatrezeptoren des Pinealorgans in den Gefrierschnitten zu finden
waren, die zuvor in einer Mikrowelle mit geringen Konzentrationen PFA fixiert wurden.
Deshalb ist der Nachweis von metabotropen Glutamatrezeptoren im Pinealorgan {iberwiegend
an diesen speziell behandelten Gefrierschnitten gefiihrt worden.

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die Organe nach der Entnahme iiber Nacht in
eine 30%ige Sucroselosung eingelegt. Am néichsten Tag wurden sie in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend auf den Schneidblock des Kryostaten aufgeforen. Es
wurden 5 - 8 pm dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und getrocknet. Um
Gefrierartefakte zu vermeiden, wurden die auf Objekttrager gebrachten Schnitte vor der
Lagerung im Gefrierschrank (-30°C) paarweise in Alufolie eingewickelt.

Zur weiteren Behandlung der Gefrierschnitte wurden eine Mikrowellenbehandlung
durchgefiihrt, wie sie von FRITSCHY et al. (1998) beschrieben wurde. Dazu wurden die
Schnitte aufgetaut und fiir ca. 30 min bei Raumtemperatur equilibriert. AnschlieBend wurden
sie in eine Losung aus 0,5% PFA in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) transferiert und in einer
handelsiiblichen Mikrowelle fiir 3 min mit 900 Watt bestrahlt. Nach einer Abkiihlphase von

15 min sind die Schnitte kurz mit destilliertem Wasser und dann 2 x 5 min mit PBS
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gewaschen worden. Schielllich wurde die endogene Peroxidase mit Methanol/ H,O, (20 min,

Raumtemperatur) geblockt und die Schnitte nochmals griindlich mit PBS gewaschen.

2.1.2 Immunhistochemische Firbeprotokolle

Der Nachweis der Proteine erfolgte entweder mittels Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex-

(ABC)-Technik oder mittels Immunfluoreszenzfarbung.

ABC-Technik (nach HSU et al. 1981)

Nach der Inkubation (30 min, Raumtemperatur) mit 2% Ziegen-Normalserum bzw.
Rinderserumalbumin in PBS (pH 7,4), zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen,
wurden die Schnitte mit dem Primédrantikérper fiir 24 h bei 4°C markiert. Dann wurden die
Schnitte zundchst mit dem biotinylierten Sekunddrantikorper und anschlieBend mit dem
Streptavidin-Peroxidase-Komplex jeweils fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Inkubationen erfolgten generell in einer feuchten Kammer. Die verwendeten Antikérper und
Reagenzien wurden in PBS verdiinnt, der 2% Ziegen-Normalserum und 0,1% Triton X-100
zugesetzt wurden. Die Peroxidaseaktivitit ist durch 0,02% DAB (Diaminobenzidin-
Hydrochlorid) mit 0,3% Nickelsulfat in 0,01 M PBS (10 min, Raumtemperatur) sichtbar
gemacht worden. In einigen Fillen konnten mit DAB Metal Concentrate bessere
Féarbeergebnisse erzielt werden. Die Paraffin- und Semidiinnschnitte wurden schlieBlich zum
Entwissern durch eine aufsteigende Alkoholreihe gefiihrt und nach einem Xylol-Bad mit
Entellan eingedeckt. Die Gefrierschnitte hingegen wurden luftgetrocknet und mit Aquatex
verschlossen. Zwischen allen Arbeitsschritten wurden sowohl die Gefrier- als auch die

Paraffin- und Semidiinnschnitte 3 x 5 min mit PBS gewaschen.

Immunfluoreszenzfirbung

Die Immunfluoreszenzfarbung wurde nach dem Protokoll in der Verdffentlichung von
REDECKER et al. 1997 durchgefiihrt. Dazu wurden zuerst die unspezifischen Bindungsstellen
mit 2% Ziegen-Normalserum geblockt, dann folgte die Inkubation mit dem Primérantikdrper
(24 h, 4°C). AnschlieBend wurde 3 x 5 min mit PBS gewaschen und dem Primérantikorper
entsprechend mit Fluorochrom-konjugierten Ziegen-anti-Kaninchen oder Ziegen-anti-Maus-

Antikorpern fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach 2 Waschgédngen a 5 min mit PBS folgte ein
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weiterer mit destilliertem Wasser, um die Salze des Puffers zu entfernen. Dann wurden die
Schnitte luftgetrocknet und mit Prolong Antifade Kit eingedeckt. Sowohl die Inkubation mit
den Fluorochrom-konjugierten Sekundirantikorpern als auch die Lagerung bis zur
Auswertung erfolgten im Dunkeln, um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu
verhindern. Fiir Doppelmarkierungen wurden die Schnitte zuerst einer Mixtur aus Maus- und
Kaninchen-Primérantikérpern und nachfolgend einer zweiten Mixtur aus sekundiren
Antikorpern ausgesetzt. Um sicherzustellen, dall keine Kreuzreaktionen der sekundiren
Antikorper auftraten, wurde zur Kontrolle jeweils einer der beiden Primérantikdrper

weggelassen oder priadsorbierte Sekundérantikdrper verwendet.

Spezifititskontrollen

Alle Immunfarbungen sind erfolgreich auf methodisch bedingte, unspezifische Reaktionen
hin iiberpriift worden (GRUBE und KUSOMOTO 1986; STERNBERGER 1986). In den Kontrollen
wurden Primir- und Sekundirantiseren durch Puffer (PBS) oder unspezifische Antiseren
ersetzt. Aullerdem wurden Verdiinnungsreihen des Primérantikorpers ausgetestet und
hochmolare PBS (0,5 M) als Waschlosung zwischen den Schritten des

immunhistochemischen Protokolls verwendet.

2.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurde die ultrastrukturelle Verteilung von synaptischen
Membranproteinen in Pinealozyten untersucht. Hierbei kam das sogenannte Pre-embedding-
Verfahren zum Einsatz, das von DE CAMILLI et al. (1983) und NAVONE ef al. (1984, 1986) fiir
die Lokalisation von Membranantigenen in Hirnhomogenaten beschrieben wurde. In diesem
Verfahren werden Gewebefragmente zuerst in Agarose eingebettet, dann immunmarkiert und
erst hinterher in Kunstharz eingebettet. Dieses Verfahren ist insofern von Vorteil, da

Kunstharze die Immunmarkierungen negativ beeinflussen konnen.

Gewebeaufbereitung
Nach der Organentnahme wurden die Pinealorgane und cerebralen Cortices (als
Kontrollorgane) mit einem Glas-Teflon-Homogenisierer in eiskaltem Homogenisierungs-

puffer vorsichtig fragmentiert. Anschliefend wurde das Homogenat mit eiskalter Fixierlosung
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auf dem Schiittler fir 45 min gemischt. Die fixierten Zellfragmente wurden durch
Zentrifugation (12500 x g fiir 20 min bei 4°C) pelletiert, in 0,12 M Natrium-Phosphatpuffer
(pH 7,4) resuspendiert und mit warmer, fliissiger Agarose gemischt. Daraus wurden kleine
Blocke mit einer Kantenlédnge von ca. 8§ mm x 8 mm x 1 mm gegossen, die anschlieend fiir

die Immungold-Markierungen benutzt wurden.

Immungold-Markierung

Fiir diese Markierung wurden die genannten Agaroseblocke zuerst frei flottierend mit einem
blocking-Puffer fiir 30 min inkubiert. Die Blocke wurden dann mit den primédren Antikdrpern
(Verdiinnungen in PBS mit 5% BSA und 0,02 % Natriumazid) fiir 24 h inkubiert. Nach
mehreren Waschgidngen mit PBS folgten entsprechend der verwendeten Primirantikérper
Inkubationen mit Ziege-anti-Maus-Immunglobulinen oder Ziege-anti-Kaninchen-Immun-
globulinen, die mit kolloidalem Gold konjugiert waren. Alle Inkubationen erfolgten auf dem
Schiittler fiir 24 h bei Raumtemperatur. SchlieBlich wurden die Agarose-Blocke nach
mehreren Waschgingen mit 1% Glutaraldehyd in 120 mM Natriumphosphatpuffer fixiert, mit
1% OsO4 osmiert, dehydriert und in Epon eingebettet. Danach wurden sie geschnitten, auf

Grids aufgebracht und mit dem Elektronenmikroskop ausgewertet.

2.3 Gel-Elektrophorese und Western Blot

Der Western Blot ist eine weitere, gingige Methode, um Proteine in Geweben nachzuweisen.
Dieses Verfahren wird hdufig als Erginzung zu immunhistochemischen Firbemethoden

angewendet, um die Spezifitit des verwendeten Antikorpers zu iiberpriifen.

Gewebeaufbereitung

Die Pinealorgane und Kontrollorgane von Ratten und Gerbils wurden nach der Préparation in
Extraktionspuffer iiberfiihrt und mit einem Glas-Teflon-Homogenisierer zerkleinert. Der
Extraktionspuffer hatte die Aufgabe, die Proteine aus dem Gewebe herauszuldsen. Durch eine
nachfolgende Zentrifugation (12.000 x g, 4°C, 15 min) wurden die geldsten Proteine dann von
den festen Bestandteilen getrennt. Der Uberstand wurde gewonnen und bis zur weiteren

Verwendung eingefroren.
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Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Das Trennverfahren nach LAEMMLI (1970) erlaubt die Auftrennung von Proteingemischen
nach ihrem Molekulargewicht. Denaturierte Proteine bilden mit SDS (Natriumdodecyl-
sulphat) einen negativen Ladungskomplex, der im elektrischen Feld zur Anode wandert, so
daf} der Vernetzungsgrad des Gels die Trennleistung bestimmt. In dieser Arbeit wurden 7,5%,
10% und 12,5% Tris/Glycin- oder Tris/Acetat-Polyacrylamidgele verwendet.

Fiir dieses Verfahren wurden die gewebespezifischen Proteinproben mit dem 2 x SDS-
Probenpuffer im Verhiltnis 1:1 gemischt und anschlieend fiir 2 min auf 85°C erhitzt. Nach
einer Abkiihlphase wurden die Proben mit einer Proteinmenge von jeweils 30 — 40 pg in die
Probentaschen des Gels gefiillt. Die Elektrophorese erfolgte in einer vertikalen Gel-
Elektrophorese-Apparatur fiir 1 h - 2 h bei einer konstanten Stromstirke von 40 mA. Als

Laufpuffer wurden Tris/Glycin-Puffer verwendet.

Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran (Western Blot)

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
basierte Membran im Semi-Dry-Verfahren tibertragen. Hierzu wurden das Gel und die PVDF-
Membran aufeinander gelegt und zwischen mehrere, mit Transferpuffer getrénkte
Filterpapierlagen geschichtet. Die PVDF-Membran ist zuvor mit 100% Methanol aktiviert, in
Aqua bidest. gewaschen und mit Transferpuffer durchtrankt worden. Der Transfer erfolgte in

einer Elektrotransfer-Apparatur fiir 2 h — 10 h bei einer Stromstirke von 0,75 mA/cm?.

Immundetektion transferierter Proteine

Zum Nachweis der auf der PVDF-Membran befindlichen Proteine wurde, nach der
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen (5% Milchpulver in PBS (pH 7,3), 1h bei
Raumtemperatur), mit dem gewiinschten Priméarantikorper tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
Verdiinnungen des Antikorpers wurden in PBS angesetzt und richteten sich nach den
jeweiligen Herstellerangaben oder sind in Verdiinnungsreihen ermittelt worden. Nach der
Inkubation mit dem Primérantikdrper wurde mehrmals mit PBS gewaschen und anschlie3end
mit dem entsprechenden Sekundérantikorper fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde
wiederum mehrmals mit PBS gewaschen und anschlieBend erfolgte die Detektion. Da alle
verwendeten Sekunddrantikérper mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert waren, konnten die
Proteinbanden als Chemilumineszenzsignale mittels eines Chemilumineszenz-Reagenz (ECL-

Reagenz) auf Autoradiographiefilmen sichtbar gemacht werden.
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Anhand eines Protein-Molekulargewichtsmarkers, der zusétzlich zu den Proteinproben die
Gelelektrophorese durchlaufen hatte, konnten die Molekulargewichte der Proteine, die als

Banden sichtbar wurden, geschitzt werden.

3. In vitro-Versuche

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden mit zellbiologischen Methoden direkt und
indirekt Exozytosen synaptoider Mikrovesikel in Pinealozyten nachgewiesen und deren

Regulationsmechanismen untersucht.

3.1 Herstellung einer Priméirzellkultur aus Pinealorganen

Alle hier genannten Arbeitsschritte, mit Ausnahme der Priparation, erfolgten unter sterilen
Bedingungen in einer Sterilbank. Zur Gewinnung von Pinealzellen wurden Pinealorgane von
2 — 4 Wochen alten Ratten und Gerbils verwendet. Die Tiere wurden nach vorheriger CO;-
Narkose dekapitiert. Die Pinealorgane sind pripariert und in sterilem, eisgekiihitem HEPES-
Medium gesammelt worden. Das Gewebe wurde im AnschluBl, zur Lockerung des
Zellverbandes, enzymatisch dissoziiert. Dabei wurden die Organe von Ratten und Gerbils
unterschiedlich behandelt. Die Inkubation der Pinealorgane der Ratten erfolgte fiir 30 min bei
37°C mit 0,25% Trypsinlosung. Die Pinealorgane der Gerbils hingegen wurden einer
sogenannten Kalttrypsinierung unterzogen, die vorzugsweise bei empfindlichen Geweben
angewendet wird. Die Organe wurden hierbei zuerst flir mehrere Stunden (3 — 5 h) bei 4°C
mit der Trypsinlosung durchtrankt und anschlieBend fiir kurze Zeit (ca. 15 min) bei 37°C
inkubiert. Die enzymatische Zerkleinerung der Pinealorgane beider Tierarten konnte
anschlieend durch dreimaliges Waschen mit serumhaltigem DMEM/F12-Medium gestoppt
werden. Danach erfolgte eine mechanische Vereinzelung der Zellen, indem die Gewebe
mehrmals durch eine 20 G-Kaniile geschert wurden. Die erhaltene Zellsuspension wurde auf
die gewiinschte Zellzahl von 1 — 2 x 10° Zellen pro Milliliter durch Verdiinnen mit
Nahrmedium eingestellt (Zellzahlbestimmung mittels Zdhlkammer nach Neubauer). Ein

Milliliter der Zellsuspension wurde jeweils auf ein Well einer 48-Well-Multischale verteilt.
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Die Wells waren zuvor mit 2,5 pg/cm? humanem Fibronectin beschichtet worden, um eine
erfolgreiche Anheftung der Zellen an das Substrat zu gewahrleisten.

Fir die mikroskopischen Untersuchungen des Exozytose-Assays sind die Zellen auf
Deckgldsern von 10 mm Durchmesser ausgesidt worden. Diese wurden zuvor mit 100%
unvergilltem Ethanol abgeflimmt, autoklaviert, ebenfalls mit humanem Fibronectin
beschichtet und in die Wells der 48-Well Multischale eingelegt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in einem Brutschrank bei 98% feuchter Luft, 2% CO, und einer Temperatur von
37°C. Ein Teil des Nahrmediums, bestehend aus DMEM/F12 und 10% fotalem Rinderserum,
wurde jeden zweiten Tag durch frisches Medium ersetzt. Bei erhohtem Fibroblastenwachstum
wurde der Zellkultur am zweiten Tag in vitro der Mitose-Inhibitor Cytosin-Arabinosid in
einer Konzentration von 200 uM in PBS A fiir 24 h zugesetzt. Nach 3 — 5 Tagen in vitro

konnten die Zellkulturen fiir die Untersuchugen verwendet werden.

3.2 Exozytose-Assay

Anfang der 90er Jahre wurde ein Assay entwickelt, mit dem es mdglich ist, Vesikel-Exo-
/Endozytosen direkt mikroskopisch nachzuweisen. Dieser Assay beruht auf dem Einsatz eines
Antikorpers gegen die lumenale, d. h. im Vesikelinneren gelegene Doméne des

Vesikelproteins Synaptotagmin.

Konjugation des Antikorpers Synaptotagming,m) mit dem Fluorochrom Cy3

Damit der Antikdrper im Lichtmikroskop sichtbar gemacht werden konnte, mufite er vor
seinem Einsatz mit einem Fluorochrom konjugiert werden. Dazu wurde der Cy3-Labeling-Kit
von Amersham Life Science, Inc., USA verwendet. Zur erfolgreichen Konjugation des
Antikorpers mit dem Farbstoff Cy3 benétigte man eine Proteinlosung mit einer Konzentration
von mindestens Img/ml. Deshalb wurde der Proteingehalt der Antikdrperlosung
photometrisch bei A = 280 nm bestimmt. Da der Proteingehalt nur 0,85 mg/ml betrug, wurde
die Losung mit Hilfe der Filtrationseinheit Centriplus-50 in einer Zentrifuge bei 3000 x g fiir
60 min auf 1,245 mg/ml aufkonzentriert.

Fir die Konjugation wurden 1 ml dieser Proteinlosung eingesetzt, die zuerst dem
Kopplungspuffer zugefiigt wurde. AnschlieBend wurde diese Mixtur zum Farbreagenz

gegeben und fiir 30 min inkubiert. Die Separation des markierten Antikorpers vom nicht
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konjugierten Farbstoff erfolgte iiber eine Gelfiltrationssédule mit 50 mM PBS (pH 7,3) als
Elutionspuffer. Der fluorochromkonjugierte Antikorper wurde mit 2,5 ml Elutionspuffer von

der Saule gewaschen, aufgefangen und bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Nachweis von  Vesikelexozytosen mit dem  Cy3-konjugierten  Antikorper
Synaptotagminjym)

Fiir den Exozytose-4ssay wurden ausschlieBlich Gerbil-Primérkulturen verwendet, die 3 — 4
Tage kultiviert worden waren. Die Zellen wurden zundchst 2 x 10 min mit K5-Ringer
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Cy3-konjugierten Antikdrper (1:5
verdiinnt in Ringerlosung) fiir 20 min bei 37°C. Fir den Nachweis der basalen
Exozytosevorgdnge wurde der Antikorper in K5-Ringer angesetzt. Zur Depolarisation der
Zellen wurde der Antikorper hingegen in K100-Ringer verdiinnt. Nach der Inkubation wurde
der tiberschiissige Antikorper 2 x 10 min mit K5-Ringer ausgewaschen. AnschlieBend wurde
die Zellkultur mit 4%igem PFA in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) fiir 20 min fixiert,
2x 10 min mit PBS und einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und schlieflich mit
Prolong Antifade eingedeckt. Hiufig wurde eine Doppelmarkierung zur Identifizierung der
Zellen bzw. der Zellorganellen, die den Cy3-konjugierten AntikOrper internalisiert hatten,
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen nach der Fixierung mit 0,1% Triton X-100-Lésung fiir
10 min permeabilisiert, mit 5% BSA-L6sung zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
behandelt (20 min) und anschlieBend mit Primirantikrpern gegen die Proteine
Synaptophysin, Synaptotagmin oder Synaptobrevin iiber Nacht inkubiert. Am néichsten Tag
erfolgte nach 3 Waschgédngen die Inkubation mit den entsprechenden Sekundérantikdrpern.
Nach mehrmaligem Waschen und anschlieBendem FEindecken konnten die Kulturen

lichtmikroskopisch untersucht werden.

3.3 Untersuchungen zur Regulation der Vesikelexozytose

Um die Freisetzung neuroaktiver Aminosduren aus den synaptoiden Mikrovesikeln der
Pinealozyten und deren Regulationsmechanismen zu untersuchen, wurden Ratten- und
Gerbilpinealkulturen verwendet, die 3 — 4 Tage kultiviert worden waren.

Zunichst wurden die Zellkulturen 2 x 10 min mit K5-Ringer gewaschen. Um eine Freisetzung

von neuroaktiven Aminosiuren hervorzurufen, wurden die Zellen anschliefend mit K80-
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Ringer fiir 20 min bei 37°C depolarisiert. Die Zelliiberstande wurden gesammelt und bis zur
Untersuchung mittels HPLC bei — 80°C eingefroren. Als Kontrollen dienten die Uberstinde
unstimulierter Zellen.

Eine mdgliche regulative Wirkung von Neurotransmittern/Neuropeptiden auf die
Exozytosevorginge in Pinealozyten wird in der Literatur diskutiert. Um diese Hypothese zu
untersuchen, wurden die Zellen anstelle der Depolarisation mit erhohten KCIl-Gaben mit
100 uM Acetylcholin in K5-Ringer und 1 pM Noradrenalin in K5-Ringer fiir 20 min bei
37°C stimuliert. Aulerdem wurde in einer Vorstudie depolarisierten (K80-Ringer) und nicht-
depolarisierten Zellen (K5-Ringer) die Neuropeptide CGRP, NPY, PACAP-38, VIP, Substanz
P und Somatostatin in Konzentrationen von 100 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM zugesetzt, um
einen ersten Hinweis auf mogliche dosisabhdngige, modulatorische Eigenschaften der

Neuropeptide auf die Vesikelexozytose zu erhalten.

3.4 Quantitative Untersuchungen zur Aminosiurenfreisetzung mittels HPLC

Die Bestimmung der Aminosidurenkonzentrationen im Zelliiberstand erfolgte entsprechend
der Protokolle aus den Publikationen von LOSCHER ef al. (1991,1993 a, b).

