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Das photoneuroendokrine System der Ratte

Circadiane Rhythmen sind durch eine endogene
Periodenldnge von ungefdhr 24 Stunden charakte-
risiert, die unter konstanten Umweltbedingungen,
also ohne tageszeitliche Information, bestehen
bleiben. Verantwortlich fiir diese ,,circa-diane
Uhr“ sind bei den Sdugetieren bestimmte zentral-
nervose Strukturen (Abb. 1, vgl. Vanecek, 1998).
Das endogene rhythmusgebende Schrittmacher-
zentrum der Circadianperiodik befindet sich ober-
halb der Kreuzung des Sehnerven im paarig ange-
legten Nucleus suprachiasmaticus (SCN). Die
Synchronisation der inneren Uhr mit dem dufleren
Tagesablauf erfolgt durch so genannte ,,Zeit-
geber”. Der wichtigste natiirliche Zeitgeber ist
der Licht-Dunkel-Wechsel. Nach photischer Sti-
mulation der Retina und Umwandlung in elektri-
sche Aktivitit werden die neuronalen Signale iiber
direkte und indirekte Projektionen zum SCN wei-
tergeleitet. Uber efferente, z. T. multi-synaptische
Projektionen steuert der SCN eine Vielzahl zykli-
scher Korper- und Gehirnfunktionen, darunter
auch die Sekretion des vom Pinealorgan pro-
duzierten Hormons Melatonin. Dem circadianen
Rhythmus der neuronalen Aktivitdt des SCN fol-
gend, unterliegt die Melatonin-Sekretion tages-
periodischen Schwankungen. Dabei treten in der
Nacht hohe und am Tag sehr niedrige Werte auf.
Das endogene Schrittmacherzentrum, das die Syn-
these und Sekretion des Melatonins kontrolliert,
ist zugleich auch ein Zielgebiet fiir ,,feed-
back “-Wirkungen des Hormons. So ist Melatonin
in der Lage, die neuronale Aktivitdit im SCN zu
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Abb. 1: Das circadiane System der Ratte. Photische In-
formation gelangt von der Retina iliber den retino-
hypothalamischen Trakt zum Nucl. suprachiasmaticus
(SCN). Die Weiterleitung der Aktivitdt des SCN zum
Pinealorgan erfolgt iiber Nucl. paraventricularis (PVN),
Col. intermedio-lateralis (IMC) und Ggl. cervicale su-
perior (SCG). Die rhythmischen Aktivititsinderungen
des SCN bewirken eine rhythmische Synthese und Frei-
setzung von Melatonin (s. Insert; graues Raster = Dun-
kelphase) (modifiziert nach Korf et al., 1996).

blockieren und dariiber eine Synchronisierung als
auch Phasenverschiebung im circadianen System
zu bewirken (Stehle et al., 1989). Das Hormon
Melatonin erfiillt damit die Aufgabe eines nicht
photischen Zeitgebers fiir den SCN. Innerhalb des
circadianen Systems stellt das Pinealorgan damit
eine neuro-endokrine Schnittstelle dar, in der pho-
tische Informationen, vermittelt durch den SCN,
in ein hormonelles Signal iibersetzt wird.

Melatonin-Rezeptoren und ihre Verteilung im ZNS der Sdugetiere

Melatonin kann eine Vielzahl von Prozessen be-
einflussen, die mit der tages- und jahreszeitlichen

Regulation und Anpassung verschiedener physio-
logischer Funktionen zu tun haben (Vanecek,
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Abb. 2: Membrantopologie des Melatonin-Rezeptors.
Der Rezeptor zihlt zur Superfamilie der G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren. Kennzeichnend fiir diese Rezep-
toren sind sieben Transmembran-Regionen (graue Zy-
linder). Die Melatonin-Rezeptoren modulieren iiber
G;-Proteine die Aktivitdt der Adenylatcyklase (AC).

1998). In physiologischen Konzentrationen wer-
den die Wirkungen von Melatonin iiber hochaffine
Rezeptoren vermittelt (Abb. 2). Bei Sdugetieren
wurden bisher die beiden Rezeptortypen MT; und
MT; kloniert und néher charakterisiert (Reppert et
al., 1994, 1996). Es handelt sich dabei um Plasma-
membran-gebundene, G;-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren, die nach Aktivierung durch Melatonin
in den Zellen inhibitorisch die Adenylatcyklase
beeinflussen und dariiber das ,,second messen-
ger“-Molekiil cAMP herunterregulieren.

Mit Hilfe verschiedener Nachweis-Methoden,
wie z.B. in-vitro-Rezeptorautoradiographie und
konventioneller Bindungsstudien, wurden Melato-
nin-Rezeptoren an spezifischen Stellen des Sduge-
tiergehirns lokalisiert. Dabei konnte eine hohe
Dichte von Melatonin-Rezeptoren im SCN (Wea-
ver et al., 1989) sowie in der Pars tuberalis der
Hypophyse (Williams und Morgan, 1988) nach-
gewiesen werden. Weitere Areale wurden im
Kleinhirn, Pons, Thalamus, Hirnstamm und in der
Retina (Vanecek, 1998) gefunden. Im mensch-
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Abb. 3: Nachweis von Transkripten des MT;-Rezeptors
im menschlichen Gehirn. (A) Schematische Darstellung
des menschlichen Gehirns mit Kennzeichnung der
Regionen, in denen Transkripte fiir Melatonin-Rezep-
toren nachgewiesen wurden. (B) Gelelektrophoretischer
Nachweis der Transkripte aus autoptischen Hirngewe-
beproben mit Hilfe der RT-PCR-Technik. Es wurden
Sonden (Primer) verwendet, die spezifisch fiir die hu-
mane cDNA-Sequenz des MT;-Rezeptors sind. Das
PCR-Produkt hat eine Linge von 285 Basenpaaren (bp)
(Teil A modifiziert nach Kandel und Hawkins, 1992).

lichen Gehirn wurde eine hohe Dichte an Bin-
dungsstellen im SCN gefunden (Reppert et al.,
1988). Weiterhin wurden Transkripte fiir Melato-
nin-Rezeptoren mit Hilfe der Reversen-Transkrip-
tase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) in
praktischen allen Gebieten des cerebralen Cortex
und im Hippocampus nachgewiesen (Abb. 3).
Wihrend Melatonin im circadianen System eine
Rolle als nicht photischer Zeitgeber besitzt, ist
die funktionelle Bedeutung der Melatonin-Rezep-
toren in Bereichen des ZNS, die nicht unmittelbar
zum circadianen System zéhlen, weitgehend unbe-
kannt.

