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Das circadiane System der Sidugetiere — integraler Bestandteil
des neuroendokrinen Systems

Einleitung

Wenn wir iiber die Leistungen des menschlichen Gehirns
nachdenken, so kommt uns in erster Linie in den Sinn, dass
wir durch dieses Organ in die Lage versetzt werden, zu den-
ken und zu sprechen, unsere Umwelt und uns selbst zu er-
kennen, an Vergangenes zu erinnern und Gedanken iiber un-
sere Zukunft zu fassen. Vor diesen, fiir den Menschen
besonders charakteristischen, kognitiven Fahigkeiten treten
andere, durchaus lebensnotwendige Funktionen des Ge-
hirns héufig in den Hintergrund, weil wir sie nicht bewusst
wahrnehmen. Dennoch bleibt festzuhalten, dass das Gehirn
die grofite und bedeutendste Hormon bildende Driise des
menschlichen Korpers ist, die zahlreiche Stoffwechselfunk-
tionen und fast alle endokrinen Driisen in der Peripherie
steuert, wie z. B. Schilddriise, Nebennieren, Eierstocke und
Hoden. Das Fundament fiir diese Erkenntnis wurde im letz-
ten Jahrhundert durch Ernst und Berta Scharrer und Wolf-
gang Bargmann gelegt. Ernst und Berta Scharrer, die von
1933 bis zu ihrer Emigration in die Vereinigten Staaten
1937 am von Ludwig Edinger gegriindeten Neurologischen
Institut in Frankfurt gearbeitet haben, stellten erstmals im
Jahre 1937 ein weit gespanntes, in groen Teilen noch heute
giiltiges Konzept zur Entstehung, Lage und Funktion der
Hormon bildenden Abschnitte im Gehirn vor (Scharrer und
Scharrer, 1937; Bargmann, 1954; siehe Oksche, 1987,
1997; Korf, 1995). Diese Teile des Gehirns werden unter
dem Begriff ,,Neuroendokrine Systeme* zusammengefasst;
die Disziplin, die sich der Erforschung dieser Systeme wid-
met, wird als ,,Neuroendokrinologie* bezeichnet (Scharrer
und Scharrer, 1963; Korf und Usadel, 1997).

Im vorliegenden Aufsatz soll eines dieser neuroendo-
krinen Systeme genauer beleuchtet werden, das circadia-
ne System. Dieses System baut unsere ,innere“ oder
,biologische* Uhr auf und stellt sicher, dass unser Leben
einem sinnvollen und optimal an die Umwelt angepassten
Zeitablauf folgt. Das richtige Ticken der inneren Uhr ist
eine entscheidende Voraussetzung fiir unser Wohlbefin-
den und unsere Gesundheit.

Phénomenologie biologischer Rhythmen
Unter natiirlichen Bedingungen folgen zahlreiche Korper-

funktionen einem Rhythmus, der alle 24 Stunden wieder-
kehrt, also eine Periodenlinge von 24 Stunden hat.

Beispielhaft seien hier Puls und Blutdruck, die Korper-
temperatur und die Sekretionsraten von Kortisol aus der
Nebennierenrinde, vom Schilddriisen-stimulierenden Hor-
mon TSH aus dem Hypophysenvorderlappen und von
Melatonin aus der Epiphysis cerebri genannt (Abb. 1).
Korpertemperatur, Puls und Blutdruck zeigen beim Men-
schen ein Tief in der zweiten Nachthilfte, zu diesem Zeit-
punkt erreicht die Melatonin-Konzentration im Blut ihr
Maximum. Der Kortisolspiegel sinkt auf ein Minimum
nach Mitternacht, wihrend die TSH-Konzentration zu
dieser Zeit ihr Maximum zeigt. Interessanterweise ist
auch die Wirkung von Medikamenten sehr stark von der
Tageszeit abhingig, zu der sie gegeben werden. Dieses
von der gegenwirtigen Medizin viel zu wenig beachtete
Phianomen ist Gegenstand der Chronopharmakologie, die
sich zum Ziel gesetzt hat, den optimalen Zeitpunkt fiir die
Gabe von bestimmten Medikamenten, z. B. von Zytostati-
ka bei Krebspatienten, zu ermitteln. Besonders augenfil-
lig und ohne jegliche Hilfsmittel messbar ist der biologi-
sche Rhythmus in unserem Schlaf/Wach-Verhalten; als
tagaktive Primaten haben wir unsere Schlaf- und Ruhe-
phase in der Nacht und sind wéhrend der Hellphase des
Tages aktiv. Wihrend der Schlafphasen wird unser de-
klaratives Gedichtnis konsolidiert (Gais und Born, 2004).

Fiir das Verstdndnis von Aufbau und Funktion der in-
neren Uhr sind folgende Beobachtungen wichtig. Halten
sich Mensch oder Tier in einer Umwelt mit natiirlichem
Tag/Nacht-Wechsel auf, so wiederholt sich der Rhythmus
aller ihrer Korperfunktionen Tag fiir Tag, d. h., er hat eine
Periodenldnge von genau 24 Stunden und folgt somit
exakt der Linge des astrophysikalischen Tages. Entzieht
man nun Mensch oder Tier den tidglichen Wechsel von
Helligkeit und Dunkelheit, indem man z. B. Menschen in
einen fensterlosen unterirdischen Bunker verbringt oder
Versuchstiere unter Dauerdunkelheit hilt, so geht der
Rhythmus in den verschiedenen Korperfunktionen keines-
falls verloren, aber seine Periodenlinge verdndert sich
und weicht geringfiigig von der Linge des astrophysika-
lischen Tages ab. Lebewesen sind also in der Lage, ohne
jegliche Zeitsignale aus der Umwelt, endogen, d.h. aus
sich selbst heraus, durch eine innere Uhr einen Rhythmus
zu erzeugen. Die Linge dieses von der Uhr endogen er-
zeugten Rhythmus entspricht nicht genau, sondern nur
ungefihr (circa) den 24 Stunden eines natiirlichen Tages
und wird deshalb als circadianer Rhythmus bezeichnet.
Ahnlich wie beim natiirlichen Tag/Nacht-Rhythmus las-
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Abb. 1: Tag/Nacht-Rhythmen der Korpertemperatur und Pulsfrequenz, des Blutdrucks (RR), Wachheitsgrads und Blutzuckerspiegels

sowie der Sekretion von Kortisol (aus der Nebennierenrinde), TSH (aus dem Hypophysenvorderlappen), Insulin (aus den B-Zellen der

