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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Biologische Rhythmik

Geophysikalische Parameter, wie die Rotation der Erde um die eigene Achse und in

einem geneigten Winkel um die Sonne, bestimmen das gesamte Leben auf der Erde.

Infolge dessen unterliegt das auf die Erde eintreffende Sonnenlicht einer räumlichen

und zeitlichen Dynamik. Hieraus resultierende, periodisch wiederkehrende und somit

voraussagbare Zeitstrukturen sind beispielsweise der Tag-Nacht-Zyklus (24 Stun-

den) und der Jahreszyklus (365,25 Tage). Die zeitlich geordnete, repetitive Abfolge

von Licht und Dunkelheit erzeugt einen Rhythmus, dem alle Organismen unterworfen

sind. Lebewesen, die sich regelmäßigen Veränderungen ihrer Umwelt anpassen

oder diese sogar antizipieren können, besitzen einen Selektionsvorteil. Sämtliche

Körperfunktionen und das Verhalten müssen demnach ständig mit der aktuellen

Phasen- und Periodenlänge von Licht und Dunkelheit synchronisiert werden. Zur An-

passung an die täglich und saisonal wechselnden Lichtverhältnisse bedarf es einer

Inneren Uhr. Diese Innere Uhr muss drei Grundbedingungen erfüllen: 1. Ein zentraler

Oszillator generiert einen endogenen Rhythmus. 2. Die Periodenlänge dieses endo-

genen Rhythmus wird über die Rezeption von Lichtreizen mit der aktuellen Photope-

riode synchronisiert. 3. Der endogene Oszillator vermittelt seinen Rhythmus dem ge-

samten Organismus, so dass zahlreiche Körperfunktionen diesem unterstellt werden.

Dadurch ist ein Organismus in der Lage, die Länge der Hell- und Dunkelphasen zu

erfassen und diese Umgebungsreize für die Synchronisation des endogenen Rhyth-

mus bzw. der Inneren Uhr mit der aktuellen Photoperiode zu nutzen.

Die Periodenlänge dieser endogenen, biologischen Rhythmen kann dabei ei-

nen Zeitraum von Millisekunden bis Jahren umfassen. Ein unter dem Einfluss von

periodisch wiederkehrenden externen Reizen (sog. Zeitgebern) generierter endoge-

ner Rhythmus wird als diurnal bezeichnet und in der Einheit ZT (Zeitgeber time) an-

gegeben. Zur Generierung und Aufrechterhaltung eines endogenen Rhythmus bedarf

es jedoch nicht unbedingt eines Zeitgebers. So wird, unabhängig von externen Rei-

zen, ein der Tagesdauer von 24 Stunden ungefähr entsprechender endogener

Rhythmus generiert. In diesen Fällen, in denen sich ein Organismus im Freilauf, d. h.

ohne den Einfluss von Zeitgebern befindet, spricht man von einem zirkadianen (zirka



Einleitung 2

= ungefähr; dies = der Tag) Rhythmus. Dieser wird mit der Einheit CT (circadian ti-

me) bezeichnet.

Die zeitlich geordnete Ausrichtung sämtlicher Lebensprozesse, sowohl auf der

Ebene von biochemischen und physiologischen Prozessen als auch auf der Ebene

des gesamten Verhaltens eines Organismus, stellt eine Grundvoraussetzung für sein

Überleben dar und ist somit unabdingbar. Durch die Innere Uhr wird die Generierung

eines endogenen, zirkadianen Rhythmus und dessen Synchronisation mit der Um-

welt gewährleistet. Bei Wirbeltieren (Vertebraten) werden diese Aufgaben durch ei-

nen spezifischen neuronalen Schaltkreis im Gehirn, das sogenannte photoneuroen-

dokrine System, erfüllt.

1.2 Das photoneuroendokrine System (PNS) der Vertebraten und sein Hormon Me-

latonin

Im Jahre 1964 definierte Ernst Scharrer erstmalig ein Konzept für das photoneuroen-

dokrine System (PNS). Demnach dienen photoneuroendokrine Systeme der Wahr-

nehmung und Umwandlung von Lichtinformationen in eine neuroendokrine Antwort

(Scharrer 1964). Nach dem heute gängigen Konzept (zur Übersicht, siehe Korf et al.

1998) besteht das PNS aus drei Schlüsselkomponenten: 1. Photorezeptiven Zellen,

die Lichtpulse aus der Umwelt wahrnehmen und weiterleiten, 2. Oszillatoren, die ei-

nen endogenen Rhythmus generieren und 3. neuroendokrinen Effektoren, die Si-

gnale von Photorezeptoren und Oszillatoren aufnehmen und diese in eine neurohor-

monelle Antwort umsetzen (siehe Abb. 1.1).

Abb. 1.1: Die drei Schlüssel-
komponenten des Photoneuro-
endokrinen Systems (PNS) der
Vertebraten (verändert nach
Korf 1994). (1) Photorezeptor-
zellen, die bei Säugetieren in
der Retina des Auges, bei
Anamnia und einigen Sauropsi-
da hingegen im Pinealorgan
lokalisiert sind. (2) Endogener
Oszillator, der bei Säugetieren
im Nucleus suprachiasmaticus
(SCN), bei Anamnia hingegen
im Pinealorgan lokalisiert ist. (3)
Neuroendokrine Effektoren, z.
B. die Pinealozyten des Pi-
nealorgans.
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Diese drei Schlüsselkomponenten des PNS sind bei den Säugetieren auf unter-

schiedliche Areale des Gehirns verteilt: Die Photorezeptoren befinden sich in der Re-

tina, der Oszillator im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypothalamus und der

neuroendokrine Effektor im Pinealorgan (siehe Abb. 1.2).

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Photoneuroendokrinen Systems der Ratte im mediosagittalen
Schnitt (verändert nach Korf 1996). Die Retina (RET) empfängt Informationen zur aktuellen Photope-
riode und leitet diese über den Retinohypothalamischen Trakt (RHT), einem gesonderten Anteil des
Nervus opticus, zum endogenen Oszillator im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) weiter. Von dort er-
folgt u. a. die efferente Projektion zum Nucleus paraventricularis (PVN). Zwischen PVN und Ganglion
cervicale superius (GCS) verläuft über die Columna intermediolateralis (CIM) eine bisynaptische Ver-
bindung. Vom GCS ziehen schließlich sympathisch-postganglionäre Nervenfasern zum Pinealorgan
(PIN), das nach Ausschüttung des Neurotransmitters Noradrenalin (NA) Melatonin produziert. Melato-
nin hemmt die neuronale Aktivität des SCN und bildet somit eine Rückkopplungsschleife im PNS aus.

1.2.1 Zirkadiane Photorezeption

Von der Retina des Auges werden Lichtreize der aktuellen Photoperiode wahrge-

nommen und in neuronale Signale umgewandelt. Bei der Umwandlung sind offenbar

nicht nur die retinalen Stäbchen- und Zapfenzellen beteiligt. Vermutlich stellt eine

Subpopulation retinaler Ganglienzellen, welche das Photopigment Melanopsin ex-

primieren, eine zusätzliche Gruppe von Lichtsinneszellen in der Retina dar. Diese

üben wahrscheinlich die Funktion als spezifische zirkadiane Photortezeptorzellen aus

(Berson et al. 2002; Hattar et al. 2002). Die Axone der retinalen Ganglienzellen proji-

zieren direkt in die retino-rezipiente Formation des Nucleus suprachiasmaticus

(SCN), welcher sich im Hypothalamus befindet und den endogenen Oszillator des

PNS beinhaltet (siehe 1.2.2). Die zwischen der Retina des Auges und dem SCN

verlaufende direkte neuronale Verbindung wird als retinohypothalamischer Trakt
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(RHT) bezeichnet (zur Übersicht, siehe Hannibal 2002). Diese monosynaptische,

retinofugale neuronale Afferenz zum SCN ist notwendig, um die innere Uhr mit der

aktuellen Photoperiode zu synchronisieren (Johnson et al. 1988). Die Axontermina-

len der retinalen Ganglienzellen enthalten die Neurotransmitter PACAP (Pituitary

adenylate cyclase-activating polypeptide) und Glutamat (Gooley et al. 2001; Proven-

cio et al 2000; Hannibal et al. 2000). Diese beiden Neurotransmitter spielen bei der

Codierung von Lichtinformation aus der Retina in chemische neuronale Aktivität im

SCN eine wichtige Rolle (zur Übersicht, siehe Ebling 1996). So scheint die Freiset-

zung von Glutamat im SCN das Signal für „Licht“ zu vermitteln, während PACAP die

glutamaterge Signalkaskade moduliert (Kopp et al. 1999, 2001; Hannibal et al. 2002).

Darüber hinaus kann durch zirkadiane Unterschiede in der Empfindlichkeit und im

Antwortverhalten der SCN Neurone gegenüber den beiden Neurotransmittern die

Wirkung von PACAP und Glutamat auf die betroffenen SCN Neurone reguliert wer-

den.

1.2.2 Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN)

Direkt dorsal zum Chiasma opticum und lateral zum 3. Ventrikel befindet sich im Hy-

pothalamus ein paariges Kerngebiet, welches als Nucleus suprachiasmaticus (SCN)

bezeichnet wird (Gurdjian 1927). Dieses Kerngebiet wurde als Sitz des übergeord-

neten zirkadianen Schrittmachers identifiziert. So konnte durch Läsionen im SCN ein

Verlust zirkadianer Rhythmen erzielt werden (Moore und Eichler 1972; Stephan und

Zucker 1972; Raisman und Braun-Grant 1977; Ibuka et al. 1977; van den Pol und

Powley 1979). Die Oszillation des SCN und die dort stattfindende Generierung zirka-

dianer Rhythmen wurde sowohl in vivo als auch in vitro dargestellt (Schwartz und

Gainer 1977; Schwartz et al. 1980; Inouye und Kawamura 1979, 1982; Groos und

Hendriks 1982; Green und Gilette 1982; Shibata et al. 1982). Durch Transplantation

von SCN-Gewebe aus Spendertieren in Tiere, die in Folge der Entfernung des SCN

arrhythmisch waren, konnte deren zirkadiane Rhythmik wiederhergestellt werden,

wobei die Periodenlänge jener des Spendertieres entsprach (Drucker-Colin et al.

1984; Sawaki et al. 1984; Lehmann et al. 1987; DeCoursey und Buggy 1989; Ralph

et al. 1990). Die Rhythmogenese findet im endogenen Oszillator auf der Ebene ein-

zelner SCN Neurone statt. Dabei übernehmen sogenannte Uhrengene eine ent-

scheidende Funktion. Uhrengene stellen Transkriptionsfaktoren dar und sind an der

Ausbildung negativer und positiver, miteinander verzahnter Rückkopplungsschleifen
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auf transkriptionaler und translationaler Ebene beteiligt (zur Übersicht, siehe Reppert

und Weaver 2002). Jedes der ungefähr 20.000 SCN Neurone ist mit einem Besatz

an Uhrengenen ausgestattet. Aufgrund der lokal unterschiedlichen Ausstattung der

SCN-Neurone mit Neuropeptiden sowie der unterschiedlichen neuronalen Verschal-

tung bestimmter SCN-Areale lässt sich der SCN jedoch in zwei topographische Un-

tereinheiten gliedern. 1. Eine ventro-laterale Formation, die auch als core des SCN

bezeichnet wird und 2. ein dorso-mediales, als shell bezeichnetes Areal. Die ventro-

laterale Formation zeichnet sich u. a. durch Vasoaktives Intestinales Polypeptid

(VIP)- sowie gastrin releasing peptide (GRP) positive Neurone aus (Card et el. 1981;

Tanaka et al. 1993). Sie ist Zielgebiet direkter retinaler Afferenzen. Diese retinalen

Afferenzen werden über den Retinohypothalamischen Trakt (RHT, siehe auch 1.2.1)

direkt zum retino-rezipienten Anteil des SCN geleitet (Moore und Lenn 1972). Der

dorso-mediale Anteil dagegen besitzt Arginin-Vasopressin (AVP)- und Somatostatin

(SOM) positive Neurone (Moore et al. 1984; van den Pol und Tsujimoto 1985; Romijn

et al. 1987; Biemans et al. 2002). Dieses dorso-mediale Areal erhält Afferenzen aus

limbischen und hypothalamischen Kerngebieten sowie aus dem Hirnstamm (Moga

und Moore 1997; Moore 1996). Efferente Projektionen ziehen vom dorso-medialen

SCN vorwiegend in hypothalamische und thalamische Zentren (zur Übersicht, siehe

Kalsbeek und Buijs 2002). So werden beispielsweise die vom SCN verarbeiteten Si-

gnale über einen multisynaptischen Weg an das Pinealorgan übermittelt, welches

innerhalb des PNS als ein neuroendokrines Effektororgan fungiert.

1.2.3 Das Pinealorgan als neuroendokriner Effektor

Das Pinealorgan (Corpus pineale, Zirbeldrüse, Epiphysis cerebri) stellt im PNS die

dritte Schlüsselkomponente dar. Die massive Umwandlung des PNS im Verlauf der

Evolution zog innerhalb der Vertebraten bedeutende funktionelle und strukturelle

Veränderungen des Pinealorgans und der Pinealozyten sowie ihrer neuronalen Ver-

schaltungen nach sich (zur Übersicht, siehe Korf und Oksche 1986; Korf 1994; Korf

2000). Demnach werden aufgrund struktureller Kriterien drei Haupttypen von Pinea-

lozyten unterschieden: 1. Die bei Anamnia (z. B. Hecht, Neunauge) vorzufindenden

klassischen pinealen Photorezeptoren. 2. Die modifizierten pinealen Photorezeptoren

der Sauropsida (z. B. Haussperling, Huhn) und 3. die Pinealozyten sensu stricto der

Säugetiere (siehe Abb. 1.3). Beide erstgenannten Formen besitzen noch eine direkte
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Lichtempfindlichkeit und können den endogenen Oszillator beinhalten. Dagegen hat

der Pinealozyt der Säugetiere die direkte Lichtempfindlichkeit verloren.

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der drei unterschiedlichen Typen von Pinealozyten (verändert
nach Korf 1998). A: Licht-wahrnehmende, sich durch ein gut ausgebildetes Außensegment auszeich-
nende echte pineale Photorezeptorzelle. Neben der Steuerung der Melatoninsynthese beinflusst hier
die aktuelle Photoperiode auch die neuronale Aktivität des Pinealozyten, welche über nachgeschaltete
Neurone weitergeleitet wird. B: Licht-wahrnehmende und melatoninsynthetisierende, modifizierte pi-
neale Photorezeptorzelle. Diese weist ein deutlich reduziertes Außensegment auf. C: Melatoninsyn-
thetisierender Pinealozyt in Säugetieren vom Typ sensu stricto. Dieser besitzt ein rudimentäres Au-
ßensegment und hat die Fähigkeit zur direkten Wahrnehmung von Licht verloren. Der kurze basale
Fortsatz des Pinealozyten endet in unmittelbarer Nähe zu Blutkapillaren (AS: Außensegment; bF:
basaler Fortsatz; Bk: Blutkapillare; N: Neuron).

Die Innere Uhr im Pinealorgan ist phylogenetisch älter als die im SCN. Bei Anamnia

sowie einigen Vögeln und Reptilien „tickt“ sie noch selbständig und steuert dort u. a.

die zirkadiane Melatoninproduktion. Bei Säugetieren hingegen werden die ta-

gesrhythmische Melatoninproduktion im Pinealorgan sowie alle anderen zirkadianen

Rhythmen vom SCN im Hypothalamus gesteuert.

Das Pinealorgan produziert und sezerniert das Indolamin Melatonin rhyth-

misch als Antwort auf photoperiodische und vom endogenen, zirkadianen Oszillator

stammende Signale. Dabei wird Melatonin ausschließlich in der Nacht produziert und

sezerniert und zwar unabhängig davon, ob der entsprechende Organismus tag- (di-

urnal) oder nachtaktiv (nokturnal) ist. Die tägliche Schwankung des Melatoningehalts

ist somit bei allen Wirbeltieren ein stark konserviertes Phänomen. Ein weiteres all-

gemeingültiges Prinzip der Melatoninfreisetzung ist die Tatsache, dass die nächtliche

A B C

AS

bF

Bk
N

AS

Bk

bF bF
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Synthese und Sekretion von Melatonin durch Licht akut gehemmt wird. In Folge des-

sen ist Melatonin als ein Botenstoff für Dunkelheit und zugleich als ein „Zeithormon“

(timing hormome) anzusehen (Korf et al. 1998). Bei Säugetieren wird die Lichtinfor-

mation von der Retina wahrgenommen und über einen multisynaptischen Signalweg

an das Pinealorgan vermittelt (siehe Abb. 1.2). Die vom zentralen Oszillator im SCN

gesteuerte Freisetzung von Noradrenalin (NA) aus sympathischen postganglionären

Nervenfasern des Ganglion cervicale superius stellt den entscheidenden Reiz zur

nächtlichen Ankurbelung der Melatoninbiosynthese dar (zur Übersicht, siehe Klein

1985). Auch in vitro kann durch eine noradrenerge Stimulation die Synthese von

Melatonin in isolierten Pinealozyten hervorgerufen werden (Axelrod 1974). Nach bis-

herigen Erkenntnissen wird das lipophile Melatonin nicht in den Pinealozyten gespei-

chert, sondern unmittelbar nach der Synthese in die Blutbahn bzw. in die Cere-

brospinalflüssigkeit abgegeben (Korf et al. 1998). Die Sekretion von Melatonin wird

somit über die eigene Syntheserate bestimmt. Der Abbau von Melatonin erfolgt nach

Aufnahme in die Leber durch 6-Hydroxylierung und weitere enzymatische Modifika-

tionen (Kopin et al. 1961; Iguchi et al. 1982; Arendt 1995). Da das Potenzial zum

Melatoninabbau in der Leber konstant hoch bleibt, wird die Konzentration von Mela-

tonin im Blutkreislauf ausschließlich über die Neusynthese im Pinealorgan gesteuert.

Akute Veränderungen in der Melatoninbiosynthese- und sekretion wirken sich somit

rapide auf die Melatoninkonzentration im Blutkreislauf aus. Autoradiographische Un-

tersuchungen in Säugetieren wiesen weit mehr als 100 unterschiedliche Zielareale

für Melatonin sowohl im ZNS als auch in peripheren Geweben nach (zur Übersicht,

siehe Morgan et al. 1994). Hervorzuheben sind hier die Pars tuberalis in der Ade-

nohypophyse sowie der SCN im Hypothalamus. Beide Areale weisen eine außeror-

dentlich hohe Dichte an hochaffinen Melatoninbindungsstellen, den Melatoninrezep-

toren, auf (Reppert et al. 1994, 1995, 1996; Morgan et al. 1990, 1994). Zahlreiche

Körperfunktionen unterliegen einer zirkadianen Rhythmik, die vom endogenen Os-

zillator im SCN gesteuert wird. Viele der möglichen Zielareale erhalten jedoch keine

neuronalen Projektionen vom SCN. Offenbar kann durch die vom SCN kontrollierte,

zeitlich begrenzte Freisetzung von Melatonin die Steuerung diurnaler und jahreszeit-

licher Rhythmen in sämtlichen Melatoninrezeptor-exprimierenden Geweben gewähr-

leistet werden. Das Hormon Melatonin ist daher als ein humorales Signalmolekül in

der Funktion eines endogenen Zeitgebers anzusehen.
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1.3 Steuerung der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der Säugetiere

Im Jahre 1958 wurde Melatonin erstmalig aus dem Pinealorgan des Rindes isoliert

(Lerner et al. 1958). In den folgenden Jahren konnten die an der Biosynthese betei-

ligten enzymatischen Schritte rasch aufgeklärt werden. Ausgehend von der Ami-

nosäure Tryptophan, welche aus der Blutbahn in das Pinealorgan aufgenommen

wird (Wurtman und Anton–Tay 1969), umfasst die Melatoninbiosynthese vier enzy-

matische Reaktionen. Durch die Tryptophanhydroxylase wird Tryptophan in 5-

Hydroxy-tryptophan umgewandelt (Lovenberg et al. 1967). Die aromatische L-

Aminosäure-decarboxylase katalysiert die Umwandlung von 5-Hydroxytryptophan zu

Serotonin (5-Hydroxytryptamin) (Snyder et al. 1965). Das vorletzte Enzym der Mela-

toninbiosynthese, die Arylalkyamin N-acetyltransferase (AANAT), stellt das ge-

schwindigkeitsbestimmende Enzym dieses Syntheseweges dar (siehe Abb. 1.4).

Abb. 1.4: Links sind die einzelnen Syntheseschritte der Melatoninbiosynthese, ausgehend von Sero-
tonin, dargestellt. Rechts sind die diurnalen Schwankungen der Enzymaktivitäten von AANAT und
HIOMT sowie der Substratkonzentrationen von Serotonin und N-Acetylserotonin, im Pinealorgan der
Ratte aufgezeigt (modifiziert nach Klein 1985).

Hier greifen sämtliche regulatorische Mechanismen in den Syntheseweg ein, welche

die Aktivität und Proteinmenge der AANAT und somit auch die gesamte Melatonin-

biosynthese kontrollieren (s. u.). Daher ist die AANAT das Schlüsselenzym für die

Synthese von Melatonin und stellt sozusagen das molekulare Interface der Melato-

ninbiosynthese dar. Das den letzten Schritt der Melatoninbiosynthese katalysierende
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Enzym, die Hydroxyindol-O-methyltransferase (HIOMT), weist dagegen relativ kleine

oder gar keine Schwankungen in der Proteinmenge sowie in der Enzymaktivität im

Tagesverlauf auf (Wurtman et al. 1963; Klein und Lines 1969; Wartman et al. 1969;

Klein 1974; Sugden und Klein 1983; Namboodiri et al. 1985; Ribelayga et al. 2000).

Die zu Beginn der Nacht in großen Mengen einsetzende Freisetzung von NA

aus sympathischen Nervenendigungen in das Pinealorgan ist für die Steuerung der

Melatoninbiosynthese von entscheidender Bedeutung. Dabei bewirkt NA über �1-

und ��adrenerge Rezeptoren die Stimulation der AANAT (Klein et al. 1985). Die Ak-

tivierung ��adrenerger Rezeptoren ruft eine cAMP vermittelte Aktivierung der Protein

Kinase A (PKA) hervor, deren katalytische Untereinheiten daraufhin in den Zellkern

translozieren und dort den aktivierenden Transkriptionsfaktor cAMP-response-

element-binding protein (CREB) am Serin 133 phosphorylieren. Phosphoryliertes

(p)CREB bindet an das CRE im Promotor des Aanat Gens und bewirkt dadurch die

transkriptionale Aktivierung der AANAT, die eine Grundvoraussetzung für die nächtli-

che Aktivierung der AANAT im Pinealorgan der Nagetiere ist (Borjigin et al. 1995;

Coon et al. 1995; Roseboom et al. 1996; Maronde et al. 1999a, 1999b, 2000). So

kommt es nach NA Stimulation zu einem mehr als 150fachen Anstieg des Aanat

Transkripts (Borjigin et al. 1995; Roseboom et al. 1996). Des weiteren befindet sich

im Promoter des Aanat Gens ein funktionsfähiges, modifiziertes cAMP responsive

element (CRE; Baler et al 1997) und die pCREB kontrollierte Transkription des Aanat

Gens korreliert mit einem starken Anstieg des AANAT Proteingehalts sowie der

AANAT Aktivität.

Die molekularen Grundlagen für die Abschaltung der Melatoninbiosynthese in

der zweiten Hälfte der Nacht sind weniger gut erforscht. Zahlreiche experimentelle

Daten weisen auf eine Beteiligung des inhibierenden Transkriptionsfaktors „inducible

cAMP early repressor“ (ICER) hin (Stehle et al. 1993; Foulkes et al 1996; Maronde et

al. 1999a; von Gall et al. 2000). Zunächst lässt sich ein Anstieg des ICER Proteinge-

halts in der zweiten Hälfte der Nacht in vivo sowie nach Stimulation mit NA für meh-

rere Stunden in vitro beobachten (Pfeffer et al. 1999). Gezeigt werden konnte ferner,

dass ICER an das CRE im Promoter des Aanat Gens bindet (Maronde et al. 1999a).

Möglicherweise wird dabei die Induktion von ICER über die eigene, durch pCREB

induzierte Transkription betrieben, da im Promoterbereich des Icer Gens ebenso wie

im Promoterbereich des Aanat Gens CREs vorzufinden sind (Molina et al. 1993).
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Des weiteren verursachte die noradrenerge Stimulation von kultivierten Pinealozyten,

die zuvor mit einem Icer Antisense Konstrukt transfiziert wurden, einen erhöhten (di-

sinhibierten) Aanat mRNA-Spiegel und die Amplitude des AANAT Rhythmus war in

ICER-defizienten Mäusen stark erhöht (Pfeffer et al. 2000; Foulkes et al. 1996). Zu-

gleich lässt sich ein rapider Abfall des pCREB Gehalts in der zweiten Hälfte der

Nacht in vivo beobachten (Maronde et al. 1999a). Untersuchungen zur Dephospho-

rylierung von pCREB durch Protein Serin/Threonin Phosphatasen (PSPs) und deren

mögliche Bedeutung für die Terminationskontrolle der Melatoninbiosynthese sollen

deshalb u. a. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein (siehe auch 1.4).

Abb. 1.5a: Schematische Darstellung der molekularen und zellulären Regulationsmechanismen der
Melatoninbiosynthese in Pinealozyten der Ratte. Hervorzuheben ist die cAMP/PKA/pCREB-
gesteuerte, transkriptionale Aktivierung der AANAT, die als Schlüsselmechanismus der nächtlichen
Aktivierung der Melatoninbiosynthese in Nagetieren anzusehen ist. Für weitere Erläuterungen siehe
auch Text unter 1.3 (�1, �: �1- und �-adrenerger Rezeptor; AC: Adenylatcyclase; ATP: Adenosintri-
phosphat; Gs: aktivierendes G-Protein; p14-3-3: Protein 14-3-3).

Ein weiterer Regulationsmechanismus für die AANAT liegt auf posttranslationaler

Ebene und beinhaltet die Steuerung der proteasomalen Proteolyse des AANAT Pro-
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teins über eine Interaktionen der AANAT mit dem Protein 14-3-3 (Gastel et al. 1998;

Schomerus et al. 2000; Iuvone et al. 2002; Falcon et al. 2001; Obsil et al. 2001;

Ganguly et al. 2001). Im Gegensatz zu den Nagetieren wird die AANAT bei Huftieren

(Ungulata, z. B. Schaf und Rind), Primaten und wahrscheinlich auch beim Menschen

nicht über die transkriptionale Aktivierung gesteuert. Die Aanat mRNA zeigt bei die-

sen Spezies keine diurnalen Schwankungen und ist im Tagesverlauf tonisch erhöht

(Coon et al. 1995, 2002; Craft et al. 1999; Schomerus et al. 2000). Die AANAT wird

konstitutiv gebildet, am Tage jedoch unmittelbar nach der Translation proteolytisch

abgebaut. Die zu Beginn der Nacht einsetzende Freisetzung von NA aus sympathi-

schen Nervenfasern in das Pinealorgan führt über �-adrenerge Rezeptoren zu einer

Erhöhung des intrazellulären cAMP Spiegels. Hierdurch kommt es zur Aktivierung

der PKA. Die AANAT besitzt zwei potenzielle PKA Phosphorylierungsstellen: eine N-

terminale Stelle am Threonin 31 sowie eine C-terminale Stelle am Serin 205 (zur

Übersicht, siehe Klein et al. 1997). Die N-terminale Phosphorylierung durch die PKA

am Threonin 31 ist dabei essenziell für die nächtliche Aktivierung der AANAT und

erlaubt eine Interaktion mit dem Protein 14-3-3. Erste Hinweise auf eine mögliche

Komplexbildung der AANAT mit dem Protein 14-3-3 ergaben sich bei der Aufreini-

gung der AANAT, als in einer Fraktion mit hoher AANAT-Aktivität die Isoformen ε

sowie ς des Proteins 14-3-3 nachgewiesen werden konnten (Roseboom et al. 1994).

Neuere Untersuchungen mit aufgereinigter, heterolog exprimierter AANAT zeigen

eine cAMP/PKA-vermittelte Komplexbildung zwischen der AANAT und dem Protein

14-3-3 (Obsil et al. 2001; Ganguly et al. 2001). Diese Interaktion ist für die nächtliche

Aktivierung der AANAT entscheidend, da die AANAT hierdurch vor dem unmittelba-

ren proteolytischen Abbau geschützt ist. In dieser Arbeit soll die Interaktion von

AANAT mit dem Protein 14-3-3 erstmalig und vergleichend in Pinealozyten des Rin-

des und der Ratte in Abhängigkeit vom noradrenergen Stimulus nachgewiesen wer-

den.
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Abb. 1.5b: Schematische Darstellung der molekularen und zellulären Regulationsmechanismen der
Melatoninbiosynthese in Pinealozyten des Rindes. Hervorzuheben ist die cAMP/PKA gesteuerte Akti-
vierung der AANAT über die Interaktion mit dem Protein 14-3-3, die als Schlüsselmechanismus der
nächtlichen Aktivierung der Melatoninbiosynthese in Ungulaten anzusehen ist. Für weitere Erläuterun-
gen siehe Text unter 1.3 (�1, �: �1- und �-adrenerger Rezeptor; AC: Adenylatcyclase; ATP: Adenosin-
triphosphat; Gs: aktivierendes G-Protein; p14-3-3: Protein 14-3-3).

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die noradrenerge Signaltransduktionskaskade, welche für die Steuerung der Melato-

ninbiosynthese im Pinealorgan von Säugetieren verantwortlich ist, stand im Mittel-

punkt dieser Arbeit. Sämtliche NA/cAMP/PKA-vermittelten Steuerungsprozesse

greifen auf das Schlüsselenzym der Melatoninbiosynthese, die AANAT, zu. Ziel der

Untersuchungen in dieser Arbeit war die Aufdeckung von zellulären und molekularen

Mechanismen, welche an der Steuerung der AANAT und somit auch an der Regula-

tion der Melatoninbiosynthese beteiligt sind. Das Pinealorgan der Ratte und des Rin-

des dient als ein gut untersuchtes Modellsystem zum Studium noradrenerger Signal-

transduktionskaskden, da hier Noradrenalinreize in ein definiertes, gut messbares

Endprodukt, die Biosynthese und Sekretion von Melatonin, umgewandelt werden.
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Die in der vorliegenden Arbeit aufgedeckten Signaltransduktionsprozesse bieten so-

mit nicht nur neue Einblicke in die Regulationsprozesse der Melatoninbiosynthese,

sondern dienen ebenso dem besseren Verständnis von Signalübertragungs- und

Signalverarbeitungsprozessen in komplexeren neuronalen und neuroendokrinen Sy-

stemen. Folgende Fragestellungen wurden deshalb in dieser Arbeit bearbeitet:

- Die Funktion von A Kinase Anker Proteinen (AKAPs) bei der Regulation der

Melatoninbiosynthese ist bisher vollkommen unbekannt. AKAPs interagieren mit den

regulatorischen (R)-Untereinheiten der PKA und positionieren diese an bestimmte

Zellkompartimente (zur Übersicht, siehe Feliciello et al. 2001). Dadurch wird die Ef-

fektivität und Spezifität der PKA am Wirkungsort erhöht. AKAPs sollen in Pinealo-

zyten der Ratte nachgewiesen und das zelluläre Verteilungsmuster von AKAPs und

der R-Untereinheiten der PKA untersucht werden.

- Der Austauschfaktor EPAC (exchange protein directly activated by cAMP)

der monomeren GTPasen Rap 1 und 2 ist zur direkten Bindung von cAMP fähig.

Durch die Bindung von cAMP verändert sich der Aktivitätszustand von EPAC (Ka-

wasaki et al. 1998; de Rooij et al. 1998). Rap 1 und 2 gehören zur Ras Protein Su-

perfamilie, die an einer großen Bandbreite von zellulären Signaltransduktionsprozes-

sen beteiligt ist (zur Übersicht, siehe Shields et al. 2000; Campbell et al. 1998). Ras

Proteine helfen in der Regel bei der Signalübertragung von der Zellmembran zum

Zellkern, indem sie eine Schalterfunktion ausüben und zwischen zwei Konformati-

onszuständen ständig hin und her wechseln. Dieser Vorgang wird u. a. durch Guanin

Nukleotid Austauschfaktoren wie EPAC gesteuert. Aktivierte Ras Proteine wirken als

Effektorproteine in zahlreichen Signalkaskaden innerhalb der Zelle. Hervorzuheben

ist beispielsweise die Ras-vermittelte Aktivierung von Raf-1, einem wichtigen Be-

standteil des MAPK- (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) Signalweges (zur Übersicht,

siehe Morrison and Cutler 1997). Mit dem neu entwickelten EPAC-spezifischen

cAMP-Analog 8-(4-Chloro-phenylthio)-2’-O-methyladenosin-cAMP (8-CPT-2’-O-Me-

cAMP; Enserink et al. 2002) soll eine mögliche funktionelle Beteiligung von EPAC 1

und 2 an der Regulation der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der Ratte unter-

sucht werden. Durch die spezifische Aktivierung einer cAMP-bindenden Proteinfami-

lie kann somit erstmalig zwischen PKA- und EPAC-vermittelten Signalwegen in Pi-

nealozyten unterschieden werden.

- Die Dephoshorylierung von pCREB und deren Bedeutung für die Abschaltung der

Melatoninbiosynthese soll an kultivierten Pinealozyten und Pinealorganen der Ratte
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untersucht werden. Dazu sollen die Protein Serin/Threonin Phosphatasen (PSP) 1

und 2A in Pinealozyten nachgewiesen und deren zelluläres Verteilungsmuster analy-

siert werden. Mit Hilfe von spezifischen PSP-Inhibitoren soll die funktionelle Bedeu-

tung der pCREB Dephosphorylierung für die Regulation der Melatoninbiosynthese

beleuchtet werden. Die Aktivität der PSPs wird über regulatorische Untereinheiten-

und Proteine gesteuert. Ein gut charakterisiertes regulatorisches Protein der PSP 1

ist das dopamine and adenosine 3’,5’-monophosphate-regulated phosphoprotein, 32

kDa (DARPP-32; zur Übersicht, siehe Greengard et al. 1998). Die Aktivität von

DARPP-32 wird über eine cAMP/PKA vermittelte Phosphorylierung des Proteins ge-

steuert (Nishi et al. 1997). In dieser Arbeit soll das Vorkommen von DARPP-32 im

Pinealorgan der Ratte aufgedeckt werden. Ebenso soll der Einfluss einer noradre-

nergen Stimulation auf den Phosphorylierungszustand von DARPP-32 untersucht

werden.