Der Hippocampus: Morphologischer Aufbau und funktionelle Bedeutung

Die Hippocampus-Formation ist eine der am ge-
nauesten charakterisierten corticalen Strukturen
des Séaugetiergehirns (vgl. Brown und Zador,
1990). Das Interesse an dieser corticalen Struktur
entstammt dabei nicht nur seiner wesentlichen Be-
teiligung an verschiedenen neurologischen Erkran-
kungen (z.B. Epilepsie und Alzheimer), sondern

auch seiner elementaren Bedeutung fiir bestimmte
kognitive Prozesse.

Als Teil des limbischen Systems bildet die Hip-
pocampus-Formation eine bilateral auftretende,
zylindrische Struktur (Abb. 4A), dessen longitudi-
nale Achse einen Halbkreis um den Thalamus bil-
det. Die stereotyp wiederholte Mikroarchitektur
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soll im Folgenden an einem schematisch dar-
gestellten Gewebeschnitt erldutert werden, der
transversal zur longitudinalen Achse orientiert ist
(Abb. 4B). Der iiberwiegende Teil des Hippocam-
pus besteht aus der CA3- und der CAl-Region.
Mit dem Gyrus dentatus, dem Subiculum und
dem entorhinalen Cortex bilden sie die sog. Hip-
pocampus-Formation. Sowohl der Hippocampus
als auch der Gyrus dentatus zeigen eine Glie-
derung der einzelnen Regionen in drei Haupt-
schichten: Stratum oriens mit zahlreichen basalen
Dendriten, Str. pyramidale mit den Zellkdrpern so-
wie Str. radiatum mit Str. lacunosum-moleculare,
die die proximalen und distalen Dendriten der Py-
ramidenzellen umfassen.

Die wichtigsten neuronalen Verschaltungen der
Hippocampus-Formation sind in Abbildung 4B
dargestellt. Direkte Afferenzen aus dem entorhina-
len Cortex erreichen die Hippocampus-Formation
tiber den Tractus perforans. Dieser projiziert auf
dendritische Anteile der Kornerzellen des Gyrus
dentatus. Die Axone der Kornerzellen, die zusam-
mengefasst als Moosfasern bezeichnet werden, en-
den wiederum auf dendritischen Bereichen der
CA3-Pyramidenzellen. Die Axone der CA3-Pyra-
midenzellen entsenden zum einen Efferenzen
durch den Fornix in corticale und subcorticale
Gebiete, zum anderen projizieren sie iiber die
Schaffer-Kollateralen zu den Dendriten der Pyra-
midenzellen der CAl-Region. Die Fasern der
CAl-Pyramidenzellen wiederum bilden Efferen-
zen, die durch den Fornix in corticale und subcor-
ticale Gebiete gelangen und gleichzeitig direkt
oder indirekt iiber Neurone des Subiculums auf
Bereiche des entorhinalen Cortex projizieren.

Die Hippocampus-Formation ist von zentraler
Bedeutung fiir kognitive Vorgénge, die mit Lernen
und Gedéachtnisbildung im Zusammenhang stehen
(Knight, 1996; Squire, 1992). Entsprechend kon-
nen Patienten mit bilateralen Lisionen des Hippo-
campus zwar Geddchtnisinhalte aus dem Lang-
zeitgeddchtnis abrufen, allerdings ist es ihnen
nicht mehr moglich, neue Inhalte aus dem Kurz-
zeitgedéchtnis in das deklarative Langzeitgedécht-
nis zu iiberfiihren (Milner, 1966). Diese Unféhig-
keit zur Konsolidierung neuer Gedichtnisinhalte
wird als anterograde Amnesie bezeichnet. Bei
Ratten spielt die Hippocampus-Formation eine
dhnlich wichtige Rolle bei der Gedichtniskonsoli-
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Abb. 4: Schematische Darstellung der wichtigsten neu-
ronalen Verbindungen in der Hippocampus-Formation.
Das Eingangssystem (Tractus perforans) kommt aus
dem entorhinalen Cortex (EC). Die Information gelangt
iiber drei synaptische Schaltstellen teilweise zum EC
zuriick. Die drei Hauptschichten sind durch Zahlen dar-
gestellt (1: Stratum oriens, 2: Stratum pyramidale, 3:
Stratum radiatum und Stratum lacunosum-moleculare)
(modifiziert nach Kandel und Hawkins, 1992).

dierung. Funktionelle oder strukturelle L&sionen
fiihren bei diesen Tieren zu einer starken Beein-
trachtigung in der rdumlichen Orientierung.

In tierexperimentellen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Lernvorginge mit plas-
tischen Verinderungen an den Nervenzellen des
Hippocampus einhergehen (vgl. Brown und Zador,
1990; Nicoll et al., 1988). Ein mogliches zelluli-
res Korrelat solcher lernbedingter plastischer Ver-
dnderungen zeigt sich darin, dass hochfrequente
Stimulationen von Fasern des Hippocampus die
synaptische Ubertragung iiber lingere Zeitriume
verstirken konnen. Diese aktivitdtsabhidngige Ver-
stirkung in der synaptischen Ubertragung wird als
,,long term potentiation* (LTP) bezeichnet. In Un-
tersuchungen an Gewebeschnitt-Priparaten des
Hippocampus zeigte sich, dass LTP, auch unter
diesen in-vitro-Bedingungen, an den wesentlichen
synaptischen Kontakten (Tractus perforans/Kor-
nerzellsynapse; Moosfaser/CA3-Synapse; Schaf-
fer-Kollateral/ CA1-Synapse) auslosbar ist (Brown
und Zador, 1990).
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Nachweis und Charakterisierung von Melatonin-Rezeptoren im Hippocampus der Ratte