LANGERHANSschen Inseln im Pankreas) und Melatonin (aus der Zirbeldriise des Gehirns). Gezeigt sind die Profile fiir zwei aufeinan-

der folgende Tage. Die Schlafphase (Dunkelperiode) ist auf der Abszisse mit einem schwarzen Balken, die Wachphase mit einem
weillen Balken gekennzeichnet. Modifiziert nach Dunlap, Loros, DeCoursey, 2004
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subjektiven Nacht durch den Beginn der lokomotorischen
Aktivitdt und der Beginn des subjektiven Tages durch das
Ende der lokomotorischen Aktivitit determiniert. Interes-
santerweise ist die Periodenlidnge der circadianen Rhyth-
men bei unterschiedlichen Tierarten verschieden: Beim
Menschen liegt sie in aller Regel bei 25 Stunden (Aschoff,
1965); bei bestimmten Hamsterarten betrdgt sie nur
22,5 Stunden (Ralph und Menaker, 1988). Bei Individuen
derselben Art ist die Linge des circadianen Rhythmus je-
doch konstant. Diese Beobachtungen belegen bereits,
dass die Linge des circadianen Rhythmus genetisch fest-
gelegt ist. Gedanklich und sprachlich sind also zwei ver-
schiedene Typen von Rhythmen strikt zu unterscheiden:
der Tag/Nacht-Rhythmus, dessen Linge genau 24 Stun-
den betrigt, und der circadiane Rhythmus, dessen Peri-
odenldnge geringfiigig von der des Tag/Nacht-Rhythmus
abweicht. Um den circadianen Rhythmus aufzuzeichnen
und zu erfassen, ist es notwendig, den Menschen oder
die Tiere von den natiirlichen Umweltbedingungen zu
isolieren. Den Tag/Nacht-Rhythmus beobachten wir im-
mer dann, wenn Menschen oder Tiere unter den natiirli-
chen Lichtverhiltnissen der Umgebung mit dem charak-
teristischen Hell-Dunkel-Wechsel leben.

Dieses soll am Beispiel klassischer, weltberiihmter Ex-
perimente verdeutlicht werden, die Jiirgen Aschoff in den
60iger Jahren des letzten Jahrhunderts am Max-Planck-
Institut fiir Verhaltensphysiologie in Erling-Andechs
durchgefiihrt hat (Aschoff, 1965). Freiwillige Versuchs-
personen lebten fiir einen Zeitraum von mehreren
Wochen in einem unterirdischen Bunker ohne jegliche In-
formationen iiber die Uhrzeit; der natiirliche Tag/Nacht-
Wechsel war fiir die Versuchspersonen nicht zu erkennen,
da die Bunker fensterlos waren. Wihrend der ersten Tage
des Aufenthaltes wurde den Versuchspersonen ein Tag/
Nacht-Rhythmus mit einer Linge von 24 Stunden vor-

Retinale Photorezeptoren

gegeben, indem das kiinstliche Licht im Bunker von
auflen automatisch an- und ausgeschaltet wurde; anschlie-
Bend konnten die Versuchspersonen die Beleuchtungsver-
hiltnisse selbst an- und ausschalten: Die Periodenlinge
ihres Aktivitdtsrhythmus verldngerte sich auf ca. 25 Stun-
den. Fehlt also ein von aullen vorgegebener Licht-Dunkel-
Wechsel, so folgt der Kérper dem endogenen, circadianen
Rhythmus der inneren Uhr mit einer Periodenlidnge von
25 Stunden. Es ist also festzuhalten, dass die innere Uhr
des Menschen verglichen mit dem astrophysikalischen
Tag um eine Stunde nachgeht. Wenn wir im natiirlichen
Tag/Nacht-Rhythmus leben, wird unsere innere Uhr mit
dem 24-Stunden-Rhythmus der Umwelt synchronisiert.
Reize aus der Umwelt, die unseren circadianen Rhythmus
mit dem Rhythmus eines astrophysikalischen Tages syn-
chronisieren, werden nach Jiirgen Aschoff Zeitgeber ge-
nannt. Der wichtigste Zeitgeber fiir die Synchronisation
von Umweltrhythmen und circadianen Rhythmen ist bei
allen Lebewesen der natiirliche Tag/Nacht-(Hell-Dun-
kel-)Wechsel.

Grundbausteine der inneren Uhr

Aus dieser Phinomenologie lassen sich die Grundbau-
steine der inneren Uhr ableiten (Abb. 2): Die Schliissel-
komponente des Systems ist ein endogener, autonom ar-
beitender Schrittmacher, der den circadianen Rhythmus
generiert. Dieser Schrittmacher muss verbunden sein mit
Sinneszellen, die ihm die synchronisierenden Reize aus
der Umwelt, also die Zeitgeber, vermitteln. Der wichtigs-
te Zeitgeber ist der Licht-Dunkel-Wechsel, es ist deshalb
vorauszusagen, dass der endogene Schrittmacher Signale
von Lichtsinneszellen erhilt. Weiterhin ist fiir komplexe
vielzellige Lebewesen wie die Sdugetiere zu postulieren,
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Abb. 2: Grundbausteine des circadianen Sys-

tems. Der zentrale circadiane Rhythmusgene-

rator der Sdugetiere und des Menschen liegt

in den paarigen suprachiasmatischen Kernen
des Hypothalamus.
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dass der circadiane Schrittmacher mit Elementen verbun-
den ist, die seine Signale iiber neuronale, neuroendokrine
und endokrine Mechanismen an den restlichen Organis-
mus vermitteln. Interessanterweise ist die Mehrzahl
dieser Elemente im Gehirn untergebracht: Bei Nichtséu-
getieren sind sie in einem einzigen Hirnteil, der Zirbel-
driise oder Epiphysis cerebri, konzentriert, bei Séugetie-
ren liegen sie rdumlich getrennt, aber noch immer im
gleichen Hirnabschnitt, dem Zwischenhirn (Diencepha-
lon). Dieser Aufsatz wird sich ausschlieBlich mit dem cir-
cadianen System der S&ugetiere befassen. Aspekte des
circadianen Systems der Nichtsdugetiere finden sich bei
Korf und Stehle (2002).