- Mit Hilfe eines Ko-Immunpräzipitationsansatzes soll die NA/cAMP vermittelte

Interaktion der AANAT mit dem Protein 14-3-3 vergleichend an Pinealozyten der

Ratte und des Rindes untersucht werden.

- Endogene Cannabinoide (CBs) sind im ZNS als Modulatoren neuronaler und

neuroendokriner Funktionen beschrieben worden (zur Übersicht, siehe Wilson und

Nicoll 2002; Elphick und Egertova 2001). So ist beispielweise bekannt, dass die Ap-

plikation von �
9-Tetra-hydrocannabinol (THC), einem potenten Agonisten der

Cannabinoid (CB) 1 und 2 Rezeptoren, die Freisetzung zahlreicher Hormone wie der

Gonadotropine Follikulotropin (FSH) und Luteinotropin (LH), Prolaktin und des Korti-

kotropins ACTH moduliert (zur Übersicht, siehe Murphy et al. 1998). Die rezeptor-

vermittelte Wirkung endogener CBs wird hauptsächlich über ein inhibitorisches G-

Protein in der Zelle verarbeitet. Über das Vorkommen von CB Rezeptoren im Pi-

nealorgan sowie über die Wirkung endogener CBs auf die Melatoninbiosynthese sind

in der Literatur keine Daten vorzufinden. In dieser Arbeit sollen deshalb die CB 1 und

2 Rezeptoren im Pinealorgan der Ratte nachgewiesen und deren Verteilungsmuster

analysiert werden. Ein möglicher Einfluss von CBs auf die Melatoninproduktion soll

durch die Behandlung kultivierter Pinealorgane der Ratte mit dem CB Rezeptor-

Agonisten THC untersucht werden.
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2 Material und Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Feinchemikalien von den

Firmen Sigma-Aldrich (Schnelldorf) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Alle Chemikalien

und Medien, die in der Zellkulturtechnik zum Einsatz kamen, wurden von der Firma

Life Technologies (Eggenstein) geliefert.

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Ratte

Alle Tierexperimente erfolgten in Übereinstimmung mit den Richtlinien für Tierversu-

che nach Maßgabe der Europäischen Gemeinschaft (Direktive 86/609/EEC). Männli-

che Ratten (Rattus norvegicus) des Wistar Inzucht-Stamms (6 bis 8 Wochen alt, ent-

sprechendes Körpergewicht von 170-200 g) wurden von der Firma Charles River

(Sulzfeld) bezogen. Gruppen von 4-6 Tieren wurden in einem Hell/Dunkel-Rhythmus

von 12 h Licht und 12 h Dunkelheit (12:12 LD, Beginn der Lichtphase um 6.00 h) für

1 bis 7 Tage gehalten. Den Tieren stand Futter (Altromin Zucht- und Diätfutter) und

Leitungswasser ad libitum zur Verfügung.

2.1.2 Rind

Für die Entnahme von Pinealorganen aus frisch geschlachteten Rindern lag eine

Genehmigung des Regierungspräsidiums Darmstadt (Aktenzeichen II 25.3 – 19 d -

04) vor. Die Materialgewinnung von Pinealorganen des Rindes (Bos taurus) erfolgte

zwischen 7.00 und 10.00 Uhr auf dem Schlachthof Färber in Giessen. Die Pinealor-

gane wurden 15 min nach dem Tod der Tiere von männlichen und weiblichen Tieren

entnommen, die nicht älter als 24 Monate waren.

2.2 Primärkulturen von Pinealozyten der Ratte

Die Versuchstiere wurden zur Mitte der Lichtperiode (ZT05 bis ZT07) des

Hell/Dunkelrhythmus mit Fluothan (Wirkstoff Halothan; Astra-Zeneca, Baltimore, MD,

USA) betäubt und anschließend durch Dekapitation getötet. Nach Öffnung der Schä-

deldecke wurden die Pinealorgane entnommen, in mit 10 mM HEPES und 7 g/l Glu-

kose supplimentierte EBSS Lösung (Earle’s Balanced Salt Solution) transferiert und

auf Eis gestellt. Alle Organ- und primäre Zellkulturen wurden im CO2-Inkubator (5%
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CO2; Heraeus, Hanau) bei 37° C gehalten. Die Dauer der Kulturen betrug 2 bis 5 Ta-

ge. Die Pinealorgane wurden dann mit einem Skalpell grob zerkleinert. Anschließend

wurden die Pinealorgane sowohl enzymatisch in einer papainhaltigen EBSS Lösung

(10 mM HEPES, 7 g/l Glukose, 1 mM Cystein, 0.5 mM EDTA, 20 U/ml Papain) für

maximal 1 h bei 37° C als auch mechanisch durch wiederholtes, vorsichtiges Aufzie-

hen mit einer Pipette dissoziiert. Nach kompletter Auflösung des Gewebeverbandes

wurden die Zellen durch Zentrifugation für 5 min bei 300g und 4° C sedimentiert. Die

Papainlösung im Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden in EBSS Lösung

resuspensiert, welche mit 10 mM HEPES, 7 g/l Glukose, 0.01% (w/v) Trypsin-

Inhibitor und 0.1% (w/v) BSA versetzt war. Diese Zellsuspension wurde auf eine

EBSS Gradientenlösung [10 mM HEPES, 7 g/l Glukose, 0.1% (w/v) Trypsin-Inhibitor,

1% (w/v) BSA] geladen und erneut für 10 min bei 150g und 4° C zentrifugiert. Der

Überstand wurde verworfen und die sedimentierten Zellen in Kulturmedium resus-

pensiert und gewaschen. Nach anschließender Zentrifugation für 5 min bei 300g und

4° C wurden die Zellen wieder in Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden

entweder auf mit 0.01% (v/v) Poly-L-Lysin (PLL) beschichteten Deckgläser (10 µl

Zellsuspension/Deckglas) oder in einer ebenfalls mit PLL beschichteten 96er Mul-

tischale (Nunc, Wiesbaden) ausplattiert und in Kulturmedium inkubiert [Dulbecco’s

Modified Eagle Medium nutrient-Mix F12 (DMEM) Lösung mit 10 mM HEPES, 100

µg/ml Ascorbinsäure, 100 µg/ml Streptomycin/Penicillin, 2 mM Glutamin und 5% (v/v)

inaktiviertes fötales Kälberserum]. Das gebrauchsfertige Kulturmedium wurde vor

Benutzung auf 37° C erwärmt.

2.3 Primärkulturen von Pinealozyten des Rindes

Nach der Entnahme der Pinealorgane wurden diese in mit 10 mM HEPES und 7 g/l

Glukose supplimentierte EBSS Lösung gegeben und zum Transport in das Labor auf

Eis gelagert. Dissoziations- und Kulturbedingungen für die Pinealozyten des Rindes

entsprachen im Wesentlichen den unter 2.2 beschriebenen Bedingungen für die An-

legung von Primärkulturen von Rattenpinealozyten.

2.4 Organkulturen von Pinealorganen der Ratte

Bis zu 5 Pinealorgane der Ratte wurden in 2ml Kulturmedium (siehe 2.2) pro Vertie-

fung einer 24er Multischale (Nunc, Wiesbaden) kultiviert. Um eine ausreichende Ver-

sorgung des Gewebes mit Nährstoffen und Sauerstoff sowie eine bessere Penetrati-
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on der später zum Einsatz kommenden Stimulantien zu erzielen, wurden die Pi-

nealorgane vorher mit einem Skalpell angeschnitten.

2.5 Stimulationsbedingungen

Zur Untersuchung der dosis- und zeitabhängigen Wirkung unterschiedlicher Stimu-

lantien auf die Regulationsmechanismen der Melatoninbiosynthese wurden die pri-

mären Pinealozyten- sowie Pinealorgankulturen nach der Präparation zunächst für 2

bis 5 Tage kultiviert. Einen Tag nach der Präparation und alle weiteren 2 Tage er-

folgte ein Wechsel des Kulturmediums. In einigen Versuchen wurde 1 Stunde vor

Stimulationsbeginn das normale Kulturmedium (siehe 2.2) gegen Kulturmedium ohne

FCS ausgetauscht. In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit zum Einsatz

gekommenen Stimulationen kurz charakterisiert sowie die entsprechenden Verdün-

nungen und die benutzten Lösungsmittel angegeben. Als Kontrollversuche wurden

Zellpräparationen oder Organkulturen mit Lösungsmittel/Medium ohne Zusatz der

entsprechenden Stimulantien behandelt.

Tabelle 2.1 Liste aller verwendeten Stimulantien

Stimulanz Beschreibung Endkonzentra-
tion

Lösungsmittel

Noradrenalin
(NA)

adrenerger Neurotransmitter 1 µM H2O

Phenylephrin ��-adrenerger Agonist 100 nM H2O
Isoproterenol �-adrenerger Agonist 1 µM H2O
Calyculin A zell-permeabler Inhibitor der

Phosphatase 2A (IC50 = 0.5-1.0
nM) und Phosphatase 1 (IC50 =
2.0 nM)

1 µM, 100 nM,
10 nM

DMSO

Microcystin-LR zell-permeabler Inhibitor der
Phosphatase 2A (IC50 = 40 pM)
und Phosphatase 1 (IC50 = 1.7
nM)

1 µM, 100 nM,
10 nM

DMSO

Okadainsäure zell-permeabler Inhibitor der
Phosphatase 2A (IC50 = 0.1 nM)
und Phosphatase 1 (IC50 = 10-15
nM)

1 µM, 100 nM,
10 nM

DMSO

�
9-Tetra-

hydrocannabi-
nol (THC)

Agonist der Cannabinoid (CB) 1
und 2 Rezptoren

7.3 µM, 730nM,
73 nM, 7.3 nM

DMSO, EtOH

8-Br-cAMP cAMP-Agonist 5 mM, 500 µM H2O
8-(4-Chloro-
phenylthio)-2’-

EPAC-spezifischer cAMP-
Agonist

100 µM, 10 µM,
1 µM, 100 nM

H2O
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O-methyladeno-
sin-cAMP

Forskolin Aktivator der Adenylatzyklase 10 µM H2O

2.6 Arbeiten mit RNA

RNA ist ständig der Gefahr ausgesetzt, von RNasen enzymatisch abgebaut zu wer-

den. Da RNasen äußerst stabil sind und sie im Gegensatz zu den verwandten DNa-

sen keine Cofaktoren wie z. B. Mg2+ für ihre katalytische Aktivität benötigen, muß vor

allen Arbeiten mit RNA eine Kontamination mit RNasen vermieden bzw. müssen

RNasen inaktiviert werden. Zur Inaktivierung von RNasen wurden alle Lösungen

ausschließlich in 0.1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetztem H2O angesetzt.

Glaswaren und alle anderen hitzstabilen Gerätschaften wurden für 4 h auf 180° C

erhitzt. Alle anderen Utensilien wurden vor dem Gebrauch mit 1M NaOH und an-

schließend mit DEPC-H2O gespült.

2.6.1 Isolierung von RNA mit TRIzolTM Reagent

Die am häufigsten verwendete Methode zur Isolierung von RNA, die sogenannte sin-

gle-step Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987), basiert auf der Grundlage,

dass das Gewebe in einer Guanidinisothiocyanatlösung lysiert und dabei sehr effek-

tiv Proteine samt RNasen denaturiert werden. Im sauren Milieu des zugegebenen

Phenols sammeln sich Proteine und kleinere DNA- Fragmente, wobei größere DNA-

Moleküle sich nach der Zentrifugation in der Interphase befinden. Die RNA ist in der

wässrigen Oberphase vorhanden und kann durch Zugabe von Alkohol gefällt wer-

den. In dieser Arbeit wurde RNA mit dem TRIzolTM Reagenz (Life Technologies, Eg-

genstein) isoliert, dessen Funktionsweise auf oben beschriebener Methode beruht.

Im Folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte der RNA-Isolierung kurz aufgeführt.

1. Das TRIzolTM Reagenz (Lagerung bei 4°C) wurde vor Gebrauch auf Raumtempe-

ratur (RT) gebracht.

2. 1 ml TRIzolTM Reagent/100 mg Gewebe wurden mit einem Ultra-Turrax T8, Auf-

satz S8N-5G (IKA, Staufen) homogenisiert und das Lysat für 5 min bei RT inku-

biert.

3. Nach Zugabe von 0.2 ml Chloroform/1 ml TRIzolTM Reagent wurde das Lysat für

15 sec kräftig auf einem Vortex-Apparat geschüttelt und zwecks Phasentrennung

nach 2 minütiger Inkubation bei RT für 10 min bei 12.000g und 4° C zentrifugiert.
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4. Die obere (wässrige) Phase wurde vorsichtig abgenommen und mit 0.5 ml Iso-

propanol/1 ml TRIzolTM Reagenz für 10 min bei RT gefällt. Nach 15 minütiger

Zentrifugation bei 12.000g und 4° C wurde der Überstand verworfen und die pel-

letierte RNA mit 75% EtOH gewaschen (Zentrifugation für 10 min bei 12.000g und

4° C).

5. Der Überstand wurde verworfen und die RNA an der Luft getrocknet.

6. Nach dem Trocknen wurde die RNA in RNase-freiem H2O durch mehrfaches Auf-

ziehen mit einer Pipette gelöst. Kurzzeitig läßt sich die RNA-Lösung bei –20° C

lagern; langfristig sollte sie jedoch bei –80° C gelagert werden.

2.6.2 Konzentrationsbestimmung von RNA Lösungen

Die Konzentrationsbestimmung von RNA-Lösungen erfolgte über die Messung der

optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm. Die Konzentration ließ sich aus

der OD bei 260 nm, der Verdünnung und einem RNA-spezifischen Multiplikations-

faktor von OD260 nm = 40 µg/ml berechnen. Zusätzlich wurde die OD bei einer Wel-

lenlänge von 280 nm bestimmt, um aus dem Quotienten von OD260 nm/OD280 nm den

Reinheitsgrad der RNA-Lösung zu bestimmen und eine Aussage über Proteinkonta-

minationen treffen zu können.

2.6.3 Elektrophorese von RNA im Formaldehyd-Agarosegel

Da RNA leicht zur Ausbildung von Sekundärstrukturen neigt, welche die Laufeigen-

schaften im Gel beeinflussen, wurden zur Auftrennung der RNA nach Größe denatu-

rierende Agarosegele verwendet. Vor dem Gießen der Gele wurden die Gelkammer,

der Gelschlitten und die Gelkämme mit 1 M NaOH und mit DEPC-H2O gespült, um

RNAsen zu inaktivieren.

Als Standardgele wurden 1.5% (w/v) Agarose in MOPS Puffer (5 mM MOPS, 5 mM

Natriumacetat, 1 mM EDTA, 10 mM NaOH, pH 7.0) verwendet. Der Agaroselösung

wurden 18% (v/v) Formaldehyd zugefügt. Hierzu wurden 0.75 g Agarose in 36 ml

DEPC-H2O in der Mikrowelle geschmolzen und die Agaroselösung auf 65° C abge-

kühlt. Anschließend wurde 5 ml 10x MOPS Puffer und 9 ml Formaldehyd zugegeben

und das Gel zügig gegossen. Die RNA wurde lyophilisiert und im Anschluß mit 9 µl

Probenpuffer (100 µl 10x MOPS Puffer, 500 µl Formamid, 178 µl Formaldehyd, 222

µl DEPC-H2O) bei 65° C für 10 min wieder gelöst. Nach der Zugabe von 1 µl Blau-

marker [60% (v/v) Glycerin, 0.1% (w/v) Bromphenolblau, 10 mM EDTA] wurden die
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Proben auf das Gel geladen und die Elektrophorese in MOPS Puffer für 4 h bei 50 V

durchgeführt.

2.6.4 Northern Blot-Technik

Ziel der Northern Blot-Technik ist es, die zuvor in der Gelelektrophorese entspre-

chend ihrer Länge aufgetrennten RNA-Moleküle auf einer Membran zu fixieren, um

später mit markierten Sonden einzelne RNA-Moleküle durch Hybridisierung nachwei-

sen zu können.

2.6.4.1 Herstellung der Sonde

Zur Untersuchung der Expression des Aanat Transkripts wurde aus einer kompletten

Ratten Aanat cDNA (Coon et al. 1995) ein EcoRI-HindIII-Fragment herausgeschnit-

ten, welches die Nukleotide +1 bis +658 der Aanat umfasst. Dieses Fragment wurde

mit Hilfe der random primed labelling Technik (Feinberg und Vogelstein 1983) mar-

kiert. Hierzu wurde das North2SouthTM biotin random prime kit (Pierce, Rockford, IL,

USA) benutzt. Heptanukleotid-Primer, die alle theoretisch möglichen Sequenzabfol-

gen umfassen, wurden an das denaturierte Aanat- Fragment (100 ng) gebunden und

biotinylierte dNTPs (Biotin-N4-dCTP) durch die DNA Polymerase (Klenow Fragment,

3’-5’ exo-) in den neu synthetisierten Strang eingebaut.

2.6.4.2 RNA-Tansfer und Hybridisierung

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten RNA Moleküle (siehe 2.3.2) wurden über ei-

nen Kapillarblot auf eine BiodyneTM B Nylon Membran (Pierce, Rockford, IL, USA)

übertragen und die RNA durch UV-Licht fixiert. Vor der Hybridisierung wurden die

Membranen angefärbt. Hierzu wurden diese in 5% (v/v) Essigsäure für 15 min vorin-

kubiert und im Anschluß in der Färbelösung [0.5 M Natriumacetat, 0.04% (w/v) Me-

thylenblau in DEPC-H2O, pH 7.4] für 10 min inkubiert. In 20% (v/v) Ethanol wurden

die Membranen wieder entfärbt und danach zur Dokumentation mit einem Flachbett-

scanner (MFS 1200SP; Mustek, Neuss) in einen Computer eingelesen. Anhand der

ribosomalen 28S- und 18S RNA Banden konnte überprüft werden, ob gleiche Men-

gen an RNA gegeneinander aufgetragen wurden. Die Hybridisierung der Membranen

und der RNA-Nachweis erfolgten mit dem North2SouthTM chemiluminescent nucleic

acid hybridization and detection kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Zunächst wurden die

Membranen für 6 h bei 55° C prähybridisiert. Im Anschluß erfolgte die Inkubation mit
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der biotinylierten Sonde (30 ng Sonde/ml Hybridisierungslösung) über Nacht bei 55°

C. Nach den stringenten Waschschritten bei 55° C erfolgte der Nachweis der Proben

mittels stabilisiertem Streptavidin-Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugat und Che-

milumineszenz. Die semiquantitative Auswertung der Signale wurde durch Ermittlung

ihrer SUMDENS Werte, das Produkt aus optischer Dichte und Fläche, nach dem

Verfahren von Wicht et al. (1999) vorgenommen.

2.7 Immunzytochemie und Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunzytochemie/Immunhistochemie ist es möglich, die spezifische

Lokalisation von antigenen Molekülen wie Peptiden oder Proteinen in situ nachzu-

weisen. Es wurde ausschließlich die indirekte Methode zum Nachweis von Antigenen

angewendet. Dabei erfolgt zunächst die Detektion des Antigens durch einen mono-

oder polyklonalen Antikörper (sog. Primärantikörper). Die Visualisierung der Antigen-

Antikörper-Komplexe erfolgt durch anti-IgG Antikörper aus einer heterologen zweiten

Spezies (sog. Sekundärantikörper). Die Sekundärantikörper können direkt an ein

fluoreszierendes Farbstoffmolekül wie AlexA Fluor� 488 oder CYTM3 konjugiert sein

oder als Brückenantikörper für einen dritten Antikörper dienen, wie bei der ABC-

Methode (Avidin-Biotin-Komplex). Dieser Methode liegt die Reduktion von H2O2

durch eine Peroxidase zugrunde, wodurch gleichzeitig 3,3-Diaminobenzidin-

Tetrahydrochlorid (DAB) oxidiert wird und einen braunen Niederschlag bildet.

2.7.1 Verwendete Antikörper und Präadsorption

Alle in der Immunzytochemie/Immunhistochemie zum Einsatz gekommenen Antikör-

per (AK) sind in den entsprechenden Verdünnungen in den beiden folgenden Tabel-

len dargestellt.

Tabelle 2.2 Liste aller verwendeten Primärantikörper

Antikörper gegen Aus Verdün-
nung

Bezugsquelle

A Kinase Anker Protein (AKAP)
95

Ziege 1:500 Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA

AKAP150 Ziege 1:300 Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA

CB 1 Rezeptor Kaninchen 1:100 Chemicon, Temecula, CA,
USA

CB 2 Rezeptor Kaninchen 1:50 Cayman, Carlsbad, CA,
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USA
ICER Kaninchen 1:25.000 Dr. C.A. Molina, UMDNJ,

NJ, USA
pCREB Kaninchen 1:250 New England Biolabs,

Beverly, MD, USA
�-katalytische Untereinheit der
Protein Serin/Threonin Phospha-
tase (CSU-PSP) 1

Kaninchen 1:250 Upstate biotechnology,
Lake Placid, NY, USA

CSU-PSP 2A Maus 1:100 BD Transduction Labora-
tories, CA, USA

Protein 14-3-3 (interne Bezeich-
nung 8C3)

Maus 1:100 Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA

Regulatorische (R) RI� Unterein-
heit der PKA

Kaninchen 1:1000 Dr. K. Tasken, Institute of
Medical Biochemistry,
University of Oslo, Norway

RII� Kaninchen 1:250 Dr. K. Tasken, Institute of
Medical Biochemistry,
University of Oslo, Norway

RI� Kaninchen 1:500 Dr. K. Tasken, Institute of
Medical Biochemistry,
University of Oslo, Norway

RII� Kaninchen 1:250 Dr. K. Tasken, Institute of
Medical Biochemistry,
University of Oslo, Norway

Tabelle 2.3 Liste aller verwendeten Sekundärantikörper

Antikörper Aus Verdün-
nung

Bezugsquelle

anti-Kaninchen IgG AlexA Fluor� 488 Ziege 1:200 Molecular Probes, Euge-
ne, OR, USA

anti-Ziege IgG AlexA Fluor� 488 Esel 1:200 Molecular Probes, Euge-
ne, OR, USA

anti-Maus IgG AlexA Fluor� 488 Ziege 1:200 Molecular Probes, Euge-
ne, OR, USA

anti-Kaninchen IgG AlexA Fluor� 488 Esel 1:200 Molecular Probes, Euge-
ne, OR, USA

anti-Kaninchen IgG CYTM3 Ziege 1:500 Dianova, Hamburg
anti-Ziege IgG CYTM3 Esel 1:500 Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG CYTM3 Ziege 1:500 Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG CYTM3 Esel 1:500 Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen IgG Biotin konjugiert Ziege 1:100 Sigma-Aldrich, Schnell-

dorf
anti-Maus IgG Biotin konjugiert Ziege 1:100 Sigma-Aldrich, Schnell-

dorf

Die Überprüfung der Spezifität des jeweiligen Antikörpers wurde mittels Immunoblot-

verfahren (siehe 2.8.3) oder durch eine Präinkubation des AK mit dem zur Immuni-
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sierung verwendeten Peptid überprüft. Zur Präinkubation wurde der AK mit dem anti-

genen Peptid, welches gegenüber dem AK 10-100fach höher konzentriert eingesetzt

wurde, in 1% (w/v) BSA in PBS (154 mM NaCl, 16 mM Na2HPO4, 4 mM KH2PO4, pH

7.4) unter leichtem Schütteln für 1.5 h bei RT inkubiert. Anschließend wurden fixierte

Zellen oder Schnitte (s. u.) mit dieser Lösung inkubiert.

2.7.2 Vorbereitung der Präparate

2.7.2.1 Immunzytochemie

Zellen haften nur unzureichend auf Glas. Um in den nachfolgenden Arbeitsschritten

nicht alle Zellen (zur Präparation der Zellen, siehe 2.2) von den Deckgläsern (1cm

Durchmesser) abzuspülen, wurden die Deckgläser mit Poly-L-Lysin beschichtet.

Hierzu wurde je ein Deckglas in eine Petrischale gelegt, 25 µl einer 0.01% (v/v) Poly-

L-Lysin-Lösung mittig auf die Deckgläser appliziert und diese für 1 Stunde im Inku-

bator stehen gelassen. Im Anschluß wurde das Poly-L-Lysin verworfen und die

Deckgläser 3x 5 min mit sterilem Millipore H2O gewaschen. Die Deckgläser wurden

bis zum Trocknen offen in den Petrischalen in der Sterilbank stehengelassen.

Vor Durchführung der Immunzytochemie wurden die Zellen entweder mit Methanol

bzw. einem Gemisch aus Methanol/Aceton (1:1) für 7 min bei –20° C oder mit 4%

(w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS bzw. 2.5% (v/v) Glutaraldehyd in PBS für 10

min bei RT immersionsfixiert. Nach der Fixierung wurde zusätzlich ein Detergenz in

Form von 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS zugegeben, um die Zellmembran für die

Antikörper hinreichend permeabel zu machen und eine Markierung intrazellulärer

Epitope zu ermöglichen. Bei einer sich anschließenden Immunfluoreszenz durfte kein

Glutaraldehyd eingesetzt werden, da dieses autofluoreszierende Eigenschaften be-

sitzt.

2.7.2.2 Immunhistochemie

Für die Immunhistochemie wurden Ratten zu den Zeitpunkten ZT05 - ZT07 mit 4%

(w/v) PFA in PBS oder 1% (v/v) Glutaraldehyd in PBS perfusionsfixiert. Hierzu wur-

den die Tiere mit einer Überdosis Fluothan getötet, das Herz freipräpariert und über

eine Kanüle, welche in die linke Herzkammer eingeführt wurde, ca. 150-300 ml einer

mit 2000 IE unfraktioniertem Heparin versetzten 0.9%igen (w/v) NaCl-Lösung infun-

diert. Zum Abfluss des venösen Bluts wurde parallel dazu das rechte Herzohr geöff-

net. Anschließend erfolgte die Infusion des Fixativs. Nach Dekapitation wurden die



Material und Methoden 24

Gehirne entnommen und im entsprechenden Fixativ für 24 h nachfixiert. Zur Kryo-

protektion wurden die Gehirne in unterschiedlich konzentrierten Saccharoselösungen

[10%, 20% und 30% (w/v) in PBS] für jeweils ungefähr 24 h inkubiert und dann in

Isopentan schockgefroren. Mit Hilfe eines Kryostaten (Microm, Walldorf) wurden 20

µm dicke koronale Schnitte angefertigt, die auf Gelatine-beschichteten Objektträgern

[0.5% (w/v) Gelatine, 0.05% (w/v) Chromalaun in Aqua dest.] aufgefangen wurden.

2.7.3 Durchführung der Immunzytochemie/Immunhistochemie

Im folgenden sind die einzelnen Schritte zur Durchführung der Immuncytoche-

mie/Immunhistochemie aufgeführt.

2.7.3.1 ABC-Methode

Alle Inkubationsschritte erfolgten bei RT:

1. Blockierung endogener Peroxidasen mit 0.5% (v/v) H2O2 in Methanol für 10 min

2. Spülen in PBS für 3x 5 min

3. Vorinkubation mit Ziegenserum [1:10 in 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS] für 45

min

4. Inkubation mit dem Primärantikörper [in 1% (w/v) BSA, 0.3% (v/v) Triton X-100 in

PBS] über Nacht

5. Spülen in PBS für 3x 5 min

6. Inkubation mit dem Sekundärantikörper (Biotin-konjugierte anti-Kaninchen/Maus

Antikörper [in 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS] für 60 min

7. Spülen in PBS für 3x 5 min

8. Inkubation mit ExtrAvidin� konjugierter Peroxidase [1:100 in 0.3% (v/v) Triton X-

100 in PBS] für 60 min

9. Spülen in PBS für 5 min, dann in 0.05 M Tris/HCl pH 7.4 für 2 x 5 min

10. Inkubation mit 0.05% (v/v) DAB, 0.02% H2O2 in 0.05 M Tris/HCl pH 7.4 für maxi-

mal 10 min

11. Spülen in 0.05 M Tris/HCl pH 7.4 für 3x 5 min

12. Spülen in A. bidest.

13.a Immunzytochemie: Eindeckeln mit Kaisers Glyceringelatine (Merck, Darmstadt).

13.b Immunhistochemie: Entwässern in Alkohollösungen (50-100%) und abschlie-

ßend in Xylol, Eindeckeln mit Entellan (Merck, Darmstadt).
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2.7.3.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Alle Inkubationsschritte erfolgten bei RT:

1. Vorinkubation mit Ziegen-oder Eselserum [1:10 in 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS]

für 45 min

2. Inkubation mit dem Primärantikörper [in 1% (w/v) BSA, 0.3% (v/v) Triton X-100 in

PBS] über Nacht

3. Spülen in PBS für 3x 5 min

4. Inkubation mit dem Sekundärantikörper [Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte anti-

Ziege/Kaninchen/Maus Antikörper in 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS] für 60 min

5. Spülen in PBS für 3x 5 min

6. Spülen in A. bidest.

7. Eindeckeln in DAKO� Fluorescent Mounting Media (DAKO, Carpinteria, CA, USA)

2.7.4 Dokumentation der Ergebnisse mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie

(CLSM)

Zur Dokumentation der immunzytochemischen/immunhistochemischen Ergebnisse

kam neben dem konventionellen Lichtmikroskop (Axioplan; Zeiss, Jena), ausgestat-

tet mit Durchlicht und Aufsichtfluoreszenz, ein CLSM (LSM 500/Axiovert 100; Zeiss,

Jena) zum Einsatz. Zum Nachweis des AlexA Fluor® 488 Farbstoffs wurde dieser mit

monochromatischen Licht der Wellenlänge 488 nm angeregt, wobei der Lichtstrahl

durch einen Farbteiler (FT 488) und einen Emissionsbandpassfilter (BP 505-530)

geleitet wurde. Um das Fluorochrom CYTM3 anzuregen, wurde monochromatisches

Licht der Wellenlänge 543 nm verwendet, welches durch einen Farbteiler (FT 543)

und einen Emissionsbandpassfilter (BP 580-615) geleitet wurde. Die Immunfluores-

zenzbilder wurden mit einer Auflösung von 8 bit (1024 x 1024 Bildpunkte) dokumen-

tiert und gespeichert.

2.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) und Immunoblot

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte im Wesentli-

chen nach dem von Lämmli (1970) entwickelten System. Das Detergenz Natriumdo-

decylsulfat (SDS) bindet an die meisten Proteine in nahezu konstantem Ladungs-

Massen-Verhältnis und maskiert deren ursprüngliche Ladung. Durch zusätzliche Re-

duktion mit �-Mercaptoethanol werden Protein-Protein Interaktionen unterbunden, so

daß sich die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe nur noch in ihrer Größe un-
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terscheiden. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes wandern diese in einer porö-

sen Polyacrylamidmatrix zur Anode, wobei die Laufstrecke der SDS-Protein-

Komplexe umgekehrt proportional zu ihrer relativen Molekülmasse ist. Die entspre-

chend ihrer Größe aufgetrennten Proteine lassen sich dann von der Gelmatrix auf

eine Nitrozellulosemembran übertragen (blotten). Durch den Einsatz von spezifi-

schen Antikörpern kann somit ein einzelnes Antigen (Peptidsequenz, Protein) in ei-

nem Proteingemisch identifiziert werden.

2.8.1 Probenvorbereitung und Proteinbestimmung

Die Pinealozyten bzw. die Pinealorgane wurden in Eppendorfreaktionsgefäße über-

führt und einmal mit PBS (9.1mM NaH2PO4, 1.7mM Na2HPO4, 150mM NaCl, pH 7.4)

gespült. Im Anschluß wurde das Gewebe in RIPA Puffer [9.1mM NaH2PO4, 1.7mM

Na2HPO4, 150mM NaCl, 0.5% (w/v) NaDeoxycholate, 0.5% (v/v) NP40, pH 7.4], dem

Protease-Inhibitoren (Complete protease inhibitor cocktail, Roche, Mannheim) sowie

Phosphatase-Inhibitoren (1mM Na3VO4, 1mM NaF, 1mM Na2MoO4) zugeben wur-

den, aufgenommen und mit einem Ultraschall-Desintegrator (Sonoplus HD 70, Ban-

delin, Berlin) homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation für 30 min bei 12.000 g und

4° C. Die Überstände (das Gesamtproteinextrakt) wurde in neue Eppendorfreakti-

onsgefäße überführt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976) und beruht

auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie brilliant

blue G-250 (Pierce, Rockford, IL, USA). Nach der Bindung des Farbstoffes an Pro-

teine verschiebt sich dessen Absorptionsmaximum von 465 nm (ungebundener Zu-

stand) zur Wellenlänge von 595 nm (mit gebundenen Proteinen). Die Zunahme der

Absorption bei 595 nm ist ein Maß für die Proteinkonzentration in der Lösung und

wurde mit einem Photometer (Spectronic Genesys 5, Milton Roy; Pont-Saint-Pierre,

Frankreich) ermittelt. Anhand einer Eichreihe mit bekannten Mengen an BSA konnte

die Proteinkonzentrationen in den Proben ermittelt werden.

Nach der Proteinbestimmung wurden die Homogenate 1:1 (v/v) mit Probenpuffer [25

mM Tris/HCl, 5% (v/v) Glycerin, 1% (w/v) SDS, 1% (v/v) �-Mercaptoethanol, 0.05%

(w/v) Bromphenolblau, pH 6.8] versetzt und für 5 min bei 95° C gekocht.
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2.8.2 SDS-PAGE

Polyacrylamidgele wurden aus einer Mischung von Acrylamid und dem quervernet-

zendem Reagenz N,N‘-Methylenbisacrylamid [37:1 (v/v)] mittels radikalischer Poly-

merisation hergestellt. Dabei wurde die Reaktion mit  N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin

(TEMED) gestartet und mit Ammoniumpersulfat (APS) katalysiert. Entsprechend der

Größe der aufzutrennenden Proteine wurde die Porengröße der Trenngele durch

Variation der Acrylamid-Konzentration angepaßt. Die folgende Tabelle liefert eine

Übersicht über die Zusammensetzung der unterschiedlich prozentigen Trenngele.

Tabelle 2.4 Anteile (in ml) der einzelnen Komponenten an einem Endvolumen von

15 ml in unterschiedlich prozentigen Trenngele.

