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ZUSAMMENFASSUNG
Wirkung von Melatonin auf inhibitorische und exzitatorische Rezeptoren

Houben, Fabian

Das Pinealhormon Melatonin ist durch seine regulatorische Wirkung auf den zirka-
dianen Rhythmus, seine Rolle im endokrinen System, seine Effekte auf das Immun-
system sowie seinen mdglichen Nutzen bei der Behandlung von Erkrankungen wie
Epilepsie und Krebs von zunehmender Bedeutung. Die pharmakologische Wirkung von
Melatonin wird zur Behandlung des ,jet lag® und von Schlafstérungen genutzt. Die
vorliegende Arbeit stellt die Frage inwieweit eine Interaktion von Melatonin auf ex-
zitatorische glutamaterge und inhibitorische GABA-erge Rezeptorkanale festgestellt
werden kann.

Die Untersuchungen wurden am Expressionssystem der Oozyten von Xenopus laevis
durchgefiihrt. Nach Injektion von messenger Ribunukleinsaure aus dem Nervenge-
webe von Ratten wurden AMPA- und GABAa-Rezeptorkanale exprimiert. Mit Hilfe der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemme wurden transmembrandse lonenstréme registriert.

Die Wirkung von Melatonin auf AMPA-Rezeptorkanale wurde in den Konzentrationen
0,01, 0,1 und 1 ymol/l Melatonin untersucht. Es konnte eine signifikante Steigerung fir
alle Konzentrationsstufen festgestellt werden.

Die Zufiihrung von 0,01 pmol/l Melatonin flhrte zu einer nicht signifikanten Hemmung
der GABAx-Rezeptorkanale. Fir die Konzentrationsstufe 0,1 ymol/l Melatonin war die
beobachtete Steigerung signifikant. In beiden Fallen liegt ein konzentrationsabhangiger
Effekt vor.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen Effekt von Melatonin auf exzitatorische und
inhibitorische Rezeptorkanale und weisen daraufhin, dass Melatonin, in pharmakolo-
gischen Konzentrationen appliziert, einen erregenden Effekt auf die synaptischen Pro-
zesse an Nervenzellen auszutben vermag.

Der Genehmigungsbescheid fir die Durchfliihrung der Versuche mit dem Aktenzeichen
50.0835.10 (G 79/2002) vom 19.12.2002 ist als letztes Blatt eingefugt.

Tag der mindlichen Prifung: 23.04.2009
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Einleitung

1.0 Einleitung

1.1 Struktur, Synthese, Freisetzung und Abbau von Melatonin

Der Dermatologe Aaron B. Lerner beobachtete 1958 an Kaulquappen die Wirkung
eines Extraktes der Zirbeldrise (Pinealorgan, Epiphyse, Glandula pinealis) von
Rindern. Brachte man die Kaulquappen in Kontakt mit diesem Extrakt, so erblichen sie.
Diese Reaktion war auf eine Ballung der Farbstoffkérperchen (Melanin) zurtick-
zufihren, welche vorher verteilt vorlagen. Lerner nutzte diesen Aufhellungseffekt, um

das melaninkonzentrierende Hormon zu isolieren und nannte es Melatonin.

Der Name des Hormons setzt sich zusammen aus seiner Wirkung auf Melanophoren
und der Tatsache, dass es ein Methoxyderivat des Serotonins ist. Die Existenz des
Melatonin (N-Acetyl-5-Methoxytryptamin) konnte nicht nur bei Sadugern, sondern auch
bei wechselwarmen Wirbeltieren wie Reptilien und Fischen (Meissl und Ekstrém, 1997)
und sogar bei Pflanzen und Einzellern nachgewiesen werden (Hattori et al., 1995;

Reiter et al., 2007).

Bei Saugetieren existieren mehrere Syntheseorte flir Melatonin. Der wichtigste und
damit Hauptsyntheseort ist das Pinealorgan, von dem franzésischen Philosophen René
Descartes (1596-1650) auch als Sitz der Seele bezeichnet. Das Pinealorgan des
Menschen befindet sich im Zentrum des Gehirns, an der Rickseite des Hirnstammes,
auf Hohe des 3. Hirnventrikels (Pernkopf, 1960). Die hochvaskularisierte Zirbeldrise

enthalt zwei Arten von Zellen: 1. die Pinealozyten und 2. die Neuroglia. Das Hormon
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Einleitung

Melatonin wird neben anderen Hormonen und Neurotransmittern von den Pinealozyten
synthetisiert (Romijn et al., 1977). Untergeordnete Orte der Melatoninsynthese sind die
Retina und das Intestinum (Gern, Ralph, 1979; Besharse und luvone, 1983; Lee und
Pang, 1992; Coon et al.,, 1995; Faillace et al., 1995; Guerlotte et al., 1996). Einige
Zellen der Haderschen-Driise mancher Spezies sind ebenfalls fahig Melatonin zu
synthetisieren (Menendez-Pelaez et al.,, 1987; Coto-Montes et al., 1996). Die

Aminoséaure Tryptophan ist die Ausgangssubstanz der Melatonin-Synthese (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Melatoninbiosynthese. Die fiir die Metabolisierungsschritte

verantwortlichen

Enzyme sind eingerahmt.

NAT=N-Acetyl-Transferase, HIOMT=Hydroxyindol-O-

Methyltransferase (nach Axelrod und Weissbach, 1960; Weissbach et al., 1960; modifiziert nach Cardinali,

1981).
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Durch die Tryptophan-Hydrolase entsteht 5-Hydroxytryptophan. Im zweiten Schritt wird
5-Hydroxytryptamin (Serotonin; 5-HT) durch Decarboxylierung synthetisiert. Fir die
nachsten beiden Schritte der Melatonin-Synthese sind zwei Enzyme verantwortlich. Die
N-Acetyltransferase (NAT) katalysiert die Reaktion von Serotonin zu N-Acetylserotonin.
N-Acetyltransferase (NAT) wird als Schlisselenzym der Melatonin-Synthese vom
Nucleus suprachiasmaticus (SCN) gesteuert (Stehle et al., 1993; Coon et al., 1995;
Stehle, 1995; Klein et al., 1996). Schliel3lich entsteht durch Methylierung durch
Hydroxyindol-O-Methyltransferase (HIOMT) das Melatonin (Axelrod und Weissbach,

1960; Coon, et al., 1995).

Melatonin wird als das Hormon der Dunkelheit bezeichnet, da Synthese und Frei-
setzung in der Dunkelheit ihr Maximum erreichen. Permanente Lichtexposition kann
die Synthese und Sekretion folglich véllig unterdricken (Wurtman et al., 1963;
Axelrodt, 1974; Lewy et al., 1980; Laakso et al., 1994; Zawilska et al., 1995). Die
Epiphyse, als Hauptproduktionsort des Melatonins, ist Bestandteil des photoneuro-

endokrinen Systems (Abb. 1.2).
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Photoneuroendokrines System der Ratte

IMC = Columna intermedio-lateralis
PVN = Ncl. paraventricularis

SCG = Ggl. cervicale superior

SCN = Ncl. suprachiasmaticus

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des photoneuroendokrines Systems der Ratte. Erklarungen und

Abkirzungen sind im Text erlautert.

Durch dieses System wird Licht in neuronale Aktivitdt umgewandelt, die somit die
Aktivitdt der Pinealozyten regelt. Dadurch unterliegt die Melatonin-Synthese dem
circadianen Rhythmus. In den Photorezeptoren der Ganglienzellen der Retina wird das
Licht, in Gestalt von Aktionspotentialen, in neuronale Aktivitdt umgewandelt. Die
Aktionspotentiale werden Uber den retino-hypothalamischen Trakt zum Nucleus supra-
chiasmaticus (SCN) geleitet. Vom SCN gelangt die Erregung Uber zwei unter-
schiedliche Wege zur Epiphyse. Der Hauptweg flihrt vom SCN und Nucleus
paraventricularis (PVN) Uber sympathische Fasern zur Formatio reticularis und
Ganglion cervicale superius (IMC) bis zur Zirbeldrise. Der Transmitter ist hierbei Nor-

adrenalin (Kappers, 1960; Moore, 1978; Klein, 1985; Korf und Wagner, 1980). Eine
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weitere Faserverbindung besteht zwischen SCN und den nucleus paraventricularis zu

den Pinealozyten des Pinealorgans (Moller et al., 1991).

In der Nacht liegt die Konzentration von Melatonin im picomolaren und unteren nano-
molaren Bereich (Lynch et al., 1975; Waldhauser et al., 1985). Als lipophile Substanz
gelangt Melatonin per Diffusion durch die Zellmembranen der Pinealocyten in das Blut
und in den Liquor (Romijn et al., 1977; Reppert et al., 1979). Im Blut und Liquor besitzt
Melatonin eine Halbwertszeit von 0,5 bis 10 Minuten (lllerova et al., 1978; Iguichi et al.,
1982; Yellon et al., 1996). Melatonin wird zu 92-95 % wahrend der ersten Leber-
passage eliminiert und metabolisiert. Somit besitzt es einen hohen ,first pass“-Effekt
(Pardrige und Mietus, 1980). In der Leber wird Melatonin zum gréfdten Teil zu 6-
Hydroxymelatonin hydrolysiert. Nach der Konjugation zu 6-Sulfatoxymelatonin ist es
hydrophil und im Urin ausscheidbar (Kopin et al., 1961; Lynch et al., 1975; Pardridge
und Mietus, 1980). Ein vorwiegend in der Retina lokalisierter Metabolisierungsweg
besteht darin Melatonin zu 5-Methoxytryptamin zu deacetylieren, um das Produkt zu 5-
Methoxyindolacethylsdure und 5-Methoxytryptophol zu desaminieren (Rogawski et al.,

1979; Cahill und Besharse, 1989; Grace et al., 1991;).

1.2 Wirkungen von Melatonin

Neben den oben beschriebenen Effekten der Melanin-Konzentration in der Haut von
Kaulquappen, existieren weitere Funktionen des Melatonins. Die wichtigsten bisher

erforschten Funktionen des Melatonins sind zum einen die Anpassung des koérper-
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eigenen circadianen Rhythmus an Tages- und Jahreszeit abhangige Umstande und
zum anderen die Beeinflussung von Reproduktionszyklen. Oberhalb des Chiasma
opticums im SCN liegt bei Sdugern die ,innere biologische Uhr®. Sie wird auch durch
Melatonin beeinflusst, was einen direkten Einfluss von Melatonin auf den circadianen
Rhythmus unterstreicht (Lewy et al., 1992; Dawson et al., 1993). Fir den Einfluss auf
den SCN sind endogene wie exogene, zeitgebende Faktoren zustandig. Licht und
Dunkelheit sind exogene Faktoren, die als Zeitgeber wirken. Licht inhibiert indirekt die
Epiphyse, indem es Uber das retino-hypothalamische System den SCN erregt. Dieser
bewirkt in der Folge Uber die beschriebenen Faserverbindungen eine Hemmung in der
Melatonin-Ausschiittung. Dunkelheit fliihrt zu den entgegengesetzten Effekten. Mela-
tonin wiederum bewirkt im SCN eine Hemmung der Aktivitat. So kann man Melatonin
als endogenen, humoralen Zeitgeber verstehen, der bei Dunkelheit die neuronale

Aktivitat der SCN-Nervenzellen beeinflusst. (Cassone, 1990; Moore, 1997).

Der Einfluss von Melatonin auf Reproduktionszyklen basiert in der Hemmung der Se-
kretion von Geschlechtshormonen (Reiter, 1980). Eine zusatzliche Gabe von Melatonin
bewirkt eine Veranderung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Ein Melatonin-Pro-
gesteron-Praparat kann beispielsweise zu anovulatorischen Zyklen fihren (Voordouw

et al., 1992).