Fiir die weitere Beschreibung werden Ratten und Miu-
se als Versuchstiere herangezogen, da hier die notwendi-
gen experimentellen Eingriffe vorgenommen werden kon-
nen, um zellulire und molekulare Mechanismen zu
studieren, die die Uhr aufbauen. Die Grundprinzipien die-
ser Mechanismen sind bei Menschen und Nagetieren
gleich, so dass wir aus den Untersuchungen an Versuchs-
tieren Erkenntnisse gewinnen konnen, die auf den Men-
schen iibertragbar sind. Dieses belegt einmal mehr den
hohen Stellenwert von Tierversuchen in der biomedizi-
nischen Forschung.

Der zentrale circadiane Schrittmacher in den Nuclei
suprachiasmatici

Der zentrale circadiane Schrittmacher der Sadugetiere ist
in paarigen, bilateral angeordneten Ansammlungen von
Nervenzellen in der untersten Etage des Zwischenhirns,
dem Hypothalamus, iiber der Sehnervenkreuzung lokali-
siert, die als Nuclei suprachiasmatici (SCN) bezeichnet
werden (Abb. 3). Die Lichtinformation fiir die innere
Uhr der Sédugetiere kommt aus der Netzhaut der Augen.
Ein wichtiges Ausgangssignal der Uhr, das gewisserma-
Ben als deren Zeiger fungiert, liefert die Zirbeldriise in
Form ihres Hormons Melatonin.

Bei Méusen und Ratten enthélt ein SCN jeweils ca.
10000 Nervenzellen, die allesamt als Neurotransmitter
GABA (Gamma-Aminobuttersdure) verwenden (Moore
et al., 2002). Neben diesem klassischen Neurotransmitter
enthalten bestimmte SCN-Nervenzellen noch unter-
schiedliche Neuropeptide, die in verschiedenen Unter-
abschnitten des Kerngebiets lokalisiert sind und nach
Moore (vgl. Moore et al., 2002) eine Einteilung des
SCN in ein Zentrum (,,core) und eine Schale (,,shell*)
erlauben. Andere Autoren unterscheiden ein ventrolatera-
les von einem dorsomedialen Areal des SCN. Die letztere
Terminologie ist jedoch nur auf bestimmte Nagetierarten
anzuwenden, wihrend die Einteilung in Zentrum und
Schale auch auf Primaten und den Menschen angewendet
werden kann. Im Zentrum (entspricht bei Ratten und
Maiusen dem ventrolateralen Abschnitt) des SCN finden
sich viele Neurone, die zusitzlich zu GABA das Neuro-

Abb. 3: Schaltkreise des circadianen Systems, projiziert auf einen
mediosagittalen Schnitt durch das Gehirn einer Ratte. Der zentrale
circadiane Rhythmusgenerator liegt in den bilateral angeordneten su-
prachiasmatischen Kernen (SCN) im Hypothalamus unmittelbar
oberhalb der Sehnervenkreuzung. Bei Nagetieren enthilt jeweils ein
Kern 10000 Nervenzellen. Die Informationen iiber Helligkeit und
Dunkelheit werden den SCN diiber eine spezialisierte Untereinheit
des Sehnerven, den retinohypothalamischen Trakt (RHT), vermittelt.
Dieser entspringt von einer Unterklasse von retinalen Ganglienzel-
len, die als Botenstoffe den Neurotransmitter Glutamat und das Neu-
ropeptid PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide)
verwenden. Die SCN iibertragen ihre rhythmischen Signale iiber neu-
roendokrine oder neuronale/synaptische Mechanismen. Die Ubertra-
gung neuronaler/synaptischer Ausgangssignale erfolgt iiber recht
kurze Nervenbahnen, die iiberwiegend in benachbarte Kerngebiete
im Hypothalamus projizieren. Eine wichtige Schaltstation fiir die An-
bindung des circadianen Rhythmusgenerators an das autonome Ner-
vensystem sind die bilateral angeordneten paraventriculiren Kerne
des Hypothalamus (PVN). Von hier ziehen lange absteigende Ner-
venbahnen zu den zentralen sympathischen Neuronen, die als paarige
Columnae intermediolaterales (CIM) in den oberen thorakalen Seg-
menten des Riickenmarkes liegen. Diese Neurone innervieren mit so-
genannten ,,priagangliondren Fasern* die Ganglia cervicalia superio-
ra (GCS), die unterhalb der Schédelbasis in enger Nachbarschaft zur
linken und rechten Arteria carotis interna lokalisiert sind und die pe-
ripheren sympathischen Ganglienzellen enthalten. Von den GCS ent-
springen ,,postganglionére* Nervenfasern, die den Neurotransmitter
Noradrenalin (NA) enthalten und in Begleitung der Arterien und Ka-
pillaren in alle Bereiche des Kopfes gelangen. Eine fiir das circadiane
System besonders wichtige Nervenverbindung zieht von den GCS
zur Zirbeldriise (Pinealorgan, PIN). Teile dieser Verbindung bilden
oberhalb des Tentorium cerebelli zwei eigenstiandige paarige Nerven
(Nervi conarii). Im Pinealorgan enden die NA-haltigen Nervenfasern
als freie Nervenendigungen. Noradrenalin, das zur Nachtzeit aus die-
sen Nervenendigungen ausgeschiittet wird, stimuliert die Bildung
und Freisetzung von Melatonin (MEL), dem spezifischen Neurohor-
mon der Zirbeldriise. Melatonin wirkt im Sinne einer Riickkopplung-
schleife auf den zentralen circadianen Rhythmusgenerator im SCN
zuriick; der SCN enthilt zwei spezifische Melatonin-Rezeptoren
(Mella [MT1] und Mellb [MT2]). Melatonin kann zu bestimmten
Zeitfenstern die neuronale Aktivitit im SCN unterdriicken und die
Phasenlage des circadianen Rhythmusgenerators verdandern. Ein wei-
terer Angriffsort fiir Melatonin ist die Pars tuberalis (PT) der Adeno-
hypophyse, die ebenfalls eine hohe Dichte von Mella-Rezeptoren
enthilt. Die PT beeinflusst tiber bisher nicht identifizierte Wirkstoffe
die Aktivitit der Zellen im Hypophysenvorderlappen. Besonders gut
untersucht ist der Effekt von Melatonin an der PT auf die Prolactin-
bildung in den lactotrophen Hypophysenzellen. Ein lang andauern-
des Melatonin-Signal, wie es in langen Winternidchten vorkommt,
hemmt die Prolactinausschiittung. Dieser Mechanismus ist eine
wichtige Grundlage fiir die saisonale Kontrolle des Fortpflanzungs-
verhaltens bei photoperiodischen Tieren.
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peptid VIP (Vasoaktives Intestinales Peptid) enthalten.
Diese SCN-Region empfingt die Licht/Dunkel-Signale
aus der Netzhaut. Hier enden die Axone des retinohypo-
thalamischen Traktes (s.u.). In der Schale des SCN (ent-
spricht bei Méusen und Ratten dem dorsomedialen SCN-
Abschnitt) liegen Neurone, die neben GABA das
Neuropeptid Vasopressin enthalten. Diese Neurone bilden
eine wichtige Efferenz fiir die Uhr. Uber kurze axonale
Verbindungen werden zahlreiche hypothalamische Kern-
gebiete innerviert. Dariiber hinaus geben diese Neurone
das Vasopressin auch auf neuroendokrinem Wege in den
Liquor cerebrospinalis ab. Der Vasopressinspiegel im Li-
quor cerebrospinalis weist einen charakteristischen Tag/
Nacht-Rhythmus auf.