Komponenten 7.5% 10.0% 12.5% 15%
Millipore-H2O 8.2 7.25 6.3 5.4
10% (w/v) SDS 0.150 0.150 0.150 0.150
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 2.8 3.75 4.7 5.6
1.5 M Tris/HCl pH 8.9 3.75 3.75 3.75 3.75
10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) 0.075 0.075 0.075 0.075
N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED) 0.01 0.01 0.015 0.015

Die Trenngele wurden in die Vorrichtungen der Gelapparatur (Protean II Minigel/Blot

Kammer; Biorad, München) gegossen und mit Isobutanol überschichtet. Nach Been-

digung der Polymerisation wurde das Isobutanol verworfen und die Sammelgele auf

die Trenngele geschichtet. Folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der ver-

wendeten Sammelgele.

Tabelle 2.5 Anteile (in ml) der Komponenten am Gesamtvolumen (5.5 ml) der

Sammelgele.

Komponenten Sammelgel 5%
Millipore-H2O 1.9
0.1% (w/v) Bromphenolblau 1.0
10% (w/v) SDS in Millipore-H2O 0.05
40% Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 0.75
0.5 M Tris/HCl pH 6.8 0.875
0.5 M Imidazol pH 6.8 0.875
10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) 0.05
N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED) 0.01

Die Gele wurden in der mit Lämmli-Puffer [25 mM Tris/HCl, 200 mM Glycin, 0.1%

(w/v) SDS, pH 8.2] gefüllten Gelkammer in der Regel mit 20-40 µg Gesamtprotei-
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nextrakt pro Geltasche und einem Größenstandard beladen. Die Proteingemische

wurden zunächst bei einer elektrischen Spannung von 80V und nach dem Verlassen

des Sammelgels bei einer Spannung von 120 V elektrophoretisch aufgetrennt.

2.8.3 Immunoblot-Technik

Zum Transfer der entsprechend ihrer Größe aufgetrennten Proteine aus der Gelma-

trix auf eine Nitrozellulosemembran (0.2 µm Schichtdicke; Biorad, München) wurde

im Wesentlichen die von Towbin et al. (1979) entwickelte Methode angewendet. Da-

bei wandern die negativ geladenen SDS-Proteinkomplexe in einem elektrischen Feld

ortsgetreu vom Gel in Richtung Anode auf die Nitrozellulosemembran und werden

dort durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und der Mem-

bran gebunden. Hierzu wurde die Transfereinheit, bestehend aus drei Lagen What-

manfilterpapier, Gel, Nitrozellulosemembran und wiederrum 3 Lagen Whatmanpa-

pier, schichtweise aufgebaut und mit Transferpuffer [20% (v/v) Methanol, 1.5% (v/v)

Ethanolamin, 40 mM Glycin] befeuchtet. Beim Zusammenbau der Transfereinheit

mussten Luftblasen entfernt werden. Der Transfer erfolgte für 1 h in der mit Transfer-

puffer gefüllten Transferkammer bei 125 V auf Eis. Nach dem Transfer wurden die

Gele in einer Färbelösung [0.01% (w/v) Coomassie brilliant blue, 25% (v/v) Methanol,

10% (v/v) Eisessig] für mindestens 1h angefärbt und im Anschluß mit Metha-

nol/Eisessig wieder entfärbt. Anhand des Proteinbandenmusters konnte qualitativ

überprüft werden, ob die elektrophoretische Auftrennung erfolgreich verlaufen war

und ob gleiche Mengen an Protein gegeneinander aufgetragen wurden. Die Nitro-

zellulosemembran wurde zweimal kurz in Tris-gepufferter Salzlösung [TBST; 50 mM

Tris, 0.15 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween-20, pH 7.5] gewaschen und dann für 1h in der

für den Antikörper spezifischen Blockierungslösung (in TBST; siehe Tabelle 2.6) bei

RT präinkubiert. Die Inkubation mit den primären AK erfolgte über Nacht unter

Schütteln bei 4° C. Nach 3x 10 min Spülen wurde die Membran mit dem Sekundär-

antikörper für 1.5 h unter Schütteln bei RT inkubiert.

Tabelle 2.6 Liste der im Immunoblot verwendeten Antikörper

Antikörper aus Verdünnung Bezugsquelle
AANAT (AS 2500) Kaninchen 1:100.000 in 5% (w/v)

BSA
Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA

AANAT (AS 3314) Kaninchen 1:100 in 5% (w/v) BSA Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA
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AANAT (AS 3343) Kaninchen 1:5000 in 5% (w/v) BSA Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA

AKAP 95 Ziege 1:2500 in 3% (w/v)
BSA/5% (w/v) Trocken-
milchpulver

Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA,
USA

AKAP 150 Ziege 1:2500 in 3% (w/v)
BSA/5% (w/v) Trocken-
milchpulver

Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA,
USA

CB 1 Rezeptor Kaninchen 1:1250 in 5% (w/v) BSA Chemicon, Temecula,
CA, USA

CB 2 Rezeptor Kaninchen 1:2000 in 5% (w/v) BSA Cayman, Carlsbad, CA,
USA)

CREB Kaninchen 1:1000 in 5% (w/v) BSA New England Biolabs,
Beverly, MD, USA

pCREB Kaninchen 1:1000 in 5% (w/v) BSA New England Biolabs,
Beverly, MD, USA

CSU-PSP 1 Kaninchen 1:2000 in 5% (w/v)
Trockenmilchpulver

Upstate biotechnology,
Lake Placid, New York,
USA

CSU-PSP 2A Maus 1:1000 in 5% (w/v)
Trockenmilchpulver

BD Transduction Labo-
ratories, , CA, USA

ERK ½ Kaninchen 1:3.000 in 5% (w/v)
BSA

New England Biolabs,
Beverly, MD, USA

pERK ½ Maus 1:1.000 in 5% (w/v)
BSA

New England Biolabs,
Beverly, MD, USA

CSU-PSP 1 Kaninchen 1:2000 in 5% (w/v)
Trockenmilchpulver

Upstate biotechnology,
Lake Placid, New York,
USA

CSU-PSP 2A Maus 1:1000 in 5% (w/v)
Trockenmilchpulver

BD Transduction Labo-
ratories, , CA, USA

Protein 14-3-3 (AS
A274)

Kaninchen 1:1.500 in 10% (w/v)
Trockenmilchpulver

Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA

anti-Kaninchen IgG
HRP-konjugiert

Ziege 1:25.000 New England Biolabs,
Beverly, MD, USA

anti-Maus IgG HRP-
konjugiert

Ziege 1:25.000 New England Biolabs,
Beverly, MD, USA

anti-Ziege IgG HRP-
konjugiert

Rind 1:2000 Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA,
USA

Um die Nitrozellulosemembran für den Nachweis eines weiteren Antigens zu nutzen,

wurde diese nach dem Nachweis des ersten Antigens (siehe 2.5.4) in TBST kurz

gewaschen und für 30 min in Elutionspuffer [1% (w/v) SDS, 0.685% (v/v) �-

Mercaptoethanol, 62.5 mM Tris/HCl, pH 6.8] unter Schütteln bei 56° C inkubiert. Im

Anschluß wurde die Membran 3x 5 min mit Millipore-H2O sowie 3x 5 min mit TBST

gespült und für 1 h in der Blockierungslösung (Rotiblock; Roth, Karlsruhe) unter
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Schütteln bei RT inkubiert. Daraufhin konnte die Membran für einen weiteren immun-

chemischen Nachweis benutzt werden.

2.8.4 Nachweis der Proteinbanden

Der Nachweis der antigenen Proteinbanden erfolgte mittels enhanced chemilumi-

nescence (ECL). Hierbei erfolgt die Oxidation von Luminol bei gleichzeitiger Redukti-

on von H2O2 durch eine Meerrettichperoxidase (HRP), welche an den Sekundäranti-

körper konjugiert ist (siehe 2.5.3). Dadurch wird Luminol in einen angeregten Zu-

stand versetzt. Beim Übergang zurück in den Grundzustand wird diese Energie in

Form von Licht (Chemilumineszenz) freigesetzt. Durch das Auflegen eines Röntgen-

films (Biomax MR; Kodak, Stuttgart) konnte dieses Licht gemessen werden. In dieser

Arbeit wurde das Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce,

Rockford, IL, USA) verwendet. Dabei wurden die beiden Lösungen, Lumi-

nol/Enhancer Solution und Stable Peroxidase Solution, 1:1 gemischt und die Mem-

bran (0.125 ml Substratlösung/cm2 Membran) für 10 min unter Lichtausschluß inku-

biert. Im Anschluß wurde die Membran in Plastikfolie gelegt und in einer Filmkassette

auf einen Röntgenfilm gelegt.

2.9 Ko-Immunpräzipitation

Zur Darstellung von Protein-Protein-Interaktionen in einem Gesamtproteinextrakt

wurde die Methodik der Ko-Immunpräzipitation angewendet. Hierbei wird ein Protei-

nextrakt aus dissoziierten Zellen hergestellt und anschließend mit einem Antikörper

inkubiert, der gegen einen der beiden möglichen Interaktionspartner gerichtet ist. Die

gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe werden dann durch spezielle, an magneti-

sche Kügelchen (magnetic beads) gekoppelte Sekundärantikörper (MagnaBindTM

goat anti-rabbit IgG beads; Pierce Rockford, IL, USA) in einem magnetischen Feld

sedimentiert und somit aus dem Proteinlysat isoliert. Die Analyse der Ko-

Immunpräzipitation erfolgt im Anschluß mittels Immunoblotverfahren (siehe 2.5). Es

werden neben den Präzipitaten zusätzlich die unbehandelten Proteinextrakte sowie

der verdünnte, in der Präzipitation eingesetzte Primärantikörper zur Kontrolle aufge-

tragen. Die einzelnen Arbeitsschritte sind im folgenden kurz aufgeführt:

1. Die Pinealozyten wurden für 1 min bei 12.000 g und 4° C zentrifugiert und der

Überstand verworfen. Zur Zelllyse wurden die Zellen (Pellets) für 10 min auf
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Trockeneis schockgefroren, bei 4° C gelagert, in Präzipitationspuffer (0.1M Am-

moniumacetat, pH 6.8), dem complete protease inhibitor cocktail sowie Phos-

phatase-Inhibitoren (siehe 2.5.1) zugegeben wurden, resuspensiert und mit ei-

nem Ultraschall-Desintegrator homogenisiert.

2. Zur Vorreingung der magnetic beads wurden 100 µl der magnetic beads pro An-

satz 3x mit 200 µl Präzipitationspuffer gespült.

3. Auf die sedimentierten magnetic beads wurde das Proteinextrakt (100-125 µg)

geladen und mit Präzipitationspuffer auf 200 µl aufgefüllt.

4. Die Proben wurden für 2h auf dem Überkopf-Schüttler (20rpm) bei 4°C inkubiert.

Anschließend wurde der Überstand für die folgende Konjugation (siehe 6.) ge-

wonnen.

5. Zeitgleich erfolgte die Kopplung des primären AK an die magnetic beads. Dazu

wurden 2-6µl AK auf 50-100µl zuvor gereinigte magnetic beads geladen, mit Prä-

zipitationspuffer auf 200 µl aufgefüllt und für 2h auf dem Schüttler (20rpm) bei 4°C

inkubiert.

6. Zur Konjugation der vorgereinigten Lysate (siehe 4.) an den Komplex aus primä-

ren AK und magnetic beads wurden die gereinigten Lysate auf die sedimentierten

Komplexe aus Primärantikörper und magnetic beads geladen und über Nacht auf

dem Schüttler (20rpm) bei 4°C inkubiert.

7. Am nächsten Tag wurde der Überstand verworfen, das Präzipitat 3x mit 200 µl

Präzipitationspuffer gewaschen und in 17.5µl 2x Probenpuffer aufgenommen.

Für die Präzipitationsexperimente wurden die folgenden Antikörper eingesetzt:

Tabelle 2.7 Liste der in der Ko-Immunpräzipitation verwendeten Antikörper

Antikörper gegen aus Verdünnung Bezugsquelle
AANAT (Immunopuri-
fied (IP) AS 3314)

Kaninchen 4 µl / 200 µl Präzipitati-
onspuffer; 1:100 in 5%
BSA

Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA

Protein 14-3-3 (IP
A274)

Kaninchen 4 µl / 200 µl Präzipitati-
onspuffer; 1:1.500 in
10% Trockenmilchpul-
ver

Dr. D.C. Klein, NIH,
Bethesda, MD, USA
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2.10 Aktivitätsbestimmung der AANAT

Die Aktivitätsmessungen für die AANAT erfolgten in Homogenaten aus kultivierten

Pinealorganen der Ratte. Die Bestimmung der Aktivität für die AANAT beruht dabei

auf eine durch die AANAT katalysierte Bildung von 14C-radioaktiv markiertem 14C-N-

Azetyl-tryptamin aus 14C-markiertem AzetylCoA und Tryptamin. Das radioaktiv mar-

kierte AzetylCoA wird zusammen mit dem Substrat Tryptamin im Überschuss dem

Reaktionsansatz zugegeben. Nach Ablauf der Reaktion und dem anschließenden

Auswaschen von nicht gebundenen 14C-AzetylCoA kann über die gebildete Menge

von 14C-radioaktiv markiertem 14C-N-Azetyl-tryptamin auf die Aktivität der AANAT

zurückgeschlossen werden.

2.10.1 Durchführung der Aktivitätsmessungen

Die Pinealorgane wurden nach Beendigung der Kultivierung entweder bei -80° C

gelagert oder sofort weiterverarbeitet. Dabei wurden alle Arbeitschritte zügig und auf

Eis durchgeführt. Zunächst wurden die Pinealorgane in 27 µl 0.1 M Ammoniumaze-

tatpuffer (pH 6.8), der vorher mit Protease-Inhibitoren (Complete Protease Inhibitor

Cocktail, Roche, Mannheim) versetzt wurde, mit Hilfe eines Ultraschall-

Desintegrators (Sonoplus HD 70, Bandelin, Berlin) homogenisiert und das Homo-

genat für 15 min bei 12.000 g und 4° C zentrifugiert. 2µl des Überstandes wurden für

die Proteinbestimmung nach Bradford bereitgestellt (siehe 2.5.1). Zu den verbleiben-

den 25 µl wurden im Anschluss 10 µl des Substrats Tryptamin (Endkonzentration 40

mM) und 7.5 µl 14C AzetylCoA (60 nCi/nmol spezifische Aktivität; ICN, Eschwege)

pipettiert. Die Reaktionsansätze wurden kurz auf dem Vortex-Gerät geschüttelt und

herunterzentrifigiert. Die Inkubation der Reaktionsansätze erfolgte bei 37° C für 20

min. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Reaktionsansätze unverzüglich auf Eis

gestellt und jeweils mit 1 ml Chloroform sowie 200 µl Ammoniumazetatpuffer ver-

setzt. Von diesem Zeitpunkt an konnte bei RT weitergearbeitet werden. Nach 20 se-

kündigem Schütteln auf dem Vortex-Gerät erfolgte eine kurze Zentrifugation bei 2700

g. Die obere, wässrige Phase wurde vorsichtig abgesaugt. Nach zweimaligem Wa-

schen mit 200 µl Ammoniumazetatpuffer wurden 500 µl der organischen Phase in

Szintillationsgefäße pipettiert, wo das Chloroform verdampfte. Darauf erfolgte die

Zugabe von 5 ml einer gebrauchsfertigen Szintillationsflüssigkeit (rotiszent eco plus)

pro Röhrchen. Nach 10 sekündigem Schütteln auf dem Vortex-Gerät wurde die �-

Strahlung der Proben in einem Szintillationsmeßgerät (Liquid Scintillation Analyser
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2500 TR, 2500 Tri-Carb; Canberra-Packard, Dreieich) gemessen. Über die resultie-

renden Dpm-Werte konnte mit Hilfe der in 2.10.2 angegeben Formel die AANAT Ak-

tivität berechnet werden. Dabei dienten zusätzlich Kontrollpräparationen, denen an-

statt des Substrats Tryptamin Ammoniumazetatpuffer zugegeben wurden, als Hinter-

grundwerte. Diese Hintergrundwerte wurden später von den eigentlichen Messwer-

ten sämtlicher Proben abgezogen. Um die Spezifität der Aktivitätsbestimmung für die

AANAT zu überprüfen, wurden Kontrollmessungen an Proben unter Zugabe von 1

µM Bisubstrat-Inhibitor (BSI), einem potenten Inhibitor für die AANAT, durchgeführt.

2.10.2 Berechnung der AANAT Aktivität

Die Angabe der Messwerte durch den �-Zähler erfolgte in Dpm. Anhand eines Bei-

spiels soll nun die genaue Berechnung der spezifischen Aktivität für die AANAT er-

läutert werden:

1000 Dpm / 500 µl Reaktionsansatz – Hintergrundwert (hier 50) x 2 (auf 1 ml Re-
aktionsansatz) x 3 (auf 1 h Inkubationszeit)

60 nCi/nmol (spezifische Aktivität des 14C AzetylCoA) x 2220 Dpm/nCi (Um-
rechnungsfaktor der spezifischen Aktivität in Dpm)

Die Aktivität einer Probe wurde abschließend auf 1 mg Protein bezogen. Es ergab

sich also die Aktivität der AANAT in:

nmol
h x mg Protein.

2.11 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Der Gehalt von Melatonin im Kulturmedium wurde mit Hilfe eines Melatonin-

spezifischen kompetitiven Enzymimmunoassays (Institut für Hormonforschung IHF,

Hamburg) bestimmt, dessen Nachweisgrenze laut Hersteller bei 1.5-2 pg/ml liegt.

2.11.1 Probenvorbereitung

Vor Beginn des Versuchs wurde bei allen Pinealozyten- sowie Organkulturen ein

Mediumwechsel vorgenommen. Das frisch zugegebene Medium enthielt kein FCS,

welches unter Umständen Spuren von Melatonin enthalten und somit die Ergebnisse

des ELISAs beeinflussen kann. Nach der Abnahme des Zellkulturüberstands konnte

dieser direkt verwendet oder für längere Zeit bei –20° C aufbewahrt werden. Um in
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den spezifischen Meßbereich des ELISAs zu gelangen, wurden in Vorversuchen ent-

sprechende Verdünnungsreihen der zu untersuchenden Proben hergestellt.

2.11.2 Durchführung

Mit (Ziege) anti-Kaninchen Antikörpern beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit 50

µl der vorverdünnten Probe, 50 µl Melatonin/Biotin-Derivat (Tracer, 15 pg / ml) und

100 µl Melatonin Antiserum (aus Kaninchen; 1:100.000) bei 4 ° C über Nacht inku-

biert. Dabei konkurriert das Melatonin aus der Probe mit dem biotinylierten Melato-

nin-Derivat um die Bindung an den anti-Melatonin Antikörper. Die Komplexe des anti-

Melatoninantikörpers mit dem Melatonin aus der Probe sowie mit dem Melato-

nin/Biotin-Derivat binden an den immobilisierten (Ziege) anti-Kaninchen Antikörper.

Nach Verwerfen des Überstandes und 3x 5 min spülen wurden 200 µl mit Meeret-

tichperoxidase (HRP) konjugiertes Streptavidin (150 ng/ml) zugegeben und für 30

min bei 4° C mit dem biotinhaltigen, immobilisierten Immunkomplex inkubiert. Nach

Verwerfen des Überstandes und 3x 5 min Spülen erfolgte die Detektion mittels chro-

mogenhaltiger Substratlösung. Dabei wird Tetramethylbenzidin durch die HRP und in

Anwesenheit von H2O2 zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. Die Reaktion wurde mit

H2SO4 gestoppt, wobei es zu einem gelben Farbumschlag kam. Die Intensität der

Färbung ist proportional zur gebundenen HRP-Menge und somit umgekehrt propor-

tional zur Menge an Melatonin in der Probe. Anhand einer parallel erstellten Eichkur-

ve mit bekannten Mengen an Melatonin konnten die Melatoninkonzentrationen in den

Proben ermittelt werden. Dies erfolgte photometrisch (ELISA-Photometer; Labsy-

stems, Frankfurt am Main) bei einer Wellenlänge von 450 nm.

2.12 Semiquantitative Auswertung durch Bildanalyse

Mit Hilfe des VIDAS-Bildanalysesystems (KS400; Kontron, Eching) erfolgte die semi-

quantitative Auswertung aller Präparate. Die Signale aus den Northern- und Immu-

noblot-Analysen wurden nach dem Einlesen der Filme durch einen Flachbettscanner

(MFS 1200SP; Mustek, Neuss) mit dem computergestützten Image-Analysesystem

ausgewertet. Dabei wurden die Signalstärke sowie die Signalgröße erfaßt und die

relative Größe und Intensität einer individuellen Bande durch Summation der ent-

sprechenden Grauwertstufen quantifiziert. Die Ergebnisse wurden, nach dem Verfah-

ren von Wicht et al. (1999), als SUMDENS-Werte angegeben. Immunzytochemische

Daten wurden von einer Videokamera (AVT Horn; Aalen) erfasst, welche an ein Mi-
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kroskop (Axioplan; Zeiss, Göttingen) angeschlossen war. Die ermittelten SUMDENS-

Werte wurden gegen das entsprechende unspezifische Hintergrundsignal korrigiert

und diese dann als corrSUMDENS (corrected sum of densities) bezeichnet.

2.13 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung von mindestens drei unabhängigen Experimenten er-

folgte mit Hilfe des Computerprogramms Graph Pad Prism (Graph Pad, San Diego,

CA, USA). Es wurde eine Einweganalyse der Varianz (one-way analysis of variance,

ANOVA) mit einem Zusatztest nach Bonferroni oder Dunnet für mehrfache Verglei-

che angewendet. Die Daten wurden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts

angegeben (±SEM).
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Ergebnisse

3.1 Darstellung von regulatorischen Untereinheiten der Proteinkinase A und deren

Ankerproteinen AKAP 95 und 150 in Pinealozyten der Ratte

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz konnten die regulatorischen (R)-

Untereinheiten � und β der Protein Kinase A (PKA) Typ I (RI�, RI�) sowie Typ II

(RII�, RII�) in fast sämtlichen dissoziierten Pinealozyten der Ratte nachgewiesen

werden (Abb. 3.1). Die Immunreaktivitäten (IRs) sind fein granuliert und gleichmäßig

im gesamten Zytoplasma der Pinealozyten verteilt. Die Zellkerne waren durchweg

nicht angefäbt (immunnegativ). Die Lokalisation und die Intensität der Immunsignale

für sämtliche R-Untereinheiten variierten nicht in Pinealozyten, die entweder unsti-

muliert oder mit 1 µM Noradrenalin (NA) für 1 h bzw. 6 h (RI�: Abb. 3.1A-C; RI�:

Abb. 3.1D-F; RII�: Abb. 3.1G-I; RII�: Abb. 3.1J-L) stimuliert wurden. Generell waren

die IRs von RI� (Abb. 3.1A-C) und RI� (Abb. 3.1D-F) weniger intensiv als die Im-

munsignale für RII� (Abb. 3.1G-I) und RII� (Abb. 3.1J-L).

Abb. 3.1: Immunzytochemische Darstellung der regulatorischen (R)-Untereinheiten der Proteinkinase
A (PKA) mittels AlexA Fluor 488-konjugierten sekundären Antikörpern. Die R-Untereinheiten � und
��der PKA Typ I und II waren in fast allen Pinealozyten nachweisbar (RI�: A-C; RI�: D-F; RII�: G-I;
RII�: J-L). In unstimulierten Pinealozyten sind die IRs für sämtliche R-Untereinheiten fein granuliert
und gleichmäßig im gesamten Zytoplasma verteilt. Der Zellkern war stets immunnegativ (RI�� ��� RI��
D; RII�: G; RII�: J). Nach Stimulation mit 1 µM NA für 1 h (RI�� B�� RI�� E; RII�: H; RII�: K) bzw. 6 h
(RI�� C�� RI�� F; RII�: I; RII�: L) blieben die IRs hinsichtlich Intensität und Lokalisation unverändert.
Der Maßstab entspricht 10 µm.
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Fast sämtliche Rattenpinealozyten wiesen ebenso deutliche IRs für die A Kinase An-

ker Proteine (AKAP) 95 und 150 auf (Abb. 3.2). Im Gegensatz zu den R-

Untereinheiten der PKA I und II waren die AKAP-IRs ungleichmäßig in den Zellen

verteilt. Die AKAP 150-IR war ausschließlich zytoplasmatisch und in der Nähe der

Zellmembran besonders intensiv (Abb. 3.2A-C). Die AKAP 95-IR war demgegenüber

ausschließlich nukleär. Eine starke nukleäre AKAP 95-IR konnte in fast sämtlichen

Pinealozyten nachgewiesen werden. Die Nukleoli zeigten keine AKAP 95-IR (Abb.

3.2D-F). Die Stimulation der Zellen mit 1 µM NA für 1 h bzw. 6 h beeinflusste weder
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die Intensität noch das Verteilungsmuster der AKAP 150– (Abb. 3.2A-C) und AKAP

95–IR (Abb. 3.2D-F).

Abb. 3.2: Immunzytochemische Darstellung von AKAP 150 (A-C) und AKAP 95 (D-F) mittels CY3-
konjugierten Sekundärantikörpern in isolierten Pinealozyten der Ratte. Die Zellen blieben unstimuliert
(AKAP 150: A; AKAP 95 D) oder wurden für 1 h (AKAP 150: B; AKAP 95: E) oder 6 h (AKAP 150: C;
AKAP 95: F) mit 1µM NA stimuliert. Für AKAP 150 (A-C) konnte in zahlreichen Pinealozyten eine di-
stinkte Immunreaktivität (IR) in der Nähe der Zellmembran gefunden werden. Die Zellkerne waren
durchweg immunnegativ. Im Gegensatz dazu war die AKAP 95-IR ausschließlich nukleär (D-F). Die
Nukleoli waren nicht gefärbt. Die Intensität und Lokalisation der IRs sowohl von AKAP 150 als auch
von AKAP 95 waren nach Stimulation mit 1 µM NA konstant (1 h: B und E; 6 h: C und F). Der Maß-
stab beträgt 10 µm.

Abb. 3.3: Kontrollen zur Untersuchung der Spezifität sämtli-
cher in dieser Arbeit in der Immunzytochemie eingesetzten
Sekundärantikörper. Die Präparationen wurden an Stelle
der primären AK für den gleichen Zeitraum entweder mit
normalen Esel- (a-d) oder Ziegenserum (e-h) inkubiert und
anschließend wie im Methodenteil beschrieben mit den ent-
sprechenden Sekundärantikörpern behandelt. (Esel) anti-
Ziege IgG AlexA Fluor� 488: a; (Esel) anti-Kaninchen IgG
AlexA Fluor� 488: b; (Esel) anti-Ziege IgG CYTM3: c; (Esel)
anti-Maus IgG CYTM3: d; (Ziege) anti-Kaninchen IgG AlexA
Fluor� 488: e; (Ziege) anti-Maus IgG AlexA Fluor� 488: f;
(Ziege) anti-Kaninchen IgG CYTM3: g; (Ziege) anti-Maus
IgG CYTM3: h). Der Maßstab entspricht 10 µm.
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Keine IR konnte hingegen in Kontrollpräparationen nachgewiesen werden, die an-

statt mit den gegen AKAP 150 bzw. AKAP 95 gerichteten primären Antikörpern (AK)

mit normalem Esel- oder Ziegenserum inkubiert wurden (Abb. 3.3).

Die Spezifität der AK gegen AKAP 150 und 95 wurde im Immunoblotverfahren

getestet. Hier zeigte sich, dass die AK gegen AKAP 150 und AKAP 95 jeweils ein

einzelnes Immunsignal mit einem Molekulargewicht (MG) von 150 kDa bzw. 95 kDa

in Homogenaten aus Rattenpinealorganen hervorrufen (Abb. 3.4). In Übereinstim-

mung mit den immunzytochemischen Daten zeigte sich auch im Immunoblot, dass

die Signale für AKAP 150 und 95 nach noradrenerger Stimulation unverändert blie-

ben (Abb. 3.4).

Abbildung 3.4: Immunchemische Untersuchung von AKAP 150 und AKAP 95 in kultivierten Pinealor-
ganen der Ratte. Die Organe waren unbehandelt (co) oder mit 1µM NA für 1 h bzw. 6 h stimuliert. Die
Immunsignale aus drei voneinander unabhängigen Präparationen wurden semiquantitativ durch Be-
stimmung ihrer SUMDENS-Werte ermittelt. Die SUMDENS-Werte der unstimulierten Präparationen
(co) wurden als 100% festgelegt. Die Stimulation mit NA verursachte keine signifikanten Veränderun-
gen in den SUMDENS-Werten für beide untersuchten AKAP Isoformen.

In Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen zeigte sich, dass die AKAP 150–IR nur parti-

ell mit der IR von RI� (Abb. 3.5A-C) und RI� (Abb. 3.5D-F) überlappt. Eine weitge-

hende Kolokalisation konnte dagegen für die AKAP 150-IR und den Immunsignalen

für RII� (Abb. 3.5G-I) bzw. RII� (Abb. 3.5J-L) nachgewiesen werden. Das Vertei-

lungsmuster dieser Kolokalisationen varriierte nicht zwischen unstimulierten- und NA-

stimulierten Pinealozyten.
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Abb. 3.5: Doppelimmunfluoreszenz von AKAP 150 und den regulatorischen (R)-Untereinheiten der
Proteinkinase A (PKA) in isolierten Pinealozyten der Ratte nach einstündiger Behandlung mit 1µM NA.
Die R-Untereinheiten werden durch den AlexA Fluor 488-konjugierten Sekundärantikörper dargestellt
(RI��� C, RI�� F, RII�� I, RII �� L). AKAP 150 wird durch den CY3-markierten Sekundärantikörper dar-
gestellt (B, E, H und K). In den Überlagerungen ist zu erkennen, dass die RI�-(C) und RI��(F)-IRs nur
geringfügig mit der AKAP 150-IR kolokalisieren. Hingegen sind für die IR von AKAP 150 und RII� (G-
I) bzw. von AKAP 150 und RII� (J-L) deutliche Kolokalisationen in den Überlagerungen zu erkennen.
Intensität und Lokalisation dieser Kolokalisationen blieben im Verlauf der noradrenergen Stimulation
unverändert (Daten nicht gezeigt). Der Maßstab entspricht 10 µm.

Die AKAP 95-IR im Zellkern der Pinealozyten war zu keinem Zeitpunkt mit den IRs

aller R-Untereinheiten der PKA kolokalisiert (Abb.3.6).
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Abb. 3.6: Doppelimmunfluoreszenz von AKAP 95 und den regulatorischen (R)-Untereinheiten der
Proteinkinase A (PKA) in isolierten, mit 1 µM NA für 1 h stimulierten Pinealozyten der Ratte. Die R-
Untereinheiten sind durch den AlexA Fluor 488-konjugierten Sekundärantikörper dargestellt (RI�� A��
RI�� D; RII�: G; RII�: J). AKAP 95 wird durch den CY3-gekoppelten Antikörper dargestellt (B, E, H
und K). Die Immunsignale von AKAP 95 und sämtlichen R-Untereinheiten liegen niemals kolokalisiert
vor, wie in den Überlagerungen beider Kanäle zu erkennen ist (RI� mit AKAP 95� C�� RI��mit AKAP
95� F; RII� mit AKAP 95: I; RII� mit AKAP 95: L). Der Maßstab beträgt 10 µm.
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3.2 Die Bedeutung von EPAC für die Regulation der Melatoninbiosynthese im Pi-

nealorgan der Ratte - Untersuchungen mit Hilfe des cAMP-Analogs 8-CPT-2’-O-

cAMP

Mit dem neu entwickelten EPAC-spezifischen cAMP-Analog 8-(4-Chloro-phenylthio)-

2’-O-methyladenosin-cAMP (8-CPT-2’-O-cAMP; Enserink et al. 2002) sollte eine

mögliche funktionelle Beteiligung von EPAC (exchange protein directly activated by

cAMP) 1 und 2 an der Regulation der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der

Ratte untersucht werden. Im Gegensatz zu 8-CPT-2’-O-cAMP handelt es sich bei 8-

Br-cAMP um ein unspezifisches cAMP-Analog. Daher wurden die Wirkungsweisen

der beiden cAMP-Analoga im Vergleich untersucht.

3.2.1 Die Induktion von pCREB durch die cAMP-Analoga 8-CPT-2’-O-cAMP und 8-

Br-cAMP in kultivierten Pinealorganen der Ratte

Mit Hilfe der Immunoblot-Technik wurde die Wirkungsweise der beiden cAMP-

Analoga 8-CPT-2’-O-cAMP und 8-Br-cAMP auf die Phosphorylierung von CREB am

Serin 133 in kultivierten Pinealorganen der Ratte untersucht. Abb. 3.7a zeigt exem-

plarisch die immunchemische Darstellung von phospho (p)CREB (oben). Zur Über-

prüfung, ob gegeneinander gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden, wurde

der pCREB AK von den Membranen entfernt, um diese dann mit einem AK zu inku-

bieren, der phosphoryliertes und unphosphoryliertes CREB (totalCREB) erkennt.

(Abb. 3.7a, unten). Nach einstündiger Stimulation mit 1 µM NA konnten mit dem AK

gegen pCREB zwei starke Immunsignale detektiert werden: eine obere Bande mit

einem MG von 42 kDa, die zuvor als pCREB identifiziert werden konnte (Schomerus

et al. 1996) sowie eine 40 kDa große Bande, die aufgrund von Interaktionen des

pCREB Antikörpers mit der phosphorylierten Form des aktivierenden Transkripti-

onsfaktors 1 (ATF-1; siehe hierzu auch: Cell Signaling Technology Produktkatalog

2002, Beverly, MD, USA; Seite 179) zustande kommt. In unstimulierten Präparatio-

nen (Kontrolle) war nur ein sehr schwaches pCREB Signal nachweisbar. Im Ver-

gleich zur unstimulierten Kontrolle führte eine Stimulation mit 5 mM sowie 500 µM 8-

Br-cAMP für 1 h zu einer starken Zunahme der pCREB-IR. Hingegen kam es durch

die Stimulation mit 10 µM 8-CPT-2’-O-cAMP für 1 h im Vergleich zur unstimulierten

Kontrolle nur zu einer mäßigen, mit 1 µM 8-CPT-2’-O-cAMP für 1 h zu keiner
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Induktion der pCREB-IR. In Abb. 3.7b ist die semiquantitative Analyse der pCREB-IR

dargestellt. Angegeben sind die SUMDENS-Werte der einzelnen pCREB-

Immunsignale. Die pCREB-IR nach einstündiger Stimulation mit 1 µM NA wurde als

100% festgesetzt. Die SUMDENS-Werte von pCREB wurden gegen den

entsprechenden Wert von totalCREB normalisiert.