Der molekularbiologische Nachweis und die funk-

tionelle Charakterisierung von Melatonin-Rezep-

toren der Hippocampus-Formation erfolgte mit

Hilfe zweier methodischer Ansitze, die schema-

tisch in Abbildung 5 dargestellt sind:

e Zur Analyse der Genexpression von MT;- und
MT,-Rezeptoren wurde das Verfahren der Re-
versen-Transkriptase-Polymerase-Kettenreakti-
on (RT-PCR) angewandt (Abb. 5A). Dabei wer-
den Transkripte fiir die Melatonin-Rezeptoren
aus dem hippocampalen Gewebe isoliert, in
cDNA revers transkribiert und mit Hilfe spezi-
fischer Sonden in der Polymerase-Kettenreakti-
on amplifiziert. Der Nachweis der PCR-Produk-
te erfolgte gelelektrophoretisch.

e Die elektrophysiologische und pharmakologi-
sche Charakterisierung der Melatonin-Rezep-
toren erfolgte im heterologen Expressionssys-
tem der Xenopus-Oozyten (Abb.5B). Dabei
werden Transkripte aus dem hippocampalen Ge-
webe isoliert, in Oozyten des siidafrikanischen
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Abb. 5: Methodische Vorgehensweise zum molekularen
Nachweis (A) und zur funktionellen Charakterisierung
(B) der Melatonin-Rezeptoren. Es sind die wesentlichs-
ten Schritte dargestellt. RT: Reverse-Transkriptase-
Reaktion, PCR: Polymerase-Kettenreaktion.

Krallenfrosches Xenopus laevis injiziert und
die durch Melatonin induzierten Reaktionen
mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtech-
nik registriert.

Genexpression von MT;- und MT,-Rezeptoren
in der Hippocampus-Formation

Mit Hilfe der RT-PCR-Technik wurden Transkrip-
te fiir den MT;- und den MT,-Rezeptortyp im hip-
pocampalen Gewebe nachgewiesen (Abb. 6; vgl.
Musshoff et al., 2002). Bei Anwendung MT)-spe-
zifischer Sonden konnte aus der hippocampalen
cDNA/mRNA ein PCR-Produkt amplifiziert wer-
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Abb. 6: Gelelektrophoretischer Nachweis der Tran-
skripte fiir die MT;- und MT,-Rezeptoren im hippo-
campalen Gewebe der Ratte. Der Nachweis erfolgt mit
Hilfe der RT-PCR-Technik. Es wurden Sonden (Primer)
verwendet, die spezifisch fiir die Ratten-cDNA-Sequen-
zen des MT;-Rezeptors (Spur 1, PCR-Produkt: 329 Ba-
senpaare) und des MT,-Rezeptors (Spur 1, PCR-Pro-
dukt: 292 Basenpaare) sind. Spezifititskontrollen er-
folgen iiber Restriktionsenzym-Analyse des PCR-Pro-
duktes fiir MT; (Msel, Spur 2) und MT, (Mfel, Spur 2)
sowie durch eine ,,nested*“ PCR mit einem intern gele-
genen Primer fiir das MT;-spezifische PCR-Produkt
(Spur 3). Die isolierten hippocampalen Regionen sind
grau schraffiert dargestellt.

400 bp
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den, das der erwarteten Léinge von 329 Basenpaa-
ren (bp) entsprach (Abb. 6A oben, Spur 1). Zur
Spezifititskontrolle wurden zwei Tests durch-
gefiihrt: (a) nach Behandlung wurde mit dem Res-
triktionsenzym Msel das PCR-Produkt in die er-
warteten Fragmente der Léinge 233 und 96 bp
geschnitten (Spur 2), (b) es wurde eine verschach-
telte (,,nested“) PCR mit einem intern gelegenen
Primer durchgefiihrt. Die Reamplifikation des
PCR-Produktes ergab ein Produkt in der erwarte-
ten Linge von 260 bp (Spur 3). Die Anwendung
MT,-spezifischer Sonden fiihrte ebenfalls zu ei-
nem positiven Nachweis (Abb. 6A unten, Spur 1).
Das PCR-Produkt in der erwarteten Linge von
292 bp wurde nach Behandlung mit dem Restrikti-
onsenzym Mfel in die zu erwarteten Fragmente
der Liange 161 und 131 bp geschnitten (Spur 2).
Zum Nachweis der Genexpression in den ver-
schiedenen hippocampalen Regionen wurden aus
Hippocampus-Gewebeschnitten die entsprechen-
den Anteile herausgetrennt und jeweils gesondert
analysiert (Abb. 6B). Dabei zeigte sich, dass Tran-
skripte fiir beide Rezeptortypen in allen hippo-
campalen Regionen, also im Gyrus dentatus, in
der CA3- und CAl-Region sowie im Subiculum
vorhanden sind (Abb. 6B).

Funktionelle Expression hippocampaler
MT;-Rezeptoren in Xenopus-Oozyten

Die Injektion hippocampaler mRNA-LOsung in
Xenopus-Oozyten fiihrte bei ca. 50 % der Oozyten
(n=26/51) zur funktionellen Expression Melato-
nin-sensitiver Rezeptoren (vgl. Musshoff et al.,
2002). Demgegeniiber zeigten unbehandelte Oo-
zyten und solche, denen Aqua bidest. zur Kontrol-
le injiziert wurden, keine Reaktionen auf die Ap-
plikation von Melatonin (n =30). Eine typische
Stromantwort auf die Applikation von Melatonin
ist in Abbildung 7 dargestellt. Es kommt dabei zu
oszillierenden, transmembrandsen Einwirtsstro-
men, die in der Regel nach Applikationsbeginn
verzogert auftraten (20...60 s) und in den meisten
Fillen iiber das Applikationsende hinaus persis-
tierten (bis zu 60 min).