Zuerst wurden die Proben mit einem Spritzenfilter (0,2 um Porengrofle) von Feststoffen
gereinigt, die zu einer Verstopfung der Séulen hétten fiihren konnen. Dann erfolgte die
Derivatisierung bei Raumtemperatur mit dem kommerziell erhéltlichen Reagenz
o-Phtaldialdehyd. Dazu wurden 50 pl der Probe mit 50 pl des Reagenz versetzt und gemischt.
Die Reaktion wurde nach 1 min durch Zugabe von 10 pl 6%iger Essigsdure gestoppt. Die
derivatisierte Probe wurde dann in das Einspritzventil der HPLC-Anlage injiziert. Die
Trennung der einzelnen Aminosduren erfolgte bei 35°C iiber Vorsdule (4,6 x 5 mm) und
Hauptséule (4,6 x 70 mm). Um eine ausreichende Trennung zu erzielen, war es erforderlich,
die Zusammensetzung des Eluenten im Verlauf des Chromatogramms zu édndern. Man spricht
dabei von einer Gradientenelution. Eluent A bestand aus 90% 0,1 M Natriumazetat (pH 7,2),
9,5% Methanol und 0,5% Tetrahydrofuran. Eluent B bestand zu 100% aus Methanol.
Nachdem die einzelnen Aminosidurenderivate mit diesem Gradient isoliert worden waren,
wurden sie im Fluoreszenz-Detektor angezeigt. Dazu wurden sie mit einer
Anregungswellenldnge von 330 nm zum Fluoreszieren gebracht. Die Menge des emittierten

Lichts verhilt sich dabei proportional zur Konzentration der detektierten Aminosdure. Das
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Fluoreszenzsignal wurde durch einen Photomultiplier verstirkt und in elektrische Signale
umgewandelt. Die Ausgangssignale des Detektors wurden anschliefend als Peaks auf dem
Bildschirm dargestellt. Die quantitative Auswertung der Peaks erfolgte schlieSlich durch den
Vergleich der Peakflichen der Probe mit denen einer Standard-Eichlosung. Die verwendete
Eichlosung setzte sich aus verschiedenen Aminosdurenderivaten zusammen, die jeweils in
einer Konzentration von 20 ng/50 pl eingesetzt wurden. Die Zuordnung der Peaks zu den
verschiedenen Aminosdurenderivaten erfolgte durch sukzessive Zugabe der einzelnen
Aminosduren zu der Standard-Eichlosung, so dafl die Reihenfolge und die Retentionszeiten

fiir die einzelnen Substanzen bestimmt werden konnten.
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IV. Ergebnisse

1. Nachweis der synaptischen Membranproteine Munc 18-1, CSP und SV2

In den letzten Jahren wurden in den Synapsen von Nervenzellen zahlreiche Proteine entdeckt,
die regulatorisch die Exozytose synaptischer Vesikel und damit die Freisetzung der
Neurotransmitter an den Synapsen beeinflussen. Es stellte sich die Frage, ob diese
Synapsenproteine auch in den Pinealozyten vorkommen und dort an der Exozytose der
synaptoiden Mikrovesikel beteiligt sind.

In dieser Arbeit wurden die Proteine Munc 18-1, cysteine string protein (CSP) und
Synaptisches Vesikelprotein 2 (SV2) immunhistochemisch im Western Blot und an seriellen

Semidiinnschnitten von Pinealorganen untersucht.

1.1 Munc 18-1

Munc 18-1 ist ein 67 kDa grof3es Protein, das iiberwiegend in Neuronen vorkommt und dort
im Cytosol und an der présynaptischen Plasmamembran lokalisiert wurde (GARCIA et al.
1995; PEVSNER ef al. 1994). In dieser Arbeit sollte Munc 18-1 erstmals auch im Pinealorgan
von Ratten und Gerbils nachgewiesen werden.

In einem ersten Schritt wurde das Vorkommen von Munc 18-1 in Gewebehomogenaten von
Ratten- sowie Gerbilpinealorganen im Western Blot untersucht. Ein spezifischer,
monoklonaler Antikérper gegen Munc 18-1 markierte in den Kontrollgeweben Cortex,
Cerebellum und Hippocampus eine starke Bande, die einem Molekulargewicht von ca.
67 kDa entsprach (Abb. 4 A). Die Western Blots der Homogenate von Ratten- und
Gerbilpinealorganen zeigten ebenfalls eine deutliche, wenngleich schwéchere Bande mit dem

gleichen Molekulargewicht.
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Abb. 4 Immunmarkierung der Western Blots mit Antikorpern gegen Munc 18-1 (A) und CSP (B). Untersucht
wurden Gewebehomogenate vom Hippocampus (H), Cerebellum (Ce), cerebralen Cortex (C), Pinealorgan der

Ratte (Pr) und des Gerbils (Pg).

In einem zweiten Schritt wurde mit immunhistochemischen Methoden die Verteilung des
Proteins auf zelluldrer Ebene untersucht. Dies ist insofern von Bedeutung, als Pinealorgane,
wie eingangs schon erwidhnt, aus verschiedenen Zelltypen bestehen: Pinealozyten,
interstitiellen Zellen und Fibroblasten (REITER 1981, VOLLRATH 1981, SCHACHNER et al.
1984). Munc 18-1 konnte in zahlreichen Zellen der Ratten- und auch Gerbilpinealorgane
nachgewiesen werden. In benachbarten Semidiinnschnitten waren diese markierten Zellen
ebenfalls fiir die Vesikelmembranproteine Synaptophysin und Synaptobrevin immunpositiv
(Abb. 5). Da Synaptophysin ein Markerprotein fiir Pinealozyten darstellt, konnten die
immunreaktiven Zellen somit eindeutig als solche identifiziert werden. Im Pinealorgan der
Ratten wurde vor allem die Plasmamembran der Pinealozyten markiert (Abb. 6). Im
Gerbilpinealorgan traten neben schwachen Immunreaktivititen im Cytoplasma vor allem
starke Markierungen der Fortsatzendigungen auf (Abb. 5, Pfeile). Die Endigungen sind in der
Abbildung mit Pfeilen markiert und imponieren als stark immunpositive, rundliche

Strukturen.
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Abb. 5 Drei Folgeschnitte wurden mit Antikdrpern gegen Munc 18-1 (A), Synaptophysin (B) und Synaptobrevin
II (C) immungefirbt. Die Pinealozyten, die fiir Synaptophysin und Synaptobrevin immunreaktiv waren,
koexprimierten auch Munc 18-1. Auffillig war die Anreicherung von Munc-18-Immunreaktivitit in den
punktformigen Fortsatzendigungen (A, Pfeile). In denselben Fortsatzendigungen konnten in Nachbarschnitten
auch die Akkumulation der Vesikelmembranproteine Synaptophysin und Synaptobrevin (B, C, Pfeile)

nachgewiesen werden. Phasenkontrast. Balken 20 um.
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Abb. 6 Im Rattenpinealorgan wurden vor allem die Plasmamembranen der Pinealozyten mit dem Antikdrper

gegen Munc 18-1 markiert. Phasenkontrast. VergrofSerung x 400.

Um die Akkumulation von Munc 18-1 in den Fortsatzendigungen besonders deutlich
darstellen zu konnen, wird in Abbildung 7 ein einzelner Pinealozyt in verschiedenen
Schnittebenen gezeigt. Auffillig ist in allen Schnittebenen die kurze, stark immunreaktive
Fortsatzterminale im Vergleich zum schwicher markierten Soma. Das offenkundige
Akkumulationsmuster von Munc 18-1, das dem der Vesikelmembranproteine Synaptophysin
und Synaptobrevin gleicht, legt den Verdacht nahe, dal Munc 18-1 nicht nur in der
Plasmamembran und im Cytosol lokalisiert ist, sondern in nennenswertem Umfang auch an
die Vesikelmembran gebunden sein konnte. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
mit Immungoldmarkierungen zeigen in der Tat, da3 Munc 18-1 (neben Markierungen des
Cytosols und der Plasmamembran) in groBerem Umfang vesikelassoziiert vorliegt (Abb. 8 B,
C). In erginzenden Untersuchungen am GroBhirn konnte nachgewiesen werden, da3 offenbar
auch im Nervengewebe mehr Munc 18-1 vesikelassoziiert vorkommt, als bisher bekannt ist

(ohne Abbildung).
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Abb. 7 Die Abbildung zeigt einen einzelnen Pinealozyten in vier reprisentativen Semidiinnschnitten, die aus

einer Serie von 13 Nachbarschnitten ausgewéhlt wurden. In allen Schnittebenen erkennt man die starke

Immunmarkierung der verdickten Fortsatzendigung (Pfeil) im Vergleich zum schwicher markierten Soma.

Phasenkontrast. Balken 5 pm.
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Abb. 8 Subzelluldre Lokalisation von CSP (A) und Munc 18-1 (B, C) mittels Immungold-
Elektronenmikroskopie an Agarose-cingebetteten Fragmenten des Pinealorgans (Gerbil). (A) Der Gold-
konjugierte Antikorper gegen CSP markierte deutlich die synaptoiden Mikrovesikel, die in groBer Zahl im
Fortsatzende eines Pinealozyten vorhanden waren. In Abbildung B und C sind Fortsatzterminalen zweier
unterschiedlicher Pinealozyten dargestellt. Die Immunreaktivititen fiir Munc 18-1 sind im geringen Umfang mit
der Plasmamembran assoziiert (Pfeile). Balken 500 nm. Das kleine Bild in C zeigt einen stark immunmarkierten

synaptoiden Mikrovesikel in einer hheren Vergroerung. Balken 100 nm.
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1.2 Cystein-String-Protein (CSP)

CSP kommt ebenso wie Munc 18-1 in prasynaptischen Nervenendigungen vor und ist durch
zahlreiche palmitoylierte Cysteinreste gekennzeichnet.

CSP konnte in den durchgefiihrten Untersuchungen auch im Pinealorgan von Gerbils und
Ratten lokalisiert werden. Im Western Blot (Abb. 4 B) markierte der Antikérper gegen CSP in
Gewebehomogenaten von Ratten- und Gerbilpinealorganen Banden mit einem Molekular-
gewicht von ca. 37 kDa. Banden mit dem gleichen Molekulargewicht wurden auch in den
Kontrollorganen Hippocampus und Cortex detektiert.

AuBlerdem wurde die zellulire Verteilung des Proteins mittels Immunhistochemie an
Semidiinnschnitten bestimmt. CSP kommt in einer Vielzahl von Zellen im Pinealorgan beider
untersuchten Tierarten vor. Schon anhand der Morphologie konnten diese Zellen als
Pinealozyten identifiziert werden. Ahnlich wie in immunhistologischen Abbildungen anderer
vesikelassoziierter Proteine wurde eine schwache Immunreaktivitit des Somas und eine starke
Immunreaktivitdt in den Fortsatzterminalen beobachtet. Abbildung 9 zeigt eine Kolokalisation
der Proteine CSP und Munc 18-1 in denselben Pinealozyten. Besonders auffillig ist die
Uberlappung der Inmunmarkierungen in den Fortsatzendigungen (Pfeile).

Auf elektronenmikroskopischer Ebene konnte die Assoziation von CSP mit der Membran der
synaptoiden Mikrovesikel eindeutig nachgewiesen werden. Abbildung 8 A zeigt eine starke
Markierung der kleinen, elektronenhellen Vesikel durch immungoldkonjugierte Antikdrper

gegen CSP.
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Abb. 9 Koexpression der Synapsenproteine CSP (A) und Munc 18-1 (B) in denselben Pinealozyten. In
benachbarten Semidiinnschnitten wird die Anreicherung der beiden Synapsenproteine in denselben

Fortsatzterminalen deutlich (Pfeile). Phasenkontrast. Balken 20 pum.
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1.3 Synaptisches Vesikelprotein 2A (SV2A)

SV2 ist ein Vesikelmembranprotein mit 12 transmembranen Doménen, das in drei Isoformen
vorliegt: Zwei neuronenspezifische Formen (SV2B und SV2C) und der hier untersuchten
ubiquitdren Form SV2A, die in Neuronen und endokrinen Zellen zu finden ist.

Die immunhistochemische Analyse zur zelluldren Verteilung von SV2A im Pinealorgan von
Gerbils fiihrte zu dhnlichen Farbemustern wie die Untersuchungen von Munc 18-1 und CSP.
Allerdings sind die Unterschiede in der Immunreaktivitit zwischen Soma und Fortsatzende
nicht ganz so stark ausgeprigt. Abbildung 10 zeigt einen Semidiinnschnitt, der mit dem

spezifischen, polyklonalen Antikorper gegen SV2A inkubiert wurde.

Abb. 10 Immunhistochemischer Nachweis von SV2A im Semidiinnschnitt eines Gerbilpinealorgans. Die
immunpositiven Zellen sind Pinealozyten, deren markierte Fortsatzendigungen durch Pfeile gekennzeichnet sind.

Phasenkontrast. Vergrofierung x 400.
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2. Untersuchungen zum Verlauf der pri- und postnatalen Expression von

Synapsenproteinen

Untersuchungen zur pri- und postnatalen Expression von Synapsenproteinen wurden bisher
iiberwiegend an Neuronen (BERGMANN et al. 1991, STETTLER et al. 1996) und nur fiir das
Synapsenprotein Synaptophysin an endokrinen Zellen durchgefiihrt (FUJIEDA et al. 1996).
Dies ist die erste immunhistochemische Studie, in der die Expressionsmuster von sechs
Synapsenproteinen iiber einen Zeitraum vom embryonalen Tag E 20,5 bis zum postnatalen
Tag P 38 vergleichend untersucht wurden. Die untersuchten Proteine waren Synaptophysin,
die SNARE-Proteine Synaptobrevin und SNAP-25 und die vesikelassoziierten Proteine
Rab3a, Munc 18-1 und CSP. Als Tiermodell wurden hier nur mongolische Wiistenrennméause
verwendet, da bei dieser Tierart — im Gegensatz zu anderen Tierarten — die
Fortsatzendigungen der Pinealozyten eindeutig immunhistochemisch nachweisbar sind und
somit auch deren Entwicklung gut charakterisiert werden kann. Die Untersuchung der
Pranatalstadien wurde an Paraffinschnitten durchgefiihrt, die der Postnatalstadien an
Semidiinnschnitten.

Das Pinealorgan ist eine Ausstiilpung des Zwischenhirndaches und besteht am Tag 20,5 der
embryonalen Entwicklung (E 20,5) aus einem mehrschichtigen Epithel, das von einer
Basallamina bedeckt ist. Im ventralen Bereich grenzt das Pinealorgan an einen in der Néhe
liegenden Venenplexus. Das Lumen steht zu diesem frithen Zeitpunkt noch mit dem dritten
Ventrikel in Verbindung. Bereits im ersten untersuchten Entwicklungsstadium (Tag E 20.,5)
konnten alle sechs Synapsenproteine nachgewiesen werden (Abb. 11 A — F). Immunpositive
Zellen waren vorwiegend im distalen Teil des Pinealorgans zu beobachten. Viele dieser stark
immunreaktiven Zellen waren an der Grenze zur Basallamina angeordnet. Abgesehen von
diesen Gemeinsamkeiten unterschieden sich die Expressionsmuster der einzelnen Proteine
voneinander. Synaptophysin-positive Zellen (Abb. 11 A) wurden fast ausschlieBlich in der
Nahe der Basallamina lokalisiert. Antikorper gegen die Proteine SNAP-25 und Synaptobrevin
markierten ebenfalls liberwiegend Zellen in der Peripherie (Abb. 11 B und C), jedoch wurde
auch ein betrichtlicher Anteil der zum Lumen gerichteten Zellen markiert. Schwache
Immunreaktivititen fiir Rab3a, Munc 18-1und CSP (Abb. 11 D, E, F) wurden im gesamten
distalen Epithel gefunden. Zusétzlich wurden in lokalen Ausstiilpungen des Epithels, die zum
Venenplexus hin ausgerichtet waren, aullergewdhnlich stark immunmarkierte Zellhaufen

detektiert (Pfeile).
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Abb. 11 Paraffinschnitte eines Gerbilpinealorgans am embryonalen Tag E 20,5. Schon zu diesem frithen

Zeitpunkt der Ontogenese konnten die Synapsenproteine Synaptophysin (A), SNAP-25 (B), Synaptobrevin (C),
Rab3a (D), Munc 18-1 (E) und CSP (F) nachgewiesen werden. Stark immunreaktive Zellen sind in
Epithelausstiilpungen zu finden (Pfeile). Basallamina (Bl), Epithel (Ep), Lumen (L), Venenplexus (Vp).
Durchlicht. VergroBerung x 200.
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Am 24. Tag der embryonalen Entwicklung erscheint das Epithel verdickt. Das Lumen ist
deutlich kleiner und eine Verbindung mit dem dritten Ventrikel konnte nicht mehr
nachgewiesen werden. Immunhistochemisch wurden mehr Zellen im Pinealorgan markiert als
zum Zeitpunkt E 20,5 (Abb. 12). Neben den Zellen im distalen Teil konnten nun auch im
proximalen Teil immunreaktive Zellen lokalisiert werden und die Intensitit der
Immunreaktivititen nahm ebenfalls zu. Wie am Tag E20,5 zeigten die Farbemuster einiger
Proteine Ahnlichkeiten. So lieBen sich zum Beispiel die Immunreaktivititen fiir die SNARE-
Proteine SNAP-25 und Synaptobrevin in gleichen Bereichen des Epithels detektieren (Abb.
12 B, C). Aufgrund der Schnittdicke der Paraffinschnitte konnten jedoch keine eindeutigen
Kolokalisationen der Proteine auf Einzelzellebene nachgewiesen werden. Auch die
vesikelassoziierten Proteine Rab3a, Munc 18-1 und CSP (Abb. 12 D, E, F) zeigten ein
dhnliches Markierungsmuster, das aber nicht auf Einzelzellebene untersucht werden konnte.
Synaptophysin wurde, wie schon am Tag E 20,5, iiberwiegend in peripheren Zellen
nachgewiesen (Abb. 12 A). Zusitzlich konnten zu diesem Zeitpunkt auch einzelne zentral
gelegene Zellen markiert werden. Besonders auffillig erscheint in Abbildung 12 ein
Zellaggregat, das aullerhalb der Basalmembran des Pinealorgans in der umgebenden Matrix

liegt und sehr starke Immunreaktivitdten fiir fast alle Proteine aufweist (Pfeil).
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Abb. 12 Paraffinschnitte eines Gerbilpinealorgans am embryonalen Tag E 24,5. Es ist eine Zunahme der

immunmarkierten Zellen fiir alle Synapsenproteine im Vergleich zu Tag E 20,5 zu verzeichnen. Die Pfeile
markieren ein stark immunreaktives Zellaggregat, das sich aulerhalb der Basallamina befindet. Dargestellt sind
Immunfiarbungen von Synaptophysin (A), SNAP-25 (B), Synaptobrevin (C), Rab3a (D), Munc 18-1 (E) und CSP
(F). Durchlicht. Vergroerung x 200.



IV. Ergebnisse 57

Bis zur Geburt (Tag P 0) entwickelt sich das Pinealorgan zu einem kompakten Organ; das
Lumen ist dann génzlich verschwunden. Diese Entwicklung geht mit einer GréBenzunahme
des Organs einher.

Die Markierungen fiir alle Proteine waren zu diesem Zeitpunkt mehr oder weniger
gleichmidfBig im Parenchym verteilt (Abb. 13 A — D). Ungefdhr 30 — 50% aller Zellen zeigten
Immunreaktivititen. Erstmals wéhrend der Ontogenese des Pinealorgans konnte
nachgewiesen werden, daf3 die Farbemuster der untersuchten Synapsenproteine iiberlappten,
d.h. daB in einer einzelnen Zelle alle untersuchten Proteine koexprimiert wurden (Pfeile).
Allerdings unterschied sich das Ausmal} der Immunreaktivititen voneinander. Besonders die
Markierungen mit Antikdrpern gegen Synaptobrevin und CSP erschienen im Vergleich zu
den Immunreaktivititen der anderen Proteine schwicher. In der ersten postnatalen Woche
nahm dann sowohl die Intensitit der Immunreaktivititen als auch die Zahl der
immunpositiven Zellen zu, so dal am Tag P 7 fast alle Zellen markiert wurden (Abb. 14 A,
B). Ab diesem Zeitpunkt konnte auBBerdem beobachtet werden, dal3 die Fortsatzendigungen
der Pinealozyten erstmals deutlich die untersuchten Synapsenproteine anreicherten (Pfeile). In
zusitzlich durchgefiihrten elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde bestétigt, daf3
synaptoide Mikrovesikel zu Beginn der zweiten postnatalen Woche in den Endkolben der
Pinealozytenfortsitze akkumuliert werden. Bis zum Tag P 14 nahm die Stirke der
Immunmarkierungen in Soma und Fortsdtzen nochmals zu (Abb. 15 A, B). Im weiteren
Verlauf der Ontogenese bis zum letzten untersuchten Tag P 38 konnten keine Verdnderungen

mehr im Markierungsmuster festgestellt werden.
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Abb. 13 Benachbarte Semidiinnschnitte eines Gerbilpinealorgans am Tag der Geburt (P 0). Zahlreiche Zellen im
Parenchym zeigen Immunreaktivititen fiir die untersuchten Synapsenproteine Synaptophysin (A), SNAP-25 (B),
Synaptobrevin (C) und Rab3a (D). Zu diesem Zeitpunkt konnte erstmals eine Koexpression aller
Synapsenproteine in denselben Pinealozyten festgestellt werden (Pfeile). Phasenkontrast. VergroBerung x 200.



IV. Ergebnisse 59

_; P \*‘* o

=y

Abb. 14 Benachbarte Semidiinnschnitte eines Gerbilpinealorgans am siebten Tag nach der Geburt (P 7).
Erstmals konnen besonders stark immungeférbte Fortsatzendigungen im Pinealorgan beobachtet werden (Pfeile).