Abb. 3.7: (a) Immunchemische Darstellung von phospho (p)CREB (oben) sowie totalCREB (unten) in
kultivierten Pinealorganen der Ratte. Die Organe waren entweder unbehandelt (Kontrolle) oder mit 1
µM NA bzw. mit den cAMP-Analoga 8-Br-cAMP (5mM oder 500 µM) bzw. 8-CPT-2’-O-cAMP (10 µM
oder 1 µM) für 1 h stimuliert worden. Nach einstündiger Stimulation mit 1 µM NA kam es zu einer star-
ken Induktion der pCREB- und pATF-1-IR. In den Kontrollen war die pCREB-IR kaum, die pATF-1-IR
nur schwach nachweisbar. Die Stimulation mit 5 mM oder 500 µM 8-Br-cAMP induzierte sowohl ein
starkes Immunsignal für pATF-1 als auch für pCREB. Hingegen induzierte die Stimulation mit 10 µM
8-CPT-2’-O-cAMP sowohl eine schwache pATF-1- als auch pCREB-IR; mit 1 µM 8-CPT-2’-O-cAMP
konnte weder eine pATF-1- noch eine pCREB-IR induziert werden. (b) Semiquantitative Analyse der
Immunoblotdaten (n = 3). Die SUMDENS-Werte der mit 1 µM NA für 1 h stimulierten Präparationen
wurden als 100% festgelegt. Die statistische Analyse erfolgte durch ANOVA mit anschließendem Zu-
satztest nach Bonferroni.

b

a
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3.2.2 Einfluss von 8-CPT-2’-O-cAMP auf den AANAT-Proteingehalt und die Freiset-

zung von Melatonin aus kultivierten Pinealorganen der Ratte

Der Einfluss von EPAC auf die Proteinmenge der Arylalkylamin-N-acetyltransferase

(AANAT) in kultivierten Pinealorganen der Ratte wurde durch die gezielte Aktivierung

von EPAC mit Hilfe des EPAC-spezifischen cAMP-Analogs 8-CPT-2’-O-cAMP über-

prüft und mittels Immunoblotverfahren ausgewertet. Abb. 3.8a zeigt einen represen-

tativen Immunoblot für die AANAT. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA

konnte gegenüber den unstimulierten Kontrollpräparationen ein starkes Immunsignal

mit einem MG von 24 kDa induziert werden, welches der zu erwartenden Molekül-

größe für die AANAT entsprach. Die alleinige Stimulation der Organkulturen mit 8-

CPT-2’-O-cAMP in den Konzentrationen von 100 µM, 10 µM, 1 µM oder 100 nM

führte zu keiner Induktion des AANAT-Immunsignals. Die Koapplikation von 1 µM NA

mit jeweils 100 µM, 10 µM, 1 µM oder 100 nM 8-CPT-2’-O-cAMP für 6 h verursachte

ine ebenso starke Induktion des AANAT-Immunsignals wie in den ausschließlich NA-

stimulierten Präparationen. Die semiquantitative Analyse der AANAT-Immunsignale

zeigte, dass eine Stimulation mit 8-CPT-2’-O-cAMP in vier unterschiedlichen Kon-

zentrationen im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollpräparationen keine Indukti-

on des AANAT Immunsignals hervorrief (Abb. 3.8b). Die gleichzeitige Applikation von

1 µM NA und unterschiedlichen Konzentrationen des 8-CPT-2’-O-cAMP (100 µM, 10

µM, 1 µM oder 100 nM) für 6 h zeigte im Vergleich zu Präparationen, welche aus-

schließlich mit 1 µM NA für 6 h inkubiert wurden, ebenso keine signifikanten Unter-

schiede in der Intensität des AANAT-Immunsignal.

a
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Abb. 3.8: (a) Representativer Immunoblot für die AANAT in kultivierten Pinealorganen der Ratte. Nach
Stimulation mit 1 µM NA für 6 h kam es zu einer starken Induktion der AANAT-IR, die in unstimulierten
Kontrollen nicht nachweisbar war. Die Stimulation mit dem EPAC-spezifischen cAMP-Analog 8-CPT-
2’-O-cAMP in 4 verschiedenen Konzetrationen (100 µM, 10 µM, 1 µM oder 100 nM) führte zu keiner
Induktion der AANAT-IR. Die Koapplikation von 1 µM NA mit 8-CPT-2’-O-cAMP verursachte eine
ebenso starke Induktion der AANAT-IR wie in den Präparationen, welche ausschließlich mit 1 µM NA
behandelt wurden. (b) Darstellung der semiquantitativen Analyse der AANAT-IR. Die SUMDENS-
Werte für die sechsstündige Stimulation mit 1 µM NA wurden als 100% festgelegt. Die statistische
Auswertung erfolgte durch ANOVA mit anschließendem Zusatztest nach Bonferroni. (c) Melatonin-

b

c
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Bestimmung im Kulturmedium von Pinealorganen der Ratte. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1
µM NA kam es zu einer etwa 5fach erhöhten Freisetzung von Melatonin in das Kulturmedium. Eine
Behandlung mit 4 unterschiedlichen Konzentrationen an 8-CPT-2’-O-cAMP (100 µM, 10 µM, 1 µM
oder 100 nM) führte gegenüber der unbehandelten Kontrolle zu keiner Erhöhung der Melatoninfreiset-
zung. Die Koapplikation von 1 µM NA mit 1 µM bzw. 100 nM 8-CPT-2’-O-cAMP verursachte eine
leichte Abnahme der Melatoninsekretion gegenüber der ausschließlich mit 1 µM NA stimulierten Prä-
parationen. Diese Abnahme war in der statistischen Auswertung jedoch nicht signifikant (ANOVA mit
anschließendem Zusatztest nach Bonferroni).

Die Melatoninfreisetzung aus kultivierten Pinealorganen der Ratte wurde mit Hilfe ei-

nes kompetitiven ELISAs bestimmt. Im Vergleich zu unstimulierten Kontrollpräpara-

ten kam es nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA zu einem ungefähr 5fachen

Anstieg in der Melatoninfreisetzung (Abb. 3.8c). Durch Koapplikation von 1 µM NA

mit 8-CPT-2’-O-cAMP in vier unterschiedlichen Konzentrationen (100 µM, 10 µM, 1

µM oder 100 nM) für 6 h kam es gegenüber der unstimulierten Kontrolle ebenfalls zu

einem deutlichen Anstieg in der Melatoninfreisetzung. Im Vergleich zur alleinigen

Stimulation der Pinealorgane mit 1 µM NA war dieser Anstieg jedoch niedriger. Die

statistische Auswertung (ANOVA mit anschließendem Zusatztest nach Bonferroni)

erbrachte allerdings keinen signifikanten Unterschied in der Abnahme der Melatonin-

freisetzung. Die ausschließliche Behandlung der Pinealorgane mit 8-CPT-2’-O-cAMP

zeigte gegenüber den unstimulierten Kontrollpräparationen keinen signifikanten Un-

terschied in der Melatoninfreisetzung.

3.2.3 Einfluss von 8-CPT-2’-O-cAMP auf die Phosphorylierung der extrazellulär regu-

lierten Kinasen (ERK) 1 und 2

In Abb. 3.9a ist ein exemplarischer Immunoblot für die extrazellulär regulierten Kina-

sen (ERK) 1 und 2 dargestellt. Im oberen Teil der Abbildung wird jeweils die akti-

vierte, d. h. die am Threonin 202 und Tyrosin 204 phosphorylierte (p) Form der ERK

1 (pERK 1, obere Bande, 44 kDa) sowie ERK 2 (pERK 2, untere Bande, 42 kDa)

dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung ist dieselbe Membran nach Entfernung des

AK gegen die phosphorylierte Form und einer anschließenden Inkubation mit einem

AK, welcher die ERK 1 und 2 unabhängig vom Phosphorylierungszustand detektiert,

zu erkennen (totalERK 1, obere Bande, 44 kDa; totalERK 2, untere Bande, 42 kDa).

Die Banden für pERK 1 und 2 wurden in der semiquantitaven Auswertung (pERK 1,

Abb. 3.9b; pERK 2, 3.9c) gegen das entsprechende Immunsignal für totalERK 1 und

2 normalisiert. In nicht-stimulierten Präparationen waren zwei starke Immunsignale
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mit den korrespondierenden MGs von 44 kDa bzw. 42 kDa für pERK 1 bzw. pERK 2

nachweisbar (Abb. 3.9a). Die Intensität dieser Immunsignale wurde für die semi-

quantitative Analyse als 100% festgelegt. Die Stimulation mit 1 µM NA für 6 h hatte

keinen Effekt auf die Intensität beider IR. Ebenso erzielte die Stimulation mit 8-CPT-

2’-O-cAMP (100 µM, 10 µM, 1 µM oder 100 nM) weder für pERK 1 noch für pERK 2

eine signifikante Veränderung in der Signalstärke. Eine Koapplikation von 1 µM NA

mit 8-CPT-2’-O-cAMP (100 µM, 10 µM, 1 µM oder 100 nM) induzierte ebenfalls keine

signifikanten Veränderungen in der Signalstärke von pERK 1 und 2, wie aus der se-

miquantitativen Analyse für pERK 1 (Abb. 3.9b) und pERK 2 (Abb. 3.9c) hervorgeht.

Abb. 3.9: (a) Repräsentativer Immunoblot für pERK 1 und 2 (oben) sowie totalERK 1 und 2 (unten) in
kultivierten Pinealorganen der Ratte. (a) In den unstimulierten Kontrollen ist sowohl für pERK 1 (44
kDa, obere Bande) als auch für pERK 2 (42 kDa, untere Bande) eine starke IR zu erkennen. Die
sechsstündige Stimulation mit 1 µM NA hatte keinen Einfluss auf die Intensität dieser IRs. Die alleinige
Applikation hoher Konzentrationen an 8-CPT-2’-O-cAMP (100 µM) verursachte eine geringfügige Ab-
nahme des Immunsignals. Dieser Effekt war ebenso bei einer Koapplikation von 100 µM 8-CPT-2’-O-
cAMP mit 1 µM NA nachweisbar. Unter keiner der Stimulationsbedingungen kam es zu einer Verände-
rung der Signalstärke für totalERK 1 und 2. Deren Immunsignale wurden zur Normalisierung der kor-
respondierenden pERK 1- und 2-IR in der semiquantitative Analyse herangezogen. (b) Semiquantita-
tive Auswertung der pERK 1-IR. (c) Semiquantitative Auswertung der pERK 2-IR. Die SUMDENS-
Werte der unstimulierten Kontrollen wurden als 100% festgesetzt. Die statistische Analyse ergab kei-
ne signifikanten Veränderungen in der Intensität von pERK 1 und 2 während des Stimulationsverlaufs
(ANOVA mit anschließendem Zusatztest nach Bonferroni).

a
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3.3 Die gezielte Dephosphorylierung von pCREB spielt bei der Inaktivierung der Aa-

nat Transkription in Pinealozyten der Ratte eine wichtige Rolle

3.3.1 Die nach NA-Entzug erfolgte pCREB Dephosphorylierung wird durch Zugabe

von PSP-Inhibitoren verhindert

Immunzytochemische Studien zeigten eine starke Induktion der nukleären pCREB–

IR nach 30minütiger Stimulation mit 1 µM NA (Kontrolle (Co) 1, Abb. 3.10) im Ver-

gleich zu einer basalen pCREB-IR in nicht-stimulierten Rattenpinealozyten (Co 3,

Abb. 3.10). Nach Entzug des NA-Stimulus (durch zweimaliges Wechseln des Kultur-

mediums) kam es innerhalb von 30 min zu einer rapiden Abnahme des pCREB-

Immunsignals (Co2, Abb. 3.10). Die Abnahme der pCREB-IR konnte durch die un-

mittelbar nach Entzug des NA-Stimulus erfolgte Zugabe von Protein Serin/Threonin

Phosphatase (PSP)-Inhibitoren blockiert werden. Dabei kamen die PSP-Inhibitoren

Calyculin A (Caly A), Microzystin-LR (Micro-LR) und Okadainsäure (OA) in jeweils

drei unterschiedlichen Konzentrationen (1 µM, 100 nM oder 10 nM) zum Einsatz.

Diese Inhibitoren besitzen gegenüber der PSP Typ 1 und 2A unterschiedlich selekti-

ve Potenzen für deren Inhibierung. Alle drei Inhibitoren konnten die Abnahme der

nukleären pCREB-IR dosis-abhängig abschwächen; jedoch zeigte sich, dass Kon-

zentrationen von 100 nM oder 10 nM Caly A sowie Micro-LR die Dephosphorylierung

von pCREB stärker inhibierten als gleich hohe Konzentrationen von OA (Abb. 3.10).

Abb. 3.10: Einfluss von Protein Serin/Threonin Phosphatase (PSP)-Inhibitoren auf die pCREB-IR in
Pinealozyten der Ratte: Immunzytochemische Darstellung. Die Stimulation mit 1µM NA für 30 min
evozierte ein starkes nukleäres Immunsignal (co1) im Vergleich zu unstimulieren Zellen (co3). Nach
Entzug des Stimulus kam es innerhalb von 30 min zu einer rapiden Abnahme der pCREB-IR bis hin
zur basalen pCREB-IR in unstimulierten Zellen (co2). Die PSP–Inhibitoren Calyculin A, Okadainsäure
und Microzystin–LR verursachten eine dosisabhängige Inhibierung der pCREB Dephosphorylierung.
Dabei zeigte sich, dass bei Konzentrationen von 100 nM oder 10 nM Calyculin A und Microzystin–LR
die Dephosphorylierung von pCREB effektiver hemmten als zu gleichen Konzentrationen eingesetzte
Okadainsäure. Der Maßstab beträgt 10 µm.
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Diese Beobachtungen konnten in immunchemischen Untersuchungen bekräftigt

werden (Abb. 3.11). In Präparationen, die mit 1 µM NA für 30 min stimuliert wurden,

konnten zwei starke Immunsignale detektiert werden: eine Bande, die zuvor als

pCREB identifiziert werden konnte (Schomerus et al. 1996) sowie eine 40 kDa

Bande, die auf Interaktionen des pCREB Antikörpers mit einem pCREB-verwandten

Antigen, vermutlich der phosphorylierten Form des aktivierenden

Transkriptionsfaktors 1 (ATF-1; siehe hierzu auch: Cell Signaling Technology

Produktkatalog 2002, Beverly, MD, USA; Seite 179) beruht. In nicht-stimulierten

Präparationen sind diese beiden Banden wesentlich schwächer (Co 3, Abb. 3.11).

Die unmittelbare Applikation von Caly A oder Micro-LR (beide zu 10 nM) nach

Entzug des NA-Stimulus konnte die Dephoshorylierung von pCREB im Vergleich zu

Präparationen, die nach Entfernung des noradrenergen Stimulus im Anschluss

ebenfalls für 30 min in Kulturmedium ohne PSP Inhibitoren inkubiert wurden (Co 2),



Ergebnisse 51

signifikant hemmen (Abb. 3.11). Im Gegensatz dazu war die Wirkung von OA auf die

Inhibierung der pCREB Dephosphorylierung ausschließlich bei einer höheren

Konzentration von 1 µM signifikant (Abb. 3.11).

Abb. 3.11: Einfluss von PSP-Inhibitoren auf die pCREB-IR in Pinealorganen der Ratte: Immunchemi-
sche Darstellung. (oben) Die Stimulation mit 1µM NA für 30 min führte zu einer starken Induktion des
pCREB- sowie pATF-1-Immunsignals (Co1) im Vergleich zu unstimulierten Präparationen (Co3). Nach
Entzug des Stimulus nahm die pCREB-IR innerhalb von 30 min bis zu den basalen pCREB-Werten in
unstimulierten Präparationen ab (Co2). Die Behandlung mit PSP–Inhibitoren direkt nach Entfernung
des Stimulus führte zur dosisabhängigen Inhibierung der pCREB Dephosphorylierung. Besonders zu
beachten ist, dass Calyculin A und Microzystin–LR bei Konzentrationen von 100 nM oder 10 nM die
Dephosphorylierung von pCREB effektiver als equimolare Konzentrationen an Okadainsäure inhi-
bierten. (unten) Semiquantitative Analyse der Immunoblotdaten (n = 4). Die pCREB SUMDENS–
Werte der Präparationen, welche für 30 min mit NA stimuliert wurden (Co1), sind als 100% festgelegt
worden (**p � 0.001, * � 0.05 gegenüber Co2).

3.3.2 ICER wurde weder durch Entzug des NA-Stimulus noch durch Applikation der

PSP-Inhibitoren akut beeinflusst

Immunzytochemische Untersuchungen wiesen eine moderate ICER-IR im Zellkern

unstimulierter Pinealozyten der Ratte nach (Co3, Abb. 3.12). Die Behandlung mit 1

µM NA für 6 h verstärkte die nukleäre ICER-IR signifikant um das zwei- bis dreifache

(Co1, Abb. 3.12). Nach Entfernung des NA-Stimulus kam es innerhalb von 30 min zu

keiner signifikanten Veränderung der ICER-IR (Co2, Abb. 3.12). Ebenso beeinflusste

die Anwendung der PSP-Inhibitoren Calyculin A sowie Okadainsäure unmittelbar

nach Entzug des noradrenergen Stimulus nicht die ICER-IR im Vergleich zur ICER-

IR in Pinealozyten nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA (Co 1, Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Die PSP-Inhibitoren hatten keinen Einfluss auf die ICER-IR in Pinealozyten der Ratte.
(oben) Die Stimulation mit 1 µM NA führte nach 6 h zu einer starken Induktion des ICER Immunsi-
gnals in den Zellkernen der Rattenpinealozyten (Co1) im Vergleich zu moderaten Immunsignalen in
unstimulierten Zellen (Co3). Der Entzug des NA-Stimulus beeinflusste nicht die nukleäre ICER-IR in-
nerhalb von 30 min (Co2) verglichen mit Co1. Die Anwendung der PSP-Inhibitoren Calyculin A und
Okadainsäure unmittelbar nach Stimulusentzug beeinflusste ebenso nicht die ICER-IR. (unten) Semi-
quantitative Analyse der immunzytochemischen Daten (n = 3). Die corrSUMDENS–Werte von Co1
wurden als 100% festgelegt (**p � 0.001 gegenüber Co3). Der Maßstab beträgt 10 µm.

3.3.3 PSP-Inhibitoren vermindern die durch NA-Entzug verursachte Abnahme der

Aanat mRNA und des AANAT-Proteingehalts

In Northern Blot Experimenten wurde der Einfluss von PSP-Inhibitoren auf den Aanat

mRNA-Gehalt in Pinealozyten der Ratte untersucht (Abb. 3.13A). In unstimulierten

Präparationen (Co3, Abb 3.13A) war nahezu keine Aanat mRNA nachweisbar. Nach

sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA konnte ein starkes mRNA-Signal detektiert
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werden, welches der zu erwartenden Größe für die Aanat mRNA entsprach (639 bp;

Co1, Abb. 3.13A). Der Entzug des NA-Stimulus führte innerhalb von 30 min zu einer

Abnahme der Aanat mRNA (Co2, Abb. 3.13A). Die Abnahme des Aanat mRNA-

Gehalts konnte durch Zugabe von 1 µM des PSP-Inhibitors Calyculin A unmittelbar

nach Entzug von NA komplett gehemmt werden. Im Gegensatz dazu konnte 1 µM

Okadainsäure die Abnahme nur vermindern.

Mit Hilfe des Immunoblotverfahrens konnte gezeigt werden, dass die PSP-Inhibitoren

ebenso den AANAT-Proteingehalt beeinflussten. Ein schwaches Immunsignal konnte

für die AANAT in unstimulierten Präparationen nachgewiesen werden (Co3, Abb.

3.13B). Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA erfolgte eine starke Induktion

der AANAT (Co1). Nach Entzug des Stimulus kam es innerhalb von 30 min zu einem

rapiden Abfall des AANAT-Proteingehalts (Co2). Dieser Abfall konnte durch die Zu-

gabe von 1 µM Calyculin A oder 1 µM Microcystin-LR unmittelbar nach NA-Entzug

vollständig verhindert werden. Bei einer Applikation von 100 nM Calyculin, 100 nM

Microcystin-LR oder 1 µM Okadainsäure wurde der Abfall des AANAT-Proteingehalts

signifikant vermindert.
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Abb. 3.13: Der Einfluss von NA und PSP-Inhibitoren auf die Aanat mRNA (A), den AANAT-
Proteingehalt (B) sowie die Melatoninsynthese (C) in kultivierten Pinealorganen der Ratte. (A) Repre-
sentativer Northern Blot und semiquantitative Auswertung der Aanat mRNA-Werte. Die Stimulation mit
1 µM NA für 6 h induzierte ein 639 bp großes Signal, welches der bekannten Größe der Aanat mRNA
entsprach (Co1). In nicht-stimulierten Präparationen war die Aanat mRNA nahezu nicht nachweisbar
(Co3). Nach Entzug von NA kam es innerhalb von 30 min zu einer deutlichen Abnahme der Aanat
mRNA (Co2). Diese Abnahme konnte durch die Applikation von Calyculin A (Caly A; 1µM) blockiert
und durch die Zugabe von Okadaindsäure (OA; 1µM) abgeschwächt werden. Zur semiquantitativen
Auswertung wurden die Aanat mRNA Werte (n = 3) gegen das korrespondierende Signal für die 28S
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rRNA normalisiert. Der Gehalt von Co1 wurde als 100% festgelegt (**p � 0.001, *p � 0.05 gegenüber
Co2). (B) Im Vergleich zu unstimulierten Pinealorganen (Co3) verursachte die Stimulation mit 1 µM
NA für 6 h eine starke Zunahme des AANAT-Proteingehalts (Co1). Nach Entzug von NA kam es in-
nerhalb von 30 min zu einer starken Abnahme des AANAT-Proteingehalts (Co2). Diese Abnahme
wurde durch 1 µM Calyculin A (Caly A) oder 1 µM Microzystin – LR (Micro – LR) komplett gehemmt.
Durch die Applikation von 1 µM Okadainsäure (OA), 100 nM Calyculin A (Caly A) oder 100 nM Micro-
zystin – LR (Micro – LR) konnte die Abnahme des AANAT-Proteingehalts abgeschwächt werden (**p
� 0.001 gegenüber Co2). Zur semiquantitativen Analyse wurden die Werte von Co1 als 100% festge-
setzt. (C) Im Vergleich zu unstimulierten Pinealorganen (Co3) verursachte die Stimulation mit 1 µM
NA einen Anstieg der Melatoninfreisetzung. Zunächst wurden die Präparationen mit 1 µM NA für 6 h
behandelt. Darauf erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums. Die Kulturen wurden dann entweder für
30 min mit 1 µM NA (Co1), ohne NA (Co2) oder unmittelbar nach NA-Entzug mit Calyculin A (Caly A)
bzw. Okadainsäure (OA) in jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Die Abnahme
der Melatoninsekretion wurde durch die Applikation von 1 µM und 100 nM Calyculin A (Caly A) blok-
kiert und durch die Zugabe von Okadainsäure abgeschwächt (OA). Für die semiquantitative Analyse
wurden die Melatonin-Werte von Co1 als 100% festgesetzt (**p � 0.001, *p � 0.05 gegenüber Co2).

3.3.4 Nach NA-Entzug können die PSP-Inhibitoren die Abnahme der Melatoninfrei-

setzung abschwächen

Um den Einfluss von PSP-Inhibitoren auf die Melatoninfreisetzung zu untersuchen,

wurden Pinealorgankulturen zunächst mit 1 µM NA für 6 h inkubiert. Darauf erfolgte

ein Wechsel des Kulturmediums. Unmittelbar nach Entzug des NA-Stimulus wurden

Organkulturen entweder für weitere 30 min mit 1 µM NA (Co1, Abb. 3.13C), ohne NA

(Co2) oder mit den PSP-Inhibitoren Calyculin A bzw. Okadainsäure in jeweils drei

verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Kontrolle 3 (Co3) stellt Präparationen dar,

die zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen mit NA behandelt wurden. Nach Entzug

des NA-Stimulus kam es innerhalb von 30 min zu einer deutlichen Abnahme der

Melatoninfreisetzung (Co2). Durch die Zugabe von 1 µM Okadainsäure oder 100 nM

Calyculin A konnte diese Abnahme signifikant verringert werden (Abb. 3.13C).

3.3.5 Die noradrenerge Stimulation bewirkt eine Umverteilung des PSP 1-Immun-

signals

In Pinealorganen der Ratte wurden die �-katalytischen Untereinheiten der PSP 1 und

PSP 2A (CSU-PSP 1, CSU-PSP 2A) mit Hilfe des Immunoblotverfahrens und der

Immunzytochemie charakterisiert. In Homogenaten aus Rattenpinealorganen er-

kannte der gegen die CSU-PSP 1 gerichtete AK eine Bande von 34 kDa Größe. Die-

se Bande entsprach dem bekannten MG für die CSU-PSP 1. Die Intensität des PSP

1-Immunsignals blieb während der Stimulation mit 1 µM NA für 1 h, 6 h und 8 h im

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle unverändert (Abb. 3.14A). Der AK gegen die
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CSU-PSP 2A erkannte eine Bande von 36 kDa Größe. Dies entsprach der be-

kannten Molekülgröße der CSU-PSP 2A. Die Signalstärke blieb im Verlauf der norad-

renergen Stimulation unverändert (Abb. 3.14B).

Abb. 3.14: Immunchemische Darstellung der CSU-PSP 1 (A) und CSU-PSP 2A (B) in Homogenaten
aus kultivierten Pinealorganen der Ratte. Die Intensität der IRs für CSU-PSP 1 und CSU-PSP 2A blieb
während des noradrenergen Stimulationsverlaufs unverändert. Im oberen Abschnitt der Abb. ist ein
repräsentativer Immunoblot für CSU-PSP 1 und 2A dargestellt. Im unteren Abschnitt ist die semiquan-
titative Analyse der korrespondierenden IRs aufgeführt. Der maximale SUMDENS-Wert in jedem ein-
zelnen Experiment (n = 3) wurde als 100% festgelegt.

Das subzelluläre Verteilungsmuster beider CSU-PSPs wurde mit Hilfe der Immun-

fluoreszenz und der konfokalen Laserscanning Mirkroskopie (CLSM) untersucht. In

unstimulierten Pinealozyten konnte für die CSU-PSP 1 eine moderate IR im Nukleus

und eine schwache Immunfärbung im Zytoplasma nachgewiesen werden. Die fein

granulierte zytoplasmatische IR lag gleichmäßig verteilt vor (Abb. 3.15A). In nahezu

sämtlichen Pinealozyten kam es mit fortlaufender Stimulationsdauer zur Zunahme

der nukleären PSP 1-IR und erreichte ein Maximum nach achtstündiger Stimulation

mit 1 µM NA (Abb. 3.15C). Zeitgleich kam es zu einer Abnahme der zytoplasmati-

schen CSU-PSP 1-IR (Abb. 3.15C). Die grob granulierte CSU-PSP 2A-IR lag gleich-

mäßig im Zytoplasma verteilt vor. Die Zellkerne waren nicht angefärbt (immunnega-

tiv). Das Verteilungsmuster für die CSU-PSP 2A-IR blieb während des noradrener-

gen Stimulationsverlaufs unverändert (Abb. 3.15D-F).
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Abb. 3.15: Darstellung der IRs für die CSU-PSP 1 (A-C) und CSU-PSP 2A (D-F) in kultivierten Pinea-
lozyten der Ratte. Die Stimulation mit 1 µM NA verursachte eine zeitabhängige Zunahme der Intensi-
tät des nukleären CSU-PSP 1-IR. Die Zunahme des nukleären Signals wurde von einer Abnahme der
zytoplasmatischen CSU-PSP 1-IR begleitet. Die grob granulierte CSU-PSP 2A-IR konnte gleichmäßig
verteilt im Zytoplasma nachgewiesen werden. Die Zellkerne waren immunnegativ. Während des no-
radrenergen Stimulationsverlaufs blieben Intensität sowie Verteilungsmuster der CSU-PSP 2A-IR un-
verändert. Der Maßstab beträgt 10 µm.

3.3.6 Die noradrenerge Stimulation beeinflusst die Phosphorylierung von DARPP-32

in kultivierten Pinealorganen der Ratte nicht

Die Wirkung einer noradrenergen Stimulation auf die Phosphorylierung von DARPP-

32 (dopamine and adenosine 3’-5’-monophosphate-regulated phosphoprotein, 32

kDa) wurde in kultivierten Pinealorganen der Ratte mit Hilfe des Immunoblotverfah-

rens untersucht. Im oberen Abschnitt der Abb. 3.16a ist ein repräsentativer Immuno-

blot dargestellt, welcher mit einem AK gegen die am Threonin 34 phosphorylierte

(phospho) Form des DARPP-32 Proteins behandelt wurde. Im unteren Abschnitt der

Abb. 3.16a ist dieselbe Membran nach Entfernung des phospho(Thr34)DARPP-32

AK dargestellt. Die Membran wurde mit einem AK gegen DARPP-32 behandelt, wel-

cher das DARPP-32 Protein unabhängig vom Phosphorylierungszustand erkennt

(totalDARPP-32). Es wurde mit 1 µM NA für 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 120 min,

240 min und 360 min stimuliert. Nach 30minütiger Stimulation erfolgte bei einigen

Stimulationen der Entzug des NA-Stimulus und die Organkulturen wurden für zusätz-

liche 30 min ohne Stimulus kultiviert (30 min– 30 min). Beide AK wiesen ein Immun-
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signal mit der für DARPP-32 entsprechenden Molekülgröße von 32 kDa nach. Die

totalDARPP-32-IR war gegenüber der phospho(Thr34)DARPP-32-IR deutlich inten-

siver. Während des Stimulationsverlaufs kam es zu den Zeitpunkten 45 min und 240

min zu einem maximalen Anstieg der phospho(Thr34)DARPP-32-IR (Abb. 3.16a,

oberer Abschnitt). Die Signalstärke der totalDARPP-32-IR blieb im Stimulationsver-

lauf nahezu unverändert (Abb. 3.16a, unterer Abschnitt). Abb. 3.16b zeigt die densi-

tometrische Auswertung der phospho(Thr34)DARPP-32-IR. Die SUMDENS-Werte

für die phospho(Thr34)DARPP-32-IR in unstimulierten Präparationen wurden als

100% festgesetzt. Die phospho(Thr34)DARPP-32-IR wurde gegen das entsprechen-

de Immunsignal für totalDARPP-32 normalisiert. Die statistische Auswertung ergab

keine signifikante Veränderung der phospho(Thr34)DARPP-32-IR im Verlauf der no-

radrenergen Stimulation (ANOVA mit anschließendem Bonferroni Zusatztest; n = 3).

Abb. 3.16: (a) Immunchemische Darstellung von phospho(Thr34)DARPP-32 (oberer Abschnitt) und
totalDARPP-32 (unterer Abschnitt) in kultivierten Pinealorganen der Ratte. (oben) Ein schwaches Im-
munsignal für phosho(Thr34)DARPP-32 ist in der unstimulierten Kontrolle zu erkennen. Zu den Sti-
mulationszeitpunkten 45 min und 240 min kam es zu einer maximalen Zunahme der phos-
pho(Thr34)DARPP-32-IR. (unten) Während des noradrenergen Stimulationsverlaufs blieb die totalD-
ARPP-32-IR nahezu unverändert. (b) Semiquantitative Auswertung der phospho(Thr34)DARPP-32-IR
(n = 3). Die SUMDENS-Werte der unstimulierten Kontrollen wurden als 100% festgesetzt. Die phos-
pho(Thr34)DARPP-32-IRs wurden gegen die korrespondierende totalDARPP-32-IRs normalisiert. Es
konnten keine signifikante Veränderung in der Intensität der phospho(Thr34)DARPP-32-IR ermittelt
werden (ANOVA mit anschließendem Bonferroni Zusatztest).
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3.4 Vergleichende Untersuchungen zur Interaktion der AANAT mit dem Protein 14-3-

3 in Pinealozyten der Ratte und des Rindes

Mit Hilfe eines Ko-Immunpräzipitationsansatzes wurde die Interaktion von AANAT

und Protein 14-3-3 in kultivierten Pinealozyten der Ratte untersucht (Abb. 3.17). Es

wurde mit einem AK gegen die AANAT [immunopurified (IP) AS3314] präzipitiert. Die

Analyse der Präzipitationen erfolgte mit Hilfe des Immunoblotverfahrens. Um eine

erfolgreiche Präzipitation der AANAT zu überprüfen, wurden die Membranen mit dem

in der Präzipitation eingesetzten AK behandelt (IP AS3314, Anti- AANAT). Dies galt

als Nachweis einer erfolgreichen Immunpräzipitation. Ein Immunoblot für eine solche

Präzipitation ist im linken Abschnitt der Abb. 3.17 exemplarisch dargestellt. Neben

dem Präzipitat wurde aus demselben Gesamtproteinansatz 40 µg unbehandeltes Ly-

sat aufgetragen. Es wurden sowohl unstimulierte Kontrollen als auch mit 1 µM NA für

a

b
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6 h stimulierte Präparationen untersucht. Zur Darstellung der schweren und leichten

Antikörperketten (IgG), welche sich in den Präzipitaten befanden, wurde eine ver-

dünnte AK-Lösung aufgetragen. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA kam

es gegenüber den unstimulierten Kontrollen zu einer starken Induktion eines Immun-

signals von 24 kDa Größe (Lysate; Abb. 3.18, linker Abschnitt). Die Signalgröße ent-

sprach der bekannten Molekülgröße für die AANAT. Der AK gegen die AANAT er-

kannte in den Lysaten zusätzlich eine unspezifische Bande. Die Intensität dieses Si-

gnals blieb während des Stimulationsverlaufs unverändert. In den aufgetragenen

Präzipitaten konnte ein deutliches Immunsignal für die AANAT in den mit 1 µM NA

für 6 h stimulierten Präparationen nachgewiesen werden. In der unstimulierten Kon-

trolle war das AANAT Immunsignal nur moderat nachweisbar. In den Präzipitaten

sind die schweren (55 kDa) und leichten (22 kDa) Ketten der AK zu erkennen. Diese

waren nicht durchgängig in sämtlich durchgeführten Experimenten nachweisbar. Zur

Überprüfung einer erfolgreichen Ko-Immunpräzipitation wurde dieselbe Membran

nach Entfernung des AANAT-AK (IP AS3314) mit einem AK gegen das Protein 14-3-

3 behandelt (IP A274, Anti- Protein 14-3-3). Dies diente zum Nachweis des

AANAT/Protein 14-3-3-Komplexes. Ein Immunoblot einer solchen Präzipitation ist im

rechten Abschnitt der Abb. 3.17 dargestellt. Sowohl in den unstimulierten Kontrollen

als auch in den stimulierten Präparationen (1 µM NA für 6 h) war eine Doppelbande

zu erkennen (Lysate; Abb. 3.18, rechter Abschnitt). Die Größe der Banden von 30

kDa und 33 kDa entsprach dem bekannten MG für die Protein 14-3-3-Isoformen. In

den Präzipitaten war in den unstimulierten Kontrollen keine Protein 14-3-3-IR nach-

weisbar. Dagegen war in der mit 1 µM NA für 6 h stimulierten Präparation ein deutli-

ches Signal von 30 kDa Größe und ein schwächeres Immunsignal von 33 kDa Größe

nachweisbar. In den Präzipitaten waren die schweren Ketten der AK deutlich zu er-

kennen.