Die Lichtadaptation der Retina ist eine weitere Wirkung des Melatonins. Melatonin be-
wirkt eine erhdhte Netzhautempfindlichkeit (Reppert und Weaver, 1995). Eine
Erhéhung der Melatonin-Konzentration hat eine erhéhte Kérpertemperatur zur Folge

(Cagnacci et al., 1992). Bei Ratten kann durch Melatonin-Gabe ein Blutdruckanstieg,
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der durch eine Pinealektomie hervorgerufen wurde, gesenkt werden (Zanaboni et al.,

1967; Krause et al., 2000).

Das Wachstum mancher hormonabhangiger Tumore konnte ebenfalls in einigen Tier-
versuchen verringert werden (Tamarkin et al., 1981). Daneben besitzt Melatonin noch
mehrere andere Funktionen, z.B. Einflisse auf die Funktion der Hypophysen-Go-
naden-Achse, das Immunsystem, das Korpergewicht, den Appetit, die Schwanger-
schaft sowie auf Schlafgewohnheiten (Welsh, 1985; Reppert et al., 1988; Caroleo et
al.,, 1992; Arendt, 1995; Maestroni, 2000). Die genauen Mechanismen dieser
Melatonin-Effekte und Wirkungen, sowie deren Bedeutung sind zum heutigen Zeitpunkt

allerdings noch weitgehend unbekannt und Gegenstand der Forschung.

1.3 Aufbau und Funktionsweise von Melatonin-Rezeptoren

Es sind mehrere Plasmamembran gebundene Melatonin-Rezeptoren bekannt, die die
Wirkungen des Hormons vermitteln. Fir die Melatonin-Rezeptoren sind verschiedene
Nomenklaturen bekannt. Die Nomenklatur des ,,Commitee for the International Union of
Pharmacology“ ist die zurzeit gebrauchlichste. Sie unterscheidet den MT+-Rezeptor
(auch ML1 bzw. Meli), den MT.-Rezeptor (auch MLi bzw. Melyp) und den MTs-
Rezeptor (auch ML,). Bei einigen Vertebraten, z.B. Amphibien ist ein Meli.-Rezeptor
nachgewiesen worden, der bei Saugern allerdings nicht exprimiert wird. Die
Bezeichnungen Melia-, Meliy-, Melie- und H9-Rezeptor gehen auf Reppert und

Mitarbeiter (Reppert et al.,, 1995,1996) sowie Slaugenhaupt und Mitarbeiter
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(Slaugenhaupt et al., 1995) zuriick. So findet man beim Menschen den Melss,-Rezeptor
vor allem im SCN und der Pars Tuberalis. In der Retina und im Hippocampus ist
dagegen der Mel,-Rezeptor quantitativ starker vorliegend als der Melia. Der H9-
Rezeptor konnte in der Hypophyse und dem Hypothalamus nachgewiesen werden
(Reppert et al.,, 1994,1995,1996). Die Arbeitsgruppe um Dubocovich teilte die
Melatonin-Rezeptoren in Abhéngigkeit von der Melatonin-Affinitat in MLy und ML ein
(Dubocovich, 1988). Inzwischen konnten die MTi- und MT2-Rezeptoren kloniert und
genauer charakterisiert werden (Reppert et al., 1994, 1996). Beide Rezeptoren sind an
ein Pertussis-Toxin-sensitives inhibitorisches Guaninnukleotid-bindendes Protein
gekoppelt (Ebisawa et al.,, 1994). Eine Rezeptorbindung hat eine intrazellulare
Inhibition der Adenylatcyclase zur Folge, was die Produktion von zyklischen
Adenosinmonophosphat (cAMP) verringert (Morgan, 1991). Wirkungen auf cGMP und
Phospholipase C sind ebenfalls beschrieben (Vanecek, 1998). Zusatzlich zu den
Plasmamembran gebundenen Melatonin-Rezeptoren sind zwei weitere intrazellulare
Melatonin-Bindungsstellen bekannt (Cohen et al., 1978; Costa et al., 1995). In der
Umgebung des Zellkerns wurde eine intrazellulare Bindungsstelle fir Melatonin
lokalisiert: der retinoide Z-Rezeptor (RZR) oder auch der Retinolsaure-verwandte
orphane Rezeptor (ROR) genannt (Carlberg und Wiesenberg, 1995; Wiesenberg et al.,
1995). Uber diesen Rezeptor wird eine Regulierung der Transkription spezieller Gene
durch Melatonin, z.B. Glukokortikoidrezeptoren, Vitamin D-Rezeptoren, Thyreoid-
hormon-Rezeptoren, Ostrogenrezeptoren und Retinoidrezeptoren vermutet (Enmark

und Gustafsson, 1996). Die Entdeckung von nukledaren Melatonin-Rezeptoren in B-
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Lymphozyten der Epiphyse und Hypophyse lassen weitere Aspekte bezlglich der
Regulation des circadianen Rhythmus offenbar werden, sowie neue Funktionen von
Melatonin in der Immunologie vermuten (Becker-Andre et al., 1994; Carlberg und
Wiesenberg, 1995; Steinhilber et al., 1995; Baler et al., 1996; Hazlerigg et al., 1996).

Die zweite intrazelluldare Melatonin-Bindungsstelle ist im Zytosol an das Protein Cal-
modulin gebunden. Uber diesen Rezeptor kann Melatonin das Zytoskelett der Zelle
verandern, indem es nach Bindung die Eigenschaften von Calcium (Ca2*) imitiert
(Benitez-King et al., 1993; Benitez-King et al., 1996). Calmodulin ist Ca2* abhangig und
aktiviert Enzyme, z.B. die Phosphodiesterase. Melatonin hemmt diese durch Cal-

modulin-induzierte, intrazellulare Prozesse.

1.4 Melatonin-Rezeptoren im Gehirn

Bei Untersuchungen von Saugern liel3en sich in den verschiedensten Gehirnstrukturen
Bindungsstellen fur ['?51]JJod-Melatonin nachweisen. So fand man beim Menschen ein
besonders starkes Signal im Hypothalamus, speziell im SCN (Reppert et al., 1988;
Weaver et al., 1989). Weitere Melatonin-Rezeptoren lieken sich direkt im Kleinhirn
(Viswanathan et al., 1990), der Pons (Viswanathan et al., 1990), im Temporallappen
des Cortex (Fauteck et al., 1995) und im Hirnstamm (Vanecek, 1998) nachweisen. In
der Pars tuberalis der Epiphyse (Stankov und Reiter, 1990; Stankov et al., 1991;
Morgan et al., 1994) sowie in der Retina (Dubocovich et al., 1983) wurden ebenfalls

Melatonin-Bindungsstellen gefunden. Des Weiteren entdeckte man Melatonin-
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Rezeptoren im Rickenmark von Kaninchen und Hihnern (Wan und Pang, 1993; Wan
und Pang, 1996; Pang et al., 1997). In fast allen Gebieten des cerebralen Cortex und
im Hippocampus konnten Transkripte fur Melatonin-Rezeptoren durch Reverse-
Transskriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) gefunden werden (MuBhoff et

al., 2001).

1.5 Melatonin-Rezeptoren im Hippocampus

In den vergangenen Jahren wurden eine Reihe von Melatonin-Rezeptoren und Tran-
skripte von Melatonin-Rezeptoren im Hippocampus vieler Sduger entdeckt (Laudon et
al., 1988; Nonno et al., 1995; Mazzuchelli et al., 1996; Wan et al., 1999). Wie in
Experimenten am menschlichen Hippocampus gezeigt, lassen sich dort MT1- und
MT2-Rezeptor mRNA finden (Mazzuchelli et al., 1996, Reppert et al., 1994). Bei Ratten
konnte man die mRNA des MT1 und MT2-Rezeptor im Gyrus dentatus, CA3-Region,
CA1-Region sowie im Subikulum mittels RT-PCR ebenfalls nachweisen (Mu3hoff et al.,
2002). Die Existenz der Melatonin-Rezeptoren lasst auf eine Aufgabe des Hormons in
diesen Hirnarealen schlieBen. Einige wenige Funktionen des Melatonins im
Hippocampus hat man ermittelt. Es vermindert z.B. die Aktivitat der CA3 Neurone von
Schweinen (Zeise und Semm, 1985) und verkleinert die Amplitude der GABA -
vermittelten Antworten in mehr als 50% der getesteten Ratten-CA1-Neuronen (Wan et

al., 1999).
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Melatonin besitzt in der Regel einen inhibitorischen Effekt auf das gesamte ZNS. So

fuhrt z.B. Melatonin im SCN zu einer geringeren Aktivitdt der Neurone (Mason et al.,
1988; Shibata et al., 1989; Stehle, et al., 1989). Dieser Effekt basiert auf einer Hyper-
polarisation der Neurone, vermittelt durch eine erhdhte Kaliumleitfahigkeit (Jiang et al.,
1995; Nelson et al.,, 1996) und der Verstarkung von GABAa-Rezeptor-induzierten
Membranstromen (Wan et al., 1999). Im Gegensatz dazu fand man eine Erhéhung der
Aktivitdt von CA1-Neuronen der Ratten durch Melatonin (Muf3hoff et al., 2002). Der
Mechanismus des Anstieges der neuronalen Aktivitat des Hippocampus ist allerdings
nicht bekannt. Es wird vermutet, dass intrazelluldre Mechanismen zu einer Inhibition
von GABAa-Rezeptoren an CA1-Neuronen flhren, die einen Anstieg der Feuerrate
durch Disinhibition bewirken.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zum heutigen Zeitpunkt verschiedene
Melatonin-Rezeptoren im Hippocampus bekannt sind. Die Mechanismen ihrer Effekte

sowie ihre speziellen Aufgaben sind aktuell jedoch noch weitgehend unbekannt.

1.6 Aufbau und Funktionsweise von Glutamat- und GABA-Rezeptoren

Glutamat- und GABA-Rezeptoren spielen eine wesentliche Rolle in der synaptischen
Ubertragung zwischen den Nervenzellen. Die Neurotransmitter Glutamat und GABA (y-
Aminobuttersdure) werden, nach Freisetzung aus dem prasynaptischen Teil in den
synaptischen Spalt, an ligandengesteuerte bzw. transmittergesteuerte Rezeptorkanale

gebunden. Diese ligandengesteuerten Rezeptorkanéle sind auf der postsynaptischen
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Membran lokalisiert. Man unterteilt sie aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften in
glutamaterge exzitatorische Rezeptorkandle und GABA-erge inhibitorische
Rezeptorkanale. Glutamaterge Rezeptorkanale fihren nach Ligandenbindung zu einer
Depolarisierung der Zelle durch Einstrom von Na*-lonen in die Zelle (exzitatorisches
postsynaptisches Potential, EPSP). Man unterscheidet verschiedene Glutamat-

Rezeptorkanéle in der postsynaptischen Membran:

1. AMPA-Rezeptor (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat)

2. NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat)

3. Kainat-Rezeptor

4. mGlu-Rezeptor

Die Glutamatrezeptoren kénnen pharmakologisch und molekularbiologisch unter-
schieden werden. Die NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren kénnen als ionotrope
Rezeptoren bezeichnet werden, wohingegen der mGlu-Rezeptor als metabotrop
bezeichnet wird. Die ionotropen Rezeptoren besitzen transmembrandse Proteine,
welche den Durchtritt bestimmter lonen ermdglichen. Sie werden auch Rezeptorkanal
genannt, da der lonenkanal und der Rezeptor miteinander gekoppelt sind. Das Er-

gebnis solcher einstrdmenden lonen ist eine postsynaptische Membrandepolarisation.