In einer Serie von Experimenten wurden elek-
trophysiologische Charakteristika der durch die
Melatonin-Rezeptoren induzierten Stromantwor-
ten analysiert. Eine Zusammenfassung der Ergeb-
nisse ist in Abbildung 8 wiedergegeben (vgl. Fi-

scher et al., 1996). Danach fiihrt die Injektion von

hippocampaler mRNA zur funktionellen Expres-

sion von Melatonin-Rezeptoren mit folgenden Ei-
genschaften:

e der Melatonin-Rezeptor ist an ein Pertussisto-
xin-sensitives G-Protein gekoppelt (Abb. 8A);

e die oszillierenden Einwirtsstrome sind Calci-
um-aktivierte Chlorionenstrome, da (a) das Um-
kehrpotenzial des Ionenstromes von ca. =35 mV
in der Nidhe des Umkehrpotenzials von Chlorio-
nen liegt (Abb. 8B), (b) der Ionenstrom durch
den Chlorid-Kanalblocker 9-Anthracencarbon-
sdure unterdriickt wird (Abb. 8C) und (c) der Io-
nenstrom durch den IP;-Rezeptorblocker Cof-
fein blockiert wird (Abb. 8D);

e der Melatonin-Rezeptor beeinflusst nicht den
cAMP-Signalweg, da Forskolin-stimulierte Re-
aktionen durch Melatonin nicht verdndert wer-
den (Abb. 8E).

Zur pharmakologischen Charakterisierung der
heterolog exprimierten Melatonin-Rezeptoren wur-
den verschiedene Rezeptorantagonisten eingesetzt
(Abb. 9; vgl. Blumenau et al., 2001). Dabei fiihrte
die simultane Applikation von Melatonin mit 2-Phe-
nylmelatonin (MT;/MT,-Antagonist) oder Luzindol
(MT;/MT,-Antagonist) zur vollstindigen Blockade
der Melatonin-Antwort. Der fiir den MT,-Rezeptor
selektivere Antagonist 4-P-PDOT zeigte dagegen

Mel

10 nA
60s

Abb. 7: Transmembrandse lonenstrome nach Applika-
tion von Melatonin. Die oszillierenden Ionenstrome
wurden an Oozyten von Xenopus laevis am 5. Tag nach
Injektion von mRNA aus dem Hippocampus der Ratte
durch Melatonin (Mel; 10 pmol/l) ausgeldst. Die Ionen-
strome wurde mit der Zwei-Elektroden-Spannungs-
klemm-Technik bei einem Haltepotenzial von —70 mV
registriert. Deflektion nach unten: Einwirtsstrom.
Horizontaler Balken: Applikationsdauer.
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Abb. 8: Charakterisierung der Melatonin-induzierten Ionenstrome. (A) Nach Inkubation mit Pertussistoxin (PTX)
sind die oszillierenden Ionenstrome nicht mehr auslosbar. (B) Das Umkehrpotenzial der oszillierenden Ionenstrome
liegt in der Néhe des Umkehrpotenzials fiir Chlorionen. (C) Der Chlorionenkanal-Blocker Anthracencarbonséiure
(9-AC) unterdriickt die oszillierenden Ionenstrome. (D) Coffein blockiert die Freisetzung von Ca* aus IP;-sensitiven
Speichern und verhindert damit die Ausbildung der oszillierenden Ionenstrome. (E) Bei bestehender Blockade der
oszillierenden Ionenstrome durch 9-AC wird der Forskolin-induzierte Auswirtsstrom durch Melatonin nicht beein-
flusst. — Die Untersuchungen wurden an unterschiedlichen mRNA-injizierten Oozyten durchgefiihrt. Konzentration
von Melatonin: 10...100 pmol/l. Die Ionenstrome wurden mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik bei
einem Haltepotenzial von —70 mV (auBer in B) registriert. Ausschlag nach unten: Einwdrtsstrom. Horizontaler
Balken: Applikationsdauer (modifiziert nach Fauteck et al., 1997).

keinen wesentlichen Einfluss auf die Melatonin- ne vergleichende funktionelle und pharmakologi-
Antwort. Die pharmakologische Analyse deutet da- sche Analyse der exprimierten Melatonin-Rezep-
mit auf eine iiberwiegende, wenn nicht ausschlief3- toren aus Gesamtgehirn und Hippocampus zeigte

liche Expression von MT;-Rezeptoren hin. Eine dabei keine Unterschiede. Die Ergebnisse der anti-
solche pharmakologische Charakterisierung erlaubt sense-Experimente sind in Abbildung 10 dargestellt
allerdings nur eingeschrinkte Aussagen, da kom- (vgl. Blumenau et al., 2001). In der Kontrollgruppe
merziell verfiigbare Melatoninrezeptor-Antagonis- (mRNA + Aqua bidest.) zeigten 83 % der Oozyten
ten keine eindeutige Differenzierung zwischen eine funktionelle Rezeptorexpression. Demgegen-

MT;- und MT,-Rezeptoren gewihrleisten. Es wur- iiber zeigte die antisense-Gruppe (mRNA + antisen-
den daher ergénzend Untersuchungen durchgefiihrt, se-MT)) eine signifikant reduzierte Rezeptorexpres-
die eine selektive Inhibierung der MT,-Rezeptor- sion auf 13%. Die Fihigkeit der Oozyten zur
expression durch Einsatz MT;-spezifischer antisen- Translation heterologer mRNA war dabei sowohl in
se-Molekiile zum Ziel hatten. Fiir diese Versuchs- der Kontroll- wie auch in der antisense-Gruppe prin-

serie musste allerdings aufgrund der hoheren  zipiell vorhanden, da die Expressionsrate fiir den
Expressionsrate fiir Melatonin-Rezeptoren mRNA Glutamat-Rezeptor vom AMPA-Typ in beiden
aus dem Gesamt-Rattenhirn verwendet werden. Ei- Gruppen zu 100 % vorlag.
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Abb. 9: Pharmakologische Charakterisierung der heterolog exprimierten Melatonin-Rezeptoren. Die durch Melato-

nin (10..

.100 pmol/l) ausgeldsten transmembrandsen lonenstrome werden durch die Rezeptorantagonisten 2-Phenyl-

melatonin (100 pmol/l) und Luzindol (50 pmol/l) blockiert, wihrend 4-P-PDOT keinen Einfluss auf die durch Mela-

tonin ausgelosten Ionenstrome hat. Die Ionenstrome wurden mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik bei

einem Haltepotenzial von —70 mV registriert. Ausschlag nach unten: Einwértsstrom. Horizontaler Balken: Applika-
tionsdauer (modifiziert nach Musshoff et al., 2002).
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Abb. 10: Molekularbiologische Charakterisierung der
heterolog exprimierten Melatonin-Rezeptoren. Funktio-
nelle Expression von Melatonin-Rezeptoren nach In-
jektion von mRNA aus dem Gesamtgehirn der Ratte
(CTRL: mRNA) und nach Co-Injektion von mRNA
und antisense-RNA, spezifisch fiir MT;. Responder:
Membranstrom auf Applikation des Agonisten; non-
responder: kein Membranstrom auf Applikation des
Agonisten. Der AMPA-Rezeptor ist ein Subtyp des
Glutamat-Rezeptors.