Abb. 3.17: Repräsentativer Immunoblot für eine Ko-Immunpräzipitation von AANAT und Protein 14-3-
3 in immobilisierten Pinealozyten der Ratte. Es wurde mit einem AK gegen die AANAT (IP AS3314,
Anti-AANAT) präzipitiert. Um eine erfolgreiche Immunpräzipitation nachzuweisen, wurde der Immuno-
blot zunächst mit dem AANAT-AK (IP AS3314, Anti– AANAT) behandelt (linker Abschnitt). Im An-
schluss wurde der Anti-AANAT AK von der Membran entfernt und diese mit einem AK gegen das
Protein 14-3-3 behandelt (IP A274, Anti- Protein 14-3-3; rechter Abschnitt). Dies galt als Nachweis
einer erfolgreichen Ko-Immunpräzipitation. Als Kontrolle wurden neben den Präzipitaten 40 µg des
unbehandelten Gesamtproteinextrakts (Lysat) aufgetragen. Zur Darstellung der schweren und leichten
Ketten der AK (IgG) wurde eine verdünnte AK-Lösung aufgetragen. Nach sechsstündiger Stimulation
mit 1 µM NA konnte eine deutliche AANAT-IR nachgewiesen werden (Lysat; linker Abschnitt). Diese
IR war in der unstimulierten Kontrolle (Ko) nicht nachweisbar. Im Präzipitat lag in der unstimulierten
Präparation eine moderate AANAT-IR vor. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA kam es zu
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einer deutlichen Induktion der AANAT-IR. Die leichten (22 kDa) und- schweren Kette (55 kDa) der AK
war in den Präzipitaten ebenso nachweisbar. Nach Entfernung des Anti- AANAT AK wurde die Mem-
bran mit dem AK gegen das Protein 14-3-3 behandelt (IP A274, Anti- Protein 14-3-3; rechter Ab-
schnitt). In den Lysaten aus unstimulierten- und stimulierten Präparationen war deutlich eine Protein
14-3-3-IR nachweisbar. Kein Immunsignal für das Protein 14-3-3 konnte in den Präzipitaten der un-
stimulierten Kontrolle nachgewiesen werden. In den Präzipitaten aus den stimulierten Präparationen
war dagegen eine moderate Protein 14-3-3-IR nachweisbar, wobei die 30 kDa große Bande deutlich
intensiver als die 33 kDa große Bande war. Die schweren Antikörperketten (55 kDa) waren deutlich
nachweisbar (M: Proteinstandard).

Zur vergleichenden Untersuchung der Interaktion zwischen AANAT und Protein 14-3-

3 wurden Homogenate aus Pinealozyten der Ratte und des Rindes mit einem AK

gegen das Protein 14-3-3 präzipitiert (IP-A274, Anti- Protein 14-3-3). Die Analyse der

Präzipitation erfolgte mit Hilfe des Immunoblotverfahrens. Neben unstimulierten und

mit 1 µM NA für 6 h stimulierten Zellpräparationen wurde zur Darstellung der schwe-

ren- und leichten Antikörperketten (IgG) eine verdünnte Lösung des Anti- Protein 14-

3-3-AK aufgetragen. Im linken Abschnitt der Abb. 3.18a ist ein exemplarischer Im-

munoblot für eine Immunpräzipitation beim Rind dargestellt. Im rechten Abschnitt ist

ein Immunblot für eine Immunpräzipitation bei der Ratte dargestellt. Um eine erfolg-

reiche Immunpräzipitation nachzuweisen, wurden beide Membranen mit dem Anti-

Protein 14-3-3-AK behandelt. In den Lysaten beider Spezies war sowohl in den un-

stimulierten Kontrollen als auch in den NA-stimulierten Präparationen deutlich eine

Doppelbande nachweisbar. Die 30 kDa und 33 kDa großen Banden entsprachen

dem bekannten MG für die Protein 14-3-3-Isoformen. In den Präzipitaten konnte die

Doppelbande ebenso nachgewiesen werden. Das Signal für die 30 kDa große Bande

war gegenüber dem 33 kDa großen Immunsignal deutlich stärker. Dies galt für beide
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Spezies. Zum Nachweis einer erfolgreichen Ko-Immunpräzipitation wurden die

Membranen nach Entfernung des Anti- Protein 14-3-3-AK mit einem AK gegen die

AANAT des Rindes (IP AS3343, Anti- bovineAANAT, linker Abschnitt) bzw. mit ei-

nem AK gegen die AANAT der Ratte (IP AS3314, Anti- ratAANAT, rechter Abschnitt)

behandelt. In unstimulierten Lysaten aus Pinealozyten des Rindes war eine schwa-

che AANAT-IR nachweisbar. Die Bande von 24 kDa Größe korrespondierte mit dem

bekannten MG für die AANAT. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA kam es

zu einer deutlichen Induktion der AANAT-IR. In den Präzipitaten der unstimulierten

Kontrollen war die AANAT-IR nicht nachweisbar. Nach sechsstündiger Stimulation

mit 1 µM NA kam es zu einer deutlichen Induktion der AANAT-IR (Abb. 3.18b, linker

Abschnitt). Die schweren (55 kDa) und leichten (22 kDa) Ketten der AK waren deut-

lich nachweisbar. In unstimulierten Lysaten aus Pinealozyten der Ratte war mit dem

AK gegen die AANAT (IP AS3314, Anti- ratAANAT) kein Imunsignal von 24 kDa

Größe nachweisbar. Ein deutliches 24 kDa großes Signal der AANAT-IR lag dage-

gen nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA vor (Abb. 3.18b, rechter Ab-

schnitt). Der AK gegen die AANAT erkannte in den Lysaten zusätzlich eine unspezi-

fische Bande. Die Intensität dieses Signals blieb während des Stimulationsverlaufs

unverändert. In den Präzipitationen unstimulierter Präparationen konnte keine

AANAT-IR nachgewiesen werden. Die sechsstündige Stimulation mit 1 µM NA führte

zur Induktion der AANAT-IR. In den Präzipitaten waren die schweren Antikörperket-

ten deutlich nachweisbar.

Abb. 3.18: (a) Darstellung der Ko-Immunpräzipitation in Homogenaten aus immobilisierten Pinealo-
zyten des Rindes (linker Abschnitt) und der Ratte (rechter Abschnitt). Es wurde mit dem Anti- Protein
14-3-3-AK (IP A274) präzipitiert. Die Membranen wurden mit dem Anti- Protein 14-3-3-AK (IP A274)
entwickelt. In den Lysaten der unstimulierten Kontrollen waren sowohl für das Rind (links) als auch für
die Ratte (rechts) deutliche IRs von 30 kDa und 33 kDa Größe für die Protein 14-3-3-Isoformen zu
erkennen. Die Intensität der Doppelbande blieb für beide Spezies während des Stimulationsverlaufs
unverändert. In den Präzipitaten konnte die Protein 14-3-3-IR sowohl beim Rind (linker Abschnitt) als
auch bei der Ratte (rechter Abschnitt) nachgewiesen werden. Gegenüber den Lysaten war in den
Präzipitaten die Intensität der Protein 14-3-3-IR deutlich schwächer. Ebenso war die Intensität der 33
kDa großen Bande gegenüber der 30 kDa großen Bande deutlich schwächer. Die schweren Antikör-
perketten waren in den Präzipitaten bei beiden Spezies deutlich zu erkennen. (b) Nach Entfernung
des Anti- Protein 14-3-3-AK wurden die Membranen mit einem AK gegen die AANAT des Rindes (IP
AS3343, Anti-bovineAANAT; links) bzw. mit einem AK gegen die AANAT der Ratte (IP AS3314, Anti-
ratAANAT; rechts) behandelt. In den unstimulierten Lysaten des Rindes war eine moderate IR für die
AANAT nachweisbar. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA kam es zu einer deutlichen In-
duktion der AANAT-IR. In den Präzipitaten des Rindes war in den unstimulierten Präparationen eine
nur schwache IR für die AANAT nachweisbar. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1µM NA kam es
zu einer deutlichen Induktion der AANAT-IR (Abb. 3.18b, linker Abschnitt). Die Stimulation der immo-
bilisierten Rattenpinealozyten induzierte sowohl in den entsprechenden Lysaten als auch in den kor-
respondierenden Präzipitaten eine deutliche AANAT-IR (Abb. 3.18b, rechter Abschnitt). In den unsti-
mulierten Kontrollen war sowohl in den Lysaten als auch in den Präzipitaten keine AANAT-IR nach-
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weisbar. In den Präzipitaten des Rindes waren die schweren und leichten Ketten deutlich zu erken-
nen. In den Präzipitationen der Ratte waren nur die schweren Ketten der AK deutlich zu erkennen.

Das subzelluläre Verteilungsmuster des Proteins 14-3-3 in immobilisierten Pinealo-

zyten der Ratte wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz und der konfokalen Laser-

scanning Mirkroskopie (CLSM) untersucht. Die Darstellung des Proteins 14-3-3 er-

folgte mit Hilfe eines monoklonalen AK (8C3), dessen Spezifität ausreichend von Ro-

seboom et al. (1994) beschrieben worden ist. Dieser AK erkennt ausschließlich die �-

Isoform des Proteins 14-3-3. In fast sämtlichen Pinealozyten der Ratte lag eine grob

granulierte, zytoplasmatische Protein 14-3-3-IR vor (Abb. 3. 19, A). Die Zellkerne wa-

ren durchweg immunnegativ. In nahezu sämtlichen Pinealozyten war an einem be-

a

b
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stimmten Punkt im Zytoplasma eine Akkumulation der Protein 14-3-3-IR zu erkennen

gewesen (siehe weiße Pfeile). Das Verteilungsmuster der Protein 14-3-3-IR blieb

während der sechsstündigen Stimulation unverändert (Abb. 3. 19, B).

Abb. 3.19: Immunzytochemische Darstellung von Protein 14-3-3-� in immobilierten Pinealozyten der
Ratte. In unstimulierten Präparationen (A) lag in fast sämtlichen Pinealozyten eine grob granulierte IR
für das Protein 14-3-3-� im Zytoplasma vor. Die Zellkerne waren durchweg immunnegativ. Im
Zytoplasma war in nahezu sämtlichen Pinealozyten eine Akkumulation der Protein 14-3-3-IR in be-
stimmten Bereichen des Zytoplasmas zu erkennen (siehe weiße Pfeile). Das Verteilungsmuster der
Protein 14-3-3- IR blieb während der sechsstündigen Stimulation mit 1 µM NA unverändert (B). Der
Maßstab entspricht 10 µm.

Immunzytochemische Doppelmarkierungen für AANAT und Protein 14-3-3-� wurden

an immobilisierten Pinealozyten des Rindes mit Hilfe der Immunfluoreszenzmarkie-

rung und des CLSM durchgeführt. In unstimulierten Präparationen war eine mode-

rate Immunantwort für die AANAT in fast sämtlichen Pinealozyten nachweisbar. Die

AANAT-IR wurde durch den AlexA 488-konjugierten Sekundärantikörper als grüne

Fluoreszenz dargestellt (Abb. 3.20a, A, C). Die fein granulierte AANAT-IR lag

gleichmäßig und ausschließlich im Zytoplasma der Pinealozyten verteilt vor. Für das

Protein 14-3-3-� konnte eine deutlich stärkere Immunantwort in fast sämtlichen Pi-

nealozyten des Rindes erzielt werden (Abb. 3.20a, B, C). Die Protein 14-3-3-IR wur-

de durch den CY3-konjugierten Sekundärantikörper als rote Fluoreszenz dargestellt.

Die fein granulierte Protein 14-3-3-IR lag gleichmäßig im Zytoplasma verteilt vor. Die

Zellkerne waren immunnegativ. In der Überlagerung beider Kanäle war eine enge

örtliche Nachbarschaft der AANAT-IR (grüne Fluoreszenz) zur Protein 14-3-3-IR

(rote Fluoreszenz) zu erkennen (Abb. 3.20a, C). Nach sechsstündiger Stimulation mit

1 µM NA kam es zu einer deutlichen Induktion der fein granulierten AANAT-IR in fast

sämtlichen Pinealozyten. (Abb. 3.20b, A, C). Die Lokalisation der AANAT-IR blieb

nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA unverändert. Die Intensität und Lokali-

sation der Protein 14-3-3-IR blieb während des sechsstündigen Stimulationsverlaufs

unverändert (Abb. 3.20b, B, C). Die AANAT-IR befindet sich in enger räumlicher
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Nachbarschaft zur Protein 14-3-3-IR, wie in der Überlagerung beider Kanäle zu er-

kennen ist (Abb. 3.20b, C; grüne Fluoreszenz: AANAT-IR; rote Fluoreszenz: Protein

14-3-3-IR).

Abb. 3.20: Immunzytochemische Doppelmarkierung von AANAT und Protein 14-3-3-� in immobilisier-
ten Pinealozyten des Rindes. Die AANAT-IR ist durch den AlexA 488- konjugierten Sekundärantikör-
per dargestellt (grüne Fluoreszenz, A, C). Die Protein 14-3-3-IR ist durch den CY3-konjugierten Se-
kundärantikörper dargestellt (rote Fluoreszenz, B, C). (a) In unstimulierten Präparationen war ein
schwaches Immunsignal für die AANAT nachweisbar. Für das Protein 14-3-3 lag eine deutlich stärke-
re IR vor. Beide IR lagen gleichmäßig im Zytoplasma verteilt vor. Die Zellkerne waren durchweg im-
munnegativ. In der Überlagerung (C) war eine enge räumliche Nachbarschaft der AANAT-IR zur Pro-
tein 14-3-3-IR zu erkennen. Der Maßstab entspricht 10 µm. (b) Gegenüber den unstimulierten Kon-
trollen kam es nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA zu einer deutlichen Induktion der
AANAT-IR in fast sämtlichen Pinealozyten (A, C). Die Lokalisation der AANAT-IR blieb nach Stimula-
tion mit 1 µM NA unverändert. Die Intensität und Lokalisation der Protein 14-3-3-IR blieb im Verlauf
der noradrenergen Stimulation unverändert (B, C). In der Überlagerung der Kanäle war eine enge ört-
liche Nachbarschaft der AANAT-IR zur Protein 14-3-3-IR zu erkennen (C). Der Maßstab entspricht 10
µm.
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3.5 Die funktionelle Bedeutung des Cannabinoidsystems für die Steuerung der Me-

latoninbiosynthese im Pinealorgan der Ratte

3.5.1 Immunhistochemischer- und immunchemischer Nachweis des Cannabinoid 1

und 2 Rezeptors im Pinealorgan der Ratte

Der Nachweis der Cannabinoid (CB) 1 und 2 Rezeptoren erfolgte sowohl in der Im-

munhistochemie (IHC) an perfusionsfixiertem Gewebe (Abb. 3.21a) als auch im Im-

a

b

unstimuliert

1 µM NA für 6 h
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munoblot aus Homogenaten kultivierter Pinealorgane der Ratte (Abb. 3.21b). Es

wurden gegen den CB 1 und 2 Rezeptor jeweils drei unterschiedliche AK der Firmen

Calbiochem (Darmstadt), Chemicon (Temescula, CA, USA) und Cayman (Carlsbad,

CA, USA) getestet. In der IHC konnte ein spezifisches Immunsignal für den CB 1

Rezeptor ausschließlich mit dem AK der Firma Chemicon dargestellt werden (Abb.

3.21a, A, B). In nahezu sämtlichen Pinealozyten lag eine CB 1 Rezeptor-IR sowohl

im Zytoplasma als auch an der Zellmembran vor. Die Zellkerne waren nicht ange-

färbt. Zur Überprüfung der Spezifität wurde der AK mit einem entsprechenden anti-

genen Peptid präadsorbiert (Abb. 3.21a, C, D) oder im Immunoblot getestet (Abb.

3.21b, A). Nach Präadsorption des gegen den CB 1 Rezeptor gerichteten AK (Che-

micon) konnte das oben beschriebene Immunsignal nicht mehr nachgewiesen wer-

den (Abb. 3.21a, C, D). In Homogenaten aus kultivierten Pinealorganen der Ratte

konnte mit dem AK gegen den CB 1 Rezeptor (Chemicon) im Immunoblot ein Signal

von 53 kDa, korrespondierend mit der bekannten Molekülgröße des CB 1 Rezeptors,

nachgewiesen werden (Abb. 3.21b, A). Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle

blieb die Intensität des Immunsignals während des Stimulationsverlaufs unverändert.

Neben den Homogenaten aus Pinealorganen wurden ebenso Gesamtproteinextrakte

aus dem Kortex und dem Cerebellum untersucht. In diesen Geweben fand sich

ebenfalls ein deutliches Immunsignal für den CB 1 Rezeptor. Für den CB 2 Rezeptor

konnte in der IHC ein spezifisches Immunsignal mit den AK der Firmen Calbiochem

(Daten nicht gezeigt) sowie Cayman erzielt werden (Abb. 3.21a, E, F). In nahezu

sämtlichen Pinealozyten lag ein moderates Immunsignal für den CB 2 Rezeptor im

Zytoplasma und an der Zellmembran vor. Die Zellkerne waren nicht angefärbt (im-

munnegativ). Nach Präadsorption des AK gegen den CB 2 Rezeptor mit einem ent-

sprechenden antigenen Peptid konnte die oben beschriebene CB 2 Rezeptor-IR

nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 3.21b, G, H). Im Immunoblot konnte für den

CB 2 Rezeptor ein spezifisches Immunsignal mit den AK der Firmen Chemicon (Da-

ten nicht gezeigt) und Cayman (Abb. 3.21b, B) nachgewiesen werden. In den Homo-

genaten aus Pinealorganen, dem Kortex und des Cerebellums lag jeweils ein starkes

Immunsignal von 45 kDa Größe vor. Die Signalgröße entsprach dem bekannten MG

des CB 2 Rezeptors. In den kultivierten Pinealorganen blieb die Intensität der CB 2

Rezeptor-IR nach sechsstündiger NA-Stimulation unverändert.
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Abb. 3.21 Immunhistochemische und immunchemische Darstellung der Cannabinoid (CB) 1 und 2
Rezeptoren im Pinealorgan der Ratte. (a) Immunhistochemische Darstellung der CB 1 und 2 Rezepto-
ren in perfusionsfixierten Pinealorganen der Ratte. Für den CB 1 Rezeptor konnte ein spezifisches
Immunsignal ausschließlich mit dem AK der Firma Chemicon erzielt werden (A, B). In nahezu sämtli-
chen Pinealozyten lag eine CB 1 Rezeptor-IR sowohl im Zytoplasma als auch an der Zellmembran
vor. Die Zellkerne waren nicht angefärbt. Nach Präadsorption des Anti-CB 1 Rezeptor AK (Chemicon)
konnte das beschriebene Immunsignal nicht mehr nachgewiesen werden (C, D). Für den CB 2 Re-
zeptor konnte ein spezifisches Immunsignal mit den AK der Firma Cayman erzielt werden (E, F). In
nahezu sämtlichen Pinealozyten lag ein moderates Immunsignal für den CB 2 Rezeptor im Zytoplas-
ma und an der Zellmembran vor. Die Zellkerne waren nicht angefärbt (immunnegativ). Nach Prä-
adsorption des AK gegen den CB 2 Rezeptor mit einem entsprechenden antigenen Peptid konnte die
beschriebene CB 2 Rezeptor-IR nicht mehr nachgewiesen werden (G, H). Der Maßstab beträgt 50
µm. (b) Immunchemische Darstellung der CB 1 und 2 Rezeptoren in Homogenaten von kultivierten
Pinealorganen, Kortex und Cerebellum. In sämtlichen aufgetragenen Homogenaten war eine deutliche
IR für den CB 1 Rezeptor nachweisbar (AK der Firma Chemicon). In den kultivierten Pinealorganen
blieb die Intensität der CB 1 Rezeptor-IR nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA unverändert.
(b, linker Abschnitt) Eine deutliche CB 2 Rezeptor-IR konnte in den Homogenaten aus Pinealorganen,
Kortex und Cerebellum nachgewiesen werden (AK der Firma Cayman). In den kultivierten Pinealorga-
nen blieb die Intensität der CB 2 Rezeptor-IR nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA unverän-
dert (b, rechter Abschnitt).

3.5.2 Die Stimulation mit dem CB 1 und 2 Rezeptor-Agonisten THC hat keinen Ein-

fluss auf die Phosphorylierung von CREB in kultivierten Pinealozyten der Ratte

Die Wirkung einer Stimulation mit �9-tetra-hydrocannabinol (THC), einem potenten

Agonisten der CB 1 und 2 Rezeptoren, auf die Phosphorylierung von CREB am Serin

133 wurde an immobilisierten Pinealozyten bzw. kultivierten Pinealorganen der Ratte

mit Hilfe der Immunzytochemie und des Immunoblotverfahrens untersucht. In unsti-

mulierten Präparationen war eine nukleäre pCREB-IR nahezu nicht nachweisbar

(Abb. 3.22a). Die einstündige Stimulation der Pinealozyten mit 1 µM NA induzierte

eine starke nukleäre pCREB-IR. Nach sechsstündiger Stimulation lag eine moderate

pCREB-IR vor. In Präparationen, die für 1 h bzw. 6 h mit jeweils drei unterschiedlich

hohen Dosen an THC (2.9 µM, 290 nM oder 29 nM) stimuliert wurden, konnte wie in

den unstimulierten Kontrollen nahezu keine pCREB-IR nachgewiesen werden. Eine

Präinkubation der Pinealozyten für 45 min mit drei unterschiedlichen Konzentrationen

an THC (2.9 µM, 290 nM oder 29 nM) und eine darauf folgende Koapplikation mit

1µM NA für 1 h induzierte eine starke nukleäre pCREB-IR (Abb. 3.22b). Die Intensität

der pCREB-IR war vergleichbar mit der nukleären pCREB-IR in Präparationen, wel-

che ausschließlich mit 1 µM NA für 1 h stimuliert wurden (Abb. 3.22a). Ein dosisab-

hängiger Effekt von THC auf die pCREB-IR konnte nicht nachgewiesen werden.

Gleiches galt für Präparationen, die für 45 min mit jeweils drei unterschiedlichen

Konzentrationen an THC (2.9 µM, 290 nM oder 29 nM) vorbehandelt und im An-
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schluss mit 1 µM NA für 6 h koappliziert wurden (Abb. 3.22b). Die Intensität der nu-

kleären pCREB-IR dieser Präparationen war derjenigen vergleichbar, die für 6 h aus-

schließlich mit 1 µM NA stimuliert wurden (Abb. 3.22a). Eine Koapplikation von 1 µM

NA mit jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen an THC (2.9 µM, 290 nM oder

29 nM) für 1 h bzw. 6 h hatte denselben Effekt auf die nukleäre pCREB-IR wie in den

mit THC präinkubierten Präparationen (Abb. 3.22c).

b

a
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Abb. 3.22: Einfluss von THC auf die pCREB-IR in immobilisierten Pinealozyten der Ratte: Immunzyto-
chemische Darstellung. (a) Gegenüber den unstimulierten Kontrollen, in denen nahezu keine pCREB-
IR nachweisbar war, kam es durch die Stimulation mit 1 µM NA für 1 h bzw. 6 h zu einer starken In-
duktion der pCREB-IR. Die Intensität der pCREB-IR war nach einstündiger Stimulation gegenüber der
sechsstündigen Stimulation höher. Die Behandlung der Pinealozyten mit 2.9 µM, 290 nM oder 29 nM
THC hatte keinen Einfluss auf die pCREB-IR. (b) Die 45minütige Präinkubation mit 2.9 µM, 290 nM
oder 29 nM THC und einer anschließenden Koapplikation mit 1 µM NA für 1 h bzw. 6 h induzierte
deutlich eine nukleäre pCREB-IR. Die Intensität der pCREB-IR war nach einstündiger Stimulation
stärker als in den 6 h stimulierten Präparationen. (c) Die einstündige bzw. sechsstündige Koapplikati-
on von 2.9 µM, 290 nM oder 29 nM THC mit jeweils 1 µM NA induzierte eine starke nukleäre pCREB-
IR. Die Intensität war derjenigen in ausschließlich NA-stimulierten Präparationen vergleichbar. Der
Maßstab entspricht 10 µm.

Diese Befunde konnten in immunchemischen Untersuchungen bekräftigt werden. In

unstimulierten Pinealorganen konnten zwei schwache Immunsignale mit einem AK

gegen die am Serin 133 phosphorylierte Form von CREB nachgewiesen werden

(Abb. 3.23a): Eine 42 kDa große Bande, welche zuvor als pCREB identifiziert wurde

(Schomerus et al. 1996) und eine 40 kDa große Bande, welche auf Interaktionen des

AK mit dem pCREB-verwandten Antigen, der phosphorylierten Form des aktivieren-

den Transkriptionsfaktors 1 (ATF-1; siehe hierzu auch: Cell Signaling Technology

Produktkatalog 2002, Beverly, MD, USA; Seite 179) zurückzuführen ist. Die sechs-

stündige Stimulation mit 1 µM NA induzierte eine starke pCREB-IR. Durch eine

sechsstündige Koapplikation von 1 µM NA mit jeweils vier unterschiedlichen Kon-

zentrationen an THC (7.3 µM, 730 nM, 73 nM und 7.3 nM) konnte ebenfalls eine

starke pCREB-IR induziert werden. Eine Präinkubation von Pinealorganen mit jeweils

vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3 µM, 730 nM, 73 nM oder 7.3

nM) und eine darauf folgende sechsstündige Koapplikation mit 1 µM NA verursachte

eine ebenso starke Induktion der pCREB-IR. Die semiquantitative Analyse der

c
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pCREB-IR ergab keine signifikante Veränderung der pCREB-IR durch die Behand-

lung mit THC. Die pCREB-IR der ausschließlich mit 1 µM NA stimulierten Präparatio-

nen wurde als 100% festgesetzt (Abb. 3.23b; ANOVA mit anschließendem Zusatz-

test nach Bonferroni; n = 3).

Abb. 3.23: Einfluss von THC auf die pCREB-IR in kultivierten Pinealorganen der Ratte: Immunchemi-
sche Darstellung. (a) Gegenüber den unstimulierten Kontrollen führte die sechsstündige Stimulation
mit 1 µM NA zu einer starken Induktion der pCREB-IR (obere Bande) und pATF-1-IR (untere Bande)
IR. Eine Koapplikation von 7.3 µM, 730 nM, 73 nM oder 7.3 nM THC mit 1 µM NA für 6 h bzw. eine 45
minütige Präinkubation mit THC (7.3 µM, 730 nM, 73 nM oder 7.3 nM THC) und eine darauf folgende
Koapplikation mit 1 µM NA für 6 h induzierte ebenso eine starke pCREB-IR. (b) Semiquantitative

a
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Auswertung der pCREB-IR. Die SUMDENS-Werte der Präparationen, die ausschließlich mit 1 µM NA
für 6 h stimuliert wurden, wurden als 100% festgesetzt. Die statistische Auswertung erbrachte keine
signifikanten Veränderungen der pCREB-IR nach THC-Behandlung (ANOVA mit anschließendem
Posttest nach Bonferroni, n = 3, ** p=0.01 gegenüber 6 h NA).

3.5.3 Die Stimulation mit dem CB 1 und 2 Rezeptor-Agonist THC hat keinen Einfluss

auf den AANAT Proteingehalt in kultivierten Pinealorganen der Ratte

Die Wirkung einer THC-Stimulation auf den AANAT-Proteingehalt in kultivierten Pi-

nealorganen der Ratte wurde mit Hilfe der Immunoblottechnik analysiert. In unstimu-

lierten Präparationen konnte nur ein geringer AANAT-Proteingehalt nachgewiesen

werden (Abb. 3.24). Nach sechsstündiger Stimulation mit 1 µM NA nahm der

AANAT-Proteingehalt deutlich zu. Die sechsstündige Koapplikation von 1 µM NA mit

jeweils vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3 µM, 730 nM, 73 nM oder

7.3 nM) induzierte ebenso eine deutliche Zunahme des AANAT-Proteingehalts. Die-

se wurde auch in Präparationen beobachtet, die vor der sechsstündigen Koapplikati-

on für 45 min mit jeweils vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3 µM,

730 nM, 73 nM oder 7.3 nM) präinkubiert wurden. Die statistische Auswertung ergab

keine signifikanten Veränderungen im AANAT-Proteingehalt nach THC-Behandlung.

Die ausschließlich mit 1 µM NA stimulierten Präparationen wurden als 100% festge-

setzt. Die statistische Anaylse erfolgte durch ANOVA mit einem anschließendem Zu-

satztest nach Bonferroni (n = 3).
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Abb. 3.24: Darstellung der semiquantitativen Analyse der AANAT-IR nach Behandlung kultivierter Pi-
nealorgane der Ratte mit THC. Die sechsstündige Stimulation mit 1 µM NA verursachte gegenüber
den unstimulierten Kontrollen eine starke Zunahme des AANAT-Proteingehalts. Nach sechsstündiger
Koapplikation von 7.3 µM, 730 nM, 73 nM oder 7.3 nM THC mit jeweils 1 µM NA für 6 h kam es
ebenfalls zu einer starken Zunahme des AANAT-Proteingehalts. Dies galt auch für Präparationen, die
vor der sechsstündigen Koapplikation mit vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3 µM,
730 nM, 73 nM oder 7.3 nM THC) präinkubiert wurden. Die statistische Auswertung ergab keine signi-
fikanten Veränderungen des AANAT-Proteingehalts nach THC-Behandlung. Die SUMDENS-Werte
der ausschließlich mit 1 µM NA stimulierten Präparationen wurden als 100% festgesetzt (ANOVA mit
anschließendem Posttest nach Bonferroni, n = 3, ** p=0.01 gegenüber 6 h NA).

3.5.4 Die AANAT-Aktivität und die Melatoninfreisetzung werden in kultivierten Pi-

nealorganen der Ratte durch die Behandlung mit THC gehemmt

Die Bestimmung der AANAT-Aktivität in Homogenaten aus kultivierten Pinealorga-

nen der Ratte erfolgte durch die AANAT katalysierte Bildung von 14C-radioaktiv mar-

kiertem 14C-N-Acetyl-tryptamin aus den Substraten 14C-markiertes AcetylCoA und

Tryptamin. Pinealorgane wurden mit 1µM NA für 1 h, 2 h, 3 h oder 6 h stimuliert.

Parallel dazu wurden Pinealorgane für 45 min mit 0.73 µM THC präinkubiert und un-

mittelbar im Anschluß mit 0.73 µM THC und 1 µM NA für 1 h, 2 h, 3 h oder 6 h be-

handelt. In Abb. 3.25 sind auf der Abszisse die Messzeitpunkte und auf der Ordinate
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die AANAT-Aktivität in nmol / µg Protein x h angegeben. In unstimulierten Kontroll-

präparationen war nahezu keine AANAT-Aktivität nachweisbar. Mit zunehmender

Stimulationsdauer kam es zu einem parallel verlaufenden Anstieg der AANAT-

Aktivität in ausschließlich NA-stimulierten Präparationen und in den NA/THC behan-

delten Präparationen. Die AANAT-Aktivität war in den ausschließlich NA-stimulierten

Präparationen gegenüber den NA/THC behandelten Präparationen deutlich erhöht.

Beim Messzeitpunkt von 6 h konnte ein signifikanter Unterschied in der AANAT-

Aktivität zwischen den unterschiedlich behandelten Proben ermittelt werden. Dazu

wurden jeweils 3 unabhängige Versuche, in denen jeder einzelne Messzeitpunkt

doppelt bestimmt wurde, ausgewertet (ANOVA mit einem anschließendem Zusatz-

test nach Bonferroni, n = 3, ** p=0.01 gegenüber der 6 h NA/THC behandelten Prä-

paration).

Abb. 3.25: Einfluss von THC auf die AANAT-Aktivität in Homogenaten aus kultivierten Pinealorganen
der Ratte: Darstellung der AANAT-Aktivität (in nmol / µg Protein x h). In unstimulierten Kontrollen war
eine AANAT-Aktivität nahezu nicht nachweisbar. Die AANAT-Aktivität stieg mit zunehmender Stimula-
tionsdauer stetig an. Dabei war die AANAT-Aktivität in ausschließlich mit NA-stimulierten Präparatio-
nen gegenüber den NA/THC behandelten Präparationen deutlich erhöht. Die statistische Auswertung
ergab für den 6 h Messzeitpunkt einen signifikanten Unterschied in der AANAT Aktivität zwischen
ausschließlich-NA stimulierten und NA/THC behandelten Präparationen (ANOVA mit anschließendem
Posttest nach Bonferroni, n = 3, ** p=0.01 gegenüber der 6 h NA/THC behandelten Präparation).

Die Melatoninkonzentration im Kulturmedium von kultivierten Pinealorganen der

Ratte wurde mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. Nach sechsstündiger Stimulation mit 1

µM NA kam es im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu einem 4-5 fachen Anstieg

der Melatoninfreisetzung (Abb. 3.26). Eine sechsstündige Koapplikation von 1 µM NA
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mit jeweils vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3 µM, 730 nM, 73 nM

oder 7.3 nM) führte zu einer deutlich reduzierten Melatoninfreisetzung im Vergleich

zu ausschließlich NA-stimulierten Präparationen. Eine 45minütige Präinkubation mit

THC in jeweils vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3 µM, 730 nM, 73

nM oder 7.3 nM) und eine direkt im Anschluss erfolgte sechsstündige Koapplikation

mit 1 µM NA reduzierten ebenso die Melatoninfreisetzung. Die statistische Auswer-

tung der Messdaten erbrachte für sämtliche mit THC behandelten Proben gegenüber

den auschließlich NA-stimulierten Präparationen eine signifikant verminderte Melato-

ninfreisetzung. Die ausschließlich NA-stimulierten Präparationen wurden als 100%

festgesetzt. Die Abnahme der Melatoninfreisetzung war nicht von der eingesetzten

THC -Konzentration abhängig (ANOVA mit anschließendem Posttest nach Dunnet, n

= 6, ** p=0.01; * p=0.05 gegenüber 1 µM NA für 6 h).