Der metabotrope Rezeptor fihrt nach Ligandenbindung und Freisetzung der second
messenger Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) zu einer verzdgerten,
langanhaltenden Zellreaktion. Die Verteilung und Funktion der einzelnen Glutamat-

Rezeptoren war bisher Gegenstand vieler Untersuchungen und Forschungen
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(Meldrum, 1984; Nicoll et al., 1990; Henneberry, 1992; Hollmann und Heinemann,

1994; Seeburg, 1996; Michaelis, 1998; Dingledine et al., 1999).

Die schnelle exzitatorische Signalkomponente des EPSP wird durch die AMPA-
Rezeptoren vermittelt, wahrend die spate Komponente des EPSP vornehmlich durch
NMDA-Rezeptoren vermittelt wird. Voraussetzung dafur ist, dass die Zelle ausreichend
depolarisiert ist. Die genaue Rolle der Kainat-Rezeptoren bei der synaptischen
Erregung ist dagegen noch nicht ausreichend geklart. Untersuchungen weisen darauf
hin, dass diese Rezeptoren aulerhalb des subsynaptischen Spaltes gelegen sind und

erst durch hohe Glutamatkonzentrationen aktiviert werden kdnnen (Lerma et al., 1997).

Der Neurotransmitter der inhibitorischen Rezeptorkanale ist GABA. GABA aktiviert die
lonenkanale der postsynaptischen Membran, die selektiv fiir Chlorid- oder Kaliumionen
permeabel sind. Daraus resultiert eine Hyperpolarisation der postsynaptischen
Zellmembran, die als inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP) bezeichnet
wird. Es existieren drei Subtypen des GABA-Rezeptors. Der GABAa-Rezeptor ist am
haufigsten im ZNS ausgepragt. Ihn und den GABAg-Rezeptoren findet man im ZNS
und im Rickenmark. Der GABAc-Rezeptor dagegen ist vorwiegend in der Retina
ausgebildet. Der ionotrope GABAa-Rezeptor ist ein heterooligomeres Pentamer mit
funf Untereinheiten (Johnston, 1999; McKernan und Whiting, 1996), der fir die
schnelle Komponente des inhibitorischen postsynaptischen Potentials verantwortlich
ist. Um einen metabotropen Rezeptor handelt es sich bei dem GABAg-Rezeptor. Er ist
ebenfalls ein heterooligomerer Rezeptor und besitzt drei Untereinheiten (Johnston,

1996 und 1999).
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1.7 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit soll die mdgliche, prinzipielle Interaktion von Melatonin mit den
exzitatorischen glutamatergen und inhibitorischen GABA-ergen Rezeptorkanélen
untersuchen. Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden am heterologen
Expressionssystem der Xenopus laevis Oozyten sowie an neuronalen Rezeptor-

kanalen aus dem Rattengehirn durchgefiihrt.
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2.0 Material und Methoden

2.1 Das Expressionssystem der Xenopus-Oozyten

Als klassisches, entwicklungsbiologisches Modell gelten die Oozyten des sid-
afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis. Die Gesetzmaligkeiten der Keim-
zellentwicklung bis zur Eizelle, die Befruchtung und die Embryogenese von
Vertebraten wurden bei ihnen nachgewiesen und umfassend untersucht. Gurdon et al.
(1971) trug mit seinen Experimenten, bei denen aus Retikulozyten von Kaninchen
entnommene Globin-messenger RNA (messenger ribonucleic acid; mRNA) in die
Oozyten von Xenopus laevis eingeschleust wurden und korrekt gebildete Trans-
lationsprodukte analysiert wurden, zur schnellen Etablierung der Oozyten des
Krallenfrosches als in vivo-Expressionssystem unter Verwendung von mRNA aus
artfremden Gewebe (heterologe mRNA) bei.

Die besonderen zellularen Eigenschaften der lebenden und isolierten Oozyte
begriinden eine Vielzahl von Vorteilen, die sie als Expressionssystem (in vivo-Ansatz)
gegeniuber dem Reagenzglas-Ansatz (in vitro-Translation) besitzt. Aufgrund ihres
grol3en Volumens von ca. 0,5 ul (Gurdon und Wakefield, 1986; Wang et al., 1991), das
ca. das 200.000-fache einer somatischen Zelle entspricht, bietet die Oozyte des
Krallenfrosches ein besonders groRes Reservoir an molekularen Komponenten,
welche obligat fir den Translationsprozess sind. Aus diesem Grund ist u.a. das

Vermogen der Oozyten, heterologe mRNA zu translatieren, gegentber einem in vitro-

Seite 19



Material und Methoden

Translationsansatzes (Kaninchen-Retikulozytenlysat) 1.000-fach erhéht und gegentiber
der Herkunftszellen der mRNA nur um den Faktor 5 geringer (Gurdon et al., 1971).
Dazu finden Oozyten haufige Anwendung fir die Expression von mRNA aus Gewebe
verschiedener Organismen, wie Pflanzen, Insekten und Vertebraten (Dascal, 1987;
Madeja und MuBhoff, 1992; Sigel, 1990; Soreq, 1985), da sie nur eine geringe
Artspezifitat in der Translation von mRNA aufweisen. Als weitere Vorteile gegentber
anderen Expressionsmodellen sind die Widerstandsfahigkeit der Oozyten gegeniber
mechanischen Manipulationen und ihre einfache Lagerung in wassriger Salzlésung
(z.T. Gber Wochen) zu nennen. Die Gewinnung der Oozyten kann durch einen minimal
invasiven operativen Eingriff erfolgen, da sie eine auf natirliche Weise synchronisierte
Population von Zellen darstellen, die schnell heranwachsen und in der Prophase | der
1. meiotischen Reifeteilung arretiert sind.

Oozyten sind in der Lage, Proteine zu synthetisieren. Deren biologische Aktivitat ist
direkt testbar. Dies ist der grof3e prinzipielle Vorteil des in-vivo-Expressionssystems
,0ozyte* im Vergleich zu anderen, nicht-zelluldren Translationssystemen. Die
synthetisierten ,heterologen® Proteine sind in der Lage die gleichen Funktionen aus-
zufihren wie im Herkunftsgewebe der mRNA (Soreq, 1985; Sudol, 1989; Wright et al.,
1990; Yu et al., 1989). Somit kdnnen Oozyten sowohl heterologe mRNA mit grof3er
Effizienz translatieren, als auch ganze synthetisierte Aminosauresequenzen Uber
verschiedene posttranslationale Reaktionen prozessieren. Die vielen Vorteile der
Oozyten fuhrten schnell dazu, dass biochemische, immunologische, pharmakologische
und mikrobiologische Fragestellungen haufig mit diesem Expressionsmodell bearbeitet

wurden und werden (Heikkila, 1990; Wanget al., 1991).
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Als neurobiologisches Expressionsmodell gewannen die Oozyten ihre Akzeptanz,
nachdem die funktionelle Expression des nikotinischen Acetylcholinrezeptors aus dem
elektrischen Organ von Torpedo marmorata gelang (Sumikawa et al., 1981; Barnard et
al., 1982). Des Weiteren konnten in den Oozyten eine grolte Zahl von liganden- und
spannungsgesteuerten lonenkanalen exprimiert werden, an denen Reaktionen pro-
voziert werden konnten, die in unbehandelten Oozyten nicht vorkamen (Dascal, 1987;
Sigel, 1990; Snutch, 1988; Yellen, 1984). Fur die Klonierungsstrategien zur
Identifizierung und Vervielféltigung von Nukleinsduresequenzen, welche Vor-
aussetzung sind fir die Bildung liganden- und spannungsgesteuerten lonenkanale, ist
das Expressionsmodell ,Oozyte“ von zentraler Bedeutung (Sigel,1990). So nimmt das
Expressionssystem ,,Oozyte” fir mMRNA aus Nervengewebe eine wichtige verbindende
Stellung zwischen Teildisziplinen der Neurobiologie ein und bietet hervorragende
Méoglichkeiten bei der Struktur- und Funktionsanalyse von liganden- und spannungs-

gesteuerten lonenkanalen.

2.2 Oozyten von Xenopus laevis

Die Oozyten liegen nach der Herausnahme der Ovarteile in mehreren Ent-
wicklungsstadien vor. Die gebrauchlichste Einteilung der Entwicklungsstufen der
Oozyten des Xenopus laevis, ist die nach Dumont (1972). Es werden Stadien von |-VI
unterschieden. Alle durchgeflihrten Experimente fanden an den Zellen der Stadien V

und VI statt. Die Oozyten dieser Stadien zeichnet nicht nur die GréRe von ca. 1 mm
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aus, sondern besonders ihre polarisierte Pigmentierung. Man erkennt deutlich eine pig-
mentierte Halfte (animaler Pol) und eine unpigmentierte Halfte (vegetativer Pol; siehe
Abb. 2.1). Oozyten des Stadiums VI besitzen als kennzeichnendes Merkmal ein
weilles Aquatorialband zwischen beiden Polen, das einen Durchmesser von ca. 1,2

mm aufweist.

Abb. 2.1 Isolierte Oozyten des sldafrikanischen Krallenfrosches Xenopus leavis in Reifestadium VI

(Dumont, 1972). Der Balken entspricht einer Lange von 1 mm (nach Madeja et al., 1992)

Nach dem Herauspraparieren aus dem Gewebeverband, weisen die Oozyten einen in
mehrere Hillen unterteilten Schichtaufbau auf. Die azellulare Vitellinschicht, bestehend
aus Glycoproteinen, bedeckt die Oozytenmembran (Larabell und Chandler, 1988). Sie
wird gefolgt von der Follikelzellschicht, die mit Hilfe von ,gap junctions” Verbindung zur
Oozytenmembran hat (Dumont, 1972). lhr liegt die bindegewebige Theka auf, die

BlutgefalRe, Nervenzellen und glatte Muskellzellen enthalt sowie schliefl3lich das innere
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Ovarienepithel. Weil diese Hillen der Stabilitat und des Schutzes dienen, werden sie

belassen (Abb. 2.2).

inneres Ovarienepithel —»___
\\ . —
Theka e s

Follikelzellschicht E— “‘

Vitelinmembran —l

Abb. 2.2 Schematisierte Darstellung einer Oozyte im Reifestadium VI und deren Hillschichten

Schlielich werden die Oozyten unmittelbar nach der Praparation in ein Kulturmedium

Uberflhrt, indem sie bis zur mRNA-Injektion verbleiben.