Heute konnen einzelne Nervenzellen aus dem SCN von
Ratten oder Méusen isoliert und in einem Kultursystem
fiir mehrere Monate am Leben erhalten werden. Wie alle
Nervenzellen bilden auch die SCN-Zellen elektrische
Signale in Form von Aktionspotentialen aus. Mit Multi-
elektrodenplatten konnen die Aktionspotentiale von vie-
len einzelnen isolierten SCN-Neuronen iiber einen Zeit-
raum von mehreren Tagen und Wochen abgeleitet
werden (Welsh et al., 1995). Diese Experimente zeigten,
dass jede einzelne Nervenzelle des SCN in der Lage ist,
einen circadianen Rhythmus aufzubauen. Die Erzeugung
eines circadianen Rhythmus ist also primér nicht an einen
Verband von Nervenzellen (ein sog. neuronales Netz-
werk) gebunden, sondern sie ist eine Eigenschaft von ein-
zelnen Zellen. Die isolierten Nervenzellen schwingen
jedoch alle in unterschiedlichen Phasen. Da der im
gesamten SCN-Kerngebiet erzeugte circadiane Rhythmus
sich jedoch in gleicher Phase befindet, muss also der Ver-
band der 10000 Einzelnervenzellen synchronisiert wer-
den. Als chemischer Vermittler dieser Synchronisation
wurde der Neurotransmitter GABA identifiziert (Liu und
Reppert, 2000), der ja von jeder SCN-Nervenzelle gebil-
det wird (s.0.). Wahrscheinlich kommt auch den gasfor-
migen Botenstoffen Stickstoffmonoxid (NO) oder Koh-
lenmonoxid (CO) eine synchronisierende Wirkung zu.

Die Erforschung der molekularen Grundlagen fiir die
Erzeugung eines circadianen Rhythmus hat in der letzten
Dekade zur Entdeckung von sogenannten ,,Uhrengenen*
gefiihrt, deren Translationsprodukte als aktivierende oder
hemmende Transkriptionsfaktoren (TF) die Expression
von Genen an- oder abschalten konnen (Abb. 4). Die Tat-
sache, dass die Uhr in unserem Erbgut (Genom) verankert
ist, erklért, dass die Periodenldnge des circadianen Rhyth-
mus bei einer Tierart so konstant ist. Uberraschend war
die Erkenntnis, dass viele Uhrengene ein hohes phyloge-
netisches Alter haben und schon bei einfachsten einzel-
ligen Lebewesen vorkommen (Dunlap et al., 2004).

Nach dem momentan giiltigen Verstindnis besteht die
molekulare Basis der Rhythmusgeneration in den Zellen
des SCN aus interagierenden transkriptional/translationa-
len Riickkopplungsschleifen, in denen Uhrengene und
die von ihnen kodierten Transkriptionsfaktoren miteinan-