Abb. 3.26: Die sechsstündige Stimulation kultivierter Rattenpinealorgane mit 1 µM NA induzierte ge-
genüber der unstimulierten Kontrollpräparation einen 4-5 fachen Anstieg in der Melatoninfreisetzung.
Die sechsstündige Koapplikation von 1 µM NA mit vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC
(7.3 µM, 730 nM, 73 nM oder 7.3 nM) verursachte eine verminderte Melatoninfreisetzung. Die Ab-
nahme der Melatoninsekretion war nicht von der eingesetzten THC-Konzentration abhängig. Die Me-
latoninfreisetzung war in Präparationen, die mit vier unterschiedlichen Konzentrationen an THC (7.3
µM, 730 nM, 73 nM oder 7.3 nM) THC für 45 min präinkubiert und darauf mit 1 µM NA für 6 h koappli-
ziert wurden, ebenfalls gegenüber der ausschließlich mit NA stimulierten Präparation signifikant ver-

**
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mindert. Die statistische Analyse erfolgte durch ANOVA mit anschließendem Zusatztest nach Dunnet
(n = 6, **p � 0.01, *p � 0.05 gegenüber 6 h NA). Die Melatoninwerte der auschließlich NA-stimulierten
Präparatioen wurden als 100% festgesetzt.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufdeckung zellulärer und molekularer Mecha-

nismen, welche die Regulation des Schlüsselenzyms der Melatoninbiosynthese, der

Arylalkylamin N-acetyltransferase (AANAT), beeinflussen. Die Untersuchungen er-

folgten an Pinealorganen von Ratte und Rind. Das Pinealorgan von Säugetieren

stellt aufgrund seiner geringen Komplexität und morphologischen Geschlossenheit

ein Modellsystem zum Studium prinzipieller Signalübertragungs- und Verarbeitungs-

prozesse dar. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten somit einerseits grund-

legende Einblicke in Noradrenalin (NA)-gesteuerte Signalkaskaden im Pinealorgan.

Auf der anderen Seite liefern die am Pinealorgan erhobenen Ergebnisse experimen-

telle Ansatzpunkte zum besseren Verständnis von Signaltransduktionsprozessen in

komplexeren neuronalen und neuroendokrinen Systemen. Daher sollen die vorlie-

genden Ergebnisse nicht nur vor dem Hintergrund ihrer Bedeutung für die Steuerung

der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan, sondern ebenso aufgrund ihrer Übertrag-

barkeit auf Signalprozesse in komplexeren neuronalen- und neuroendokrinen Sy-

stemen diskutiert werden.

4.1 Die Darstellung von R-Untereinheiten der PKA und deren Ankerproteine in
Pinealozyten der Ratte

Die Proteinkinase A (PKA) Typ II übt bei der Steuerung der Melatoninbiosynthese im

Pinealorgan eine Schlüsselfunktion aus (Maronde et al. 1999a, b, 2000). In der vor-

liegenden Arbeit wurde erstmalig das exakte Verteilungsmuster der regulatorischen

(R)-Untereinheiten der PKA sowie deren Ankerproteine AKAP 95 und 150 in Pinea-

lozyten der Ratte untersucht. Dadurch konnte die funktionelle Beteiligung der PKA an

Signalprozessen in Pinealozyten bekräftigt und die PKA in Pinealozyten der Ratte

weiterführend charakterisiert werden.

Immunzytochemische Untersuchungen der vorliegenden Arbeit belegen die Existenz

der R- � und ��Untereinheiten der PKA Typ I und II in Pinealozyten der Ratte. In na-

hezu sämtlichen Pinealozyten konnten alle vier bekannten R-Untereinheiten nach-

gewiesen werden. Dadurch wird das Konzept, dass die PKA im Pinealorgan eine
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Schlüsselfunktion in den noradrenergen Signalverarbeitungsprozessen spielt, weiter

unterstützt (Roseboom und Klein 1995; Tamotsu et al. 1995; Maronde et al. 1999a,

b, 2000; Ganguly et al. 2001). Die Immunsignale für die beiden R-Untereinheiten der

PKA II waren gegenüber den Signalen der beiden R-Untereinheiten der PKA I we-

sentlich intensiver. Daraus kann auf einen höheren Proteinanteil der PKA II in Pi-

nealozyten der Ratte geschlossen werden. In kultivierten Pinealozyten des Rindes

konnte mit Hilfe der Immunzytochemie und Immunhistochemie ebenso ein deutliches

Immunsignal für die R-Untereinheiten der PKA II nachgewiesen werden. Dagegen

war kein Immunsignal für die R-Untereinheiten der PKA I nachweisbar (Maronde et

al. 1997). Diese Unterschiede in der Signalstärke zwischen den R-Untereinheiten der

PKA I und PKA II lassen auf eine wichtigere Funktion der PKA II gegenüber der PKA

I in der Signaltransduktion in Pinealozyten von Säugetieren schließen. In der Tat be-

legen frühere Daten, dass die PKA II gegenüber der PKA I an der noradrenergen

Regulation der Melatoninbiosynthese sowohl in der Ratte (Maronde et al. 1999a, b)

als auch im Rind (Maronde et al. 1997) beteiligt ist. Allerdings läßt sich über den

Proteingehalt der R-Untereinheiten keine direkte Verbindung mit ihrer tatsächlichen

Funktion herstellen, da sich die biochemischen Eigenschaften der beiden R-

Untereinheiten stark voneinander unterscheiden. Die Affinität der RI�-Untereinheit für

cAMP ist in vivo viel höher als die von RII� und RII� (Edelman et al. 1987; Taylor et

al. 1992). Daher kann die PKA I schon durch schwach erhöhte cAMP-Werte aktiviert

werden, wohingegen zur Aktivierung der PKA II länger andauernde und stark erhöhte

cAMP-Spiegel benötigt werden (Stein et al. 1987). Diese Daten deuten an, dass

PKA-Holoenzyme über die entsprechenden R-Untereinheiten das intrazelluläre

cAMP-Signal dekodieren, welches sich in Dauer und Intensität unterscheiden kann.

Die Intensität der Immunsignale von allen vier R-Untereinheiten blieb während

des noradrenergern Stimulationsverlaufs stets konstant. Diese Ergebnisse stehen im

Einklang zu früheren immunchemischen Arbeiten von Maronde et al. (1999b). In die-

sen Untersuchungen blieben der Proteingehalt der R-Untereinheiten während eines

noradrenergen Stimulationsverlaufs sowie über den Licht/Dunkelrhythmus hinaus

unverändert. Die an Pinealozyten erzielten Ergebnisse stehen im Einklang mit im-

munchemischen Daten, die an einer Schilddrüsen-Zelllinie erhoben wurden (FRTL-5

Zellen; Armstrong et al. 1995). Dort blieb die Proteinmenge von allen vier R-

Untereinheiten der PKA nach einer chronischen Erhöhung des cAMP-Spiegels, her-

vorgerufen durch eine dauerhafte Stimulation mit Forskolin, ebenfalls unverändert.
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Im Gegensatz dazu wurde in einer primären Zellkultur von Lungenepithelzellen sowie

in einer Primärkultur von Granularzellen des Ovars eine cAMP-vermittelte Erhöhung

des Proteingehalts der RI- und RII Untereinheiten nachgewiesen (Lange-Carter und

Malkinson 1991; Ratossh et al. 1987).

Die R-Untereinheiten der PKA II sind häufig mit subzellulären Strukturen, z. B.

den perinunkleären Zisiternen, dem Golgoapparat oder den dendritischen Zytoske-

lett-Elementen, assoziiert. Dagegen sind die regulatorischen Untereinheiten der PKA

I vorwiegend in der zytosolischen Fraktion der Zellen vorzufinden (Glantz et al. 1992;

Ludvig et al. 1990). In der vorliegenden Arbeit fand sich in den Pinealozyten der

Ratte eine gleichmäßige Verteilung der fein granulierten Immunsignale von allen vier

untersuchten R-Untereinheiten im Zytoplasma.

Die immunzytochemischen Untersuchungen für die R-Untereinheiten der PKA

wurden durch die Analyse von A Kinase Anker Proteinen (AKAPs) komplettiert. Über

die Bindung an die R-Untereinheiten positionieren AKAPs die PKA an bestimmte

subzelluläre Kompartimente. Das PKA Holoenzym wird so in die unmittelbare Nähe

zu möglichen Substraten und Effektorproteinen gebracht und cAMP-angetriebene

Signalkaskaden werden dadurch verstärkt (zur Übersicht, siehe Feliciello et al.

2001). Durch die Verankerung der PKA an ein bestimmtes Areal in der Zelle können

dort lokale und basal erhöhte cAMP-Spiegel vom verankerten PKA Holoenzym präzi-

ser dekodiert und hierdurch örtlich limitierte Dissoziationen des PKA Holoenzyms

hervorrufen werden (Ventra et al. 1996). AKAPs binden bevorzugt an die RII-

Untereinheiten und positionieren daher hauptsächlich die PKA Typ II an spezifische

intrazelluläre Bereiche. Es existieren jedoch ebenso AKAPs, welche die RI-

Untereinheiten der PKA Typ I binden können (Dodge and Scott 2000). Zahlreiche

AKAP-Isoformen konnten bisher identifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wur-

den die Isoformen AKAP 95 und 150 in Pinealozyten der Ratte mit Hilfe der Immuno-

blot-Technik und der Immunzytochemie untersucht. AKAP 150 ist ein bei Nagetieren

stark konserviertes Protein. Zusammen mit AKAP 75 (Rind) und AKAP 79 (Mensch)

bildet es eine neuronale AKAP-Familie, deren Mitglieder zahlreich im Gehirn vorzu-

finden sind (Bregman et al. 1989; Hirsch et al. 1992; Carr et al. 1992). Über diese

neuronalen AKAPs wird die PKA Typ II an das postsynaptische Zytoskelett und an

die Zellkerne in Neuronen positioniert (Carr et al. 1992). In primären Kulturen aus

Körnerzellen des Cerebellums ist AKAP 75/150 im Perikaryon und dem Dendriten-

baum lokalisiert (Glantz et al. 1992). In diesen Zellen verstärken AKAP75/150 cAMP-
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vermittelte Signalprozesse im Zellkern, was anhand der Phosphorylierung von CREB

und durch die Initiation der Transkription von Genen nachzuweisen ist (Feliciello et

al. 1997; Paolillo et al. 1999). Mitglieder der AKAP 75/79/150 Familie werden ebenso

in nicht-neuronalen Zellen vorgefunden, wo AKAP 75 im kortikalen Aktinzytoskelett

akkumuliert und mit der Zellmembran assoziiert ist (Li et al. 1996).

In dieser Arbeit wurde in nahezu sämtlichen Pinealozyten der Ratte eine

deutliche Akkumulation der AKAP 150-Immunreaktivität (IR) in der Nähe der Zell-

membran vorgefunden. Sowohl das Verteilungsmuster als auch die Signalstärke der

AKAP 150-IR blieb im Verlauf der noradrenergen Stimulation unverändert. In Doppe-

limmunfluoreszenz-Untersuchungen konnte eine substantielle Kolokalisation von

AKAP 150-IR mit der RII��IR und RII�-IR, hauptsächlich in den peripheren Berei-

chen der Pinealozyten, nachgewiesen werden. Dieser Befund könnte bedeuten, dass

AKAP 150 hauptsächlich die PKA Typ II in der unmittelbaren Nähe zur Zellmembran

positioniert, möglicherweise um eine enge Assoziation mit der Adenylatzyklase her-

zustellen. Da AKAP 150 die Dissoziation des PKA Holoenzyms beeinflusst, könnten

die funktionellen Eigenschaften der PKA Typ II in Assoziation mit AKAP 150 in der

Peripherie der Pinealozyten sich von den Eigenschaften der PKA Typ II in den zen-

traleren Regionen im Zytoplasma der Pinealozyten unterscheiden. Die immunzyto-

chemischen Untersuchungen dieser Arbeit wiesen ebenso eine, wenn auch nur ge-

ringfügige, Kolokalisation der AKAP 150-IR mit der RI�- und RIβ-IR auf.

AKAP 95 konnte in vorherigen Untersuchungen im Zellkern nachgewiesen

werden, wo es mit der DNA über zwei Zinkfingermotive interagiert. AKAP 95 besitzt,

im Vergleich zur RII�-Untereinheit der PKA, eine wesentlich höhere Bindungsaffinität

zur RII�-Untereinheit (Coghlan et al. 1994; Hausken et al. 1996). Es wird vermutet,

dass AKAP 95 die Verteilung der PKA II während der Zellteilung steuert (Coghlan et

al. 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde eine ausschließlich nukleäre AKAP 95-IR

beobachtet. Diese war zu keinem Zeitpunkt mit den IR der R-Untereinheiten der PKA

kolokalisiert. Daher dürfte eine Interaktion von AKAP 95 mit den R-Untereinheiten in

Pinealozyten der Ratte auszuschließen sein. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit

Immunpräzipitationsexperimenten an Fibroblasten, die belegen, dass AKAP 95 und

RII� während der Interphase in zwei unterschiedlichen Zellkompartimenten vorzufin-

den sind. Dagegen sind AKAP 95 und RII� während der Mitose kolokalisiert (Eide et

al. 1998). Untersuchungen mit einer humanen Lymphoblastom/Leukämie-Zelllinie
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zeigten ebenfalls eine vom Zellzyklus abhängige Interaktion zwischen AKAP 95 und

der PKA Typ II. Diese Interaktion wird über eine Phosphorylierung von RII� am

Threonin 54 gesteuert (Landsverk et al. 2001). In der Ratte konnte hingegen bisher

keine Interaktion von RII� mit AKAP 95 in vivo nachgewiesen werden. Im Gegensatz

zur RII�-Untereinheit bei Mensch, Rind und Maus fehlt der RII�-Untereinheit der

Ratte die für die Interaktion mit AKAP 95 essenzielle Phosphorylierungsstelle am

Threonin 54.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass durch die immunzytochemi-

schen und immunchemischen Untersuchungen zu den �-�und �-Untereinheiten der

PKA Typ I und II sowie zu AKAP 95 und 150 die Bedeutung der PKA für Signaltrans-

duktionsprozesse in Pinealozyten der Ratte bekräftigt werden konnte. Die deutliche

Kolokalisation der AKAP 150-IR mit den RII�- und RII�-IR in der Nähe zur Zellmem-

bran der Rattenpinealozyten könnte auf eine mögliche Interaktion der PKA Typ II und

AKAP 150 in diesem Kompartiment hindeuten. Im Gegensatz zu AKAP 150 war

AKAP 95 im Zellkern vorzufinden und lag niemals kolokalisiert mit den untersuchten

R-Untereinheiten vor. Daher kann eine Interaktion zwischen AKAP 95 und den R��

und R��Untereinheiten der PKA Typ I und II ausgeschlossen werden. Die strikte nu-

kleäre Lokalisation von AKAP 95 in den Pinealozyten der Ratte könnte eine Beteili-

gung von AKAP 95 an nukleären Signalprozessen andeuten, deren Partnermolekü-

len noch aufzuklären sind.

4.2 Das EPAC-spezifische cAMP-Analog 8-CPT-2’-O-Me-cAMP hat keinen Ein-
fluss auf die Regulationsmechanismen der Melatoninbiosynthese

Um eine mögliche funktionelle Beteiligung des cAMP-regulierten Austauschfaktors

EPAC und der monomeren GTPase Rap an der Steuerung der Melatoninbiosynthese

zu untersuchen, wurden kultivierte Pinealorgane mit unterschiedlichen Konzentratio-

nen an 8-(4-chloro-phenylthio)-2’-O-methyladenosin-cAMP (8-CPT-2’-O-Me-cAMP),

einem EPAC-spezifischen cAMP-Analog, einzeln oder in Kombination mit Norad-

renalin (NA), stimuliert. Anschließend wurden die Phosphorylierung von CREB am

Serin 133, der AANAT Proteingehalt und die Freisetzung von Melatonin gemessen.

Da bekannt ist, dass EPAC/Rap an der Regulation der extrazellulär regulierten Kina-

sen (ERKs) 1 und 2 beteiligt sind, wurde auch der Einfluss von 8-CPT-2’-O-Me-
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cAMP auf die Phosphorylierung von ERK 1 und 2 im Pinealorgan der Ratte unter-

sucht.

Seit Entdeckung des sekundären Botenstoffes cAMP konnte eine Vielzahl von Si-

gnalprozessen aufgedeckt werden, in denen die Protein Kinase A (PKA) das ent-

scheidende Protein zur Verarbeitung und Weiterleitung von cAMP-Signalen darstellt.

In den letzten Jahren wurden jedoch weitere Proteine identifiziert, die zur direkten

Bindung von cAMP befähigt sind und über die cAMP-Bindung ihren Funktionszu-

stand verändern. Eine seit längerer Zeit bekannte Gruppe von cAMP-bindenen Pro-

teinen stellen die cAMP/cGMP-gesteuerten Ionenkanäle dar (zur Übersicht, siehe

Buck 1992). Im Jahre 1998 wurde in den Laboren von Bos und Graybiel unabhängig

voneinander eine dritte Klasse von cAMP-bindenen Proteinen charakterisiert: die so-

genannten cAMP-regulierten Austauschfaktoren (de DeRooij et al. 1998; Kawasaki et

al. 1998). Diese wurden zunächst als cAMP-GEF-1 und 2 bezeichnet, später setzte

sich jedoch die Bezeichnung EPAC (guanosine nucleotide exchange factors directly

activated by cAMP) durch. Bei diesen Proteinen handelt es sich um Austauschfakto-

ren der monomeren GTPasen Rap 1 und 2 (deRooij et al. 2000). Inaktives Rap liegt

in der GDP-gebundenen Form vor. EPACs bewirken einen Austausch von GDP mit

GTP, wodurch es über eine Konformationsänderung zur Aktivierung von Rap kommt

(Rap-GTP). Neben einer homologen Domäne zum CDC25 Protein, dem ersten iden-

tifizierten Guanin-Nukleotid-Austausch Protein (Broek et al. 1987), besitzen die zwei

bekannten EPAC-Isoformen eine cAMP-Bindestelle, deren Aminosäureabfolge

streng homolog zu den R-Untereinheiten der PKA ist (deRooij et al. 2000). Bei

EPACs fungiert diese cAMP-Bindestelle als eine inhibitorische Domäne. Die Bindung

eines cAMP-Moleküls führt zur Aufhebung der inhibitorischen Funktion und es kommt

zur Aktivierung des EPAC Proteins, die zum Austausch von GDP zu GTP am Rap1

Protein führt (deRooij et al. 2000). EPAC 2 besitzt eine zusätzliche N-terminale, je-

doch physiologisch nicht aktive cAMP-Bindestelle (deRooij et al. 2000). EPACs wur-

den bisher in nahezu sämtlichen Geweben nachgewiesen. EPAC 1 liegt besonders

zahlreich in der Niere, in Ovarien und in der Schilddrüse vor. EPAC 2 wurde hinge-

gen in großer Dichte im Gehirn und in der Nebenniere nachgewiesen (Kawasaki et

al. 1998; deRooij et al. 1998). Über das Vorkommen von EPACs im Pinealorgan sind

in der Literatur keine Hinweise vorzufinden. Aufgrund der beschriebenen, nahezu
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ubiquitären Verteilung von EPACs ist jedoch ebenso von ihrem Vorkommen im Pi-

nealorgan auszugehen.

Die Funktion von Rap wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Zunächst wur-

de Rap 1 als ein potenzieller Inhibitor Ras-vermittelter Transformationsprozesse cha-

rakterisiert, welche über den Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg in

der Zelle gesteuert werden (Kitayama et al. 1989). Daher wurde Rap 1 als ein Deak-

tivator von ERK bzw. ERK-vermittelten Signalprozessen beschrieben (Cook et al.

1993; Boussiotis et al. 1997). Dagegen wurde in anderen Arbeiten Rap 1 eine Funk-

tion als Aktivator in der cAMP-vermittelten Aktivierung von ERKs zugesprochen

(Vossler et al. 1997; Ohtsuka et al. 1996). An den beschrieben Signalprozessen ist

auch die PKA beteiligt, deren genaue funktionelle Beteiligung an den beschriebenen

Rap 1-vermittelten Signalprozessen allerdings noch unklar ist. Um zwischen PKA-

vermittelten cAMP-Effekten und PKA-unabhängigen, EPAC/Rap-vermittelten Signal-

verarbeitungsprozessen unterscheiden zu können, wurde das EPAC-spezifische

cAMP-Analog 8-CPT-2’-O-Me-cAMP entwickelt (Enserink et al. 2002). Mit Hilfe des

Analogs konnte eine spezifische Aktivierung einer Familie von cAMP-sensitiven

Proteinen erzielt werden. Enserink et al. zeigten erstmalig, dass Rap und ERKs un-

abhängig voneinander reguliert werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Wirkung

von cAMP auf den MAPK Signalweg sich von Zelltyp zu Zelltyp unterscheiden kann.

In einigen Zelllinien führte die Erhöhung des cAMP-Spiegels zur Aktivierung der ex-

trazellulär regulierten Kinasen (ERKs) 1 und 2, wogegen in anderen Zelllinien ein

erhöhter cAMP-Spiegel die ERKs entweder inhibierte oder ihren Aktivitätszustand

nicht beeinflusste.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Stimulation kultivierter Pinealorga-

ne mit 8-CPT-2’-O-Me-cAMP erstmalig zwischen PKA- und EPAC/Rap vermittelten

Signalwegen im Pinealorgan der Ratte unterschieden werden. Zunächst wurde der

Einfluss von 8-Br-cAMP und 8-CPT-2’-O-Me-cAMP auf die Phosphorylierung von

CREB am Serin 133 in kultivierten Pinealorganen der Ratte überprüft. 8-Br-cAMP ist

ein unspezifisches cAMP-Analog und beeinflusst die Aktivität sämtlicher cAMP-

bindender Proteine in der Zelle. Dagegen gilt das cAMP-Analog 8-CPT-2’-O-Me-

cAMP in einem bestimmten Konzentrationsbereich als ein EPAC-spezifisches cAMP-

Anlalog (Enserink et al. 2002). Mit Hilfe eines in vitro PKA Kinase Assays wurde ge-

zeigt, dass 1 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP die PKA Aktivität nicht beeinflusst. Dagegen

induzierten 10 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP die Aktivität der PKA Typ I um 15%, die der
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PKA Typ II um 20%. Nach Applikation von 100 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP kam es zur

nahezu vollständigen Aktivierung von PKA Typ I und II. In EPAC 1 stabil-

transfizierten Zellen (NIH3T3-A14-EPAC1 Zellen) induzierte 1 mM 8-Br-cAMP die

Aktivierung von Rap 1 und die Phosphorylierung von CREB am Serin 133 (Enserink

et al. 2002). Die Aktivierung von Rap 1 konnte ebenso durch die Applikation von 8-

CPT-2’-O-Me-cAMP induziert werden, wogegen bis zu 100 µM 8-CPT-2’-O-Me-

cAMP in diesen Zellen keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von CREB am Serin

133 hatten. In der vorliegenden Arbeit induzierten 5 mM und 500 µM 8-Br-cAMP die

pCREB-Immunreaktivität (IR) in kultivierten Pinealorganen deutlich. Die Behandlung

der kultivierten Pinealorgane mit 10 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP führte gegenüber NA-

stimulierten Präparationen, deren pCREB-IR als 100% festgelegt wurde, zu einer

75%ig erhöhten pCREB-IR. Die Stimulation mit 1 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP hatte

allerdings keinen induktiven Effekt auf die pCREB-IR. Die hier nachgewiesene, durch

10µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP hervorgerufene Phosphorylierung von CREB am Serin

133 in Pinealozyten steht im Gegensatz zu den Befunden von Enserink et al. (2002)

und spricht dafür, dass 10 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP eine partielle Aktivierung der

PKA Typ II in kultivierten Pinealorganen hervorruft, da die PKA Typ II die Phosphory-

lierung von CREB am Serin 133 als Antwort auf einen erhöhten cAMP-Spiegel in Pi-

nealozyten der Ratte steuert (Maronde et al. 1999b, 2000).

Sowohl auf den AANAT Proteingehalt als auch auf die Freisetzung von Mela-

tonin hatte die Stimulation mit 8-CPT-2’-O-Me-cAMP keinen Einfluss. Die kultivierten

Pinealorganen wurden entweder für 6 h mit einer Konzentration von 1 µM NA und

jeweils vier unterschiedlichen Konzentrationen an 8-CPT-2’-O-Me-cAMP oder allein

mit vier unterschiedlichen Konzentrationen an 8-CPT-2’-O-Me-cAMP behandelt. Bei

der alleinigen Stimulation von kultivierten Pinealorgane mit 100 µM oder 10 µM kam

es zu einer geringfügigen, jedoch nicht signifikanten Zunahme der AANAT-IR. Dieser

Effekt könnte, wie die nach Stimulation mit 10 µM 8-CPT-2’-O-Me-cAMP erfolgte In-

duktion der pCREB-IR, auf eine partielle Aktivierung der PKA durch 8-CPT-2’-O-Me-

cAMP zurückzuführen sein. Niedrigere Dosen beeinflussten die AANAT-IR jedoch

nicht. Somit konnte eine mögliche Beteiligung von EPAC/Rap an der Regulation der

Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der Ratte mit Hilfe eines EPAC-spezifischen

cAMP-Analogs ausgeschlossen werden. Anderseits unterstützen die erhobenen Da-

ten die wichtige funktionelle Bedeutung der PKA für die Steuerung der Melatoninbio-

synthese.
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An kultivierten Pinealorganen der Ratte wurde weiterhin der Einfluss von NA

und 8-CPT-2’-O-Me-cAMP auf die Aktivierung, d. h. auf die Phosphorylierung von

ERK 1 und 2 am Threonin 202 und Tyrosin 204 untersucht. Immunhistochemische

Untersuchungen belegten ausschließlich die Existenz der ERK 1 in Pinealorganen

der Ratte (Kiyama et al. 1994). In späteren immunchemischen Untersuchungen

konnten dagegen ERK 1 und 2 und die am MAPK-Signalweg beteiligten Kinasen Raf

1 und MEK 1 nachgewiesen werden (Ho et al. 1999). Es wurde eine cGMP/PKG ab-

hängige Aktivierung von ERK 1 und 2 im Pinealorgan der Ratte beschrieben, die

nach 10minütiger Stimulation mit NA auftrat (Ho et al. 1999). Weitere Arbeiten be-

schrieben eine zeit- und konzentrationsabhängige Aktivierung von ERK 1 und 2

durch NA (Mackova et al. 2000; Ho et al. 2000). Dabei erfolgte eine maximale Akti-

vierung von ERK 1 und 2 nach 15minütiger Stimulation mit 10 µM NA. Ein signifi-

kanter Effekt von NA auf die Aktivierung von ERK 1 und 2 konnte maximal nach ein-

stündiger Stimulation erzielt werden (Mackova et al. 2000). Die Aktivierung von ERK

1 und 2 war von einer gleichzeitigen Aktivierung �1- und �-adrenerger Rezeptoren

abhängig. Im Gegensatz zu den beschriebenen Untersuchungen konnten in der vor-

liegenden Arbeit keine NA-abhängigen Effekte auf den Aktivitätszustand, d. h. auf die

Phosphorylierung von ERK 1 und 2 am Threonin 202 und Tyrosin 204, erzielt wer-

den. Die kultivierten Pinealorgane wurden für 6 h mit 1 µM NA, dem adäquaten Reiz

zur maximalen Induktion der Melatoninbiosynthese, stimuliert. Ebenso hatte die Ap-

plikation von 8-CPT-2’-O-Me-cAMP allein oder in Kombination mit NA keinen Einfluss

auf den Aktivitätszustand von ERK 1 und 2. Ho und Mitarbeiter vermuten eine anta-

gonistische Wirkung von cGMP und cAMP auf den Aktivitätszustand von ERK 1 und

2 in Pinealozyten der Ratte, da die Applikation eines unspezifischen cAMP-Analogs

die cGMP-vermittelte Aktivierung von ERK 1 und 2 unterdrückte und dieser Effekt

durch die Präinkubation mit H89, einem potenten Inhibitor der PKA wieder rückgän-

gig gemacht werden konnte (Ho et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit lag in unsti-

mulierten Präparationen bereits ein relativ hoher Gehalt an aktivierter ERK 1 und 2

vor. Weder durch die sechsstündige Stimulation mit NA noch durch die Behandlung

mit 8-CPT-2’-O-Me-cAMP konnte der Aktivitätszustand von ERK 1 und 2 beeinflusst

werden. Die Aktivität von ERK 1 und 2 scheint somit in Pinealozyten der Ratte unab-

hängig von einer Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels reguliert zu werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die Stimulation kulti-

vierter Pinealorgane der Ratte mit 8-CPT-2’-O-Me-cAMP, einem EPAC-spezifischen
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cAMP-Analog, weder den AANAT Proteingehalt noch die Freisetzung von Melatonin

beeinflusst. Daraus lässt sich der Schluss ziehen, dass EPAC/Rap keine Funktion

bei der Steuerung der Melatoninbiosynthese zu haben scheinen und die cAMP-

vermittelte Aktivierung der Melatoninbiosynthese ausschließlich auf die PKA zurück-

zuführen ist. Im vorliegenden experimentellen Ansatz konnte auch kein Einfluss von

NA und 8-CPT-2’-O-Me-cAMP auf den Aktivitätszustand der ERK 1 und 2 festgestellt

werden. Die Ergebnisse legen somit nahe, dass eine Erhöhung des cAMP-Spiegels

keinen Einfluss auf den Aktivitätszustand von ERK 1 und 2 im Pinealorgan der Ratte

besitzt.

4.3 Die Dephosphorylierung von pCREB durch Phosphatasen ist an der Herab-
regulation der Aanat Transkription und der Termination der Melatoninbiosyn-
these beteiligt

Im Pinealorgan der Nagetiere hängt die Kontrolle der Melatoninbiosynthese von der

NA/cAMP-angetriebenen Transkription des Aanat Gens ab (Stehle et al. 1993, 2001;

Roseboom et al. 1996; Maronde et al. 1999a, b; Korf et al. 1996; 1998; von Gall et al.

2000). So wurde die Phosphorylierung von CREB am Serin 133 als essenzieller Me-

chanismus für die Initiation der Transkription des Aanat Gens und für die Stimulation

der Melatoninbiosynthese zum Beginn der Nacht in vivo oder nach Applikation von

Noradrenalin in vitro ausgemacht (siehe hierzu auch 1.3). In dieser Arbeit konnte

belegt werden, dass die akute Dephoshorylierung von pCREB eine entscheidene

Rolle bei der transkriptionalen Herabregulation der AANAT und der Beendigung der

Melatoninbiosynthese spielt.

Innerhalb von 30 Minuten nach dem Entzug des NA-Stimulus kam es zu einer Ab-

nahme der pCREB-Immunreaktivität (IR) im Zellkern der Pinealozyten, welche ver-

gleichbar mit der basalen pCREB-IR in unstimulierten Präparationen war. Diese zeit-

lich scharf umrissene Reduktion der pCREB-IR spiegelt augenscheinlich die Aktivie-

rung von Protein Serin/Threonin Phosphatasen (PSP) wider. Die pCREB Dephos-

phorylierung wurde durch die Applikation der PSP-Inhibitoren Calyculin A, Microcy-

stin-LR und Okadainsäure verhindert oder abgeschwächt, wenn die PSP-Inhibitoren

unmittelbar nach dem Entzug des NA Stimulus zugegeben wurden. Hohe Dosen an

Calyculin A oder Microcystin-LR konnten die Abnahme der pCREB-IR effizienter ab-

schwächen als äquivalente Dosen des PSP-Inhibitors Okadainsäure. Diese Unter-
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schiede deuten an, dass die PSP 1 für die Dephosphorylierung von pCREB in Pi-

nealozyten der Ratte verantwortlich ist. Frühere Studien haben gezeigt, dass 1µM

Calyculin A oder 1µM Microcystin-LR die Aktivitäten sowohl der PSP 1- und 2A kom-

plett hemmen (Craig et al. 1996). Dagegen hemmt Okadainsäure die Aktivität der

PSP 2A effizienter als die Aktivität der PSP 1 (Haystead et al. 1989). Die unter-

schiedlichen Effekte der drei PSP Inhibitoren auf die Dephosphorylierung von

pCREB waren für die Etablierung einer Korrelation zwischen der Abnahme der Aanat

mRNA Spiegel und der pCREB Dephosphorylierung von Bedeutung.

30 Minuten nach Entzug des NA-Stimulus waren die Aanat mRNA-Spiegel si-

gnifikant reduziert. In diesem Zeitraum hatten auch die pCREB-Spiegel bis zu den

basalen Werten in unstimulierten Präparationen abgenommen. Diese zeitliche Kor-

relation war ein erstes Indiz dafür, dass die nach dem Entzug des NA-Stimulus er-

folgte Abnahme der Aanat Expression auf eine Dephosphorylierung von pCREB zu-

rückzuführen ist. Diese Annahme wurde durch die Tatsache unterstützt, dass die

Effekte von Calyculin A und Okadainsäue auf die Aanat mRNA-Spiegel quantitativ

mit den Effekten auf die pCREB-Spiegel korrelierten. Die Applikation von Calyculin A

verhinderte das Absinken der Aanat mRNA effektiver als Oka-dainsäure. Diese Er-

gebnisse implizieren, dass die Präsenz von pCREB für die Aufrechterhaltung der

Aanat Expression unabdingbar ist und die pCREB Dephosphorylierung durch PSPs

einen kritischen Mechanismus für die akute Herabregulation der Aanat Expression

darstellt.

