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Zusammenfassung

Die acinésen Speicheldrisen der Schabe Periplaneta americana sind durch serotonerge,
dopaminerge und GABAerge Fasern innerviert. Die biogenen Amine Serotonin (5-HT) und
Dopamin induzieren die Sekretion eines NaCl-haltigen Primarspeichels. Die physiolo-
gische Rolle der GABAergen Innervierung des Driisenkomplexes war unbekannt. Es war
zudem zu vermuten, dass weitere Neuromodulatoren, viz. Tyramin und Octopamin,
ebenfalls an der Regulation der Speicheldriisen beteiligt sind.

Zunachst wurde an isolierten Drisen untersucht, auf welche Weise die Neurotransmitter
5-HT und Dopamin das basolaterale Membranpotential (V) der Acinuszellen von P.
americana beeinflussen. Zur Untersuchung, ob die biogenen Amine Tyramin und
Octopamin sowie GABA die Neurotransmission beeinflussen, wurde ein Nerv-
Speicheldrisen-Praparat entwickelt, bei dem durch elektrische Stimulierung des
Speicheldrisennervs (SDN) die Sekretion der Speicheldrisen induziert werden konnte
und bei dem simultan die intrazellulare Ableitung des Vy, der Acinuszellen mdglich war.
Diese  elektrophysiologischen  Arbeiten  wurden  durch  immuncytochemische
Untersuchungen erganzt, in denen erstmals Tyramin und Octopamin im

Speicheldrisenkomplex lokalisiert wurden.
Wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit waren:

e Dopamin und 5-HT induzierten multiphasische Anderungen des Membranpotentials.
Diese bestanden mindestens aus einer initialen Hyperpolarisation von bis zu 20 mV
und einer darauf folgenden transienten Depolarisation von bis zu 30 mV. Oft folgte eine
Nachhyperpolarisation variabler Amplitude. Die initiale Hyperpolarisation war bei
Dopamin-Stimulierung langer anhaltend als bei 5-HT-Stimulierung. Durch die
Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve zeigte sich, dass die Acinuszellen auf Dopamin
empfindlicher reagierten als auf 5-HT.

e Stimulierung des SDN mittels einer Saugelektrode induzierte biphasische Anderungen
des Membranpotentials der Acinuszellen, die mit den Dopamin- bzw. 5-HT-induzierten
Anderungen in Betrag und Kinetik weitgehend identisch waren. Dieses Ergebnis zeigte,
dass die elektrische Stimulierung des SDN im Nerv-Speicheldrisen-Praparat eine
verlassliche Methode zur Untersuchung der Wirkungen von Neuromodulatoren auf die
dopaminerge und/oder serotonerge Neurotransmission ist.

e Die Dopamin-induzierte Hyperpolarisation wird wahrscheinlich durch die Offnung

basolateral lokalisierter Ca?*-gesteuerter K'-Kanile verursacht. Dieser Umstand



bestatigt indirekt, dass Dopamin-Stimulierung einen intrazelluldren Ca?*-Anstieg
induziert. Die Dopamin- und 5-HT-induzierte Depolarisation hing kritisch von der
Aktivitat eines basolateral lokalisierten Na*-K*-2CI-Symporters ab.

e GABA hatte weder einen Einfluss auf das basolaterale Ruhe-Membranpotential der
Acinuszellen, noch auf Dopamin- oder 5-HT-induzierte Potentialanderungen. GABA
verstarkte jedoch die elektrischen Antworten der Acinuszellen, wenn diese durch SDN-
Stimulierung hervorgerufen wurden. Dieses Ergebnis zeigte, dass GABA im
Drisenkomplex prasynaptisch als exzitatorischer Neuromodulator wirkt.

¢ Pharmakologische Untersuchungen ergaben, dass die erregende Wirkung von GABA
durch einen metabotropen GABAg-Rezeptor vermittelt wurde. Messungen der durch
SDN-Stimulierung induzierten Flussigkeits- und Proteinsekretionsraten zeigten, dass
beide Parameter in Anwesenheit von GABA verstarkt waren. Dies lie3 auf eine
verstarkte serotonerge Neurotransmission schliefl3en.

e Tyramin und Octopamin hatten weder einen Einfluss auf das basolaterale Ruhe-
Membranpotential der Acinuszellen, noch auf Dopamin- oder 5-HT-induzierte
Potentialanderungen. Wurden sie wahrend der elektrischen Stimulierung des SDN
appliziert, verstarkten beide Substanzen die Amplitude der Potentialanderungen. Dies
zeigte, dass Tyramin und Octopamin prasynaptisch die Neurotransmission im
Drisenkomplex modulieren. Dabei war Octopamin wirksamer als Tyramin. Es wird
angenommen, dass zumindest Octopamin eine verstarkende Wirkung im
Drisenkomplex hat und die Sekretionsrate verstarkt.

¢ Immuncytochemische Untersuchungen zeigten, dass die Driisen nicht nur dopaminerg,
serotonerg und GABAerg, sondern auch tyraminerg und octopaminerg innerviert sind.
Es wurden Fasern gefunden, die sowohl Tyramin- als auch Octopamin-
Immunreaktivitat zeigten, als auch Fasern, die zwar Tyramin-immunreaktiv waren, nicht
aber durch den Octopamin-Antikbrper markiert wurden. Weiterhin wurde der erste
charakterisierte Tyramin-Rezeptor (PeaTYR1) der Schabe auf einem paarigen, lateral
zur Drise ziehenden Nerv markiert, der auch tyraminerge Fasern enthielt. Da dieser
Rezeptor in HEK-Zellen negativ an den cAMP-Signalweg koppelte, wird angenommen,
dass Tyramin in diesem Nerv inhibitorisch auf die Neurotransmission wirkt. Der

Ursprung des Nervs ist bislang unbekannt.

Die vorliegende Arbeit trug zum Verstandnis der komplexen Funktionsweise der
Speicheldriise der Schabe bei und erweiterte das lickenhafte Wissen Uber die neuronale
Kontrolle exokriner Drisen in Insekten. Zudem wurden in dieser Arbeit Unterschiede zur

Funktionsweise der Speicheldriisen anderer, nah verwandter Insekten deutlich.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Die neuronale Kontrolle motorischer Systeme ist in Insekten gut untersucht. Weitgehend
unerforscht ist hingegen die neuronale Kontrolle exokriner Drisen. Dies ist umso
erstaunlicher, weil sich insbesondere Speicheldrisen von Insekten hervorragend als
Modellorgane zur Untersuchung der Stimulus-Sekretionskopplung und selektiver
transepithelialer Transportprozesse bewahrt haben. Die Drisen kdénnen relativ schnell
und einfach isoliert werden und bleiben in physiologischer Salzlésung lber Stunden
funktionsfahig. Aufgrund ihrer geringen GrofRRe sind diese intakten Kleinorgane nahezu
allen zellphysiologischen Techniken zuganglich.

Mittels intrazellularer Ableitungen von Speicheldriisenzellen der Schabe P. americana
wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals umfassend die Wirkung von biogenen Aminen
und GABA als Neurohormone und Neuromodulatoren auf das Membranpotential der

Speicheldrisenzellen bzw. die glanduldre Neurotransmission untersucht.

1.1. Die Wirkungen biogener Amine in Insekten

Biogene Amine sind kleine organische Verbindungen, die durch Decarboxylierung von

Aminosauren entstehen (Abb. 1.1 am Beispiel von Octopamin).

?OOH
. CH,CNH
Tyrosin @ 2P
HO H
|
T . CH,CH,NH, Abb. 1.1 Biosynthese der Phenol-
yramin HO/@ amine Tyramin und Octopamin. Die

Aminosaure Tyrosin wird durch die

oA l Tyrosin-Decarboxylase (TDC) zu

OH Tyramin decarboxyliert. Tyramin

(':HCH NH wird durch die Tyramin-R-Hydroxy-

Octopamin /@/ 2 lase (TBH) zu Octopamin hydroxy-
10 liert.
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Die physiologische Bedeutung der biogenen Amine beruht auf ihren Wirkungen als
Neurotransmitter, Neuromodulatoren oder Neurohormone. Sie steuern bzw. beeinflussen
Prozesse wie z.B. zirkadiane Rhythmen, Lern- und Ged&chtnisvorgange, motorische
Aktivitdten sowie endo- und exokrine Sekretionsprozesse (BLENAU & BAUMANN 2001,
ROEDER et al. 2003).

Wichtige biogene Amine, die im Nervensystem von Insekten nachgewiesen werden
konnten, sind Tyramin, Octopamin, Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT), Dopamin und

Histamin.

1.2. Die Speicheldriisen der Insekten

Die Speicheldriisen der Insekten koénnen tubular oder acinds sein. Tubulare
Speicheldrisen findet man beispielsweise in Dipteren wie Calliphora, Drosophila oder
Aedes. Die blind endenden Tubuli bestehen Uber ihre gesamte Lange aus einem
einschichtigen Epithel. An den Speicheldriisen der Schmeilkfliege Calliphora vicina wurde
gezeigt, dass der Tubulus aus verschiedenen funktionellen Abschnitten besteht, die
allmahlich ineinander Ubergehen und anhand der Zellmorphologie unterschieden werden
konnen (OSCHMAN & BERRIDGE 1970, ROTTE et al. 2008). In den 80iger Jahren konnten
Sir Michael Berridge und seine Mitarbeiter an Calliphora vicina Speicheldrisen in einer
Serie von bahnbrechenden Arbeiten beispielsweise den IP;-Ca?*-Signalweg identifizieren,
der in Folge eines 5-HT-Stimulus aktiviert wird und die Speichelproduktion induziert.
Schaben und Wanderheuschrecken (z.B. Periplaneta americana, Nauphoeta cinerea,
Locusta migratoria, Schistocerca gregaria) besitzen Speicheldriisen vom acindsen Typ,
die im Gegensatz zu den einfach gebauten tubuldren Drisen der Dipteren einen
komplexeren Bau und mehrere funktionelle Untereinheiten besitzen. Da die acindsen
Drisen reich innerviert sind, eignen sie sich zur Untersuchung der Neurotransmission,
welche die Erregungs-Sekretionskopplung einleitet.

Verschiedene biogene Amine induzieren die Sekretion von Speichel unterschiedlicher
Qualitaten, weil die Amine selektiv unterschiedliche Zelltypen aktivieren. Deshalb enthalt
die Qualitdtt des Speichels auch Informationen Uber den Wirkort putativer
Neuromodulatoren. Die Morphologie der Drise und ihre Innervation werden in den

folgenden Abschnitten genauer beschrieben.
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1.3. Die Morphologie der P. americana Speicheldruse

Die paarige Speicheldriise liegt im Thorax der Schabe und zieht beidseitig entlang des
Vorderdarms zur Mundoffnung (Abb. 1.2 A). Die traubenformigen Lobuli sind die
Endsticke der Speicheldrise und enthalten die sekretorisch aktiven Acini (Abb. 1.2).
Jedem Acinus schlieBt sich ein Ausfihrgang an. Das stark verzweigte
Ausfuhrgangsystem muindet schliel3lich in einen paarigen Hauptspeichelgang. Der
sezernierte Speichel kann in einem paarigen Reservoir mit Reservoirgangen gespeichert
werden. Dem Reservoir sitzt ein Muskel auf, der dem Pronotum entspringt und
wahrscheinlich dem Verschluss des Reservoirs dient (SUTHERLAND & CHILLSEYZN 1968).
Die Reservoirgange ziehen zusammen mit den Hauptspeichelgangen zum Kopf des
Tieres, wo sie sich zu einem Gang vereinigen und in den Hypopharynx miinden
(SUTHERLAND & CHILLSEYZN 1968, WHITEHEAD 1971, JUST & WALZ 1994a).

Jeder Acinus besteht aus drei Zelltypen (KESSEL & BEAMS 1963, JUST & WALZ 1994a)
(Abb. 1.3). Zwei pyramidenformige P-Zellen (periphere Zellen oder Parietalzellen) bilden
die Basis eines jeden Acinus. Die Apikaldomane der P-Zellen ist durch
Membraneinfaltungen und einen ausgepragten Mikrovillisaum stark vergroert. Die
basolaterale Domane besitzt ebenfalls zahlreiche Einfaltungen. Eine hohe Dichte an
Mitochondrien zeigt einen erhdhten Energieverbrauch an (JUST & WALz 1994a). All diese
Merkmale sind charakteristisch fir lonentransport-aktive Zellen.

Mehrere C-Zellen (zentrale Zellen oder zymogene Zellen, C fUr central) umgeben das
Lumen des Acinus. Sie zeichnen sich durch eine hohe Dichte an rauem
endoplasmatischem Retikulum, Dictyosomen sowie sekretorischen Vesikeln aus, was
typische Merkmale einer starken Proteinsynthese sind und auf ihre Beteiligung an der
Proteinsekretion hindeutet (KESSEL & BEAMS 1963, JUST & WALz 1994a, 1996).

Abb. 1.2 Morphologie der Speicheldriise von P. americana. (A) Schematische Darstellung der Lage der
Speicheldriise in der Schabe. (B) Dunkelfeldaufnahme der paarigen Speicheldriise, bestehend aus
zahlreichen Acini und einem verzweigten Ausfiihrgangsystem (Pfeilkdpfe), das in zwei Hauptausfiihrgange
(dinne Pfeile) mindet, sowie einem paarigen Reservoir (Sterne) mit Reservoirgangen (dicke Pfeile).
Balken = 2 mm. (C) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einzelner Acini und Génge, Balken = 100 ym.
(D) Aufgebrochener Ausfliihrgang, Balken = 20 pm.
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Auf der luminalen Seite liegen den C-Zellen flache, fenestrierte zentroacinare Zellen auf,
die wahrscheinlich das Lumen der Acini durch Sekretion einer diinnen kutikuldren Intima
stabilisieren (JUST & WALz 1994a).

Den Acini schliefdt sich das Ausfiihrgangsystem an. Es besteht aus einem einschichtigen
Epithel eines einzigen Zelltyps, den Ausfiihrgangzellen. Diese haben wie die P-Zellen
ausgepragte basolaterale und apikale Membraneinfaltungen und eine hohe Dichte an
Mitochondrien an beiden Membrandomanen, was auch hier auf aktiven lonentransport
hindeutet (JUST & WALz 1994a). Die Ausfiihrgange sind lUber die gesamte Lange luminal

mit einer dlinnen, kutikularen Intima ausgekleidet (Abb. 1.2 D).

Serotonin Serotonin
Dopamin -
P4

Dopamin

zentroacindre Zellen

S

C-Zelle Gangzelle

P-Zelle

+—— Acinus > < Ausfilhrgang——

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der strukturellen Organisation eines Acinus mit Ausflihrgang der
Speicheldruse von P. americana. Erlauterungen im Text (verandert nach BAUMANN et al. 2002).

1.4. Die Innervation der Speicheldrise

Die Speicheldrise wird aus zwei Anteilen des Nervensystems innerviert (WILLEY 1961,
DAvis 1985, HOUSE & GINSBORG 1985, GIFFORD et al. 1991, ELIA et al. 1994, ALl 1997).
Der paarige Speicheldrisennerv (SDN, N7b) entspringt dem Suboesophagealganglion
(SOG) und zieht entlang der Reservoirgange zum Speicheldrisenkomplex, wo er sich
stark tber den Acini verzweigt und alle Anteile der Driise innerviert.

Der Oesophagealnerv entstammt dem stomatogastrischen Nervensystem und sendet
einen paarigen Ast, den Speichelnerv, mit serotonergen Axonen zum Drisenkomplex
(WILLEY 1961, BAUMANN et al. 2002).

Der SDN enthalt die Axone der Speichelneurone 1 und 2 (SN1, SN2), deren Somata im
SOG lokalisiert sind und deren Axone contralateral (SN1) oder ipsilateral (SN2) in den
SDN ziehen (GIFFORD et al. 1991). SN1 enthalt Dopamin und innerviert die Acini, das
Gangsystem, das Reservoir und den Reservoirmuskel (GIFFORD et al. 1991, BAUMANN et
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al. 2002, 2004) (Abb. 1.4 B). SN2 enthalt GABA (ROTTE et al. 2009a). Die GABAerge
Innervation ist der dopaminergen ahnlich und zieht tUber die Acini, das Reservoir und den
Reservoirmuskel. Das Gangsystem ist jedoch nicht GABAerg innerviert (Abb. 1.4 A). Der
SDN enthalt auRerdem mehrere dinne serotonerge Axone, die in der Peripherie des
Nervs entlang ziehen. Dort bilden sie neurohamale Freisetzungsstellen, ziehen aber auch
weiter zur Drise. Die Acini, das Reservoir und der Reservoirmuskel empfangen
serotonerge Innervation (WHITEHEAD 1971, DAvIS 1985, BAUMANN et al. 2002, 2004)
(Abb. 1.4 C). Die Gange sind nur in unmittelbarer Nahe zu den Acini serotonerg innerviert
(BAUMANN et al. 2002, 2004). Abbildung 1.4 zeigt schematisch die GABAerge,
dopaminerge und serotonerge Innervation im Drisenkomplex und am einzelnen Acinus.

Die varikdbsen Nervenfasern bilden ein dichtes Netzwerk Uber den Lobuli, wobei die

einzelnen Zelltypen eines Acinus unterschiedlich innerviert sind (Abb. 1.4 D):

Die P-Zellen sind durch dopaminerge und serotonerge Fasern innerviert, wobei die
dopaminergen Fasern im Gegensatz zu den serotonergen ausschlieBlich oberflachlich
Uber die Acini ziehen. Die C-Zellen sind durch tief in den Acinus eindringende serotonerge

Fasern, nicht aber dopaminerg innerviert (BAUMANN et al. 2002, 2004).

Dopamin

Reservoir Reservoir

Zweig des
Oesophagealnervs

Reservoir

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Innervation des Driisenkomplexes (A-C) und eines einzelnen Acinus
(D) durch GABAerge (A, griin), dopaminerge (B, blau) und serotonerge (C, rot) Nervenfasern. Erlauterungen
im Text.

Die Verteilung der GABAergen Fasern Uber den Drisenlappchen dhnelt im Wesentlichen

deren Innervation durch dopaminerge Fasern. Sie ziehen meist nur oberflachlich tUber die
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Acini. Im Gegensatz zur dopaminergen Innervation wurden jedoch gelegentlich auch
Drisenlappchen gefunden, bei denen GABAerge Fasern in die Acini eindringen (ROTTE et
al. 2009a).

1.5. Die Wirkung von Dopamin und 5-HT auf die Speichelsekretion
der Schabe

Den Stimulus zur Speichelsekretion bildet die Nahrungsaufnahme. WATANABE & MIZUNAMI
(2006) konnten mittels extrazellularer Ableitungen des SDN in vivo zeigen, dass beide
Speichelneurone (SN1 & SN2) spontan aktiv sind. Die Aktionspotentialfrequenz erhdhte
sich signifikant wenn dem Tier Sucrose- oder NaCl-haltige Loésung angeboten wurde. Wie
oben beschrieben, enthalt SN1 Dopamin und SN2 GABA. WATANABE & MIZUNAMI fanden
in ihren Ableitungen auRerdem kleinere Einheiten, die keinem der beiden
Speichelneurone zugeordnet werden konnten. Da im SDN auch serotonerge Neurone
vorhanden sind (s.o.), die einen deutlich geringeren Durchmesser als die grof3en
Speichelneurone haben, ware es mdglich, dass diese Einheiten der Aktivitat der dinneren
serotonergen Fasern zuzuordnen sind. Wahrend der Nahrungsaufnahme und der damit
einher gehenden Verstarkung der Aktivitat des SDN sollte demzufolge Dopamin, 5-HT
und GABA an den entsprechenden Speicheldrisenzellen freigesetzt werden.

Experimente an isolierten Drisen zeigten, dass Dopamin und 5-HT die Speichelsekretion
induzieren. Werden die Acini der Speicheldrise von P. americana mit Dopamin oder 5-HT
stimuliert, sezernieren sie Speichel unterschiedlicher Qualitaten (JUST & WALz 1996,
RIETDORF et al. 2003, MARG et al. 2004). Dopamin aktiviert ausschlie3lich den lonen-
transport Uber die P-Zellen, wodurch ein wassriger, proteinfreier Speichel gebildet wird.
Stimulierung der Drisen mit 5-HT flhrt zur Sekretion eines Protein-haltigen Speichels.
Dabei werden sowohl die P-Zellen aktiviert, als auch die Degranulation der Protein-
haltigen Vesikel in den C-Zellen induziert (JUST & WALZ 1996, RIETDORF et al. 2005).

1.6. Die Speichelbildung - transepithelialer lonentransport in den
Acini

Das Drusenepithel trennt den Hamolymphraum der Schabe vom Lumen der Speichel-
drise. Der in den Acini gebildete isoosmotische Primarspeichel enthalt NaCl und Proteine
(JusT & WALZ 1996, RIETDORF et al. 2003). Der lonentransport Gber ein Epithel impliziert
sequentiell zwei Schritte: 1. den Transport Uber die basolaterale und 2. den Uber die
apikale Membran. Aufgrund des so entstandenen Salzgradienten tber dem Epithel folgt

Wasser aus der Hamolymphe trans- oder parazellular nach. Das zu diesem Zeitpunkt
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anerkannte Modell der an der Speichelbildung in P. americana Speicheldrisen beteiligten
lonentransportvorgange soll an dieser Stelle vereinfacht erlautert werden.

GUPTA & HALL (1983) untersuchten die ionalen Zusammensetzungen des Cytoplasmas
der P-Zellen und des Acinuslumens in unstimulierten und Dopamin-stimulierten Drisen
mittels Elektronenstrahl-Rdontgenmikroanalyse. So zeigten sie, dass der in den Acini
gebildete Primarspeichel NaCl enthalt. Sie zeigten weiterhin, dass Dopamin-abhangig die
intrazellularen Konzentrationen von Na*, K" und CI" ansteigen (siehe Tab. 3.1). JUST &
WALZ (1994b) untersuchten die Verteilung der Na*'/K*-ATPase in den Acinuszellen und
zeigten, dass der Transporter ausschlieBlich an der luminalen Membran der P-Zellen
lokalisiert ist. Der transepitheliale lonentransport wird demnach durch eine apikale
Na’/K*-ATPase energetisiert, die das im Speichel enthaltene Na* direkt in das Lumen der
Driise transportiert. Voraussetzung fur die Aktivitat der Na'/K’-ATPase ist jedoch die
Verfugbarkeit von K im Extrazellularraum, in diesem Fall also im Driisenlumen. Es muss
demnach eine apikale K'-Leitfahigkeit geben, die fiir einen K'-Ausstrom sorgt, welches
dann wiederum durch die apikale Na'/K*-ATPase einwérts transportiert wird. In der Tat
enthalt der Speichel der Schabe neben Na* und CI auch etwas K" (GUPTA & HALL 1983,
RIETDORF et al. 2003).

Der Weg, den CI als Gegenion zu Na® in das Lumen der Driise nimmt, ist bisher nicht
eindeutig geklart. Die intrazelluldre Cl-Konzentration ist héher als bei einer passiven
Verteilung Uber der Membran erwartet werden wirde. Ein ClI-Ausstrom Uber die apikale
Membran in das Drisenlumen ist also mdglich. Eine weitere Moglichkeit ware ein passiver
CI'-Nachstrom in das Lumen Uber den parazellularen Weg.

Uber die Mechanismen der basolateralen Na'-Aufnhame in die P-Zellen existieren bis
jetzt nur indirekte Hinweise. RIETDORF et al. (2003) haben gezeigt, dass die Sekretion
kritisch von der Aktivitat eines Na*-K*-2CI'-Symporters (NKCC) abhéngt, der in der
basolateralen Membran der Acini lokalisiert ist. Dieser Transporter ist demnach an der
Bereitstellung des apikal exportierten Na® beteiligt. Der Aktivitdit des NKCC ist
wahrscheinlich auch die hohe intrazellulare ClI-Konzentration geschuldet.

Der isoosmotische Primarspeichel wird im Ausflihrgangsystem Dopamin-abhangig
modifiziert. Die Gangzellen nehmen Na® aus dem Speichel auf und sezernieren K* (LANG
& WALz 1999a, Rietdorf et al. 2003). Bislang ist nur wenig Uber die an diesen Vorgangen
beteiligten Transporter bekannt. Die Na*-Reabsorption in den Ausflihrgangen wird durch
eine basolaterale Na'/K*-ATPase energetisiert. In der Apikalmembran der Gangzellen
wurden Na*-Kanale postuliert, die einen Na'-Influx bewirken. Weiterhin wird
angenommen, dass aufgrund der daraus folgenden Depolarisation der apikalen Membran
ein K'-Efflux erfolgen kann. Abbildung 1.5 zeigt ein vereinfachtes Modell der

lonentransportvorgange.
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;4_./ NaCl-reicher, isoosmotischer hypoosmotischer

Primérspeichel Endspeichel
P-Zelle

Modifi-

kation Lumen

>0

-

vy

H,0

Dopamin Hémolymphe

Abb. 1.5 Vereinfachtes Modell zum lonentransport in den Acini und Gangen der Speicheldriise von
Periplaneta americana. Erlauterungen siehe Text.

1.7. Zielstellung dieser Arbeit

Uber die Wirkungen biogener Amine als Neurohormone, Neuromodulatoren und
Neurotransmitter bei Insekten existiert zwar ein umfangreiches Schrifttum, jedoch ist das
Wissen immer noch lickenhaft. Wahrend die neuronale Kontrolle motorischer Systeme in
Insekten gut untersucht ist, blieb die neuronale Kontrolle exokriner Drisen weitgehend
unerforscht. Insbesondere zum besseren Verstandnis des Zusammenwirkens
unterschiedlicher Neuronenpopulationen bei der Steuerung der Sekretion und der
Determinierung der Speichelqualitat ist eine Analyse der Wirkungen biogener Amine auf
die sekretorisch aktiven Acinuszellen nétig. Dazu sollten folgende Punkte genauer

untersucht werden:

1. Intrazellulare Ableitungen aus Acini von Speicheldrisen in N. cinerea haben
gezeigt, dass sowohl Dopamin als auch 5-HT eine Hyperpolarisation des
basolateralen Membranpotentials induzieren (HOUSE et al. 1973, BOWSER-RILEY &
HOUSE 1976). Intrazellulare Ableitungen aus Acinuszellen der Speicheldriisen von
P. americana sollten zeigen, ob die Speicheldriise dieser Schabenart ahnliche
Anderungen des Membranpotentials zeigt, wenn sie durch Dopamin und Serotonin
stimuliert wird. Diese Arbeit zeigt Uberraschenderweise, dass dies nicht der Fall

ist.
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2. Wie oben beschrieben, empfangen die Acini GABAerge Innervation tber den SDN
durch das Axon des SN2. Die physiologische Bedeutung dieser Innervation und
die Wirkung von GABA im Speicheldrisenkomplex waren unbekannt. Ein
Hauptfokus dieser Arbeit liegt daher auf der Charakterisierung der Wirkung von
GABA auf die Acinuszellen, die Neurotransmission und die Sekretion. Zur
Untersuchung dieser Frage wurde ein Nerv-Speicheldriisen-Praparat entwickelt,
welches die elektrische Stimulierung des SDN und simultan Ableitungen aus den

Acinuszellen bzw. Messungen der Flussigkeitssekretion erlaubt.

3. Andere Arbeiten lieferten Ergebnisse, welche die Frage nach einer
physiologischen Wirkung der biogenen Amine Tyramin und Octopamin im

Speicheldriisenkomplex aufwarfen:

) Das biogene Amin Octopamin wurde erstmals 1951 von ERSPAMER &
BORETTI in den Speicheldriisen von Octopus vulgaris entdeckt und
anschlielend auch in den Speicheldrisen der Motten Spodoptera
littoralis und Manduca sexta nachgewiesen (DAVENPORT & WRIGHT
1986). Uberraschenderweise wurde jedoch die Wirkung von Octopamin
in den Speicheldriisen der jeweiligen Spezies nicht untersucht.