Synaptophysin (A), Synaptobrevin (B). Phasenkontrast. VergroBerung x 200.
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Abb. 15 Benachbarte Semidiinnschnitte eines Gerbilpinealorgans am Tag P 14. Fast alle Zellen sind
immunreaktiv fiir die untersuchten Proteine. Auffillig sind die stark markierten Fortsatzendigungen, die im
Parenchym und im perivaskuldren Raum verteilt liegen (Pfeile). Synaptophysin (A), Synaptobrevin (B).
Phasenkontrast. VergroBerung x 200.
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3. Nachweis von metabotropen Glutamatrezeptoren

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen (REDECKER und VEH 1994, MORIYAMA und
YAMAMOTO 1995) deuten darauf hin, dal die Mikrovesikel in den Pinealozyten als
Botensubstanz den Neurotransmitter Glutamat speichern. Detaillierte Studien zum Nachweis
und zur Verteilung von Glutamatrezeptoren konnten Aufschlufl iiber die Zielzellen des
freigesetzten Glutamats geben und Riickschliisse auf die Wirkmechanismen des Glutamats im
Pinealorgan zulassen. Nach neueren Erkenntnissen (YAMADA et al. 1998) sollen im
Pinealorgan metabotrope Rezeptoren die Glutamatwirkungen vermitteln.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir den immunhistochemischen Nachweis der Rezeptoren
zwei spezifische, polyklonale Antikdrper verwendet. Der erste Antikorper unterscheidet nicht
zwischen den beiden metabotropen Rezeptoren der Gruppe II mGIluR2 und mGluR3 und wird
fortan als Antikorper gegen mGluR2/3 bezeichnet. Der zweite Antikorper ist gegen den

metabotropen Glutamatrezeptor mGIluRS aus der Gruppe I gerichtet.

3.1 mGluR2/3

In Western Blots (Abb. 16 A) von Gehirn- und Pinealhomogenaten reagierte das Antiserum
gegen mGluR2/3 mit einer Proteinbande von ca. 100 kDa. In der Pinealfraktion vom Gerbil
lieB sich die Bande allerdings erst nach verldngerter Filmexposition darstellen, wahrend der
Rezeptor im Homogenat von Rattenpinealorganen nicht nachweisbar war. Im Gerbilgewebe
markierte der Antikorper zusétzlich eine zweite Bande bei ungefahr 200 kDa. Diese Bande
mit hohem Molekulargewicht wurde hédufig beobachtet und reprisentiert wahrscheinlich
Aggregate der Rezeptorproteine. Verwendete man Dithiothreitol (DTT) in einer Konzen-
tration von 20 mM im Laufpuffer bei der Gelelektrophorese, dann wurde die Bande mit dem

niedrigeren Molekulargewicht begiinstigt (siche auch TESTA et al. 1998).
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Abb. 16 Western Blot zum Nachweis der Glutamatrezeptoren mGluR2/3 (A) und mGluRS (B). Untersucht
wurden Gewebehomogenate des cerebralen Cortex (Cc), des Cerebellums (Ce), des Hippocampus (Hi) und des
Pinealorgans (Pi) von Gerbils. Am jeweils linken Rand des Western Blots ist die Verteilung der

Molekulargewichtsmarker aufgetragen.

Der immunhistochemische Nachweis der metabotropen Glutamatrezeptoren gestaltete sich
zundchst schwierig. Sowohl in Paraffin- als auch in Semidiinnschnitten konnten keine
spezifischen Markierungen erzielt werden. Erst in Kryostatschnitten wurden Immun-
reaktivititen sichtbar. Verglichen mit den iiblichen Fixierungsmethoden bewirkte die
Mikrowellenbehandlung der Kryostatschnitte ein positives Verhdltnis von spezifischer
Immunreaktivitdt zu Hintergrundfarbung und fiihrte somit zu deutlichen, reproduzierbaren
Farbemustern. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ausschlielich diese Methode fiir die
immunhistochemische Analyse der Glutamatrezeptoren mGIluR2/3 und mGluRS5 verwendet.
MGIuR2/3-immunpositive Zellen wurden nur im Pinealorgan des Gerbils gefunden (Abb. 17
A - C). Im Pinealorgan der Ratte konnte mGIluR2/3 mit immunhistochemischen Methoden
nicht nachgewiesen werden.

Die starken Immunreaktivitdten im Pinealorgan des Gerbils waren auf eine Subpopulation von
Zellen beschrankt, die im Parenchym verteilt lagen. Diese Zellen waren klein, unregelmafBig
geformt und besallen eine variable Anzahl von Fortsdtzen, die zwischen den zahlreichen
ungefarbten Zellen zu finden sind (Abb. 17 A). Um die immunreaktiven Zellen ndher zu

bestimmen, wurden Antikérper gegen die im Pinealorgan vorkommenden Markerproteine
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Synaptophysin (in Pinealozyten), Vimentin (in gliadhnlichen, interstitiellen Zellen) und saures
Gliafibrillenprotein (GFAP; in astrozytenartigen Zellen) verwendet. Das Ergebnis der
Doppelmarkierungen ergab, da3 die mGluR2/3-positiven Zellen gleichzeitig vimentinpositiv
waren, aber keine Immunreaktivititen fiir Synaptophysin aufwiesen (Abb. 18 A, B). Das
heiflt, da es sich bei den mGIluR2/3-reaktiven Zellen eindeutig um gliadhnliche, interstitielle
Zellen handelt. Ungefahr 30 — 50% aller interstitieller Zellen wurden mit Antikérpern gegen
mGluR2/3 markiert. Uberlappungen von Markierungen fiir mGluR2/3 und GFAP in den

gleichen Zellen traten nicht auf.

Abb. 17 Immunmarkierungen fiir mGluR2/3 (A - C) und mGIluR5 (D) in Kryostatschnitten eines
Gerbilpinealorgans. Es wurde sowohl die ABC-Technik (A, D) als auch die Immunfluoreszenz-Methode (B, C)
verwendet. Abbildung A zeigt mGluR2/3-positive Zellen, die im Parenchym verteilt liegen. Sie besitzen
groftenteils lange, schmale Fortsédtze und sind hier mit Pfeilen markiert. Abbildung B und C stellen diese Zellen
vergrofert dar. MGluR5-positive Zellen sind in Abbildung D zu erkennen. Sie zeichnen sich durch eine
Markierung der Plasmamembran aus, Fortsétze werden nur sehr selten markiert (Pfeilspitzen). Das kleine Bild in
(D) stellt diese Zellen in der VergroBBerung dar. Phasenkontrast (A, D). Fluoreszenzmikroskopie (B, C). Balken
10 pm.
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Abb. 18 Doppelmarkierungen mit Antikérpern gegen mGluR2/3 (A) und Vimentin (B) bzw. mGluR5 (C) und
Vimentin (D) im Gerbilpinealorgan. Die mGIluR2/3- bzw. mGluR5-positiven Zellen exprimieren ebenfalls den
Marker fiir interstitielle Zellen, das Intermediérfilamentprotein Vimentin (Pfeile). Immunfluoreszenz. Balken

10 pm.
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3.2 mGluRS

Im Unterschied zu mGIluR2/3 konnte der Glutamatrezeptor mGluRS im Western Blot sowohl
in Pinealhomogenaten von Gerbils (Abb. 16 B) als auch in denen von Ratten nachgewiesen
werden. Als Positivkontrollen dienten Gewebe aus unterschiedlichen Gehirnregionen. Der
Antikorper gegen mGIluRS markierte eine Bande bei 130 — 140 kDa in den Gehirn- und
Pinealhomogenaten und auBBerdem eine relativ breite Bande bei ca. 150 — 160 kDa, die sowohl
in den Gehirnfraktionen als auch nach ldngerer Filmexposition in der Pinealfraktion sichtbar
wurde. Diese Molekulargewichte entsprechen den Gréflen der Isoformen von mGluRS, wobei
die Bande mit dem niedrigeren Molekulargewicht die unglykosylierte und diejenige mit dem
hoheren Molekulargewicht die glykosylierte Form reprasentiert. Wie im Falle von mGluR2/3
konnte auch fiir mGIluR5 eine hochmolekulare Bande (> 250 kDa) detektiert werden, die
wahrscheinlich aggregierten Proteinen entsprach.

Mittels Immunhistochemie an mikrowellenbehandelten Kryostatschnitten konnten Immun-
reaktivititen fiir mGluR5 im Pinealgewebe beider untersuchter Tierarten nachgewiesen
werden. Die Markierung war sowohl in Ratten- als auch in Gerbilpinealorganen auf eine
Subpopulation von Pinealzellen begrenzt, die im Driisengewebe verteilt lagen. Auftillig war,
daBB im Gegensatz zum Farbemuster des mGluR2/3-Antikérpers mit dem Antiserum gegen
mGIluRS5 nur die Plasmamembran markiert wurde, nicht aber Zellfortsidtze und
Fortsatzendigungen (Abb. 17 D).

Zur Identifizierung der immunpositiven Zellen wurden wiederum Antikorper gegen die schon
genannten Markerproteine Synaptophysin, Vimentin und GFAP eingesetzt. Dabei wurden
Speziesunterschiede beobachtet. Im Pinealorgan vom Gerbil (Abb. 18 C, D) koexprimierten
die mGluRS5-positiven Zellen Vimentin, jedoch kein Synaptophysin, was sie zweifelsfrei als
gliadhnliche, interstitielle Zellen auswies. Ungefdhr 90% aller interstitiellen Zellen
exprimierten den Glutamatrezeptor mGluR5 im Gerbilpinealorgan. Im Rattenpinealorgan
hingegen war mGIuRS5 primér auf Pinealozyten zu finden. Die mGluRS5-immunpositiven
Zellen (Abb. 19 A) zeigten in Doppelmarkierungen ndmlich Immunreaktivitit fiir
Synaptophysin (Abb. 19 B). Nur wenige mGluRS5-reaktive Zellen waren statt dessen
vimentinpositiv. Generell war in beiden Spezies keine Koexpression von mGIluRS und GFAP

zu beobachten.
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Abb. 19 Doppelmarkierung mit Antikdrpern gegen mGIluR5 (A) und Synaptophysin (B). Im Rattenpinealorgan

werden mGluRS und Synaptophysin in denselben Zellen exprimiert (Pfeile). Immunfluoreszenz. Vergroerung

x 400.
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4. Nachweis von Glutamattransportern

Im Nervensystem kommen die Glutamattransporter GLT-1, GLAST und EAACI
(ROTHSTEIN et al. 1994, 1996, KANAI et al. 1995, LEHRE et al. 1995, SCHMITT et al. 1996,
VELAZ-FAIRCLOTH et al. 1996) vor. Sie sorgen dort fiir eine schnelle Inaktivierung des
Glutamats, indem sie den Botenstoff aus dem Interzellularraum in angrenzende Zellen
transportieren und damit eine schnelle und fehlerfreie Signaliibertragung gewahrleisten. Mit
immunhistochemischen Methoden an seriellen Semidiinnschnitten sollte die Frage geklart

werden, ob diese Glutamattransporter auch im Pinealorgan zu finden sind.

4.1 GLT-1 und GLAST

Generell wurden in den untersuchten Pinealorganen von Ratte und Gerbil Immunreaktivitdten
fiir GLT-1 und GLAST gefunden (Abb. 20 und 21). In beiden Tierarten wurde eine
Subpopulation von Zellen markiert, die im Gewebe gleichmdBig verteilt lag. Diese Zellen
besalen einen kleinen Zellkorper mit schmalen, meist langen Fortsdtzen, die die ungeférbten
Zellen umgaben. Schon anhand der Morphologie dieser Zellen konnte man vermuten, daf3 es
sich um interstiticlle Zellen handelte. Zur Bestitigung der Vermutung wurden die
benachbarten Semidiinnschnitte, wie schon in den anderen genannten Untersuchungen mit
Antikorpern, gegen Markerproteine der verschiedenen pinealen Zelltypen gefdarbt. Die
GLAST-immunpositiven und die meisten GLT-1-positiven Zellen zeigten auch
Immunreaktivitit fiir Vimentin (Abb. 20 A, B, E, F). Aullerdem konnten die GLAST-
positiven und zahlreiche GLT-1-positive Zellen mit dem Calbindin-Antikérper in der Ratte
(Abb. 21 C, D) und mit dem Calretinin-Antikérper im Gerbil (Abb. 20 C, D und 21 A, B)
markiert werden. Damit wurden die Zellen zweifelsfrei als gliadhnliche, interstitielle Zellen
identifiziert. Die Immunreaktivitdten fiir GLAST und den Pinealozytenmarker Synaptophysin
und Synaptobrevin iiberlappten im Gerbilpinealorgan nicht. Im Rattenpinealorgan hingegen
wird GLT-1 jedoch in einer geringen Anzahl von Pinealozyten exprimiert (Abb. 20 E,
Pfeilkopfe). Einige GFAP-positive Zellen waren zugleich auch GLT-1- und GLAST-positiv
(Abb. 21 C, D kleines Bild). Bemerkenswert ist, dal beide Glutamattransporter GLT-1 und
GLAST zum Teil in denselben Zellen lokalisiert werden konnten (Abb. 22 A, B).



IV. Ergebnisse 68

Abb. 20 Im Gerbilpinealorgan wurden kleine GLT-1-immunpositiven Zellen und ihre schmalen Fortsétze (A, C)
detektiert. Dieselben Zellen wurden in benachbarten Semidiinnschnitten mit Antikdrpern gegen Vimentin (B)
oder Calretinin (D) markiert und somit als interstitielle Zellen identifiziert. Im Rattenpinealorgan konnte anhand
von seriellen Semidiinnschnitten ebenfalls eine Koexpression von GLT-1 (E) und Vimentin (F) nachgewiesen
werden (Pfeile). AuBerdem wurde GLT-1 auch in einigen Pinealozyten lokalisiert (Pfeilkdpfe in E).
Phasenkontrast. Balken 10 pm.
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Abb. 21 Viele kleine GLAST-positive Zellen (A) im Gerbilpinealorgan zeigten auch Immunreaktivititen fiir
Calretinin (B). Dies konnte in benachbarten Semidiinnschnitten nachgewiesen werden. Im Rattenpinealorgan
wurden GLAST (C) und Calbindin (D) in denselben Zellen koexprimiert. In beiden Tiermodellen war GLAST
also in interstitiellen Zellen zu finden. Die Pfeilspitze in Abbildung C markiert eine GLAST-positive Zelle, die
ebenfalls mit einem Antikdrper gegen GFAP gefarbt werden konnte (kleines Bild in D). Phasenkontrast. Balken
10 pm.
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Abb. 22 Kolokalisation von GLT-1 (A) und GLAST (B) in denselben interstitiellen Zellen (Pfeile).

Phasenkontrast. Vergrofierung x 200.
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4.2 EAAC1

Der Glutamattransporter EAACI1, der im zentralen Nervensystem auf Neuronen vorkommt
(KANAI et al. 1994, ROTHSTEIN et al. 1994), konnte im Pinealorgan beider untersuchter
Tierarten auf Pinealozyten lokalisiert werden. Der spezifische, polyklonale Antikorper gegen
EAACI1 markierte zahlreiche, relativ grole Zellen. Anhand der Morphologie der Zellen kann

man darauf schlieBen, daf3 es sich sehr wahrscheinlich um Pinealozyten handelt. (Abb. 23).

Abb. 23 Im fluoreszenzgefarbten Semidiinnschnitt konnte die Expression von EAACI] in Pinealozyten

nachgewiesen werden. Immunfluoreszenz. Vergroferung x 400.
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5. Exozytose-Assay

Zur lichtmikroskopischen Darstellung von Vesikelexozytosen ist ein Assay verwendet
worden, in dem ein spezifischer Antikdrper gegen die lumenale Doméne des Vesikel-
membranproteins Synaptotagmin zum Einsatz kommt. Urspriinglich wurde dieser 4Assay von
MATTEOLI et al. (1992) fiir kultivierte Hippocampusneurone entwickelt. Der Assay beruht auf
einem einfachen Prinzip: Durchlaufen synaptoide Vesikel Exozytosen, so 6ffnen sich die
Vesikel durch Fusion mit der Zellmembran zum Kulturmedium hin. Wéhrend dieser kurzen
Zeit konnen die im Kulturmedium vorhandenen Antikérper in das Lumen der Vesikel
eindringen und an ihr spezifisches Epitop binden. Sie werden durch die darauffolgende
Endozytose internalisiert. Da der Antikorper zuvor mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
wurde, ist der Vorgang direkt mikroskopisch nachweisbar.

Mit dieser Methode wurden in den Pinealozyten spezifische, punktférmige Markierungen
erzeugt. Diese Immunreaktivititen wurden in allen Zellabschnitten der Pinealozyten, nicht nur
im Soma, sondern auch in den Fortsdtzen und ihren verdickten Terminalen gefunden (Abb.
24 A). Allerdings waren die Immunmarkierungen deutlich grofer als einzelne Vesikel.
Doppelmarkierungen mit Antikorpern gegen die Vesikelmembranproteine Synaptophysin,
Synaptobrevin und Synaptotagmin einerseits und dem Synaptotagming,m)-Antikorper
andererseits liberlappten in allen Bereichen der Pinealozyten (Abb. 24 C, D). Schon in
unstimulierten Pinealozyten wurden Immunmarkierungen beobachtet, die auf basale
Exozytosevorginge in den Zellen schlieBen lassen (Abb. 24 E). Durch Depolarisation der
Pinealozyten mittels erhohter KCI-Gaben konnten die Fluoreszenzsignale quantitativ und
qualitativ verstirkt werden (Abb. 24 A). Um auszuschlieBen, dal es sich bei dieser
Markierung um eine unspezifische Aufnahme des Synaptotagming,m)-Antikérpers handelt,
wurden Kontrollen durchgefiihrt. Sowohl unstimulierten als auch depolarisierten Pinealzellen
wurden in vitro Kontrollantikorper, die nicht an Epitope im Vesikelinneren binden kénnen, in
hohen Konzentrationen zugegeben. Dafiir wurde unter anderem ein Cy3-konjugierter
Sekundérantikorper verwendet. Dieser Antikdrper war weder in der Lage unstimulierte noch
depolarisierte Pinealozyten (Abb. 24 B) zu markieren. Damit konnte eine unspezifische

Aufnahme des Antikdrpers gegen Synaptotagming,m) weitgehend ausgeschlossen werden.
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Abb. 24 Ergebnisse des Exozytose-Assays, der an kultivierten Gerbilpinealzellen durchgefiihrt wurde. Alle

Zellregionen (Soma, Fortsdtze und Endigungen) der dargestellten Pinealozyten konnten mit dem Antikérper
gegen Synaptotagming,m) bei gleichzeitiger Stimulation mit erhdhten KCl-Konzentrationen markiert werden (A).
Die Immunmarkierungen der synaptoiden Vesikel (C) wurden durch Doppelmarkierungen mit dem Antikorper
gegen das Vesikelmembranprotein Synaptobrevin (D) als Vesikelcluster identifiziert. Abbildung E zeigt, dafl
auch unstimulierte Pinealozyten den Antikorper aufnehmen konnen. In der Abbildung B ist das Ergebnis eines
Kontrollversuchs zu sehen. Der Kontrollantikérper (Cy3-konjugierter Sekundirantikdrper) wurde nicht von den

Zellen internalisiert.
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6. Sekretion von neuroaktiven Aminosiuren und Regulation der Vesikelexozytosen

In den letzten Jahren konnte mit biochemischen und immunhistochemischen Techniken

sowohl die Speicherung von Glutamat und Aspartat in synaptoiden Mikrovesikeln als auch

deren Sekretion aus Pinealozyten nachgewiesen werden (REDECKER und VEH 1994,

MORIYAMA und YAMAMOTO 1995, YAMADA et al. 1996, YATSUSHIRO et al. 1997). In dieser

Arbeit sollten anhand von zellbiologischen Methoden weitere Fragen zu diesem Themenkreis

geklart werden:

1) Sezernieren auch Pinealozyten anderer Tierarten als der Ratte die Aminosduren Glutamat
und Aspartat?

2) Werden dariiber hinaus noch weitere neuroaktive Aminosduren durch Exozytosevorginge
freigesetzt?

3) Sind die im Pinealorgan vorkommenden Neurotransmitter und —peptide in der Lage,

Vesikelexozytosen zu regulieren?

6.1 Induzierte Sekretion von Aminosiuren durch Depolarisation

Unter Kulturbedingungen konnen Vesikelexozytosen und die damit verbundene Sekretion der
in den Vesikeln gespeicherten neuroaktiven Substanzen durch Depolarisation der Zellen
induziert werden. In dieser Arbeit wurden Ratten- und Gerbilpinealozyten in vitro durch
80 mM KCI im Ringer (K80-Ringer) depolarisiert. AnschlieBend wurden die Verdnderungen
der Aminosdurenkonzentrationen im Zelliiberstand mittels HPLC gemessen. Als Referenz
dienten Zelliiberstinde nicht depolarisierter Zellen (K5-Ringer). Insgesamt wurden drei
voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte und
Standardfehler dargestellt.

Die Depolarisation der Zellen fiihrte in den Gerbilpinealkulturen zu einer signifikant erhéhten
Freisetzung von Glutamat und Aspartat (Abb. 25). Im Zelliiberstand wurden Konzentrationen
von 3,43 uM £ 0,32 uM Glutamat/10° Zellen gemessen. Die Glutamatkonzentrationen im
Uberstand nicht depolarisierter Zellen (K5) war mit 0,58 pM + 0,13 uM/10° Zellen
vergleichsweise gering. Fiir die Aminosiure Aspartat erhielt man dhnliche Ergebnisse. Durch
Depolarisation konnte die Aspartatkonzentration im Uberstand von 0,51 uM + 0,14 pM/10°
Zellen auf 2,67 pM £ 0,31 pM/10° Zellen erhoht werden.
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Um sicherzustellen, dafl die Freisetzung der Aminosduren auf depolarisationsabhédngigen
Vesikelexozytosen beruhte und nicht durch andere Effekte hervorgerufen wurde, ist zusitzlich
der Gehalt an nicht vesikuldr gespeicherten Aminosduren Asparagin, Serin und Alanin im
Zelliiberstand ermittelt worden. Die Mengen dieser Aminosduren im Zelliiberstand sollten
durch erhohte KCl-Gaben nicht beeinfluit werden. In der Tat konnten keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede gemessen werden.