Wirkungen von Melatonin auf Hippocampusfunktionen in vitro

Untersuchungen an Hippocampi in vivo haben
zwar den Vorteil, dass die Mehrzahl der neurona-
len Verbindungen und damit die physiologischen
Funktionen erhalten bleiben, jedoch ist die diffe-
renzierte Analyse einzelner Faktoren hierbei
schwierig und bei manchen Fragestellungen un-

moglich. Aus diesem Grunde erfolgte in den vor-
liegenden Experimenten die funktionelle Analyse
an hippocampalen Gewebeschnittpriparaten. Die-
se in-vitro-Priparate stellen ein gingiges und
wohl etabliertes ,,Modell*“ in der experimentellen
Neurophysiologie dar. Bei der Gewebeschnitt-
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Technik werden die aus dem Gehirn entnomme-
nen Hippocampi in 500 um dicke Schnitte zerlegt
und in kiinstlicher Zerebrospinalfliissigkeit bei
stindiger Sauerstoffzufuhr und konstanter Tem-
peratur gehalten. Unter diesen Bedingungen iiber-
leben die Schnittpriparate bis zu 18 Stunden. Auf-
grund der stereotyp wiederholten Mikroarchitektur
bleiben in den Gewebeschnitten wesentliche neu-
ronale Verbindungen erhalten, an denen sich phy-
siologische Reaktionen untersuchen lassen.

Folgende neuronale Funktionen im Hippocam-
pus wurden hinsichtlich einer moglicher Beein-
flussbarkeit durch Melatonin analysiert:
¢ Einfluss von Melatonin auf die Spontanaktivitit

(Aktionspotenziale) der Nervenzellen;
¢ Einfluss von Melatonin auf die synaptische Ak-

tivitdt (synaptische Potenziale) der Nervenzel-

len.

Die Untersuchungen konzentrierten sich dabei
auf neuronale Vorginge an den CAl-Pyramiden-
zellen. Dabei wurde die neuronale Reagibilitét
dieser Zellen auf Melatonin auch hinsichtlich
tageszeitabhingiger Prozesse untersucht. Dazu
wurden die Tiere unter definierten Licht-Dunkel-
Bedingungen (LD 12/12 Std.) gehalten. Die Pri-
paration der hippocampalen Gewebeschnitte er-
folgte zu den Zeitpunkten (,,zeitgeber time*, ZT)
ZT 3 bzw. 8 (,,Tag*) und ZT 15 (,,Nacht*), wobei
die Lichtperiode mit ZT O einsetzt. Ein Teil der
Versuche wurde an Tieren durchgefiihrt, die fiir 6
Wochen in einem inversen LD-Rhythmus gehalten
wurden. Die Préparation erfolgte hier bei ZT 13
(;,subjektive Nacht*).

Melatonin beeinflusst die spontane
Entladungsrate von CA1-Neuronen

Spontane neuronale Aktivitidt wurde mit Hilfe von
Glasmikroelektroden aus dem Stratum pyramidale
der CAl-Region abgeleitet. Die Anordnung der
Feldpotenzial-Elektrode im Gewebeschnitt sowie
eine typische Folge von Aktionspotenzialen (AP)
ist in Abb. 11A dargestellt (vgl. Musshoff et al.,
2002). Die spontane Entladungsrate war in den Ge-
webeschnitten sehr variabel (18...1373 AP/min),
wobei zwischen den Tag- und den Nachtversuchen
keine signifikanten Unterschiede auftraten. Die
Uberspiilung der hippocampalen Gewebeschnitte
mit Melatonin (1 pumol/l) fiir 10 min fiihrte bei
den Tagversuchen zu keiner wesentlichen Ande-

rung in der Entladungsfrequenz (Abb. 11B). Im
Gegensatz dazu fiihrte die Applikation von
Melatonin bei den Nachtversuchen zu einer stark
ansteigenden (=700%) und lang andauernden
Erhohung der Entladungsfrequenz (Abb. 11C).
Die durch Melatonin induzierte Erhohung der
Frequenz wihrend der Nachtversuche konnte
durch den Melatonin-Rezeptorantagonisten Lu-
zindol (10 pmol/l) vollstindig unterdriickt werden
(Abb. 11C).

Melatonin beeinflusst die spontane
Entladungsrate von CA1-Neuronen iiber
synaptische Mechanismen

Die rezeptorvermittelten Wirkungen von Melato-

nin auf die spontane Entladungsrate der CA1-Py-

ramidenzellen konnen grundsétzlich durch zwei
alternative Mechanismen erklért werden:

e Melatonin-Rezeptoren sind in den CA1-Pyrami-
denzellen exprimiert und modulieren direkt die
Erregbarkeit der CA1-Zellen.

e Melatonin-Rezeptoren sind in anderen Zellen
des neuronalen Netzwerkes exprimiert und mo-
dulieren indirekt die Erregbarkeit der CA1-Zel-
len iiber eine Beeinflussung synaptischer Pro-
zesse.

Um die erste Moglichkeit zu testen, wurde die
Genexpression von MT;-Rezeptoren in einzelnen
CAl-Nervenzellen mit Hilfe der sog. ,,single
cell“-PCR-Technik analysiert. Das Verfahren ist
in Abbildung 12A schematisch dargestellt. Es
wurde die CAl-Region herausgetrennt und die
Zellen wurden durch Enzymbehandlung aus dem
Zellverband isoliert. Nach dem Aufsaugen jeweils
einzelner Pyramidenzellen in eine Glaselektrode
(Abb. 12B) wurde der Zellinhalt in ein Reaktions-
gefal tiberfilhrt und damit abschlieBend eine RT-
PCR-Reaktion durchgefiihrt. Die Auswertung von
insgesamt 12 isolierten CA1-Pyramidenzellen aus
Nachttieren zeigte, dass keine mRNA-Molekiile
fiir den MT;-Rezeptortyp in den Zellen vorliegen
(Abb. 120).