) Tyramin ist ein Zwischenprodukt der Octopamin-Synthese (Abb. 1.1).
Es wurde jedoch mehrfach gezeigt, dass Tyramin selbst Effekte auf
physiologische Prozesse in verschiedenen Spezies zeigt (ROEDER
2005, VIERK et al. 2009). Die anschlielende Charakterisierung
spezifischer Tyramin-Rezeptoren untermauerte die Hypothese, dass
Tyramin selbst als Neurotransmitter oder Neurohormon wirken kann
(CAzzAaMALI et al. 2005).

1)} Die Speicheldriisen von L. migratoria sind durch Aste eines
octopaminergen DUM-Neurons (DUM = dorsal unpaired median)
innerviert (BRAUNIG et al. 1994), dessen Funktion in Zusammenhang
mit der Speichelsekretion jedoch nicht untersucht ist.

V) In den Speicheldriisen der Schabe N. cinerea wurde gezeigt, dass
Octopamin die durch Nervenstimulierung induzierten elektrischen
Antworten der Acinuszellen potenziert (BOWSER-RILEY & HOUSE 1976).

V) Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass im Drusenkomplex von P.
americana ein Tyramin-Rezeptor exprimiert wird (C. KRACH, Disser-
tation an der Uni Potsdam 2006, ROTTE et al. 2009b).



1. Einleitung 10

In dieser Arbeit wurde deshalb ein Versuch unternommen, diese vielfaltigen
Hinweise auf die Wirkung und Verteilung von Octopamin und Tyramin in
unterschiedlichen Spezies am Modell der Speicheldriisen der Schabe in einen
physiologischen Zusammenhang zu bringen. Hierzu wurden intrazellulare
Ableitungen am Nerv-Speicheldrisen-Praparat durchgefihrt und mit Hilfe
spezifischer Antikérper die Verteilung der beiden Amine im Drisenkomplex

untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Substanzen und Losungen

Laborchemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und
Sigma (Taufkirchen) im Reinheitsgrad pro analysis bezogen.

Die Zusammensetzung der in den Experimenten verwendeten Ringerldsungen ist in
Tabelle 2.1 aufgelistet. Pharmakologische Substanzen sowie deren Wirkungsweise und

Konzentrationen sind alphabetisch in Tab. 2.2 aufgelistet.

Tab. 2.1 Zusammensetzung der Ringerlésungen (mM)

Substanz Tris-Ringer N;}:‘;Zifr KR+i-:1r§¢i:-r C?:;,}ggi,er
NaCl 160 160 160
KClI 10 10 10
CaCl, 2 2 2
MgCl, 2 2 2 5
Cholin-ClI 160 10
D-Glucose 10 10 10 10
Tris 10 10 10 10
EGTA >

Der pH wurde mit HCI, oder NaOH auf pH 7,4 eingestellt.
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Tab. 2.2 Substanzen

Konzentration Konzentration

Substanz  Eigenschaften LM Stammlésung Versuch Quelle
Baclofen Agonist fur GABAgR NaOH 100 mM 1 mM Biotrend
2+
BAPTA/AM C@ -Chelator, DMSO 10 mM 20 uM Sigma
membrangangig
. . Antagonist fur .
Bicucullin GABAAR H,O 100 mM 5 uM Biotrend
. Hemmstoff des :
Bumetanid NKCC EtOH 100 mM 10 uM Sigma
CGP 52432 Antagonist fur H,O  10mM 5 UM Biotrend
GABAgR 2
CGP 54626 ‘Antagonist fr DMSO 100 mM 5 UM Biotrend
GABAgR
: Agonist an ;
Dopamin Dopamin-R. H.O 10 mM 1nM-1uM Sigma
Fura Red™ Ca®*-sensitiver Invitro-
/ AM Fluoreszenzfarbstoff DIUEO 0 U gen
GABA Agonist an GABA-R. H,0 10 mM 1 ﬁq“,('/l SEM. gigma
lonomycin  Ca®*-lonophor DMSO 10 mM 10 uM Alexis

Unterdrickung der
MnCl, Fura Red Ringer - 20 mM Sigma
Fluoreszenz

Muscimol Agonist an GABAA\R H,O 100 mM 5 uM, 100 uM  Biotrend
NPPB E:r?;rlnesnt"ﬁ vonCl- physo 50 mm ;88 Em Sigma
Octopamin g%?;;lztn?irr]\-R. H.O 10 mM 1OUR/IM’ 100 ) Sigma
Ouabain ~ ePMSONIT o 10mm 100 uM, 1mM  Sigma
Picrotoxin gfgg\ig“ el EtOH 50 mM 5uM, 100 M Biotrend
Serotonin  Agonist an 5-HT-R. H,O 10 mM 1nMbis 1 yM  Sigma

SKF 97541 Agonist an GABAsR H,0O 100 mM 5 uM Biotrend
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Antagonist an
THIP GABACR, H.,O 100 mM 100 uM Biotrend
Agonist an GABAAR

Antagonist an

TPMPA  Ghe%h H,O 100 mM 100 uM Biotrend
. Agonist an 10 mM, 1 uM, 5 uM, .
Tyramin - ¢ amin-R. 0 500 mm 1 mM Sigma

2.2. Tierzucht

Die Schaben (Periplaneta americana) stammten aus hauseigener Zucht. Die Tiere
wurden bei konstanter Temperatur (ca. 25 °C) und einem Hell/Dunkel-Rhythmus von
12/12 h gehalten. Nahrung in Form von Pellets (Nahrung fiir die Rattenzucht), Apfeln und
Wasser war stets zuganglich. Fir die Experimente wurden ausschliefdlich mannliche

Imagines im Alter von 4 bis 6 Wochen verwendet.

2.3. Praparation der Speicheldriisen

Das Tier wurde durch Dekapitation getotet. Beine und Flligel wurden entfernt und die
Schabe in einer Sylgard-beschichteten, mit Tris-Ringer geflillten Praparierschale befestigt.
AnschlielRend wurde die Kérperdecke dorsal durch einen Medianschnitt geéffnet und die

paarige Speicheldrise vorsichtig entfernt.

2.4. Messungen des Membranpotentials

Die isolierte Speicheldriise wurde in einem mit Vectabond® (VECTOR Laboratories,
Burlingame, Kanada) beschichteten Versuchswannchen befestigt und kontinuierlich (ca.
2ml/min) mit frischer Ringerlosung Uberspllt.  Glaskapillar-Mikroelektroden
(Aulendurchmesser 1 mm, mit Filament) wurden an einem Narishige PD-5 Puller (Tokyo,
Japan) gezogen und anschlieRend mit 3 M KCI befillt. Der Elektrodenwiderstand wurde in
Ringerldsung bestimmt und betrug zwischen 50 und 100 MQ. Als Referenzelektrode
diente eine 3 M KCI Agarbricke, die in einem geerdeten Elektrodenhalter (MEH1S10,
World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA) befestigt war, der ein Ag/AgClI-
Pellet enthielt. Die Ableitelektrode wurde mit Hilfe eines mechanischen Mikromanipulators
(872587, Leica, Wetzlar, Deutschland) unter mikroskopischer Kontrolle (Zeiss

Stereomikroskop 475052-9901, Jena, Deutschland) in eine Zelle des acindsen
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Drusengewebes eingestochen. Das basolaterale Membranpotential wurde mittels eines
BRAMP 01 Brickenverstarkers (npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland) registriert.
Der Ausgang des Mikroelektroden-Vorverstarkers war mit einem Papierschreiber
(Kipp&Zonen, DELFT BV BD122, Gengenbach Messtechnik, Reichenbach/Fils,
Deutschland) und einem Oszillographen (Philips PM3331 Combiscope, Kassel,
Deutschland) verbunden. Aufierdem wurden die Messdaten mit einer Frequenz von 1 Hz
Uber einen KUSB-3102 A/D-Wandler (Keithley, Germering, Deutschland) digitalisiert. Die
A/D-Wandlung, Darstellung und Speicherung der Daten erfolgte am PC mittels TestPoint

Software (Keithley, Germering, Deutschland).

2.5. Elektrische Stimulierung des Speicheldriisennervs

Zur elektrischen Stimulierung des Speicheldriisennervs wurde der Reservoirgang
zusammen mit dem anhaftenden Speicheldrisennerv (SDN) in eine Saugelektrode
aufgenommen (Abb. 1.1.). Die Saugelektrode war Uber eine Stimulus-Isolations-Einheit
(SIU 5, Grass Technologies Product Group, Astro-Med GmbH, Rodgau, Deutschland) mit
einem Grass S48 Stimulator verbunden. Der Nerv wurde flir 2 oder 5 s mit einer Frequenz
von 5 Hz stimuliert, wobei jeder der 10 bzw. 25 Stimuli 0,2 ms andauerte. Die
Reizspannungen betrugen 5 bis 10 V. Vor jedem Experiment wurden die optimalen
Reizparameter auf das jeweilige Praparat abgestimmt. Die Reizparameter wurden so
gewahlt, dass die Amplituden der aus Acinuszellen abgeleiteten elektrischen Antworten
im dynamischen Bereich der Dosis-Wirkungskurven fir Dopamin bzw. Serotonin lagen,
um sowohl abschwachende als auch verstarkende Wirkungen von applizierten Pharmaka

registrieren zu kdnnen.

Papierschreiber

~

-PC

Abb. 2.1 Experimenteller Aufbau der elektrophysiologischen Messungen. Erlauterungen siehe Text.
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2.6. Messung der Flussigkeits- und Proteinsekretionsraten

2.6.1. Flussigkeitssekretion

Die isolierten Drisen wurden in einem doppelkammerigen, Sylgard-beschichteten
Versuchswannchen befestigt (Abb. 2.2). Die beiden Kammern wurden mit Vaseline
gegeneinander abgedichtet. Das sezernierende Drisengewebe wurde in einer der zwei
Kammern kontinuierlich (ca. 2 ml/min) mit oxygenierter Ringerldsung Ubersplilt. Die
Reservoirgange und der ihnen anhaftende Speicheldriisennerv (SDN) wurden vorsichtig
von den Speichelausfiihrgangen getrennt. Die Speichelausfihrgange wurden an ihrer
ersten Verzweigungsstelle mit einer Nadel in der zweiten, Paraffindl enthaltenden
Kammer des Wannchens fixiert. Zur Stimulierung des SDN wurden die Reservoirgange
zusammen mit dem SDN in eine Saugelekirode aufgenommen, und wie unter 2.5.
beschrieben stimuliert. Die Stimulationsparameter gehen im Kapitel "Ergebnisse" aus den
jeweiligen Experimenten hervor (0,2 ms Stimulusdauer, max. 10 Hz, 5-10 V).

Der sich am Ende des Ausfihrganges bildende Speicheltropfen wurde einmal pro Minute
mit einer Gel-Ladespitze abgenommen und in einer mit Paraffindl geflllten Mikrotiterplatte
gesammelt. Zur Ermittlung der Speichelvolumina wurde der Tropfen Uber eine CCD-
Kamera und ein Argus-Bildverarbeitungsprogramm abgebildet. Die Form eines
Speicheltropfens wurde als Ellipsoid angenommen und das Speichelvolumen anhand
zweier Tropfendurchmesser d wie folgt berechnet: V =4/ 31mab? (@ = diangs, b = dguer)-
Nach der Volumenbestimmung wurden die Tropfen gegebenenfalls in Paraffindl-haltige
Eppendorf-Gefalle Ubertragen und zur spateren Proteinbestimmung bei -20°C

eingefroren.

Saugelektrode

Zulauf \

Reservoirgang mit SDN

Speichelgang
Speicheltropfen

Ablauf . __

Driise mit Reservoirs Ringer Paraffinol

Abb. 2.2 Experimentelle Anordnung fiir Messungen der Speichelsekretion, die durch elektrische
Stimulierung des SDN induziert wurde. Die durchbrochenen schwarzen Linien auf den Reservoirgdngen
stellen den SDN dar. Die Reservoirgdnge wurden zusammen mit dem SDN in die Saugelektrode
aufgenommen. Die Speichelausfiihrgange wurden an ihrer Gabelung mit einer Nadel in einem Vaseline-
Bad gehalten.



2. Material und Methoden 16

2.6.2. Proteinbestimmung

Der Proteingehalt des sezernierten Speichels wurde mittels eines modifizierten Bradford-
Assays bestimmt (BRADFORD 1976). Dazu wurde das Roti Nanoquant Reagenz (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet. Aus jedem definierten
Abschnitt einer Messung wurde der Speichel aus finf aufeinander folgenden Minuten
zusammengefasst und mit 50 yl H,O und 200 ul Roti Nanoquant Arbeitslésung als
Farbereagenz verdinnt. Zur Ermittlung einer Eichgeraden wurden acht BSA-L&sungen
mit Konzentrationen zwischen 0 und 100 ug/ml eingesetzt. Die Speicheltropfen wurden
immer mit etwas Paraffindl transferiert. Deshalb wurde auch den BSA-Standards etwas
Paraffindl (5 pl) zugesetzt.

Zur Bestimmung der Proteinmengen wurde die Absorption der Standards und der
Speichelproben mittels eines GeneQuant™ 1300 Spektrophotometers (GE Healthcare,
Munchen, Deutschland) bei 650 nm und bei 450 nm gemessen. Aus den Absorptionen bei
650 und 450 nm wurde der Quotient berechnet. Anhand einer linearen Regression aus
den Absorptionsquotienten der Standards wurde eine Eichgeraden bestimmt, die zur
Kalibrierung des Gerates und somit zur Quantifizierung der Proteinmengen im
gesammelten Speichel diente. Die Absorption jeder Probe und jedes Standards wurden

doppelt gemessen.

2.7. Statistische Auswertung der Versuche

Die experimentellen Daten wurden mit Prism 4.01 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) statistisch ausgewertet. Zum Vergleich zweier abhangiger Datensatze wurde ein
gepaarter t-Test durchgefihrt. Zum Vergleich von mehr als zwei (normierten) Datensatzen
wurde eine ANOVA mit nachfolgendem Tukey-Test durchgefiihrt. Das Signifikanzlevel
wurde auf p < 0,05 festgelegt.

2.8. Immuncytochemie

Fur die immuncytochemischen Untersuchungen wurden, abhangig von den Eigenschaften
des primaren Antikorpers, unterschiedliche Fixierungen durchgefiihrt.

Zur Erhaltung der biogenen Amine Tyramin und Octopamin im driisenassoziierten
Nervengewebe enthielt das Fixans 5 % Glutaraldehyd. Zur Untersuchung der Verteilung
des Tyramin-Rezeptors PeaTYR1 und von Synapsin erfolgte die Fixierung mit 3 %

Paraformaldehyd. Tabelle 2.3 zeigt die genaue Zusammensetzung der verwendeten
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Fixierlésungen. Die Protokolle der Immunfluoreszenzmarkierungen hingen auch von der
Fixiermethode ab. Die angewandten Protokolle sind ebenfalls in Tab. 2.3
zusammengefasst. Alle Fixierungsschritte erfolgten, wenn nicht anders angegeben, bei
Raumtemperatur (RT).

Die Drisen wurden in Ringer prapariert und anschlielend fir 2 h fixiert. Nach dem
Waschen der Drisen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) wurden die freien
Aldehydgruppen des Glutaraldehyds (Protokoll A) fir 30 min mit Natriumborohydrid
abgesattigt und die Praparate anschlieRend erneut mit PBS gewaschen. Die nachsten
Schritte waren bei beiden Protokollen identisch. Die Praparate wurden 15 min bei RT mit
0,01 % Tween 20 permeabilisiert. Verbleibende freie Aldehydgruppen wurden 15 min mit
50 mM Ammoniumchlorid abgesattigt. Nach erneutem Waschen wurden die Praparate flr
30 min in Blockierlésung inkubiert.

Der Primarantikbrper wurde in den in Tabelle 2.4 angegebenen Konzentrationen in
Blockierlosung Uber Nacht bei 4 °C appliziert. Nach der Inkubation mit dem
Primarantikérper wurden die Praparate in BPS gewaschen.

Der sekundare Antikdrper wurde in den in Tabelle 2.5 angegebenen Konzentrationen in
PBS fiur drei Stunden appliziert. Dem sekundaren Antikérper wurde aullerdem
Fluorophor-gekoppeltes Phalloidin zugesetzt (siehe Tab. 2.5). Dieses Phallotoxin bindet
an filamentdses Aktin und diente als morphologische Referenzmarkierung zu besseren
Orientierung im Praparat.

Nach der Immunfluoreszenzmarkierung wurden die Praparate in PBS gewaschen und
anschliefend mit Abstandshaltern (Deckglassplitter) in Mowiol eingedeckelt. Zu jedem
immuncytochemischen Experiment wurde parallel eine Negativkontrolle mitgefiihrt, um
eventuelle unspezifische Bindungen des sekundaren Antikdrpers zu erkennen. Diese
Praparate wurden nicht mit dem primaren Antikorper inkubiert, sondern befanden sich
Uber Nacht in Blockierlésung. Die Analyse der Praparate erfolgte mit dem konfokalen

Laser-Rastermikroskop LSM 510 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).
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Tab. 2.3 Fixierungen und Immuncytochemie

Protokoll B (fur anti-PeaTYR1-CPL3 und

Protokoll A (fir ABD-029 und AB124) SYNORF1)

Fixierlésung 1: Fixierlésung 2:

5% Glutaraldehyd, 0,2% Picrinsaure, 0,2 M | 3% Paraformaldehyd, 0,075 M Lysin-HCI,
Sucrose in 0,1 M PP pH 7,4 (2h, RT) 0,01 M Na-Perjodat, 0,2 M Sucrose in 0,1 M

PP pH 7.4 (2h, RT)
Waschen (0,1 M PBS, 3 x 10 min, RT)

Aldehydquenching (0,5% NaBHs in _
0,1 M PBS, 30 min, RT) Waschen (0,1 M PBS, 3 x 10 min, RT)

Waschen (0,1 M PBS, 2 x 10 min, RT)

Permeabilisieren: 0,01% Tween20 (15 min, RT)
Aldehydquenching: 50 mM NH4CI (15 min, RT)
Waschen: 0,1 M PBS (15 min, RT)

Blockieren und Permeabilisieren (1% NGS, 0,8% BSA, 0,5% TritonX100 in PBS)
(30 min, RT)

Primarer Antikorper in Blockierlésung (liber Nacht, 4 °C?
Waschen in 0,1 M PBS (3 x 15 min, RT)
Sekundarer Antikérper und Phalloidin in PBS (3 h, RT)

Waschen in 0,1 M PBS (3 x 15 min, RT)

Zur Untersuchung der Verteilung von Octopamin, Tyramin, Synapsin und PeaTYR1 im

Drisengewebe wurden die in der folgenden Tabelle enthaltenen primaren Antikorper

verwendet:



2. Material und Methoden 19

Tab. 2.4 Primare Antikorper

Quelle / Lot bzw. Verdiinnung/

Antikorper Antigen Spezies/Typ Bestellnr. Protokoll
Chemicon

. . Tyramin-BSA- Kaninchen/ international/

AU Konjugat polyklonal LV1378264 L
(AB124)

. . Octopamin-BSA- Maus/ Jena Bioscience/
anti-Octopamin Konjugat monoklonal ABD-029 1/500 IF
SYNORF 1 Drosophila Maus/ 5 Il

) . . (Klagges et al. 1/25 IF
(anti-Synapsin) Synapsin monoklonal
1996)
anti-PeaTYR1- P. americana Kaninchen/ C. Krach/ 1/100 |E
CPL3 Tyramin-Rezeptor  polyklonal Fraktion 1

Die folgenden sekundaren Antikérper wurden zur Immunfluoreszenzmarkierung

verwendet:

Tab. 2.5 Sekundare Antikdrper und Phalloidine

Anregungs-
Antikorper Quelle Verdiinnung wellenldnge des
Fluorophors (nm)

Jackson Immuno
Research 1/200 IF 543
Laboratories

Cy3-konjugierter Ziege
anti-Kaninchen IgG

Cy3-konjugierter Ziege Jackson Immuno

. Research 1/400 IF 543
anti-Maus IgG .
Laboratories
Alexa Fluor 488-
konjugierter Ziege anti- Molecular Probes 1/400 IF 488
Maus IgG
Alexa Fluor 488-
konjugierter Ziege anti- Molecular Probes 1/50 IF 488
Kaninchen IgG
Alexa Fluor 633
Phalloidin 633
Alexa Fluor 488 Molecular Probes 1/40 IF 488

Phalloidin
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2.9. Untersuchungen zur Spezifitat der Antikorper - Praabsorption

Zur Untersuchung der Bindung der jeweiligen Antikdrper an ihr Antigen, wurden parallel
zu den Antikérpermarkierungen zwei Praabsorptionsexperimente durchgeflhrt. Dazu
wurde dem Primarantikdrper 1 mM seines Antigens zugesetzt. Die Antikorper-Antigen-
Lésung wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur geschuttelt. Die Positivkontrolle ohne
das Antigen wurde ebenso behandelt. Nach der Inkubationszeit wurden die Praparate
nach Tab. 2.3 weiterbehandelt. Die Kreuzreaktivitdt der Antikdrper gegen Tyramin und
Octopamin wurde getestet, indem AB124 mit 1 mM Tyramin und aul’erdem mit 1 mM
Octopamin prainkubiert wurde und vice versa.

Zur Dokumentation wurde das Konfokalmikroskop optimal auf eine Positivmarkierung
eingestellt. AnschlieBend wurden mit identischen Einstellungen Aufnahmen eines

Praparates gemacht, das mit praabsorbiertem Antikorper inkubiert worden war.

2.10. Messungen der intrazelluldren Ca**-Konzentration

Intrazelluldre Anderungen der Ca?*-Konzentration kdnnen mittels Ca?*-sensitiver
Farbstoffe detektiert werden (TAKAHASHI et al., 1999). Fir die vorliegende Arbeit wurde
Fura Red verwendet, eine chemisch vom Calcium-Chelator BAPTA abgeleitete
Verbindung. Der Acetoxymethylester Fura Red/AM besitzt im Vergleich zur freien Saure
kaum Polaritdt und kann in sehr viel héherem MaRe Uber Lipidmembranen diffundieren.
Nach dem Ubertritt (ber die Zellmembran spalten zelleigene Esterasen die
Acetoxymethylreste ab. Inkubation einer Speicheldriise in Fura Red/AM flihrt somit zur
Anreicherung von aktivem Fura Red im Cytosol.

Das Anregungsmaximum von Fura Red ist abhangig von der [Ca*] und liegt bei
sattigender [Ca®] bei etwa 420nm, in Ca*-freier Losung bei etwa 488 nm
(www.invitrogen.com). Das Emissionsmaximum liegt, unabhangig von der [Ca®'], bei etwa
660 nm (Abb.2.3). Die Berechnung des Quotienten der Emission beider
Anregungswellenldngen (ratio; R = A/A; = Fa0/Fags) macht es méglich, Anderungen der
intrazelluldren [Ca?] zu messen, ohne Unterschiede in Zellvolumen und
Farbstoffkonzentration in der Zelle zu bertcksichtigen. Die Driusen wurden 1-4 h mit
40 uM Fura Red, AM in Ringer inkubiert und anschlieBend auf Vectabond® (VECTOR
Laboratories, Burlingame, Kanada)-beschichtete Deckglaschen in einem Tropfen Ringer
aufgeklebt. Zur Beschichtung wurden die Deckglaschen 5 min in Aceton und 5 min in
VECTABOND-Aceton (1:50) getaucht, anschlieend griindlich mit Wasser gespdlt und im
Trockenschrank bei 60°C getrocknet. Die Deckglaschen wurden mit Vaseline bodenseitig

an der Perfusionskammer befestigt. Verwendete Losungen wurden mittels einer
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Schlauchpumpe (Ismatec Laboratoriumstechnik ~ GmbH, Wertheim-Mondfeld,

Deutschland) in die Kammer gespdlt und abgesaugt.

Anregung
Emission

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wellenldnge (nm)

Abb. 2.3 Anregungs- und Emissionsspektrum von Ca2+-geséttigtem (A) und Ca*"-freiem (B) Fura Red. Die
Absorptionsmaxima fiir Ca**-freies Fura Red und Ca?*-gesattigtes Fura Red liegen bei etwa 420 bzw. 488 nm.
Das Emissionsmaximum liegt bei 660 nm und ist unabhangig von der [Ca2+]. (verandert nach
www.invitrogen.com)

2.10.1. Versuchsaufbau

Der Aufbau der Messapparatur ist in Abb. 2.4 schematisch dargestellt. Zur Messung der
intrazelluldren [Ca*]-Anderungen wurde ein inverses Mikroskop (Zeiss Axiovert 135TV)
genutzt. Als Objektiv diente ein Fluar 20%/0,75 (Zeiss, Jena). Als Lichtquelle wurde eine
75 W Xenon-Kurzbogenlampe (Ushio, Steinhéring) verwendet. Diese befand sich in
einem VisiChrome High-Speed Polychromator (Visitron Systems, Puchheim), der das
Licht spektral aufteilte. Das monochromatische Licht wurde mittels eines
Quarzfaserkabels in den Strahlengang des Mikroskops eingekoppelt. Das Anregungslicht
(A = 420 nm; A, = 488 nm) wurde mittels eines Farbteilers FT 580 auf das Praparat
reflektiert. Das vom Praparat emittierte Licht (A > 600 nm) passierte dagegen den
Farbteiler und durchlief anschlieRend einen Langpassfilter LP 590, so dass grundsatzlich
nur Wellenlangen > 590 nm detektiert wurden. Die Belichtungszeit betrug 200 ms. Das
Anregungsintervall betrug 5s wahrend der Perfusion mit Ringerldsung und 1 bis 2s
wahrend der Dopamin-Stimulierung.

Die Aufnahme digitaler Bilder erfolgte mit einer gekihlten CCD-Kamera (CoolSnap-HQ;

Roper Scientific Inc., Tucson, USA) bei einer Pixeltiefe von 12 Bit. Jeweils neun
Bildpunkte wurden miteinander verrechnet (3 x 3 binning), so dass die aufgenommenen
Bilder eine Auflésung von 464 x 346 Bildpunkten hatten. Die Steuerung des

Polychromators, die Bildaufnahme sowie die Bildbearbeitung erfolgten mit dem

Computerprogramm MetaFluor 6.1 (Universal Imaging Corp. Downingtown, USA). Zur
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Auswertung wurden die Anderungen der Fluoreszenzintensitaten in einem Bildbereich

variierender GroéRRe (ROI, region of interest) berechnet.

20x

0.75

Fluar
FT 580

420 nm, 488 nm Polychromator +
Xe-Kurzbogenlampe
LP 590
Rechner +
MetaFluor 6.1
CCD-Kamera

Pa———— X

Abb. 2.4 Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fir mikrofluorometrische Messungen
intrazellularer Ca2+-Anderungen mit Fura Red.

2.10.2. Versuchsablauf

Bei jedem Versuch erfolgten zunachst einige Aufnahmen der unstimulierten Driise, um
die intrazellulare [Caz"] in Ruhe zu ermitteln. Erreichte die Faso/F4gs-ratio einen stabilen
Wert, wurde fur einige Minuten mit 1 yM Dopamin stimuliert. Nach der Stimulierung
wurden die Drisen wieder mit Ringer Uberspult, bis das Fluoreszenzsignal den
Ruhewert erreichte. Um die Autofluoreszenz der Drisen und der optischen
Komponenten im Strahlengang zu ermitteln, wurde nach jedem Experiment Fura Red
mit 20 mM MnCl, gequencht. Die Autofluoreszenz wurde von jedem Messwert der
beiden Anregungswellenldngen subtrahiert (I) und aus den so erhaltenen Werten die

korrigierte ratio gebildet:

(I) R = (F420' I:B420) / (F488 - FB488)

R = ratio
Fso = Fluoreszenzintensitat bei 420 nm
F.ss = Fluoreszenzintensitat bei 488 nm

Fgao = Hintergrundfluoreszenz bei 420 nm

Fgsgs = Hintergrundfluoreszenz bei 488 nm
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Die Auswertung der Daten und die Bilddarstellung erfolgten mit Prism 4.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) und CoreIDRAW 11 (Corel Corp., Ottawa, Ontario,
Kanada).
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3. Ergebnisse

3.1. Intrazellulare Ableitungen an Acinuszellen

3.1.1. Wirkung von Dopamin, Serotonin, GABA, Tyramin und Octopamin auf das
basolaterale Membranpotential der Acinuszellen

Die Speicheldrisen der Schabe sind dopaminerg und serotonerg innerviert, wobei
Dopamin und Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) die Sekretion von Speichel
unterschiedlicher Qualitat induzieren (BAUMANN et al. 2002, 2004, JusT & WALz 1996,
RIETDORF et al. 2003). Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob und wie Dopamin
und Serotonin das Membranpotential der Acinuszellen beeinflussen. Hierzu wurde das
basolaterale Membranpotential (V) aus Acinuszellen isolierter Speicheldrisen mit spitzen
Mikroelektroden abgeleitet.