Uberraschenderweise lieB sich auch die Glycinkonzentration im Zelliiberstand durch
Depolarisation von 2,96 uM * 0,26 uM/10° Zellen auf 5,26 pM + 0,17 uM/10° Zellen nahezu
verdoppeln (Abb. 21 C). Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob Glycin vesikulér in Pinealozyten
gespeichert wird.

Da GABA im Pinealorgan einiger Sdugerarten eine mutmafliche parakrin wirksame Substanz
zu sein scheint und da man in der Vergangenheit die depolarisationsabhiangige Sekretion von
GABA aus Pinealozyten zeigen konnte, wurde in diesem Versuch zusitzlich der Gehalt an
GABA im Zelliiberstand untersucht. Die GABA-Konzentrationen lagen allerdings generell
unterhalb der Nachweisgrenze des MeBverfahrens von 0,3 uM, so da3 keine Angaben {iber
mogliche Anderungen der extrazelluliren GABA-Konzentration gemacht werden konnten.
Die Untersuchungen an Rattenpinealozyten fiihrten erwartungsgemdll zu &hnlichen
Ergebnissen. So konnten durch Depolarisation der Zellen in vitro die Konzentrationen von
Glutamat, Aspartat und Glycin im Zelliiberstand signifikant erhoht werden, wihrend die

Mengen an Asparagin, Serin und Alanin nahezu unverdndert blieben (Abb. 26).
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Abb. 25 Aminoséurenfreisetzung nach Depolarisation, untersucht an kultivierten Gerbilpinealzellen. Die Zellen
wurden 20 min mit 80 mM KCIl im Ringer (K80) depolarisiert. AnschlieBend wurde mittels HPLC die
Konzentrationen der sechs Aminosduren Glutamat, Aspartat, Glycin, Asparagin, Serin und Alanin im
Zelliiberstand gemessen. Der Zelliiberstand von Kulturen, die 20 min mit 5 mM KCI im Ringer (KS5) inkubiert
worden waren, diente als Basiswerte. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n = 3). Signifikante

Unterschiede (*, p<0,01) wurden mit dem Lord-Test fiir geringe Stichproben ermittelt.
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Abb. 26 Aminosdurenfreisetzung nach Depolarisation, untersucht an kultivierten Rattenpinealzellen. Nach einer

20 miniitigen Depolarisation (K80) wurde der Zelliiberstand gewonnen und die einzelnen Aminosédurenspiegel

mittels HPLC ermittelt. Der Zelliiberstand unbehandelter Kulturen (K5) diente als Referenz. Dargestellt sind

Mittelwerte und Standardfehler (n = 3). Mit dem Lord-Test konnten signifikante Unterschiede (*, p<0,01)

festgestellt werden.
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6.2 Einflufl der Neurotransmitter Acetylcholin und Noradrenalin auf

Vesikelexozytosen

In einem weiteren in vitro-Versuch sollte iiberpriift werden, ob und welchen Einflu} die
Neurotransmitter Noradrenalin und Acetylcholin auf die Freisetzung von Aminoséuren aus
synaptoiden Mikrovesikeln haben.

In den Gerbilkulturen hatten beide Neurotransmitter keinen Einflul (Abb. 27). Am Beispiel
Glutamat wird das besonders deutlich. Nach Stimulation mit Acetylcholin wurden 0,69 uM *
0,25 uM/10° Zellen gemessen. Die Konzentationen nach Stimulation mit Noradrenalin
betrugen 0,61 pM + 0,23 uM Glutamat/10° Zellen. Verglichen mit dem basalen Glutamat-
Spiegel von 0,58 uM £ 0,13 uM/10° Zellen stellen diese Werte keine nennenswerten
Verdnderungen dar. Auch die extrazelluliren Konzentrationen von Aspartat und Glycin
wurden nicht beeinfluft.

In Rattenkulturen bewirkte Acetylcholin einen diskreten, aber nicht signifikanten Anstieg der
neuroaktiven Aminosduren Glutamat, Aspartat und Glycin 1m Vergleich zum
nichtdepolarisierenden Ringer K5 (Abb. 28). Die Konzentration an Glutamat wurde durch
Acetylcholin-Gaben von 0,6 pM £ 0,11 pM/10° Zellen auf 1,24 uM + 0,34 uM/10° Zellen
erhoht. Der Gehalt an Aspartat stieg ebenfalls von 0,31 pM + 0,06 pM/10° Zellen auf
0,57 uM * 0,14 uM/10°> Zellen. Acetylcholin induzierte auch eine leichte Erhohung der
Glycin-Konzentration von 1,39 uM #+ 0,11 pM/10° Zellen auf 1,80 uM + 0,35 uM/10° Zellen.
AulBlerdem bewirkte Acetylcholin eine leichte Erhohung der bekanntermallen nicht vesikulér
gespeicherten Aminosduren Serin, Asparagin und Alanin.

Noradrenalin verursachte &hnlich wie Acetylcholin einen Anstieg der extrazelluldren
Aminoséurenspiegel. Die Werte fiir Glutamat (1,59 pM £ 0,22 uM/10° Zellen), Aspartat
(0,99 uM £ 0,08 pM/10° Zellen) und Glycin (2,52 uM £ 0,65 puM/10° Zellen) lagen sogar
hoher als die durch Acetylcholin bedingten Werte, unterschieden sich aber ebenfalls nicht
signifikant von den Kontrollwerten (K5). Aulerdem war durch Zugabe von Noradrenalin ein
diskreter Anstieg der Kontrollaminosduren Serin, Asparagin und Alanin im Zelliiberstand

festzustellen.
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Abb. 27 Aminosdurenfreisetzung aus Gerbilpinealzellen nach Zugabe von 100 pM Achetylcholin (ACh) bzw.
1 uM Noradrenalin (NA). Die Messungen der Aminosdurenkonzentrationen in den Zelliiberstinden ergaben, daf3
beide Neurotransmitter nicht in der Lage waren, Vesikelexozytosen in Gerbilpinealozyten zu induzieren und
somit Glutamat, Aspartat und Glycin freizusetzen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardfehler von drei

unabhingigen Versuchen. Signifikanzen wurden mit dem Lord-Test liberpriift.
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Abb. 28 Aminosiurenfreisetzung aus Rattenpinealozyten nach Zugabe von 100 uM Acetylcholin (ACh) bzw.
1 uM Noradrenalin (NA). Acetylcholin bewirkte eine nicht signifikante Verdopplung der Aminosiuren-
konzentrationen von Glutamat, Aspartat und Glycin im Vergleich zum Ringer (K5). Acetylcholin hatte auch
einen leichten EinfluB auf den Gehalt an nicht vesikuldr gespeicherten Aminosduren Asparagin, Serin und
Alanin im Zelliiberstand. Die Zugabe von Noradrenalin (NA) fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg aller
untersuchten Aminosdurenspiegel im Vergleich zum Ringer (K5). Darstellung der Mittelwerte und

Standardfehler (n = 4). Die Werte wurden mittels Lord-Test auf Signifikanz gepriift.
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6.3 Einflul von Neuropeptiden auf Vesikelexozytosen

SchlieBlich wurde eine orientierende Vorstudie durchgefiihrt, die erste Hinweise darauf
liefern sollte, ob im Pinealorgan vorkommende Neuropeptide einen EinfluB auf Vesikel-
exozytosen haben. Fiir das screening wurden zwei unabhéngige Versuche durchgefiihrt, in
denen jeweils die Neuropeptide PACAP-38, VIP, NPY, CGRP, Substanz P und Somatostatin
in Konzentrationen von 100 pM bis 100 nM zu unbehandelten und depolarisierten Zellen
gegeben wurden.

Die Ergebnisse dieser Vorstudie sind in den Abbildungen 29 — 31 dargestellt. Aufgrund der
zum Teil starken Unterschiede der ermittelten Werte im 1. und 2. Versuch konnten keine
eindeutigen Aussagen getroffen werden, aber es zeichneten sich Tendenzen ab: So bewirkten
100 pM VIP in beiden Versuchen eine erhdhte Freisetzung von Glutamat, Aspartat und
Glycin aus nichtdepolarisierten Zellen (K5-Ringer) (Abb. 29). Die Konzentration an Glutamat
im Zelliiberstand stieg im ersten Versuch von 0,65 pM/10° Zellen auf 1,57 uM/10° Zellen und
im zweiten Versuch von 0,6 pM/10° Zellen auf 5,22 uM/10° Zellen. Ahnliche Werte konnten
fiir extrazelluldres Aspartat gemessen werden. Im ersten Versuch wurden die extrazelluldren
Aspartat-Konzentrationen von 0,41 uM/10°> Zellen auf 0,82 uM/10° Zellen und im zweiten
Versuch sogar von 0,38 uM/10° Zellen auf 3,02 uM/10° Zellen erhdht. VIP verursachte
auBerdem eine Verdopplung der Glycin-Sekretion von 0,83 pM/10° Zellen auf 1,95 pM/10°
Zellen (1. Versuch) und von 1,71 pM/10° Zellen auf 2,80 pM/10° Zellen (2. Versuch). Die
Mengen an Alanin, der nicht vesikuldr gespeicherten Kontrollaminoséure, wurden hingegen
in beiden Versuchen nicht nennenswert verdndert. Das ist ein Zeichen dafiir, dal} VIP die
vesikuldre Sekretion beeinfluB3t und nicht auf anderem Wege eine vermehrte Freisetzung der
neuroaktiven Aminosduren hervorruft.

Die durch 80 mM KCl induzierte Sekretion der Aminoséuren konnte in der Regel durch VIP
nicht weiter erhoht werden. Lediglich eine leichte Erhohung der Aspartatkonzentration im
Zelliiberstand wurde beobachtet.

Das Neuropeptid PACAP zeigte im groen und ganzen eine dhnliche Wirkung wie VIP
(Abb. 30). Die Sekretion von Glutamat, Aspartat und Glycin aus nicht depolarisierten Zellen
konnte durch 100 pM PACAP verdoppelt werden. AuBBerdem bewirkte PACAP eine leichte
Zunahme der Glutamat- und Aspartatkonzentrationen und eine schwache Reduktion der

Glycinkonzentration bei gleichzeitiger Depolarisation der Zellen mit 80 mM KCI. Die beiden
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Neuropeptide VIP und PACAP waren am wirksamsten bei einer Konzentration von 100 pM,
hohere Konzentrationen zeigten entweder eine dhnliche oder eine geringere Wirkung.

Die anderen ausgetesteten Neuropeptide (NPY, CGRP, Substance P, Somatostatin) hatten
keine oder keine eindeutigen Verdnderungen der extrazelluliren Aminosdurenspiegel zur

Folge, wie es am Beispiel des Neuropeptids NPY in Abbildung 31 dargestellt wurde.
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Abb. 29 EinfluB von 100 pM VIP auf die Sekretion von Glutamat, Aspartat, Glycin und Alanin aus

Pinealozyten. In der linken Spalte ist die Wirkung von VIP auf unbehandelte Pinealozyten (K5) und in der

rechten Spalte die Wirkung nach Depolarisation der Zellen (K80) dargestellt. Es wurden zwei unabhingige

Versuche durchgefiihrt, die in dieser Graphik mit 1 und 2 bezeichnet sind.
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Abb. 30 EinfluB von 100 pM PACAP auf die Sekretion von Glutamat, Aspartat, Glycin und Alanin aus
Pinealozyten. Gegeniibergestellt wurde die Wirkung von PACAP auf unbehandelte, nicht depolarisierte Zellen
(KS5) und auf depolarisierte Zellen (K80). Die Ziffern 1 und 2 bezeichnen die zwei unabhédngigen Versuche.
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Abb. 31 EinfluB von 100 pM NPY auf die Sekretion von Glutamat, Aspartat, Glycin und Alanin aus nicht
depolarisierten (K5) bzw. depolarisierten Pinealozyten (K80). Die beiden durchgefiihrten, unabhéngigen

Versuche sind mit 1 und 2 benannt.
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V. Diskussion

Als extraretinale Komponente des photoneuroendokrinen Systems ist das Pinealorgan durch
die tagesperiodische Produktion des Hormons Melatonin bei Sdugetieren maf3geblich an der
Generierung saisonaler Anpassungsvorginge beteiligt. Die Melatoninsynthese wird
tiberwiegend durch Umweltreize, insbesondere durch Licht, reguliert. Das Pinealorgan der
Mammalia ist aber nicht selbst lichtempfindlich, sondern steht iiber neuronale Projektionen
mit der Retina in Verbindung. Wihrend der Nacht wird der Neurotransmitter Noradrenalin
aus den Nervenendigungen der Nervi conarii verstirkt freigesetzt und induziert iiber
verschiedene Rezeptoren, insbesondere iiber 3-adrenerge Rezeptoren, die Melatoninsynthese.
Bisher hat man allerdings kaum Kenntnisse {iber die negative Regulation der
Melatoninsynthese. Gegenwértig wird vermutet, da3 synaptoide Mikrovesikel, die zahlreich
in den endokrinen Zellen des Pinealorgans zu finden sind, an dem RegulationsprozeB3 beteiligt
sein konnten. Diese Mikrovesikel, die den synaptischen Vesikeln in Neuronen hinsichtlich
threr Morphologie und molekularen Zusammensetzung &hneln, haben vermutlich
sekretorische Funktion und konnten als Bestandteil eines ausgedehnten parakrinen
Kommunikationssystems innerhalb des Pinealorgans fungieren. In der Tat gibt es erste
Hinweise, da3 die Mikrovesikel neuroaktive Aminosduren, wie z.B. Glutamat, speichern, die
als parakrine Botensubstanzen {iber eine Aktivierung metabotroper Rezeptoren die
Melatoninsynthese in benachbarten Pinealozyten hemmen kdnnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zur Aufkldrung der physiologischen Rolle der
synaptoiden Mikrovesikel in Pinealozyten beizutragen. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene Ebenen der mutmalBlichen parakrinen Kommunikation untersucht: molekulare
Komponenten der Vesikelexozytose und ihre Expression wihrend der Ontogenese,
Rezeptoren und Transporter eines moglichen Botenstoffs sowie Regulationsmechanismen der
mikrovesikuldren Sekretion. Nachfolgend wird diskutiert, inwieweit die gewonnenen

Ergebnisse den bestehenden Modellvorstellungen entsprechen.
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1. Synaptische Vesikelmembranproteine

Die molekularen Mechanismen, die in Pinealozyten zur Freisetzung neuroaktiver
Aminosduren fithren konnten, sind bisher nur in Ansdtzen bekannt. Ein erster Schritt zur
Aufkldrung dieser molekularen Mechanismen ist die Identifikation der beteiligten
Komponenten. Im Nervensystem haben solche Untersuchungen besondere Fortschritte
gemacht. So wurden in Synapsen zahlreiche Proteine mit moglichen Funktionen in der
Neurotransmission charakterisiert. In den letzten Jahren konnten einige dieser synaptischen
Proteine auch in endokrinen Zellen detektiert werden. Der Nachweis weiterer
exozytoserelevanter Proteine in Pinealozyten konnte die Hypothese bestitigen, daB3 die
Exozytosevorginge synaptoider Vesikel aufgrund einer gleichartigen molekularen
Maschinerie dhnlich ablaufen wie die der synaptischen Vesikel in Nervenzellen. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit iiberpriift, ob die fiir die synaptische Transmission

essentiellen Proteine Munc 18, CSP und SV2 auch in Pinealozyten vorhanden sind.

Munc 18-1

Munc 18 ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 67 kDa, das in Séugetieren
vorkommt. Es weist Homologien zu Proteinen in Drosophila (ROP) und in Nematoden
(UNC 18) auf. Munc 18 bindet spezifisch und mit hoher Affinitidt an Syntaxin (HATA et al.
1993, GARCIA et al. 1994, PEVSNER ef al. 1994) und verhindert dadurch die Bildung des core-
Komplexes, bestehend aus dem vesikuldren Protein Synaptobrevin sowie den
Plasmamembranproteinen SNAP-25 und Syntaxin. Da die Bildung dieses core-Komplexes
aber notwendig fiir Vesikelexozytosen ist, stellt Munc 18 somit einen wichtigen negativen
Regulator der Neurotransmission dar. In der Vergangenheit wurden verschiedene Isoformen
charakterisiert: Munc 18-1 ist die neuronenspezifische Form, wihrend Munc 18-2 und Munc
18-3 in nichtneuronalen Geweben lokalisiert wurden (HATA und SUDHOF ef al. 1995, TELLAM
et al. 1995, 1997).

In dieser Arbeit wurde das neuronenspezifische Munc 18-1 mit immunhistochemischen
Techniken erstmals im Pinealorgan von Ratten und Gerbils nachgewiesen (siehe auch
REDECKER et al. 1998). Die immunpositiven Zellen konnten eindeutig als Pinealozyten
identifiziert werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit Ergebnissen anderer Autoren (HODEL et
al. 1994, JACOBSSON et al. 1994, ZHAO et al. 1997), die die liberwiegend im Nervengewebe

vorkommende Isoform ebenfalls in endokrinen Zellen detektieren konnten.
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Von besonderem Interesse war die subzelluldre Verteilung des Proteins im Pinealorgan. In
Neuronen wurde es aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften iiberwiegend im Cytosol und
in geringem Umfang auch an der Plasmamembran lokalisiert (GARCIA et al. 1995, PEVSNER et
al. 1994, HALACHMI und LEV 1996). Die lichtmikroskopische Untersuchung in der
vorliegenden Arbeit zeigte Speziesunterschiede in der intrazelluliren Verteilung von
Munc 18-1. In Rattenpinealozyten wurde mit spezifischen Antikérpern gegen Munc 18-1 vor
allem die Plasmamembran markiert. In Gerbilpinealozyten hingegen fiel eine starke
Immunreaktivitit in den vesikelreichen Fortsatzendigungen auf; Plasmamembran und Soma
hingegen wurden nur schwach markiert. Munc 18-1 wurde also (dhnlich wie die vesikuldren
Membranproteine Synaptophysin, Synaptobrevin oder Rab3) in dem Zellbereich akkumuliert,
in dem die synaptoiden Mikrovesikel vermutlich Exo-/Endozytosezyklen durchlaufen. Auf
ultrastruktureller Ebene konnte durch Immungold-Markierung gezeigt werden, daf} im
Gewebe des Gerbils ein beachtlicher Anteil des in den Fortsatzendigungen detektierten Munc
18-1 mit synaptoiden Mikrovesikeln assoziiert war. Diese ungewoOhnliche Lokalisation
erschien zunichst fragwiirdig, denn GARCIA et al. (1995) hatten in ihrer Untersuchung Munc
18-1 nicht in Membranen von synaptischen Vesikeln oder sekretorischen Granula gefunden.
In den letzten Jahren mehren sich jedoch Hinweise, die fiir eine vesikuldre Lokalisation von
Munc 18 sprechen. So wurde z. B. Munc 18-1 in der Membran sekretorischer Granula in
chromaffinen Zellen (HODEL et al. 1994) und die ubiquitire Isoform Munc 18-3 in
Membranen vesikuldrer Strukturen in Adipozyten (TELLAM et al. 1997) nachgewiesen.
Geringe Mengen Munc 18-1 wurden zudem im Western Blot in Homogenaten isolierter
synaptischer Vesikel detektiert (OKAMOTO und SUDHOF 1997).

Da Munc 18 keine transmembrane Domine besitzt, mufl die Membranbindung auf andere
Weise vermittelt werden. GARCIA et al. (1995) erhielten in ihrer Studie Hinweise darauf, dafl
die Assoziation von Munc 18 an die Plasmamembran durch hydrophobe Modifikationen des
Proteins vermittelt wird. AuBlerdem konnte die Membranassoziation von Munc 18 durch
Bindung an membranstindige Proteine erzielt werden. Der vielversprechendste Kandidat fiir
diese These wire das integrale Plasmamembranprotein Syntaxin, dessen starke Affinitit zu
Munc 18 schon erwdhnt worden ist. Da Syntaxin auch in vesikuliren Membranen lokalisiert
wurde (WALCH-SOLIMENA et al. 1995, KRETZSCHMAR et al. 1996), konnte es dort ebenfalls
die Assoziation von Munc 18 mit synaptischen und synaptoiden Vesikeln vermitteln.
AuBerdem wurden in den letzen Jahren spezifische Interaktionen von Munc 18 mit dem

vesikelassoziierten Protein DOC2 (VERHAGE et al. 1997) und mit den Plasmamembran-
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proteinen Mintl und Mint2 (OKAMOTO und SUDHOF 1997) beschrieben. Durch diese
Interaktionen konnten die Bindung des zytosolischen Munc 18 an Membranen vermittelt
werden.

Uber die funktionelle Bedeutung der vesikuliren Assoziation von Munc 18 in Pinealozyten
gibt es mehrere Hypothesen. Zum einen kdnnte vesikulidres Munc 18 am docking-Proze3 der
Vesikel an die Plasmamembran beteiligt sein. Andererseits wird vermutet, da3l Munc 18 eine
Rolle beim Vesikel-recycling spielt (GRAHAM et al. 1997). Nach einer weiteren interessanten
Theorie tragen Vesikel alle relevanten Proteine des core-Komplexes und sind somit in der
Lage, aneinander zu binden und gegebenenfalls durch Membranfusionen zu verschmelzen
(KRETZSCHMAR et al. 1996, OTTO et al. 1997). Nach den bisher vorliegenden Ergebnissen
wiére es denkbar, da3 Munc 18 auch an einem solchen Prozefl funktionell beteiligt sein

konnte.