2.3 Préparation und Kultivierung

Die Krallenfrésche wurden in ein Tauchbad mit 5 mmol/l 3-Aminobenzoesaureethyl-
ester (MS 222) gegeben, um sie flr die chirurgische Oozytenentnahme zu
narkotisieren (Abb. 2.3). Durch eine ca. 1 cm lange Inzision der lateralen Bauchwand,
erhielt man einen adaquaten Zugang zum Ovar. Es wurde ein Teil des Ovars reseziert.
AnschlieRend verndhte man die Wunde mit selbstauflésenden Faden. Nach einer 8-
wochigen Wartezeit kénnen die Frésche abermals operiert werden. Diesen Vorgang

kann man insgesamt ca. 4-mal wiederholen.
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Abb. 2.3 Schematisierte Darstellung des Vorgehens zur Rezeptorkanalexpression in Oozyten des

Isolierung von RNA Elektrophysiologische Untersuchung Praparation der Oozyte

|__ Ratten-

%’ him

;‘r“ RNA

—_— Injektion von RNA und
Protsine Kultivierung der Oozyte
Fette

u Membran-

protein

stidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis ( nach Madeja und Muf3hoff, 1992) Links: Die Isolierung
der RNA aus dem Rattenhirn. Rechts: Die Gewinnung der Oozyte. Mitte-unten: Injektion der RNA in die

Zelle. Mitte-oben: Elektrophysiologische Untersuchung

Um die Haltbarkeit der Oozyten nach der mechanischen Isolierung zu erhéhen, wurde
das Follikelepithel belassen, wahrend die &ufReren Epithelschichten und Binde-
gewebsanteilen erhalten wurden. Nachdem die Zellen isoliert waren, wurde ihnen eine
MRNA-L6sung injiziert (siehe Kapitel 2.5). Einige Zellen wurden bei 4°C gelagert,
wodurch Versuche auch in der 2. Woche nach der Mikroinjektion ermdglicht wurden.
Unter semi-sterilen Bedingungen wurde der andere Teil in Paare aufgeteilt und in eine

mit Kulturmedium (Lésung 2 in Tab. 2.1) geflillte Glaspetrischale tberfihrt.
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2.4 RNA-Extraktion, Reinheitskontrolle und Konzentrationsbestimmung

Das verwendete Nervengewebe wurde dem Hirn mannlicher, adulter Albinoratten mit
einem Gewicht von max. 360 g (siehe Abb. 2.3) entnommen. Den Ratten wurde zur
Betdubung Luminal® (1 ml 20 %iges Natrium-5-ethyl-phenylbarbiturat pro Koérper-
gewicht) intraperitoneal injiziert. Die Trepanation konnte nach Aussetzen des Schutz-
reflexes beginnen. Darauf folgte die Enthahme des Hirns in toto mit einem Gewicht von
1-1,25 g. Da eine Kontamination des Extraktes mit Ribonukleasen zu verhindern war,
wurde unter semi-sterilen Bedingungen gearbeitet. Dazu gehérten die Verwendung von
sterilen Gefallen, Instrumenten, Chemikalien, Operationshandschuhen und die Steri-
lisation bzw. das Neuansetzen aller Lésungen. Die Geratschaften aus Glas wurden 24
Stunden in Chromschwefelsaure gelagert, mit sterilem Aqua dest. gereinigt und
schlieBlich genau wie Metallgerate 8 Stunden hitzesterilisiert. Gerate und Instrumente
aus Kunststoff wurden autoklaviert. Als Methode der RNA-Extraktion diente das
Verfahren nach Cathala (Cathala et al., 1983). Samtliche Arbeitsschritte wurden bei
4°C durchgeflihrt, bis auf die Praparation. Die folgenden Volumina beziehen sich stets

auf 1 g Rattenhirn.

RNA-Extraktion, modifiziert nach Cathala

1. Homogenisierung des frisch praparierten Nervengewebes in 11 ml Homo-
genisierungspuffer (Lésung 3 in Tab. 2.1) im Ultrathurrax fir 30 Sekunden.

2. Selektive RNA-Féllung mit einer Lithiumchlorid-Lésung (77 ml; Lésung 4 in Tab.

2.1).
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3. Pelletierung des Prazipats mit 8000 g.

4. Resuspensierung des noch verunreinigten Pellets in 20 ml des Lésungspuffers
SDS-TE (L6sung 5 in Tab. 2.1) durch 45-minltiges durchmischen.

5. Reinigung durch Phenol/Chloroform-lsoamylalkohol Extraktion:

a) Zugabe von 20 ml Phenol (Lésung 6 in Tab. 2.1)

b) Zugabe von 20 ml Chloroform-lsoamyalkohol (Lésung 7 in Tab. 2.1) dann
jeweils 10 Minuten rihren

C) Phasentrennung mittels Zentrifugierung (10 Minuten; 10000 U/min)

d) Abpipettierung der wassrigen Oberphase, von insgesamt 3 Phasen

6. Nochmalige Reinigung der Oberphase durch Zufihrung von 20 ml Chloroform-
Isoamylalkohol (Lésung 7 in Tab. 2.1) sowie weiteres Ruhren fur 10 Minuten und
Zentrifugieren mit 8000 g. Gewinnung der Oberphase, von insgesamt 2 Phasen,
zur weiteren Verwendung.

7. Fallung durch Zugabe von 2 ml Natriumacetat (L6ésung 8 in Tab. 2.1) und 44 mi
Ethanol (Lésung 9 in Tab. 2.1), Lagerung fir 12 Stunden bei -20°C und
anschlielende Zentrifugierung (30 Minuten; 10000 U/min; Temperatur wieder 4°C).

8. Lufttrocknung des gereinigten RNA-Pellets.

9. Loésung des Pellets in Aqua bidest. ( ca. 1-2 pg/ul) unter der Reinheitskontrolle der
RNA-Fraktion.

10. Portionierung in Eppendorfgefale und Lagerung bei —70°C.
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Ldsungsname Konzentration .
Zusammen-setzung Zusatze
(Nr.) [mmol/l]
Aminobenzoe-
Narkosel6ésung MS )
saureethylester 5,00
222 (1)
Methansulfatsalz
NaCL 88,0
Penicillin
KCL 1,0
Kulturlésung (100 IU/ml)
2) CaCl, 1,4 Strept _
reptomycin
MgSO4 0,80 bromy
(100 p/ml)
HEPES* 5,00
Guandininmono- 5000
thiocyanat
Lysispuffer EDTA* 100
(3) Tris*, pH 7,4
B-Mercaptoethanol 500
(8% VIV)
Lithiumchloridldsung
4000
(4)
EDTA* 10
Lésungspuffer .
5) Tris*, pH 7,4
SDS*, 0,1% (w/v) 100
Phenol mit Tris* pH 7,4
(6) gesattigt
Chloroform-lsoamyl-
25:1 (v/lv)
Alkohollésung (7)
Natriumacetatlésung
3000
()
Ethanol (9) absolut

Tab. 2.1 Lésungen zur Narkotisierung, Kultivierung und RNA-Gewinnung, *HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, *EDTA: Ethylendiamintetraacetat *Tris: Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan, *SDS: Natriumdodecylsulfat
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Die Konzentration und der Reinheitsgrad wurden durch ein photometrisches Verfahren
bestimmt (Maniatis et al., 1982).

Die Konzentration errechnet man mit Hilfe der optischen Dichte (O.D.) bei 260 nm
Wellenlange (1 OD2s0 = 40 uyg RNA/ml). Ist der Quotient aus OD2so und OD2go 1,8-2,0
spricht man von Reinheit(OD2go ist die optische Dichte bei einer Wellenlange von 280
nm). Kleinere oder gréRere Quotienten lieRen eine Verunreinigung durch Proteine oder
Phenol vermuten.

Bei einigen RNA-Fraktionen fuhrte man zur Anreicherung von polyadenylierter RNA,
als vorletzten Schritt, eine oligo(dT)-Affinitdtschromatographie durch. Dieser ange-
reicherten  mRNA kommt bei der spateren RNA-Injektion die Aufgabe der
Kanalexpression zu. Die polyadenylierte mRNA stellt nur 1-5 % der eukaryontischen
Gesamt-RNA da (Maniatis et al., 1982).

Das Prinzip der Chromatographie basiert auf der voriibergehenden Basenpaarung
zwischen den poly (A)*-Resten der mRNA und den fixierten oligo(dT)-Resten der
Tragermatrix in der Saule. Ist die Salzkonzentration hoch, bindet sich die RNA-Fraktion
wahrend der Passage der Saule mit ihren poly (A)* Resten reversibel. Die nicht ge-
bundene RNA wird mit der Spiilfliissigkeit gespult und verworfen. Um die reine mRNA
zu gewinnen, muss mit Spulflissigkeiten mit niedriger Salzkonzentration gesplilt
werden, da diese die Basenpaarungen wieder auflésen. Bei diesen Versuchen wurde
das Produkt ,mRNA-Purifikation Kit* der Firma Pharmacia Biotech im Stan-

dardverfahren benutzt.
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2.5 Mikroinjektion von mRNA in Oozyten

Glaskapillaren (Innendurchmesser 0,5 mm) wurden durch ein Elektrodenziehgerat aus-
gezogen, so dass sie einen Spitzendurchmesser von 1 um aufwiesen. Unter
mikroskopischer Kontrolle wurden die Spitzen der gezogenen Glaskapillaren auf einen
Durchmesser von 8-12 ym gebrochen. Um die mRNA zu injizieren, musste sie am
Tage der Praparation aufgetaut und durch Zugabe von Aqua dest. auf eine Kon-
zentration von 1-1,5 ng/nl gebracht werden. Diese mRNA-L&ésung wurde in die
hergestellten Glaskapillaren eingesogen, in die Oozyten gefiihrt und intrazellular 50 nl

injiziert.

2.6 Elektrophysiologische Untersuchungstechnik

Die verwendete Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (,voltage clamp®, Hodgkin et al.,
1949/1952) gestattete es, transmembrandse lonenstréme unabhéngig vom Mem-
branpotential zu registrieren. Somit konnten Beeintrachtigungen durch Aktivierung
spannungsabhangiger lonenkanale vermieden werden. Das benutzte Messprinzip wird

durch die Abbildung 2.4 verdeutlicht.
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Abb. 24 Blockschaltbild des elektrophysiologischen  Versuchaufbaus zur Registrierung

transmembrabrandser lonenstréme mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme.

I-EL = Stromelektrode; U-EL = Spannungselekirode; Ref. = extrazellulare Referenzelektrode; B = virtuelle
Baderde; OP+ = Operationsverstarker zur Einstellung des Haltepotentials (VH) Uber Injektion eines
+Klemmstroms® (I); OP2 = Operationsverstarker zur Messung des Membranpotentials (MP); OPs; =

Operationsverstarker zur Strom-Spannungswandlung und zur Messung des ,Klemmstromes* (modifiziert

nach Blooms, 1990).

Zwischen der intrazellularen Spannungselektrode (U-EL) und der extrazellularen Re-
ferenzelektrode (Ref) wurde das Membranpotential (MP) abgegriffen und durch den
Operationsverstarker 1 (OP1) verstarkt. Bei den Experimenten lag das Spon-
tanmembranpotential zwischen -30 und —70 mV. Nach dem Anstechen der Zellen
bendtigen diese eine kurze Phase der Ruhe, um ein konstantes Potential zu

konservieren. Mit Hilfe einer Rickkopplungsschaltung durch die zweite intrazellulare
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Elektrode, der Stromelektrode (I-EL), konnte eine standige Angleichung des Mem-
branpotentials an einen vorgegebenen Wert (Vi) stattfinden, indem der
Operationsverstarker 2 (OP,) Strom injizierte. Dieser Strom wurde Uber eine virtuelle
Baderde (B) geleitet, in ein Spannungssignal umgewandelt und im Ope-
rationsverstarker 3 (OP3) verstarkt. Hier konnte man ablesen, wie viel Strom jeweils
ndtig war, um das vorgegebene Membranpotential konstant zu halten. Die Versuche
wurden zum groRten Teil bei einem Membranpotential von -50 mV durchgefuhrt.
Erhéhte man das Haltepotential wahrend der Spannungsklemme um 10 mV, konnte
man mit Hilfe der resultierenden Stromanderung den Membranwiderstand der Oozyten
errechnen.

Die Mikroelektroden wurden jeweils aus Borosilikat-Filamentglaskapillaren (Innen-
durchmesser 0,86 mm; AuRendurchmesser 1,5 mm) mit einem Elektrodenziehgerat
zweistufig ausgezogen. Darauf wurden sie mit 2 mol/l KCL blasenfrei aufgefullt. lhr
Widerstand betrug im Schnitt 1,5 bis 2 MQ. Ein im Institut speziell entwickeltes digitales
Aufzeichnungsprogramm und ein herkdmmlicher Tintenschreiber registrierten den
Klemmstrom. Somit konnten die aufgezeichneten Daten des digitalen Programms

elektronisch verwaltet und ausgewertet werden.