Im Verlauf dieser Arbeit stellte sich heraus, dass die Speicheldriisen der Schabe auch
durch GABAerge Fasern innerviert sind (J. WITTE, Diplomarbeit an der Universitat
Potsdam 2006, ROTTE et al. 2009a). Da es vollig unklar war, ob GABA einen direkten
Einfluss auf das V., der Acinuszellen hat oder die Neurotransmission prasynaptisch
moduliert, wurde auch die Wirkung von GABA auf das Vy, untersucht.

Im Bearbeitungszeitraum der vorliegenden Arbeit konnte aul’erdem gezeigt werden, dass
im Speicheldriisengewebe der Schabe ein Tyramin-Rezeptor exprimiert wird (C. KRACH,
Promotion an der Universitat Potsdam 2007, ROTTE et al. 2009b). Unklar waren die
Lokalisation dieses Rezeptors und die physiologische Funktion von Tyramin im
Speicheldrisenkomplex. Deshalb wurde auch getestet, ob Tyramin das V., der
Acinuszellen beeinflusst. Da Tyramin das Substrat der Tyramin-f-Hydroxylase und damit
eine Octopamin-Vorstufe ist, konnte eine physiologische Rolle fiir Octopamin nicht
ausgeschlossen werden. Deshalb musste auch untersucht werden, ob Octopamin einen
Effekt auf das V,, der Acinuszellen hat.

Fur die intrazellularen Ableitungen des V., wurden spitze Mikroelektroden unter

mikroskopischer Kontrolle in das acindse Gewebe eingefiihrt. Optisch konnte unter diesen
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Bedingungen nicht bestimmt werden, aus welchem Zelltyp die Ableitung erfolgte. Da die
Zellen eines Acinus sowohl elektrisch (GINSBORG et al. 1974, HOUSE 1975) als auch
Farbstoff-gekoppelt sind (MAXWELL 1981, LANG & WALz 1999b), wurde dieser Aspekt
jedoch als unkritisch angesehen und keine Zellmarkierungen vorgenommen, um den
Ableitort genau zu bestimmen.

Messungen wurden nur an Zellen durchgefiihrt, deren Ruhe-V,, sich nach der Penetration
mit der Mikroelektrode zwischen -30 und -60 mV stabilisierte. In Ableitungen, die diesem
Kriterium gentigten, betrug das Ruhe-Vy, der Acinuszellen -49 + 1 mV (n = 28, MW £ SF).
Die Wirkungen der Badapplikation von Dopamin, 5-HT, GABA, Tyramin und Octopamin

werden in den nachsten Abschnitten genauer beschrieben.

3.1.1.1. Dopamin

Badapplikation von 250 nM bis 1 yM Dopamin verursachte komplexe Anderungen des Vy,
(Abb. 3.1 A). Die Anderungen des Vp begannen mit einer Hyperpolarisation (initiale
Hyperpolarisation). Diese Hyperpolarisationsphase zeigte einen schnellen Abstrich des Vy,
um bis zu 12+ 1 mV, eine leichten Repolarisation von ca. 2 mV und eine erneute,
langsamere und andauernde Hyperpolarisation (nachfolgend als ,anhaltende
Hyperpolarisation® bezeichnet) um 9+1mV (n=7, MW x SF). Nachdem Dopamin
ausgespult wurde, ging die anhaltende Hyperpolarisationsphase in eine steile, transiente
Depolarisation von 24 + 1 mV Uber. Der Depolarisation folgte oft eine Nachhyper-
polarisation, deren Betrag jedoch in verschiedenen Praparaten sehr variabel war
(Abb. 3.1 A).

Bei niedrigeren Dopamin-Konzentrationen bis 100 nM betrug die transiente Hyper-
polarisation oft nur bis 1 mV, und die anhaltende Hyperpolarisation fehlte vollig. Die
Depolarisation dagegen blieb erhalten. Die bei hoheren Dopamin-Konzentrationen haufig
auftretende Nachhyperpolarisation war verringert oder fehlte (Abb.3.1B). Bei
Badapplikation von 10 nM Dopamin antworteten nur noch sechs von neun Drisen. In
Keiner von sieben getesteten Drisen 16ste 1 nM Dopamin eine elektrische Zellantwort
aus. Die Schwellendosis fur Dopamin lag somit zwischen 1 und 10 nM (Abb. 3.1 C).

Zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve wurden sieben Dopamin-Konzentrationen
zwischen 1 nM und 1 uM appliziert. Gemessen wurde die gesamte Amplitude der V-
Anderungen, namlich die Differenz zwischen dem niedrigsten Spannungswert wahrend
der Hyperpolarisation und dem hdchsten Wert wahrend der Depolarisation (vertikaler
Balken in Abb. 3.1 A). Die Nachhyperpolarisation wurde aufgrund der hohen Variabilitat
nicht berlcksichtigt. Aus der Dosis-Wirkungskurve ergab sich flir Dopamin ein ECso-Wert
von 30 nM (Abb. 3.1 D).
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Abb. 3.1 Einfluss von Dopamin (DA)-Badapplikation auf das basolaterale Membranpotential (Vy) von
Acinuszellen. Applikationszeitpunkt und -dauer sind durch horizontale Balken dargestellt. (A) Durch 1 uM DA
induzierte multiphasische Vy-Anderungen. (B) Durch 10 nM DA induzierte Vy-Anderungen. (C) 1 nM DA hat
keinen Einfluss auf das Vi, der Acinuszellen. (D) Dosis-Wirkungskurve: Abhangigkeit der Amplitude (vertikaler
Balken in A) der Potentialanderungen von der DA-Konzentration (n = 7, MW + SF, R? = 0,9936).

3.1.1.2. Serotonin

Badapplikation von 5-HT verursachte ebenfalls multiphasische Anderungen des
basolateralen Membranpotentials, die den durch Dopamin induzierten Anderungen des V,
im zeitlichen Verlauf sehr ahnlich waren. So verursachte 1 uyM 5-HT eine initiale, schnelle
Hyperpolarisation, die noch in Gegenwart von 5-HT in eine transiente Depolarisation
Uberging, auf die haufig eine ebenfalls transiente Nachhyperpolarisation folgte
(Abb. 3.2 A). Der wichtigste Unterschied in den Wirkungen beider Amine bestand darin,
dass die anhaltende Hyperpolarisation bei 5-HT-Stimulierung stets fehlte. Die Amplitude
der transienten Hyperpolarisation verringerte sich mit der 5-HT-Konzentration und
verschwand meist vollig bei Applikation von 50 nM 5-HT. Konzentrationen bis 10 nM 5-HT
hatten keinen Effekt auf das Vy und lagen somit unterhalb der Schwellendosis der
Acinuszellen fir 5-HT (Abb. 3.2 B). Anhand der aus sieben Konzentrationen ermittelten
Dosis-Wirkungskurve ergab sich flr 5-HT ein ECso-Wert von 47 nM (Abb. 3.2 C).
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3.1.1.3. GABA

GABA (1 mM) beeinflusste das Ruhe-Vy der Acinuszellen nicht (Abb. 3.3 A). Um die
Funktionalitat der Drise zu testen, wurde nach GABA-Applikation mit 100 nM Dopamin
stimuliert, was zu den bereits beschriebenen V,-Anderungen fiihrte.

Da GABA allein keinen direkten Einfluss auf das Ruhe-V der Acinuszellen hatte, war es
wichtig zu testen, ob GABA die Dopamin- bzw. 5-HT-induzierten Vp-Anderungen
moduliert. Dazu wurden die beiden Amine jeweils mit GABA co-appliziert. Die Driisen
wurden mit 100 nM DA oder 5-HT stimuliert. Nachdem das Ruhe-V,, wieder erreicht war,
wurde flr einige Minuten 1 mM GABA appliziert. AnschlieRend wurde in Anwesenheit von
GABA erneut mit 100 nM Dopamin oder 5-HT stimuliert. Die Amplituden der
Kontrollstimulierungen wurden mit denen in Anwesenheit von GABA durch einen
gepaarten t-Test verglichen. Dabei zeigte sich, dass 1 mM GABA keinen modulierenden
Einfluss auf DA- bzw. 5-HT-induzierte V,-Anderungen hat (Abb. 3.3 B-D).

Diese Ergebnisse zeigten, dass GABA das Membranpotential der Acinuszellen nicht

direkt beeinflusst.
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Abb. 3.3 Dopamin (DA)- und 5-HT-induzierte V,-Anderungen der Acinuszellen in Ab- bzw. Anwesenheit von
GABA. (A) GABA hat keinen Einfluss auf das V. Kontrollstimulierung mit 100 nM DA induziert multi-
phasische Anderungen des Vi (n = 6). (B,C) DA bzw. 5-HT mit 1 mM GABA co-appliziert. GABA zeigt keinen
modulierenden Einfluss auf die DA- bzw. 5-HT-induzierte Vu-Anderung der Acinuszellen. Applikations-
zeitpunkt und -dauer sind durch horizontale Balken angezeigt. (D) Quantitative Zusammenfassung der in B
und C gezeigten Experimente (MW + SF, DA n =5, 5-HT n = 6, gepaarter t-Test, P > 0,05).

3.1.1.4. Tyramin und Octopamin

Badapplikation der beiden Amine in physiologischen Konzentrationen verursachte keine
Anderungen des V., der Acinuszellen (Abb. 3.4 A-D). Nur wenn Tyramin in hohen
Konzentrationen (> 50 uM) appliziert wurde, traten Vp-Anderungen in den Acinuszellen
auf. Diese Anderungen waren mit den durch 50 nM Dopamin induzierten Anderungen im
zeitlichen Verlauf identisch, benétigten aber die 1000fache Tyraminkonzentration. Wurde
1 mM Tyramin appliziert, traten V,-Anderungen auf, die im zeitlichen Verlauf den durch
1 UM Dopamin induzierten entsprachen (nicht dargestellt). Es wurde daher angenommen,
dass Tyramin in hohen Konzentrationen als unspezifischer Agonist an Dopamin-
Rezeptoren bindet, was sich durch die strukturelle Ahnlichkeit der beiden Transmitter
erklaren I3sst.

Um eine mogliche modulatorische Wirkung auf die Dopamin- bzw. 5-HT-induzierten Vy-
Anderungen zu untersuchen, wurden Tyramin und Octopamin mit Dopamin bzw. 5-HT co-
appliziert (Abb. 3.4 A-D). Die Amplituden der Kontrollstimulierungen wurden mit denen in

Anwesenheit von Tyramin bzw. Octopamin durch einen gepaarten t-Test verglichen.
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Dabei zeigte sich, dass weder Tyramin noch Octopamin einen modulierenden Einfluss auf
Dopamin- bzw. 5-HT-induzierte VbrAnderungen haben (Abb. 3.4 E, F).

Auffallend waren spontane kleine VbrAnderungen, die wahrend der Tyramin-Applikation
(5 M) auftraten. In ihrer Kinetik waren sie den durch Dopamin oder 5-HT-induzierten
Anderungen sehr dhnlich. Solche Potentialanderungen traten in einigen Messungen mit
Tyramin auf und wurden bereits von GINSBORG et al. (1976) an N. cinerea Speicheldrisen
bei Tyramin-Applikation beobachtet. Es wird angenommen, dass diese Potential-
anderungen durch spontane Transmitterfreisetzung aus den Nerven hervorgerufen
werden. Das vermehrte Auftreten solcher spontanen Potentialanderungen (Pfeile in
Abb. 3.4 A, C) wahrend der Tyramin-Applikation liel} eine prasynaptische Wirkung dieses
Amins vermuten.

Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Ergebnissen geschlossen werden, dass
weder Tyramin noch Octopamin eine direkte physiologische Wirkung auf das V. der

Acinuszellen in den Speicheldriisen haben.
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Abb. 3.4 Wirkung von Tyramin (TA) bzw. Octopamin (OA) auf das Vy, der Acinuszellen. Applikationszeitpunkt
und -dauer sind durch horizontale Balken angezeigt. (A,B) Dopamin (DA) mit 5 uM TA bzw. 10 nM OA co-
appliziert. Weder TA noch OA haben modulierende Wirkung auf die DA-induzierte Vp-Anderung der
Acinuszellen. (C,D) 50 nM 5-HT mit 5 uM TA bzw. 10 nM OA co-appliziert. Weder TA noch OA haben
modulierende Wirkung auf die DA-induzierte Vp-Anderung der Acinuszellen. Nach dem Einspiilen von TA
waren haufig spontane Vy-Anderungen zu beobachten (Pfeile in A,C). (E,F) Quantitative Zusammenfassung
der in A bis D gezeigten Experimente (DA + TAn=5, 5-HT + TAn=6, DA+ OAn=7, 5-HT + OA n=5;
gepaarter t-Test, p > 0,05).

3.2. Elektrische Stimulierung des Speicheldriisennervs

Erwartungsgemafll hatten Dopamin und 5-HT eine erregende Wirkung auf die
Acinuszellen. GABA, Tyramin und Octopamin hatten hingegen weder einen direkten
Einfluss auf das Ruhe-V, der Acinuszellen, noch eine modulierende Wirkung auf
Dopamin- bzw. 5-HT-induzierte Vy-Anderungen. Diese Beobachtungen lieBen die
Vermutung zu, dass GABA, Tyramin und evtl. auch Octopamin ihre Wirkung

prasynaptisch entfalten und die synaptische Erregungsibertragung beeinflussen. Um
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diese Hypothese zu Uberprifen, wurde ein Nerv-Speicheldrisen-Praparat entwickelt, bei
dem der Speicheldrisennerv (SDN) mit einer Saugelektrode elektrisch stimuliert und
simultan das basolaterale Membranpotential der Acinuszellen abgeleitet werden konnte.

Elektrische Stimulierung (Sternchen in den folgenden Abbildungen) des SDN resultierte in
biphasischen V,-Anderungen, die in Betrag und Kinetik den durch geringe Dopamin- bzw.
5-HT-Konzentrationen induzierten Anderungen sehr ahnlich waren (Abb. 3.5A, B;
Vgl. Abb. 3.1-3.3). Die Potentialanderungen bestanden aus einer schnellen, transienten
initialen Hyperpolarisation von etwa 5+ 1 mV und einer darauf folgenden transienten
Depolarisation von etwa 8 £ 1 mV (n = 21, MW + SF). Die durchschnittliche Amplitude der
so hervorgerufenen Vy-Anderungen betrug 13 mV und lag somit im dynamischen Bereich
der Dosis-Wirkungskurven fiir 5-HT und Dopamin (Vgl. Abb. 3.1 D; 3.2 C). Als Amplitude
der Potentialanderung wurde auch hier die Differenz des AV vom niedrigsten Punkt der
Hyperpolarisation zum hochsten Punkt der Depolarisation gemessen (Abb. 3.5 A,

gekennzeichnet durch einen vertikalen Balken).
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Abb. 3.5 SDN-Stimulierung induziert Anderungen des Vy der Acinuszellen. (A,B) Sternchen markieren die
Stimulierungszeitpunkte (5 V, 0,2 ms, 5 Hz, 2 s Salven). Eine Salve (10 Stimuli) induzierte biphasische Ande-
rungen des Vp, die sich aus einer initialen transienten Hyperpolarisation und einer darauf folgenden
Depolarisation zusammensetzen. Der Kasten in B zeigt die elektrische Zellantwort in A. Die durchschnittliche
Amplitude (vertikaler Balken in A) der elektrisch induzierten Vyp-Anderungen betrug 13 £ 1,5 mV (n = 21) und
lag somit im dynamischen Bereich der Dosis-Wirkungskurven fir Dopamin und 5-HT.

3.2.1. Wirkung von GABA, Tyramin und Octopamin auf die durch SDN-Stimulierung
verursachten Potentialanderungen der Acinuszellen

3.2.1.1. GABA

GABA ist sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten als inhibitorischer
Neurotransmitter bekannt, weil GABA im Allgemeinen hemmend auf die
Transmitterfreisetzung wirkt. Sollte GABA eine inhibitorische Wirkung auf die synaptische

Ubertragung in den Speicheldrisen haben, wére zu erwarten, dass die durch SDN-
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Stimulierung induzierten Potentialanderungen der Acinuszellen in Anwesenheit von GABA
vermindert werden. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde der SDN elektrisch mit
Salven von 10 Stimuli (0,2 ms, 5V, 5 Hz) gereizt und simultan das V,, einer Acinuszelle
abgeleitet. Nach drei aufeinander folgenden Kontrollstimulierungen wurde GABA appli-
Ziert.

In Anwesenheit von 5puM GABA loste Nervenstimulierung Uberraschenderweise
Anderungen des Vy der Acinuszellen aus, die mit einer durchschnittlichen Amplitude von
25+ 1,8 mV etwa doppelt so grol3 waren wie in Abwesenheit von GABA (13 £ 1,5 mV).
Diese verstarkende Wirkung betraf sowohl die Hyperpolarisations- als auch die
Depolarisationsphase der Potentialanderungen (Abb. 3.6), war reversibel und trat bereits

bei der ersten elektrischen Stimulierung in Anwesenheit von GABA im Bad ein.
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Abb. 3.6 GABA-Applikation wahrend der elektrischen Stimulierung des SDN. (A) Reversible Verstarkung der
Vu-Anderungen der Acinuszellen durch Applikation von 5 uM GABA. Applikationszeitpunkt und -dauer sind
durch einen horizontalen Balken angezeigt. (B) Quantitative Auswertung der in A dargestellten Experimente.
Sowohl die Hyperpolarisations- als auch die Depolarisationsphasen der durch SDN-Stimulierung induzierten
Vu-Anderungen sind in Anwesenheit von GABA signifikant verstarkt. Aus je drei aufeinander folgenden
Stimulierungen ohne (hellgraues Oval in A) bzw. mit (dunkelgraues Oval in A) GABA wurde der Mittelwert der
Vu-Anderung gebildet. Die Mittelwerte aus allen Experimenten wurden verglichen (gepaarter t-Test, n = 21,
MW % SF, *** p < 0,0001).

Nach der zweiten Stimulierungssalve war die Verstarkung der Potentialanderungen
bereits maximal. Nach dem Ausspllen von GABA dauerte es ca. 5-10 min, bis die
Amplitude der Vy-Anderungen ihren Ausgangswert erreichte. Ein gepaarter t-Test mit dem
Mittelwert dreier aufeinander folgender Kontrollstimulierungen (Abb. 3.6 A, hellgraues
Oval) und dem Mittelwert dreier aufeinander folgender Stimulierungen in Anwesenheit von
GABA (Abb. 3.6 A, dunkelgraues Oval) ergab einen signifikanten Unterschied der V-
Anderungen (Abb. 3.6 B).
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3.2.1.2. Pharmakologische Charakterisierung des GABA-Effekts

Bis heute sind drei GABA-Rezeptor-Subtypen beschrieben worden (BUCKINGHAM &
SATTELLE 2005, CHEBIB & JOHNSTON 1999): 1. der metabotrope GABAg-Rezeptor, 2. der
ionotrope GABA-Rezeptor und 3. der ionotrope GABAc-Rezeptor. Um Anhaltspunkte zu
erhalten, welcher dieser drei Rezeptortypen fir die GABA-Wirkung in der Schaben-
speicheldrise verantwortlich ist, wurden pharmakologische Experimente mit Subtyp-

spezifischen GABA-Rezeptor Agonisten bzw. Antagonisten durchgeflhrt.

3.2.1.3. Der metabotrope GABAg-Rezeptor

Als spezifische Agonisten des GABAg-Rezeptors wurden Baclofen ((RS)-4-Amino-3-(4-
chlorophenyl)butanoic acid) und SKF 97541 (3-Aminopropyl(methyl)phosphinic acid)
verwendet (BAI & SATTELLE 1995, BETTLER et al. 2004). Die Agonisten wurden jeweils
nach drei SDN-Kontrollstimulierungen appliziert. Beide verstarkten die durch SDN-
Stimulierung hervorgerufenen elektrischen Antworten der Acinuszellen (Abb. 3.7 A, B, F).
Dabei war SKF 97541 der wirksamere Agonist, da der verstarkende Effekt hier bei
niedrigeren Konzentrationen (5 yM) auftrat als bei Baclofen (1 mM).

Als spezifische Antagonisten des GABAg-Rezeptors wurden CGP 52432 und CGP 54626
verwendet (ENNA 2001, WILSON & LAURENT 2005). Nach drei SDN-Kontrollstimulierungen
wurde 5 uM GABA appliziert. Nach dem Ausspiilen von GABA wurde so lange wiederholt
stimuliert, bis die Amplituden der Zellantworten in etwa den Ausgangswert erreicht hatten.
AnschlielRend wurde der Antagonist (5 uM) appliziert. Nach drei weiteren Stimulierungen
mit dem Antagonisten im Bad wurde zusatzlich GABA appliziert und wiederum dreimal
stimuliert. CGP 52432 und CGP 54626 allein hatten keinen signifikanten Effekt auf die
Amplitude der Vy-Anderungen der Acinuszellen. Die verstarkende GABA-Wirkung auf die
Zellantworten wurde in Gegenwart von CGP 52432 oder CGP 54626 unterdruckt
(Abb. 3.7 C, E, F).

Um herauszufinden, ob sich auch die Agonisten-induzierte Verstarkung der Zellantworten
durch einen Antagonisten blockieren liel3, wurde SKF 97541 zusammen mit CGP 52432
appliziert (Abb. 3.7 D, F). Wie erwartet wurde der verstarkende SKF 97541-Effekt durch
den Antagonisten unterdriickt.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass ein GABAg-Rezeptor die verstarkende Wirkung
von GABA auf die durch SDN-Stimulierung induzierten Anderungen des Vy der

Acinuszellen vermittelt.
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3.2.1.4. Die ionotropen GABAA- und GABAc-Rezeptoren

Um auch die Beteiligung anderer GABA-Rezeptor-Subtypen zu testen, wurden Agonisten
und Antagonisten appliziert, die spezifisch zwischen GABA, und GABAc-Rezeptoren
unterscheiden sollten. Um die Beteiligung eines GABAA-Rezeptors zu untersuchen, wurde
als spezifischer Agonist Muscimol verwendet (SATTELLE et al. 1991). Nach drei
Kontrollstimulierungen wurde 100 uM Muscimol appliziert und weiterhin elektrisch
stimuliert. Muscimol hatte keinen signifikanten Effekt auf die Amplituden der durch SDN-
Stimulierung induzierten Acinuszellantworten (Abb. 3.8 A, F). Als GABAx-Rezeptor-spezi-
fische Blocker wurden 5 uM Bicucullin und 100 uM Picrotoxin verwendet (WALDROP et al.
1987, SATTELLE et al. 1991, OLSEN 2006). Picrotoxin hatte keinen signifikanten Effekt auf
die durch SDN-Stimulierung hervorgerufenen Acinuszellantworten. Auch die GABA-
induzierte Verstarkung der V,-Anderungen blieb in Gegenwart von Picrotoxin erhalten
(Abb. 3.8 C, F). Bicucullin-Applikation fihrte dagegen zu einer signifikanten Verstarkung
der Amplituden. Diese Verstarkung trat sowohl in An- als auch in Abwesenheit von GABA
auf (Abb. 3.8 B, F).

THIP ist ein partieller GABAA-Rezeptor-Agonist und ein spezifischer GABAc-Rezeptor-
Antagonist (WASzCzAK et al. 1980, WOODWARD et al. 1993, CHEBIB & JOHNSTON 1999).
THIP (100 uM) hatte keinen Effekt auf die durch SDN-Stimulierung induzierten
Acinuszellantworten. Der verstarkende GABA-Effekt blieb in Anwesenheit von THIP
erhalten (Abb. 3.8 D, F). TPMPA (100 uM), ein weiterer GABAc-Rezeptor-Antagonist
(CHEBIB & JOHNSTON 1999), zeigte ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die
Acinuszellantworten. Auch bei Applikation dieses Antagonisten blieb der GABA-Effekt
erhalten (Abb. 3.8. E, F).
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Abb. 3.7 Wirkungen GABAg-Rezeptor (GABAgR)-spezifischer Agonisten und Antagonisten. Applikations-
zeitpunkt und -dauer sind durch horizontale Balken, Zeitpunkte der elektrischen Stimulierung des
Speicheldrisennervs durch Sternchen angezeigt. (A,B) 1 mM Baclofen und 5 yM SKF 97541 imitieren die
GABA-induzierte Verstarkung der Vy-Anderungen. (C,D) Der GABAgR-Antagonist CGP 52432 unterdriickt die
GABA- bzw. SKF 97541-induzierte Verstéarkung der Vp-Anderungen. (E) Der GABAgR-Antagonist CGP 54626
unterdriickt ebenfalls die GABA-induzierte Verstirkung der Vy-Anderungen. (F) Quantitative Zusammen-
fassung der in A-E gezeigten Experimente. Zur vereinfachten Darstellung wurden die gemessenen
Amplituden auf die vor jeder pharmakologischen Behandlung ermittelten Kontrollamplituden normiert. Die
statistische Auswertung der gepoolten, normierten Daten erfolgte mittels einer ANOVA mit nachfolgendem
Tukey Test. Die Anzahl der Experimente zu jeder Substanz ist auf der X-Achse in Klammern indiziert (n.s. p >
0,05; * p < 0,05; ** p < 0,001).
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Abb. 3.8 Wirkungen GABAA- bzw. GABAc-Rezeptor (GABAacR)-spezifischer Agonisten und Antagonisten.
Applikationszeitpunkt und -dauer sind durch horizontale Balken, Zeitpunkte der elektrischen Stimulierung
durch Sternchen angezeigt. (A) Der GABAaR-Agonist Muscimol hat keinen Effekt auf die elektrisch
induzierten Zellantworten. (B) Bicucullin, ein spezifischer GABAaR-Antagonist, verstarkt die elektrisch
induzierten Potentialanderungen sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von GABA. (C) Picrotoxin, ein
spezifischer GABAaR-Antagonist, hat keinen Effekt auf die Amplituden der durch SDN-Stimulierung
induzierten Zellantworten in Ab- oder in Anwesenheit von GABA. (D) THIP, ein partieller GABAAR-Agonist und
ein spezifischer GABAcR-Antagonist zeigte keinen Effekt auf die Amplituden der durch SDN-Stimulierung
induzierten Zellantworten in Ab- oder in Anwesenheit von GABA. (E) TPMPA, ein spezifischer GABAcR-
Antagonist hatte ebenfalls keinen Effekt auf die Amplituden in Ab- oder Anwesenheit von GABA.
(F) Quantitative Zusammenfassung der in A-E gezeigten Experimente. Zur vereinfachten Darstellung wurden
die gemessenen Amplituden auf die vor jeder pharmakologischen Behandlung ermittelten Kontrollamplituden
normiert. Die statistische Auswertung der gepoolten, normierten Daten erfolgte mittels einer ANOVA mit
nachfolgendem Tukey Test. Die Anzahl der Experimente zu jeder Substanz ist auf der X-Achse in Klammern
indiziert (n.s. p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,001).
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3.2.1.5. Tyramin und Octopamin

Weder Tyramin noch Octopamin hatten einen direkten Einfluss auf das basolaterale
Ruhe-Membranpotential der Acinuszellen. Ein modulierender Einfluss der beiden Amine
auf die durch Dopamin- bzw. 5-HT-Badapplikation induzierten Potentialanderungen der
Acinuszellen konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. Aufgrund der in Anwesenheit von
Tyramin auftretenden Minipotentialanderungen in den Acinuszellen war eine
prasynaptische Wirkung dieses Amins denkbar. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde
Tyramin wahrend der elektrischen Stimulierung des SDN appliziert. Nach drei
Kontrollstimulierungen wurde 1 uM Tyramin im Bad appliziert. Es zeigte sich, dass die V-
Anderungen der Acinuszellen, die durch elektrische Stimulierung des SDN verursacht
werden, durch 1 uM Tyramin in der Badlésung durchschnittlich um den Faktor 1,7
verstarkt wurden (Abb. 3.9 A, C).