CSpP
Das cysteine-string protein (CSP) wurde 1990 erstmals in der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster entdeckt (ZINSMAIER et al. 1990). Kurz darauf wurden homologe Proteine auch
im elektrischen Organ einer Rochenart (GUNDERSEN und UMBACH 1992) und im Rattenhirn
(MASTROGIACOMO und GUNDERSEN 1995) gefunden. CSP wurde vor allem in synapsen-
reichen Geweben lokalisiert und ist Bestandteil der Membran synaptischer Vesikel
(GANETZKY 1994). Das 35 kDa groBle Protein (Ratte), dessen N- und C-Termini in den
zytoplasmatischen Raum ragen, weist zwei interessante Strukturmerkmale auf:
e cinen Strang von 11 Cysteinresten, die kovalent mit Palmitinsduremolekiilen verbunden
sind und dem Protein seinen Namen gaben
e cine J-Domiéne im N-terminalen Bereich
Anfanglich vermutete man, da3 die Verankerung des Proteins in der Vesikelmembran durch
die Fettsdurereste erreicht wird. Nach neueren Untersuchungen ist die cysteinreiche Doméne
fiir die Verankerung jedoch nicht zwingend notwendig. Stattdessen vermitteln wahrscheinlich
andere posttranslationale Modifikationen des Proteins die Assoziation mit der
Vesikelmembran (BUCHNER und GUNDERSEN 1997, CHAMBERLAIN und BURGOYNE 1998 b).
Nun nimmt man an, dal3 die cysteinreiche Doméne durch ihre amphipathische Struktur am
Prozel3 der Membranfusion von Vesikel- und Plasmamembran beteiligt ist (GUNDERSEN ef al.

1995, BUCHNER und GUNDERSEN 1997).
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Die J-Doméne im N-terminalen Bereich von CSP zeigt signifikante Homologien zur J-
Domaéne der bakteriellen und eukaryotischen DnalJ-Proteine (BRAUN und SCHELLER 1995,
BRAUN et al. 1996). Dies ist eine Gruppe von Proteinen, die als Co-Chaperone mit
Hsp70/Hsc70 (70 kDa heat shock protein/70 kDa heat shock cognate protein) interagieren.
Durch die Bindung von CSP an Hsc70 wird die ATPase-Aktivitdt von Hsc70 stimuliert und
eine Konformationsinderung des Proteins verursacht, so dal eine Bindung an
Substratproteine ermdglicht wird (BRAUN et al. 1996, CHAMBERLAIN und BURGOYNE 1997 a,
b). CSP kann aber auch direkt an Proteine binden und dadurch Konformationsdnderungen
bewirken (CHAMBERLAIN und BURGOYNE 1997 b). CSP hat eine Bindungsstelle fiir Ca' -
Kanile, aber auch fiir Syntaxin I, SNAP-25, Synaptobrevin und Synaptotagmin (LEVEQUE et
al. 1998, CHAMBERLAIN und BURGOYNE 2000). Damit konnte CSP als Chaperon direkt an der
Bildung oder dem Zerfall des core-Komplexe in der Nihe von Ca' -Kanilen beteiligt sein.
CSP wurde nicht nur in neuronalen Geweben, sondern auch in neuroendokrinen und
endokrinen Organen gefunden. Das Protein konnte in den chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks (KOHAN et al. 1995, CHAMBERLAIN et al 1996), in den
neurosekretorischen Nervenendigungen der Neurohypophyse (PUPIER ef al. 1997) und in den
B-Zellen des endokrinen Pankreas (ZHANG et al. 1998) nachgewiesen werden. In allen Fillen
war CSP an der Membran der sekretorischen Granula assoziiert.

Jetzt wurde CSP erstmals auch im Pinealorgan lokalisiert (siche auch REDECKER et al. 1998).
Damit wurde ein weiterer Beweis fiir die Existenz dieses Proteins in nichtneuronalen
Geweben geliefert. Ahnlich wie in Neuronen ist es vor allem in den Fortsatzendigungen zu
finden. Immungold-Markierungen bestétigten die Vermutung, dal CSP dort mit synaptoiden
Mikrovesikeln assoziiert ist. Diese Lokalisation gleicht der in Neuronen und 146t vermuten,
daB3 CSP in endokrinen Zellen ebenfalls an der Regulation von Sekretionsprozessen beteiligt

ist.

SV2A

Synaptisches Vesikelprotein 2 (SV2) ist ein Glykoprotein, das in neuronalen und endokrinen
Zellen in den Membranen sekretorischer Vesikel lokalisiert wurde und durch
12 transmembrane Doménen charakterisiert ist (BAJJALIEH et al. 1992). SV2 zeigt
signifikante Sequenzhomologien zu einer Familie von Protonen-Kotransportern in Bakterien
sowie Pilzen und ist mit einer Familie von Glukosetransportern verwandt (BAJJALIEH et al.

1993). In der Klasse der Mammalia wurden drei Isoformen identifiziert: SV2A ist die
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ubiquitire Form, die in vielen Hirnregionen und in endokrinen Zellen exprimiert wird
(BAJJALIEH et al. 1993, 1994), wiahrend SV2B (BAJJALIEH ef al. 1993, 1994) und SV2C (JANZ
und SUDHOF 1999) auf neuronale Gewebe begrenzt sind. In der vorliegenden Arbeit wurde
SV2A in einem weiteren endokrinen Zelltyp, den Gerbilpinealozyten, detektiert. Die
Akkumulation der Immunreaktivititen in den Fortsatzendigungen der Pinealozyten deuten
darauf hin, da3 SV2A in diesen neuroendokrinen Zellen, dhnlich wie in Nervenzellen, in der
Membran der synaptoiden Mikrovesikel lokalisiert ist. HAYASHI ef al. (1998) haben ebenfalls
SV2 in Pinealozyten nachgewiesen. lhnen ist es erstmals gelungen, die Assoziation von SV2
mit synaptoiden Mikrovesikeln in den Fortsatzendigungen mit der Immungold-Technik
mikroskopisch sichtbar zu machen. Doch iiberraschend ist, dal sie nicht SV2A, sondern
SV2B in den Pinealozyten detektiert haben. Diese differierenden Ergebnisse konnten auf
Speziesunterschieden beruhen, denn HAYASHI et al. (1998) haben ihre Studie an Ratten
durchgefiihrt. Generell ist der Nachweis von SV2 im Pinealorgan, unabhdngig von
unterschiedlichen Isoformen, ein Hinweis darauf, dal dieses Protein ein gemeinsamer
Bestandteil von sekretorischen Vesikeln in neuronalen und in endokrinen Geweben ist. In
beiden Gewebetypen konnte SV2 an zahlreichen Prozessen beteiligt sein, z.B. an der
Akkumulation von Neurotransmittern in Vesikeln (HAYASHI ef al. 1998). Dabei ist SV2 kein
direkter Transporter fiir Neurotransmitter. Man vermutet vielmehr, da3 das Protein aufgrund
seiner Ahnlichkeiten zu Protonen-Kotransportern in Bakterien und Pilzen den Aufbau eines
pH-Gradienten an der Vesikelmembran regulieren konnte (HAYASHI ef al. 1998). Aullerdem
scheint SV2 durch spezifische Interaktionen mit Synaptotagmin, dem Ca" -Rezeptor des
SNARE-Komplexes, Exozytosevorginge beeinflussen zu konnen (SCHEVILL ef al. 1996,
PYLE et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit konnten die drei synaptischen Proteine Munc 18-1, CSP und
SV2A auch in Pinealozyten nachgewiesen werden. Damit wurde ein weiterer Hinweis dafiir
geliefert, daB synaptoide Mikrovesikel in neuroendokrinen Zellen molekulare Ahnlichkeiten
zu synaptischen Vesikeln in neuronalen Zellen zeigen. Aulerdem fiihrten die Ergebnisse zu
der Vermutung, daf3 die untersuchten Proteine, die in Nervenzellen eine essentielle Bedeutung
fir die Regulation der Neurotransmission haben, auch in Pinealozyten an den
Exozytosevorgingen der synaptoiden Mikrovesikel beteiligt sind. Insgesamt konnte bestétigt

werden, dal} Synapsenproteine nicht nur in Neuronen, sondern auch in nichtneuronalen Zellen
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weit verbreitet sind und dort universelle Funktionen im allgemeinen Proze der Exozytose

ausiiben konnen.

2. Synapsenproteine wihrend der Ontogenese des Pinealorgans

In Untersuchungen der vergangenen Jahre und in dieser Arbeit sind zahlreiche Proteine in
Pinealozyten nachgewiesen worden, die vermutlich an der Regulation der mikrovesikuldren
Exozytoseprozesse beteiligt sind und somit Transmissionsvorgénge steuern, die ihrerseits
wiederum einen Einflul auf die Melatoninsynthese haben kdnnten. Diese Studien wurden
jedoch fast ausschlieBlich an Organen adulter Tiere durchgefiihrt. Bis zum heutigen Tag gibt
es nur zwei Arbeiten von FUJIEDA ef al. (1997) und REDECKER (2000), die sich mit der
Expression synaptischer Proteine wihrend der Ontogenese des Pinealorgans beschiftigten.
Beide Autoren haben ihre Untersuchungen am Pinealorgan der Ratte durchgefiihrt. Die
vorliegende Arbeit ist die erste immunhistochemische Studie, in der am Tiermodell Gerbil die
Expressionsmuster mehrerer Synapsenproteine iiber einen Zeitraum vom embryonalen Tag
E 20,5 bis zum postnatalen Tag P 38 im Pinealorgan untersucht wurden.

Zum besseren Verstindnis wurden die Ergebnisse im Zusammenhang mit der
morphologischen Entwicklung beschrieben, da es zwar Daten zur Morphogenese des
Pinealorgans der Ratte (Uberblick: siche CALVO und BoYA 1981) aber nicht zur Entwicklung
des Pinealorgans vom Gerbil gibt. Die embryonale Entwicklung des Gerbilpinealorgans ist
vergleichbar mit der Ontogenese des Pinealorgans der Ratte, aber aufgrund einer lingeren
Trachtigkeit beim Gerbil (26 — 28 Tage) im Vergleich zur Ratte (21 — 22 Tage) zeitverzogert.
So entspricht der untersuchte embryonale Tag E20,5 des Gerbils ungefihr dem Tag E17 und
der Tag E24,5 dem Tag E19 — E20 in der Entwicklung der Ratte. Postnatal scheint die
Ontogenese des Pinealorgans beider Spezies zeitgleich zu verlaufen.

Vor diesem morphogenetischen Hintergrund wurde die Expression der synaptischen
Membranproteine Synaptobrevin, SNAP-25, Synaptophysin, Rab3a, Munc 18-1 und CSP
untersucht. Diese Proteine scheinen auch in Pinealozyten maB3geblich an der Regulation der
Exozytose synaptoider Mikrovesikel beteiligt zu sein (REDECKER ef al. 1990, REDECKER und
BARGSTEN 1993, REDECKER 1995, REDECKER 1996, REDECKER et al. 1996). In der hier
durchgefiihrten Untersuchung konnten die exozytoserelevanten Membranproteine schon am

Tag E20,5 im Pinealorgan des Gerbils detektiert werden. Diese Ergebnisse stehen im
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Einklang mit den Ergebnissen von REDECKER (2000), der im Pinealorgan von Ratten
ebenfalls eine friihe Expression von Synapsenproteinen nachweisen konnte.

Im Nervensystem beginnt die Expression von Synapsenproteinen ebenfalls sehr friih in der
Ontogenese und geht oft der Synaptogenese voran (LECLERC ef al. 1989, BERGMANN et al.
1991, GRABS et al. 1994, STETTLER et al. 1996, CONFALONI et al. 1997, BERGMANN et al.
1999, NOAKES et al. 1999). Dieses Phidnomen fiihrte zu der Vermutung, dal3
Synapsenproteine eine Rolle in der Morphogenese spielen. In der Tat konnte diese Vermutung
fiir einige Proteine bestdtigt werden: Die selektive Hemmung der Expression von SNAP-25
wiahrend der Ontogenese bzw. in vitro verhinderte z.B. das Fortsatzwachstum corticaler
Neuronen und endokriner PC12-Zellen (OSEN-SAND et al. 1993). Weiterhin konnte das
Axonwachstum wéhrend der Hirnentwicklung gehemmt werden, wenn Syntaxin durch den
Einsatz von Botulinum Neurotoxin C 1 gespalten wurde (IGARASHI et al. 1996). Auch fiir die
Proteine Synaptophysin, Synaptobrevin, Synaptotagmin und SV2 (LECLERC et al. 1989,
BERGMANN et al. 1991, GRABS et al. 1994, STETTLER et al. 1996, CONFALONI et al. 1997,
BERGMANN et al. 1999, NOAKES et al. 1999) gibt es vermehrt Hinweise auf eine Beteiligung
an morphogenetischen Prozessen im sich entwickelnden Nervensystem. Man nimmt an, daf3
diese Proteine das axonale Wachstum fordern, indem sie an zielgerichteten, regulierten
Exozytoseprozessen von Versorgungsvesikeln beteiligt sind, die Membrankomponenten zur
Plasmamembran liefern und so eine Membranvergrof3erung bewirken (OSEN-SAND et al.
1993, IGARASHI et al. 1997). Rab3 ist hingegen ein Protein, das erst nach der Synaptogenese
in den préasynaptischen Nervenendigungen auftritt, wenn regulierte Neurotransmissionen
stattfinden. Im Soma ist es allerdings schon relativ friih in der Entwicklung zu finden, wo es
eine bisher unbekannte Funktion ausiibt.

Da die Pinealzellen wihrend der Ontogenese des Pinealorgans starken Umbildungen von
einer polaren Epithelzelle zu einer endokrinen Zelle unterworfen sind, wére es denkbar, daf3
die synaptischen Proteine, dhnlich wie im Nervensystem, an den dazu notwendigen
Membranumbildungen beteiligt sind. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, daf
durch Fusionsvorginge auch Neurotransmitter wie z.B. Glutamat oder Aspartat freigesetzt
werden; bisher gibt es aber noch keine Daten zur erstmaligen Akkumulation von
Neurotransmittern in synaptoiden Mikrovesikeln. In neonatalen Pinealorganen wurden jedoch
hohe Konzentrationen an Glutamat und Taurin gemessen (MCNULTY et al. 1990). Eine
eventuelle Sekretion von Aminosduren im fetalen Pinealorgan konnte, dhnlich wie die der

Neurotransmitter GABA oder Glutamat im sich entwickelnden Nervensystem (LAUDER et al.
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1998, WEISS et al. 1998), einen EinfluB auf das Wachstum, die Differenzierung, die
Zellwanderungen und das Uberleben der Pinealzellen nehmen.

In dieser Untersuchung war ferner die Verteilung der synaptischen Membranproteine im
Pinealorgan von Interesse, da sie moglicherweise Aufschlul iiber Funktionen der
Synapsenproteine wihrend der Entwicklung des Pinealorgans geben kdnnte. So wurden
Synaptophysin-positive Zellen zum Zeitpunkt E24,5 vorwiegend im distalen Teil des
Pinealorgans an der Grenze zur Basallamina detektiert. Im embryonalen Nervengewebe wird
Synaptophysin in postmitotischen Zellen, die Zellwanderungen durchlaufen haben, exprimiert
und gilt daher als Marker fiir differenzierte Zellen (BERGMANN et al. 1991, FUJIEDA et al.
1997). Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen haben gezeigt, dal Bestandteile der
Basallamina wie z.B. Laminin in der Lage sind, Differenzierungsvorgidnge zu induzieren
(EKBLOM 1996, JIANG et al. 1999). Auch REDECKER (2000) fand in seinen Untersuchungen
zahlreiche fiir Synaptophysin immunreaktive, also differenzierte Zellen, die direkt an eine
intakte Basalmembran angeheftet waren.

Andererseits wurden in der vorliegenden Arbeit Synaptophysin-positive, differenzierte Zellen
auch auflerhalb der Basalmembran im umgebenden Stroma gefunden. Verschiedene
Arbeitsgruppen (BERGMANN ef al. 1991, FUIIEDA et al. 1997) beobachteten, da3 wandernde
Zellen ihre Polaritit, die sie als Epithelzellen hatten, verlieren und durch eine fehlende
Verankerung im Zellverband oder an der Basalmembran ihre Form verdndern. Diese
Verdnderungen der Zellform konnten jene Kontrollmechanismen beeinflussen, die eine
Zelldifferenzierung auslosen und letztendlich zur Expression von Synaptophysin fiihren
(FUJEDA et al. 1997).

Die Expressionsmuster der weiteren, hier untersuchten synaptischen Membranproteine
zeigten teilweise Ahnlichkeiten. Insbesondere die Immunreaktivititen fiir SNAP-25 und
Synaptobrevin deckten sich in vielen Bereichen des sich entwickelnden Pinealorgans.
IGARASHI et al. (1997) beobachteten in neuronalen Wachstumskegeln ebenfalls eine
Kolokalisation von Synaptobrevin, Syntaxin und SNAP-25. Diese Proteine bilden, wie schon
erwdhnt, wihrend der Exozytosen synaptischer Vesikel in reifen Synapsen den essentiell
notwendigen core-Komplex. Auch in sich entwickelnden Axonen scheinen diese core-
Proteine schon an friithen Fusionsvorgéngen zwischen Vesikeln und Plasmamembran beteiligt
zu sein und bewirken durch Proteininteraktionen einen Membranzuwachs im

Wachstumskegel.
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Im Pinealorgan neugeborener Gerbils zeigten bis zu 50% der Zellen Immunreaktivititen. Zu
diesem Entwicklungszeitpunkt wurden erstmals alle untersuchten synaptischen Proteine in
einer einzelnen Zelle nachgewiesen. Dieses interessante Phdnomen 1dft vermuten, daf3 sich
vom Tag E24,5 bis zur Geburt ein Wechsel von morphogenetischen Funktionen der
Synapsenproteine zu regulatorischen Aufgaben in der Vesikelexozytose vollzogen haben
konnte. IGARASHI et al. (1997) postulierten einen solchen Funktionswechsel der
Synapsenproteine in den Wachstumskegeln und hielten diesen Wechsel fiir einen
Schliisselschritt in der Entwicklung des priasynaptischen Nervenendes.

Ein weiterer Schliisselschritt in der Entwicklung des pridsynaptischen Nervenendes ist die
Akkumulierung von synaptischen Vesikeln (MATTEOLI et al. 1992). Ein vergleichbarer
Prozel3 scheint auch in den Pinealozyten vollzogen zu werden, und zwar vermutlich am Ende
der ersten postnatalen Woche. Zu diesem Zeitpunkt konnte erstmals immunhistochemisch
eine deutliche Anreicherung von Synapsenproteine in den erweiterten Fortsatzendigungen
detektiert werden. Im gleichen Entwicklungsstadium lieBen sich auch Anreicherungen von
Mikrovesikeln in Fortsatzterminalen der Pinealozyten mittels Elektronenmikroskopie
dokumentieren. Das Auftreten von vesikelreichen Fortsatzendigungen ist ein Hinweis auf
beginnende Exo-/Endozytosezyklen in diesen Fortsitzen.

Am 14. Lebenstag scheint die Entwicklung der synaptoiden Mikrovesikel in den Pinealozyten
abgeschlossen zu sein, denn es konnten bis zum Tag P38 keine weiteren Verdnderungen der
Immunreaktivititen fiir die Synapsenproteine beobachtet werden. Alle Pinealozyten und ihre
Fortsatzenden wiesen eine maximale Immunreaktivitit fiir die untersuchten Proteine auf. Tag
P14 ist auch exakt der Zeitpunkt, an dem erstmals im Pinealorgan von Ratten und Hamstern
eine rhythmische und durch Licht regulierte Hormonsynthese auftritt (TAMARKIN et al. 1980,
YELLON et al. 1985, VAN VEEN et al. 1978). Damit fillt der Beginn einer etablierten,
sekretorischen Aktivitét der synaptoiden Mikrovesikel offenbar zeitlich mit dem Beginn der
rhythmischen Hormonsynthese im Pinealorgan zusammen. Diese zeitliche Ubereinstimmung
der beiden Vorginge ist ein Hinweis darauf, dal die synaptoiden Mikrovesikel die

Hormonsynthese der Pinealozyten von Anfang an parakrin beeinflussen konnen.
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3. Metabotrope Glutamatrezeptoren

Glutamat ist der vorherrschende excitatorische Neurotransmitter im zentralen Nervensystem
der Vertebraten. Physiologische, pharmakologische und molekularbiologische Untersuchen
haben gezeigt, daB Glutamat mit einer Vielzahl von Rezeptoren agiert, um seine
unterschiedlichen Wirkungen auf prd- und postsynaptischer Ebene zu vermitteln. Im
Pinealorgan konnten in den letzten Jahren zahlreiche, {iberwiegend ionotrope
Glutamatrezeptoren lokalisiert werden (SATO et al. 1993, MiICK 1995, YATSUSHIRO et al.
2000), die vermutlich die Wirkung des aus synaptoiden Mikrovesikeln freigesetzen Glutamats
vermitteln.