der agieren (Abb. 4). Der zentrale Mechanismus ist eine
Aktivierung der Transkription der Uhrengene aus der
Period(Per1-3)- und Cryptochrom(Cryl,2)-Familie durch
die aktivierenden basic-helix-loop-helix-Transkriptions-
faktoren CLOCK und BMAL1. CLOCK und BMALI la-
gern sich zu Heterodimeren zusammen, werden in den
Zellkern transportiert und induzieren dort die Expression
von Per und Cry, indem sie an eine sogenannte E-Box im
Promotorelement dieser Gene binden. PER- und CRY-
Dimere wiederum unterdriicken mit einer zeitlichen Ver-
zogerung die aktivierende Wirkung des CLOCK/
BMALI1-Heterodimers, vermutlich durch Bildung eines
groflen negativen Komplexes. Die Konzentration von
PER1-Protein wird durch den Grad der Proteinphospho-
rylierung durch die Caseinkinase 1€ bestimmt; phospho-
ryliertes PER-Protein wird durch proteasomale Proteoly-
se abgebaut (Reppert und Weaver, 2002). Die Bedeutung
der Phosphorylierung der PER-Proteine fiir die Aufrecht-
erhaltung des circadianen Rhythmus konnte auch beim
Menschen gezeigt werden. Das familidr auftretende
FASPS (familial advanced sleep phase syndrome), bei
dem die Patienten bereits sehr friih zu Beginn der Nacht
in Schlaf verfallen, basiert auf einer Mutation des
Per2-Gens, die die Phosphorylierung von PER2-Protein
verhindert (Toh et al., 2001). Durch die Zusammenlage-
rung von PER- und CRY-Proteinen scheinen auch die
Ubiquitinylierung von CRY-Proteinen und der damit ver-
bundene proteasomale Abbau verhindert zu werden (vgl.
Okamura et al., 2002). Die transkriptionale/translationale
Riickkopplungsschleife zwischen CLOCK/BMALI1 und
PER/CRY bildet den zentralen Mechanismus der circa-
dianen Rhythmogenese; dieser wird durch Schleifen auf
einer zweiten Ebene erginzt, an denen sogenannte PAR-
(Proline and Acidic amino acid-Rich-)Proteine, z.B.
HLF (Hepatic Leucocyte Factor), TEF (Thyrotrophic
Embryonic Factor) und DBP (Albumin D-site-binding
Protein), beteiligt sind (Okamura et al., 2002). Den mo-
lekularen Ausgang der circadianen Rhythmogenese im
SCN bilden sogenannte Uhren-kontrollierte Gene (clock-
controlled genes, ccg), die ebenfalls eine E-Box in ihrem
Promoter besitzen und deren Transkription durch
CLOCK/BMALI aktiviert und durch PER und CRY in-
aktiviert wird. Ein solches Uhren-kontrolliertes Gen ko-
diert die Vorstufe des Vasopressins (Jin et al., 1999), das
vom SCN rhythmisch in den Liquor cerebrospinalis ab-
gegeben wird (s.0.). Microarray-Analysen haben ge-
zeigt, dass mehrere hundert Gene in verschiedenen Orga-
nen der Peripherie in einem rhythmischen Muster
exprimiert werden und als Uhren-kontrollierte Gene auf-
zufassen sind (Hastings et al., 2003).
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Abb. 4: Molekulare Grundlagen der circadianen Rhythmogenese im SCN. Die Uhrengene Bmall und Clock kodieren die aktivieren-
den bHLH(basic helix loop helix)-Transkriptionsfaktoren BMAL1 (B) und CLOCK (C). Clock wird konstant exprimiert, die Expres-
sion von Bmall ist thythmisch. Nach Translation der mRNAs lagern sich jeweils ein CLOCK- und ein BMALI-Proteinmolekiil zu
einem Dimer zusammen, das in den Zellkern transloziert wird und an eine sogenannte ,,E-Box“ bindet, die im Promoter von anderen
Uhrengenen oder Uhren-kontrollierten Genen vorkommt. Nach Bindung an die E-Box induzieren CLOCK/BMALI1 die Expression
der Uhrengene Perl,2; Cryl,2; Rev-Erba., die hemmende Faktoren kodieren. Auch hier werden Heterodimere, z. B. von PER1/CRY1,
gebildet. Ein wichtiger Mechanismus, der die Bildung dieser Heterodimere kontrolliert, ist die Proteinphosphorylierung durch die
Caseinkinasen 1&/0 (CK1¢/3). So wird z. B. PER1 nach Phosphorylierung (P) durch die CK1&/6 unmittelbar durch proteasomale Pro-
teolyse abgebaut. Erst nachdem geniigend hohe Konzentrationen von nichtphosphoryliertem PER1 zur Verfiigung stehen, kann es zur
Bildung von PERI/CRY1-Heterodimeren kommen, die in den Kern transloziert werden. Die genauen Mechanismen, iiber die
PER1/CRY1-Heterodimere die aktivierenden Effekte von CLOCK/BMALI unterdriicken, sind bisher nicht bekannt. Postuliert wird
eine Interaktion zwischen den PER/CRY-Heterodimeren und CLOCK. Der Transkriptionsfaktor REV-ERBa beeinflusst die Tran-
skription von Bmall iiber einen ROR-Rezeptor. Informationen aus der transkriptional/translationalen Riickkopplungsschleife der cir-
cadianen Rhythmogenese werden iiber sogenannte Uhren-kontrollierte Gene exportiert, deren Promoter ebenfalls eine E-Box enthilt.
Es ist anzunehmen, dass Uhren-kontrollierte Gene auch die rhythmische elektrische Aktivitdt der SCN-Neurone steuern, iiber die
neuronale Signale an Uhren-kontrollierte Systeme, z. B. das autonome Nervensystem, Pinealorgan und andere endokrine Organe ver-
mitteln. Fiir die Synchronisation des circadianen Rhythmus mit dem Tag/Nacht-Rhythmus sind Lichtreize von essentieller Bedeutung.
Diese werden iiber die Neurotransmitter des retinohypothalamischen Traktes, Glutamat und PACAP, vermittelt. Lichtreize verschieben
die Phase des circadianen Rhythmus allerdings nur zu bestimmten Zeitfenstern (wéhrend der Nacht). Solche phasenverschiebenden
Reize gehen stets mit einer Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (cyclic AMP response element [CRE] binding protein)
einher. Phosphoryliertes CREB lagert sich zu Homodimeren zusammen, die an ein CRE binden. Fiir die Synchronisation des circa-
dianen Rhythmus spielt die CRE-abhingige Induktion von Per/ eine entscheidende Rolle. Die Applikation von Lichtreizen bzw.
Glutamat wihrend der Nacht induziert die Phosphorylierung von CREB an den Serinresten 133 und 142; erst durch diese doppelte
Phosphorylierung erreicht CREB seine volle transkriptionale Aktivierungskapazitit. Transgene Maiuse, bei denen die CREB-
Ser142-Phosphorylierungsstelle durch Punktmutation ausgeschaltet wurde, zeigen nach nichtlichen Lichtreizen eine wesentlich
schwichere Induktion von Per/ und auch geringere Phasenverschiebung ihres circadianen Rhythmus in der Lokomotion. PACAP in-
duziert Phasenverschiebungen und CREB Phosphorylierung an Ser133 am Ende des Tages. Diese Effekte von PACAP werden durch
Melatonin aufgehoben, das seine Signale an den SCN iiber zwei verschiedene Melatonin-Rezeptoren (Mella und Mellb) vermitteln
kann.
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Neuronale Eingangswege in die
Nuclei suprachiasmatici