Um die zweite Moglichkeit zu testen, wurde die
spontane Entladungsrate der CA1-Pyramidenzell-
schicht unter pharmakologischer Blockade der ex-
zitatorischen synaptischen Ubertragung abgeleitet.
Die experimentelle Vorgehensweise soll anhand
der Abbildung 13A erldutert werden. Die synapti-
sche Ubertragung an der Schaffer-Kollateral/
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Abb. 11: Tageszeitabhingige Modulation der spontanen Entladungsrate von CAl-Neuronen durch Melatonin.

(A) Schematische Darstellung der extrazelluldren Ableitung von Aktionspotenzialen (AP; Originalregistrierung) mit
Glasmikroelektroden aus einem Hippocampus-Gewebeschnitt (Dicke: 500 um) der Ratte. (B) Effekt von Melatonin
(graues Raster, 1 pmol/l) auf die spontane Entladungsrate von CAl-Neuronen am Tag. Obere Grafik: Auswertung
eines typischen Einzelversuchs. Untere Grafik: Zusammenfassung aller Versuche. Die Priparation erfolgte zum Zeit-
punkt ZT 3 oder 8. (C) Effekt von Melatonin (graues Raster, 1 pmol/l) auf die spontane Entladungsrate von
CA1-Neuronen in der Nacht. Obere Grafik: Auswertung eines typischen Einzelversuchs. Untere Grafik: Zusammen-
fassung aller Versuche. Die Préparation erfolgte zum Zeitpunkt ZT 15 (modifiziert nach Musshoff et al., 2002).

CA1-Synapse ldsst sich durch Reizung der zeptoren hervorrufen. Dabei blockieren die Anta-

Schaffer-Kollateralen und Registrierung der Reiz-
antwort im Stratum pyramidale der CA1-Region
analysieren. Nach Reizung der Fasern kann man
in der nachgeschalteten Pyramidenzelle mit Hilfe
einer Feldpotenzial-Elektrode einen ,,population
spike® ableiten. Hierbei handelt es sich um eine
Ubereinanderlagerung des synaptischen Potenzials
(genauer ausgedriickt: exzitatorischen postsynapti-
schen Potenzials, EPSP) und gruppierten Aktions-
potenzialen. Eine pharmakologische Blockade der
erregenden synaptischen Ubertragung lisst sich
durch spezifische Antagonisten fiir Glutamat-Re-

gonisten APV  (Aminophosphonovalerat) und
CNQX (6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion) die
NMDA- und AMPA-gesteuerten Glutamat-Re-
zeptortypen. Wenn nach lidngerer Einwirkung der
Antagonisten der population spike nicht mehr re-
gistrierbar ist, kann davon ausgegangen werden,
dass die synaptische Ubertragung vollstindig blo-
ckiert ist (Abb. 13B). Unter diesen Bedingungen
generieren die CAl-Pyramidenzellen allerdings
weiterhin spontane Aktionspotenziale. Appliziert
man nun bei bestehender synaptischer Blockade
Melatonin, so fiihrt dies zu keiner Steigerung in
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Abb. 12: Fehlende Genexpression fiir den MT;-Rezeptor in einzelnen CA1-Neuronen. (A) Methodisches Vorgehen

bei der Isolierung von CAl-Neuronen und der Durchfiihrung der ,,single cell PCR*“. Die Priparation der Zellen

erfolgte wihrend der subjektiven Nacht. (B) Die fotografische Aufnahme zeigt den Moment des Aufsaugens einer

CAl-Zelle in die Glaselektrode. (C) Gelelektrophoretischer Nachweis der Transkripte fiir den MT;-Rezeptor im

hippocampalen Gewebe der Ratte. Es wurden Sonden verwendet, die spezifisch fiir die Ratten-cDNA-Sequenzen
des MT;-Rezeptors sind. Zur Kontrolle wurden Sonden fiir B-Actin eingesetzt.

der Frequenz der Aktionspotenziale (Abb. 13C).
Damit deuten die Experimente darauf hin, dass
Melatonin iiber die zweite, oben aufgefiihrte Mog-
lichkeit, also die Beeinflussung synaptischer
Ubertragungsmechanismen, die Erregbarkeit der
CA1-Pyramidenzellen moduliert.

Melatonig beeinflusst die synaptische
Ubertragung an der
Schaffer-Kollateral/CA1-Synapse

In einem nichsten Schritt wurde die Wirkungswei-
se von Melatonin auf die synaptische Ubertragung
an der Schaffer-Kollateral/CA1-Synapse getestet.
Die experimentelle Vorgehensweise soll anhand
der Abbildung 14A erldutert werden. Durch elek-
trische Reizung der Schaffer-Kollateralen wird in
den dendritischen Bereichen der CA1-Pyramiden-
zellen (Stratum radiatum) ein EPSP evoziert, das

sich durch Feldpotenzial-Elektroden ableiten l&sst.
Die Wirkung von Melatonin auf die Steigung bzw.
Amplitude des EPSP wurde in Abhingigkeit von
der Tageszeit untersucht.

Die Applikation von Melatonin (10 nmol/l)
fiihrte gegeniiber Kontrollversuchen (ohne Mela-
tonin) zu keinen Verinderungen des EPSP bei Ver-
suchen wihrend der subjektiven Nacht (Préparati-
on: ZT 13; Abb. 14B). Demgegeniiber kommt es
jedoch zu einer deutlichen Steigerung um ca.
120 % in der Steigung bzw. Amplitude des EPSP
bei Versuchen, die wihrend des Tages durch-
gefiihrt wurden (Priparation: ZT 2; Abb. 14C).
Dieser Effekt blieb unter der Melatonin-Applika-
tion (insgesamt 60 min) bestehen und war rever-
sibel (Daten nicht gezeigt). Der durch Melatonin
hervorgerufene ,, Verstirkungseffekt* bei den Tag-
versuchen ist offensichtlich tiber Rezeptoren ver-
mittelt, da durch gleichzeitige Gabe von Melato-
nin und Luzindol dieser Effekt unterdriickt
werden konnte (Abb. 14C).
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die Daten ohne Blockade der synaptischen Transmission (s. Abbildung 11) dargestellt.