Frühere Untersuchungen belegen, dass die Abnahme der Aanat mRNA Spie-

gel mit einer Heraufregulation des inhibitorischen Transkritionsfaktors ICER einher-

geht (Maronde et al. 1999a). Der Quotient aus aktivierendem Transkriptionsfaktor

pCREB und inhibierendem Transkriptionsfaktor ICER ist dabei ein wichtiger Faktor

für die transkriptionale Steuerung des Aanat Gens, denn das Maximum des pCREB-

und ICER Proteinspiegels wird nach Beginn der NA-Stimulation in unterschiedlichen

Zeitintervallen erreicht: Der maximale pCREB-Proteingehalt wird in der frühen Pha-

se, der maximale ICER-Proteingehalt in der späten Phase der NA-Stimulation indu-

ziert. Beide Transkriptionsfaktoren konkurrieren um das CRE im Promotor des Aanat

Gens. Die dabei mögliche Ausbildung von inhibitorischen Heterodimeren zwischen

pCREB und ICER konnte durch unterschiedliche experimentelle Ansätze jedoch

nicht nachgewiesen werden (C. Heck, V. Mauhin und H.-W. Korf, unveröffentliche

Ergebnisse). Die Daten der vorliegenden Arbeit bestätigten, dass der ICER Protein-
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gehalt nach sechsstündiger Stimulation mit NA um das zwei bis dreifache ansteigt.

Interessanterweise wurde der erhöhte ICER Proteingehalt jedoch durch die experi-

mentellen Manipulationen, welche sowohl die pCREB Dephosphorylierung als auch

ein Absinken der Aanat mRNA Spiegel verursachten, nicht beeinflusst. So blieb der

ICER Proteingehalt sowohl innerhalb von 30 Minuten nach Entzug des NA-Stimulus

als auch durch die Applikation der PSP Inhibitoren, die unmittelbar nach dem Entzug

des NA-Stimulus verabreicht wurden, unverändert. Diese Beobachtungen sind von

entscheidener Wichtigkeit, denn sie belegen, dass rapide Veränderungen im

pCREB/ICER Quotienten, welcher für die Kontrolle der akuten Inhibierung von

cAMP-angetriebener Gen-expression verantwortlich ist, ausschließlich auf der Re-

gulation des pCREB-Spiegels beruhen. Die Regulation des ICER Proteingehalts

verläuft dagegen langsamer. Veränderungen im ICER Proteingehalt sorgen daher für

einen Grundrhythmus in der Genexpression. Akute Stimuli wirken auf diesen Rhyth-

mus durch Veränderungen des pCREB-Proteingehalts ein.

In Nagetieren ist die pCREB-regulierte Aanat Expression für die Kontrolle des

AANAT Proteingehalts und der Melatoninbiosynthese von entscheidender Bedeu-

tung. Daher wurde auch der Effekt von PSP-Inhibitoren auf diese beiden Parameter

untersucht. Wie in den Untersuchungen zur pCREB Dephosphorylierung und zur Ab-

nahme des Aanat mRNA-Spiegels waren die PSP-Inhibitoren Calyculin A oder

Microcystin-LR effektiver als Okadainsäure in der Verhinderung einer Abnahme des

AANAT Proteingehalts und der Melatoninproduktion, die innerhalb von 30 Minuten

nach Entzug des NA-Stimulus erfolgte. Auf der einen Seite lassen sich diese Ergeb-

nisse dadurch erklären, dass PSPs den AANAT-Proteingehalt und die Melatoninbio-

synthese über die Regulation des Aanat mRNA-Spiegels in Abhängigkeit vom

pCREB-Gehalt steuern. Auf der anderen Seite könnten PSPs ebenso direkten Ein-

fluss auf den Phosphorylierungszustand des AANAT Proteins ausüben. Die AANAT

besitzt zwei stark konservierte PKA-Phosphorylierungsstellen (Ganguly et al. 2002).

Die cAMP-abhängige, N-terminale Phosphorylierung der AANAT am Threonin 31 ist

für die Bildung eines Proteinkomplexes zwischen phosphorylierter AANAT und dem

Protein 14-3-3 von entscheidender Bedeutung (Obsil et al. 2001). Für die Melatonin-

produktion ist dieser Komplex entscheidend, da durch den Komplex das AANAT-

Protein vom proteasomalen Abbau geschützt wird (Gastel et al. 1998; Ganguly et al.

2001). Der Entzug von NA und eine Erniedrigung des cAMP-Spiegels bewirken über

die proteasomale Proteolyse den Abbau des AANAT Proteins. Es erscheint daher
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möglich, dass die Dephosphorylierung des AANAT Proteins durch PSPs den Abbau

der AANAT initiiert und dass dieser Prozess einen zusätzlichen Mechanismus zur

Abschaltung der Melatoninbiosynthese darstellen könnte. In zukünftigen Experimen-

ten muss dieser Aspekt jedoch mit der Hilfe von Antikörpern untersucht werden, wel-

che die AANAT in Pinealozyten der Ratte abhängig vom Phosphorylierungszustand

darstellen können.

Wie bereits erwähnt deuten die mit Hilfe von PSP-Inhibitoren durchgeführten

pharmakologischen Untersuchungen an, dass die PSP 1 für die pCREB Dephospho-

rylierung verantwortlich ist. Diese Vermutung wird durch immunchemische- und im-

munzytochmische Experimente bekräftigt. Diese weisen eindeutig die Existenz der

katalytischen �-Untereinheiten der PSP 1- und 2A (CSU-PSP 1, CSU-PSP 2) in Pi-

nealozyten der Ratte nach. Die vorliegenden Resultate bestätigen und erweitern frü-

here Untersuchungen, in denen die Expression der katalytischen �-, �- und �-

Untereinheiten der PSP 1 im Pinealorgan adulter Ratten mit Hilfe der in situ Hybridi-

sierung und der Immunoblot-Technik nachgewiesen werden konnten (Sakagami et

al. 1994; Da Cruz e Silva et al. 1995). In anderen Zellsystemen wurde eine Beteili-

gung sowohl der PSP 1 als auch der PSP 2A an der pCREB Dephosphorylierung

beschrieben (zur Übersicht, siehe Hunter 1995). Die PSP 1 ist für die Dephosphory-

lierung von pCREB in PC12 Zellen und in kultivierten hippocampalen Neuronen ver-

antwortlich (Hagiwara et al. 1992; Bito et al. 1996). Dagegen steuert die PSP 2A die

pCREB Dephosphorylierung effektiver als die PSP 1 in HepG2 humanen Hepatoma

Zellen und in der Leber von Ratten (Wadzinski et al. 1993). Diese Ergebnisse legen

nahe, dass sich die für die Dephosphorylierung von pCREB verantwortliche PSP von

Zelltyp zu Zelltyp unterscheidet und die relative Menge von CSU-PSP 1 oder CSU-

PSP 2 im Zellkern einen entscheidenden Faktor darstellt. In der vorliegenden Arbeit

konnte eine deutliche nukleäre CSU-PSP 1-IR nachgewiesen werden. Die CSU-PSP

2A-IR war dagegen ausschließlich im Zytoplasma der Pinealozyten lokalisiert. Das

zelluläre Verteilungsmuster der PSPs und die pharmakologischen Untersuchungen

legen daher nahe, dass in Pinealozyten der Ratte die PSP 1 und nicht die PSP 2A

die nukleäre pCREB Dephosphorylierung steuert.

Die bis zu achtstündige Stimulation der Rattenpinealozyten mit NA beein-

flusste weder die Intensität noch das subzelluläre Verteilungsmuster der CSU-PSP

2A-IR. Dagegen verursachte die Stimulation mit NA innerhalb von 8 h eine Zunahme

der nukleären CSU-PSP 1-IR. Die immunchemischen Daten der vorliegenden Arbeit
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belegen, dass die Gesamtproteinmenge der CSU-PSP 1 im Verlauf einer noradre-

nergen Stimulation unverändert blieb. Daraus lässt sich schließen, dass die Stimula-

tion mit NA eine Translokation der CSU-PSP 1 in den Zellkern der Pinealozyten her-

vorruft. Eine Translokation der CSU-PSP 1 in den Zellkern wurde auch in anderen

Zellsystemen beschrieben (Omay et al. 1995). Die Translokation der PSP 1 in Pi-

nealozyten der Ratte zeigt jedoch erstmalig eine Translokation der CSU-PSP 1 in

einem natürlichen Zelltyp. Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass der

Entzug des NA-Stimulus für 30 Minuten, in einem Zeitraum, in dem die nahezu kom-

plette Dephosphorylierung von pCREB erfolgte, keine Abnahme in der nukleären

CSU-PSP 1-IR verursachte (M. Koch und H.-W. Korf, unveröffentliche Ergebnisse).

Diese Befunde deuten an, dass der Mechanismus, welcher die Aktivierung der nu-

kleären CSU-PSP 1 steuert und dadurch die pCREB Dephosphorylierung verursacht,

nicht mit einer nukleären Translokation der CSU-PSP 1 korreliert.

Die Aktivität der katalytischen Untereinheiten der PSPs wird durch eine Viel-

zahl endogener Inhibitoren gesteuert. In den siebziger Jahren wurden die endoge-

nen, hitzestabilen Inhibitoren-1 und 2 (I-1 und I-2) als potente Inhibitoren der PSP 1

identifiziert (Huang et al. 1976; Nimmo und Cohen 1978). I-1 wird ausschließlich

nach Phosphorylierung durch die PKA oder Ca2+/Calmodulin-abhängigen Kinase

(CaMK) II am Threonin 35 zu einem effektiven Inhibitor (Aitken et al. 1982; Foulkes

et al. 1983; Elbrecht et al. 1990, Endo et al. 1996). Die Fähigkeit von I-2 zur Inhibition

der PSP 1 ist dagegen von einer Phosphorylierung unabhängig. Im Pinealorgan der

Ratte konnte I-1 mit Hilfe der in situ Hybridisierung und der Immunoblot-Technik

nachgewiesen werden (Sakagami et al. 1994; Da Cruz e Silva et al. 1995). In Pinea-

lozyten könnte daher die Aktivität der PSP 1 möglicherweise über eine PKA-

abhängige Phosphorylierung des I-1 gesteuert werden. Eine gut charakterisierte,

neuronale Isoform von I-1 stellt das dopamine and adenosine 3’,5’-monophosphate-

regulated phosphoprotein, 32 kDa (DARPP-32; zur Übersicht, siehe Greengard et al.

1998) dar. Eine deutliche Anreicherung von DARPP-32 konnte in Neuronen nachge-

wiesen werden, die Dopaminreize aufnehmen und verarbeiten. Die Aktivität von

DARPP-32 wird, ähnlich wie die bei I-1, über eine cAMP/PKA vermittelte Phosphory-

lierung an einem Threoninrest gesteuert (Hemmings et al. 1984). Die selektive Anrei-

cherung von DARPP-32 in dopaminrezipienten Neuronen lässt auf eine wichtige

Funktion von DARPP-32 bei der Verarbeitung von dopaminergen Signalprozessen

schließen. DARPP-32 konnte, jedoch in deutlich geringerer Dichte, ebenso in ande-
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ren Neuronentypen des Gehirns nachgewiesen werden (Hemmings et al. 1986).

DARPP-32 kommt ebenfalls im Pinealorgan der Ratte vor. In der vorliegenden Arbeit

wurde DARPP-32 mit Hilfe des Immunoblotverfahrens im Pinealorgan der Ratte

nachgewiesen. Die Darstellung des aktivierten Proteins erfolgte mit einem AK, wel-

cher ausschließlich die am Threonin 34 phosphorylierte (p) Form von DARPP-32 er-

kennt. Im Verlauf einer noradrenergen Stimulation erfolgte keine signifikante Verän-

derung des Gehalts an p(Thr34)DARPP-32. Auch nach Entzug des NA-Stimulus kam

es innerhalb von 30 min zu keiner signifikanten Veränderung der p(Thr34) DARPP-

32-IR. Die Signalstärke der p(Thr34) DARPP-32-IR war im Vergleich zum Immunsi-

gnal für das Gesamtprotein deutlich reduziert. Daraus lässt sich schließen, dass im

Pinealorgan der Ratte nur ein geringer Anteil von DARPP-32 in der am Threonin 34

phosphorylierten Form vorliegt. Außerdem wird die Phosphorylierung von DARPP-32

am Threonin 34 nicht durch Noradrenalin beeinflusst. Die rapide Abnahme der

pCREB-IR innerhalb von 30 min kann daher nicht durch eine NA/cAMP/PKA-

abhängige Regulation des endogenen PSP 1-Inhibitors DARPP-32 erklärt werden.

In diesem Zusammenhang sei auf eine Gruppe weiterer endogener Regulato-

ren hingewiesen, welche nicht nur die Aktivität der CSU-PSP 1 kontrollieren, sondern

auch die katalytische Untereinheit an bestimmte subzelluläre Kompartimente positio-

nieren. Besonders hervorzuheben sind die nukleären regulatorischen Untereinheiten

PSP 1 nuclear targeting subunit (PNUTS; Allen et al. 1998) und nuclear inhibitor of

PSP 1 (NIPP-1; Jagiello et al. 1995). PNUTS und NIPP-1 gehören zu einer Gruppe

von Proteinen, die ähnlich wie die Ankerproteine der PKA, zur Positionierung der

PSP 1 in bestimmten Zellkompartimenten dienen. So konnte ein stabiler Komplex

aus PNUTS und der CSU-PSP 1 ausschließlich im Zellkern dargestellt werden.

Durch die Bindung an die CSU-PSP 1 fungiert PNUTS als ein potenzieller Modulator

der CSU-PSP 1 Aktivität im Zellkern (Allen et al. 1999). Die Fähigkeit von NIPP-1 zur

Inhibierung der CSU-PSP 1 Aktivität im Zellkern ist von einer Phosphorylierung des

NIPP-1 Proteins an bestimmten Serinresten, welche das Bindemotiv zur CSU-PSP 1

flankieren, abhängig. Durch diese Phosphorylierung kommt es zu einer Inaktivierung

von NIPP-1 (Beullens et al. 1999). Die PKA und Caseinkinase (CK) 2 sind als dafür

verantwortliche Kinasen beschrieben worden. Eine zu PNUTS und NIPP-1 ver-

wandte Gruppe von regulatorischen Untereinheiten der CSU-PSP 1 stellen die in der

Skelettmuskulatur vorkommenden glycogen targeting subunit GM und GL dar. Diese

steuern die Aktivität der CSU-PSP 1 in Abhängigkeit von Insulin- und Adrenalinreizen



Diskussion 93

(Hubbard und Cohen 1993). Über eine mögliche Assoziation der CSU-PSP 1 mit

PNUTS oder NIPP-1 wäre daher eine vom NA-Stimulus abhängige Steuerung der

pCREB Dephosphorylierung durch die CSU-PSP 1 im Zellkern von Pinealozyten

denkbar.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in kultivierten Pinealorganen

und Pinealozyten der Ratte der Entzug des NA-Stimulus innerhalb von 30 Minuten

eine rapide pCREB Dephosphorylierung verursachte. Der ICER-Proteingehalt blieb

dagegen in diesem Zeitraum unbeeinflusst. Dem Entzug des NA-Stimulus und der

pCREB Dephosphorylierung folgte eine Abnahme der Aanat mRNA, des AANAT-

Proteingehalts und der Melatoninbiosynthese. Die pCREB Dephosphorylierung und

damit einhergehend die Abnahme der aufgeführten Parameter konnte durch PSP-

Inhibitoren verhindert werden. Die pCREB Dephosphorylierung konnte daher als ein

essenzieller Mechanismus für die akute Herabregulation des CRE-tragenden Aanat

Gens identifiziert werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern ferner einen

weiteren experimentellen Ansatzpunkt für das von Hunter (1995) beschriebene Kon-

zept: In Signalkaskaden bilden Phosphatasen mit den korrespondierenden Kinasen

und phosphorylierten Proteinen ein komplexes Netzwerk zur Regulation der zellulä-

ren Aktivität in neuronalen und endokrinen Zellen aus. Auf die Ergebnisse der vorlie-

genden Arbeit übertragen hebt die PSP 1 die durch die PKA Typ II induzierte Phos-

phorylierung von CREB wieder auf und gemeinsam steuern sie die Transkrip-tion

des Aanat Gens.

4.4 Die funktionelle Interaktion von AANAT und Protein 14-3-3 in Pinealozyten
der Ratte und des Rindes

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines Ko-Immunpräzipitationsansatzes die

Interaktion zwischen der AANAT und dem Protein 14-3-3 in Pinealozyten der Ratte

und des Rindes untersucht. In Pinealozyten beider Spezies konnte erstmalig eine

NA-abhängige Komplexbildung von AANAT und Protein 14-3-3 dargestellt werden.

Während bei Nagetieren die Melatoninbiosynthese hauptsächlich über die transkrip-

tionale Steuerung der AANAT reguliert wird und postranslationale Mechanismen da-

bei eine zusätzliche Rolle spielen (Gastel et al. 1998), wird bei einer Vielzahl von

Tierarten (z. B. Rind, Schaf und Primaten) die AANAT ausschließlich durch die
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NA/cAMP-gesteuerte proteasomale Proteolyse des AANAT Proteins gesteuert (siehe

auch Einleitung unter 1.3). Eine Folge der artspezifischen Steuerung der AANAT ist

eine unterschiedliche Dynamik der Melatoninbiosynthese und Melatoninsekretion. So

erfolgt bei Ungulaten, Primaten und auch beim Menschen der Anstieg des Melato-

ninspiegels im Blutkreislauf unmittelbar zu Beginn der Nacht (Reppert et al. 1979;

Hedlund et al. 1977; Schomerus et al. 2000, 2002), während der Melatoninspiegel

von Nagetieren, parallel zu einem nächtlich stark erhöhten Aanat mRNA-Spiegel,

erst mit einer zeitlichen Verzögerung von mehreren Stunden ansteigt (Roseboom et

al. 1996; Maronde et al. 1999a). Das unterschiedliche Muster in der Melatoninfreiset-

zung könnte eine Folge der sich im Verlauf der Phylogenese drastisch umgewan-

delten intrazellulären Signalverarbeitungsprozesse in den Pinealozyten sein. Die be-

obachteten Unterschiede werfen die Frage nach dem Grund für das große Ausmaß

an Plastizität in den zellulären Regulationsprozessen der Melatoninbiosynthese auf.

Ebenso ist unklar, welche verhaltensbiologischen und ökologischen Konsequenzen

sich für die einzelnen Spezies aus den jeweiligen individuellen molekularen Strategi-

en zur Regulation der Melatoninbiosynthese ergeben. Einen möglichen Ansatzpunkt

zur Aufklärung dieser Fragestellungen könnten vergleichende Untersuchungen der

molekularen Regulationsmechanismen der AANAT ergeben. Die entscheidende Vor-

raussetzung zur nächtlichen Ankurbelung der Melatoninbiosynthese ist die

cAMP/PKA-vermittelte, N-terminale Phosphorylierung der AANAT am Threonin 31.

Diese Phosphorylierung ermöglicht eine Interaktion der AANAT mit dem Protein 14-

3-3 (Ganguly et al. 2002). Erste Hinweise auf eine mögliche Komplexbildung der

AANAT mit dem Protein 14-3-3 ergaben sich bei der Aufreinigung der AANAT. In ei-

ner Fraktion mit hoher AANAT Aktivität konnten ebenso die Isoformen ε sowie ς des

Proteins 14-3-3 nachgewiesen werden (Roseboom et al. 1994). Neuere Untersu-

chungen mit aufgereinigter, heterolog exprimierter AANAT zeigten eine cAMP/PKA-

vermittelte Komplexbildung zwischen der AANAT und dem Protein 14-3-3-� (Ganguly

et al. 2001; Obsil et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte in vergleichenden Untersuchungen der

Komplex aus AANAT und Protein 14-3-3 erstmalig sowohl in Pinealozyten der Ratte

als auch in Pinealozyten des Rindes dargestellt werden. Die Komplexbildung zwi-

schen AANAT und Protein 14-3-3 war von einer noradrenergen Stimulation abhän-

gig. So konnte eine erfolgreiche Ko-Immunpräzipitation sowohl bei der Ratte als auch

beim Rind ausschließlich nach sechsstündiger Stimulation mit NA erzielt werden.
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Sowohl mit einem AK gegen die AANAT als auch mit einem AK gegen das Protein

14-3-3 konnte der AANAT/Protein 14-3-3 Komplex in Pinealozyten der Ratte erfolg-

reich immunpräzipitiert werden. In Pinealozyten des Rindes wurde der Komplex er-

folgreich mit einem AK gegen Protein 14-3-3 nachgewiesen. Die vorliegenden Unter-

suchungen belegen somit, dass Tierarten, welche generell eine unterschiedliche

molekulare Strategie zur Regulation der Melatoninbiosynthese entwickelt haben, mit

der NA-abhängigen Ausbildung des AANAT/Protein 14-3-3 Komplexes jedoch einen

gemeinsamen Mechanismus für die Regulation des AANAT Proteins besitzen. Die

Interaktion zwischen AANAT und Protein 14-3-3 konnte auch in Homogenaten aus

Pinealorganen des Schafes, welche in der Nacht entnommen wurden, und in einer

AANAT exprimierenden Zelllinie (HA6 Zellen; Ganguly et al. 2001) nachgewiesen

werden. In den Homogenaten aus Schafspinealorganen lag in einer chromatogra-

phisch aufgetrennten Fraktion mit hoher AANAT Aktivität das AANAT Protein aus-

schließlich in phosphorylierter Form vor. Ebenso wurden in dieser Fraktion die Pro-

tein 14-3-3 Isoformen � und � nachgewiesen. Die Komplexbildung in den HA6 Zellen

konnte durch Applikation von Forskolin und mit Hilfe des cAMP-Analogs dbcAMP

induziert werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass ebenso in Pinealozyten der

Ratte und des Rindes die cAMP/PKA-abhängige Phosphorylierung der AANAT am

Threonin 31, hervorgerufen durch die Stimulation mit NA, für die Ausbildung des pi-

nealen AANAT/Protein 14-3-3 Komplexes essenziell ist.

Die Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrestes innerhalb einer spezi-

fischen Protein 14-3-3 Erkennungssequenz ist für die Interaktion des potenziellen

Bindungspartners mit dem Protein 14-3-3 essenziell (zur Übersicht, siehe Aitken et

al. 2002). Als Beispiele seien hier die Interaktionen zwischen Protein 14-3-3 und der

Tryptophanhydroxylase und die Interaktion von Raf 1 mit Protein 14-3-3, die von der

Phosphorylierung des Raf 1 Proteins am Serin 259 abhängig ist, aufgeführt (Furuka-

wa et al. 1993; Muslin et al. 1996; Michaud et al. 1995). In der Literatur sind jedoch

ebenso zahlreiche Interaktionen mit dem Protein 14-3-3 beschrieben worden, welche

von einer Phosphorylierung des Zielproteins unabhängig sind (Borch et al. 2001).

Das hochkonzentrierte Vorkommen von Protein 14-3-3 im Gehirn, dort macht es 1%

des Gesamtproteinanteils aus, sowie die multiplen Erkennungssequenzen in den

Zielproteinen von Protein 14-3-3 lassen darauf schließen, dass es sich bei den 14-3-

3 Proteinen um eine ubiquitär vorkommende Proteinfamilie handelt, deren Mitlglieder

in zahlreichen unterschiedlichen Zellfunktionen eine wichtige Aufgabe besitzen. Tat-
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sächlich konnten bis zum heutigen Zeitpunkt über 100 Zielproteine für das Protein

14-3-3 identifiziert werden. Alle bekannten Zielproteine weisen jedoch bis auf die In-

teraktion mit den 14-3-3 Proteinen keine weiteren funktionellen oder strukturellen

Gemeinsamkeiten auf (Klein et al. 2003). Die hauptsächliche funktionelle Bedeutung

der Interaktion zwischen der AANAT und dem Protein 14-3-3 liegt im Einfluss des

Proteins 14-3-3 auf die Stabilität und Halbwertszeit des AANAT Proteins. Weitere

Konsequenzen, die sich aus der Interaktion ergeben, sind erstens die Erhöhung der

Affinität der AANAT zum Substrat Serotonin, wodurch die Umwandlung von Seroto-

nin zu N-Acetylserotonin bei sinkender Serotoninkonzentration in der Nacht erleich-

tert wird und zweitens der Schutz der Phosphatgruppe am Threonin 31 der AANAT

vor dem Zugriff durch Phosphatasen, wodurch die Stabilität der AANAT/Protein 14-3-

3 Komplexes wiederum erhöht wird (Klein et al. 2003).

Die Immunpräzipitationen und der Nachweis des Proteins 14-3-3 im Immuno-

blot wurden mit Hilfe eines polyklonalen AK (A274) durchgeführt. Dieser richtet sich

gegen mehrfache Isoformen des Proteins 14-3-3. Im Jahre 1967 beschrieben Moore

und Perez erstmalig das Protein 14-3-3 als ein saures, im Gehirn in großer Menge

vorkommendes Protein (Moore und Perez 1967). Der Name „Protein 14-3-3“ kombi-

niert dabei die Fraktionsnummer der Mitglieder dieser Proteinfamilie in der Diethyla-

minoethyl-(DEAE)-Zellulose Chromatographie und das Laufverhalten (Positions-

nummer) in der im Anschluss erfolgten Starch Gelelektrophorese. Die Familie der 14-

3-3 Proteine besteht aus 30 bzw. 33 kDa großen, zueinander homologen Isoformen,

die i. d. R. lösliche zytoplasmatische Homo- oder Heterodimere bilden (zur Übersicht,

siehe Aitken 1996; Fu et al. 2000; Yaffe 2000). Bei den Säugetieren sind sieben Iso-

formen charakterisiert, die aufgrund ihres Elutionsverhaltens in der Reverse-Phasen

Chromatographie mit �, �, �, �, �, � oder � bezeichnet werden (Ichimura et al. 1988;

Toker et al. 1992). Zusätzlich sind die phosphorylierten �- und � Isoformen als die 	-

und 
 Isoformen identifiziert worden (Aitken et al. 1995). Bis auf die Protein 14-3-3-�

Isoform, mit einem Molekulargewicht von 33 kDa, besitzen alle anderen Protein 14-3-

3 Isoformen ein Molekulargewicht von 30 kDa. In der vorliegenden Arbeit erkannte

der AK A274 in Lysaten aus Ratten- und Rinderpinealozyten deutlich eine 30 kDa

und 33 kDa große Bande. In beiden Spezies blieb die Signalstärke der Immunsignale

während der sechsstündigen Stimulation mit NA unverändert, wodurch auf eine na-

hezu unveränderte Menge des Proteins 14-3-3 im Verlauf der NA-Stimulation ge-
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schlossen werden kann. In den Immunpräzipitaten aus homogenisierten Rattenpi-

nealozyten, welche mit dem AK A274 behandelt wurden, konnte in der anschließen-

den Darstellung des Proteins 14-3-3 die 30 kDa Bande deutlich stärker im Immuno-

blot nachgewiesen werden. In den Immunpräzipitaten, welche mit einem AK gegen

die AANAT der Ratte (Anti- ratAANAT) behandelt wurden, konnte in der anschlie-

ßenden Darstellung des Proteins 14-3-3 im Immunoblot nur die 30 kDa große Bande

dargestellt werden. Diese Befunde sprechen für eine vorwiegende Interaktion der

AANAT mit den 30 kDa großen Protein 14-3-3 Isoformen. In einer chromatographo-

risch aufgetrennten Fraktion mit hoher AANAT Aktivität konnten die Protein 14-3-3

Isoformen � und � nachgewiesen werden (Roseboom et al. 1994; Ganguly et al.

2001). In Homogenaten aus Schafspinealorganen wurden zusätzlich die 	, �, 
 und

� Isoformen und eine Interaktion von AANAT mit der Protein 14-3-3-� Isoform be-

schrieben (Roseboom et al. 1994; Obsil et al. 2001; Ganguly et al. 2001). Daher

kann davon ausgegangen werden, dass ebenso in Pinealozyten der Ratte und des

Rindes die AANAT vorwiegend mit der Protein 14-3-3-� Isoform einen Komplex aus-

bildet.

Die immunzytochemische Darstellung des Proteins 14-3-3 erfolgte in der vor-

liegenden Arbeit mit Hilfe eines monoklonalen AK (8C3), der ausschließlich die 33

kDa große Protein 14-3-3-� Isoform erkennt (Roseboom et al. 1994; Ganguly et al.

2001). Das Vorkommen des Proteins 14-3-3 in Pinealozyten der Ratte und des Rin-

des konnte mit Hilfe der vorliegenden immunzytochemischen Daten bestätigt und

das exakte zelluläre Verteilungsmuster erstmalig in den Pinealozyten beschrieben

werden. Für das Protein 14-3-3-� lag eine ausschließlich zytoplasmatische Immunre-

aktivität (IR) in nahezu sämtlichen Pinealozyten der Ratte und des Rindes vor. Das

Verteilungsmuster blieb während der noradrenergen Stimulation in beiden Spezies

unverändert. Ein Großteil der Protein 14-3-3 Isoformen konnte bisher als lösliche Be-

standteile im Zytoplasma nachgewiesen werden (zur Übersicht, siehe Fu et al. 2000;

Yaffe 2000; Aitken et al. 2002). Im Gehirn wird Protein 14-3-3 vorwiegend in Neuro-

nen exprimiert (Isobe et al. 1989). In den Neuronen sind 40% der Protein 14-3-3 Ge-

samtmenge mit Membranen assoziiert. Hauptsächlich wurde eine Lokalisation von

Protein 14-3-3 an der Zellmembran und an Vesikelmembranen beschrieben (Martin

et al. 1994). Protein 14-3-3 fand sich auch in subzellulären Kompartimenten, bei-

spielsweise dem Golgi-Apparat (Celis et al. 1990). Bestimmte Protein 14-3-3 Isofor-
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men sind an der Steuerung der DNA Replikation im Zellkern beteiligt (Zannis-

Hadjopoulos et al. 2002). In der hier ausgeführten immunzytochemischen Darstel-

lung der AANAT ließ sich eine deutliche Induktion der AANAT-IR in Rinderpinealo-

zyten nach sechsstündiger noradrenerger Stimulation zeigen. Die AANAT-IR lag

ausschließlich im Zytoplasma verteilt vor. In der Überlagerung mit der Protein 14-3-3-

�-IR ist zu erkennen, dass sich die AANAT-IR in unmittelbarer räumlicher Nähe zur

IR für das Protein 14-3-3-� befindet.

Die AANAT ist das bisher einzige Enzym der GCN5 (Motif A/B) Acetyltransfe-

rase Superfamilie, welches direkt an das Protein 14-3-3 bindet (Klein et al. 2002).

GCN5 ist eine Histon Acetyltransferase und stellt ein bedeutendes Mitglied der Su-

perfamilie dar (Neuwald et al. 1997; Dyda et al. 2000). Die Bezeichnung Motif A/B

weist auf zwei stark konservierte Abschnitte in der Aminosäuresequenz hin, über die

sämtliche Mitglieder der GCN5 Protein Superfamilie zu identifizieren sind. Die N-

terminale Phosphorylierungsstelle ist in eine spezielle Abfolge von Aminosäuren ein-

gebettet. Nach Phosphorylierung des Threonins 31 liegt dort eine Bindungsstelle für

das Protein 14-3-3 vor (RRHTLPAN – RRHpTLPAN, wobei pT ein Phosphothreonin

darstellt). Die Phosphorylierung am C-Terminus ist bisher weniger gut erforscht. So

wurden die kristallographischen Untersuchungen zum AANAT/Protein 14-3-3 Kom-

plex mit einer verkürzten Form der AANAT durchgeführt, welcher die C-terminale

Phosphorylierungstelle fehlte (Obsil et al. 2001). In diesen Untersuchungen lag eine

Stöchiometrie von zwei AANAT Molekülen mit einem Protein 14-3-3 Dimer vor. Unter

physiologischen Umständen wird jedoch eine Komplexbildung zwischen einem

AANAT Molekül und einem Protein 14-3-3 Dimer vermutet (Klein et al. 2003). Zu-

künftige Untersuchungen werden daher die Phosphorylierung am C-Terminus und

deren Bedeutung für die Regulation der AANAT Aktivität fokussieren. Als eine grund-

sätzliche Funktion der Protein 14-3-3 Familie wird die gleichzeitige Bindung von zwei

unterschiedlichen Proteinen an ein Protein 14-3-3 Dimer diskutiert (Liu et al. 1995;

Xiao et al. 1995). Biochemische Untersuchungen konnten dies bestätigen (Brasel-

mann und McCormick 1995; Guthridge et al. 2000; MacNicol et al. 2000). Möglicher-

weise wird daher die AANAT über die Bindung an das Protein 14-3-3 Dimer mit ei-

nem dritten, bisher unbekannten Protein zu einer funktionellen Einheit verknüpft.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der AANAT (verändert nach Klein et al. 2002). Das katalytische
Zentrum wird beidseitig durch regulatorische Bereiche flankiert. Sowohl im N-terminalen als auch im
C-terminalen regulatorischen Bereich ist eine Phosphorylierungsstelle für die Protein Kinase A (PKA)
vorzufinden. Durch die N-terminale Phosphorylierung am Threonin 31 wird die Interaktion zwischen
der AANAT und dem Protein 14-3-3 ermöglicht: Bindungsmotif für Protein 14-3-3 (RRHTLPAN �
RRHpTLPAN). Die Bedeutung der C-terminalen Phosphorylierungsstelle für die Regulation der
AANAT ist bisher weniger gut erforscht.

4.5 Das Cannabinoidsystem im Pinealorgan der Ratte und seine Bedeutung für
die Steuerung der Melatoninbiosynthese

Bisher ist über das Vorkommen von Cannabinoid (CB) Rezeptoren im Pinealorgan

und einer Beteiligung endogener Cannabinoide (CBs) an der Regulation der Melato-

ninbiosynthese wenig bekannt. Deshalb wurde hier die funktionelle Bedeutung des

Cannabinoidsystems für die Regulation der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der

Ratte untersucht. Kultivierte Pinealorgane der Ratte wurden mit �
9-Tetra-

hydrocannabinol, welches die stärkste psychoaktive Substanz aus der Cannabis-

pflanze (Cannabis sativa) und ein potenter Agonist der CB 1- und 2 Rezeptoren ist,

stimuliert, um seine Auswirkungen auf die Regulation der Melatoninbiosynthese zu

untersuchen. Zunächst wurden CB 1- und 2 Rezeptoren im Pinealorgan der Ratte mit

Hilfe der Immunhistochemie und des Immunoblotverfahrens dargestellt.