Die ,,circadianen‘ Photorezeptoren

Wie oben bereits erwihnt, ist der wichtigste Zeitgeber zur
Synchronisation des endogenen Oszillators im SCN der
tiagliche Hell-Dunkel-Wechsel. Alle bisher erhobenen Be-
funde belegen eindeutig, dass die hierfiir verantwort-
lichen Photorezeptoren bei Sdugetieren — zumindest im
Erwachsenenalter — ausschlieBlich in der Netzhaut lokali-
siert sind. Unsere Augen dienen also nicht nur der Orien-
tierung im Raum, sondern auch der Orientierung in der
Zeit. Alle Berichte iiber extraretinale Photorezeptoren
bei Mensch und Séugetier (z. B. Campbell und Murphy,
1998) haben sich experimentell nicht bestdtigen lassen.
Solche extraretinalen Photorezeptoren spielen allerdings
bei Nichtsdugetieren (z.B. Fischen, Froschen, Echsen
und Vogeln) sehr wohl eine bedeutende Rolle fiir die An-
passung ihrer circadianen Rhythmen an den Tag/Nacht-
Wechsel. Sie finden sich im Pinealorgan (Oksche, 1983;
Korf, 1994) oder in tiefer gelegenen Hirnarealen (sog. tie-
fe oder enkephale Photorezeptoren). Eine gegenwiirtig in-
tensiv beforschte Frage ist, welche Lichtsinneszellen der
Sdugernetzhaut die Tageszeit an die innere Uhr vermit-
teln. Zum einen konnte eindeutig belegt werden, dass die
Wahrnehmung von photischen Reizen, die fiir das circa-
diane System von Bedeutung sind, iiber die klassischen
visuellen Photorezeptoren, die Zapfen und Stibchen, er-
folgt (Aggelopoulos und Meissl, 2000), die ja auch fiir
die rdumliche Orientierung entscheidend sind. Anderer-
seits wurde in den letzten Jahren der eindeutige Nachweis
erbracht, dass die Sdugernetzhaut spezielle Lichtsinnes-
zellen enthélt, die ausschlieflich der Zeitwahrnehmung
dienen (siehe Bellingham und Foster, 2002). Diese liegen
nicht wie die Stidbchen und Zapfen in der dueren Netz-
hautschicht, sondern in tieferen Lagen und sie besitzen
auch andere Photopigmente als die Stibchen und Zapfen
(Abb. 5). Als moglicher Kandidat wird das Melanopsin
diskutiert, das aus den direkt lichtempfindlichen dermalen
Melanophoren der Schwanzflosse von Xenopus laevis-
Kaulquappen kloniert wurde und molekulare Ahnlichkei-
ten mit Proteinen von Photopigmenten bei Invertebraten
aufweist (Provencio et al., 1998). Melanopsin kommt in
einer Subpopulation von retinalen Ganglienzellen vor,
die direkt lichtempfindlich sind, iiber synaptische Uber-
tragungsmechanismen Eingangssignale von Stidbchen
und Zapfen erhalten (Berson et al., 2002), als Neurotrans-
mitter Glutamat und PACAP (pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide) enthalten und mit ihren Axonen in
den SCN projizieren (Hannibal, 2002). Aus diesen Befun-
den, die zu einer Revision des Lehrbuchwissens iiber
Aufbau und Funktion der Siugernetzhaut fiihren, ldsst
sich das Konzept formulieren, dass die Licht/Dunkel-In-
formation fiir den SCN durch mehrere miteinander intera-
gierende Photorezeptortypen sichergestellt wird.

Stabchen-
Opsin

Zapfen-Opsin

Melanopsin

Abb. 5: Schematische Darstellung der neuronalen Schichten der
Sdugetiernetzhaut und der neuentdeckten ,circadianen Photo-
rezeptoren. Diese liegen in der Ganglienzellschicht der Retina;
sie enthalten Melanopsin, ein Protein eines Photopigments, das
in den direkt lichtempfindlichen Melanozyten der Schwanzflosse
von Xenopus-Kaulquappen entdeckt wurde. Die direkte Licht-
empfindlichkeit der Melanopsin enthaltenden Ganglienzellen
wurde mit neurophysiologischen und verhaltensphysiologischen
(in transgenen zapfen- und stibchenlosen Miusen) Methoden
nachgewiesen. Die Zellen erhalten iiber synaptische Mechanis-
men auch Signale von den klassischen Photorezeptoren, den
Stdbchen und Zapfen, die iiber bipolare Nervenzellen an die Me-
lanopsin enthaltenden, direkt lichtempfindlichen Ganglienzellen
vermittelt werden. Der klassische Neurotransmitter der retinalen
Ganglienzellen, das Glutamat, wird auch von den Melanopsin-
positven Elementen verwendet; diese enthalten aber — im Gegen-
satz zu den anderen retinalen Ganglienzellen — auch noch das
Neuropeptid PACAP. Durch kombinierte Untersuchungen mit
immunzytochemischem Nachweis von PACAP bzw. Melanopsin
und Tracerinjektionen in den SCN konnte eindeutig belegt wer-
den, dass die Melanopsin/PACAP-immunreaktiven Elemente mit
ihren Axonen den retinohypothalamischen Trakt bilden.