Da Tyramin die Vorstufe des Octopamins ist, wurde das gleiche Experiment mit
Octopamin wiederholt. Nach drei elektrischen Kontrollstimulierungen des SDN wurde
10 nM bis 1 uM Octopamin in der Badlésung appliziert. Die Abbildung 3.9 B, D zeigt, dass
bereits 10 nM Octopamin die V,-Anderungen der Acinuszellen etwa um den Faktor 1,6
verstarkten. 100 nM Octopamin verstarkten die Vy,-Anderungen etwa um den Faktor 2,4
und 1 pM Octopamin um den Faktor 2,5 (Abb. 3.9 C).
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3.3. Der Einfluss von GABA auf die Sekretionsrate der Acinuszellen

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigten, dass GABA einen verstarkenden Einfluss
auf die Potentialanderungen der Acinuszellen hatte, wenn diese durch elektrische
Stimulierung des SDN induziert wurden. Da anzunehmen ist, dass die
Potentialdnderungen der Acinuszellen auch die sekretorische Aktivitat der Speicheldrisen
begleiten, wurde getestet (1.) ob auch die Sekretion durch die elektrische Stimulierung
des SDN messbar induziert werden kann und (2.) ob die so induzierten Sekretionsraten
durch GABA beeinflusst werden.

Die isolierten Nerv-Drusenpraparate zeigten in Ruhe keine sekretorische Aktivitat. Wurde
der SDN mit einer Frequenz von 10 Hz bei 8 V stimuliert (0,2 ms / Stimulus), sezernierten
die Drisen einen viskdsen Speichel mit einer Rate von 202 £ 32 nl/min (n = 7). Um auch
eine mogliche Erhéhung der Speichelsekretionsrate beobachten zu kdénnen, wurde die
Stimulationsfrequenz nach 5 min auf 2 Hz erniedrigt. Bei dieser Frequenz sezernierten die
Drisen mit einer Rate von nur 6,8 £ 1,1 nl/min (n=7) (Abb. 3.10 A, B). Wurde unter
diesen Bedingungen GABA appliziert, stieg die Flissigkeitssekretionsrate etwa um den
Faktor 2,5 auf 16,7 £ 1,7 nl/min an (Abb. 3.10 A, B). Nach dem Ausspulen von GABA ging
die Sekretionsrate wieder auf einen niedrigen Wert zuriick. Zum Ende eines jeden
Experiments wurde eine erneute Kontrollstimulierung mit einer Frequenz von 10 Hz
durchgefihrt, um die Funktionalitat der Drlse zu testen.

Der Speichel von P. americana enthalt auch Proteine, die von den C-Zellen der Acini
sezerniert werden (KESSEL & BEAMS 1963, JUST & WALz 1996). Da auch die C-Zellen
durch Axone aus dem SDN innerviert werden (BAUMANN et al. 2002, 2004 ), war zu prufen,
ob GABA auch die Rate der Proteinsekretion beeinflusst, wenn der SDN elektrisch
stimuliert wird. Zur Bestimmung der Proteinsekretionsraten in Ab- und in Anwesenheit von
GABA wurde ein modifizierter Bradford-Assay genutzt (BRADFORD 1976, RIETDORF et al.
2005). Zuerst wurde das GeneQuant™ 1300 Spectrophotometer anhand von 8
Proteinlésungen bekannter Konzentrationen zwischen 0 und 100 pg/ml geeicht. Die
gesammelten Speicheltropfen der ersten 5 Minuten wahrend der elektrischen
Kontrollstimulierung (weiRes Rechteck in 2.10 A) bzw. die Tropfen der ersten 5 Minuten
wahrend der GABA-Applikation (dunkelgraues Rechteck in 2.10 A) wurden in je einem
Eppendorf-Gefaly zusammengefihrt und der Proteingehalt bestimmt. AnschlieRend wurde
die Proteinsekretionsrate (ug/min) berechnet. Die Proteinsekretionsrate war in
Anwesenheit von GABA gegenlber der Kontrollstimulierung um den Faktor 4 von
2,9+0,7 auf 12 + 3,8 pg/min (n = 7) erhdht (Abb. 3.10 C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass GABA nicht nur die elektrischen Antworten der
Acinuszellen verstarkt, sondern auch die Flussigkeits- und die Proteinsekretionsrate
erhoht.
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suche aus A. Die Proteinsekretionsrate wahrend 5 min der Kontrollstimulierung (weiltes Rechteck in A)
wurde mit der Proteinsekretionsrate aus 5 min wahrend der Applikation von GABA (dunkelgraues Rechteck
in A) verglichen. Es zeigte sich eine Erhdhung der Proteinseketionsrate von 2,9 + 0,7 auf 12 + 3,8 ug/min

(n =7, gepaarter t-Test * p = 0,03).
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3.4. Die tyraminerge und octopaminerge Innervation der Druse

Tyramin und Octopamin verstarkten die Potentialanderungen der Acinuszellen, die durch
elektrische Stimulierung des SDN verursacht wurden. Daher wurde eine prasynaptische
Wirkung der beiden Amine auf das Drisen-assoziierte Nervengewebe angenommen. Um
Informationen Uber eine tyraminerge und/oder octopaminerge Innervation zu erhalten,
wurde die Verteilung der beiden Amine im Speicheldriisenkomplex immuncytochemisch

untersucht.

3.4.1. Spezifitit der Antikorper

Zunachst wurde die Spezifitat der eingesetzten Antikorper mittels Praabsorption
untersucht. Dazu wurde der Tyramin-Antikorper fir jeweils eine Stunde mit 1 mM Tyramin
(Abb. 3.11 C) oder mit 1 mM Octopamin (Abb. 3.11 B) auf dem Schiittler prainkubiert. Der
Octopamin-Antikérper wurde ebenso behandelt (Abb.3.11E,F). Die Kontroll-
markierungen (Abb. 3.11 A, D) wurden mit Antikérper durchgefihrt, der eine Stunde in
Blockierlosung geschuttelt wurde, um sicherzugehen, dass die Funktionalitdt der
Antikérper durch das Schutteln nicht beeintrachtigt wurde. Die Octopamin-Immunfluores-
zenz wurde nur durch Praabsorption des Antikérpers mit Octopamin unterdriickt
(Abb. 3.11 E). Praabsorption des Octopamin-Antikdrpers mit Tyramin beeinflusste die
Markierung nicht. Dagegen zeigte sich, dass der Tyramin-Antikdrper nicht spezifisch flr
Tyramin war, sondern auch an Octopamin binden konnte, da nach Prainkubation mit
Octopamin keine Immunfluoreszenz mehr auftrat. (Abb. 3.11 B). Dieses Problem wurde
jedoch als unkritisch angesehen, da ohnehin Tyramin-Immunfluoreszenz in Octopamin-
positiven Nerven zu erwarten war, weil Tyramin das Substrat der TRH und somit eine
Octopamin-Vorstufe ist.

Im weiteren Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass trotz der Unspezifitdit des Tyramin-
Antikorpers verlassliche Markierungen in den Speicheldriisen der Schabe durchgefiihrt
werden konnten. Eine Kreuzreaktivitat der beiden Antikérper zu Dopamin konnte aufgrund
des bekannten dopaminergen Innervationsmusters ausgeschlossen werden (siehe
Diskussion). Die Spezifitdt des monoklonalen Octopamin-Antikérpers wurde auflerdem

durch DACKS et al. (2005) anhand einer Dot-Blot-Analyse bestatigt.
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Kontrolle 1 mM Octopamin 1 mM Tyramin

-

Abb. 3.11 Spezifitdt der Tyramin- und Octopamin-Markierung an Totalpraparaten. Die Abbildungen zeigen
Projektionen von Z-Stapeln, die vom acinésen Gewebe aufgenommen wurden. (A,D) Kontrollmarkierungen
mit nicht prainkubiertem Antikdrper gegen Tyramin (A, griin) bzw. Octopamin (D, magenta). (B,E) Die
Antikorper wurden jeweils mit 1 mM Octopamin prainkubiert. In beiden Praparaten ist keine Markierung
vorhanden. (C,F) Die Antikérper wurden jeweils mit 1 mM Tyramin prainkubiert. Die Tyramin-
Immunfluoreszenz ist vollstdndig unterdriickt. Die Octopamin-Markierung bleibt dagegen erhalten.
Balken = 20 pm.

+ Actin

anti-Octopamin + Actin

3.4.2. Tyraminerge und octopaminerge Nervenfasern auf den Acini

Die Verteilung tyraminerger und octopaminerger Fasern auf bzw. in den Lobuli wurde an
Totalpraparaten isolierter Drisen untersucht, die mit anti-Tyramin und Alexa Fluor 633
Phalloidin (Abb. 3.12 A-F) oder mit anti-Octopamin und Alexa Fluor 633 Phalloidin
(Abb. 3.12 G-L) fluoreszenzmarkiert wurden. Phalloidin markierte insbesondere die F-
Actin-reichen apikalen Einfaltungen der P-Zellen und der Gangzellen. Die P-Zellen sind in
den folgenden Abbildungen schleifenformig in Paaren angeordnet. Je zwei P-Zellen
indizieren die Basis eines Acinus. In allen Praparaten zeigte sich eine deutliche
Immunreaktivitdt sowohl fir Tyramin als auch fur Octopamin. Auffallend war die hohe
Dichte Tyramin-immunreaktiver Fasern im Vergleich zur Anzahl Octopamin-positiver
Fasern. Die Acini der Drise waren von zahlreichen Tyramin-positiven Nervenfasern
Uberzogen. Wie Abbildung 3.12 zeigt, waren diese Fasern ausschliellich an der
Oberflache der Lobuli zu finden. In keinem der Praparate wurde ein Drisenlappchen
gefunden, bei dem Tyramin- oder Octopamin-immunreaktive Fasern zwischen den

Acinuszellen hindurch in die Tiefe eines Driisenlappchens zogen (Abb. 3.12).
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0.00 - 3.08 ym 3.52-6.6 um 7.04-10.12 ym

10.56 - 13.63 pm ¢ 14.07-17.15 pm

0.00 - 3.02 pm 3.52 - 6.54 pm 7.04 - 10.06 pm

10.56 - 13.58 pm 14.08 - 17.10 ym

Abb. 3.12. Verteilung Tyramin- und Octopamin-positiver Nervenfasern Uber den Acini von Totalpraparaten.
(A-F) Drusenlobuli, auf deren Oberflache Tyramin-immunreaktive Fasern entlang ziehen. Doppelmarkierung
mit anti-Tyramin (griin) und Alexa Fluor 488 Phalloidin (blau). (G-L) Drusenlobuli, auf deren Oberflache
Octopamin-immunreaktive Fasern entlang ziehen. Doppelmarkierung mit anti-Octopamin (magenta) und Alexa
Fluor 488 Phalloidin (blau). A-E und G-K zeigen von der Oberflache des Driusenlappchens angefangen jeweils
unterschiedliche Bereiche des Bildstapels als Projektion. F und L zeigen jeweils die Summation der Bildstapel
aus A-E und G-K mit einer Gesamtdicke von etwa 17 um. Balken in F, L = 20 pm.



3. Ergebnisse 43

3.4.3. Verteilung der Tyramin- und Octopamin-immunreaktiven Nervenfasern uber
dem Speicheldriisenkomplex — Co-Lokalisation von Tyramin und Octopamin

Tyramin ist die Synthese-Vorstufe von Octopamin. Daher war zu erwarten, dass
Octopamin-positive Nervenfasern auch Tyramin-Immunreaktivitdt zeigen. Wie oben
gezeigt, war der Tyramin-Antikdrper auch in der Lage, an Octopamin zu binden, so dass
in doppelmarkierten Fasern sowohl Tyramin als auch Octopamin durch anti-Tyramin
markiert sein konnten. Interessant war deshalb die Verteilung von Fasern, die zwar
Tyramin-Immunreaktivitat zeigten, jedoch Octopamin-negativ waren.

Gesamtpraparate wurden mit anti-Tyramin, anti-Octopamin und Alexa Fluor 633
Phalloidin dreifachmarkiert und die co-Lokalisation der beiden Amine untersucht. Dabei
zeigte sich, dass sowohl die erwartete co-Lokalisation beider Amine als auch Tyramin-
Immunreaktivitat ohne Octopamin co-Lokalisation zu finden war. Es gab also Fasern, die
Tyramin-positiv waren, und Fasern, die sowohl Tyramin- als auch Octopamin-positiv
waren. Dabei war sehr oft zu beobachten, dass die Intensitat der Tyramin-Markierung in
den Tyramin-positiven Fasern scheinbar hoher war als in Octopamin-positiven Fasern
(Abb. 3.14). Diese Ergebnisse waren in vier unabhangigen Fluoreszenzmarkierungen an
jeweils zwei bis vier dreifachmarkierten Praparaten reproduzierbar. Zur vereinfachenden
Beschreibung werden in dieser Arbeit zwei Fasertypen unterschieden: Solche, die
ausschlief3lich Tyramin-Immunreaktivitat zeigten, werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit
als Typ1-Fasern bezeichnet. Fasern, die sowohl Tyramin- als auch Octopamin-
immunreaktiv waren, werden als Typ2-Fasern bezeichnet.

Im Speicheldriisennerv, der dem Reservoirgang anliegt, wurden in fast allen Praparaten
dinne Fasern markiert (Abb. 3.13). Es waren maximal drei Typ2-Fasern pro SDN
eindeutig identifizierbar. In einem Praparat war neben Typ2-Fasern auch eine Typ1-Faser
im SDN enthalten.

Der SDN verzweigt sich zunehmend wahrend er am Reservoirgang und zwischen bzw.
Uber den Acini verlauft. Nervengewebe, das zwischen verschiedenen Acini oder zwischen
Acini und dem Reservoir verlief, enthielt besonders viele Typ2-Fasern (Abb. 3.14). Auf
den Acini hingegen wurden weniger Typ2- und deutlich mehr Typ1-Fasern markiert
(Abb. 3.15, Vgl. Abb. 3.12 F, L).

Auf den Hauptausfuhrgdngen waren in allen Praparaten Netzwerke von Typ2-Fasern
markiert (Abb. 3.16 A-D, I-L). Diese Netzwerke lagen nahe der Stelle, an der die Gange
sich zu einem Hauptausfiihrgang vereinigen, also auf den Bereichen, die entlang der
Reservoirgange verlaufen. Die Gange niedrigerer Ordnung waren im Allgemeinen frei von
immunreaktiven Fasern beider Typen. Nur in zwei Praparaten konnte ein kleinerer Gang
mit einer Faser auf der Oberflache gefunden werden (Abb. 3.16 E-H). Die Netzwerk-

bildenden Fasern auf den Speichelausfiihrgédngen, sowie die Fasern auf den Gangen
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niedrigerer Ordnung verliefen nur oberflachlich Gber dem Gangepithel ohne in dieses
einzudringen (Abb. 3.16 D, H, L).

Auf den Reservoirgdngen wurden Nervenstrange gefunden, in denen sowohl Typ1- als
auch Typ2-Fasern markiert wurden (Abb. 3.17 A-C).

Auf den Reservoirs wurden ebenfalls sowohl Typ1- als auch Typ2-Fasern gefarbt, die sich
zum Teil weitrdumig Uber dem Reservoir verzweigten (Abb. 3.17 D-F). Das Vorkommen
der immunreaktiven Fasern war auf die Basisregion der Reservoirs beschrankt. Auf dem
distalen Bereich der Reservoirs wurden keine Fasern markiert.

Der Reservoirmuskel war an seinem Ansatz ebenfalls durch beide Fasertypen innerviert
(Abb. 3.17 G-I).

Abb. 3.13 Verteilung Tyramin- und Octopamin-immunreaktiver Fasern im SDN. (A-H) Gesamtpraparate
wurden mit anti-Tyramin, anti-Octopamin und Alexa Fluor 633 Phalloidin dreifach markiert. Die Abbildungen
zeigen Projektionen aus Z-Stapeln. (E-H) Im SDN fanden sich in vielen untersuchten Praparaten sowohl
Typ1- (offene Pfeile) als auch Typ2-Fasern (geflllte Pfeile). Rg = Reservoirgang. Balken in D, H = 10 ym.
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Octopamin Uberlagerung + Actin

Abb. 3.14 (A-L) Nervenfasern, die verschiedene Lobuli miteinander verbinden. Dreifachmarkierung von
Totalpraparaten mit anti-Tyramin (griin), anti-Octopamin (magenta) und Phalloidin (blau). Die Abbildungen
zeigen Projektionen aus Z-Stapeln. Offene Pfeile deuten auf Typ1-, gefiillte Pfeile auf Typ2-Fasern. Alle
Nervenstrange enthalten beide Fasertypen. Balken = 20 pm.
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+ Actin Octopamin + Actin Uberlagerung

Abb. 3.15 Verteilung der beiden Fasertypen tber den Acini. Dreifachmarkierung von Totalpraparaten mit anti-
Tyramin (griin), anti-Octopamin (magenta) und Phalloidin (blau). Die Abbildungen zeigen Projektionen aus Z-
Stapeln. Sterne markieren P-Zellen. Offene Pfeile deuten auf Typ1-Fasern, gefiillte Pfeile auf Typ2-Fasern.
(A-C) Nervenfasern, die Uber verschiedene Lobuli ziehen und beide Fasertypen enthalten.
(D-F) Nervenfasern, die mehrere Lobuli verbinden und Uber die Acini (Sternchen = P-Zellen) ziehen. Auch hier
sind beide Fasertypen zu erkennen. (G-l) Nervenfasern in starkerer Vergrofierung. Die Tyramin-
Immunreaktivitat ist in Typ1-Fasern starker ausgepragt als in Typ2-Fasern. Balken = 20 ym.

Abb. 3.16 Innervation der Speicheldriisengange. Dreifachmarkierung von Totalpraparaten mit anti-Tyramin
(griin), anti-Octopamin (magenta) und Phalloidin (blau). Die Abbildungen zeigen Projektionen aus Z-Stapeln.
Auf den Gangen wurden ausschlieBlich Typ2-Fasern gefunden. (A-D) Nervenstrang mit Typ2-Fasern Uber
dem Hauptausfiihrgang. (D) Optischer Querschnitt durch den Bildstapel in C. Die Nervenfasern dringen nicht
in das Gangepithel ein. (E-G) Typ2-Faser ber einem Gang niedrigerer Ordnung in der Nahe der Acini. An
diesen Gangen konnte nur in zwei Praparaten eine Tyramin- bzw. Octopamin-positive Innervation
nachgewiesen werden, von denen hier ein Beispiel gezeigt ist. (H) Optischer Querschnitt durch den Bildstapel
in G. Die Faser verlauft oberflachlich auf dem Gangepithel. (I-L) Auf dem Hauptausfiihrgang befanden sich in
den meisten Praparaten relativ dichte Netzwerke von Typ2-Fasern, die ebenfalls nur auf der Oberflache des
Epithels verliefen (L). lu = Ganglumen. e = Gangepithel. Balken in C, K =20 ym, G = 10 ym.
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+ Actin Octopamin + Actin Uberlagerung

Abb. 3.17 Reservoir und Reservoirmuskel. Dreifachmarkierung von Totalpraparaten mit anti-Tyramin (griin),
anti-Octopamin (magenta) und Phalloidin (blau). Die Abbildungen zeigen Projektionen aus Z-Stapeln. Offene
Pfeile deuten auf Typ1-Fasern, gefiilite Pfeile auf Typ2-Fasern. (A-C) Reservoirgang (R) mit Faserstrang in
dem beide Fasertypen verlaufen. (D-F) Typ1- und Typ2-Fasern, die oberflachlich auf dem Reservoir (R)
verlaufen. (G-l) Ansatz des Reservoirmuskels (M) am Reservoir. Der Muskel wird durch beide Fasertypen
innerviert. Balken = 20 ym.
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3.5. Verteilung des Tyramin-Rezeptors PeaTYR1 im Speicheldrusen-
komplex

Ein bereits charakterisierter Tyramin-Rezeptor der Schabe (PeaTYR1) konnte mittels RT-
PCR auch in den Speicheldriisen nachgewiesen werden (C. KRACH, Dissertation 2006,
ROTTE et al. 2009b). Im Zuge jener Arbeit wurde auch ein spezifischer Antikdrper gegen
den Rezeptor generiert. Aufgrund methodischer Probleme konnte die eindeutige
Verteilung des Rezeptors in der Speicheldriise jedoch nicht aufgeklart werden. Daher
habe ich die Untersuchung der Rezeptorverteilung erneut aufgegriffen. Gesamtpraparate
wurden mit Paraformaldehyd fixiert und mit anti-PeaTYR1 und Alexa Fluor 488 Phalloidin
doppelmarkiert. Dabei zeigte sich eine hochlokale Ansammlung der PeaTYR1-
Immunfluoreszenz in einem paarigen Nerv unbekannten Ursprungs, der das acindse
Gewebe der Driise beidseitig etwa in Hohe der Reservoirbasis erreicht (Abb. 3.19 A,
schematische Darstellung). Dieser Nerv wurde oft von einer Tracheole begleitet. Der
varikése Nerv verzweigt sich anschlieRend Uber den peripheren Lobuli, wo er

oberflachlich tber die Acini zieht.

3.5.1. Lokalisation von Transmitterfreisetzungsstellen an dem PeaTYR1-immun-
reaktiven Nerven

Die PeaTYR1-Immunfluoreszenz war an lokalen Aufweitungen der markierten Axone
besonders intensiv. Es sollte untersucht werden, ob es sich dabei um
Transmitterfreisetzungsstellen (Varikositaten) handelt, und ob sich die Rezeptor-
immunreaktiven Regionen in der Nahe anderer Freisetzungsstellen befinden. Dazu
wurden Paraformaldehyd-fixierte Totalpraparate mit anti-PeaTYR1-CPL3, anti-Synapsin
(SYNORF1) und Alexa Fluor 633 Phalloidin dreifachmarkiert. Synapsin vermittelt die
Verankerung von Transmitter-gefullten Vesikeln im Aktin-Netzwerk (KLAGGES et al. 1996).
Der monoklonale Antikérper SYNORF1 gegen Drosophila Synapsin kreuzreagiert mit dem
Synapsin der Schabe, wie bereits durch BAUMANN et al. (2004) gezeigt wurde.

Die Rezeptormarkierung co-lokalisiert nur teilweise mit der Synapsin-Markierung. Sowohl
Rezeptor- als auch Synapsin-Markierung waren perlschnurartig Gber die Fasern verteilt,
co-lokalisierten aber kaum. Jedoch befinden sich zumindest in der Nahe der

Rezeptormarkierung meist Synapsin-Foci.
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Abb. 3.18 Verteilung des Tyramin-Rezeptors PeaTYR1 in Totalpraparaten. Doppelmarkierung mit anti-
PeaTYR1-CPL3 (griin) und Alexa Fluor 488 Phalloidin (blau). (A-C) Ubersichtsaufnahmen. Der Nerv (gefiillte
Pfeile) zieht lateral zur Driise und verzweigt sich iber den peripheren Acini. (D) Nerv in der Nahe der P-Zellen
peripherer Lobuli. Die Aufweitungen der Fasern reprasentieren wahrscheinlich Transmitterfreisetzungsstellen
(offener Pfeil). Balken in A-C = 100 ym, D = 10 pm.
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Abb. 3.19 Assoziation des PeaTYR1 mit Synapsin-Foci. Dreifachmarkierung an Gesamtpraparaten mit anti-
PeaTYR1 (griin), SYNORF1 (Magenta) und Alexa Fluor 633 Phalloidin (blau). B und C zeigen Projektionen
aus Z-Stapeln. (A) Schematische Darstellung der Driise mit Eintrittsregion des PeaTYR1-immunreaktiven
Nervs. (B) Ubersichtsaufnahme peripherer Acini und Génge. In der duReren Region der Driise verzweigt sich
der PeaTYR1-immunreaktive Nerv Gber den Acini. (C) GréRere Darstellung eines PeaTYR1-immunreaktiven
Nervs. Der Rezeptor co-lokalisiert hier nur teilweise mit Synapsin (weil3e Pfeile). Der Nerv erreichte die Drise
in den meisten Praparaten zusammen mit einer Tracheole (Pfeilkopf). Balken in B = 50 pm, in C = 20 ym.
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3.6. Eigenschaften der Dopamin-induzierten Anderungen des
basolateralen Membranpotentials

3.6.1. Die ionalen Konzentrationsgradienten an der basolateralen Membran

Dopamin verursachte multiphasische Anderungen des Vy. Um die Dopamin-induzierten
Potentialanderungen der basolateralen Membran zu untersuchen und zu verstehen, war
es wichtig, die ionalen Konzentrationsgradienten zu kennen. GUPTA & HALL (1983)
untersuchten die ionale Zusammensetzung des Cytoplasmas in Acinuszellen von
unstimulierten und stimulierten P. americana Speicheldrisen mit Hilfe der Elektronen-
strahl-Rontgenmikroanalyse. Anhand der in dieser Arbeit verdffentlichten Konzentrations-
werte konnten anhand der Nernst-Gleichung E;,, = 58 / z x log ([ion], / [ion];) ndherungs-
weise die Gleichgewichtspotentiale fir Na*, K" und CI" vor und wahrend einer Dopamin-
Stimulierung berechnet werden. Die berechneten Potentiale (Eionnune fUr unstimulierte
Drisen, Ejonsiim flr stimulierte Drisen) sind in Tabelle 3.1 und in Abb. 3.20 A dargestellt.
Abbildung 3.20 A zeigt aullerdem die mittleren Potentialanderungen wahrend einer
Dopamin-Stimulierung aus 28 Messungen.

Das Ruhe-Vy der Acinuszellen betrug -49+1mV (n=28, MW + SF) und lag somit
zwischen den Gleichgewichtspotentialen fiir K" und CI". Stimulierung der Driisen mit 1 uM
Dopamin verandert die ionale Zusammensetzung des Cytoplasmas. Dabei steigt [Na']
von 10 auf 25 mM, [K']; von 110 auf 177 mM und [CI]; von 39 auf 58 mM (GUPTA & HALL
1983).

Bei Stimulierung der Drisen mit 1 yM Dopamin hyperpolarisierte das Vy, auf -61 £ 1 mV
(n =28, MW £ SF). Dieser Wert entsprach etwa dem Ex (Abb. 3.20 A). Anschlielend
depolarisierte das Vy, auf -24 £ 1 mV (n = 28, MW % SF), wobei es sich dem E¢ annaherte
(Abb. 3.20 A).

Tab. 3.1 lonale Zusammensetzung des Cytoplasmas der Acinuszellen vor und wahrend
der Stimulierung mit 1 yM Dopamin und die daraus berechneten Gleichgewichtspotentiale
fur Na*, K" und CI". *aus GUPTA & HALL (1983).

. Konzentration* Konzentration*
Konzentration ) . Eion, rune ) . Eion, stim
ul3 M intrazellular V intrazellular v
extrazellular (mM) unstimuliert (mM) (mV) stimuliert (mM) (mV)
Na* 160 10 +70 25 +47
K* 10 110 -60 177 -72

Cr 178 39 -38 58 -28
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Abb. 3.20 (A) Durchschnittliche Dopamin-induzierte Vp-Anderungen (mV) in den Acinuszellen (n = 28). Die
Gleichgewichtspotentiale Eio, fir Na*, K* und CI" wurden fiir stimulierte und unstimulierte Driisen dargestellt.
Die Berechnung erfolgte mittels der durch GuPTA & HALL (1983) publizierten Werte. (B) Beispielregistrierung.
Die Drise wurde mit 1 yM Dopamin stimuliert (horizontaler Balken). Die in A dargestellten Antwortphasen sind
wie folgt gekennzeichnet: 1 = Ruhemembranpotential, 2 = Hyperpolarisation, 3 = Depolarisation.