Abb. 13: Fehlende Modulation der spontanen Entladungsrate von CA1-Neuronen durch Melatonin bei synaptischer
Blockade. (A) Schematische Darstellung der Versuchsanordnung. Reizelektroden stimulieren die Schaffer-Kollatera-
len und verursachen einen ,,population spike* (PS, Originalregistrierung) im Stratum pyramidale der CA1-Region.
Die Glutamat-Rezeptorantagonisten APV und CNQX blockieren die erregende synaptische Ubertragung im Stratum
radiatum. (B) Registrierungen von PS im Stratum pyramidale nach Einwaschen der Antagonisten. Der PS ist nach
10 min vollsténdig unterdriickt. (C) Effekt von Melatonin (1 pmol/l, appliziert in Periode 2) auf die spontane Ent-
ladungsrate von CA1-Neuronen in der Nacht. Die Priparation erfolgte zum Zeitpunkt ZT 15. Zum Vergleich sind
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Melatonin-Wirkungen sind wahrscheinlich
iiber GABAerge Interneurone vermittelt

Die Erregbarkeit und die Effizienz der synap-
tischen Ubertragung im Hippocampus wird
entscheidend durch den hemmenden Einfluss
GABAerger Interneurone bestimmt (Freund und
Buzsaki, 1996). Die Interneurone vermitteln ihre
Wirkung an den CAl-Pyramidenzellen u. a. iiber
eine Riickwirtshemmung (,,recurrent inhibiti-
on‘; Abb. 15A). Es ist daher prinzipiell denkbar,
dass Melatonin iiber eine Beeinflussung dieser
GABAergen Interneurone den verstirkenden Ef-
fekt auf die GroBe des synaptischen Potenzials
bei den Tagversuchen oder die Erregbarkeitsstei-
gerung wihrend der Nacht vermittelt. Um dies
zu untersuchen, wurde der Einfluss von Melato-
nin auf die Aktivitit der Interneurone getestet.
Das experimentelle Vorgehen ist in Abbil-
dung 15A dargestellt. Die hemmende Wirkung
GABAerger Interneurone auf CAl-Pyramiden-
zellen lédsst sich mit dem sog. ,,paired pulse inhi-
bition“-Protokoll testen. Dazu wurden zum ei-
nen die Schaffer-Kollateralen (Reiz-Stimulus 1,
orthodromer Reiz) und zum anderen die Fasern
der CAIl-Pyramidenzellen elektrisch gereizt
(Reiz-Stimulus 2, antidromer Reiz). Die Reiz-
antworten (EPSP) wurden mit Feldpotenzial-
Elektroden im Stratum pyramidale und radiatum

der CAl-Region registriert. Folgendes Reizpro-
tokoll wurde angewandt: Nach Auslosung eines
einzelnen Testpulses (Reiz-Stimulation 1; ortho-
dromer Reiz) wird ein Doppelpuls in der Rei-
henfolge Reizstimulation 2 / Reizstimulation 1
(Reizintervall 10 ms) gegeben. Die Amplituden-
abnahme des EPSP der zweiten Reizantwort des
Doppelpulses wird iiber die vorhergehende Akti-
vierung der GABAergen Interneurone durch den
antidromen Reiz interpretiert (Freund und Buz-
saki, 1996) und als ,,paired pulse inhibition* be-
zeichnet. Das Amplitudenverhiltnis des Testpul-
ses zur zweiten Antwort des Doppelpulses stellt
damit ein MaB fiir den Grad der Inhibition durch
GABAerge Interneurone dar (Abb. 15B). Es
wurde die Wirkung von Melatonin (10 nmol/l)
auf die ,,paired pulse inhibition“ an Hippocam-
puspriparaten, die am Tag oder in der subjekti-
ven Nacht prépariert wurden, getestet. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 15C dargestellt. Die
Tagversuche (Priparation: ZT 3) zeigen, dass
unter Melatonin der Grad der Inhibierung um
ca. 20% abnimmt (Abb. 15C). Mit dem Aus-
waschen von Melatonin geht der Effekt rever-
sibel zuriick. Bei den Versuchen wihrend der
subjektiven Nacht (Priparation: ZT 13) fiihrte
die Applikation von Melatonin zu einer Abnah-
me der Inhibition um 10 %, allerdings war dieser
Effekt nicht reversibel (Abb. 15C).

Zusammenfassung und Ausblick

Die Analyse der Genexpression hat ge-
zeigt, dass die beim Sidugetier bekannten Tran-
skripte fiir die Melatonin-Rezeptortypen MT; und
MT, im hippocampalen Gewebe exprimiert wer-
den. Da Melatonin Verdnderungen der neuronalen
Aktivitdt im Hippocampus hervorruft, die durch
spezifische =~ Melatonin-Rezeptorblocker  unter-
driickbar sind, kann davon ausgegangen werden,
dass die Transkripte in funktionsfihige Rezep-
toren translatiert werden. Die Genexpression fiir
die Rezeptoren tritt dabei in groferen Bereichen
der Hippocampus-Formation auf, wie die Ana-
lysen des Gyrus dentatus, der CA3- und CAl-Re-
gion sowie des Subiculums gezeigt haben. Aller-
dings kann man aus diesen Daten nicht
entnehmen, ob die Genexpression auf bestimmte
neuronale Zelltypen, wie z. B. spezifische Pyrami-
denzellen oder Interneurone, beschriankt ist oder

ob sie in verschiedenen Zelltypen gehiuft stattfin-
det. Aus den Untersuchungen der CAl-Pyrami-
denneuronen mit der ,,single cell“-PCR-Technik
lasst sich zumindest entnehmen, dass diese Zellen
wihrend der frithen Dunkelphase (ZT 15) keine
mRNA fiir Melatonin-Rezeptoren besitzen.