Der retinohypothalamische Trakt

Die Retina vermittelt die Informationen iiber Tag und
Nacht an den SCN iiber eine Nervenbahn, die im ventro-
lateralen Gebiet des SCN endet. Diese Bahn ist eine Un-
terabteilung der Sehnerven und wird nach Ursprung und
Ziel retinohypothalamischer Trakt benannt. Dieser Trakt
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entspringt von der bereits beschriebenen, direkt lichtemp-
findlichen Subpopulation von Ganglienzellen im Stratum
ganglionare retinae, die zwei unterschiedliche Botenstof-
fe, Glutamat und das Neuropeptid PACAP, enthalten
(s.0.). Glutamat iibertriagt die Information an den SCN
iiber verschiedene Rezeptoren (NMDA, AMPA/Kainat,
metabotrope Glutamatrezeptoren). PACAP moduliert die
Effekte von Glutamat (Gillette und Mitchell, 2002). In
Abhingigkeit von der Zeit wirkt sich diese Modulation
entweder als eine Verstdrkung/Induktion oder eine Hem-
mung/Unterdriickung der glutamatergen Signaltransduk-
tion aus (Kopp et al., 2001). Durch diese Interaktionen
werden die Signale fiir ,,Licht an* bzw. ,.Licht aus* und
fiir Fehlermeldungen kodiert, die letztendlich zur Phasen-
verschiebung des endogenen Oszillators im SCN fiihren
(Gillette und Mitchell, 2002).

Phasenverschiebung des circadianen Oszillators
durch Licht: Phinomenologie und molekulare
Grundlagen

Die meisten in vivo-Untersuchungen an Nagetieren zur
phasenverschiebenden Potenz von Lichtreizen nehmen
als Messgrofle die lokomotorische Aktivitdt von Tieren,
die vor Gabe des Lichtreizes fiir mindestens einige Tage
im Dauerdunkel gehalten wurden und somit einen circa-
dianen Rhythmus aufweisen. Dieser circadiane Rhythmus
lasst die Phase des subjektiven Tages und die Phase der
subjektiven Nacht unterscheiden. Bei den nachtaktiven
Tieren (also bei Miusen, Ratten oder Hamstern) sind der
Beginn der subjektiven Nacht durch den Beginn der loko-
motorischen Aktivitdt und der Beginn des subjektiven Ta-
ges durch das Ende der lokomotorischen Aktivitéit deter-
miniert. Bei im Dauerdunkel gehaltenen Miusen und
Ratten rufen Lichtreize nur zu ganz bestimmten Zeit-
punkten des circadianen Rhythmus eine Phasenverschie-
bung des circadianen Oszillators hervor, d. h., sie werden
von der inneren Uhr nur zu bestimmten Zeiten als ,,Feh-
lermeldung‘ erkannt. So hat ein Lichtpuls, der den Tieren
wihrend des subjektiven Tages appliziert wird, keinen
Einfluss auf die Phasenlage des circadianen Rhythmus
(Gilette und Mitchell, 2002). Hingegen rufen Lichtreize,
die wihrend der subjektiven Nacht gegeben werden, eine
Phasenverschiebung des circadianen Rhythmus hervor.
Interessanterweise beeinflussen die nachts applizierten
Lichtreize die Phase des circadianen Rhythmus zu ver-
schiedenen Zeitpunkten in unterschiedlicher Weise:
Lichtreize, die zu Beginn der subjektiven Nacht gegeben
werden, rufen eine Phasenverzogerung (also im Prinzip
eine Verlingerung des subjektiven Tages) hervor, wih-
rend Lichtreize, die gegen Ende der Nacht appliziert wer-
den, eine Phasenbeschleunigung (also eine Verkiirzung
der subjektiven Nacht) induzieren.

In vivo- und in vitro-Untersuchungen haben gezeigt,
dass Glutamat und glutamaterge Agonisten die Licht-in-

duzierte Phasenverschiebung nachahmen, wihrend gluta-
materge Antagonisten die Licht-induzierten Phasenver-
schiebungen blockieren. Die Phasenverschiebungen, die
durch Glutamat hervorgerufen werden, werden letztlich
tiber NMDA-Rezeptoren vermittelt und fiihren zu einem
Anstieg der intrazelluldren Calciumionen-Konzentration.
Glutamat kann aber auch iiber AMPA/Kainat-Rezeptoren
und metabotrope Glutamatrezeptoren auf den SCN ein-
wirken (Gillette und Mitchell, 2002; Kopp et al., 2001).
PACAP scheint in hoheren Konzentrationen der che-
mische Kode fiir ,,Licht aus‘ zu sein und verschiebt die
Phase des circadianen Rhythmus, wenn es in hoheren
Konzentration wihrend des spéten subjektiven Tages ge-
geben wird. PACAP wirkt iiber PACAP-Typ-1-Rezep-
toren und fiihrt zur Aktivierung der Adenylatzyklase
(AC) und zum Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzen-
tration in den SCN-Neuronen. PACAP fiihrt aber auch zu
einer Erhohung der intrazelluldren Calciumionen-Kon-
zentration (Kopp et al., 1999). Diese ist unabhingig vom
cAMP-Signalweg; sie wird durch die Aktivierung eines
G-Proteins, die Phospholipase-C-(PLC-)vermittelte Cal-
ciumionen-Freisetzung aus Inositoltrisphosphat-empfind-
lichen Speichern und einen nachfolgenden PKC-abhingi-
gen Calciumeinstrom hervorgerufen. Eine Synopse dieser
Befunde belegt, dass an der Verarbeitung PACAP-erger
Informationen im SCN sowohl der cAMP/AC/Proteinki-
nase-A-(PKA-)Signalweg als auch die PLC und die PKC
beteiligt sind.