3.6.2. Der basolaterale Ca**-gesteuerte K*-Kanal

Da sich das Vy, nach Dopamin-Stimulierung wahrend der Hyperpolarisation dem Eg
nahert, sollte untersucht werden, ob sich wahrend der Hyperpolarisationsphase die
K*-Leitfahigkeit andert. Dazu wurde wahrend der Dopamin-Stimulierung fiir zwei Minuten
die elektrochemische Triebkraft fiir K* durch Einspulen eines K'-freien Ringers erhoht.
Nach einer Kontrollstimulierung mit 1 yM Dopamin in Tris-Ringer wurde flir zwei Minuten
K*-freier Ringer eingesplilt. Dabei trat eine langsame Hyperpolarisation der Membran um
etwa 8 + 1 mV (n = 3) auf. Nachdem das Membranpotential in Tris-Ringer zum Ruhewert
repolarisiert war, wurde fiir weitere zwei Minuten K*-freier Ringer eingespiilt, wobei die
Drisen wahrend der 1. Minute mit 1 yM Dopamin stimuliert wurden (Abb. 3.21 A). Dies
fuhrte zu einer Hyperpolarisation auf -72+5mV (n=5). Diese war gegenlber der
Hyperpolarisation wahrend der Kontrollstimulierung in Tris-Ringer (-58 £ 3 mV) um
13 £ 5 mV starker (Abb. 3.21 B). Diese Ergebnisse sind ein starker Hinweis auf eine

erhohte K*-Leitfahigkeit wahrend der Dopamin-Stimulierung.

Abb. 3.21 Abhangigkeit der AVp wihrend der Hyperpolarisation von der extrazellularen K*-Konzentration. (A)
Kontrollstimulierung mit Dopamin resultiert in multiphasischen Vy-Anderungen. Applikation von K'-freiem
Ringer flihrt zu einer Hyperpolarisation des Vy, um 8+1mV (n=3). Kurzzeitige Erhéhung der
elektrochemischen Triebkraft fir K* wahrend der Dopamin-Stimulierung resultiert in einer starkeren
Hyperpolarisation. (B) Quantitative Zusammenfassung der Messungen aus A. Signifikante Verstarkung der
Dopamin-induzierten Hyperpolarisation (1 uM DA Kontrolle und 1 pM DA in K'-freiem Ringer n = 5, MW # SF,
gepaarter t-Test, p = 0,04; K'-freier Ringer n = 3).
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In N. cinerea Acinuszellen, die ebenfalls mit einer Hyperpolarisation auf eine Dopamin-
Stimulierung antworten, wurde durch GINSBORG et al. (1980a,b) gezeigt, dass diese
Hyperpolarisation durch die Aktivierung eines Ca?'-gesteuerten K*-Kanals verursacht
wird. Zur Untersuchung der Ca?*-Abhéngigkeit der Hyperpolarisation in P. americana
Speicheldriisen wurden die Driisen in Ca*-freiem Ringer stimuliert. Nach einer
Kontrollstimulierung mit 1 yM Dopamin wurde Ca?'-freier Ringer eingesplilt und erneut
stimuliert. Erst nach wiederholter Stimulierung in Ca?*-freiem Ringer verkleinerten sich die
Vu-Anderungen, wobei zunéchst die Hyperpolarisation ausblieb und die Depolarisation
stark verkleinert war. Diese Experimente zeigen, das kein Ca?-Einstrom aus dem
Extrazellularraum notwendig ist, um eine vollstandige Dopamin-induzierte Zellantwort zu
induzieren. Interessanterweise depolarisierte das Membranpotential der Acinuszellen in
Ca*'-freiem Ringer um 8,5 + 1 mV von -52 + 2 mV auf -44 + 2 mV (MW # SF, n = 8). Nach
Einspullen von Tris-Ringer repolarisierte das Vy, wieder zum Ruhewert (Abb. 3.22 A).

Da die Dopamin-induzierte Hyperpolarisation des Vy, erst einmal unempfindlich gegenuber
der extrazelluldren Ca?*-Konzentration war, wurde eine intrazellulare Ca2+-Freisetzung
angenommen, die zur Offnung der K*-Kanale fiihrt. Zur Untersuchung dieser Hypothese
wurden die Drisen geteilt und je eine Stunde in Tris-Ringer, in DMSO-haltigem Tris-
Ringer oder in 20 uM BAPTA/AM inkubiert. Der Acetoxymethylester des Ca**-Chelators
BAPTA kann aufgrund seiner Hydrophobizitdt die Membran passieren. Zelleigene
Esterasen spalten dann den Methylrest ab und der Ca?*-Chelator liegt als freie Form im
Cytoplasma vor.

Dopamin-Stimulierung der Drisen, die in Tris- und DMSO-haltigem Tris-Ringer inkubiert
wurden, verursachte multiphasische Anderungen des V,, wie sie bereits unter 3.1.
beschrieben wurden (Abb. 3.22 C). Wurden die BAPTA-inkubierten Drisen mit 1 uM
Dopamin stimuliert, blieb die Hyperpolarisation vollstandig aus (Abb. 3.22 D). Die
Amplitude der Depolarisationsphase der Zellantworten war unter diesen Bedingungen von
18+ 1 mVauf25+2mV (n=8, MW + SF, p = 0,01) signifikant verstarkt.
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Abb. 3.22 Abhéngigkeit der Dopamin-induzierten Vy-Anderungen von der Verfiigbarkeit extrazellulérer bzw.
intrazellularer Ca”*-lonen. (A) Dopamin-Stimulierung in Ca2+-haltigem und Ca?'-freiem Ringer. Nach einer
Kontrollstimulierung wurde Ca®*-freier Ringer eingesplilt (dicker Balken). Dabei depolarisierte das Vp um
8,5+ 1 mV (n=8). Nachdem Tris-Ringer eingespult wurde, repolarisierte das Vp wieder zum Ruhewert.
Wiederholte Dopamin-Stimulierung in Abwesenheit von extrazellularem Ca?" fiihrt zur schrittweisen Abnahme
der Antwortamplituden. Bereits bei der zweiten Stimulierung fehlte die Hyperpolarisationsphase. (B-D)
Abhéangigkeit der Hyperpolarisationsphase von intrazellularer Ca2+—Freisetzung. (C) Kontrollstimulierung einer
Drise, die 1 Stunde in Ringer inkubiert wurde. (D) Stimulierung einer Driise, die 1 Stunde in 20 uM
BAPTA/AM inkubiert wurde. Die Hyperpolarisation ist vollstdndig unterdriickt. (B) Die Amplitude der
Depolarisationsphase ist in BAPTA-beladenen Driisen signifikant vergroRert.

3.6.3. Messungen intrazellulirer Ca**-Anderungen

Die oben beschriebenen Experimente lassen vermuten, dass die Dopamin-induzierte
Hyperpolarisation in den Acinuszellen durch eine Ca®**-gesteuerte K*-Leitfahigkeit hervor-
gerufen wird. Des Weiteren wurde gezeigt, dass das Auftreten der Hyperpolarisation eine
Ca*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern erfordert. Demzufolge sollte in den
Ca?-

Konzentration erfolgen. Diese Hypothese wurde mittels mikrofluorometrischer Messungen

Acinuszellen nach Dopamin-Stimulierung ein intrazelluldrer Anstieg der
mit dem Ca?'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura Red untersucht. Nach einer Stunde
Inkubationszeit mit 40 uM Fura Red zeigte sich in den Gangzellen grundsatzlich eine
intensivere Beladung als in den Acinuszellen. DartUber hinaus beluden im acinésen
Gewebe ausschliellich die P-Zellen mit Fura Red, wobei die Beladung weniger intensiv
war als im Gangepithel. In den C-Zellen konnte kein Signal detektiert werden. Aus diesem

Grund wurde die Beladungszeit auf bis zu 4 Stunden verlangert. Die Beladung der
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Acinuszellen verbesserte sich dennoch nicht wesentlich. Um eine starkere
Farbstoffaufnahme zu erreichen, wurden die Drisen auflerdem 15 min bis 60 min in
hypoosmotischem Ringer (1 Teil Aqua dest.,, 2 Teile Ringer) mit 40 uM Fura Red
inkubiert. Auch dabei konnte keine bessere Beladung der Acinuszellen erreicht werden.
Trotzdem wurde versucht, einen Dopamin-induzierten [Ca?‘]-Anstieg zu messen.
Stimulierung der Driisen mit 1 pM Dopamin resultierte in einem deutlichen Ca®*-Anstieg in
den Gangepithelzellen, wie er zuvor durch HILLE & WALz (2008) beschrieben wurde. In
den Acinuszellen konnte auch nach wiederholter Dopamin-Stimulierung keine Ca?*-
Anderung registriert werden. Um zu Uberprifen, ob dies an einer zu geringen Beladung
der Zellen mit Fura Red oder an unzureichender Aktivitat zelleigener Esterasen lag,
wurden 10 uM  lonomycin-haltige  Ringerldsungen mit drei definierten Ca?*-
Konzentrationen hergestellt. lonomycin ist ein Ca*-lonophor, der von dem Bakterium
Streptomyces conglobatus synthetisiert wird. Der lonophor erhoht die Permeabilitat der
Membran fiir Ca®* und bewirkt somit einen Ausgleich der intra- und extrazelluldren Ca®*-
Konzentration. Die Ca*-Konzentration der Ringerlésungen betrug 0 nM, 65nM und
10 mM. Die einzuwiegende CaCl,-Menge der 65 nM Ca?-Lésung wurde nach
DEITMER & SCHILD (2000) wie folgt berechnet:

[Ca*Trei = KoeaTay/ ([EGTAliota / [Ca* iotal)-1 (KpEeTta) = 65 nM beipH 7,4 )

Die ratio der beiden Fluoreszenzsignale wahrend der Applikation von 0 nM Ca*" wurde als
Rmin bezeichnet, von 65 nM Ca?* als Ry und von 10 mM Ca?" als Ry.y. Bei Applikation der
verschiedenen Ca?*'-Konzentrationen traten auch in den Acini deutliche antiparallele
Anderungen der Fluoreszenzintensititen bei 420 nm und 488 nm und somit der [Ca**]; auf
(Abb. 3.24 C, D). Die Starke dieser ratio-Anderungen war mit den unter diesen
Bedingungen aus dem Gangepithel registrierten  Anderungen  vergleichbar
(Abb. 3.24 A, B). Die Beladung der Zellen war somit ausreichend zur Registrierung von
intrazelluldren Ca**-Anstiegen. Zum Ende eines jeden Experiments wurde die Fura Red
Fluoreszenz mit MnCl, gequencht. Die zuletzt aufgenommenen Werte einer Registrierung
wurden dann als Hintergrundreferenz von allen vorher aufgenommenen Werten

abgezogen.

Abb. 3.23 Fluoreszenzbilder einer mit 40 uM Fura Red beladenen, unstimulierten Druse bei Anregung mit (A)
420 nm und (B) 488 nm. (C) ratio der Fluoreszenzintensitaten bei 420 und 488 nm. (D) Durchlichtaufnahme
des Ausschnittes aus A-C. Die Fluoreszenzbilder sind in Falschfarben dargestellt. Kalte Farben stehen fir
niedrige, warme Farben fiir hohe Ca?*-Konzentrationen. Die Ellipsoide in B zeigen die Regionen, aus denen
die Fluoreszenzwerte in Abb. 3.24 aufgenommen wurden.
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Abb. 3.24 Dopamin-induzierte intrazellulare Ca2+—Anderungen. Balken zeigen die Dauer der Stimulierung.
(A,C) Fluoreszenzintensitdten bei den Anregungswellenlangen 420 nm (durchgehende Linie) und 488 nm
(gestrichelte Linie). (B,D) ratio-Werte (R = Fax/Fags) aus (B) dem Gangepithel und (D) einem Acinus.
(A-D) Applikation von lonomycin-haltigem Ringer mit 0 Ca** (Rmin), 65 nM ca* (Rdef) und 10 mM ca® (Rmax)
zeigt, dass die Beladung der Acini ausreichend ist, um ein Ca2+-SignaI zu registrieren. In den Gangen erfolgte
Dopamin-induziert ein intrazellularer Ca”-Anstieg, wahrend in den Acini keine Anderung der intrazelluldren
[Ca®'] messbar war.

3.6.4. Die Abhingigkeit der Depolarisation von extrazellulirem Na* und der
Aktivitat des Na*-K*-2CI'-Symporters

Dopamin-Stimulierung induziert multiphasische Anderungen des V,, der Acinuszellen. In
den vorherigen Abschnitten wurde gezeigt, dass die Dopamin-induzierte Erhéhung einer
Ca?*-abhéngigen K'-Leitfahigkeit fir die Hyperpolarisationsphase der Acinuszellen
verantwortlich ist. Es stellte sich die Frage, welche Transportvorgange fir die prominente
Depolarisationsphase verantwortlich sind. Eine Depolarisation kann entweder durch
Auswartsstrome verursacht werden, die von negativen Ladungen (CI") getragen werden
oder durch Einwartsstrdme, die von positiven Ladungen (Na*, Ca®") getragen werden. Da
der sezernierte Speichel vor allem NaCl enthalt, wurde untersucht, in welcher Weise die
Dopamin-induzierten V,-Anderungen von extrazellularem Na* und von der Aktivitat des
postulierten Na*-K*-2CI'-Symporters (NKCC) abhangen.

3.6.4.1. Stimulierung der Acinuszellen in Na*-freiem Ringer

Das Einspuilen Na*-freien Ringers hatte sehr variable Effekte auf das Vy, der Acinuszellen.
Von 14 getesteten Driisen reagierten 7 mit einer transienten Hyperpolarisation, der eine
Depolarisation folgte, 5 mit einer transienten Depolarisation und 2 zeigten keine V-
Anderungen der Acinuszellen (nicht dargestellt). Einheitliche Ergebnisse zeigten sich,
wenn die Driisen in Na'-freiem Ringer mit Dopamin oder 5-HT stimuliert wurden. Dazu
wurde jeweils eine Kontrollstimulierung durchgefiihrt und anschlieend Na*-freier Ringer
eingespult. Nachdem das V. einen stabilen Wert erreicht hatte, wurde erneut mit
Dopamin oder 5-HT stimuliert. In Na*-freiem Ringer blieb sowohl die Dopamin- als auch
die 5-HT-induzierte Depolarisation aus (Abb. 3.25 A, B). Die Hyperpolarisation hielt langer
an als bei Stimulierung in normalem Ringer. Die Depolarisation tritt also nur auf, wenn

extrazellular Na* zu Verfigung steht.
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3.6.4.2. Blockierung des Na*-K*-2CI'-Symporters mit Bumetanid

Der NKCC nutzt den nach innen gerichteten Na*-Gradienten zum Transport von K und
CI'. Daher ist der lonentransport durch den NKCC von der Verfiigbarkeit extrazellularen
Na* abhangig. RIETDORF et al. (2003) zeigten, dass die Speichelsekretion kritisch von der
Aktivitat des NKCC abhangt. Daher wurde getestet, ob die Aktivitat dieses elektroneutral
transportierenden Symporters indirekt an der Entstehung der Depolarisation beteiligt ist.
Als spezifischer Blocker des NKCC wurde Bumetanid verwendet. Nach einer
Kontrollstimulierung mit 1 uM Dopamin wurde 10 yM Bumetanid eingesplilt und erneut mit
1 UM Dopamin stimuliert. In Gegenwart von Bumetanid blieb die Depolarisationsphase
aus (Abb. 3.25 C). Wie bei Stimulierung in Na*-freiem Ringer war die Hyperpolarisations-

phase deutlich verlangert.
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Die Drusen wurden in Na*-freiem Ringer oder in Gegenwart von Bumetanid mit Dopamin
stimuliert. Das Wiedereinspilen von Na®-haltigem Ringer oder das Ausspiilen von
Bumetanid nach einer Dopamin-Stimulierung verursachte eine starke transiente
Hyperpolarisation um 33 + 3 mV auf -76 £+ 4 mV (n = 13, nicht dargestellt). Daher stellte
sich die Frage, ob diese Hyperpolarisation eine Sekretion widerspiegelte, die vielleicht
auftrat, nachdem wieder Na® in die Zellen transportiert werden konnte. An dieser Stelle

wurden Sekretionsmessungen in Na'-freiem Ringer und in Gegenwart von 10 uM
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Bumetanid durchgefihrt. Die Driisen wurden in jedem Experiment zur Kontrolle mit 1 yM
Dopamin stimuliert. AnschlieRend wurde Na'-freier Ringer (Abb. 3.26 A) oder 10 uM
Bumetanid (Abb. 3.26 B) eingespult. Unter diesen Bedingungen war die Flissigkeits-
sekretion weitgehend (Bumetanid) oder ganzlich (Na*-freier Ringer) blockiert (siehe auch
RIETDORF et al. 2003). Auch nach dem Aussplilen von Bumetanid oder dem Einspllen

von Na*-haltigem Ringer fand keine Sekretion statt.
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Abb. 3.26 Abhangigkeit der Fliissigkeitssekretion von der Verfiigbarkeit extrazellularen Na™ und der Aktivitét
des NKCC. (A) In Na'-freiem Ringer ist die Speichelsekretion vollstandig unterdriickt. Auch nach dem
Einspiilen von Na'-haltigem Ringer tritt keine Sekretion auf (n =7, MW + SF). (B) Blockierung des NKCC
durch 10 yM Bumetanid unterdriickt weitgehend die Flissigkeitssekretion. Nach dem Ausspilen von
Bumetanid tritt ebenfalls keine vermehrte Sekretion auf (n = 5, MW £ SF).

Der Transport des NKCC erfolgt elektroneutral. Daher kann dieser Transporter nicht allein
verantwortlich fir die in den Acinuszellen gemessene Dopamin-induzierte Depolarisation
sein. Da die Depolarisation vollstandig durch Bumetanid blockiert war, ist eine Beteiligung
basolateraler Na*-Kanale, die zu einer Depolarisation beitragen konnten,
unwahrscheinlich. Der basolaterale K*-Ausstrom hyperpolarisiert die Membran und kann
daher ebenfalls nicht zur Depolarisation beitragen. Eine weitere Méglichkeit, die Membran
zu depolarisieren ware ein Efflux negativer Ladungen.

Die elektrochemische Triebkraft fir CI" ist sowohl in Ruhe als auch wahrend der
Stimulierung nach auflen gerichtet und daher ein Cl-Ausstrom Uber Kanale durchaus
denkbar. Zur Untersuchung dieser Annahme wurde NPPB, ein Cl-Kanal-Blocker,
verwendet.

Leider konnten mit NPPB keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden. In geringen
Konzentrationen (10 uM) hatte NPPB keinen Effekt auf die Dopamin-induzierten V-
Anderungen. In héheren Konzentrationen von 100 bis 200 uM schien der Blocker den
Zellen zu schaden. Meist stellte sich in Gegenwart von NPPB das Ruhepotential nach der
Dopamin-Stimulierung und nach Ausspuilen des Blockers nicht mehr ein. In allen
durchgeflhrten Ableitungen war die initiale Hyperpolarisation verkleinert bzw. zeitlich

verkiirzt. Literaturrecherchen ergaben, dass NPPB auch Ca®'-gesteuerte K'-Kanile
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blockieren kann (FIORETTI et al. 2004). Da auch in der Speicheldrise der Schabe die
Aktivierung eines Ca®'-gesteuerten K'-Kanals postuliert wird, wurde die Wirkung von

NPPB an dieser Stelle nicht weiter untersucht.

Die vorherigen Experimente zeigten deutlich, dass die Depolarisation von der

Verfligbarkeit extrazellularen Na* und von der Aktivitat des NKCC abhangig ist.
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4. Diskussion

Speicheldrisen von Insekten sezernieren eine wassrige Elektrolytldsung, die auch
Verdauungsenzyme und andere Substanzen enthalten kann. In den Speicheldriisen von
Periplaneta americana, Nauphoeta cinerea und Locusta migratoria induzieren die
Neurotransmitter Dopamin und 5-HT die Sekretion (SMITH & HOUSE 1977, BAINES & TYRER
1989, JusT & WALz 1996, KEATING & ORCHARD 2004). Die Speicheldrisen von P.
americana sezernieren einen NaCl-haltigen, hypotonen Speichel. Hierbei lasst sich der
Sekretionsvorgang in zwei Phasen unterteilen: 1. Die sekretorisch aktiven Acini
sezernieren einen NaCl-haltigen Primarspeichel, der isoton zur Hamolymphe ist (GUPTA &
HALL 1983, RIETDORF et al. 2003). 2. Anschlieliend wird der Primarspeichel durch das
Ausflihrgangsystem abgeleitet, wo er durch NaCl-Reabsorption zu einem hypotonen
Endspeichel modifiziert wird (LANG & WALz 1999). Die Wirkungen von Dopamin und 5-HT
auf die sekretorische Aktivitdt der Drisen und einige Transportprozesse in den
Ausflhrgangzellen sind recht gut charakterisiert (JUST & WALz 1996, RIETDORF et al.
2003, 2005, WALz et al. 2006, HILLE & WALz 2008). In dieser Arbeit wurden die Wirkungen
von Dopamin und 5-HT auf das Membranpotential der sekretorisch aktiven Acinuszellen
von P. americana erstmals mittels intrazellularer Ableitungen untersucht. Diese
Messungen sollten einerseits erste Informationen Uber Transportvorgdnge an der
basolateralen Membran liefern, andererseits waren diese Messungen Voraussetzung fur
das Verstandnis der bisher véllig unbekannten Wirkungen von Tyramin, Octopamin und
GABA. Zur Untersuchung dieser Neurotransmitter/Neuromodulatoren war es zudem
notwendig, ein Nerv-Speicheldrisen-Praparat zu entwickeln, das die elektrische
Stimulierung des Speicheldrisennervs (SDN) bei gleichzeitiger Ableitung des

Membranpotentials der Acinuszellen ermdglichte.
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4.1. Dopamin- und 5-HT- induzierte Anderungen des Vi,

Die Acini der Speicheldrisen bestehen aus zwei Zelltypen, den Elektrolyt-sezernierenden
P- und den Protein-sezernierenden C-Zellen (JUST & WALZ 1994a). Die Ableitelektroden
wurden zwar unter mikroskopischer Kontrolle in das acinése Gewebe der Speicheldriise
eingefuhrt, es war jedoch nicht mdglich, diese beiden Zelltypen gezielt anzustechen.
Deshalb konnte der penetrierte Zelltyp nicht identifiziert werden. Auf eine farberische
Markierung der abgeleiteten Zelle wurde verzichtet, da die Acinuszellen sowohl elektrisch
(GINSBORG et al. 1973, HOUSE 1975) als auch Farbstoff-gekoppelt sind (MAXWELL 1981,
LANG & WALZ 1999). Im Verlauf der Arbeit zeigte sich jedoch schnell, dass die elektrischen
Signale, die aus den Acini abgeleitet werden konnten unter gegebenen experimentellen
Bedingungen immer dieselben kinetischen Eigenschaften hatten. Dieser Umstand kann
als ein weiteres Indiz fur die elektrische Kopplung der Acinuszellen gewertet werden.
Ganz offensichtlich sind die elektrischen Signale identisch, unabhangig davon, ob sie aus

P- oder C-Zellen abgeleitet werden.

Die Neurotransmitter Dopamin und 5-HT induzierten in den Acinuszellen von P.
americana multiphasische Potentialanderungen. Die elektrischen Antworten zeigten eine
initiale Hyperpolarisation (bis zu 20 mV), der stets eine starke, lang anhaltende und
transiente Depolarisation (bis zu 30 mV) folgte. Die Amplituden der Vy-Anderungen waren
Dosis-abhangig. Dopamin- und 5-HT-Konzentrationen ab 100 nM verursachten aullerdem
haufig eine Nachhyperpolarisation.

Die multiphasischen Potentialanderungen nach Stimulierung mit Dopamin und 5-HT
waren ein unerwartetes Ergebnis, denn im Gegensatz zu den komplexen zeitlichen
Anderungen des Vy, in P. americana Speicheldriisen wurden in den Acinuszellen von N.
cinerea und L. migratoria nach Stimulierung mit Dopamin nur monophasische V-
Anderungen (transiente Hyperpolarisationen) gemessen (BOWSER-RILEY & HOUSE 1975,
KEATING & ORCHARD 2001). Nur in wenigen Ableitungen folgte der Hyperpolarisation eine
geringfligige Depolarisation. In P. americana dagegen wurde die robuste Depolarisation in
jeder Ableitung gemessen und trat auch bei sehr niedrigen Dopamin- oder 5-HT-
Konzentrationen auf, d.h. unter Bedingungen, bei denen die Hyperpolarisation bereits
stark verkurzt war. Diese dramatischen Unterschiede im Zeitverlauf der Dopamin-
induzierten Anderungen des Vy, lassen vermuten, dass sich auch zu den Anderungen des
Membranpotentials beitragende lonentransport-Mechanismen, die an der Speichelbildung
mitwirken, in den Speicheldriisen von P. americana, N. cinerea und L. migratoria

unterscheiden.
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Ein deutlicher Unterschied bestand in der Kinetik der Dopamin- und 5-HT-induzierten
Anderungen des Membranpotentials. Wahrend die 5-HT-induzierte Hyperpolarisation
auch bei hohen 5-HT-Konzentrationen stets noch in Anwesenheit des Amins in die
transiente Depolarisation Uberging, blieb die initiale, durch hohe Dopamin-
Konzentrationen (ab ca. 250 nM) induzierte Hyperpolarisation auch nach dem Ausspllen
des Amins erhalten und ging erst nach 2-3 min in die transiente Depolarisation Uber. Erst
bei geringeren Dopamin-Konzentrationen (bis etwa 100 nM) war die Hyperpolarisation wie
bei einer 5-HT-Stimulierung verkurzt. Dieser Unterschied in den Dopamin- und 5-HT-
induzierten Zellantworten konnte in der unterschiedlichen Empfindlichkeit der Acinuszellen
fur diese beiden Neurotransmitter liegen, die sich sowohl in der Speichelsekretionsrate
(JuST & WALz 1996) als auch in der hier erstellten Dosis-Wirkungskurve zeigte, da die
Dosis-Wirkungskurve fiir 5-HT Uber hoheren Konzentrationen lag. Der ECso fir die
Dopamin- bzw. 5-HT-induzierten Potentialanderungen lag bei 30 nM Dopamin und 47 nM
5-HT. Diese Werte sind durchaus mit anderen bereits veroffentlichten ECso-Werten
vergleichbar. So liegt der ECs, flir die Dopamin-induzierte Speichelsekretion in
Speicheldrisen von P. americana bzw. N. cinerea bei ca. 110 nM DA bzw. 88 nM DA
(HOUSE & SMITH 1978, JUST & WALz 1996). Die Dopamin-induzierte Hyperpolarisation der
acindsen Zellen der Speicheldriise von N. cinerea hat einen ECsy von 42 nM (BOWSER-
RILEY & HOUSE 1976). Der ECs fir die 5-HT-induzierte Speichelsekretion liegt allerdings
bei 600 nM 5-HT (JusT & WALz 1996, TROPPMANN et al. 2007). Es ist nicht klar, warum
der ECs fur die 5-HT-induzierte Sekretion um mehr als 10-fach héher liegt als der ECsg
fur die 5-HT-induzierte Potentialanderung der Acinuszellen. Der Unterschied kénnte darin
liegen, dass die Vorgange, die in den Acinuszellen an den Anderungen des
Membranpotentials  beteiligt sind, mit der Sekretion des Primarspeichels
zusammenhangen, Sekretionsmessungen jedoch den Endspeichel registrieren, dessen

Menge durch Transportvorgange in den Ausfiihrgangen mit beeinflusst wird.