2.7 Substanzenapplikation

Mit einer sog. Konzentrationsklemme wurden die verwendeten Substanzen systemisch

appliziert (Madeja et al., 1991). Im folgendem sei ihr Aufbau erklart (siehe Abb. 2.5):
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Abb. 2.5 Schematische Darstellung der Konzentrationsklemme zur Substanzapplikation. A =
Ansaugstutzen; I-EL = Stromelektrode; U-EL = Spannungselekirode; Ref. = extrazellulare
Referenzelektrode; B = virtuelle Badere; K = Kapillare zur Fixierung der Oozyte; Pfeile geben die

Flussigkeitsstrdmung im System bei Substanzapplikation an (Madeja, 1991)

Die Oozyte wurde per Glaskapillare angesaugt und im Kreuzpunkt eines Roéhren-
systems aus Plexiglas durch Unterdruck positioniert. In der Horizontalen wurde die
Oozyte unter dem Mikroskop von der Strom- (I-EL) und der Spannungselektrode (U-
EL) angestochen. Das Réhrensystem wurde mit dem vertikalen Rohr in ein mit
Flissigkeit geflilltes Schalchen getaucht. Ein computergesteuertes Magnetventil er-
zeugte mit einer Unterdruckpumpe eine definierte Flissigkeitssaule in der Kammer/
Kreuzpunkt des Réhrensystems. Das Computerprogramm (im Institut der Physiologie
Mdinster entwickelt) steuerte auch einen elektromotorbetriebenen Probenwechsler, der
mit weitern Probenschélchen bestlckt wurde. So war ein rascher Probenaustausch,

nach definierten Bedingungen (Zeitpunkt, Dauer, Reihenfolge) gewahrleistet.
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2.8 Versuchsreihe

2.8.1 Substanzen: Konzentration, Losungsmittel

Lésung Zusammensetzung Konzentration [umol/I]
Oocytenringer s. Tab. 2.1
Kainat (C1oH15NO.) C10H1sNO4 + Oocytenringer 100
GABA (C4H9NO3) C4H9gNO; + Oocytenringer 100
Melatonin Ci13H1sN202 1/0,1/0,01

Tab. 2.2 Konzentration und Zusammensetzung der benutzten Lésungen und Substanzen

2.8.2 Protokollschema

Das folgende Versuchsprotokoll wurde benutzt, um die verschiedenen Lésungen und

Substanzen zu applizieren. Es wurden auf dem ,Karussell* 12 Kunststoffschalchen

positioniert (siehe Abb. 2.6). In den ersten zwei Schalchen war Ringerlésung (Lésung 3

in Tab. 2.2). Mit dieser wurde die Oozyte jeweils 30 Sekunden umspult. Im dritten

Schélchen befand sich der Transmitteragonist Kainat oder GABA, welcher 60

Sekunden der Oozyte zugegeben wurde. Diese Applikation galt als Kontrollversuch.

Die Schalchen 4,5 und 6 enthielten alle Ringerlésung (Lésung 3 in Tab. 2.2). Sie
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dienen dem Auswaschen des Transmitters und wurden fir insgesamt 620 Sekunden
(10 Sekunden, 10 Sekunden, 600 Sekunden) dem System zugefuhrt. An 7. Stelle
folgte eine 60 sekindige Exposition mit dem Hormon Melatonin. Es gab
Versuchsreihen mit verschiedenen Konzentrationen (0,01 pymol/l, 0,1 ymol/l, 1 pmol/l).
Das nachste Schalchen enthielt sowohl Melatonin, als auch den Transmitteragonisten
des dritten Schalchens und wurden auch 60 Sekunden appliziert. Ins 8. Gefall wurde
nochmals Melatonin gegeben und wieder fir 60 Sekunden dem System zugefuhrt. Drei
weitere Schalchen, in denen Ringerlésung enthalten war, wurden fir insgesamt 620
Sekunden appliziert (10 Sekunden, 10 Sekunden, 600 Sekunden). Waren die 600
Sekunden des letzten Schélchens vergangen, konnte ein neuer Versuch mit

unterschiedlichen Substanzkonzentrationen gestartet werden.
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GABA
Ringer Ringer Ringer Ringer Ringer Ringer

X

1 4 5 6
7 8 9 10 11 12 13
. I
|
I [ ]
Ringer Ringer Ringer Ringer Ringer Ringer | Ringer
Melatonin  GABA  Melatonin ' GABA

Melatonin

Abb. 2.6 Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls, hier am Beispiel fir GABA; Das
Versuchsprotokoll fiir Kainat ist identisch. Wenn es die Qualitat der Xenopus-Oozyten zulie®, wurde an 13.
Stelle noch eine Transmitter-Kontrolle durchgefiihrt. Ringer = Stammldsung, Melatonin (0,01 pmol/l oder

0,1 umol/l oder 1 ymol/l)

2.9 Statistische Auswertung und Bearbeitung

Die Versuche wurden anhand der aufgezeichneten Stromamplituden ausgewertet. Die
Amplituden wurden jeweils 3 s vor dem Auswaschen der Flissigkeiten gemessen.
Hierzu zog man von der Grundlinie ein Lot bis zum Schnittpunkt mit der Kurve. Diese
Distanz wurde auf die Eichung bezogen und zur Auswertung benutzt. Die jeweilige
Kontrollantwort wurde mit 100 % gleich gesetzt. Auf diese wurde dann die Testantwort
mit den entsprechenden Testsubstanzen bezogen und die prozentualen Unterschiede
bestimmt. Alle Ergebnisse wurden so pro Substanz und Konzentration hinsichtlich ihrer

signifikanten Unterschiede zu ihren Kontrollmessungen ausgewertet. Die statistische
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Auswertung erfolgte durch den Paired-t-Test und de Mann-Whitney-Test. Die
Auswertung der Untersuchungen der AMPA-Rezeptorkanéle wurde mit dem Wilcoxon

Signed Rank Test bzw. Normality Testdurchgefunhrt.
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3.0 Ergebnisse

Die Experimente der vorliegenden Studie wurden an 89 Oozyten vorgenommen. Dabei
stammten die Oozyten von 10 Fréschen. Die elektrophysiologischen Untersuchungen
wurden bei einem Membranwiderstand von 0,2 bis 3,3 MQ durchgefiihrt. Es wurden
RNA-Injektionsldsungen aus vier verschiedenen RNA-Isolationen verwendet. Vom 3.
bis zum 15. Tag post injectionem wurden elektrophysiologische Messungen

durchgeflhrt.

3.1 Charakterisierung der AMPA-Rezeptorkanal-induzierten lonenstréme

Es dauerte drei Tage nach Injektion von mRNA in die Oozyten, bis funktionell
messbare AMPA-Rezeptorkanale elektrophysiologisch gemessen werden konnten.
Durch Applikation des Liganden Kainat konnte durch Aktivierung von AMPA-Re-
zeptorkanalen transmembrandse lonenstrome ausgeldst werden. Kainat wurde dabei
jeweils fur eine Minute in Konzentrationen von 25 pmol/l, 50 ymol/l und 100 pmol/l

appliziert.

Nach Aktivierung der AMPA-Rezeptorkanale durch Kainat, konnte ein lonen-
einwartsstrom beobachtet werden, der sich mit andauernder Applikation langsam

verstarkte. Aus friheren Untersuchungen kann entnommen werden, dass AMPA-
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Rezeptorkanale in der Membran der Oozyte einen Einstrom von Natriumionen in die

Zellen erlauben. (Watkins und Olverman 1987; siehe Abb. 3.1).

Kainat

AMPA- ®

Rezeptor <
extrazellular

¥ N7y

intrazellular

Abb. 3.1: Schematischer Aufbau des AMPA-Rezeptorkanals in der Zellmembran. nach Applikation von
Kainat am mRNA- injizierten Oozyten. Es ist der Netto-Einwartsstrom nach Rezeptorkanalaktivierung

durch Kainat dargestellt.

Eine sofortige Verminderung bis auf die vorhergehende Grundlinie der lonenstréme
konnte verzeichnet werden, sobald die Transmitterldsung ausgewaschen und durch
eine Ringerlésung ersetzt wurde. In Abbildung 3.2 ist eine typische Ori-
ginalregistrierung, der durch AMPA-Rezeptorkandle vermittelten lonenstrom vor,

wahrend und nach der Applikation von Kainat dargestellt.

Seite 38



Ergebnisse

Kainat

40
nA

30s

Abb. 3.2: Originalregistrierung von lonenstrémen nach Rezeptoraktivierung durch 50 pmol/l Kainat.
Ausschlag nach unten: loneneinwéartsstrom. Das Haltepotential betrug -70mV. Die Dauer der Applikation

von Kainat wird durch den Balken dargestellt.

Werden Kainat und der spezifische AMPA-Rezeptorkanal-Antagonist CNQX zugleich
appliziert, konnten dagegen keine transmembrandsen lonenstrome festgestellt werden

(siehe Abb. 3.3; vergl. Hollmann und Heinemann, 1994).
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CNQX
Kainat = Kainat
— — —

40
nA

30s

Abb. 3.3: Hemmung der Kainat-induzierten transmembrandsen lonenstréme durch den AMPA-
Rezeptorkanal-Antagonisten CNQX. Die Balken geben die Dauer der Substanzapplikation wieder, wobei
der grau gemusterte Balken die Gabe des Antagonisten angibt. Originalmessung an einer einzelnen
Oozyte mit 10 min Latenz zwischen den einzelnen Applikationen. Die Konzentrationen von Kainat und
CNQX betrugen jeweils 50 ymol/l. Ausschlag nach unten: loneneinwartsstrom. Das Haltepotential betrug -

70 mV.

Die Injektion von Gesamt-mRNA aus dem Rattenhirn kann grundsatzlich auch zur
Expression von Kainat-Rezeptoren flhren. Der durch Kainat-Applikation induzierte
lonenstrom kann prinzipiell auch durch Kainat-Rezeptorkanale vermittelt werden, da
der Ligand Kainat sowohl AMPA- als auch Kainat-Rezeptorkanale aktivieren kann. Bei
der beschriebenen, methodischen Vorgehensweise konnte in vorausgegangenen Ver-
suchen allerdings gezeigt werden, dass nach Injektion von mRNA keine funktions-
fahigen Kainat-Rezeptoren in der Oozyte exprimiert werden. (mindliche Mitteilung von
Prof. MuBhoff). Dies lasst den Schluss zu, dass die aufgezeichneten lonenstréme

allein durch die Aktivierung der AMPA-Rezeptorkanale vermittelt werden.

Seite 40



Ergebnisse

3.2 Repetitive Aktivierung der AMPA-Rezeptorkanale durch den synthetischen

Agonisten Kainat

Die Kinetik der AMPA-induzierten lonenstréme wurde bei wiederholter Applikation ge-
pruft, indem die AMPA-Rezeptorkanale bis zu siebenmal im Abstand von jeweils 10
Minuten durch Kainat aktiviert wurden. Wie die Abbildung 3.4 zeigt waren Amplitude

und Kinetik der lonenstréme groRtenteils reproduzierbar.