Die Untersuchungen im Xenopus-Ex-
pressionssystem zeigten einen funktionellen
Einbau von G-Protein-gekoppelten Melatonin-sen-
sitiven Rezeptoren. Die pharmakologischen und
antisense-Untersuchungen zeigen, dass iiberwie-
gend, wenn nicht ausschlieBlich, der MT;-Rezep-
tortyp exprimiert wird. Uberraschenderweise akti-
viert dieser Melatonin-Rezeptor in den Oozyten
nicht den cAMP-Signalweg, sondern den IP3-Sig-
nalweg und dariiber calciumaktivierte Chlorionen-
strome. Untersuchungen an verschiedenen Expres-
sionssystemen zeigten, dass heterologe G-Protein-
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gekoppelte Rezeptoren mit endogenen G-Protei-
nen interagieren konnen, die unterschiedlich sind
zu denen der nativen Zellen (Gudermann et al.,
1997). Da in Xenopus-Oozyten insbesondere die
endogenen Gy-, in manchen Fillen aber auch G;-
oder Gs-Proteine an den IP3-Signalweg gekoppelt
sind (Kaneko et al., 1992; Kasahara und Sugiya-
ma, 1994; Pena et al., 1995), kann davon aus-
gegangen werden, dass die heterolog exprimierten
Melatonin-Rezeptoren an eines oder mehrere die-
ser endogenen G-Proteine gekoppelt sind.

Die neuronale Aktivitdt von Hippo-
campus-Gewebeschnitten kann durch eine
nahezu physiologische Konzentration (10 nmol/l)
sowie durch eine pharmakologische Konzentration
(1 umol/) von Melatonin moduliert werden. Im
Gegensatz zur Hemmung der Entladungsrate der
Aktionspotenziale im SCN (Stehle et al., 1989), be-
wirkt Melatonin in den CAl-Pyramidenzellen des
Hippocampus eine allerdings nur in der Dunkel-
phase auftretende Steigerung der Aktionspotenzial-
Frequenz. Dieser Melatonin-Effekt konnte die phy-
siologische Umstellung der neuronalen Aktivitit
vom Schlaf- in den Wachzustand bei diesen nacht-
aktiven Tieren unterstiitzen. Ursédchlich fiir die Er-
regbarkeitssteigerung ist dabei wahrscheinlich der

disinhibitorische Effekt von Melatonin iiber die
GABAergen Interneurone. Es bleibt zu iiberpriifen,
ob der tageszeitabhingige Effekt von Melatonin
iiber eine entsprechend zeitabhingige Expression
der Transkripte/Rezeptoren zu erkléren ist. Die Ver-
stirkung der synaptischen Ubertragung zu den
CA1-Pyramidenzellen lésst sich ebenfalls iiber eine
Disinhibition erkliren. Allerdings bleibt die physio-
logische Bedeutung unklar, da dieser Effekt nur
wihrend der Lichtphase auftritt.

Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dass Melato-
nin fiir die Erregbarkeit von neuronalen Strukturen
auch auBerhalb des eigentlichen circadianen Sys-
tems von grofer Bedeutung zu sein scheint. Mela-
tonin, als ein endogener Marker fiir Licht bzw.
Dunkelheit, konnte dabei eine Schliisselrolle in
der Ubertragung von Informationen der biologi-
schen Uhr (SCN) in verschiedene neuronale (Hip-
pocampus, Neocortex) und nicht neuronale Sub-
systeme spielen. Zur weiteren Kldrung der Rolle
von Melatonin konnten Tiere untersucht werden,
bei denen eine vollstindige Unterdriickung der
Melatonin-Synthese, z. B. durch Entfernen des Pi-
nealorgans, induziert ist.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage,
ob der Hippocampus einen ,,peripheren Oszilla-

A B
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CRY1

200 bp
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Abb. 16: Molekulare Komponenten der biologischen Uhr. (A) Schematische Darstellung der molekularen Kom-
ponenten der biologischen Uhr, wie sie in Zellen des SCN nachgewiesen sind. Die rhythmische Transkription/Trans-
lation verschiedener Uhren-Gene und ihrer Produkte steuert wiederum die Transkription weiterer Gene, die ihrerseits
physiologische Zellfunktionen beeinflussen. (B) Nachweis von Transkripten molekularer Komponenten der biologi-
schen Uhr im hippocampalen Gewebe mit Hilfe der RT-PCR-Technik. (Teil A modifiziert nach Chang und Reppert,

2001.)
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tor* darstellt, der moglicherweise einen eigenstén-
digen Rhythmus besitzt und indirekt, z.B. iiber
Melatonin, mit dem ,,zentralen Oszillator® im
SCN synchronisiert wird. Kennzeichen solcher
Oszillatoren sind molekulare Komponenten in Ge-
stalt von Transkripten bzw. Proteinen, die iiber po-
sitive und negative transkriptionale/translationale
Riickkopplungsmechanismen miteinander intera-
gieren (Allada et al., 2001). Der Aufbau einer sol-
chen ,,molekularen Uhr“, wie sie in den Zellen
des SCN nachgewiesen sind, ist in Abbildung 16A
schematisch dargestellt. Der negative Riickkopp-
lungsmechanismus besteht aus drei PER(IOD)-
Genen und zwei CRY(PTOCHROM)-Genen. Die
rhythmische Transkription dieser Gene ist gesteu-
ert durch die Transkriptionsfaktoren CLOCK und
BMALI. CRY- und PER-Proteine kdnnen Komple-
xe bilden, wobei die CRY-Proteine negativ mit
CLOCK und BMALI interagieren. PER2 wieder-

um ist an der rhythmischen Transkription von
BMALI beteiligt. Ein mogliches Genprodukt, das
die Transkription weiterer Gene moduliert, ist
PER3. Die Funktion des TIM(LESS)-Proteins ist
dagegen noch weitgehend unbekannt. In ersten ei-
genen Untersuchungen wurde die Genexpression
dieser molekularen Komponenten im hippocampa-
len Gewebe analysiert. Wie in Abbildung 16B dar-
gestellt, sind die Transkripte aller genannten Kom-
ponenten 1im Hippocampus vorhanden. Die
nichsten Untersuchungen miissen kliren, ob diese
Transkripte rhythmisch transkribiert werden und
in welchem Zeitgang dies erfolgt.

Danksagung: Die Ergebnisse wurden unter Mit-
arbeit von Eva Berger, Cirstin Blumenau, Bern-
hard Fischer, Daniel Riewenherm, Anke Wort-
mann und Erwin-Josef Speckmann gewonnen.
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