4.2. Elektrische Stimulierung des Speicheldriisennervs vs.
Badapplikation von Dopamin und 5-HT

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines Nerv-Speicheldriisen-
Praparates, das die elektrische Reizung des Speicheldrisennervs (SDN) bei
gleichzeitiger Ableitung des Membranpotentials der Acinuszellen ermdglicht. An diesem
Nerv-Speicheldrisen-Praparat sollte die Wirkung potentieller Neuromodulatoren auf die
Neurotransmission untersucht werden.

Badapplikation von hohen Dopamin- oder 5-HT-Konzentrationen verursachten

multiphasische, niedrige Konzentrationen biphasische Anderungen des Membran-



4. Diskussion 66

potentials. Elektrische Stimulierung des SDN verursachte in den Acinuszellen ebenfalls
biphasische Anderungen des Membranpotentials, deren durchschnittliche Amplitude
13 mV betrug und somit im dynamischen Bereich der Dosis-Wirkungskurven fir Dopamin
und 5-HT lag. Die Kinetik der durch Dopamin- oder 5-HT-Badapplikation bzw. durch SDN-
Stimulierung induzierten Antworten war weitgehend identisch. Die durch SDN-
Stimulierung induzierten Antworten hatten jedoch einen schnelleren zeitlichen Verlauf.
Dies ist durch das langsame Ein- und Ausspulen von Dopamin und 5-HT erklarbar. Die
wahrend der Nervenstimulierung an der Drise freigesetzten Transmitter werden
wahrscheinlich durch Wiederaufnahme in die Nervenfasern und durch den
kontinuierlichen Ringerfluss schnell wieder aus dem Bad entfernt.

Die Sekretionsmessungen zeigten, dass die Speichelsekretion sowohl durch
Badapplikation von Dopamin und 5-HT, als auch durch SDN-Stimulierung angeregt
werden konnte. Bei SDN-Stimulierung hing die Menge des sezernierten Speichels bei
gegebener Amplitude und Dauer der elektrischen Einzelreize von der
Stimulierungsfrequenz ab (202 £ 32 nl/min bei 8 Hz; 6,8 + 1 nl/min bei 2 Hz). Protein-
bestimmungen zeigten weiterhin, dass der durch SDN-Stimulierung induzierte Speichel
Proteine enthielt. Da 5-HT, nicht aber Dopamin, die Bildung eines Protein-haltigen
Speichels induziert, kann davon ausgegangen werden, dass wahrend der SDN-

Stimulierung nicht nur Dopamin sondern auch 5-HT freigesetzt wurde.

Die Stimulierung des SDN und die simultane Messung des Membranpotentials bzw. der
Speichelsekretionsrate eigneten sich daher hervorragend zur Untersuchung und

Charakterisierung prasynaptischer Wirkungen putativer Neuromodulatoren.

4.3. Die Wirkung von GABA auf die glandulare Neurotransmission

Die Speicheldrisen von P. americana sind aus mindestens zwei Quellen des
Nervensystems innerviert: Der SDN hat seinen Ursprung im SOG, und der Speichelnerv
zieht aus dem stomatogastrischen Nervensystem zur Drise (WILLEY 1961, DAvVIS 1985,
HOUSE & GINSBORG 1985, GIFFORD et al. 1991, ELIA et al. 1994, ALl 1997). Der SDN
enthalt u.a. die Axone der beiden Speichelneurone SN1 (dopaminerg) und SN2 (ELIA et
al. 1994, BAUMANN et al. 2002). Im Verlauf dieser Arbeit zeigten wir, dass SN2 GABAerg
ist (ROTTE et al. 2009a). Wie in der Einleitung beschrieben, steigt die Aktivitat dieser
beiden Neurone, sobald der Schabe eine Zuckerlésung angeboten wird (WATANABE &
MizuNAMI 2006). Die Funktion der GABAergen Innervation war jedoch vollig unbekannt.
Deshalb wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Aufgabe die GABAerge Innervation bei

der Speichelbildung Ubernimmt.
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Zunachst wurde durch Badapplikation die direkte Wirkung von GABA auf die Acinuszellen
untersucht. GABA beeinflusste weder das Ruhemembranpotential, noch die Dopamin-
oder 5-HT-induzierten Potentialdnderungen der Acinuszellen. Diese Ergebnisse lie3en
vermuten, dass GABA madglicherweise prasynaptisch wirkt. Diese Annahme konnte mit
dem in dieser Arbeit entwickelten Nerv-Speicheldrisen-Praparat getestet werden.
Tatsachlich zeigte sich, dass sowohl die durch elektrische SDN-Stimulierung induzierten
Anderungen des Membranpotentials der Acinuszellen, als auch die Fliissigkeits- und
Proteinsekretionsraten signifikant verstarkt waren, wenn der Badlésung GABA
hinzugefiigt wurde. Bei elektrischer Stimulierung des SDN reichten bereits 5 yM GABA
aus, um die Potentialanderungen der Acinuszellen zu verdoppeln.

Dieses Ergebnis unterscheidet sich von den Befunden, die in einer alteren Arbeit
(BOWSER-RILEY & HOUSE 1976) an N. cinerea Speicheldrisen erhoben wurden. Hier
wurden 100 uM GABA (eine unphysiologisch hohe Konzentration) bendétigt, um die durch
SDN-Stimulierung hervorgerufenen Potentialanderungen der Acinuszellen geringfiigig zu
vermindern.

Auch das SN2 von Schistocerca gregaria und Locusta migratoria zeigte GABA-
Immunreaktivitat, allerdings wurde die Wirkung von GABA in der Speicheldrise dieser
Spezies bislang nicht untersucht (WATKINS & BURROWS 1989, STAUFER et al. 1994,
SCHACHTNER & BRAUNIG 1995). Eine GABAerge Innervierung der Speicheldrisen von N.
cinerea wurde bisher ebenfalls nicht untersucht. In L. migratoria wurde weiterhin gezeigt,
dass das SN2 neben GABA offenbar auch 5-HT enthalt (AL et al. 1993).

Die in dieser Arbeit aufgeklarte prasynaptische GABA-Wirkung ist also durchaus ein
grofder Schritt zum Verstandnis der komplexen neuronalen Steuerung der sekretorischen

Aktivitat der Speicheldriisen von P. americana.

4.3.1. Die erregende Wirkung von GABA wird durch einen GABAgR vermittelt

GABA ist in Vertebraten und Invertebraten einer der wichtigsten inhibitorischen
Neurotransmitter. In dieser Arbeit konnte jedoch sowohl eine exzitatorische (s.0.) als auch
eine inhibitorische (s.u.) Wirkung von GABA gezeigt werden, die offensichtlich durch
unterschiedliche GABA-Rezeptor-Subtypen vermittelt wird. Anhand des
pharmakologischen Profils der untersuchten GABA-Rezeptoren konnte eindeutig gezeigt
werden, dass bei elektrischer Stimulierung des SDN die verstarkende Wirkung von GABA
auf die Potentialanderungen der Acinuszellen durch einen metabotropen GABAgR
vermittelt wird. Die verstarkende Wirkung von GABA auf die Neurotransmission konnte
durch zwei GABAgR-Agonisten (SKF 97541 und Baclofen) imitiert werden. Spezifische
Blocker unterdriickten die erregende Wirkung von GABA und SKF 97541.



4. Diskussion 68

GABAgR sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die vor allem an Gia, und Goa
oder an GBy-Untereinheiten koppeln (HILL et al. 1984, BETTLER et al. 2004). Sie kdnnen
als Autorezeptoren auf dem GABAergen Neuron selbst lokalisiert sein, oder die
Ausschittung anderer Neurotransmitter als Heterorezeptoren regulieren.

Es ist auszuschlielen, dass der in der Speicheldriise der Schabe verstarkend wirkende
GABAgR als Autorezeptor wirkt. GABA-Badapplikation wahrend der SDN-Stimulierung
hatte auf diese Weise keine Verstarkung der Potentialanderungen der Acinuszellen
bewirken koénnen, da eine verminderte GABA-Freisetzung aus den GABAergen
Nervenfasern aufgrund der hohen GABA-Konzentration in der Badldsung im Experiment
kaum registrierbar ware. Der GABAgRR muss also die Freisetzung anderer Transmitter
modulieren und somit als Heterorezeptor wirken.

Eine Madglichkeit ware die verminderte Freisetzung eines weiteren inhibitorischen
Transmitters, z.B. Histamin. Histamin-Rezeptoren kénnen GPCRs oder CI-Kanéale sein.
Beide konnen inhibitorisch auf die Freisetzung anderer Transmitter wirken (BLENAU &
BAUMANN 2001). Bisher gibt es in den Speicheldrisen von P. americana jedoch keine
Anhaltspunkte fir einen inhibitorischen Transmitter neben GABA.

Die andere und viel interessantere Mdglichkeit ist, dass in der Speicheldrise der
meist inhibitorisch wirkende GABAgR die Freisetzung eines exzitatorischen Transmitters
verstarkt. In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung eines GABAsR
durchaus auch exzitatorische Wirkung haben kann. So zeigten ZHANG et al. (1998), dass
die Aktivierung von GABAgR in Ganglionzellen der Retina des Tigersalamanders zu einer
Verstarkung starker und zu einer Inhibierung schwacher exzitatorischer Eingange fuhrt.
Die Voraussetzung dafiir ist die co-Expression spannungsgesteuerter Ca**-Kanale, Ca*'-
gesteuerter K*-Kanale und Ca?-unabhangiger K*-Kanile in derselben Membran. Die
spannungsgesteuerten Ca?*-Kanale koénnen in diesen Zellen durch die GBy-Untereinheit
des aktivierten G-Proteins gehemmt werden, sodass ein K'-Ausstrom (iber Ca?*-
gesteuerte K*-Kanale unterbleibt.

GABAgR konnen auch exzitatorisch wirken, indem sie, indirekt Uber die Aktivierung einer
Phospholipase C, Ca*-Kanale &ffnen. Der Ca®*-Influx triggert dann die Transmitter-
ausschuttung (HIRONO et al. 2001).

Weiterhin wurde gezeigt, dass die GRy-Untereinheit durch G-Protein crosstalk
verschiedene Isoformen der Adenylylcyclase co-aktivieren kann, was zu einem Anstieg
des cAMP-Spiegels fiihrt, der wiederum den Ca?-Influx in die Prasynapse erleichtert.
Voraussetzung fur diese Wirkung ist jedoch die Aktivierung eines Gsa oder eines Goa-
Proteins durch einen weiteren GPCR (BOWERY et al. 2002, HASHIMOTO & KURIYAMA 1997,
OLIANAS & ONALI 1999).
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Der genaue Mechanismus der prasynaptischen GABAgR-vermittelten Verstarkung der
Neurotransmission in den Speicheldrisen kann jedoch ohne eine Charakterisierung der

elektrischen Eigenschaften der beteiligten Neurone nicht geklart werden.

Im Gegensatz zu Dopamin induziert 5-HT die Sekretion eines Protein-haltigen Speichels.
Die Verstarkung der durch SDN-Stimulierung induzierten Proteinsekretionsrate durch
GABA zeigt, dass der verstarkende Effekt von GABA und somit der GABAgR zumindest
auf die serotonerge Neurotransmission wirkt. Ware allein die Dopamin-Freisetzung
verstarkt, wirde aufgrund der vermehrten Flissigkeitssekretion durch die P-Zellen eine
starkere Verdlinnung des sezernierten Proteins aus den C-Zellen erwartet werden. Es

zeigte sich aber, dass sowohl Flissigkeits- als auch Proteinsekretion verstarkt waren.

Die pharmakologischen Experimente dieser Arbeit zeigten also, dass GABA seine
verstarkende Wirkung auf die Neurotransmission Uber einen GABAgR entfaltet. Im
zeitlichen Verlauf dieser Arbeit konnte dann auch mit Hilfe molekularbiologischer
Methoden ein GABAgR in den Speicheldrisen von P. americana nachgewiesen werden
(W. BLENAU, personliche Mitteilung).

4.3.2. Ein prasynaptischer, ionotroper GABA-Rezeptor vermittelt inhibitorische
Wirkung von GABA

Méglicherweise hat GABA im Speicheldriisenkomplex auch eine inhibitorische Wirkung.
Diese wurde durch Applikation des GABAxR-spezifischen Blockers Bicucullin sichtbar.
Bicucullin verstarkte bei SDN-Stimulierung die Amplitude der Potentialdnderungen in den
Acinuszellen um den Faktor 1,8.

GABAAR bilden anionenpermeable Poren, die flir CI" durchladssig sind (BUCKINGHAM &
SATTELLE 2005). Je nach elektrochemischer Triebkraft kann die Offnung des Kanals durch
einen CI-Influx hyperpolarisierend (BUCKINGHAM et al. 2005), oder durch einen CI-Efflux
depolarisierend (STEIN & NicoLL 2003, Tvzio et al. 2006) wirken und so die
Transmitterfreisetzung modulieren. lonotrope GABA-Rezeptoren koénnen pra- oder
postsynaptisch vorkommen. Die hier durchgefihrten Experimente zeigten, dass der
GABAxR-spezifische Antagonist Bicucullin zu einer Verstarkung der elektrischen
Antworten der Acinuszellen fihrt. Dies deutet auf die Expression eines GABAAR im
Nervengewebe der Drise hin. Da die serotonerge Neurotransmission durch GABA
verstarkt wird, ist davon auszugehen, dass der GABAAR nicht in diesen Fasern lokalisiert
ist. Da neben 5-HT nur Dopamin Potentialanderungen der Acinuszellen induziert, ist es

gut moglich und wahrscheinlich, dass der Rezeptor die dopaminerge Neurotransmission
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beeinflusst. Die Lokalisation und Funktion dieses GABA-Rezeptors im Drisenkomplex

bleibt jedoch noch zu klaren.

4.3.3. Die physiologische Rolle der GABAergen Innervierung

Diese Arbeit zeigt erstmals, dass GABA in den Speicheldriisen von P. americana die
Proteinsekretion beeinflusst. Die pharmakologischen Experimente am Nerv-
Speicheldriisen-Praparat zeigten, dass die serotonerge Neurotransmission durch GABA
verstarkt wird. GABA hatte offenbar jedoch auch eine inhibitorische Wirkung.

WATANABE & MizUNAMI (2006, 2007) zeigten, dass sowohl die Aktivitat der beiden
Speichelneurone SN1 und SN2 als auch die Sekretionsrate ansteigt, wenn der Schabe
Sucrose oder NaCl-Lésung angeboten wird. SCHACHTNER & BRAUNIG (1993, 1995)
leiteten vom SDN in lebenden L. migratoria ab. Sie zeigten, dass die Aktivitat beider
Speichelneurone kurz vor der Nahrungsaufnahme beginnt. Die Aktivitdt des
dopaminergen SN1 schien mit der Aktivitdt des Mandibularmuskels (M9) assoziiert zu
sein. Das heil’t, Bewegungen der Mundwerkzeuge gehen mit SN1-Aktivitat einher. Dies
wurde auch durch WATANABE & MizUNAMI (2006) in der Schabe beschrieben. Weiterhin
wurde gezeigt, dass SN1 in L. migratoria zwischen den Phasen der Nahrungsaufnahme
aktiv ist. Das SN1 von P. americana zeigte ebenfalls spontane Aktivitat. Die dopaminerge
Stimulierung der Druse durch die Aktivitdt des SN1 fuhrt zur Bildung eines wassrigen
Speichels, der keine Proteine enthalt. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der
durch SN1-Aktivitat gebildete Speichel sowohl in L. migratoria als auch in P. americana
zur Nahrungsaufnahme und in den Phasen dazwischen zur Reinigung der
Mundwerkzeuge dient.

Nach Angaben von SCHACHTNER & BRAUNIG (1995) (STAUFER et al. 1994) enthalt das SN2
von L. migratoria 5-HT und GABA. Seine Aktivitat war auf die Dauer der
Nahrungsaufnahme beschrankt. In P. americana wurde zwar auch eine Ruheaktivitat des
SN2 gemessen (WATANABE & MizUNAMI 2006), deren Frequenz (0-10 Hz) jedoch weitaus
geringer war als die des SN1 (10-30 Hz). Das SN2 der Schabe enthalt GABA. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass GABA die serotonerge Neurotransmission
verstarkt. Serotonerge Stimulierung der Drusen fuhrt zur Bildung eines viskésen, Protein-
haltigen Speichels. Die auf die Nahrungsaufnahme beschrankte Aktivitdt des SN2 von L.
migratoria und die geringe Ruheaktivitdt des SN2 von P. americana deuten darauf hin,
dass nur wahrend der Nahrungsaufnahme nennenswerte Mengen eines Protein-haltigen
Speichels gebildet werden. In der Schabe scheint das aus dem SN2 ausgeschittete
GABA auf die mit dem SDN zur Drise ziehenden serotonergen Fasern zu wirken. Diese

Hypothese ist darin begrindet, dass der verstarkende Effekt auf die serotonerge
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Neurotransmission auftrat, wenn der SDN der isolierten Drise stimuliert wurde. Das
bedeutet, dass die GABA-empfindlichen serotonergen Fasern wahrend dieser Zeit aktiv
sein mussten. Diese serotonergen Fasern entstammen moglicherweise dem sog.
Satellitennervensystem (SNS). Das SNS von L. migratoria besteht aus 6 serotonergen
Neuronen, deren Zellkérper im SOG lokalisiert sind und deren Fortsatze alle peripheren
Nerven des SOG begleiten (BRAUNIG 1987). SCHACHTNER & BRAUNIG (1993) zeigten, dass
das SNS ausschliel3lich im Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme aktiv ist. Auch in
P. americana wurde ein Pendant zu diesem SNS gefunden (DAviS 1987). Allerdings
wurde dort bisher nicht untersucht, wann diese Neurone aktiv sind. Weiterhin scheinen sie
nicht die Acini zu innervieren, sondern bilden neurohamale Freisetzungsstellen auf den
peripheren Nerven des SOG. Die im SDN enthaltenen serotonergen Fasern kénnten auch
dem stomatogastrischen Nervensystem entstammen, welches die Drlsen serotonerg
innerviert (DAvIS 1985).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die GABA-Freisetzung aus dem SN2
mit hoher Wahrscheinlichkeit mit der Nahrungsaufnahme assoziiert ist (WATANABE &
MizuNAMI 2006, SCHACHTNER & BRAUNIG 1995). Da GABA die serotonerge Neuro-
transmission verstarkt, wirde auf diese Weise vermehrt Protein-haltiger Speichel
sezerniert werden, der die Verdauung einleitet. Zwischen den Phasen der
Nahrungsaufnahme wird anscheinend Uberwiegend Protein-freier Speichel sezerniert, der

zur Reinigung der Mundwerkzeuge und zum Anfeuchten der Mundhdhle dient.

GABA hatte auch inhibitorische Wirkung auf die glandulare Neurotransmission. Man stelle
sich in dem oben beschriebenen Modell vor, dass GABA wahrend der Nahrungsaufnahme
ausgeschuttet wird, und die dopaminerge Neurotransmission herunterreguliert. Dies
wirde in vivo nicht unbedingt die Speichelmenge, wohl aber die Speichelqualitat
beeinflussen. So kénnte bedarfsgerecht Speichel unterschiedlicher Qualitaten produziert

werden.

4.4. Die Wirkungen der biogenen Amine Tyramin und Octopamin auf
die Acinuszellen und auf die glanduldre Neurotransmission

Im Verlauf dieser Arbeit wurde in unserer Arbeitsgruppe der erste Tyramin-Rezeptor der
Schabe (PeaTYR1) charakterisiert. Dieser konnte molekularbiologisch auch im
Speicheldrisengewebe nachgewiesen werden (C. KRACH, Dissertation 2006, ROTTE et al.
2009b). Tyramin ist eine Synthese-Vorstufe des Octopamins. Octopamin wurde wiederum

erstmals in den Speicheldriisen von Octopus vulgaris entdeckt (ERSPAMER & BORETTI
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1951). Die Speicheldriisen von L. migratoria sind durch Aste eines octopaminergen
DUM-Neurons innerviert (BRAUNIG et al. 1994), dessen Funktion in Zusammenhang mit
der Speichelsekretion jedoch nicht untersucht ist. Daher stellte sich die Frage nach einer
mdglichen physiologischen Rolle der beiden Phenolamine Tyramin und Octopamin in den
Speicheldriisen von P. americana.

Tyramin und Octopamin (je 1 yuM) hatten weder eine direkte Wirkung auf das V. der
Acinuszellen, noch modulierten sie die Dopamin- oder 5-HT-induzierten
Potentialanderungen. Sehr hohe Tyramin-Konzentrationen verursachten jedoch
Potentialdnderungen in den Acinuszellen, die mit den Dopamin-induzierten Anderungen
kinetisch identisch waren. Allerdings musste dazu im Vergleich zu Dopamin (1 yM) die
unphysiologisch hohe Tyraminkonzentration von 1 mM eingesetzt werden. Es kann
deshalb angenommen werden, dass diese Tyramin-Wirkung nicht Uber Tyramin-
Rezeptoren auf den Acinuszellen hervorgerufen wurde, sondern aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der beiden Amine durch unspezifische Bindung des Tyramins an

Dopamin-Rezeptoren.

Bei Badapplikation von 1 uM Tyramin wurde das vermehrte Auftreten von
Miniaturpotentialen beobachtet, deren Amplitude in der Regel nicht mehr als 4 mV betrug.
Diese Miniaturpotentiale bestanden aus einer kleinen initialen Hyperpolarisation und einer
darauf folgenden Depolarisation. Damit &hnelten sie kinetisch den durch SDN-
Stimulierung  bzw. durch  Dopamin- oder 5-HT-Badapplikation induzierten
Potentialanderungen. Diese Beobachtung deutete auf eine Tyramin-induzierte, spontane
Freisetzung kleiner Transmittermengen und somit auf eine prasynaptische Wirkung von
Tyramin im Drisenkomplex hin. Derartige Minipotentiale beobachteten bereits GINSBORG
et al. (1976) in Messungen des Vy,, von N. cinerea Speicheldriisenzellen, ohne dass deren

Ursachen weiter untersucht wurden.

Badapplikation von 10 uM bis 1 mM Octopamin induzierte eine leichte Hyperpolarisation
des Vy, der Acinuszellen von N. cinerea, deren Amplitude jedoch weniger als 25 % der
Dopamin-Kontrolle betrug (BOWSER-RILEY & HOUSE, 1976). Die Wirkungen derartig
unphysiologisch hoher Octopamin-Konzentrationen auf das Ruhe-V, der Acinuszellen
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. BOWSER-RILEY & HOUSE (1976)
konnten auch zeigen, dass 100 nM Octopamin die durch SDN-Stimulierung induzierten
Potentialanderungen der Acinuszellen um 30 % im Vergleich zur Kontrolle verstarkten,
untersuchten diesen Effekt jedoch nicht weiter.

In der vorliegenden Arbeit waren die durch elektrische SDN-Stimulierung induzierten

Potentialdanderungen der Acinuszellen sowohl durch Tyramin als auch durch Octopamin
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signifikant verstarkt. Allerdings war die 100-fache Konzentration von Tyramin (1 uM)
notwendig, um die durch 10nM Octopamin induzierte 1,6fache Verstarkung der
Potentialdanderungen in den Acinuszellen zu erhalten.

Das Nervensystem der Insekten enthalt nur eine verhaltnismalig geringe Anzahl
octopaminerger Neurone, deren Fortsatze jedoch in nahezu alle Bereiche des
Nervensystems ziehen (ROEDER 2005). Octopamin und Tyramin haben oft
entgegengesetzte Wirkungen auf das Verhalten und den Metabolismus des Tieres
(ROEDER et al. 2003). Tyramin- und Octopamin-Rezeptoren gehéren zur Familie der
GPCRs. Diese Rezeptorfamilie kann - je nach aktiviertem G-Protein - an unterschiedliche
Signalwege koppeln. Octopamin- bzw. Tyramin-Rezeptoren koénnen sowohl durch
Tyramin als auch durch Octopamin aktiviert werden (FARoOQuUI 2007). Octopamin-
Rezeptoren haben jedoch eine héhere Affinitat fir Octopamin und vice versa.

In P. americana wurde bis zu diesem Zeitpunkt nur jeweils ein Tyramin- und Octopamin-
Rezeptor charakterisiert. Der durch BISCHOF & ENAN (2004) untersuchte Octopamin-
Rezeptor (Paoa1) aktivierte in HEK-293-Zellen sowohl den cAMP- als auch den IP;-Ca®*-
Signalweg unabhangig voneinander. Beide Signalwege kdénnen - sofern der Rezeptor in
der neuronalen Membran exprimiert ist - zu einer vermehrten Transmitterausschuttung
fihren (CHAVIS et al. 1998, EVANS & MORGAN 2003, NEHER & SAKABA 2008).

Der durch ROTTE et al. (2009b) charakterisierte Tyramin-Rezeptor der Schabe (PeaTYR1)
koppelte in HEK-Zellen negativ an den cAMP-Signalweg. Daher ist anzunehmen, dass
dieser Rezeptor nicht die Tyramin-induzierte Verstarkung der Acinuszellantworten
vermittelt. Diese Annahme wird durch die begrenzte Verteilung des Rezeptorproteins im
Drisenkomplex unterstitzt (s.u. 4.4.1.).

Bisher wurden Tyramin-Rezeptoren in verschiedenen Insektenspezies wie Drosophila
melanogaster, Bombyx mori, Locusta migratoria und Apis mellifera charakterisiert. Die
meisten dieser Rezeptoren inhibieren die Adenylylcyclase Uber ein Gja-Protein und
senken somit den intrazellularen cAMP-Spiegel (SAUDOU et al. 1999, BLENAU et al. 2000,
POELS et al. 2001, REX & KOMMUNIECKI 2002, OHTA et al. 2003). Aufgrund der
unterschiedlichen Schwellenkonzentrationen fur beide Amine ware es durchaus denkbar,
dass der exzitatorische Effekt von Tyramin und Octopamin durch nur einen einzigen
prasynaptisch lokalisierten Rezeptor vermittelt wird, der eine hdhere Affinitdt zu
Octopamin hat und daher als Octopamin-Rezeptor einzuordnen ist. Ob es sich hierbei um
den durch BISCHOF & ENAN (2004) bereits charakterisierten Paoa1 handelt, bleibt zu
klaren.

Einige Mitglieder der Tyramin-Rezeptor-Familie (z.B. DmTyrR aus Drosophila, LocTYR1
aus L. migratoria) aktivierten den IPs-Ca®*-Signalweg (ROBB et al. 1994, REALE et al.
1997, POELS et al. 2001, ENAN 2005). Die Aktivierung des IPs-Ca?*-Signalweges kann zu
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einer erhéhten Transmitterfreisetzung fuhren. Daher ist auch eine erregende Wirkung von
Tyramin im Drusenkomplex Uber einen bisher in der Schabe nicht charakterisierten
Rezeptor denkbar.

Zur eindeutigen Identifizierung des in die Verstarkung der Acinuszellantworten involvierten
Rezeptortyps ware die Erstellung eines pharmakologischen Profils des Tyramin- und des
Octopamin-Effekts hilfreich. Tyramin- und Octopamin-Rezeptoren kénnen durch ihre
Empfindlichkeit fir Yohimbin bzw. Epinastin unterschieden werden (BLENAU & BAUMANN
2001, ROEDER 2005). Ist die durch Tyramin induzierte Verstarkung der
Acinuszellantworten durch Yohimbin blockierbar, so wird der exzitatorische Effekt
hochstwahrscheinlich durch einen Tyramin-Rezeptor, und nicht Uber unspezifische
Bindung an einen Octopamin-Rezeptor, vermittelt.

Um Anhaltspunkte Uber die Lokalisierung des oder der Rezeptoren zu erhalten, waren
weitere Sekretionsmessungen noétig, bei denen die Wirkung der beiden Amine auf die

durch SDN-Stimulierung induzierte Flussigkeits- und Proteinsekretion untersucht wird.