Kainat

Abb. 3.4: Beispiel einer Kontrollreihe. Siebenmalige Applikation von 50 ymol/l Kainat im Abstand von 10
min an einer mRNA injizierten Xenopus-Oozyte. Die Applikationsdauer betrug 1 min. Die Linie markiert
die GroRe der Amplitude der ersten Aktivierung durch Kainat. Diese Amplitude wurde gleich 100 %
gesetzt. Ausschlag nach unten bei Einwartsstrom. Das Haltepotential betrug -70 mV. Die Balken geben
die Dauer der Aktivierung an. Im Regelfall konnten bis zu sieben Aktivierungen in Serie durchgefihrt

werden (Tab. 3.1).
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Durch die Applikation von jeweils 50 ymol/l Kainat wurde an bis zu 15 Zellen die
serielle Aktivierung von AMPA-Rezeptorkanalen realisiert. Die erste durch Kainat
aktivierte Amplitude einer derartigen Serie wurde als 100 % definiert. Die folgenden
Amplituden der Kainat-induzierten lonenstréme wurden dann zur 1. Auslésung in
Verhaltnis gesetzt. Daraufhin wurde der Standardfehler berechnet, nachdem die
relativen Amplituden der zweiten Aktivierungen aller Applikationsreihen gemittelt
worden sind (siehe Tab. 3.1). Entsprechend wurden alle weiteren Applikationen in der
Folge behandelt. Die Tabelle 3.1 zeigt deutlich, dass alle Mittelwerte in einem sehr
schmalen Bereich um 100 % liegen. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die durch

Kainat induzierten lonenstréme auch nach wiederholter Aktivierung stabil bleiben.

Nummer der Mittelwerte SEM

Applikation Anzahl der Zellen %) @
1 15 100 0
2 15 99 3
3 15 99 3
4 10 100 4
5 9 97 5
6 9 104 4
7 7 98 4

Tab. 3.1: Statistische Auswertung der repetitiven Applikation von Kainat: Normierung auf die erste
Applikation. Es wurden jeweils die relativen Amplituden aller 2. bis 7. Aktivierungen gemittelt und die

zugehorigen Standardfehler berechnet. S.E.M. = Standard Error Of The Mean = Standardfehler.
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3.3 Charakterisierung der GABAa-Rezeptorkanal-induzierten lonenstréme

Analog zu den AMPA-Rezeptorkanalen konnte am dritten Tag nach Injektion von
MRNA in die Xenopus-Oozyten, die funktionelle Expression des GABAa-Rezeptor-
kanals erfolgen. Zu den Versuchen wurde fur jeweils eine Minute GABA in einer
Konzentration von 100 pmol/l appliziert, wodurch transmembrandse lonenstréme
induziert werden konnten. Das Einwirken von GABA fuhrte zu einem schnellen initialen
lonenstrom, der durch Chloridionen getragen ist. Im Verlauf der Applikation konnte ein
Abnehmen der lonenstréme registriert werden (siehe Abb. 3.6). Mittels Ringerlésung
wurde GABA ausgewaschen, was einen raschen Rickgang der lonenstréme bis zum
Grundlinienniveau verursachte. Eine typische Originalregistrierung, der durch GABA-

induzierten lonenstréme, ist in Abb. 3.6 dargestellt.

GABA p-Rezeptor

GABA-Bindungsstelle
extrazellular

Zellmembran

intrazellular

CI-

Abb. 3.5: Schematischer Aufbau des GABAa-Rezeptorkanals in der Zellmembran, nach Applikation von

GABA. Dargestellt ist der lonenstrom von ClI-.
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GABA

|1O nA

Abb. 3.6: Originalregistrierung eines lonenstroms nach Rezeptoraktivierung durch 100 ymol/l GABA.
Ausschlag nach unten: loneneinwartsstrom. Das Haltepotential betrug -70 mV. Die Dauer der

Applikation wird durch den Balken dargestellt.

Applizierte man GABA zusammen mit Bicuculline-Methiodide, einen spezifischen
GABAx-Rezeptorkanal-Antagonist, konnten keine transmembrandsen lonenstréme

festgestellt werden (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Hemmung der GABA-induzierten transmembrandsen lonenstrome durch den GABAa-
Rezeptorkanal-Antagonisten  Bicucullin-Methiodid (BM). Die Balken geben die Dauer der
Substanzapplikation an, wobei der schwarze Balken die Gabe des Antagonisten angibt. Die gestrichelte
Linie markiert die Groe der Amplitude der vorherigen Aktivierung durch GABA. Diese Amplitude wurde
gleich 100 % gesetzt. Originalmessung an einer einzelnen Oozyte mit 10 min Latenz zwischen den

einzelnen Applikationen. Ausschlag nach unten: loneneinwartsstrom. Das Haltepotential betrug -70 mV.

3.4 Repetitive Aktivierung der GABAa-Rezeptorkanéle durch den Neurotransmitter

GABA

Vor der Untersuchung der Wirkung von Melatonin auf die GABAa-Rezeptorkanéle,
wurde in Kontrollversuchen Uberprift, ob bei wiederholter Aktivierung der GABAA-Re-
zeptorkanale eine Veranderung der Stromkinetik oder der Stromamplitude auftritt.
Dabei wurden die Rezeptorkanale durch GABA bis zu neunmal hintereinander aktiviert.
Eine Originalregistrierung dieses Versuchsablaufes ist in Abbildung. 3.9 illustriert,
wobei der zeitliche Abstand zwischen den einzelnen Applikationen jeweils 10 Minuten

betrug.
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Die dargelegte Originalregistrierung ist reprasentativ fir die durch GABA-induzierten
lonenstréme, respektive der Reproduzierbarkeit der Amplitude und der Kinetik. Diese
Versuchsanordnung ist an 23 Oozyten wiederholt worden. Der Neurotransmitter GABA
lag dabei jeweils in einer Konzentration von 100 uymol/l vor. Im Verlauf der Versuchs-
reihen zeigte sich, dass bei repetitiver Applikation die hintere Amplitude (gemessen vor
dem Auswaschen des Liganden) konstanter ausgebildet war als die vordere Amplitude
(gemessen nach dem Einwaschen des Liganden), welche den initialen schnellen Ein-

wartsstrom dokumentierte (siehe Abb. 3.8).

A B

Abb. 3.8: Originalregistrierung eines lonenstroms nach Rezeptoraktivierung durch GABA. A = vordere

Amplitude, B = hintere Amplitude, welche zur Auswertung der Versuche genutzt wurde.

Aus diesem Grund wurde die GABA-induzierte lonenstromamplitude kurz vor dem
Auswaschen mit Ringerlésung fir die weiteren Auswertungen herangezogen. Die

Auswertung der Amplituden bei repetitiver Aktivierung der GABAa-Rezeptoren zeigen,
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dass erst mit der 2. Aktivierung und den darauf folgenden Aktivierungen durch GABA
eine relative Konstanz der Amplituden auslésbar war. Die Normierung der Amplituden
auf die erste Messung ergab dagegen groRere Schwankungen. Aus diesem Grunde
wurden die Amplituden der nachfolgenden, durch GABA-induzierten, lonenstréme auf

die zweite Messung bezogen. Die erste Messung wurde nicht weiter bertcksichtigt.

+ e e s

N
o

Abb. 3.9: Beispiel einer Kontrollserie. Neunmalige Applikation von GABA im Abstand von 10 min an
einer mRNA injizierten Xenopus-Oozyte. Die erste Messung ist hier nicht gezeigt. Die Applikationsdauer
betrug 60 s. Die gestrichelte Linie markiert die Grofle der Amplitude der zweiten Aktivierung durch
GABA. Diese Amplitude wurde gleich 100 % gesetzt. Ausschlag nach unten bei Einwértsstrom. Das

Haltepotential betrug -70 mV. Die Balken geben die Dauer der Aktivierung an.

Um den Standardfehler zu berechnen wurden die relativen Amplituden der zweiten
Aktivierung aller Applikationsserien gemittelt. In der Tabelle 3.2 ist die statistische

Auswertung dieser repetitiven GABA-Applikationen erfasst. So geht aus der Tabelle
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hervor, dass die Mittelwerte aus allen repetitiven Aktivierungen bezogen auf den
zweiten durch GABA-induzierten lonenstrom um den Wert 98% schwanken. Somit
kann angenommen werden, dass auch nach wiederholter Aktivierung sich weder die,
durch GABA-induzierten, lonenstrdome gravierend verandern, noch ein signifikanter

Unterschied zwischen ihnen besteht.
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Nummer der Anzahl der Mittelwerte SEM
Applikation Zellen (%) (x
1 8 Verworfen
2 8 100
3 8 103 3
4 8 98 5
5 8 94 7
6 6 95 7
7 3 94 4
8 2 92 2
9 3 97 2

Tab. 3.2: Statistische Auswertung der repetitiven Applikationen von GABA: Normierung auf die zweite

Applikation. Es wurden jeweils die relativen Amplituden aller 2.-9. Aktivierungen gemittelt und die

zugehorigen Standardfehler berechnet. SEM = Standard Error Of The Mean = Standardfehler.

3.5 Wirkung von Melatonin auf die bioelektrischen Membraneigenschaften der

Xenopus-Oozyte

Es wurde zunachst Uberprift, ob das Hormon Melatonin bei alleiniger Zufiihrung zur

mRNA-injizierten Oozyte signifikante elektrophysiologische Effekte evozieren kann.

Dazu wurde Melatonin den Konzentrationen 0,01 umol/l, 0,1 ymol/l und 1 umol/l jeweils

fir eine Dauer von 180 Sekunden an insgesamt 6 Oozyten appliziert. Es konnte bei
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keiner der alleinigen Applikationen von Melatonin eine Anderung in den

elektrophysiologischen Eigenschaften der Oozyten registriert werden (Abb.3.10).

20

A

1 min

Abb. 3.10: Beispiel einer Originalregistrierung an einer mRNA-injizierten Oozyte nach Applikation des

Hormons Melatonin in einer Konzentration von 0,1 ymol/l.

3.6 Wirkung von Melatonin auf AMPA-Rezeptorkanale

Der Einfluss von Melatonin auf die AMPA-Rezeptorkanale wurde anhand des in Kapitel
2.8.2 vorgestellten Versuchsprotokolls untersucht. Der Oozyte wurde vorab fir die
Dauer von 60 Sekunden Kainat zugefihrt. Dies diente als Kontrolle. Im Abstand von
620 Sekunden erfolgte die Koapplikation von Melatonin fiir 60 Sekunden. Je nach
Versuch wurde Melatonin in den Konzentrationen von 0,01 ymol/l, 0,1 pmol/l sowie 1
pmol/l appliziert. War das Membranpotential der Oozyte weiterhin stabil, so konnte im
Anschluss eine weitere Kontrolle mit Kainat sowie die Applikation der nachst hdheren

Melatonin-Konzentration vorgenommen werden. Die Abbildungen 3.11, 3.12 und 3.13
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zeigen exemplarische Originalregistrierungen mit den jeweiligen unterschiedlichen
Melatonin-Konzentrationen. Die Aufzeichnungen resultierten von drei unterschiedlichen
Oozyten. Es sind jeweils die Kainat-Kontrollen vor der Melatonin-Applikation sowie die

Koapplikation von Melatonin in den unterschiedlichen Konzentrationen und Kainat

dargestellt.
Kainat Mel
———
— —

Abb. 3.11: Originalregistrierung einer Oozyte als Beispiel fir die Versuchsreihe zur Analyse der Wirkung
von Melatonin 0,01 ymol/l auf AMPA-Rezeptorkanale. Die Dauer der Applikation wird durch die Balken
wiedergegeben. Die gestrichelte Linie markiert die GrolRe der Amplitude der vorausgegangenen
Aktivierung durch die alleinige Applikation des Neurotransmitters Kainat. Diese Amplitude wurde als 100

% definiert. Daran schloss sich die Koapplikation mit Melatonin an.
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Kainat Mel

10 nA

Abb. 3.12: Originalregistrierung einer Oozyte als Beispiel fir die Versuchsreihe zur Analyse der Wirkung
von Melatonin 0,1 pmol/l auf AMPA-Rezeptorkanale. Die Dauer der Applikation wird durch die Balken
wiedergegeben. Die gestrichelte Linie markiert die GrolRe der Amplitude der vorausgegangenen
Aktivierung durch die alleinige Applikation des Neurotransmitters Kainat. Diese Amplitude wurde als 100

% definiert. Daran schloss sich die Koapplikation mit Melatonin an.
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Kainat Mel
I
1 1

Abb. 3.13: Originalregistrierung einer Oozyte als Beispiel fir die Versuchsreihe zur Analyse der Wirkung
von Melatonin 1 pmol/l auf AMPA-Rezeptorkanale. Die Dauer der Applikation wird durch die Balken
wiedergegeben. Die gestrichelte Linie markiert die GroRe der Amplitude der vorausgegangenen
Aktivierung durch die alleinige Applikation des Neurotransmitters Kainat. Diese Amplitude wurde als 100

% definiert. Daran schloss sich die Koapplikation mit Melatonin an.
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Die Konzentration des Neurotransmitters Kainat zur Aktivierung der AMPA-Rezeptor-
kanale betrug bei allen Versuchen 100 umol/l. Fir die Versuche der Koapplikation von
Melatonin und Kainat wurden insgesamt 42 Oozyten verwendet. Das Membran-
potential einiger Oozyten blieb im Verlauf der Versuche nicht stabil genug, so dass

einige Versuche vorzeitig gestoppt werden mussten.