Ziel dieser Untersuchung war es, zu iiberpriifen, ob metabotrope Glutamatrezeptoren
(mGluR2/3 und mGluRS5) auch im Pinealorgan von Ratte und Gerbil vorkommen. Mit
immunhistochemischen Methoden konnte mGIuRS im Pinealorgan der Ratte nachgewiesen
werden. Dieser Rezeptor gehort der Klasse I der metabotropen Glutamatrezeptoren an. Wie
alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren weist mGluRS sieben transmembrane Bereiche auf
und besitzt zusitzlich eine groBe extrazellulire Domine, die die Bindung des Glutamats
ermOglicht (ABE ef al. 1992). Aus Untersuchungen an Neuronen ist bekannt, da3 der Rezeptor
iiber G-Proteine an die Phosphoinositidkaskade gekoppelt ist, die zur Freisetzung der
intrazelluldr gespeicherten Ca™ -Ionen fiihrt. Auerdem wird die Proteinkinase K aktiviert, die
Serin- und Threoninreste der Zielproteine phosphoryliert. MGIuRS zeigt Sequenzhomologien
zu mGluR1, dem zweiten Rezeptor der Klasse I. Um zu iiberpriifen, ob der verwendete
polyklonale Antikérper gegen mGIluRS mit mGluR1 kreuzreagiert, wurden Kontrollfarbungen
im Gehirn durchgefiihrt. Da der Antikérper nicht in der Lage war, die mGluR1-reichen
Purkinje-Zellen im Cerebellum zu markieren, konnte eine Kreuzreaktivitidt des Antikdrpers
mit mGluR1 weitgehend ausgeschlossen werden.

Der immunhistochemische Nachweis von mGIluRS in den Kryostatschnitten der Ratte und
denen des Gerbils ergab ein auffilliges zelluldres Farbemuster. Der Antikérper gegen
mGluR5 markierte tiiberraschend nur das Soma, aber keine Zellfortsitze. Fiir diese
Erscheinung gibt es zwei mogliche Erklarungen: Entweder kommt mGIuRS in Pinealzellen
tatsdchlich nur in der Plasmamembran des Somas vor oder die Rezeptoren in den Fortsdtzen
waren fiir den Antikorper unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht zugénglich.
Letzteres wurde in den Golgizellen des Cerebellums beobachtet (NEKI et al. 1996). Hier

erkannte der Antikorper in Abhidngigkeit von der Art der Fixierung nur die ,unreife*
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Tertidrstruktur des metabotropen Glutamatrezeptors im Zellkorper, aber nicht die
membranstindige, aktive Form in den Zellfortsitzen.

In der vorliegenden Studie wurden desweiteren Doppelmarkierungen zur Identifizierung der
mGluRS5-positiven Zellen im Pinealorgan der Ratte durchgefiihrt. Dabei konnten die
rezeptortragenden Zellen eindeutig als Pinealozyten erkannt werden. Dieses Ergebnis
entspricht den Ergebnissen von YATSUSHIRO ef al. (1999), die ebenfalls mGluRS auf
Pinealozyten der Ratte detektiert haben. Eine genaue Funktion dieses Glutamatrezeptors auf
den Pinealozyten ist bisher jedoch nicht bekannt. Nach den Beobachtungen von YATSUSHIRO
et al. (1999) scheint der Rezeptor nicht an der glutamatvermittelten Inhibition der
Melatoninsynthese beteiligt zu sein. Aber es gibt Hinweise darauf, dal mGIuR5 auch in
Pinealozyten an die Phosphoinositidkaskade gekoppelt ist. Zum Beispiel konnte gezeigt
werden, dal} die Pinealozyten den IP3-Rezeptor exprimieren (YATSUSHIRO et al. 1999), dessen
Aktivierung nachweislich eine Freisetzung von Ca' -Ionen aus intrazelluliren Speichern
bewirkt. AuBlerdem konnte mGluRS in Pinealozyten, wie in Neuronen, die Proteinkinase C
aktivieren.

YAMADA et al. (1998) konnten =zusitzlich zu mGIluRS auch den metabotropen
Glutamatrezeptor mGIuR3 im Pinealorgan der Ratte lokalisieren. Dieser Nachweis gelang in
der hier beschriebenen Untersuchung nicht, obwohl zahlreiche unterschiedliche Verfahren zur
Fixierung und Fiarbung des Gewebes ausgetestet wurden. Selbst durch eine Mikrowellen-
behandlung der Kryostatschnitte, die in der Regel eine verbesserte Zelloberflaichenmarkierung
bei gleichzeitiger Reduktion der unspezifischen Hintergrundfiarbung gewahrleistet, konnten
keine Immunreaktivititen fiir den Antikorper gegen mGluR2/3 im Pinealorgan der Ratte
nachgewiesen werden. Dennoch scheint mGluR3 im Pinealorgan der Ratte vorhanden zu sein,
da YAMADA et al. (1998) diesen metabotropen Rezeptor sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene in den Pinealozyten des neuroendokrinen Organs nachweisen konnten. MGIuR3
gehort zu den Klasse II-Glutamatrezeptoren, die negativ an die Adenylatzyklase gekoppelt
sind und dadurch den cAMP-Gehalt der Zelle senken. In Pinealozyten der Ratte fiihrt die
Bindung von Glutamat an mGluR3 zu einer Erniedrigung des cAMP-Spiegels und der NAT-
Aktivitdit und bewirkt so eine komplette Hemmung der durch Noradrenalin induzierten
Melatoninsynthese (YAMADA et al. 1998). Da Noradrenalin seine Wirkung durch die
Erhohung des intrazelluldiren cAMP-Spiegels vermittelt, scheinen Glutamat und Noradrenalin
in dieser Tierart direkte Gegenspieler an der gleichen second messenger-Kaskade

darzustellen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorkommen der Glutamatrezeptoren mGluR2/3 und
mGIuRS zusédtzlich im Pinealorgan des Gerbils untersucht (siche auch PABST und REDECKER
1999). Beide Rezeptoren konnten bei dieser Nagerspezies ebenfalls in Parenchymzellen
nachgewiesen werden. Doch die immunhistochemische Identifizierung der rezeptortragenden
Zellen hatte ein unerwartetes Ergebnis: Die metabotropen Glutamatrezeptoren wurden nicht
in Pinealozyten exprimiert, sondern in gliadhnlichen, interstitiellen Zellen. Der im Vergleich
zu anderen Spezies der Ordnung Rodentia abweichende Expressionsort der Glutamat-
rezeptoren im Pinealorgan deutet darauf hin, daB es artspezifisch unterschiedliche
Wirkmechanismen von Glutamat im Pinealorgan gibt oder vielleicht sogar verschiedenartige
Wirkungen. Die Lokalisation von Glutamatrezeptoren auf Gliazellen ist jedoch nicht
ungewoOhnlich. Auch Mick (1995) konnte die AMPA-Rezeptoren GluR1 und GluR4 auf
interstitiellen Zellen nachweisen. Auerdem wurden in den letzten Jahren im Nervensystem in
den verschiedensten Gehirnregionen die metabotropen Glutamatrezeptoren mGIluR3 und
mGIuRS auf Gliazellen lokalisiert (ABE et al. 1992, TANABE et al. 1992, PETRALIA et al.
1996). Da mGluR3 und mGIluRS5 verschiedenen Rezeptorklassen angehdren, werden in den
Gliazellen wahrscheinlich auch unterschiedliche second messenger-Systeme aktiviert. In der
Tat konnten zahlreiche glutamatvermittelte intrazellulire Wirkungen in den Gliazellen des
Nervensystems gezeigt werden:

Die Aktivierung von mGIuRS5 in Gliazellen fiihrt z.B. zu einer Erhohung der Ca''-
Konzentration. Dieses Ca' -Signal kann sich wellenformig innerhalb der Zelle ausbreiten und
durch gap junctions sogar auf benachbarte Gliazellen iibertragen werden (SMITH 1994,
SONTHEIMER 1995). Aullerdem bewirkt die Bindung von Glutamat an Klasse I-Rezeptoren
eine Phosphorylierung von Zielproteinen, wie z.B. die Phosphorylierung von GFAP
(WOFCHUK und RODNIGHT 1994), die letztendlich die Proliferation von Gliazellen (NICOLETTI
et al. 1990, MILLER ef al. 1995) beeinflussen kann.

Ferner wurde beobachtet, dal durch die Aktivierung des mGluRS die Glutaminsynthase in
Gliazellen stimuliert wird (NICOLETTI et al. 1990, MILLER et al. 1992), die eine vermehrte
Umbildung von Glutamat zu Glutamin induziert. Dieser metabolische Prozef3 fordert die
Entfernung des Glutamats aus dem synaptischen Spalt und beendet somit die glutamaterge
Neurotransmission. Metabotrope Glutamatrezeptoren der Klasse I scheinen auch an der
Wahrnehmung eines erhdhten Glutamatgehalts im Zellzwischenraum beteiligt zu sein, in dem

sie iiber second messenger-Kaskaden den entsprechenden Glutamattransporter stimulieren,
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was schlieBlich ebenfalls zur effektiven Beseitigung des Transmitters aus dem
Extrazellularraum fiihrt (KANNER 1993).

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dal cortikale Astrozyten auf eine Aktivierung der
metabotropen Glutamatrezeptoren mit Volumenédnderungen reagieren und dadurch die Grof3e
des Zellzwischenraums beeinflussen. Dieser ProzeB fiihrt zu Anderungen der effektiven
Konzentrationen von Neurotransmittern und Ionen im Zellzwischenraum (HANSSON und
RONNBACK 1995).

Die Aktivierung von mGluR3 auf Gliazellen im Zusammenspiel mit einer Aktivierung des 3-
adrenergen Rezeptors bewirkt die Freisetzung von cAMP oder Metaboliten (z.B. Adenosin)
aus den Gliazellen in den Extrazellularraum (GEREAU et al. 1995, WINDER und CONN 1996,
WINDER et al. 1996). Die Substanzen binden dann an A;-Adenosin-Rezeptoren auf
benachbarten Nervenendigungen und fithren zu einer Reduktion der Glutamatfreisetzung. Im
Nervensystem sind Gliazellen folglich auch an der negativen Regulation der Glutamat-
ausschiittung beteiligt.

Letztgenannte Regulationsmechanismen scheinen im Pinealorgan ebenfalls moglich zu sein.
Diese Vermutung stiitzt sich auf die Tatsache, daB3 im Pinealorgan ein Adenosin-Rezeptor
nachgewiesen werden konnte, dessen zelluldre Verteilung allerdings bisher noch nicht
bekannt ist (NICHOLLS et al. 1997). Der gleichfalls an diesem Prozef beteiligte B-adrenerge
Rezeptor wird in groBen Mengen im Pinealorgan exprimiert.

Dieser Uberblick iiber die Expression von metabotropen Glutamatrezeptoren in Gliazellen
zeigt, dal metabotrope Glutamatrezeptoren im Nervensystem eine einzigartige und
bedeutende Rolle in der Modulation glialer Funktionen spielen. Zudem sind Gliazellen
wahrscheinlich durch die Expression dieser Rezeptoren zur modulierbaren, interzelluldren
Kommunikation mit anderen Gliazellen und Neuronen befdhigt. Da metabotrope
Glutamatrezeptoren nachweislich auch auf interstitiellen Zellen im Pinealorgan vorkommen,
sind dhnliche Funktionen wie im Nervensystem auch im Pinealorgan denkbar. Zukiinftige
Untersuchungen sollten die Bestdtigung fiir diese Hypothese liefern.

Nicht alle Gliazellen im Pinealorgan tragen metabotrope Glutamatrezeptoren. Nur ein Teil der
vimentinpositiven Zellen exprimieren mGluR2/3 und mGIluRS5; in GFAP-positiven Zellen
fehlen die metabotropen Glutamatrezeptoren vollig. Fiir diese beobachtete funktionelle
Heterogenitit der interstitiellen Zellen sprechen auch zahlreiche Beobachtungen
verschiedener Arbeitsgruppen (SCHACHNER et al. 1984, LOPEZ-MUNOZ et al. 1992, PEDERSEN

et al. 1993), die auf morphologischer Ebene unterschiedliche gliale Phanotypen erkannt
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haben. Um weitere Hinweise auf mogliche Diversititen der glialen Zellpopulation zu erhalten,
wire es interessant festzustellen, ob verschiedene Glutamatrezeptoren in denselben

interstitiellen Zellen exprimiert werden.

Metabotrope Glutamatrezeptoren spielen also nicht nur im zentralen Nervensystem, sondern
vermutlich auch im Pinealorgan eine bedeutende Rolle in der parakrinen Kommunikation.
Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte das Verstdndnis um diese Vorginge
erweitert werden. So scheinen metabotrope Glutamatrezeptoren im Pinealorgan nicht nur auf
Pinealozyten Glutamatwirkungen vermitteln zu konnen, die letztendlich zur negativen
Regulation der Hormonsynthese im Pinealorgan fiihren, sondern sie regulieren bei mindestens
einer Tierart auch auf glialer Ebene intra- und interzelluldre Funktionen. Damit stellen sich
die parakrinen Kommunikationsvorginge im Pinealorgan komplizierter dar, als bisher
angenommen. Weitere Untersuchungen sollten an diese Arbeit anschliefen, um die Funktion
der metabotropen Glutamatrezeptoren im Pinealorgan genauer zu bestimmen und um
mogliche interzellulire Kommunikationen nicht nur zwischen Pinealozyten, sondern auch

zwischen Pinealozyten und Gliazellen aufdecken zu konnen.

4. Glutamattransporter

Im zentralen Nervensystem sind niedrige extrazellulire Konzentrationen des excitatorischen
Neurotransmitters Glutamat eine Grundvoraussetzung fiir eine effiziente glutamaterge
Neurotransmission. Zusétzlich wird das Nervengewebe durch Aufrechterhalten eines geringen
Glutamatniveaus vor neurotoxischen Schidden bewahrt, denn Glutamat verursacht in hohen
Konzentrationen den Tod neuronaler Zellen (ROTHSTEIN et al. 1996, HARADA et al. 1998).
Fiir die Regulation der extrazelluliren Glutamatkonzentration ist die Familie der hochaffinen
Plasmamembrantransporter zustindig, die zur Zeit fiinf bekannte Subtypen GLT-1, GLAST,
EAACI1, EAAT4 und EAATS umfaBt (Uberblick: siche MALANDRO und KILBERG 1996,
GEGELASHVILI und SCHOUSBOE 1998). Die ersten drei genannten Transporter wurden zu
Beginn der neunziger Jahre kloniert und charakterisiert (PINES et al. 1992, STORCK et al.
1992, KANAI und HEDIGER 1992). Sie sind im zentralen Nervensystem vorrangig fiir die
Entfernung von Glutamat aus dem Extrazellularraum zustidndig. Die Transporter GLT-1 und

GLAST werden vor allem von Astrozyten exprimiert, wihrend der EAACI tiberwiegend auf
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Neuronen vorkommt. Da im Pinealorgan ebenfalls eine glutamaterge Transmission vermutet
wird, stellte sich die Frage, ob und wenn, welche Glutamattransporter daran beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, da3 im Pinealorgan der zwei Nagerarten
Ratte und Gerbil immunhistochemisch nachweisbare Mengen an GLT-1, GLAST und
EAACI1 enthalten sind. GLT-1 und GLAST konnten auf interstitiellen Zellen lokalisiert
werden (siehe auch REDECKER und PABST 2000), die Markerproteine fiir diesen pinealen
Zelltyp koexprimierten. Das Féarbemuster zeigte eindeutig, dall die groBe Mehrheit der
interstitiellen Zellen die beiden Transportersubtypen GLT-1 und GLAST enthielten. YAMADA
et al. (1997) hatten mit molekularbiologischen Techniken ebenfalls den Glutamattransporter
GLT-1 im Pinealorgan der Ratte entdeckt. Auch mit biochemischen Methoden konnte die
Arbeitsgruppe ein plasmamembranstindiges, Na'-abhingiges Glutamat-Aufnahme-System
nachweisen, das in seiner Kinetik der Glutamattransport-Maschinerie im Nervensystem dhnelt
(YAMADA et al. 1997). Allerdings vermuteten sie aufgrund ihrer immunhistochemischen
Daten eine Expression des Glutamattransporters in Pinealozyten. In dieser Untersuchung
konnten im Pinealorgan der Ratte einzelne GLT-1-positive Pinealozyten identifiziert werden,
aber der GroBteil der markierten Zellen waren eindeutig interstitielle Zellen.

Der japanischen Arbeitsgruppe gelang es nicht, die Transporter GLAST oder EAACI auf
mRNA- oder Proteinebene im Pinealorgan nachzuweisen. Aber sie schlossen die Moglichkeit
einer Mitwirkung von GLAST, EAAC1 und EAAT4 an der Aufnahme von Glutamat in
entsprechende Zellen nicht aus. In der vorliegenden Arbeit wurde somit erstmals in
Pinealorganen der Ratte sowie des Gerbils der gliale Transporter GLAST eindeutig auf
interstitiellen Zellen lokalisiert. In einem Teil der GLAST-positiven Zellen wurde zudem
GLT-1 exprimiert. Eine Koexpression dieser beiden Glutamattransporter konnte auch im
Nervensystem beobachtet werden (CHAUDHRY et al. 1995, LEHRE et al. 1995). In einer
kiirzlich erschienenen Arbeit von BERGER und HEDIGER (2000) wurde ebenfalls eine
Expression des Glutamattransporters GLAST im Pinealorgan der Ratte beschrieben.

Ferner wurde in der vorliegenden Studie der Transporter EAAC1 im Pinealorgan
nachgewiesen, der im Gegensatz zu den anderen Glutamattransportern in einer groBen Anzahl
von Pinealozyten lokalisiert wurde. EAAC1 wurde von KANAI und HEDIGER erstmals 1992
kloniert und charakterisiert. Es ist ein 69 kDa groBes Protein, das im Nervensystem
iiberwiegend von Neuronen exprimiert wird. Die funktionelle Aufgabe des Transporters ist
noch nicht vollstindig geklart. EAACI scheint aber nicht vorrangig an der Entfernung von

Glutamat aus dem Extrazellularraum beteiligt zu sein: Knockout-Versuche zeigten, daf3 der
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Verlust von EAACI nicht, wie im Fall von GLT-1 oder GLAST, zu einer Erh6hung des
extrazelluldren Glutamats fiihrt (ROTHSTEIN et al. 1996). Da EAACI unter anderem in
postsynaptischen Membranen GABAerger Neuronen lokalisiert wurde (ROTHSTEIN et al.
1994), vermutet man, daf} dieser Transporter dort an der Bereitstellung von Glutamat fiir die
GABA-Synthese beteiligt ist.

Die in der vorliegenden Untersuchung gewonnenen Ergebnisse demonstrieren anschaulich die
Existenz eines Wiederaufnahmesystems fiir Glutamat im Pinealorgan von Ratten und Gerbils,
das aus den im Nervensystem funktionell wichtigen Transportern GLT-1, GLAST und
EAACI1 besteht. Im Pinealorgan scheinen die Transporter, dhnlich wie im Nervensystem,
schnell und effektiv die glutamaterge Transmission zu beenden. Da Glutamat die
Noradrenalin-stimulierte Melatoninproduktion hemmt, kénnten sie somit fiir eine prizise
Kontrolle der Melatoninsynthese notwendig sein.