In der Immunhistochemie fand sich eine starke Immunreaktivität (IR) für den CB 1

Rezeptor im Zytoplasma und an der Zellmembran in nahezu sämtlichen Pinealo-

zyten. Im Immunoblot wurde eine deutliche CB 1 Rezeptor-IR in Homogenaten aus
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stimulierten und unstimulierten Pinealorganen nachgewiesen. Die Signalstärke blieb

nach sechsstündiger Stimulation mit NA unverändert. In den Homogenaten aus Kor-

tex und Cerebellum konnten ebenfalls eine deutliche IR für den CB 1 Rezeptor nach-

gewiesen werden. Eine vorwiegend neuronale Verteilung des CB 1 Rezeptors wurde

bisher in zahlreichen Untersuchungen mit Hilfe der Rezeptorautoradiographie, der in

situ Hybridisierung und der Immunzytochemie beschrieben (Herkenham et al. 1990,

1991; Mailleux et al. 1992; Matsuda et al. 1993; Tsou et al. 1998; Egertova und

Elphick 2000). In den untersuchten Spezies (Mensch, Primaten und Ratte) fand sich

eine hohe Dichte an CB 1 Rezeptoren im zerebralen Kortex, Hippocampus, Basal-

ganglien und Cerebellum. Eine geringere Dichte des CB 1 Rezeptors wurde dagegen

im Hypothalamus und Rückenmark beobachtet. In den Neuronen ist der CB 1 Re-

zeptor vorwiegend in den Axonterminalen lokalisiert. Elektronenmikroskopische Un-

tersuchungen belegen seine vorwiegend präsynaptische Lokalisation (Hajos et al.

2000; Katona al. 2000). In peripheren Geweben wurde der CB 1 Rezeptor in sensori-

schen Nervenfasern und im autonomen Nervensystem nachgewiesen (Pertwee et al.

1992). Die detaillierte Beschreibung des neuroanatomischen Verteilungsmusters des

CB 1 Rezeptors lieferte eine wichtige Voraussetzung, um die neurophysiologischen

Effekte der endogenen CBs in den entsprechenden Hirnarealen zu analysieren. In

der vorliegenden Arbeit wurde immunhistochemisch und immunchemisch erstmalig

das CB 1 Rezeptorprotein im Pinealorgan dargestellt. Diese Befunde lassen auf eine

physiologische Wirkung endogener Cannabinoide auf Signaltransduktionsprozesse

im Pinealorgan schließen.

Nahezu sämtlichen Pinealozyten der Ratte zeigten auch eine CB 2 Rezeptor-

IR. Die Signalstärke der CB 2 Rezeptor-IR war im Vergleich zur CB 1 Rezeptor-IR

jedoch deutlich schwächer, so dass der CB 1 Rezeptor in höherer Proteinmenge als

der CB 2 Rezeptor vorkommen könnte. Die CB 2 Rezeptor-IR war im Zytoplasma

und an der Zellmembran lokalisiert. Eine deutliche CB 2 Rezeptor-IR ließ sich auch

im Immunoblot in Homogenaten aus Pinealorganen, Kortex und Cerebellum darstel-

len. In den Homogenaten aus Pinealorganen war die Signalstärke der CB 2 Rezep-

tor-IR nach sechsstündiger Stimulation mit NA im Vergleich zu unstimulierten Präpa-

rationen unverändert. In der Literatur wurde der CB 2 Rezeptor primär auf Zellen

nachgewiesen, die funktionell mit dem Immunsystem assoziiert sind. Diese Zellen

enthalten auch den CB 1 Rezeptor, jedoch war sein Proteingehalt gegenüber dem

des CB 2 Rezeptors zumeist deutlich geringer (Waksman et al. 1999; Carlisle et al.
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2002). Mit Hilfe der in situ Hybridisierung und der Rezeptorautoradiographie konnte

der CB 2 Rezeptor in lymphoiden Organen (Milz, Knochenmark, Thymus), Pankreas,

Mastzellen und Leukozyten nachgewiesen werden (Lynn und Herkenham 1992;

Buckley et al. 1998). Der Proteingehalt des CB 2 Rezeptors variiert zellspezifisch.

Beispielsweise besitzen ausgereifte B Lymphozyten eine hohe CB 2 Rezeptordichte,

dagegen weisen Makrophagen nur eine moderate CB 2 Rezeptordichte auf. In der

vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine CB 2 Rezeptor-IR in Pinealozyten der Ratte

dargestellt werden, die auf die Existenz des CB 2 Rezeptors im Pinealorgan schlie-

ßen lässt. Bisher wurde der CB 2 Rezeptor im Gehirn der Ratte nur auf der mit dem

Immunsystem assoziierten Mikroglia nachgewiesen (Carlisle et al. 2002). Die Pinea-

lozyten stellen somit einen neuronalen Zelltyp im Gehirn dar, der den CB 2 Rezeptor

exprimiert. Dieser Rezeptor könnte, neben dem CB 1 Rezeptor, an der Steuerung

von Signalverarbeitungsprozessen im Pinealorgan beteiligt sein, die durch endogene

CBs gesteuert werden. Die CB 2 Rezeptor-IR in den Homogenaten aus Kortex und

Cerebellum lässt sich dadurch erklären, dass es sich hierbei um Gemische aus vie-

len unterschiedlichen Zelltypen handelt, in denen neben Neuronen auch Mikroglia-

Zellen vorliegen, die, wie erwähnt, den CB 2 Rezeptor exprimieren.

Agonisten der CB 1- und 2 Rezeptoren vermitteln über die Gi/0-Proteinfamilie

eine Vielzahl von Signaltransduktionsprozessen (zur Übersicht, siehe Howlett 1995;

Pertwee 1999). Gi/0-	 Proteine inhibieren die Adenylatzyklase; als Folge kommt es

zu einer Hemmung der cAMP-Produktion und somit zur Verminderung der PKA-

Aktivität. In hippocampalen Zellen modulieren endogene CBs über den CB 1 Re-

zeptor die PKA-Aktivität und somit die Phoshorylierung der Kaliumkanäle. Dadurch

werden deren Öffnungszustand sowie die Kaliumströme in der Zelle moduliert (Chil-

ders und Deadwyler 1996). Die Aktivierung der Transkription des Aanat Gens in Pi-

nealozyten der Ratte wird über die cAMP/PKA-abhängige Phosphorylierung des akti-

vierenden Transkriptionsfaktors CREB vermittelt (siehe oben). Diese wird jedoch, wie

hier gezeigt, durch die Stimulation mit THC nicht beeinflusst. Auch der AANAT Pro-

teingehalt wird durch die Stimulation der Pinealorgane mit THC allein oder in Kombi-

nation mit NA nicht beeinflusst. Somit kann ein Effekt von THC auf die pCREB ge-

steuerte Transkription der Aanat ausgeschlossen werden.

Interessanterweise wurde jedoch die Aktivität des AANAT Proteins und die

Melatoninfreisetzung durch die Stimulation mit THC beeinflusst. So kam es nach

Präinkubation mit THC und anschließender Koapplikation von NA zu einer Reduktion
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der AANAT Aktivität und zu einer verminderten Melatoninfreisetzung. Der Effekt von

THC scheint somit nicht über die pCREB gesteuerte Transkription und die Kontrolle

der AANAT Proteinmenge zu erfolgen, sondern über die Modulation der AANAT Ak-

tivität vermittelt zu werden. Gegenstand zukünftiger Untersuchungen soll daher die

Aufdeckung der zugrunde liegenden zellulären Signalkaskade sein, welche die

AANAT Aktivität nach THC-Stimulation inhibiert und dadurch die Melatoninfreiset-

zung reduziert. Bei den CB Rezeptoren handelt es sich um G-Protein gekoppelte

Rezeptoren. Zahlreiche durch CB Rezeptoren vermittelte Effekte werden in der Zelle

über ein an die CB Rezeptoren konjugiertes Gi/0 Protein verarbeitet. So wird unter

anderem in Neuronen die Leitfähigkeit von Kalium- und Kalziumkanälen durch Ago-

nisten des CB 1 Rezeptors beeinflusst (Mackie et al. 1995; Mc Allister et al. 1999;

Gebremedhin et al. 1999; Pan et al. 1996; Hampson et al. 1998). Neben dem cAMP-

Spiegel beeinflussten endogene CBs über die Phospholipase C (PLC) und Inositol-

1,4,5-triphosphat (IP3) auch den intrazellulären Ca2+-Spiegel (Sugiura et al. 1999;

Netzeband et al. 1999). CB Rezeptor-Agonisten aktivieren den MAPK Signalweg und

induzieren die immediate early genes Krox-24 und C-FOS (Rueda et al. 2000; San-

chez et al. 1998; Bouaboula et al. 1995, 1996; Patel et al. 1998). In humanen Mam-

ma-Karzinom-Zellen kommt es durch THC-Stimulation, über die Hemmung der PKA,

zur transkriptionalen Herabregulation des Prolaktinrezeptors sowie des NGF-

Rezeptors (De Petrocellis et al. 1998). Darüber hinaus wurde ein Effekt von endoge-

nen CBs auf die Aktivität der NO-Synthase (NOS) beschrieben (Prevot et al. 1998).

Ceramide vermitteln einen vom Gi/0 Protein unabhängigen und durch endogene CBs

gesteuerten Signalweg (zur Übersicht, siehe Guzman et al. 2001). Pertussis-Toxin,

ein Toxin aus dem Bakterium Bordetella pertussis, stellt einen potenten Inhibitor des

Gi/0 Proteins dar. Dieses Toxin soll daher in zukünftigen Untersuchungen verwendet

werden, um die zellulären Signalverarbeitungsprozesse in Pinealozyten aufzuklären,

welche an der durch THC vermittelten Inhibierung der AANAT Aktivität beteiligt sind.

Endogene CBs spielen eine modulatorische Rolle in vielen neuronalen und

neuroendokrinen Systemen (zur Übersicht, siehe Wilson und Nicoll 2002; Murphy et

al. 1998). So fungieren die endogenen CBs Anandamid und Arachidonylglycerin als

schnelle retrograde Botenstoffe bei der synaptischen Übertragung. Die Aktivierung

präsynaptischer CB 1 Rezeptoren führt zur modulierten Freisetzung von exzitatori-

schen und inhibitorischen Neurotransmittern (zur Übersicht, siehe Howlett et al.

2002). Durch die elektrische Stimulation hippocampaler Slicekulturen aus der Ratte
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kommt es beispielsweise zu einer CB 1 Rezeptor-vermittelten Inhibierung der GABA-

Ausschüttung aus inhibitorischen Synapsen. Dieser Mechanismus besitzt auch in

vivo eine funktionelle Bedeutung (Katona et al. 1999, 2000; Paton et al. 1998; Hajos

et al. 2000; Hoffman und Lupica 2000). Die Verabreichung von THC moduliert bei

Ratten, Primaten und Menschen die Freisetzung von Follikulotropin (FSH), Lu-

teinotropin (LH), Prolaktin und ACTH (Steger et al. 1983; Murphy et al. 1990). THC

steuert die Freisetzung dieser Hormone nicht direkt am Ort ihrer Produktion, der

Adenohypophyse, da dort keine CB 1 Rezeptoren nachgewiesen werden konnten

(Lynn und Herkenham 1994). Vielmehr moduliert THC über CB 1 Rezeptoren im Hy-

pothalamus die Freisetzung von Liberinen, die über Axone und Blutgefäße zur Ade-

nohypophyse gelangen und dort die Sekretion der beschriebenen Hormone stimulie-

ren. THC moduliert die Neurotransmitter im Hypothalamus, welche die Freisetzung

der Liberine Gonadoliberin (GnRH) und Kortikoliberin (CRH) aus GnRH-

produzierenden bzw. CRH-sezernierenden Neuronen im Hypothalamus steuern

(Statham et al. 1995; Murphy und Statham 1996; Murphy 1997; Herkenham und

Brady 1994; Rodriguez et al. 1995). Die Freisetzung von Prolaktin aus der Adenohy-

pophyse wird wahrscheinlich vom Nukleus arcuatus gesteuert. THC moduliert hier

die Freisetzung des Neurotransmitters Dopamin, der ein wichtiger Hemmstoff der

Prolaktinsekretion ist (Fernandez-Ruiz et al. 1997). Im Gegensatz zu diesen Befun-

den am Hypothalamus-Hypophysensystem beeinflusste THC die Freisetzung des

Neurohormons Melatonin direkt im Pinealorgan am Ort der Melatoninbiosynthese. Da

im Pinealorgan die CB 1- und 2 Rezeptoren direkt im neuroendokrinen Effektororgan

exprimiert werden, ist zu vermuten, dass in vivo endogene CBs die Melatoninpro-

duktion direkt modulieren können.

Die Wirkung endogener Cannabinoide wird in den Zielzellen häufig über die

CB 1- und 2 Rezeptoren abgewickelt. Pharmakologische Untersuchungen an CB 1-

und 2 Rezeptor Knockout-Mäusen (Ledent et al. 1999; Zimmer et al. 1999; Buckley

et al. 2000) bzw. an einer CB 1/CB 2 Rezeptor Doppelknockout-Maus weisen jedoch

auf zusätzliche Subtypen von CB Rezeptoren hin. Studien mit CB Rezeptor-

Agonisten und Rezeptorbindungsstudien mit Radioliganden an den Knockout-

Mäusen belegen, dass einige physiologische Effekte von CBs nicht durch die be-

kannten CB 1- und 2 Rezeptoren vermittelt werden (Hajos et al. 2001; Di Marzo et al.

2000; Breivogel et al. 2001; Jarai et al. 1999). Diese Daten weisen auf weitere, noch

nicht identifizierte CB Rezeptortypen hin. Durch den Einsatz spezifischer Antagoni-
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sten für den CB 1- oder CB 2 Rezeptor soll in zukünftigen Untersuchungen überprüft

werden, über welchen Rezeptortyp der Einfluss von THC auf die AANAT Aktivität

und auf die Melatoninfreisetzung vermittelt wird.

4.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit an Pinealozyten der Ratte und des Rindes erzielten Ergebnisse

bieten zahlreiche neue Einblicke in die intrazellulären Signalverarbeitungsprozesse

von Noradrenalin-gesteuerten Signalkaskaden. In den Pinealozyten wurden zelluläre

und molekulare Regulationsmechanismen aufgedeckt, welche die AANAT, das

Schlüsselenzym der Melatoninbiosynthese, und somit auch die Freisetzung des Neu-

rohormons Melatonin steuern. Aufgrund des modellhaften Charakters des Pinealor-

gans zum Studium von Signalübertragungs- und Verarbeitungsprozessen erweitern

die vorliegenden Ergebnisse nicht nur das bisherige Verständnis der an der Steue-

rung der Melatoninbiosynthese beteiligten Regulationsprozesse, sondern bieten auch

zahlreiche neue experimentelle Ansatzpunkte für zukünftige Untersuchungen von

prinzipiellen zell- und neurobiologischen Signalverarbeitungsprozessen. Die am Pi-

nealorgan erhobenen Befunde lassen sich somit auf komplexere neuronale und neu-

roendokrine Systeme übertragen.

So wurde zunächst das zelluläre Verteilungsmuster der R-Untereinheiten der

PKA und der A Kinase Ankerproteine (AKAP) 95 und 150 in Pinealozyten der Ratte

charakterisiert. Die Kolokalisation zwischen den R-Untereinheiten der PKA Typ II und

AKAP 150 in der Nähe der Zellmembran weist auf eine mögliche funktionelle Interak-

tion von AKAP 150 mit dem PKA Typ II Holoenzym hin. Es ist bekannt, dass AKAPs

neben der Positionierung der PKA weitere an Signalübertragungsprozessen in der

Zelle beteiligte Kinasen und Phosphatasen binden können und diese zu einem mul-

tifunktionalen Signalkomplex in der Zelle vereinigen. Aus den vorliegenden Befunden

lassen sich daher folgende Fragestellungen für zukünftige Untersuchungen ableiten:

Welches sind die im Bereich der Zellmembran vorliegenden Zielproteine für eine

durch die PKA Typ II vermittelte Phosphorylierung? Welche weiteren Signalmoleküle

(Kinasen, Phosphatasen) bzw. Interaktionspartner der PKA Typ II liegen an der Zell-

membran der Pinealozyten vor? Mit Hilfe von immunzytochemischen Einzel- und

Doppelfärbungen ließen sich weitere Signalmoleküle (z. B. PKC, PSP 2A, PSP 2B) in

den Pinealozyten darstellen. Mit Hilfe der in dieser Arbeit angewandten Ko-
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Immunpräzipitations-Methodik könnte die mögliche Interaktion der R-Untereinheiten

der PKA Typ II mit AKAP 150 bestätigt sowie weitere Interaktionspartner von AKAP

150 identifiziert werden. Die funktionelle Bedeutung der möglicherweise identifizier-

ten Interaktionspartner für die cAMP/PKA-gesteuerte Regulation der AANAT ließe

sich im Anschluss mit Hilfe von Inhibitoren/Aktivatoren von Signalmolekülen pharma-

kologisch untersuchen.

Mit Hilfe des cAMP-Analogs 8-CPT-2’-O-Me-cAMP konnte nachgewiesen

werden, dass EPAC/Rap1 nicht an der Steuerung der Melatoninbiosynthese beteiligt

sind und dass langfristige Stimulationen mit NA den Aktivitätszustand von ERK 1 und

2 nicht beeinflussen. Dennoch könnte es sich künftig lohnen, die möglichen funktio-

nellen Eigenschaften von EPAC/Rap 1 in Signalkaskaden von Pinealozyten näher zu

beleuchten. Mit Hilfe von AK wäre es möglich, zunächst das Vorkommen und das

zelluläre Verteilungsmuster von EPAC in Pinealozyten zu analysieren. Kommerziell

erhältliche AK können Rap 1 abhängig von dessen Aktivitätszustand erkennen. Un-

tersuchungen mit diesen AK könnten daher Rap 1 erstmalig und abhängig vom Akti-

vierungszustand in Pinealozyten darstellen. Dadurch könnten mögliche Ansatzpunkte

für die Identifizierung der durch EPAC/Rap 1 gesteuerten Signalkaskaden im Pi-

nealorgan geliefert werden.

Die Dynamik der pCREB Dephosphorylierung und deren Bedeutung für die

Steuerung der Melatoninbiosynthese konnte in der vorliegenden Arbeit dargestellt

werden. Dieser Transkriptionsfaktor ist an zahlreichen komplexen neuronalen Vor-

gängen wie Lernen, kognitiven Leistungen und der Entwicklung des ZNS entschei-

dend beteiligt. Das Pinealorgan der Ratte kann folglich für weitere Untersuchungen

zur Steuerung der Phosphorylierung/Dephosphorylierung von CREB herangezogen

werden und die daran gewonnen Erkenntnisse möglicherweise auf komplexere neu-

ronale Vorgänge im ZNS übertragen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die

Dephosphorylierung von CREB am Serin 133 untersucht. Aus anderen neurobiologi-

schen Systemen, z. B. dem SCN, ist bekannt, dass CREB mindestens 2 andere po-

tenzielle Phosphorylierungsstellen besitzt. Mit dem Serin 142 wurde im SCN eine

weitere physiologisch aktive und funktionell bedeutende Phosphorylierungsstelle von

CREB identifiziert (Gau et al. 2002). Mit einem zur Verfügung stehen AK gegen das

am Serin 142 phosphorylierte CREB könnte daher die Bedeutung dieser Phosphory-

lierungsstelle für die Steuerung der Aanat Transkription geprüft werden. Die Funktion

der regulatorischen Faktoren CREB binding protein (CBP) und p300, welche die Bin-
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dung von CREB an den basalen Transkriptionskomplex unterstützen und somit an

der Transkription von CRE tragenden Genen beteiligt sind, ist im Pinealorgan bisher

wenig untersucht. Eine NA-Stimulus-abhängige Interaktion dieser Aktivatorproteine

mit CREB ließe sich mit Hilfe von Ko-Immunpräzipitationsexperimenten an kultivier-

ten Pinealozyten untersuchen. NA kontrolliert CREB in Pinealozyten der Ratte über

die Steuerung der PKA Typ II- und PSP 1 Aktivität. Der enge Zeitraum der pCREB

Dephosphorylierung von 30 Minuten nach Entzug des NA-Stimulus konnte bisher

noch nicht in einen funktionellen Zusammenhang mit der Regulation der katalyti-

schen Untereinheit der PSP 1 gebracht werden. Eine Funktion von DARPP-32

konnte ausgeschlossen werden, bekanntermaßen steuern jedoch viele weitere re-

gulatorische Untereinheiten die Aktivität der CSU-PSP 1 im Zellkern. Mit Hilfe von

Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen und Ko-Immunpräzipitationsexperimenten

soll daher die funktionale Beteilung von NIPP-1 und PNUTS, zwei im Zellkern vor-

kommenden endogenen Regulatoren der CSU-PSP 1, an kultivierten Pinealozyten

untersucht werden.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, spielen ebenso posttranslationale

Mechanismen bei der Steuerung der AANAT eine wichtige Rolle. Untersuchungen

zum Phosphorylierungzustand der AANAT sollen in zukünftigen Untersuchungen im

Mittelpunkt stehen. Bisher konnte noch nicht geklärt werden, welche Isoform der PKA

für die Phosphorylierung der AANAT verantwortlich ist. Ebenso ist bisher die funktio-

nelle Beteiligung von PSPs an der Dehosphorylierung der AANAT wenig untersucht

worden. Daher soll nach Stimulusentzug und gleichzeitiger Applikation von PSP-

Inhibitoren die Dynamik der Dephosphorylierung der AANAT untersucht werden.

Dies könnte mit zur Verfügung stehenden AK erfolgen, welche die am N-Terminus

phosphorylierte AANAT erkennen. Über die Bedeutung der C-terminalen Phosphory-

lierung der AANAT ist bisher wenig bekannt. Diese Frage kann mit AK angegangen

werden, welche die am C-Terminus phosphorylierte AANAT erkennen und mit denen

die Dynamik der C-terminalen Phosphorylierung/Dephosphorylierung untersucht

werden könnte. Die Bedeutung der proteasomalen Proteolyse für die Regulation des

AANAT Proteins wurde bisher mit Hilfe von Lactacystin und MG-132, zwei potenten

Inhibitoren der proteasomalen Proteolyse, an Pinealozyten des Rindes untersucht.

Die Komplexbildung mit dem Protein 14-3-3 schützt dabei die AANAT vor einer Ubi-

quitinilierung und dem anschließenden proteolytischen Abbau. Die in dieser Arbeit

angewendete Ko-Immunpräzipitation ist auch geeignet, um eventuell existierende
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Komplexe aus AANAT und Ubiquitin nachzuweisen. Durch Entzug des NA-Stimulus

und gleichzeitige Applikation von Lactacystin oder MG-132 könnte dieser Komplex

angereichert und somit im Immunoblot dargestellt werden.

Die vorliegenden Untersuchungen zur Bedeutung des Cannabinoidsystems für

die Steuerung der Melatoninbiosynthese bieten auch interessante Perspektiven für

weitere Forschungen.Kultivierte Pinealorgane sind hervorragend geeignet, um auf-

zuklären, welche intrazellulären Verarbeitungsprozesse an der Wirkung von THC

beteiligt sind. Mit Hilfe von spezifischen Antagonisten der CB 1- oder 2 Rezeptoren

sowie mit Hilfe des Pertussis-Toxins könnte geklärt werden, welcher Rezeptor den

THC Effekt vermittelt und ob dieser an ein Gi/0 Protein gekoppelt ist. Es wird zu über-

prüfen sein, ob intrazelluläre cAMP-Spiegel und/oder Ca2+-Spiegel durch CBs in Pi-

nealozyten beeinflusst werden. Mit Hilfe von Rezeptorbindungsstudien soll das diur-

nale und zirkadiane Verteilungsmuster der CB Rezeptoren im Pinealorgan und Ge-

hirn von Tieren aufgedeckt werden, die zu unterschiedlichen Tages- und Nachtzeiten

getötet wurden.

Mit Hilfe von kultivierten Pinealozyten und Pinealorganen der Ratte und des

Rindes ließen sich in der vorliegenden Arbeit zahlreiche zelluläre und molekulare

Mechanismen charakterisieren, welche an der Noradrenalin-gesteuerten Signalkas-

kade beteiligt sind und die Melatoninbiosynthese steuern. Im Fokus künftiger Frage-

stellungen werden in erster Linie Untersuchungen zur Dephosphorylierung von

pCREB und zur funktionellen Wirkungsweise des Cannabinoidsystems im Pinealor-

gan stehen. Für die Bearbeitung dieser Fragestellungen bieten die etablierten Me-

thoden eine hervorragende Vorraussetzung und das Pinealorgan der Säugetiere wird

auch in der Zukunft ein wichtiges Modellsystem zum Studium von Signalübertra-

gungs- und Verarbeitungsprozesse darstellen.
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5 Zusammenfassung

Der tägliche und jahreszeitliche Wechsel in den Lichtverhältnissen bedeutet für alle Lebewe-

sen eine regelmäßige und fundamentale Veränderung ihrer Lebensbedingungen. Mit Hilfe

einer Inneren Uhr können Lebewesen regelmäßige Veränderungen ihrer Umwelt antizipie-

ren. Diese Innere Uhr gewährleistet die Generierung eines endogenen, zirkadianen Rhyth-

mus und dessen Synchronisation mit der Umwelt. Bei Wirbeltieren werden diese Funktionen

durch einen spezifischen neuronalen Schaltkreis im Gehirn, dem photoneuroendokrinen Sy-

stem (PNS), erfüllt. Das Pinealorgan ist ein essenzieller Bestandteil des PNS. Dort werden

photoperiodische Reize und Signale vom endogenen Oszillator in die Synthese des Neuro-

hormons Melatonin umgesetzt. Die vom zentralen Oszillator im SCN gesteuerte Freisetzung

von Noradrenalin (NA) aus sympathischen-postganglionären Nervenfasern in das Pinealor-

gan ist der entscheidende Reiz zur nächtlichen Ankurbelung der Melatoninbiosynthese. Me-

latonin wird ausschließlich in der Nacht gebildet und fungiert daher als ein Zeithormon. Un-

mittelbar nach der Synthese wird das Melatonin in die Blutbahn abgegeben und liefert allen

Zellen, die mit spezifischen Melatoninrezeptoren ausgestattet sind, die entsprechenden

Licht- und Zeitinformationen. NA bewirkt in allen untersuchten Säugetierarten die Aktivierung

des Schlüsselenzyms der Melatoninbiosynthese, der AANAT. Die zellulären und molekularen

Regulationsmechanismen für die AANAT unterscheiden sich jedoch artspezifisch. So ruft NA

in Pinealozyten der Ratte die cAMP/PKA/pCREB-vermittelte Aktivierung der Transkription

des Aanat Gens hervor, wogegen in Pinealozyten des Rindes NA die Regulation der pro-

teasomalen Proteolyse des AANAT Proteins kontrolliert.

Das übergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, zelluläre und molekulare Mechanismen

der noradrenergen Signaltransduktionskaskade zu identifizieren, welche für die Steuerung

der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan von Säugetieren verantwortlich sind. Deshalb wur-

den in kultivierten Pinealozyten der Ratte und des Rindes sowohl transkriptionale als auch

posttranslationale Regulationsmechanismen untersucht, welche durch NA gesteuert und an

der Regulation des Schlüsselenzyms der Melatoninbiosynthese, der AANAT, beteiligt sind.

Mit Hilfe der Immunzytochemie konnte erstmalig das subzelluläre Verteilungsmuster

sämtlicher bekannter regulatorischer (R)-Untereinheiten der PKA Typ I und II in Pinealozyten

der Ratte nachgewiesen werden. Ebenso wurden die A Kinase Anker Proteine (AKAP) 95

und 150 immunzytochemisch dargestellt, wobei zwischen der AKAP 150-Immunreaktivität

(IR) und der IR von RII� bzw. RII� eine weitgehende Kolokalisation in der Nähe der Zell-

membran der Pinealozyten vorlag. Diese Kolokalisationen deuten eine funktionelle Interakti-

on der PKA Typ II mit AKAP 150 in Pinealozyten der Ratte an.
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Keine Funktion bei der Steuerung der Melatoninbiosynthese scheinen der cAMP-

regulierte Austauschfaktor EPAC und die monomere GTPase Rap zu besitzen. So konnte

eine Stimulation kultivierter Pinealorgane mit 8-CPT-2’-O-Me-cAMP, einem EPAC-

spezifischen cAMP-Analog, einzeln oder in Kombination mit Noradrenalin (NA) weder den

AANAT Proteingehalt noch die Freisetzung von Melatonin beeinflussen. Die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit belegen, dass die cAMP-vermittelte Aktivierung der Melatoninbiosynthe-

se ausschließlich auf die PKA zurückzuführen ist. Ebenso beeinflussten weder NA noch 8-

CPT-2’-O-Me-cAMP den Aktivitätszustand von ERK 1 und 2. Eine Erhöhung des cAMP-

Spiegels in Pinealozyten der Ratte scheint somit keinen Einfluss auf den Aktivitätszustand

von ERK 1 und 2 im Pinealorgan der Ratte auszuüben.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die schnelle Dephoshorylie-

rung von pCREB eine entscheidende Funktion bei der akuten Herabregulation des CRE-

tragenden Aanat Gens darstellt und somit eine wichtige Rolle für die Beendigung der Mela-

toninbiosynthese im Pinealorgan der Ratte spielt. Nach Entzug des NA-Stimulus kam es in-

nerhalb von 30 Minuten zu einer fast vollständigen pCREB Dephosphorylierung, die mit einer

Abnahme der Aanat mRNA, des AANAT Proteingehalts und der Melatoninbiosynthese ein-

herging. Die pCREB Dephosphorylierung und die Abnahme der Melatoninbiosynthese

konnten durch PSP-Inhibitoren verhindert werden. Aufgrund der pharmakologischen Unter-

suchungen und des intrazellulären Verteilungsmusters scheint die PSP 1 die pCREB De-

phosphorylierung im Zellkern der Rattenpinealozyten zu steuern.

Mit Hilfe eines Ko-Immunpräzipitationsansatzes wurde erstmalig eine NA-abhängige

Komplexbildung von AANAT und Protein 14-3-3 in Pinealozyten der Ratte und des Rindes

dargestellt. Die vorliegenden Untersuchungen belegen somit, dass Tierarten, welche gene-

rell eine unterschiedliche molekulare Strategie zur Regulation der Melatoninbiosynthese

entwickelt haben, mit der NA-abhängigen Ausbildung des AANAT/Protein 14-3-3 Komplexes

jedoch einen gemeinsamen Mechanismus zur Regulation des AANAT Proteins besitzen.

Ferner wurde die funktionelle Bedeutung des Cannabinoidsystems für die Steuerung

der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der Ratte untersucht. Mit Hilfe der Immunhisto-

chemie und des Immunoblotverfahrens konnten erstmalig CB 1- und 2 Rezeptorproteine im

Pinealorgan der Ratte dargestellt werden. Die Stimulation kultivierter Pinealorgane der Ratte

mit THC hatte keinen Einfluss auf den pCREB- und AANAT Proteingehalt, konnte jedoch die

NA-induzierte Aktivierung des AANAT Proteins und die Melatoninfreisetzung hemmen.

Das Pinealorgan der Ratte und des Rindes dient als ein gut geeignetes Modellsystem

zum Studium von Signalskaskaden, da hier Noradrenalinreize in ein definiertes, einfach

messbares Endprodukt, die Biosynthese und Sekretion des Neurohormons Melatonin, um-

gewandelt werden. Die in dieser Arbeit aufgedeckten Signaltransduktionsprozesse liefern

daher nicht nur neue Einblicke in die Regulationsprozesse der Melatoninbiosynthese, son-
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dern dienen ebenso dem besseren Verständnis von Signalübertragungs- und Signalverar-

beitungsprozessen in komplexeren neuronalen und neuroendokrinen Systemen.
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6 Abkürzungen
AANAT Arylalkyamin N-acetyltransferase

AC Adenylatcyclase

ACTH Adrenokortikotropin

AK Antikörper

AKAP A Kinase Anker Protein

AS Antiserum

ATF-1 aktivierender Transkriptionsfaktor 1

ATP Adenosintriphosphat

AVP Arginin-Vasopressin

Bp Basenpaare

8-Br-cAMP 8-Bromo-cAMP

BSA Rinderserum Albumin

CaMK Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CB Cannabinoid

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CIM Columna intermediolateralis

CK Caseinkinase

CLSM Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

CRE Ca2+/cAMP responsive element

CREB Ca2+/cAMP responsive element-binding protein

CRH Kortikoliberin

8-CPT-2’-O-Me-cAMP 8-(4-Chloro-phenylthio)-2’-O-methyladenosin-cAMP

�-CSU-PSP 1 �-katalytische Untereinheit der PSP 1

CT circadian time

DARPP-32 dopamine and adenosine 3’,5’-monophosphate-

regulated phosphoprotein, 32 kDa

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium nutrient-Mix F12

EBSS Earle’s Balanced Salt Solution

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPAC exchange protein directly activated by cAMP
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ERK 1/2 Extrazellulär regulierte Kinase 1/2

FSH Follikulotropin

GCS Ganglion cervicale superius

GRP gastrin releasing peptide

GnRH Gonadoliberin

GEF guanosine nucleotide exchange factor

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure

HRP Meerrettichperoxidase

HIOMT Hydroxyindol-O-methyltransferase

I-1 hitzestabiler Inhibitor-1 der PSP 1

ICER inducible cAMP early repressor

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

LH Luteinotropin

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MG Molekulargewicht

MOPS Morpholinopropan-Sulfonsäure

NA Noradrenalin

NGF Nerve Growth Factor

NIPP-1 nuclear inhibitor of PSP 1

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

PACAP Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide

PBS Phosphat-gepufferte Saline

PNS Photoneuroendokrines System

PKA Protein Kinase A

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PNUTS PSP 1 nuclear targeting subunit

PSP Protein Serin/Threonin Phosphatase

PVN Nucleus paraventricularis

RHT Retinohypothalamischer Trakt

RI� Regulatorische I�-Untereinheit der PKA

RNA Ribonukleinsäure

Rpm rounds per minute
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RT Raumtemperatur

SCN Nucleus suprachiasmaticus

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standardfehler des Mittelwerts

SOM Somatostatin

TBS Tris-gepufferte Saline

THC �
9-Tetra-hydrocannabinol

VIP Vasoaktives Intestinales Polypeptid

ZT Zeitgeber time

Englischsprachige Begriffe, mRNA- und Gene werden mit kursiv ausgeführten

Druckbuchstaben, alle weiteren Begriffe in normal ausgeführten Druckbuchstaben

bezeichnet.
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