Die Tabelle 3.3 veranschaulicht die relativen Effekte von Melatonin auf die AMPA-
Rezeptorkanale. Die Tabelle zeigt, dass von 33 Versuchen die Amplitude in 6 Fallen
abnahm. Bei den (brigen 27 Fallen konnte eine vergrélerte Amplitude registriert wer-
den. Deren Amplituden mehrheitlich zwischen 104-300 % lagen. Es ist festzuhalten,
dass die Amplituden bei der Melatonin-Konzentration 1 pmol/l deutlich grélRere
Schwankungen besalRen, sowohl hinsichtlich einer Hemmung, als auch einer
Steigerung. Zusammengefasst ergibt die statistische Auswertung der Versuche, dass
durch Melatonin in den Konzentrationen 0,01 ymol/ (p=0,049), 0,1 ymol/I (p=0,004) und
1 pmol/l (p=0,004) signifikante Abweichungen der Kainat induzierten lonenstréme
hervorgerufen werden konnte. Es kam zu einer mittleren Vergrélierung der Amplitude
bei 0,01 ymol/l auf 120,5 % * 9,825 % bei 0,1 ymol/l auf 121,92 % + 6,872 % und bei 1

pumol/l auf 166,6 % + 23,82 % (siehe Tab. 3.3).
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Versuchs-Nr.

Relative Effekte (%) von Melatonin [umol] auf AMPA-

Rezeptorkanal vermittelte lonenstrome

0,01 0,1 1

1 93 89 100
2 100 150 88
3 104 115 191
4 100 104 200
5 136 125 129
6 111 136 169
7 200 95 300
8 127 114 93
9 88 112 229
10 106 118

11 173 130

12 108 175

MW+SEM 120,5 + 9,825 121,92 + 6,872 166,6 + 23,82

p 0,049 0,004 0,004

Tab. 3.3 Relative Effekte von Melatonin auf AMPA-Rezeptorkanale. n = Anzahl der untersuchten

Oozyten. MW = SEM = Mittelwert + Standardfehler. P = Wahrscheinlichkeit, dass die Differenz aufgrund

zufélliger Schwankungen auftrat (bestimmt durch Paired-t-test bzw. Mann-Whitney-Test). Ist p< 0,05, so

ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass die ermittelte Differenz signifikant ist. Die Testantworten wurden

immer auf die jeweils vorangegangene Kontrollantwort bezogen.
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3.7 Wirkung von Melatonin auf GABAa-Rezeptorkanéle

Wie bei der Untersuchung der Wirkung von Melatonin auf AMPA-Rezeptorkanéle,
wurde bei der Analyse des Einflusses von Melatonin auf die GABAa-Rezeptorkanéle,
nach dem in Kapitel 2.8 vorgestellten Versuchsprotokoll verfahren. Es wurde nach
einer Kontrollaktivierung durch GABA im Abstand von 620 Sekunden die Koapplikation
von GABA und Melatonin durchgefiihrt. Melatonin wurde in den Konzentrationen von
0,01 pymol/l und 0,1 ymol/l hinzugegeben. Die Konzentration von GABA betrug jeweils
100 pumol/l. Versuche mit weiteren Melatoninkonzentrationen wurden aufgrund der
zunehmend instabilen Oozyten nicht durchgefuhrt. Die Abbildungen 3.14 und 3.15
zeigen fur die jeweilige Melatonin-Konzentration beispielhafte Originalregistrierungen
dieser Versuchsreihe. Insgesamt wurden fir diese Reihe 31 Oozyten verwendet. Die
Tabelle 3.4 demonstriert die relativen Effekte von Melatonin auf GABAa-
Rezeptorkanale. Es zeigt sich, dass bei 8 von 10 ausgewerteten Versuchen die
Amplitude anstieg. Fur die beiden Konzentrationsstufen von Melatonin 0,01 ymol/I und
0,1 umol/l konnte jeweils einmal eine Verringerung aufgezeichnet werden. Bei der
Versuchsreihe mit 0,01 pymol/l lag diese bei 40 %. In derselben Konzentrationsstufe
erreichte die Amplitude zweimal exakt 100 % sowie 116 % und 104 %. Die Amplituden
in der Konzentrationsstufe von 0,1 umol/l lagen, aufRer einmal bei 96 %, alle oberhalb
der Kontrolle von 100 %. Die statistische Zusammenfassung aller Versuche ergab,
dass die Substanzkonzentrationen von Melatonin von 0,01 pmol/l keine signifikante

Abweichung aufweist. Im Durchschnitt kam es zu einer Verkleinerung der Amplitude
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auf 92 % + 13,3 % (p-Wert = 0,299). Bei der Melatonin-Konzentration 0,1 ymol/ gab es
eine geringe Signifikanz (p-Wert = 0,045). Gemittelt konnte eine Erhéhung von 138,0%

17,8 % festgestellt werden.

GABA Mel

10 nA

30s

Abb. 3.14: Originalregistrierung als Beispiel fiir die Versuchsreihe zur Analyse der Wirkung von 0,01 pymol/l
Melatonin auf GABAa-Rezeptorkandle. Die gestrichelte Linie markiert die Grolke der Amplitude der
vorausgegangenen Aktivierung durch die alleinige Applikation des Neurotransmitters Kainat. Diese

Amplitude wurde als 100 % definiert. Daran schloss sich die Koapplikation mit Melatonin an.

10 nA

30s

Abb. 3.15: Originalregistrierung als Beispiel fur die Versuchsreihe zur Analyse der Wirkung von 0,1 pmol/l
Melatonin auf GABAa-Rezeptorkandle. Die gestrichelte Linie markiert die GrolRe der Amplitude der
vorausgegangenen Aktivierung durch die alleinige Applikation des Neurotransmitters Kainat. Diese

Amplitude wurde als 100 % definiert. Daran schloss sich die Koapplikation mit Melatonin an.
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Versuchs-Nr.

Relative Effekte (%) von Melatonin [umol] auf GABAa-

Rezeptorkanal vermittelte lonenstrome

0,01 0,1
1 100 96
2 116 128
3 40 116
4 100 200
5 104 150
MWSEM 92,0+ 13,3 138,0 + 17,8
P 0,299 0,045

Tab. 3.4 Relative Effekte von Melatonin auf GABAa-Rezeptorkandle. n = Anzahl der untersuchten

Oozyten. MW + SEM = Mittelwert + Standardfehler. P = Wahrscheinlichkeit, dass die Differenz aufgrund

zufalliger Schwankungen auftrat (bestimmt durch Wilcoxon Signed Rank Test bzw. Normality Test). Ist

p< 0,05, so ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass die ermittelte Differenz signifikant ist. Die Test-

antworten wurden immer auf die jeweils vorangegangene Kontrollantwort bezogen.
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4.0 Diskussion

Das Hormon Melatonin hat in den letzten Jahren stark an Bedeutung und Beachtung
gewonnen. Dies zeigt sich auch an den stetig zunehmenden Publikationen, die sich
direkt oder indirekt mit Melatonin beschaftigen. Seine regulatorische Wirkung auf den
zirkadianen Rhythmus, seine Rolle im endokrinen System, seine Effekte auf das
Immunsystem, als auch eine mdégliche Rolle bei der Behandlung von Krankheiten wie
Krebs sowie Epilepsie, machen das Hormon zu einem ernsthaften und interessanten
Forschungsobjekt. Es gibt aktuell keine valide, wissenschaftliche Bestatigung fir die
Wirkungen von Melatonin enthaltenden, freikauflichen Produkten, welche z.B. ,anti-
aging® Effekte fur sich proklamieren. Die exakten physiologischen Wirkungen sowie der
genaue therapeutische Nutzen des Hormons bleiben allerdings weiterhin nicht

vollstandig geklart und sind Gegenstand der Forschung.

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass Melatonin die Funktion von exzita-

torischen AMPA- und inhibitorischen GABAx-Rezeptoren beeinflussen kann.
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4.1 Diskussion des methodischen Vorgehens

4.1.1 Perspektiven und Grenzen des Expressionssystems der Xenopus-Oozyten

Es konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass die Rezeptorkanale der mRNA-
injizierten Oozyten in Aufbau und Funktion mit den Rezeptorkanalen in Nervenzellen
weitgehend Ubereinstimmen. Desweiteren konnte bestatigt werden, dass die
elektrophysiologisch registrierte Zellaktivitdt nach Injektion neuronaler mRNA aus
Rattenhirn und Applikation von Neurotransmittern durch de novo synthetisierte
rattenspezifische lonenkanale erzeugt wird (Sigel 1987; Randle et al. 1988; Mul3hoff et
al. 1992). Durch die spezifischen Translationsprozesse der Oozyte werden
funktionstiichtige Rezeptorkanale in die Oozytenmembran eingebaut. Dies wurde fir
die AMPA- und GABAa-Rezeptoren nachgewiesen (vergl. Mulhoff et al. 1992). Die
pharmakologischen Eigenschaften der exprimierten Rezeptorkanale sind mit denen
nativer Rezeptorkanale weitgehend identisch (Nicoll et al. 1990). Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die spezielle Kinetik der transmembranésen lonenstréme nach
Aktivierung des Rezeptors mit den bereits in vorherigen Untersuchungen
beschriebenen Ubereinstimmen (Randle 1988; Kelso und Leonard 1991). Dieses
Modell ist trotz der weitgehenden Ubereinstimmungen der heterologen und nativen
Rezeptorkanale nicht hundert prozentig mit der nativen Nervenzelle identisch. So gibt
es Rezeptoren in unterschiedlichen Neuronen, welche an unterschiedliche
Reaktionkaskaden gebunden sind. Wahrscheinlich sind nicht alle Reaktionskaskaden

in den nativen Rezeptorkombinationen in der Oozyte exprimiert (Schoepp und Conn
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1993). Weiterhin zeigten molekularbiologische Untersuchungen, dass Glutamat- und

GABAx-Rezeptoren aus zahlreichen Untereinheiten aufgebaut sind (Luo et al. 1997).