4.4.1. Die Verteilung des Tyramin-Rezeptors PeaTYR1 im Driusenkomplex

Die Verteilung des in Rotte et al. (2009b) charakterisierten Tyramin-Rezeptors PeaTYR1
wurde in der vorliegenden Arbeit anhand von Antikérpermarkierungen im
Speicheldrisenkomplex untersucht. Dazu wurde ein spezifischer Antikdrper genutzt, der
eigens gegen diesen PeaTYR1 generiert wurde.

Die Acinuszellmembranen enthielten keine PeaTYR1-Immunreaktivitat. Dies war nicht
Uberraschend, da Tyramin keinen direkten (bzw. spezifischen) Effekt auf das
Membranpotential der Acinuszellen hatte. Auch die Gangzellen, das Reservoir und der
Reservoirmuskel wurden nicht durch den Antikdrper markiert.

Eine intensive Rezeptormarkierung wurde in einem paarigen Nerv unbekannten
Ursprungs gefunden, der die Drise jeweils lateral in Hohe der Reservoirbasis erreicht.
Dieser Nerv enthielt mindestens eine PeaTYR1-immunreaktive Faser. Diese schien stark
verastelt und ein peripheres Netzwerk Uber einer oder mehreren nicht gefarbten zentralen
Fasern starkeren Durchmessers zu bilden. Die Rezeptormarkierung war perlschnurartig
an lokalen Aufweitungen der Faser(n) lokalisiert, die kaum mit Synapsin-Foci co-
lokalisierten, jedoch stets in der Nahe anderer Freisetzungsstellen lagen, die keine
PeaTYR1-Immunreaktivitat zeigten.

Da sowohl der Tyramin- als auch der PeaTYR1-CPL3-Antikdrper aus dem Kaninchen
stammten, wurde auf eine Doppelmarkierung verzichtet. Der PeaTYR1-immunreaktive

Nerv konnte jedoch aufgrund seiner Lage auch in anti-Tyramin-markierten Praparaten
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identifiziert werden. Einige varikbse Fasern zeigten deutlich Tyramin-Immunreaktivitat, die
an lokalen Aufweitungen besonders intensiv war (Abb. 4.1).

Einige Fasern des Nervs waren auch durch den Octopamin-Antikdrper markiert. Daher ist
unklar, ob aus diesen Fasern Tyramin oder Octopamin freigesetzt wird. Offen bleibt auch

die Frage, ob der Rezeptor als Autorezeptor in einer tyraminergen Faser, oder als

Heterorezeptor die Tyramin-Wirkung vermittelt.

Abb. 4.1 Immuncytochemische Markierungen von Totalpraparaten. Gezeigt ist ein Nerv unbekannten
Ursprungs, der einige periphere Acini der Drise innerviert. (A) Doppelmarkierung mit Alexa Fluor 488
Phalloidin (blau) und anti-PeaTYR1-CPL3 (griin). (B) Dreifachmarkierung mit Alexa Fluor 488 Phalloidin
(blau), anti-Octopamin (magenta) und anti-Tyramin (griin). Der Nerv (in griin schematisch dargestellt in C)
enthalt sowohl Fasern, die den Rezeptor exprimieren als auch Typ1- und Typ2-Fasern. Balken = 50 ym.

Der PeaTYR1-immunreaktive Nerv wurde bei SDN-Stimulierung nicht in die Saug-
elektrode aufgenommen und somit nicht stimuliert. Auerdem war der Nerv durch die
Praparation von seinem Ursprung abgerissen. Weiterhin innervierte dieser Nerv nur
wenige periphere Lobuli. Die Ableitungen aus den Acini erfolgten jedoch in
unterschiedlichen Drisenregionen.

In jedem Fall kann aufgrund der negativen Kopplung des PeaTYR1 an den cAMP-
Signalweg (ROTTE et al. 2009b) festgehalten werden, dass der Rezeptor nicht die
Tyramin-induzierte Verstarkung der durch SDN-Stimulierung induzierten Acinuszell-
antworten vermittelt, sondern - zumindest in diesem Nerv - die Freisetzung eines anderen
Transmitters  herunterreguliert.  Interessant ware daher der Ursprung und

Transmittergehalt des Nervs.
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4.4.2. Die Verteilung von Tyramin und Octopamin im Driisenkomplex

Tyramin und Octopamin wirken prasynaptisch und verstarken die durch elektrische SDN-
Stimulierung induzierten Potentialanderungen der Acinuszellen. Dies geschieht vermutlich
durch eine vermehrte Transmitterfreisetzung aus dopaminergen und/oder serotonergen
Fasern. Es stellte sich daher auch die Frage, ob und wie die beiden Amine im
Nervengewebe des Speicheldriisenkomplexes verteilt sind.

Immuncytochemische Markierungen mit anti-Tyramin und anti-Octopamin ergaben zwei
unterschiedlich markierte varikése Fasertypen, die mit dem SDN zur Driise zogen und
sich Uber dem gesamten Speicheldriisenkomplex verzweigten. Es wurden Fasern gefarbt,
die ausschliefllich Tyramin-Immunreaktivitdt zeigten (Typ1), und solche, in denen
Octopamin- und Tyramin-Immunreaktivitdt co-lokalisierten (Typ2). Die Praab-
sorptionsexperimente zur Spezifitat der Antikdrper zeigten, dass die anti-Tyramin-
Immunfluoreszenz im Gewebe sowohl mit Tyramin- als auch mit Octopamin-
Praabsorption unterdriickt werden konnte. Daher ist davon auszugehen, dass der
Tyramin-Antikdrper auch Octopamin markierte. Aufgrund des Octopamin-Syntheseweges,
in dem Tyramin als Substrat der Tyramin-3-Hydroxylase (TRH) vorkommt, wurde ohnehin
Tyramin-Immunreaktivitat in Octopamin-positiven Fasern erwartet und die unspezifische
Bindung von anti-Tyramin an Octopamin als unproblematisch angesehen.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Tyramin, Octopamin und Dopamin wére eine
Kreuzreaktivitat der Tyramin- und Octopamin-Antikérper zu Dopamin durchaus denkbar.
Es kann jedoch ausgeschlossen werden, dass diese im Drisengewebe Dopamin markiert
haben, da keine Farbung des SN1 oder an Ausfiihrgdngen zu beobachten war, die
deutlich durch dopaminerge Fasern innerviert sind. Zwar war auf den
Hauptspeichelgdngen ein Netzwerk von Typ2-Fasern markiert, auf Gangen niedrigerer
Ordnung waren jedoch nur in zwei Praparaten (insgesamt auf zwei Ausfiihrgangen)
Fasern gefarbt, die nicht in das Gangepithel eindrangen.

Die anti-Octopamin-Markierungen waren nur durch Praabsorption des Antikérpers mit
Octopamin, nicht aber mit Tyramin zu unterdricken. DACKS et al. (2005) zeigten
aullerdem mittels eines kompetitiven ELISA, dass der Antikdrper spezifisch an

Octopamin, nur in geringem Maf3 an Tyramin, und nicht an Dopamin bindet.

Aus den hier vorliegenden Ergebnissen geht hervor, dass die Drise neben dopaminerger,
serotonerger und GABAerger auch tyraminerge und octopaminerge Innervierung
empfangt. Es wird daher davon ausgegangen, dass beide Amine als unabhangige
Neuromodulatoren im Speicheldrisenkomplex wirken. Abbildung 4.2 zeigt schematisch
die Innervierungsmuster durch tyraminerge (Typ1) und octopaminerge (Typ2)

Nervenfasern. Beide Fasertypen wurden auf nahezu allen Drisenbestandteilen markiert.
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Wie die dopaminergen Fasern verliefen Typ1- und Typ2-Fasern stets an der Oberflache
der Acini, ohne in diese einzudringen. Die Acini wurden intensiv durch Typ1-Fasern und
nur sparlich durch Typ2-Fasern innerviert. In den Nerven, die verschiedene Acini
miteinander verbinden, schienen deutlich mehr Typ2-Fasern markiert zu sein.
Tyraminerge und Octopaminerge Fasern wurden so gut wie nie auf Gangen gefunden.
Eine Ausnahme waren jedoch die Hauptspeichelgange, auf denen deutliche Netzwerke
von Typ2- Fasern markiert waren.

Der vordere Bereich des Reservoirs wurde ebenfalls durch beide Fasertypen innerviert.
Hier stellt sich die Frage, ob die Transmitterfreisetzung aus diesen Fasern eine direkte
Wirkung auf das Reservoirepithel hat, oder dieses als Substrat nutzen, auf dem die
Nervenstrange entlang ziehen. Der Reservoirmuskel ist ebenfalls durch beide Fasertypen
innerviert, die entweder parallel zwischen den Muskelfasern verlaufen, oder ein Netzwerk
Uber deren Oberflache bilden. Die Wirkungen von Dopamin, Serotonin, Tyramin,
Octopamin und GABA auf den Reservoirmuskel und das Reservoirepithel selbst sind

bisher nicht untersucht.

B Lobu§..~-"" Octopamin
Verbindungs- ¢

Nerv S/

. R Q. . R@
Reservoir Seryy, Reservoir Seryg;
/ /rmUS/re/ //‘/)7[/ S /fel

Abb. 4.2 Vergleich der tyraminergen und octopaminergen Innervierung des Speicheldriisenkomplexes. Typ1-
Fasern (tyraminerg) sind in A dargestellt, Typ2-Fasern (octopaminerg) in B. Erlauterungen siehe Text.

Der Ursprung der tyraminergen Faser(n) ist bislang unbekannt, kénnte jedoch durch eine
retrograde Farbung aufgeklart werden. In den hier untersuchten Praparaten wurden in
jedem SDN Typ1-Fasern gefunden, die jeweils einen geringen Durchmesser (bis 1 uym)
hatten. Die Lokalisation der zugehorigen Somata bleibt jedoch unbekannt. Leider wurde
bisher bei keinem anderen Insekt eine tyraminerge Innervierung der Speicheldrisen

untersucht, die Anhaltspunkte Uber die Herkunft der Nervenfasern geben konnte.
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Der Ursprung der octopaminergen Innervierung ist vermutlich ein DUM (dorsal unpaired
median)-Neuron. DUM-Neurone sind die wichtigsten Octopamin-Quellen im thoraco-
abdominalen Nervensystem der Insekten (ROEDER 2005). Sie modulieren u.a.
Skelettmuskeln und die viscerale Muskulatur (ROEDER 1999). lhre unpaaren Somata
liegen in den dorsal-medianen Regionen der thorakalen und abdominalen Ganglien. In L.
migratoria wurde gezeigt, dass ein octopaminerges DUM-Neuron, viz. DUM1b, die
Speicheldrisen innerviert (BRAUNIG et al. 1994). Abbildung 4.3 zeigt eine Zeichnung aus
jener Arbeit, in der zur deutlicheren Darstellung unilateral der Weg des DUM1b zur
Speicheldrise von L. migratoria rot nachgezeichnet wurde.

Das Soma dieses DUM-Neurons befindet sich im Metathorakalganglion und sendet ein
Axon in den 1. Nerv des Ganglions (N1), der sich zusammen mit dem DUM1b-Axon
mehrfach verastelt. Abzweigungen des DUM1b-Axons ziehen unter anderem weiter durch
Nerv 1B, der neben thorakalen Muskeln auch die Speicheldrise innerviert. Nerv 1B
sendet Aste des DUM1b in den Transversalnerv, der wiederum mit dem SDN verbunden
ist und auch durch diesen Aste des DUM1b zur Driise sendet. Analog ist im
Mesothorakalganglion ein DUM1b-Neuron lokalisiert, das ein identisches peripheres
Verzweigungsmuster zeigt, also ebenfalls die Speicheldrise innerviert (BRAUNIG et al.
1994). Auch im SDN der Schabe wurden neben Typ1-Fasern stets Typ2-Fasern gefarbt.
Zur eindeutigen Klarung der Herkunft dieser Fasern muisste jedoch eine retrograde

Farbung des SDN durchgeflihrt werden.
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Abb. 4.3 (nach BRAUNIG et al., 1994) Dargestellt sind die peripheren Wege des DUM1b-Neurons, dessen
Soma im Metathorakalganglion lokalisiert ist. DUM1b innerviert neben einer Vielzahl von Muskeln auch die
Speicheldriisen in Locusta migratoria (rot nachgezeichnet). Abkirzungen: M87, M88, mloi, msp,
spm = Muskeln, die durch DUM1b innerviert werden; N1=1. Nerv des Metathorakalganglions;
SD = Speicheldrise; SG = Speichelgang; TN = Transversalnerv; T2 & T3 =Meso- bzw. Metathorakal-
ganglion.

4.4.4. Die physiologische Rolle der tyraminergen und octopaminergen
Innervierung

Octopamin und Tyramin beeinflussen in Insekten die Motorik und den Metabolismus.
Dabei haben sie oft entgegengesetzte Wirkung (ROEDER et al. 2003). Daher werden diese
Amine auch als das Gegenstiick zum adrenergen System der Vertebraten betrachtet.
Wihrend Octopamin die intrazelluldre cAMP- oder Ca®*-Konzentration (iber Gs- oder Gg-
gekoppelte Rezeptoren anhebt, bewirkt Tyramin das Gegenteil durch Aktivierung von Gi-
Proteinen (ROEDER, 2005). Octopamin wirkt daher meist erregend auf seine Zielzelle,
Tyramin dagegen hemmend. Dies deckt sich einerseits mit den Kopplungseigenschaften
des Tyramin-Rezeptors PeaTYR1, der auch in der Speicheldriise exprimiert wird (s.o.)
und andererseits mit dem exzitatorischen Effekt geringer Octopamin-Konzentrationen auf
die sekretorischen Potentiale der Acinuszellen.

Bislang ist relativ wenig Uber die Wirkungen von Tyramin in Insekten bekannt. Eine
Drosophila-Mutante (honoka), die eine geringe Konzentration von Tyramin-Rezeptoren
besitzt, zeigt ein eingeschranktes olfaktorisches Verhalten und ist im Gegensatz zum
Wildtyp leicht hyperaktiv (KUTSUKAKE et al. 2000). Auch eine parakrine Wirkung von
endogen synthetisiertem Tyramin in Malpighischen GefalRen von Drosophila wurde
untersucht. Dort flhrt Tyramin zu einer erhdhten Cl-Permeabilitdt und wirkt somit
diuretisch (BLUMENTHAL 2003).

Die Expression des Tyramin-Rezeptors PeaTYR1 und die reichliche Innervierung der
Driusenbestandteile durch Typ1-Nervenfasern unterstitzen die Hypothese, dass Tyramin
nicht nur das Substrat der TRH ist, sondern auch eine Funktion als unabhangiger
Neuromodulator im Drisenkomplex hat. Eine immuncytochemische Lokalisierung der
TRH kénnte Aufschluss dariber geben. Fehlt sie in tyraminergen Fasern, kann davon
ausgegangen werden, dass diese Fasern Tyramin als Transmitter bzw. Neuromodulator
freisetzen. Ist sie vorhanden, kénnten Tyramin und Octopamin oder nur Octopamin
freigesetzt werden.

Wie bereits weiter oben diskutiert, gehe ich davon aus, dass Tyramin zwar eine
physiologische Rolle im Drisenkomplex spielt, jedoch nicht primar fir eine erhohte
Transmitterfreisetzung verantwortlich ist. Tyramin scheint eher ein inhibitorisch wirkender
Transmitter im Drusenkomplex zu sein. Auch wenn sich diese Aussage ausschlief3lich auf

die Eigenschaften des in HEK-Zellen exprimierten PeaTYR1 stitzt, gehe ich davon aus,
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dass Tyramin die durch den Nerv (unbekannten Ursprungs) zur Drise gesendeten
Impulse unterdriickt, bzw. deren Transmitterfreisetzung verringert, und somit die durch
diesen Nerv induzierte Sekretion mindert. Leider ist der Transmittergehalt der dickeren
Fasern in diesem Nerv bislang unbekannt. Daher ist auch unklar, welche Rolle diese

Fasern in der Speichelsekretion spielen.

Die Wirkungen von Octopamin in Insekten sind besser charakterisiert als die von Tyramin.
Stress kann beispielsweise zu einem erhéhten Octopaminspiegel in der Hamolymphe
fuhren (MOBIUS & PENZzLIN 1993). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Octopamin die
Muskelspannung und Relaxationsrate eines Beinmuskels von S. gregaria erhoht (EVANS &
O'SHEA 1977, EVANS & SIEGLER 1982). Es wird angenommen, dass dadurch die
Reaktionszeit des Muskels an schnelle Bewegungen (Laufen) gegeniiber der
Haltespannung wahrend des Fluges angepasst wird. Octopamin ist auch in die
Modulierung der Flugmuskulatur involviert, wo Octopamin an der Umschaltung der
primaren Energiequelle (Kohlehydrate oder Fett), die wahrend der Muskelarbeit genutzt
wird, beteiligt ist (MENTEL et al. 2003). Wahrend des Fluges verstarkt Octopamin die
Muskeleffizienz (MALAMUD et al. 1988). Zusammenfassend wirkt Octopamin meist
erregend auf die Neurotransmission und damit auf seine Zielorgane. Diese erregende

Wirkung kann pra- oder postsynaptisch vermittelt werden.

Octopamin wurde zwar erstmals in einer Speicheldriise (Octopus) entdeckt, aber bis
heute gab es keine Anhaltspunkte Uber die Funktion des Amins in diesem Organ
(ERSPAMER & BORETTI 1951). Die vorliegende Arbeit zeigte deutlich, dass die durch SDN-
Stimulierung induzierten Potentialanderungen der Acinuszellen von P. americana bereits
durch sehr geringe Octopamin-Konzentrationen verstarkt wurden, was auf eine modulierte
serotonerge  und/oder  dopaminerge  Neurotransmission im  Driisenkomplex
zurtckzufihren war. Zwar wurden mit Octopamin bislang keine Sekretionsmessungen
durchgefiihrt, aufgrund der prasynaptischen Wirkung und der Parallelen zum GABA-Effekt
kann jedoch auch hier davon ausgegangen werden, dass die Sekretionsrate durch
Octopamin erhoht wird. In der vorliegenden Arbeit wird somit ein weiteres Beispiel fir eine

prasynaptische erregende Wirkung von Octopamin in Insekten beschrieben.

Der Reservoirmuskel ist durch dopaminerge, serotonerge, GABAerge, tyraminerge und
octopaminerge Fasern innerviert. Aufgrund der Anatomie des Muskelansatzes am
Reservoir wird vermutet, dass eine Kontraktion des Reservoirmuskels das Reservoir
verschlief3t (SUTHERLAND & CHILLSEYZN 1968). Dies kann einerseits die Leerung des

Reservoirs, andererseits aber auch dessen Flllung unterdriicken, so dass der produzierte
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Speichel nicht in das Reservoir zuruckflieRt, sondern direkt in den Hypopharynx
abgegeben wird. Bowser-Riley (1978) hat wahrend der Stimulierung des SDN bei N.
cinerea Kontraktionen dieses Muskels beobachtet. Mdglicherweise haben Octopamin und
Tyramin hier ebenfalls eine modulierende Wirkung.

Unter bestimmten physiologischen Bedingungen kénnte somit der Speichelfluss in den
Hypopharynx durch Octopamin- und/oder Tyramin-Freisetzung und deren Wirkung auf die
sekretorischen Potentiale der Acinuszellen und die Fullung oder Leerung des Reservoirs
verstarkt oder erniedrigt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse lassen vermuten, dass Octopamin
die Transmitterfreisetzung erhoht, wahrend Tyramin diese - zumindest in einem Nerv -
herunterreguliert. Trotzdem ist die Charakterisierung weiterer Tyramin-Rezeptoren
notwendig. Es kann natlrlich nicht ausgeschlossen werden, dass in den Speicheldriisen
von P. americana ein Tyramin-Rezeptor exprimiert wird, der erregende Wirkung vermittelt.
Eine negative Modulierung der Sekretion macht angesichts der exzitatorischen
Transmitter Octopamin und GABA durchaus Sinn und ist zur Regulation der Sekretion
wahrscheinlich sogar notwendig. Besonders unter Mangelbedingungen (Schaben kénnen
einige Wochen ohne Wasser und Nahrung uberleben) darf das Tier keine Flussigkeit
verlieren.

Die Modulierung der intraglanduldren Dopamin- und 5-HT-Freisetzung durch die drei
Neuromodulatoren GABA, Octopamin und Tyramin erlaubt wahrscheinlich eine
Feinabstimmung der Sekretionsrate, der Speichelqualitat, dessen Speicherung und
Abgabe unter verschiedenen physiologischen Bedingungen. Dies macht jedoch nur dann
Sinn, wenn die einzelnen Neuromodulatoren nur unter bestimmten Bedingungen
freigesetzt werden. Das impliziert auch, dass die Drise aus verschiedenen Regionen
bzw. funktionellen Anteilen des Nervensystems innerviert wird, die eben nur unter

bestimmten physiologischen Bedingungen Impulse zur Drise senden.

Dem SOG entspringen die Nerven, die sowohl die Mundwerkzeuge als auch die
Speicheldrisen innervieren. Dazu zahlen der Mandibularnerv, der Maxillarnerv, der
Labialnerv und naturlich der Speicheldrisennerv (SDN). WATANABE & MIzUNAMI (2006)
haben gezeigt, dass aufgrund eines olfaktorischen Stimulus und sogar durch
Bewegungen der Mundwerkzeuge die im SDN enthaltenen Speichelneuronen
Aktionspotentiale zur Drise senden und somit die Speichelsekretion anregen. Dies dient
wahrscheinlich vorerst der erleichterten Nahrungsaufnahme, dem Einweichen fester

Nahrung vor der Aufnahme und der Reinigung der Mundwerkzeuge.
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Wie oben beschrieben, wird die Drise auch durch einen paarigen Speichelnerv des
stomatogastrischen Nervensystems innerviert (WILLEY 1961, DAvis 1985). Der
Speichelnerv ist ein Ast des Oesophagealnervs, der dem Hypocerebralganglion (HCG)
entspringt. Dieses ist wiederum Uber den Nervus recurrens mit dem Frontalganglion (FG)
verbunden. DAVEY & TREHERNE (1963) konnten zeigen, dass nach der Durchtrennung des
Oesophagealnervs von P. americana die Leerung des Vorderdarmes nach der
Nahrungsaufnahme weitgehend unterdriickt wird. Mit dem Durchtrennen des 5. Nervs des
FG wurde der gleiche Effekt erzielt. Daraus schlossen sie, dass es einen
Ruckkopplungsmechanismus geben muss, der Uber Afferenzen des 5. Nervs dem FG die
Fullung des Vorderdarmes anzeigt. Dadurch kdnnte sich auch die Aktivitdt des
Oesophageal- und somit des Speichelnervs erhéhen. Dies wirde dann zu einer
vermehrten 5-HT-Freisetzung an der Speicheldriise und zur Speichelsekretion fiihren.
DAVEY & TREHERNE (1963) fanden in der Tat, dass Nerv 5 des FG an einem paarigen
sensorischen Organ in der Intima des dorsalen Pharynx entspringt. Sie nahmen an, dass
es sich dabei um einen Osmorezeptor handelt. So kénnte es doch gut sein, dass der
Oesophagealnerv neben der motorischen Steuerung viszeraler Darmmuskulatur auch die
Speichelsekretion Uber den Speichelnerv anregt, um eben diesen Nahrungstransport zu
erleichtern.

Das stomatogastrische Nervensystem steht aulRerdem mit dem zentralen Nervensystem
und mit den Thorakalganglien in Verbindung, wie BRAUNIG (2008) in L. migratoria zeigen
konnte. Dort ziehen Axone von (octopaminergen) DUM-Neuronen Uber die
Frontalkonnektive in das FG. Es ware mdglich, dass im FG dann wiederum die Aktivitat

der Fasern des Oesophagealnervs moduliert wird.

Diese Beispiele sollen vor allem zeigen, dass alle an der Sekretion und deren Modulation
beteiligten Neurone auf sehr komplexe Weise zusammenwirken. In Abbildung 4.4 wurde
ein Versuch unternommen, dieses Zusammenspiel anhand der in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse und anderer Arbeiten modellhaft und stark vereinfacht, jedoch anschaulich

darzustellen. Dennoch ist dieses Modell aufgrund der derzeitigen Datenlage spekulativ.
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Abb. 4.4 Zusammenfassung der Wirkungen der Neurotransmitter und Neuromodulatoren in den
Speicheldriisen von Periplaneta americana. Erlauterungen und Referenzen finden sich im Text. Abkurzungen:
5-HT = Serotonin, DA = Dopamin, DUM1b = dorsal unpaired median Neuron 1b, FC = Frontalkonnektiv,
HCG = Hypocerebralganglion, N1,7=1. bzw. 7. Nerv des jeweiligen Ganglions, NS = Nervensystem,
OA = Octopamin, OEN = Oesophagealnerv, SDN = Speicheldriisennerv, SN = Speichelnerv,
SN1,2 = Speichelneurone 1 und 2, SOG = Suboesophagealganglion, T2 = Mesothorakalganglion,
T3 = Metathorakalganglion, TA = Tyramin.
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4.5. Die Dopamin-induzierten Anderungen des basolateralen
Membranpotentials

4.5.1. Die Ca*-abhingigkeit der Dopamin-induzierten Hyperpolarisation

Badapplikation von Dopamin verursacht in den Acinuszellen von P. americana
Anderungen des basolateralen Membranpotentials (V). Die Dopamin-induzierte
Hyperpolarisation hing ganz offensichtlich von einer intrazelluldren Ca?*-Freisetzung ab.
Es zeigte sich namlich, dass die extrazellulare Ca’*-Konzentration  die
Potentialanderungen als Folge der ersten elektrischen Stimulierung des SDN nicht
beeinflusste. Die Potentialanderungen auf darauf folgende Stimulierungen waren dagegen
stark verkleinert, und die Hyperpolarisation war unterdriickt. Dies deutet darauf hin, dass
zur Generierung der Potentialanderungen der Acinuszellen zundchst nur intrazellular
freigesetztes Ca?* bendtigt wird. Nach einem intrazelluldren Ca*-Anstieg wird dieses
jedoch nicht nur in das endoplasmatische Reticulum zurlickgepumpt sondern auch Gber
plasmamembranstidndige Ca?-Transporter in den Extrazellularraum transportiert
(AMBUDKAR 2000). Sind die internen Speicher geleert, tritt in vielen Zellen ein
kapazitativer Ca**-Influx (iber sog. SOCCs (store-operated Ca®* channels) auf, der auch
dem Wiederauffiillen geleerter intrazelluldrer Ca?*-Speicher dient (AMBUDKAR 2000).
Aufgrund der unter Ca*-freien Bedingungen nicht wieder aufgefiillten internen
Ca?*-Speicher resultiert eine erneute Stimulierung mit Dopamin in einer reduzierten

Zellantwort, bei der die Ca®*-abhangige Hyperpolarisation fehlt.

Wurde eine intrazelluldre Ca?-Erhéhung durch den Ca®*-Chelator BAPTA abgepuffert,
war die initiale Hyperpolarisation vollstdndig unterdriickt, wahrend die Depolarisation
erhalten blieb. Zusammengefasst zeigten diese Ergebnisse, dass Dopamin eine

intrazelluldre Ca**-Freisetzung induziert, die zur Hyperpolarisation des Vy, fiihrt.

Zwei Beobachtungen sprachen fiir die Ca*-abhangige Aktivierung einer basolateralen
K*-Leitfahigkeit, die zur initialen Hyperpolarisation fiihrt: 1.) Das Vy, ging wahrend der
Hyperpolarisation gegen das Ex bei -60 mV. 2.) Die experimentellen Erhdhung der
elektrochemischen Triebkraft fir K* durch Applikation einer K'-freien Ringerlosung
wahrend der Hyperpolarisation fihrte zu einer signifikant verstarkten Hyperpolarisation.