Bemerkenswert ist, da vor allem interstitielle Zellen die Terminierung der Glutamat-
vermittelten Kommunikation bewirken zu scheinen. Im vorigen Kapitel wurde schon ihre
Bedeutung an der Signaltransduktion durch die Expression verschiedener metabotroper
Glutamatrezeptoren in interstitiellen Zellen herausgestellt. Anhand der genannten Befunde
kann die alte Vorstellung von gliadhnlichen, interstitiellen Zellen, deren Aufgaben sich in
Stiitzgewebefunktionen und allgemeinen Stoffwechselprozessen erschopft, nicht mehr
aufrechterhalten werden. Vielmehr scheinen diese Zellen aktiv und im Wechselspiel mit den

Pinealozyten an der funktionalen Regulation des Organs beteiligt zu sein.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, daB3 Pinealozyten die molekulare Ausstattung einer
glutamatergen Signalmaschinerie besitzen. Dazu gehoren a) die Proteinzusammensetzung der
synaptoiden Mikrovesikel, die die Speicherung und Sekretion von Glutamat ermdoglichen,
b) metabotrope Glutamatrezeptoren, die die Signalaufnahme vermitteln und c) Glutamat-
transporter, die fiir eine Terminierung des Glutamatsignals sorgen. Diese molekularen
Bausteine des glutamatergen Kommunikationssystems im Pinealorgan zeigen Gemeinsam-
keiten mit den Elementen im Nervensystem und lassen dementsprechend mechanistische und

funktionelle Ahnlichkeiten beider Systeme vermuten.
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5. Exozytose-Assay

Aufgrund der molekularen Zusammensetzung der synaptoiden Mikrovesikel wurde die
Hypothese aufgestellt, da3 sie dhnlich wie die synaptischen Vesikel in Nervenzellen als hoch
spezialisierte sekretorische Organellen Neurotransmitter speichern und freisetzen konnen.
Nach dieser Hypothese fusionieren die synaptoiden Vesikel wéahrend des Exozytosevorgangs
mit der Plasmamembran und setzen den Neurotransmitter in den extrazelluldren Raum frei.
AnschlieBend wird die Vesikelmembran internalisiert und fiir neue funktionelle Vesikel
wiederverwendet. Bisher wurden solche Exo-/Endozytose-Zyklen der synaptoiden
Mikrovesikel niemals direkt mikroskopisch sichtbar gemacht. Man konnte in den
verschiedenen neuroendokrinen Organen lediglich indirekt iiber den Nachweis von
freigesetzten Neurotransmittern auf vesikelvermittelte —Sekretionsprozesse schlieBen
(SCHUBERT und KLIER 1977, AHNERT-HILGER und WIEDENMANN 1992, BAUERFEIND 1993,
YAMADA et al. 1996, YATSUSHIRO et al. 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals ein Exozytose-Assay angewandt, der eine
direkte, lichtmikroskopische Darstellung von Vesikelexozytosen in Pinealozyten unabhéngig
von der Transmitterfreisetzung ermdglichte. Urspriinglich wurde dieser 4Assay entwickelt, um
Exozytosevorginge in sich entwickelnden Hippocampus-Neuronen darzustellen (MATTEOLI
et al. 1992). Er beruht auf dem Einsatz eines spezifischen, polyklonalen Antikorpers, der
gegen den lumenalen N-Terminus des Vesikelmembranproteins Synaptotagmin gerichtet ist.
Der Antikorper (Synaptotagmingym)-Antikorper), der dem extrazelluliren Medium zugefiigt
wird, kann nur dann an sein Epitop binden, wenn sich die Vesikel wahrend der Fusion mit der
Plasmamembran zum Extrazellularraum hin 6ffnen. Durch dieses Verfahren werden nur
Vesikel markiert, die einen Exo-/Endozytosezyklus durchlaufen haben. Die Verwendung
dieses spezifischen Synaptotagmin,m)-Antikorpers hat einen besonderen Vorteil gegeniiber
anderen Membranfarbstoffen, z.B. gegeniiber FM1-43: Er bindet spezifisch nur an
Synaptotagmin-tragende Vesikel und markiert nicht unspezifisch alle internalisierte
Membranen (BETZ und WU 1995). Da Synaptotagmin, wie eingangs schon erwéhnt, ein
wichtiges und haufiges Protein der synaptoiden Mikrovesikel ist, erschien dieser Assay auch
fiir die Darstellung von Vesikelexozytosen in Pinealozyten geeignet zu sein. In dieser
Untersuchung wurde der Antikoérper vor seinem Einsatz mit dem Fluorochrom Cy3
konjugiert. Er konnte somit als Vitalfarbstoff eingesetzt werden, um den Exozytosevorgang

im Lichtmikroskop direkt sichtbar zu machen.
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Mit diesem Assay konnten punktformige, intrazelluldre Strukturen in Pinealozyten markiert
werden. Da nichtneuronale Zellen in der Kultur nicht markiert wurden und Kontrollantikoérper
nicht in der Lage waren, Immunmarkierungen hervorzurufen, kann man davon ausgehen, daf3
liberwiegend endozytierte synaptoide Mikrovesikel durch den Synaptotagminj,m)-Antikdrper
dargestellt wurden. Auffillig war allerdings die ungewohnliche GroBe der markierten
Strukturen, die nicht der Grofle einzelner Vesikel entsprach. Dieses Phdnomen trat auch in
neuronalen Zellen auf. Dort konnte gezeigt werden, dall es sich bei grofen, rundlichen
Strukturen um Vesikelcluster handelte (KRASZEWSKI et al. 1996). In der vorliegenden Studie
wurden die durch den Synaptotagmin-Antikdrper markierten Strukturen durch
Doppelmarkierungen mit Antikdrpern gegen verschiedene Vesikelmembranproteine
(Synaptobrevin, Synaptophysin, zytoplasmatische Domidne von Synaptotagmin) ebenfalls
eindeutig als synaptoide Mikrovesikel identifiziert.

Bemerkenswert war, dafl die Immunmarkierungen der Antikorper gegen Synaptobrevin und
Synaptophysin, vor allem aber gegen die zytoplasmatische Doméne von Synaptotagmin sehr
viel stidrker erschienen als die Farbung mit dem Antikérper gegen die lumenale Domaéne.
Diese Diskrepanz konnte auch in Nervenzellen beobachtet werden (MUNDIGL et al. 1995) und
wurde dort folgendermaBen erklart:

Der Synaptotagminum)-Antikorper hat nur fiir kurze Zeit, ndmlich wéihrend der Exozytose,
Gelegenheit, an sein Epitop zu binden und zudem verlduft die Bindungskinetik des
Antikorpers sehr langsam (MUNDIGL et al. 1995). Ein Grund fiir diese limitierte Bindung
scheinen Diffusionsbarrieren zu sein. Man nimmt an, dafl die Vesikel nicht vollstdndig mit
der Plasmamembran fusionieren, sondern lediglich eine schmale Fusionspore ausbilden,
durch die der Vesikelinhalt in den Extrazellularraum entlassen wird. Der Antikoérper mulf}
dabei in entgegengesetzter Richtung diffundieren (Kiss-and-Run-Theorie, siche FESCE et al.
1994). Die Gegenfarbung der anderen Vesikelmembranproteine wurde im Gegensatz zu der
oben geschilderten Vesikelmarkierung an fixiertem Material durchgefiihrt. Die Antikorper
hatten dadurch unbegrenzten Zutritt zu ihren Bindungsdoménen, so daB3 diese Farbung in ihrer
Intensitdt sehr viel kriftiger ausfiel.

Immunreaktivititen fiir Synaptotagming,m) waren in allen Teilen der Zelle zu beobachten.
Wie erwartet wurden Markierungen in den Fortsdtzen und deren erweiterten Endigungen
gefunden. AuBerdem zeigten auch viele punktformige Strukturen im Soma
Immunreaktivititen fiir den Synaptotagminm)-Antikdrper. Zum einen kommen synaptoide

Mikrovesikel auch im Soma der Pinealozyten vor. Zum anderen befinden sich hier sogenannte
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synaptische Bénder, die mit einer Vielzahl von Vesikeln assoziiert sind. Synaptische Bander
sind zelluldre Organellen, die regelmifBig in Pinealozyten (WARTENBERG 1968, WELSH und
REITER 1978, KARASEK und REITER 1992) und in retinalen Photorezeptorzellen auftreten. Im
letztgenannten Zelltyp stellen sie spezialisierte synaptische Strukturen filir die
Neurotransmission dar. Man vermutet, daf3 synaptische Biander auch in Pinealozyten an einem
sekretorischen ProzeB beteiligt sind (KARASEK 1973).

Ein retrograder Transport der markierten Vesikel zum Soma kann ebenfalls nicht vollig
ausgeschlossen werden. Informationen dariiber konnten zusétzliche Untersuchungen liefern,

indem der retrograde Transport, der von Mikrotubuli abhéngt, inhibiert wird.

Immunmarkierungen wurden auch in unstimulierten Pinealozyten beobachtet. Sie
dokumentieren dort wahrscheinlich spontane, basale Exozytosevorgédnge. Durch Stimulation
der Zellen mit depolarisierenden Konzentrationen an KCI konnten die Immunmarkierungen in
ithrer Intensitdt erhoht werden. Augenscheinlich schienen auch mehr Vesikel markiert zu sein.
Die Stimulation verursachte demnach vermutlich, dhnlich wie in den Nervenzellen (MUNDIGL
et al. 1995, KRASZEWSKI et al. 1995, 1996), eine vermehrte Anzahl der Exozytosevorgénge.
Mit dem Assay lassen sich folglich auch quantitative Aussagen machen, da die Menge des
gebundenden Antikorpers anscheinend mit der Anzahl der Exozytosevorginge korreliert
(MUNDIGL et al. 1995, KRASZEWSKI et al. 1995, 1996). Ein weiterer Vorteil des genannten
Assays ist eine stabile Bindung zwischen Antikdrper und Epitop, so dal Vesikeltransporte
unabhingig von weiteren Exozytosen der Vesikel iiber einen langen Zeitraum beobachtet
werden konnen. Dieser A4ssay ist damit ein effektives Werkzeug, um Vesikelexozytose-
vorginge auch in neuroendokrinen Zellen zu untersuchen — unabhidngig von Neuro-

transmitterfreisetzung oder postsynaptischen Antworten.
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6. Freisetzung neuroaktiver Aminosiuren aus Pinealozyten nach Depolarisation

Nachdem im vorangegangenen Kapitel gezeigt werden konnte, dall synaptoide Mikrovesikel
in Pinealozyten tatsidchlich Exo-/Endozytose-Zyklen durchlaufen, stellt sich zwangsldufig die
Frage nach den Botenstoffen, die durch diesen Prozel freigesetzt werden. Als ein moglicher
Kandidat gilt seit langem die neuroaktive Aminosdure Glutamat, da sie im Pinealorgan in
hohen Konzentrationen vorliegt (NIR ef al. 1973, 1974, MCNULTY et al. 1990) und die
Bedingungen einer parakrinen Substanz im untersuchten neuroendokrinen Organ erfiillt:
Glutamat bewirkt in Pinealozyten bei gleichzeitiger Stimulation durch Noradrenalin eine
Hemmung der Aktivitit der N-Acetyltransferase, des Schliisselenzyms der Melatoninsynthese
(GOVITRAPONG und EBADI 1988) und ist damit maligeblich an der Regulation der
Melatoninproduktion beteiligt (KUs et al. 1994). AuBlerdem spricht der in der vorliegenden
Arbeit gefiihrte Nachweis von Glutamatrezeptor- und transporterproteinen ebenfalls fiir eine
glutamaterge Kommunikation im Pinealorgan. Zusidtzlich zum Glutamat wurden auch
betrdchtliche Mengen Aspartat im Pinealorgan gefunden, das in seiner Wirkung dem
Glutamat sehr dhnlich zu sein scheint (GOVITRAPONG und EBADI 1988).

1996 gelang erstmals in einem in vitro-Experiment der Nachweis, dal Glutamat aus
Rattenpinealozyten sezerniert wird (YAMADA et al. 1996). Etwas spéter konnte auch die
Freisetzung von Aspartat aus kultivierten Pinealozyten gezeigt werden (YATSUSHIRO et al.
1997). Die Sekretion der neuroaktiven Aminosduren wurde durch erhohte KCI-
Konzentrationen induziert und war Ca' -abhingig. Der Einsatz von Ca' -Kanal-Blockern
hemmte die Sekretion. Eine Hemmung wurde ebenfalls durch eine Behandlung der
Zellkulturen mit Botulinum-Neurotoxin E und C1 erzielt. In Neuronen spalten diese
Neurotoxine synaptische Proteine des core-Komplexes, die den Exozytosevorgang steuern,
und verhindern somit die Freisetzung von Neurotransmittern aus synaptischen Vesikeln. Daf}
die Neurotoxine in Pinealozyten die Freisetzung von Glutamat und Aspartat in gleicher Weise
inhibieren konnen, zeigt, dal diese Aminosduren vesikuldr in synaptoiden Mikrovesikeln
gespeichert und daraus ausgeschiittet werden. Neben dem Pinealorgan konnte auch in anderen
neuroendokrinen Geweben und Zellen eine Sekretion von Neurotransmittern beobachtet
werden. So sezernieren -Zellen des endokrinen Pankreas z.B. GABA in einem KCI- und
Ca'-abhingigen ProzeB (AHNERT-HILGER und WIEDENMANN 1992); in PC12-Zellen wurde

eine Ca' -abhingige Sekretion von Acetylcholin nachgewiesen (SCHUBERT und KLIER 1977).
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In der vorliegenden Arbeit konnte die Freisetzung von neuroaktiven Aminosduren aus
kultivierten Pinealozyten demonstriert werden. Die Zellkulturen beider Tierarten (Ratte und
Gerbil) reagierten auf depolarisierende Stimuli mit einer vermehrten Ausschiittung von
Glutamat und Aspartat. Nennenswerte Speziesunterschiede wurden nicht beobachtet. Einziger
Unterschied war, dal zur Depolarisation der Gerbilpinealozyten hohere Mengen an KCl
(80 mM) eingesetzt werden muflten, als zur Depolarisation von Rattenpinealozyten (50 mM).
Uberraschend konnten zusétzlich zu Glutamat und Aspartat auch erhdhte Mengen an Glycin
im Zelliiberstand gemessen werden. Bisher ist kaum etwas iiber diesen inhibitorischen
Transmitter im Pinealorgan bekannt. Kiirzlich wurden jedoch erste Untersuchungen
durchgefiihrt, die Hinweise auf eine mdgliche Funktion von Glycin im Pinealorgan liefern. Es
konnte z.B. der vesikuldre Transporter fiir inhibitorische Aminosduren (VIAAT = vesicular
inhibitory amino acid transporter) im Pinealorgan nachgewiesen werden (REDECKER et al.,
zur Publikation eingereicht). Im Nervensystem ist dieser Transporter ein Marker fiir
Neuronen, die GABA oder Glycin fiir die synaptische Neurotransmission verwenden. Er
vermittelt die Aufhahme von GABA und Glycin in die synaptischen Vesikel. Im Pinealorgan
konnte VIAAT fiir die Speicherung von Glycin in synaptoiden Mikrovesikeln verantwortlich
sein. Ein weiteres Indiz fiir eine funktionelle Bedeutung von Glycin im Pinealorgan ist die
Beobachtung, dal3 auch ein in der Plasmamembran lokalisierter Glycintransporter, ndmlich
GlyT2, im Pinealorgan vorkommt (REDECKER, nichtpublizierter Befund). Die
Untersuchungen zu einer Beteiligung von Glycin am pinealen Stoffwechsel stehen erst am
Anfang. Es miissen noch zahlreiche weitere Experimente durchgefiihrt werden, um genauere
Aussagen liber die Aufgabe von Glycin im Pinealorgan machen zu konnen.

Neben den bereits genannten Transmittern scheint auch GABA im Pinealorgan alle Kriterien
einer parakrin wirksamen Substanz zu erfiillen: Es kommt in erhéhten Konzentrationen im
Pinealorgan verschiedener Spezies vor. AuBerdem wurden die wichtigen Enzyme des GABA-
Stoffwechsels, die Glutamatdecarboxylase als Syntheseenzym und das fiir den Abbau
zustindige Enzym GABA-Transaminase, im Pinealorgan von Ratte (SCHON ef al. 1975) und
Rind (EBADI und CHAN 1980) nachgewiesen. Sowohl die Aufnahme (YOUNG et al. 1973,
EBADI und CHAN 1980) als auch die Sekretion von GABA aus Pinealzellen (ROSENSTEIN et
al. 1989 a, b) konnten demonstriert werden. Ferner gelang die Identifizierung von GABA-
Rezeptoren (CHAN und EBADI 1979, EBADI und CHAN 1980, CARDINALI ef al. 1987) und die
Lokalisation von GABA-Transportern auf zelluldrer Ebene im Pinealorgan (REDECKER 1999).

Die Effekte von GABA im Pinealorgan scheinen der Wirkung von Glutamat und Aspartat
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dhnlich zu sein. Im Pinealorgan des Rindes (EBADI ef al. 1984, ROSENSTEIN et al. 1989 b) und
der Ratte (ROSENSTEIN et al. 1989a, 1990 a) wird die durch Noradrenalin stimulierte NAT-
Aktivitdt durch GABA dosisabhédngig gehemmt.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit auch die Freisetzung von GABA
aus kultivierten Pinealozyten untersucht. Doch die Konzentration von GABA im
Kulturmedium lag unterhalb der Nachweisgrenze des eingesetzten Mefverfahrens, so daf3 hier
keine Aussagen iiber eine vesikuldre Sekretion von GABA im Pinealorgan von Ratte und
Gerbil gemacht werden konnte. In Zukunft miissen sensitivere Methoden eingesetzt werden,
um zu kldren, ob GABA tatsdchlich aus Pinealozyten freigesetzt wird. Bisher kann man nicht
ausschlieen, dall die GABA-Effekte vielleicht auch durch die GABAerge Innervation
hervorgerufen werden, die im proximalen Bereich des Pinealorgans zu finden sind
(ROSENSTEIN ef al. 1989 b).

Aufgrund der Tatsache, dal im Pinealorgan verschiedener Tierarten mehrere neuroaktive
Aminosduren nachgewiesen werden konnten, die wahrscheinlich durch vesikelvermittelte,
regulierte Exozytosen freigesetzt werden, kann man auf ein sehr komplexes, parakrines
Kommunikationssystem schlieBen. Dieses Kommunikationssystem wird bisher nur in
Ansdtzen verstanden und konnte nach dem heutigen Wissensstand die hormonellen

Funktionen des Pinealorgans regulieren.

7. Einfluf} der Neurotransmitter Acetylcholin und Noradrenalin auf Vesikelexozytosen

Wie schon in der Einleitung beschrieben, wandelt das Pinealorgan der Mammalia
photoperiodische Informationen durch die rhythmische Synthese und Sekretion von
Melatonin in ein neuroendokrines Signal um. Um den durch Licht synchronisierten Rhythmus
der Melatoninsynthese aufrechtzuerhalten, ist die sympathische Innervierung des Pinealorgans
unerldBlich. Dabei wird die noradrenerge  Wirkung iiber unterschiedliche
Signaltransduktionswege vermittelt. Die Stimulation des PB-Rezeptors erhoht den
intrazelluliren cAMP-Spiegel, der wiederum fiir die Aktivierung von NAT, dem
Schrittmacherenzym der Melatoninsynthese, verantwortlich ist. Die Stimulation des
a-Rezeptors potenziert den B-adrenergen Effekt durch einen Anstieg des intrazelluliren Ca''-
Spiegels (Ubersicht: siche KLEIN 1985). Die essentielle Rolle des Noradrenalins fiir die

Melatoninsynthese ist demnach gut untersucht und allgemein anerkannt. Im Gegensatz dazu
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ist bisher unklar, ob auch nichtsympathische Innervationen an der Regulation der
Melatoninsynthese und damit an der Funktion des Pinealorgans beteiligt sind. Verschiedene
morphologische Untersuchungen weisen auf die Existenz einer parasympathischen
Innervation hin, die vom Ganglion pterygopalatinum stammen konnte und vermutlich
Acetylcholin als primédren Neurotransmitter verwendet (M@LLER et al. 1992). Hinweise fiir
eine cholinerge Kommunikation im Pinealorgan wurden durch den immunhistochemischen
Nachweis verschiedener Proteine geliefert, die fiir einen cholinergen Stoffwechsel
verantwortlich sind. Zu den detektierten Proteinen gehoren Cholinacetyltransferase
(Syntheseenzym), Acetylcholinesterase (abbauendes Enzym) sowie muskarinerge und
nicotinerge Rezeptoren (GOVITRAPONG et al. 1989, LUO et al. 1990, PUNTO et al. 1991,
REUSS et al. 1992, LAITINEN et al. 1995, DRUFHOUT et al. 1996). Acetylcholin fiihrt im
Pinealorgan zu einer Hemmung der Melatoninsynthese. Die Wirkung wird vermutlich {iber
zwel alternative Signalwege vermittelt, ndmlich liber muskarinerge (DRUFHOUT et al. 1996)
und nicotinerge Rezeptoren (REUSS et al. 1992). Vor allem der nicotinerge
Acetylcholinrezeptor findet seit einiger Zeit besondere Beachtung: Er wurde auf Pinealozyten
lokalisiert (REUSS et al. 1992) und vermittelt in diesen Zellen wahrscheinlich als unselektiver
Kationen-Kanal eine durch Acetylcholin induzierte, Na -abhingige Depolarisation der
Zellmembran. Die Depolarisation aktiviert anschliefend spannungsgesteuerte Ca'-Kanile
des L-Typs, die fiir den Anstieg des intrazelluliren Ca' -Spiegels verantwortlich sind (LETZ et
al. 1997). Es wird vermutet, daB der Anstieg der Ca’ -Konzentration in den Pinealozyten
Vesikelexozytosen auslosen kann, die letztendlich zur Sekretion von Glutamat fithren (LETZ
et al. 1997, YAMADA et al. 1998, SCHOMERUS und KORF 1999). Das freigesetzte Glutamat
konnte dann durch Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren der Klasse II, vermutlich
mGIluR3, den cAMP-Spiegel in benachbarten Pinealozyten senken, die Aktivitdt der NAT
negativ beeinflussen und die Melatoninsynthese hemmen. Acetylcholin wére iiber diese
Signalkaskade ein direkter Gegenspieler zum Noradrenalin. Diese Hypothese wurde
ausfiihrlich von MORIYAMA ef al. (2000) beschriecben und in einer Abbildung
zusammengefallt (siehe Einleitung, Seite 14).

Um die Hypothese zu iiberpriifen, wurden in dieser Studie in vitro-Experimente durchgefiihrt,
die zeigen sollten, ob Acetylcholin tatsdchlich in der Lage ist, Vesikelexozytosen und eine
damit verbundene Freisetzung der gespeicherten neuroaktiven Aminosduren zu induzieren.
Dieses Experiment fiihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen in den untersuchten Tierarten. In

Pinealzellkulturen des Gerbils zeigte Acetylcholin keine Wirkung auf die Freisetzung von
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neuroaktiven Aminosduren. Kultivierte Rattenpinealozyten hingegen reagierten auf

Acetylcholin-Gaben mit einer anndhernden Verdopplung der extrazelluldren Konzentrationen

von Glutamat, Aspartat und Glycin. Diese ermittelten Daten waren allerdings nicht statistisch

signifikant, da sie einer groflen Streuung unterworfen waren. Eine durch Acetylcholin
induzierte Freisetzung von Glutamat aus kultivierten Pinealozyten wurde auch von YAMADA
et al. (1998) gemessen. Anhand von pharmakologischen Untersuchungen demonstrierte die

genannte Arbeitsgruppe (YAMADA et al. 1998), dal} der nicotinische Acetylcholinrezeptor im

funktionellen Zusammenspiel mit dem L-Typ-Ca’-Kanal die Acetylcholin-induzierte

Freisetzung von Glutamat vermittelt. DaBl es sich hierbei um eine vesikelvermittelte

Freisetzung handelt, wurde durch Zugabe des Botulinum-Neurotoxins E zur Zellkultur

nachgewiesen. Die Behandlung der kultivierten Rattenpinealozyten mit dem Neurotoxin, das

nachweislich Vesikelexozytosen unterbindet, fithrte zu einer Hemmung der Acetylcholin-
induzierten Glutamatsekretion. AuBBerdem konnten sie zeigen, dal sowohl Acetylcholin als
auch der Rezeptoragonist Nicotin die NAT-Aktivitit und die Melatoninsynthese teilweise
hemmen konnen und daBl an diesem Prozel metabotrope Klasse II-Glutamatrezeptoren
beteiligt sind (YAMADA et al. 1998). Alle diese Ergebnisse bekréftigten die Hypothese von

MORIYAMA et al. (2000). Doch es stellt sich die Frage, wie relevant dieser

Regulationsmechanismus tatsdchlich fiir die Hemmung der Melatoninsynthese ist. Einige

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, da die Acetylcholin-induzierte

Freisetzung neuroaktiver Aminosduren nur eine untergeordnete Rolle in der Regulation der

Melatoninproduktion spielt:

1. Die Hypothese von MORIYAMA et al. (2000) scheint nicht auf alle Tierarten libertragbar
zu sein. Acetylcholin-induzierte Vesikelexozytosen konnten bisher nur an Pinealozyten
der Ratte nachgewiesen werden. In Pinealzellkulturen des Gerbils zeigte Acetylcholin
keine Wirkung auf die Freisetzung von Glutamat, Aspartat oder Glycin.