Die Kombination der Untereinheiten ist dabei jeweils zell- und gewebespezifisch.
Gerade Kinetik und Desensitivierungsverhalten sind von diesen Untereinheiten
abhangig. Die Kombinatorik der Untereinheiten ist im Expressionssystem der Xenopus-
Oozyte nicht in dem Malde ausgebildet, wie sie im nativen Gewebe vorkommt. Hier ist
modglicherweise ein Nachteil bei der Beurteilung der Wirkungen von Melatonin auf die
heterolog exprimierten lonenkanale zu berlcksichtigen. Eine besondere Eigenschaft
der Oozyten muss bei Experimenten berticksichtigt werden. Hullschichten der Oozyte
stellen fur bestimmte Substanzen ein Diffusionshindernis dar, was zu einer mdglichen
Unterbestimmung der Rezeptorantworten auf Melatonin-Applikation flihren kdénnte
(Madeja et al.,, 1997). Lésungsversuche mit defollikulierten Oozyten verursachten
relativ schnell eine Veranderung des transmembrandsen Haltestroms, wodurch die flr
die Versuche notwendige Stabilitdt nicht erreicht werden konnte. Das
Expressionssystem der Xenopus-Oozyte ist fir die Beurteilung der Funktionsweise der
Rezeptorkandle und die Beeinflussung der Funktion durch unterschiedliche
Substanzen insgesamt aber dennoch sehr geeignet. Aufgrund ihrer relativen
Unempfindlichkeit gegenuber Nervenzellen sind die Oozyten in ihrer Handhabung auch
uber mehrere Stunden sehr zweckdienlich. Die zu untersuchenden Substanzen kénnen
ohne Einwirkung anderer lonenkanale gezielt an den Rezeptorkanalen wirken. Eine
Verfalschung der erhobenen Ergebnisse durch Substanzaufnahme in benachbarte

Zellen oder Transmitterfreisetzung aus umliegenden Zellen sowie durch eine
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Veranderung der Extrazellularflissigkeit durch Zelltod kann aufgrund der Tatsache,

dass es sich um Einzelversuche handelt, ausgeschlossen werden.

4.1.2 Vor- und Nachteile des Versuchsprotokolls

Das Hormon Melatonin wurde, wie in Kapitel 2.8.2 erklart, appliziert. Nach einer
Kontrollantwort, induziert durch die Neurotransmitter GABA bzw. durch den Glutamat-
Liganden Kainat, erfolgte anschlielend die Koapplikation von Neurotransmitter und
Melatonin als Testantwort. Melatonin wurde in den jeweiligen Konzentrationen
(0,01umol/1, 0,1umol/l, 1umol/l) zugeflhrt. Es konnte somit an einer einzelnen Oozyte
bis zu drei Melatoninkonzentrationen getestet werden. Zwischen den Testlaufen wurde
fur mindestens 15 Minuten pausiert. Die der Testantwort vorausgehende
Kontrollantwort, stellte den reglementierenden Faktor fir die weitere Nutzbarkeit der
Oozyte dar. Eine Schadigung der Oozyte und damit verfalschte Effekte wahrend der
Testantwort konnten somit ausgeschlossen werden. Die Oozyte wurde verworfen,
sobald die Amplitude der Kontrollantwort um mehr als 15 % von der Amplitude der
initialen Kontrollantwort abwich. Dadurch konnte verhindert werden, dass es zu
Additionseffekten durch wiederholte Testldufe kam, welche das Ergebnis verfalschen
kénnten. Wahrend der Testreihen konnte beobachtet werden, wie sich die
bioelektrischen Membraneigenschaften oft nach 2-3 Testzyklen so stark veranderten,
dass das Haltepotential der Oozyten inkonstant wurde. Dies musste zum Abbruch des

Versuches und zur Verwerfung der Zelle fihren. Diese Instabilitét resultiert eher aus
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dem schlechten Zustand der Oozyten, denn aus dem wiederholten Kontakt zu
Melatonin. Durch den geringen zeitlichen Abstand zwischen Kontrollantwort und
Testantwort kann die Einflussnahme durch den Faktor Zeit auf das Testergebnis

verhindert werden.

Auch die Frage, ob eine alleinige Applikation von Melatonin schon die Membran-
eigenschaften der Oozyten verandern kann, wurde untersucht. Wie im Kapitel 3.5
ausgefihrt, konnten nach der alleinigen Applikation von Melatonin keine Ver-

anderungen der bioelektrischen Membraneigenschaften festgestellt werden.

Die Versuchsreihen mit GABA zeigten, dass die zeitlich erste Amplitude, wahrend des
Einwaschens des Transmitters, einer grolten Variation unterliegt und somit nicht fiur die
Auswertung der Originalregistrierungen herangezogen werden konnte. Deshalb wurde
zur Auswertung der Aufzeichnungen die deutlich konstante Amplitude kurz vor dem

Auswaschen des Liganden verwendet.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit untersucht einen mdglichen Effekt des Hormons Melatonin auf
die Funktion der inhibitorischen GABA- und exzitatorischen glutamatergen AMPA-Re-

zeptoren. Die Abbildungen 4.1 und 4.2 fassen die Ergebnisse zusammen.
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Abb. 4.1: Graphische Darstellung der Wirkung von Melatonin in den Konzentrationen 0,01 pmol/ und 0,1
pmol/ll auf GABAAa-Rezeptorkanadle. Die Y-Achse gibt die GABA-antwort, die X-Achse die getesteten
Melatoninkonzentrationen wieder. Die prozentualen Angaben beziehen sich jeweils auf die
vorangegangene GABA-Kontrolle, die mit 100 % gleichgesetzt wurde (Linie). * = Signifikanz der

gemessenen Werte (p < 0,05).
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Abb. 4.2: Graphische Darstellung der Wirkung von Melatonin in den Konzentrationen 0,01 ymol/l, 0,1
pmol/l und 1 pmol/l auf AMPA-Rezeptorkanéle. Die Y-Achse gibt die Kainatantwort, die X-Achse die
getesteten Melatoninkonzentrationen wieder. Die prozentualen Angaben beziehen sich jeweils auf die
vorangegangene Kainat-Kontrolle, die mit 100 % gleichgesetzt wurde (Linie). * = Signifikanz der

gemessenen Werte (p < 0,05).
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4.2.1 Konzentrationsabhangigkeit der Effekte durch Melatonin

Melatonin zeigte im getesteten Konzentrationsbereich von 0,01 bis 1 ymol/l jeweils
eine Beeinflussung der AMPA-Rezeptorkandle. Der t-Test zeigte im Vergleich der
einzelnen Konzentrationstufen mit den jeweils vorangegangenen Kontrollantworten fur
0,01 pmol/l Melatonin einen gerade noch signifikanten Effekt (p = 0,049), 120,5% *
9,8% im Sinne einer Amplitudenverstarkung. So konnte der t-Test fir die Kon-
zentrationen 0,1 ymol/l und 1 pmol/l ebenfalls signifikante Verstarkungen (jeweils p =
0,004) der Testantwort feststellen: 121,9% + 6,9% und 166,6% +23, 8%. Bei den
Versuchen mit GABAa-Rezeptoren zeigten sich im t-Test fiur die Melatonin Kon-
zentration 0,01 pmol/l eine nicht signifikante Hemmung (p = 0,299): 92% +13,3%.
Wahrend dagegen signifikant verstarkte Effekte (p = 0,045) bei der Melatonin-Kon-

zentration von 0,1 ymol/l auftraten: 138% +17,8%.

Zusammenfassend konnte fur die Versuche mit Melatonin auf die Funktion der AMPA-
Rezeptoren ein signifikant verstarkter Effekt festgestellt werden. Mit steigender Mela-
tonin-Konzentration erhdht sich hier der Effekt auf die AMPA-Rezeptorkanéle.
Wahrend fur GABA gezeigt wurde, dass erst im deutlich pharmakologischen Bereich
der Konzentrationen signifikante Effekte auf die Funktion der Rezeptoren festgestellt

werden konnten.
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4.2.2 Bedeutung der festgestellten Ergebnisse

Im zirkadianen System und in der Regulierung saisonabhangiger Zyklen spielt Mela-
tonin eine zentrale Rolle (Moore, 1997). Das von der Zirbeldrise produzierte Hormon
hat seine hochste Konzentration wahrend der Nacht, wahrend sie tagstber am
niedrigsten ist. Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) kontrolliert diesen taglichen
Rhythmus. Gleichzeitig ist der SCN auch Ziel fur Effekte durch Melatonin. Durch
spezifische Rezeptoren vermittelt (Reppert et al., 1996), kann Melatonin den
zirkadianen neuronalen ,firing“ Rhythmus unterdriicken und verschieben (Morgan et

al., 1994; Vanecek, 1998).

Melatonin beeinflulBt auch im Zentralen Nervensystem (Stankov et al., 1991) eine
Reihe von physiologischen Effekten, wie z.B. Schlafintensitat, -effektivitat, -dauer
(Haimov et al., 1995) und Starkung der Immunfunktion (Maestroni et al., 1993; Lissoni
et al., 1993; Reiter et al., 1995). Melatonin beeinflul3t lonenkanéle sowohl in physio-
logischer als auch pharmakologischer Konzentration. Pharmakologische Auswirkungen
werden z.B. bei der Therapie des ,jet lag” (Arendt et al., 1997) und bei Schlafstérung
(Oldani et al., 1994) von Schichtarbeitern (Haimov et al., 1995) ausgenutzt. Man erhofft
sich zuklnftig durch die therapeutische Gabe von Melatonin Fortschritte z.B. in der
Behandlung von Brustkrebs (Blask et al., 1997; Panzer et al., 1997) und Epilepsie

(Munoz-Hoyos et al., 1998).

Prinzipiell unterscheidet man im Koérper zwischen physiologischer und pharma-

kologischer Wirkung einer Substanz. Die physiologische Wirkung wird durch Kon-
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zentrationen herbeigefihrt, die durch den Koérper selbst erreicht werden kénnen. Im
Fall des Hormons Melatonin entspricht dies im hdchsten Fall ca. 10 nmol/l, haufig
deutlich weniger. Die physiologische Konzentration liegt eher im picomolaren Bereich.
Effekte durch die pharmakologische Wirkung werden entsprechend ab einer
Konzentration von >10 nmol/l beobachtet. Solche Konzentrationen kénnen durch

exogen zugeflihrtes Melatonin durchaus erreicht werden.

Allein die Melatoninkonzentration von 0,01 pmol/l, wie in den vorliegenden Versuchen
eingesetzt, entspricht in etwa einer physiologischen Konzentration. Es lalt sich bei
dieser Konzentration flr die AMPA-Rezeptorkanale nur ein sehr gering signifikanter
Effekt (siehe Kapitel 3.6) im Sinne einer Amplitudenverstarkung und fir GABA kein
signifikanter Effekt (siehe Kapitel 3.7) zeigen. Melatonin scheint jedoch auch in dieser

Konzentration in der Lage zu sein, die Funktion von lonenkanalen zu verandern.

Die Beeinflussung der Rezeptorkanale ist konzentrationsabhéngig. Somit war fur Mela-
tonin im pharmakologischen Bereich eine deutliche Veranderung der Rezeptoraktivitat
denkbar. Dies konnte durch die vorliegenden Versuche festgestellt werden. Der Effekt
sowohl fir AMPA- als auch fir GABA-Rezeptoren ist bei Melatonin in einer Konzen-
tration >10 nmol/l deutlich signifikant und nimmt ebenfalls konzentrationsabhéngig zu.

Dadurch ist ein erhdhter EinfluR durch Melatonin auf weite Teile des ZNS zu erwarten.
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