In den Speicheldrisen von N. cinerea wurden die an der Dopamin-induzierten
Hyperpolarisation beteiligten Transporter ebenfalls untersucht. Dort nahm die Amplitude
der Dopamin-induzierten Hyperpolarisation in Ca?'-freiem Ringer sukzessiv ab (GINSBORG

et al. 1980a). Es wurde auch gezeigt, dass die Hyperpolarisation durch die Offnung
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basolateraler K*-Kanale erfolgt (MITCHELL & MARTIN 1980, GINSBORG et al. 1980b). Die
Speichelsekretion erfolgte in Ca®*-freiem Ringer nur transient (GRAY & HOUSE 1982).

Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass in
P. americana Speicheldriisen eine Dopamin-induzierte intrazelluldre Ca?*-Freisetzung
stattfindet, die zur Offnung basolateraler K*-Kanale und somit zur Hyperpolarisation des
Vy, fUhrt.

Leider war es in dieser Arbeit aus methodischen Grinden nicht méglich, an isolierten
Driisen den postuliete Dopamin-induzierte intrazelluldre Ca?*-Anstieg mikrofluoro-
metrisch zu messen und zu charakterisieren.

Bisher wurde Fura-2 zur Messung intrazelluldrer Ca**-Anderungen in den Acinuszellen
der Speicheldriise von P. americana verwendet (K. RIETDORF, Dissertation an der Uni
Potsdam, 2003). Fura-2 wird mit ultraviolettem Licht der Wellenlangen 340 nm und
380 nm angeregt. Dabei zeigte sich, dass die Drisen bei Anregung mit Licht dieses
Wellenlangenbereiches eine starke Autofluoreszenz haben. Zudem &nderte sich die
Intensitét der Autofluoreszenz wahrend der Stimulierung der Drisen mit Dopamin.
Zellulare Autofluoreszenz wird insbesondere durch NADH und Flavoproteine verursacht,
deren Anregungsmaxima bei 365 bzw. 360 und 450 nm liegen (CHANCE et al. 1962,
BENSON et al. 1979). Bei Anregung von Fura-2 im UV-Bereich wird demnach die
Fluoreszenz beider Komponenten angeregt. Die Emissionsmaxima von NADH und FAD
liegen bei 450 nm und 520 nm (CHANCE et al. 1962, BENSON et al. 1979). Zumindest das
emittierte Fluoreszenzlicht der Flavoproteine konnte den fliir die Fura-2-Messungen
verwendeten Emissionsfilter (Bandpass 515-565) passieren und somit zum Fura-2-
Fluoreszenzsignal beitragen.

Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit Fura Red als Ca*-empfindlicher
Idikatorfarbstoff verwendet, weil dessen Anregungs- und Emissionsspektren im
langerwelligen Bereich liegen. Fura Red ist ein dual excitation dye, der alternierend mit
zwei Wellenlangen bei 420 nm und 488 nm angeregt wird. Der Quotient der
Fluoreszenzintensitaten bei beiden Anregungswellenléangen (= ratio) zeigt Anderungen
der intrazelluldren Ca?'-Konzentration an, ohne dass die Farbstoffkonzentration in der
Zelle, sowie eine Abnahme des Fluoreszenzsignals durch Farbstoffbleichung die

Messung beeinflussen.

Bei Anregung von Fura Red mit blauem Licht wird zwar ebenfalls zumindest die NADH-
Fluoreszenz angeregt, allerdings sollte diese nicht zum Fura Red Fluoreszenzsignal

beitragen, da das Emissionsmaximum von Fura Red bei 660 nm liegt. Der hier
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verwendete Emissionsfilter (Langpass 590) schliet somit die Emissionsmaxima von

NADH und Flavoproteinen weitgehend aus.

Fura-2 und Fura Red sind mit Kp-Werten von 224 nM bzw. 140 nM hochaffine Ca*-
Indikatoren (TAKAHASHI et al. 1999). Sie sollten sich zur Messung von Ca?*-Signalen
eignen, die zwischen dem 0,1-fachen und dem 10-fachen ihrer Ky liegen, also fir Fura
Red zwischen ca. 14 nM und 1,4 uM. Hochaffine Ca®*-sensitive Farbstoffe kénnen jedoch
auch als Ca®*-Puffer wirken oder schnell durch Ca?* geséattigt sein. Letzteres war hier
nicht der Fall, da die lonomycin-haltige 10 mM Ca?*-Lésung ein deutliches
Fluoreszenzsignal von Fura Red sowohl in Acinuszellen als auch in Gangzellen
induzierte. Problematisch kénnte jedoch die Pufferung eines kleinen Ca®*-Anstiegs sein.
Mit beiden Farbstoffen konnten Ca?-Anderungen in Ausfiihrgangzellen der
Speicheldriisen von P. americana gemessen werden (Fura-2: K. RIETDORF, Dissertation
2003, HILLE & WALz 2008). Allerdings gibt es bisher keine Anhaltspunkte Uber das
Ausmal des Ca®*-Anstiegs in den Acinuszellen. Zwar &nderte sich die ratio der Fura Red-
Fluoreszenz bei experimenteller Erhdhung der intrazelluldren [Ca®‘] durch lonomycin
deutlich, jedoch wurde kein Dopamin-induzierter Anstieg der Fluoreszenzratio in den

Acinuszellen registriert.

Dies muss jedoch nicht bedeuten, dass kein Ca?*-Anstieg erfolgt. WALZ et al. (2006)
konnten einen Dopamin- und 5-HT-induzierten Ca®'-Anstieg in Rhod-2 beladenen,
isolierten Acinuszellen messen. Die Kp von Rhod-2 betragt 1 uM und liegt damit deutlich
Uber der von Fura Red. Aufgrund der geringeren Affinitdt von Rhod-2 ware es moglich,
dass der in den Acinuszellen postulierte Ca?*-Anstieg durch diesen Farbstoff nicht
abgepuffert wurde. Allerdings wird Rhod-2 mit nur einer Wellenlange angeregt. Somit
werden auch Anderungen des Zellvolumens registriert, da der Farbstoff in unstimulierten
Drisen starker verdinnt ist als in schrumpfenden (NAUNTOFTE 1992, FOSKETT et al. 1994)
stimulierten Drisen. Schaut man auf die Rohsignale der Messungen mit Fura Red, so
wurden dort ebenfalls nach Dopamin-Stimulierung Fluoreszenzanstiege bei beiden
Wellenlangen registriert, die jedoch nicht antiparallel verliefen und daher wahrscheinlich
keine Ca**-Anderung darstellen. Abbildung 4.5 zeigt einen Ausschnitt aus den Rohdaten
bei Anregung von Fura Red mit 420 nm wahrend Dopamin-Stimulierung der Acini. Die
registrierten Anderungen wurden durch die Anfangsintensitat (Fo) vor Dopamin-
Stimulierung dividiert. Die hier registrierten Fluoreszenzanderungen sind mit den in WALZ

et al. (2006) verdffentlichten vergleichbar.
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Es ist natlurlich nicht auszuschlieRen, dass es sich bei diesen Anderungen um Ca?-
Signale oder Mischsignale (Anderungen der Ca®*-Konzentration und/oder des
Zellvolumens) handelt. Auffallend ist hier der initiale transiente Fluoreszenzanstieg, der
nach 5-HT-Stimulierung auch in Calliphora vicina Speicheldrisen auftritt und die interne
Ca?-Freisetzung widerspiegelt (ZIMMERMANN 1998). Kinetisch sind diese Anderungen
demnach durchaus mit Ca®*-Anderungen anderer Insektenspeicheldriisen zu vergleichen.
Aufgrund des parallelen Verlaufs der Rohdaten in Abb. 3.24 bleibt jedoch zweifelhaft, ob
diese Signale ausschlieRlich Ca®*-Anderungen zeigen oder ob es Mischsignale sind, zu
denen auch Volumenanderungen beitragen. In jedem Fall muss festgehalten werden,
dass mikrofluorometrische Ca®*-Messungen in den Speicheldriisen von P. americana aus
zwei Grinden auflerordentlich problematisch sind:

1.) Die starke Autofluoreszenz, die sich auch Dopamin-abhangig andern kann, erfordert
die Nutzung eines im langwelligen Bereich emittierenden Farbstoffes und eines
Filtersatzes, der die Emission der (die Autofluoreszenz weitgehend verursachenden)
Flavoproteine und NADH ausschlief3t.

2.) Dopamin- bzw. Serotonin-induzierte Anderungen des Zellvolumens kénnen nur durch
ratiometrische Messungen aus den Messdaten ausgeschlossen werden, was die

Farbstoffauswahl stark eingrenzt.

Ein geringer, sehr schneller oder raumlich lokal begrenzter Ca®*-Anstieg kdnnte seiner
Registrierung mit den hier angewandten Methoden und dem Farbstoff Fura Red aufgrund
der begrenzten zeitlichen und raumlichen Auflosung wahrend der Messungen entgehen.
Méglicherweise findet die Dopamin-induzierte Ca?*-Erhéhung nur lokal statt, z.B. in der
N&he der basolateralen Membran, welche die postulierten Ca?*-gesteuerten K*-Kanale
enthalt.

Um Anhaltspunkte (iber das AusmaR des Ca**-Anstieges zu erhalten, kénnten die Driisen
mit dem Acetoxymethylester von EGTA beladen werden. Deshalb sollen hier kurz die
Eigenschaften der Ca®*-Puffer EGTA und BAPTA betrachtet werden. Beide haben eine



4. Diskussion 88

ahnliche Dissoziationskonstante (~100 nM) und Diffusionsmobilitat. Jedoch unterscheiden
sie sich in ihrer Ca2+-Bindungsrate, wobei EGTA Ca* langsamer bindet als BAPTA
(NARAGHI 1997). Das liegt vor allem daran, dass EGTA bei neutralem pH-Wert, wie er in
der Zelle vorkommt, protoniert ist. Um Ca*" binden zu kdénnen, miissen die Protonen
abdissoziieren. Aufgrund dieses Unterschieds wird BAPTA als schneller und EGTA als
langsamer Ca?*-Chelator bezeichnet. Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass Ca*-
Signale unterschiedlich durch EGTA bzw. BAPTA moduliert werden (ADLER et al. 1991,
ROBERTS 1993, PRAKRIYA et al. 1996). Aufgrund der schnellen Ca?*-Bindung ist BAPTA in
der Lage, auch kleinste, schnelle Ca**-Signale abzupuffern, wie sie in so genannten Ca*-
Microdomanen beobachtet werden. EGTA kann zwar die Kinetik solcher lokalen
Ca?*-Signale verandern, ist jedoch nicht in der Lage, diese vollstandig abzupuffern. Daher
kann man durch Anwendung beider Chelatoren Anhaltspunkte tber a) die raumliche Nahe
von Ca**-Quellen und -Senken und b) {iber die Starke des Ca®*-Anstiegs erhalten (NEHER,
1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Drisen mit BAPTA AM beladen, das die Dopamin-
induzierte Hyperpolarisation vollstdndig unterdrickte. Nun ware es interessant zu
untersuchen, welchen Einfluss EGTA auf die Dopamin-induzierte Hyperpolarisation hat. In
Acinuszellen der Unterkieferspeicheldrise der Ratte konnte unter Verwendung von EGTA
und BAPTA gezeigt werden, dass die an der Ca®*-induzierten Ca?*-Freisetzung beteiligten
Ryanodin-Rezeptoren ridumlich sehr eng mit Ca**-Senken wie Mitochondrien und Ca?*-
ATPasen assoziiert sein miissen. In diesen Zellen ist ebenfalls ein Ca®'-Anstieg
notwendig, um basolateral K*-Kanale zu 6ffnen (KOPACH et al. 2008).

Trotz der methodischen Probleme bei den Ca®**-Messungen zeigte die vorliegende Arbeit,
dass eindeutig ein intrazelluldrer Ca®*-Antieg zu postulieren ist, der fiir die Offnung

basolateraler K*-Kanale verantwortlich ist.

4.5.2. Uberlegungen zur Funktion der basolateralen Ca**-abhingigen K*-
Leitfahigkeit

Zwangslaufig stellt sich hier die Frage nach der physiologischen Funktion der
basolateralen K*-Kanale. In den Speicheldrisen der Vertebraten sind mindestens 4
Schllsseltransporter an der Primarspeichelbildung beteiligt (TURNER 1993). Eine
basolaterale Na'/K*-ATPase energetisiert den transepithelialen lonentransport durch die
Aufrechterhaltung eines nach innen gerichteten Na’-Gradienten und eines nach aufen
gerichteten K'-Gradienten. Der Na'-Gradient treibt verschiedene Na™-abhangige
Transporter an, unter anderem den basolateralen NKCC. Dieser transportiert Na*, K" und

CI" in die Zelle, so dass die intrazellulare ClI'-Konzentration Uber dem elektrochemischen
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Gleichgewicht liegt. Stimulus-abhangig erfolgt ein intrazelluldrer Ca®*-Anstieg, der zur
Offnung basolateraler K*-Kanéle und apikaler Cl-Kanéle flhrt. Aufgrund der Aktivitat des
NKCC erfolgt ein CI'-Efflux Gber die Apikalmembran in das Lumen der Driise, wahrend K*
Uber die basolaterale Membran in den Extrazellularraum entlassen wird. Dies sorgt fur die
intrazellulare Elektroneutralitat wahrend des Sekretionsprozesses, da der CI-Efflux einen
Uberschuss positiver Ladungen in der Zelle hinterlasst, der selbigem entgegenwirkt.
Aufgrund der Negativierung des TEP durch den apikalen Cl'-Ausstrom folgt Na* aus dem
Interstitium Uber den parazellularen Weg in das Lumen. Wasser folgt trans- oder
parazelluldar osmotisch nach. Auf diese Weise wird ein NaCl-haltiger Primarspeichel

sezerniert.

In der Speicheldriise von P. americana gibt es jedoch einen gravierenden Unterschied zu
diesem Transportmechanismus. Zwar wird der lonentransport auch hier durch eine
Na'/K*-ATPase energetisiert, diese ist jedoch in der apikalen Membran der Acinuszellen
lokalisiert (JUST & WALz 1994b). Das bedeutet, dass Na* hier Uber die apikale Membran
direkt in das Lumen transportiert wird. Aufgrund des netto Auswartstransports positiver
Ladungen, hyperpolarisiert die apikale Membran und sollte einen CI-Efflux beginstigen.
Dazu kommt, dass die CI'-Konzentration in den Acinuszellen Gber dem elektrochemischen
Gleichgewicht liegt (Gupta & Hall 1983). Die Offnung basolateraler K'-Leitfahigkeiten

ware dadurch praktisch Gberflissig.

Die Aktivitdt des NKCC in der basolateralen Membran kénnte jedoch ein Recycling von
K*-lonen Uber die basolaterale Membran erfordern, das von den Ca®'-aktivierten K*-
Kanalen geleistet wird. Wie bereits beschrieben nutzt der NKCC den Na*-Gradienten, um
pro Transportzyklus zusétzlich 1 K* und 2 CI' in die Zelle zu transportieren. Dieser
Transporter ist sehr wahrscheinlich fir den Dopamin-induzierten Anstieg der
intrazellularen Konzentrationen von Na*, K* und CI verantwortlich (RIETDORF et al. 2003,
HILLE & WALz 2008). Wird die Aktivitdt des NKCC Stimulus-abhangig verstarkt, wirde K*
in der Zelle akkumulieren. Zwar konnte es Uber die postulierten apikalen K'-Kanile
entweichen, wirde jedoch zum Grofteil durch die Na'/K'-ATPase wieder in die Zelle
zurlicktransportiert werden. Die hohe intrazellulare K'-Konzentration wirde dann der
elektrochemischen Treibkraft des NKCC entgegenwirken und andererseits die Aktivitat
der Na*/K*-ATPase drosseln. Daher wiirde die Offnung der Ca®*-gesteuerten K*-Kanale

ein K*-Recycling ermaoglichen.
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4.5.3. Die Na’-Abhingigkeit der Depolarisation

In Na'-freiem Ringer war sowohl die Dopamin- als auch die 5-HT-induzierte
Depolarisation vollstdndig unterdriickt. Ein Na‘-abhangiger Transporter ist der
Na'-K*-2CI'-Symporter (NKCC). Aus anderen Arbeiten war bereits bekannt, dass die
Aktivitat des NKCC essentiell fiir die Speichelbildung ist. Wird der NKCC durch Bumetanid
blockiert, ist die Speichelsekretion nahezu vollstandig unterdriickt (RIETDORF et al. 2003).
Der NKCC transportiert zwei ClI'-lonen zusammen mit je einem Na’- und K*-lon in das
Cytoplasma. Somit ist der lonentransport durch den NKCC elektroneutral und tragt selbst
nicht zu Anderungen des Membranpotentials bei. Trotzdem konnte die Aktivitat des in der
basolateralen Membran der Acinuszellen lokalisierten NKCC in dieser Arbeit erstmals
direkt durch intrazellulare Ableitungen nachgewiesen werden. Blockierung des NKCC
durch Bumetanid oder Na'-freien Ringer wahrend Dopamin- oder 5-HT-Stimulierung
resultierte in einer anhaltenden Hyperpolarisation. Die Depolarisation war durch
Bumetanid erstaunlicherweise vollstandig unterdrickt. Die Aktivitdt des NKCC muss also

indirekt zu einer Depolarisation der basolateralen Membran fihren.

Wie kdnnte die indirekte NKCC-abhangige Depolarisation zustande kommen? Wenn der
NKCC zwei positive und zwei negative Ladungen in die Zelle transportiert, wahrend
Dopamin-abhéngig basolaterale K*-Leitfahigkeiten gedffnet sind, wiirde das transportierte
K" basolateral zum Teil recycelt werden. Somit bestiinde mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
Netto-Import negativer Ladungen durch den NKCC, was eine Depolarisation nicht
erklaren kann. Es mussen also weitere Transporter oder Kanale an der Entstehung der
Depolarisationsphase beteiligt sein. Basolaterale Na'-Leitfahigkeiten kénnen nahezu
ausgeschlossen werden, da die Depolarisation bei spezifischer Blockierung des NKCC
vollstandig unterdrtckt war.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Entstehung der Depolarisation ware ein CI-Recycling Uber
der basolateralen Membran. Sowohl in der ruhenden als auch in der stimulierten
Acinuszelle ist die elektrochemische Triebkraft fir CI" nach auf3en gerichtet (GUPTA & HALL
1983). Ein CI'-Ausstrom ware demnach denkbar. Aulierdem naherte sich das Vy wahrend
der Depolarisation dem berechneten Gleichgewichtspotential flir CI" (Ec) an. Wirden die
durch den NKCC transportierten Cl-lonen das Cytoplasma durch CI-Leitfahigkeiten
wieder verlassen, wirde dies einerseits zu einem Nettoeinstrom positiver Ladungen (Na*)
Uber den NKCC und somit zu einer Depolarisation fihren. Andererseits wirde die
Triebkraft flir den NKCC aufrechterhalten, da der elektrochemische Gradient flr CI
herabgesetzt ware. Der CI-Kanal Blocker NPPB hatte jedoch keinen Effekt auf die
Depolarisationsphase. Es ware jedoch moglich, dass diese Cl-Leitfahigkeiten nicht durch

NPPB blockierbar sind. Anhand von Messungen der Fluoreszenzlebenszeit Cl-sensitiver
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Farbstoffe konnte gezeigt werden, dass kein signifikanter Dopamin-induzierter Anstieg der
intrazelluldren Cl'-Konzentration erfolgt (C. HILLE, personliche Mitteilung). Dies kann ein
Hinweis darauf sein, dass tatsachlich ein CI'-Recycling tber der basolateralen Membran
erfolgt. Andererseits bildet CI" das Gegenion zu Na* im Lumen der Drise und kann trans-
oder parazellular dorthin gelangen. Sollten apikale CI-Leitfahigkeiten in den CI*-Transport
involviert sein, wirde ebenfalls kein starker Cl-Anstieg erwartet werden. Leider kann

dieser Aspekt mit den hier angewandten Methoden nicht abschliel3end geklart werden.

Bislang ist die Permeabilitat des parazellularen Weges im Drisenepithel nicht untersucht.
Es ware auch mdglich, dass elektrogene Vorgange an der Apikalmembran zu den
gemessenen Anderungen des Vy beitragen. Um die genauen Abldufe des
lonentransportes endgultig zu klaren, waren Messungen des transepithelialen Potentials
(TEP) hilfreich. Diese gestalten sich an diesem Praparat jedoch schwierig, da das
Acinuslumen sehr eng ist. Der Ableitort ist damit unsicher. Injizierter Farbstoff wurde
durch den Speichelfluss schnell abtransportiert werden. Aulierdem wirde mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch die Aktivitat der Gangzellen zum TEP beitragen. Aufgrund der
Aktivitat der apikalen Na*/K*-ATPase wiirde ein positives TEP erwartet werden. Im Verlauf
dieser Arbeit gelang es einige Male, die Ableitelektrode in einen Bereich des Acinus zu
fUhren, der ein leicht positives Potential von ca. 5 mV zeigte. Dopamin-Stimulierung fuhrte
dort zu einer mehr (Abb. 4.6 B) oder weniger (Abb. 4.6 A) deutlichen Hyperpolarisation,
die erst nach Auswaschen des Dopamins auf den Ruhewert zuriickging. In Cl'-freiem
Ringer und bei Blockierung des NKCC durch Bumetanid war die Hyperpolarisation nur
transient. Dies passt zu einem transzellularen CI-Transport. Aufgrund der methodischen
Probleme bei diesen Messungen musste jedoch auf eine tiefer gehende Analyse dieser

Signale verzichtet werden.

CI' freier Ringer

Bumetanid

'3 T T T T T T
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Abb. 4.6. Messungen des TEP (?) in den Acini. Erlauterungen im Text.
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Das in Abbildung 1.5 gezeigte Schema zu den Transportprozessen in den Acinuszellen
bleibt somit aktuell. Die Dopamin-induzierte Aktivitdt des NKCC und die Aktivierung einer
basolateralen Ca*'-gesteuerten K*-Leitfahigkeit wurden in der vorliegenden Arbeit

erstmals direkt durch intrazellulare Ableitungen des Vy, belegt.

Eine Ca*-Abhangigkeit der Depolarisationsphase der  Dopamin-induzierten
Acinuszellantworten konnte nicht gezeigt werden. Zwar nahm die Starke der
Depolarisation in Ca?*-freiem Ringer sukzessiv ab, war jedoch deutlich I&nger induzierbar
als die Hyperpolarisation. Wurde die intrazellulare Ca*-Erhéhung durch BAPTA
abgepuffert, war die Depolarisationsphase sogar signifikant verstarkt. Daher kann
angenommen werden, dass die an der Depolarisation beteiligten Transporter anders

reguliert werden.

Aus der Arbeit von RIETDORF et al. (2005) ist bekannt, dass die Proteinsekretion einen
cAMP-Anstieg erfordert. In N. cinerea Speicheldrisen induziert Dopamin einen cAMP-
Anstieg, wobei unklar bleibt, in welchem Zelltyp dieser cAMP-Anstieg erfolgt (GREWE &
KEBABIAN 1982). Das basolaterale Membranpotential der acindsen Zellen in N. cinerea
konnte dagegen nur durch einen Ca?*-Anstieg, niemals aber durch einen cAMP-Anstieg
beeinflusst werden (MITCHELL & MARTIN 1980, GRAY et al. 1984). HOUSE (1980) konnte
keine cAMP-induzierte FlUssigkeitssekretion beobachten, wahrend GRAY et al. (1984)
eine solche nachweisen konnten, die aber in Ca*-freier Ringerlésung nur transient war.
RIETDORF (2003) =zeigte an isolierten Speicheldrisen von P. americana, dass
Badapplikation von 10 mM cAMP keine oder nur eine sehr geringe Flissigkeitssekretion
auslosen konnte, obwohl die Hemmung der Adenylylcyclase durch Badapplikation von
MDL 12,330 A die Sekretionsrate verringerte. In ersten Messungen des
Membranpotentials von P. americana Acinuszellen mit Badapplikation von 100 uM 8-CPT-
cAMP hatte das zellpermeable cAMP-Analogon weder einen Effekt auf das Ruhe-Vy,,
noch auf die Dopamin-induzierten Zellantworten (n = 2, nicht gezeigt). Diese unterstlitzen
damit die Ergebnisse der anderen Arbeiten, in denen angenommen wurde, dass cAMP

nur modulierend auf die Flussigkeitssekretion wirkt.

Ein weiterer verbreiteter Botenstoff ist cGMP. RIETDORF et al. (2005) zeigten jedoch, dass
cGMP keinen signifikanten Effekt auf die Proteinsekretion der Acini hatte. Auch die
Dopamin-induzierte Flussigkeitssekretion wurde nicht durch cGMP beeinflusst. Dies
spricht gegen die Dopamin- oder 5-HT-abhangige Aktivierung einer Gunanylylcyclase und
des cGMP-Weges.
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4.6. Ausblick

Die vorliegende Arbeit trug zur Kenntnis der komplexen Funktionsweise der
Speicheldrisen der Schabe P. americana bei und erweiterte das lickenhafte Wissen Uber
die neuronale Kontrolle exokriner Drisen bei Insekten. So konnten einerseits
exzitatorische Neuromodulatoren wie GABA und Octopamin und andererseits
inhibitorische Neuromodulatoren wie Tyramin (und GABA) identifiziert werden. Das
komplizierte Zusammenspiel aller die Drise innervierenden Nerven und deren
Neurotransmitter und Neuromodulatoren in der Speichelsekretion sollte unbedingt weiter
untersucht werden.

Ein besseres Verstandnis des Zusammenwirkens der einzelnen Neuronenpopulationen im
Sekretionsprozess erfordert zwingend die Lokalisierung der Somata der octopaminergen
und tyraminergen Neurone. Durch retrograde Biotinfarbungen und anschlieRende
immuncytochemische Untersuchungen kénnte sowohl deren Ursprung als auch - wenn
unbekannt - der Transmittergehalt bestimmt werden.

In weiteren elektrophysiologischen Studien ware dann zu klaren, unter welchen
Bedingungen die einzelnen Nerven, die zur Innervierung der Drlse beitragen, Impulse zur
Drise senden. Dazu sollten Ableitungen der betreffenden Nerven am lebenden Tier
erfolgen. Unter diesen Bedingungen kénnte die Wirkung unterschiedlichen
Nahrungsangebotes und anderer Faktoren auf die neuronale Aktivitat untersucht werden.
Weiterhin wirde die umfassende Charakterisierung der Amin-Rezeptoren in der
Speicheldrise von P. americana die physiologischen Untersuchungen unterstitzen und
erganzen. So sind etwa die exakte Lokalisation der GABA- und Octopamin-Rezeptoren
und deren Kopplung an intrazellulare Signalwege zu untersuchen und eine Korrelation mit
den physiologisch erhobenen Daten zu prifen. Zum besseren Verstandnis der Tyramin-
Wirkung im Drusenkomplex ware die Charakterisierung weiterer Rezeptoren wichtig.
Interessant ware auch die Ausstattung der beteiligten Nerven mit Peptiden, die man in
dieser Speicheldriise bis jetzt nicht untersucht hat. In L. migratoria wurde beispielsweise
ein Peptid (Lom-SG-SASP) identifiziert, das die Speichelsekretion potenziert (VEELAERT et
al. 1995). Peptide spielen eine wichtige Rolle in allen bisher untersuchten Organen und im
Nervensystem der Insekten. Um die Speichelsekretion unter physiologischen
Bedingungen vollstandig verstehen zu kénnen, sind Kenntnisse Uber beteiligte Peptide

und deren Herkunft unerlasslich.

Diese Arbeit lieferte auch Ergebnisse, die das bislang angenommene Modell zum
lonentransport in den Acinuszellen von Periplaneta unterstitzten. Zur Untersuchung der
intrazelluldren Signalwege in den Acinuszellen und zur weiteren Charakterisierung der an

der Sekretion beteiligten lonentransport-Mechanismen ware die Etablierung eines
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experimentellen Ansatzes zur Messung des transepithelialen Potentials und patch clamp-

Messungen an isolierten Acinuszellen notwendig.
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