2. Eine wesentliche Grundlage fiir die Hypothese war die von YAMADA et al. (1998)
gemessene, um ein Vielfaches erhohte, extrazellulire Glutamatkonzentration durch
Stimulation mit Acetylcholin im Vergleich zu den Kontrollwerten. In der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch nur eine moderate Freisetzung von neuroaktiven Aminoséuren durch
Acetylcholin-Gaben induziert werden, die deutlich unter der durch KCl-stimulierten
Freisetzung lag. Die unterschiedlichen Befunde kommen dadurch zustande, daf3 in den
Untersuchungen von unterschiedlichen Kontrollwerten ausgegangen wurde. In der

vorliegenden Arbeit wurden sowohl die basalen Exozytosevorginge als auch die



V. Diskussion 111

Acetylcholin induzierten Exozytosen unter physiologischen Bedingungen bei 37°C und
im Ca""-haltigem Medium bestimmt. Die Wissenschaftler der japanischen Arbeitsgruppe
(YAMADA et al. 1998) hingegen ermittelten die Kontrollwerte unter unphysiologischen
Bedingungen bei 28°C und Ca' -freiem Medium, um spontan auftretende basale
Exozytosevorginge weitgehend auszuschlieBen. Die Stimulation mit Acetylcholin
dagegen erfolgte in Ca' -haltigem Medium. Durch diese Vorgehensweise kamen die
deutlichen Effekte von Acetylcholin zustande, die in der vorliegenden Arbeit nicht
bestdtigt werden konnten.

3. Noradrenalin erzielte in kultivierten Pinealozyten (Ratte) annéhernd die gleiche Wirkung
wie Acetylcholin und konnte ebenfalls in geringem Ausmall Aminosdurenfreisetzungen
induzieren. Uber die Mechanismen, die zu dieser noradrenergen Stimulation der
Vesikelexozytosen flihrten, kann man zur Zeit nur Vermutungen anstellen. Es wiére
denkbar, daB eine durch o-adrenerge Rezeptoren vermittelte Ca' -Erhohung in den
Pinealozyten (SCHOMERUS et al. 1995, MARIN et al. 1996) Vesikelexozytosen in geringem
Umfang auslésen kann.

Da Acetylcholin und Noradrenalin anscheinend die gleiche Wirkung auf
Vesikelexozytosen haben, erscheint es unwahrscheinlich, dafl sie in diesem Prozef als
Gegenspieler auftreten.

4. Zudem wurden auch die Mengen an nicht vesikuldr gespeicherten Aminosduren durch
Acetylcholin und Noradrenalin leicht erhoht. Dieser Befund deutet darauf hin, daf} die
Neurotransmitter nicht nur Vesikelexozytosen stimulieren, sondern auch iiber andere
Mechanismen eine Freisetzung von Aminosduren hervorrufen kdnnen.

Die hier gewonnenen Befunde zeigen, da3 Acetylcholin zwar in der Lage ist, eine Freisetzung

neuroaktiver Aminosduren zu induzieren, aber nur in geringem Umfang. Der

parasympathische Neurotransmitter scheint folglich nur eine untergeordnete Rolle in der

Regulation der Vesikelexozytosen zu spielen. Damit ist gleichzeitig die Hypothese

(MORIYAMA et al. 2000) in Frage gestellt, die besagt, dal der nicotinische

Acetylcholinrezeptor, der im funktionellen Zusammenspiel mit dem L-Typ-Ca -Kanal die

Acetylcholin-induzierte Freisetzung von Glutamat vermittelt soll, maBgeblich an der

Regulation der Melatoninsynthese beteiligt ist. Auch DRUFHOUT et al. (1996) konnten in

Mikrodialyse-Experimenten demonstrierten, dall der nicotinerge Rezeptoragonist Nicotin nur

eine geringe Wirkung hatte, wahrend die muskarinergen Rezeptoragonisten Carbachol und

Oxotremorin im Rattenpinealorgan zu einem deutlichen Reduktion der Melatoninfreisetzung
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wiahrend der Nachtperiode flihrten. Muskarinerge Rezeptoren wurden im Pinealorgan vor
allem auf prisynaptischen, sympathischen Nervenfasern lokalisiert. Dort hemmen sie die
Freisetzung von Noradrenalin und fiihren iiber diesen Signalweg zu einer verringerten NAT-
Aktivitidt und Melatoninsynthese (DRUUFHOUT et al. 1996).

Die parasympathische Innervation des Pinealorgans konnte also in der Tat an der Regulation
der Melatoninsynthese beteiligt sein und damit die Funktion des Pinealorgans beeinflussen.
Nach dem heutigen Wissensstand werden die cholinergen Effekte im Pinealorgan aber
vermutlich iiberwiegend von muskarinergen Rezeptoren vermittelt. Die Bedeutung der
nicotinergen Rezeptoren fiir die Funktion des Pinealorgans muf3 noch geklart werden.

Da Acetylcholin als Hauptregulator von Vesikelexozytosen in Pinealozyten unter diesen
Voraussetzungen in Frage gestellt werden kann, muBl in weiteren Untersuchungen nach
Substanzen gesucht werden, die einen Einflul auf die Exozytosevorgénge in Pinealozyten

haben konnten.

8. Einflufl von Neuropeptiden auf Vesikelexozytosen

Es mehren sich die Hinweise, da3 weitere Nervenfasern nichtsympathischen Ursprungs an der
funktionellen Kontrolle des Pinealorgans beteiligt sind. Ein moglicher Kandidat stellt die
peptiderge Innervation dar, die relativ hdufig im Pinealorgan zahlreicher Sdugetierarten
vorkommt und verschiedenartige Neuropeptide (z.B. NPY, PACAP, VIP, CGRP, Substance P
und Somatostatin) als Botenstoffe enthélt (SHIOTANI et al. 1986, PEVET 1994, SIMONNEAUX
1995, MOLLER et al. 1996). Einige dieser Neuropeptide scheinen die Melatoninsynthese
modulieren zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit stellte sich die Frage, ob die Modulation der Melatoninsynthese
moglicherweise iiber die vesikelvermittelte Freisetzung von Glutamat und anderen
neuroaktiven Aminosduren erfolgt. Um erste Hinweise zu erlangen, wurde in dieser Arbeit
eine Vorstudie an kultivierten Rattenpinealozyten durchgefiihrt. Dieses Experiment umfalite
zwel unabhdngige Versuche, in denen die dosisabhingige Wirkung der sechs genannten
Neuropeptide auf die vesikelvermittelte Freisetzung von Glutamat, Aspartat und Glycin
getestet wurde.

Die Ergebnisse dieser Vorstudie waren nicht immer eindeutig, aber in vielen Féllen konnten

Tendenzen ausgewiesen werden. Die Neuropeptide CGRP, Substanz P und Somatostatin
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zeigten z.B. keine oder keine eindeutige Wirkung. Fiir diese Neuropeptide sind bisher auch
keine Effekte im Pinealorgan bekannt (SIMONNEAUX et al. 1996).

Anders gestaltet sich die Situation bei NPY. Es ist das haufigste Neuropeptid im Pinealorgan
und man nimmt an, daB es aufgrund seiner Kolokalisation mit Noradrenalin in den
sympathischen Fasern eine wichtige Rolle in der Funktion des Pinealorgans spielt. Die
Wirkung von NPY wird auf prasynaptischer Seite (sympathische Nervenendigungen) durch
den Y2-Rezeptor vermittelt, der die K'-abhingige Freisetzung von Noradrenalin hemmt
(SIMONNEAUX et al. 1994). Auf postsynaptischer Seite (Pinealozyten) bewirkt NPY iiber Y1-
Rezeptoren eine Erhdhung des cAMP-Spiegels (SIMONNEAUX et al. 1994, MIKKELSEN et al.
1999). AuBerdem kann NPY auch den intrazelluliren Ca''-Spiegel von Pinealozyten in
Abhingigkeit zur extrazelluliren Ca’™ -Konzentrationen steigern (SIMONNEAUX et al. 1999).
Doch diese Anderungen des Ca''-Spiegels scheinen nicht in der Lage zu sein,
Vesikelexozytosen zu induzieren, NPY hat keinen EinfluB auf Vesikelexozytosen im
Pinealorgan der Ratte.

PACAP-38 und VIP bewirkten iiberraschend eine Erhdhung der extrazelluldren
Konzentrationen an Glutamat, Aspartat und Glycin. Die Mengen an nicht vesikuldr
gespeicherten Aminosduren im Zelliiberstand blieben hingegen unverdndert, so daB man
davon ausgehen kann, daBl diese pinealen Neuropeptide sehr wahrscheinlich
Vesikelexozytosen auslosen konnen. Diese ersten Befunde wurden jedoch in einer
nichtreprésentativen Vorstudie gewonnen und konnten aufgrund der geringen Zahl an
unabhingigen Versuchen nicht statistisch ausgewertet werden. Deshalb miissen sich jetzt
umfangreichen Untersuchungen anschlieBen, mit denen die hier beschriebenen Ergebnisse
iiberpriift werden konnen.

Eine durch die Neuropeptide PACAP und VIP induzierte Freisetzung von Neurotransmittern
bzw. Hormonen konnte auch in anderen endokrinen Geweben sowie im Nervensystem
beobachtet werden. So stimuliert PACAP z.B. im endokrinen Pankreas die Sekretion von
Insulin und Glukagon (FILIPSSON et al. 1997, YADA et al. 1997) und im Nebennierenmark die
Freisetzung von Katecholaminen (GENG et al. 1997). VIP induziert ebenfalls zahlreiche
Sekretionsprozesse; dazu zéhlen die Androgenfreisetzung aus adrenergen, chromaffinen
Zellen (BORNSTEIN et al. 1993), die Sekretion des Parathyroidhormons (JOBORN et al. 1991),
die Sekretion von Cortisol und Aldosterol aus der Nebennierenrinde (EHRHART-BORNSTEIN ef
al. 1991) sowie die Freisetzung von Prolactin, Wachstumshormon, ACTH und Vasopressin

im Hypothalamus und in der Hypophyse (LAM 1991). Die Wirkung der Neuropeptide wird in
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den genannten Geweben durch zwei Arten von Rezeptoren vermittelt: Typ I-Rezeptoren

haben eine hohe Affinitét fiir PACAP und eine geringe Affinitit fiir VIP, Typ-II-Rezeptoren

zeigen gleiche Affinitéten fiir beide Neuropeptide (GONZALEZ et al. 1997).

Der durch PACAP induzierte Signalweg ist ebenfalls in den letzten Jahren gut untersucht

worden. Danach aktiviert PACAP eine G-Protein-gesteuerte Adenylatzyklase, die {iber den

second messenger cAMP Proteinkinasen (PKA und/oder PKC) stimuliert. Die Proteinkinasen
ihrerseits sind wiederum in der Lage, den Einstrom von Ca' -Ionen durch Phosphorylierung
von L-Typ-Ca++-Kanéilen zu erhohen (GENG et al. 1997, SHIODA et al. 1997, TANAKA et al.

1997, YADA et al. 1997). VIP scheint seine Wirkung gleichermallen iiber den second

messenger cCAMP zu vermitteln (GKONAS et al. 1996, JOBORN ef al. 1991).

Ahnliche Signaltransduktionskaskaden kénnten auch im Pinealorgan durch VIP und PACAP

in Gang gesetzt werden. Erste Hinweise darauf wurden bereits in der Literatur beschrieben:

e VIP und PACAP kommen in moderaten Mengen im Pinealorgan vor. Fiir PACAP-38
z.B., das den iiberwiegenden Teil des PACAP-Gehalts im Pinealorgan ausmacht, wurden
Konzentrationen von ca. 20 pmol/g Gewebe gemessen (M@LLER et al. 1999).

e Die drei bekannten VIP/PACAP-Rezeptoren werden im Pinealorgan exprimiert. Der
VIP1/PACAP-Rezeptor, der zum Typ II-Rezeptortyp gezéhlt wird und gleiche Affinitéten
fiir VIP und PACAP aufweist, stellt den hiufigsten Rezeptortypus im Pinealorgan dar
(CHRISTOPHE 1993, SIMONNEAUX et al. 1998).

e PACAP und VIP stimulieren die Melatoninsynthese (SIMONNEAUX et al. 1990, MG@LLER
und MIKKELSEN 1992, SIMONNEAUX et al. 1993, M@LLER 1994). An diesem Prozef
scheinen cAMP, Proteinkinase C und der L-Typ-Ca' -Kanal beteiligt zu sein (CHIK und
Ho 1995).

In weiterfiihrenden Untersuchungen muf3 geklart werden, ob die genannten VIP/PACAP-

Rezeptoren und Signaltransduktionsketten an der Induktion von Vesikelexozytosen in

Pinealozyten beteiligt sind oder ob andere, bisher unbekannte Mechanismen die Neuropeptid-

induzierten Exozytosevorgéinge steuern.

In dem hier beschriebenen Experiment konnte erstmals gezeigt werden, dal VIP und PACAP

die Freisetzung von neuroaktiven Aminosduren stimulieren. Seit langem ist bekannt, daf3

diese Aminosduren, insbesondere Glutamat, eine inhibitorische Wirkung auf die

Melatoninsynthese haben. Allerdings ist ebenfalls bekannt, da3 VIP und PACAP die

Melatoninsynthese stimulieren. Diese Diskrepanz in der Wirkung der Neuropeptide kann zur

Zeit noch nicht erklart werden und bedarf ebenfalls weiterer Untersuchungen.
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Zusammenfassend kann man feststellen, daB an der komplexen Feinregulierung der
Melatoninsynthese nicht nur die sympathische Innervation des Pinealorgans eine Rolle spielt,

sondern zusitzlich auch bestimmte Neuropeptide beteiligt sein konnen.

9. Ausblick

Die Hauptaufgabe des Pinealorgans ist die tagesperiodische Synthese und Sekretion von
Melatonin, um zeitabhédngige physiologische Prozesse im Korper zu synchronisieren.
Noradrenalin stellt bei diesem biochemischen Vorgang den wichtigsten Regulator dar, der in
Abhingigkeit vom Licht die Melatoninsynthese aktiviert. Seit langem wird postuliert, da3 es
auch negative Regulatoren geben muf3. In den letzten Jahren hat man zunehmend Hinweise
gewonnen, die vermuten lassen, daf die synaptoiden Mikrovesikel in den Pinealozyten durch
Freisetzung von Botenstoffen an der Regulation der Melatoninsynthese beteiligt sein konnten.
In der vorliegenden Arbeit konnte durch den immunhistochemischen Nachweis von drei
wichtigen regulatorischen Proteinen des neuronalen synaptischen Exozytoseprozesses (Munc
18, CSP und SV2A) gezeigt werden, dafl die synaptoiden Mikrovesikel der Pinealozyten
zweier Rodentiaarten (Gerbil und Ratte) die molekularen Voraussetzungen besitzen, um
regulierte Exo-/Endozytosezyklen durchlaufen zu kénnen. Die fiir die Exozytosevorginge
notwendigen Proteine werden schon friihzeitig in der Ontogenese exprimiert. Zum Zeitpunkt
der erstmaligen rhythmischen Hormonsynthese im Pinealorgan sind die sekretorischen
Vesikel vollstindig ausgebildet und vermutlich zur Freisetzung von Botenstoffen fahig.
Anhand eines durchgefiihrten, auf spezifischen Antikérpern basierenden Assays konnten die
Exozytosen der synaptoiden Vesikel in dieser Arbeit erstmals mikroskopisch direkt dargestellt
werden. Die Regulation der vesikuldren Aminosédurenfreisetzung ist bisher noch nicht geklért,
aber es gibt erste Hinweise, dal die Neuropeptide VIP und PACAP daran beteiligt sind.
Weiterhin wurde demonstriert, dal die neuroaktiven Aminosduren Glutamat, Aspartat und
Glycin aus Pinealozyten nach Depolarisation freigesetzt werden. Glutamat gilt seit langerem
als ein effektiver, negativer Regulator der Melatoninsynthese. Durch den Nachweis von
metabotropen Glutamatrezeptoren und —transportern konnte in dieser Arbeit ein Beitrag zum
Verstindnis des glutamatergen Signaltransduktionsweges im Pinealorgan geleistet werden.

Zur vollstindigen Aufkldrung der funktionellen Bedeutung synaptoider Vesikel fiir die



V. Diskussion 116

Regulationsprozesse der Melatoninsynthese miissen aber noch zahlreiche Fragen beantwortet

werden.

1. Welche der im Pinealorgan vorkommenden Substanzen sind zusétzlich zu den
Neuropeptiden VIP und PACAP in der Lage, Vesikelexozytosen auszuldsen?

2. Sind die freigesetzten neuroaktiven Aminosduren Glutamat, Aspartat oder Glycin auch in
anderen Tierarten als der Ratte an der Regulation der Melatoninsynthese beteiligt?

3. Uber welche Signaltransduktionswege kénnen die neuroaktiven Aminosiuren Einfluf auf
die Melatoninsynthese nehmen? Welche Rezeptorsubtypen sind beteiligt?

4. In welchem Ausma@ sind interstitielle Zellen an den Signalwegen beteiligt?

Diese Fragestellungen sollten in nachfolgenden Untersuchungen geklart werden, da sie zum

Verstindnis der komplexen Regulationsmechanismen im Pinealorgan nétig sind.
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VI. Zusammenfassung

Viele endokrine Zellen, so auch die hormonbildenden Zellen des Pinealorgans, enthalten
kleine elektronenhelle Vesikel. Diese zeigen hinsichtlich ihrer Morphologie und ihres
molekularen Aufbaus Ahnlichkeiten mit den synaptischen Vesikeln in Nervenzellen.
Untersuchungen der vergangenen Jahre fiihrten zu der Hypothese, daf diese ,,synaptoiden*
Mikrovesikel eine neue Klasse sekretorischer Organellen in endokrinen Zellen darstellen. Fiir
das Pinealorgan konnte das bedeuten, dall diese Mikrovesikel moglicherweise neuroaktive
Aminosduren wie z.B. Glutamat als Botensubstanzen speichern und sezernieren und dadurch
Einfluf} auf die Melatoninsynthese nehmen.

Diese Hypothese konnte in der vorliegenden Arbeit dadurch untermauert werden, daf3 in
Pinealozyten weitere, bisher in diesen Zellen nicht nachgewiesene Proteine lokalisiert
wurden, die in Nervenzellen an der Zielsteuerung und Kontrolle der Exozytose synaptischer
Vesikel beteiligt sind (Munc 18-1, CSP und SV2A). AuBlerdem bekriftigen die Befunde zur
Expression und zelluldren Lokalisation verschiedener Glutamatrezeptoren (mGluR2/3 und
mGIuR5) und —transmitter (GLT-1, GLAST und EAACI1) im Pinealorgan sowie die
Ergebnisse zur Ontogenese der Mikrovesikel und ihrer regulatorischen Proteine nachdriicklich
das Konzept einer sekretorischen Funktion der endokrinen Mikrovesikel und einer parakrinen
Wirkung ihrer mutmaBlichen Transmitter.

Weiterhin wurden in Pinealzellkulturen Vesikelexozytosen durch depolarisierende Stimuli
ausgelost und anschlieBend die Art und Menge der freigesetzen Transmitter bestimmt. Daraus
ergab sich, da3 neben den bekannten ecxitatorischen Aminosdure-Transmittern Glutamat und
Aspartat offenbar auch der inhibitorisch wirksame Transmitter Glycin aus synaptoiden
Mikrovesikeln freigesetzt wird.

Im Zusammenhang mit bisher ungeklarten Fragen zur Regulation der Mikrovesikelexozytose
in Pinealozyten wurden weitere in vitro-Experimente durchgefiihrt. In diesen Experimenten
wurde der EinfluB verschiedener, im Pinealorgan vorkommender Neurotransmitter und —
peptide auf die Freisetzung neuroaktiver Aminosduren aus den synaptoiden Vesikeln
untersucht. Die aktuelle Hypothese, dal Acetylcholin im Pinealorgan als direkter
Gegenspieler zu Noradrenalin wirkt, in dem es die Glutamatfreisetzung induziert, konnte
durch die hier gewonnenen Ergebnisse nur bedingt bestétigt werden. Allerdings gibt es erste
Hinweise, dal die Neuropeptide VIP und PACAP einen modulatorischen Einflufl auf

Vesikelexozytosen ausiiben.
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SchlieBlich konnten in dieser Arbeit mit Hilfe eines speziellen Antikorper-Assays erstmals
Vesikelexozytosen auf Einzelzellebene direkt mikroskopisch in Pinealozyten nachgewiesen

werden.
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