Die durch ,Fehlermeldungen* induzierte Phasenjustie-
rung des circadianen Oszillators im SCN geht mit einer
sehr raschen Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB (cyclic AMP response element binding protein)
am Serinrest 133 (CREB-Ser133) einher (Abb. 4), die in-
nerhalb von Minuten nach Gabe von Licht oder Glutamat
nachgewiesen werden kann (Ginty et al., 1993; von Gall
et al., 1998) und der nach ca. 10 min die Induktion der
Uhrengene Perl und Per2 folgt (Albrecht, 2002). Bereits
diese Korrelation legt die Annahme nahe, dass die Syn-
chronisation des circadianen Rhythmus im SCN moleku-
lar tiber eine Phosphorylierung von CREB-Ser133 ange-
stoBen wird. Die Befunde, dass die Phosphorylierung
von CREB-Ser133 genau zu den Zeitpunkten beobachtet
wird, zu denen Lichtreize oder Glutamat auch ihre phasen-
verschiebende Wirkung entfalten, liefern weitere Hinwei-
se fiir die Hypothese, dass die CREB-Phosphorylierung
ursdchlich mit der Phasenverschiebung in Verbindung
steht. In Untersuchungen an verschiedenen transgenen
Méusestimmen konnte die fundamentale Rolle des Tran-
skriptionsfaktors CREB fiir die Phasenverschiebung auf
der Ebene der Uhrengenexpression und des lokomotori-
schen Verhaltens kausal belegt werden (Gau et al., 2002).
Lichtreize bzw. glutamaterge Stimulation wéhrend der
subjektiven oder objektiven Nacht induzieren die Phos-
phorylierung des Transkriptionsfaktors CREB nicht nur
am Serinrest 133, sondern auch am Serinrest 142. Die
funktionelle Bedeutung der Ser142-CREB-Phosphorylie-
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rung wurde durch Untersuchungen an Mausmutanten
nachgewiesen, denen diese Phosphorylierungsstelle fehlt,
da der Serinrest 142 durch Alanin ersetzt wurde. Bei die-
sen transgenen Miusen induzieren Lichtreize oder gluta-
materge Stimulationen die neuronale Genexpression
(z.B. Expression des Uhrengens Perl) deutlich schwi-
cher als im Wildtyp. Auch die Verhaltensantwort dieser
Tiere (Phasenverschiebung der lokomotorischen Aktivi-
tét) ist stark abgeschwicht. CREB ist also ein essentielles
molekulares Bindeglied zwischen synaptischer Aktivie-
rung und verhaltensrelevanter neuronaler Genexpression
und muss an beiden Serinresten phosphoryliert werden,
um seine volle transkriptionale Aktivitit zu entfalten.

Wie oben bereits erwihnt, ruft das Neuropeptid
PACAP in hohen Konzentrationen wihrend des spiten
Tages (CT 10) eine Phasenverschiebung im SCN hervor:
Diese geht ebenfalls mit einer CREB-Phosphorylierung
am Serinrest 133 einher (Kopp et al., 1997; von Gall
et al., 1998). Bis jetzt ist allerdings noch ungeklért, ob
die PACAP-induzierte Phasenverschiebung auch mit einer
Phosphorylierung von CREB am Serinrest 142 einher-
geht. Interessanterweise wird die PACAP-induzierte,
nicht aber die Glutamat-induzierte CREB-Ser133-Phos-
phorylierung durch Vorbehandlung mit Melatonin voll-
stindig unterdriickt (Kopp et al., 1997; von Gall et al.,
1998). Diese Befunde lieferten erstmals den Nachweis,
dass Melatonin bei der Steuerung der neuronalen Gen-
expression im SCN mit peptidergen Eingangssignalen
interagiert. Die Interaktion zwischen Melatonin und
PACAP wird u. a. heute als Parameter verwendet, um die
fiir die Phasenverschiebung verantwortlichen Melatonin-
rezeptor-Subtypen zu identifizieren (Jin et al., 2003) und
die Wirkung von Melatonin-Analogen zu iiberpriifen, die
als Chronobioticum verwendet werden konnen. Melato-
nin unterdriickt die PACAP-induzierte CREB-Phosphory-
lierung durch seine hemmende Wirkung auf die AC, iibt
aber keinen unmittelbaren Einfluss auf die intrazelluldre
Calciumionen-Konzentration aus. Melatonin hat auch kei-
ne hemmende Wirkung auf die PACAP-induzierte Akti-
vierung der PLC und PKC (Kopp et al., 1999).

Ausgangssignale des SCN

Der Séduger-SCN benutzt neuronale und neuroendokrine
Mechanismen, um circadiane Zeitinformation zu vermit-
teln. Ein wichtiges neuroendokrines Ausgangssignal ist
die rhythmische Freisetzung von Vasopressin in den Li-
quor cerebrospinalis (Reppert et al., 1987). Das Vasopres-
singen wird in dem dorsomedialen Anteil des SCN expri-
miert, besitzt eine E-Box im Promoter als potentielle
Bindungsstelle fiir das CLOCK/BMAL1-Heterodimer
und ist somit als Uhren-kontrolliertes Gen zu klassifizie-
ren. Neueste Untersuchungen von Tousson und Meissl
(2004) an hypothalamischen Schnittpréparationen von
Maiusen mit Hilfe der Multielektroden-Ableitungsmetho-

de haben gezeigt, dass der SCN die elektrische Aktivitit
anderer hypothalamischer Kerngebiete, insbesondere des
Nucleus paraventricularis, synchronisiert. Bei intaktem
SCN feuern die Neurone in diesen Kerngebieten syn-
chron mit den SCN-Neuronen. Wird der SCN in den
Schnittpréparationen bilateral ausgeschaltet, kommt der
Rhythmus der elektrischen Aktivitdt in den hypothala-
mischen Kernen zum Erliegen. Wird ein SCN von einem
Donortier in den Schnitt transplantiert, wird der synchro-
ne Aktivititsrthythmus in den benachbarten Kernen un-
mittelbar nach Transplantation (also bevor Axone aus
dem transplantierten SCN auswachsen konnen) wieder-
hergestellt. Bereits dieser Zeitverlauf belegt, dass der
SCN die Aktivitit benachbarter hypothalamischer Kerne
tiber neuroendokrine Mechanismen steuert. In der Tat
konnte die rhythmische Applikation von Vasopressin an
Schnittpréparationen mit SCN-Lidsion den Aktivitits-
rhythmus der anderen hypothalamischen Kerngebiete
wieder synchronisieren.

Untersuchungen mit SCN-Transplantaten in das Ganz-
tier hatten jedoch gezeigt, dass das neuroendokrine
Ausgangssignal des SCN nicht ausreicht, um z.B. die
Kortisol- oder Melatoninthythmen wiederherzustellen
(Meyer-Bernstein et al., 1999). Diese Rhythmen werden
also tliber neuronale Efferenzen des SCN gesteuert, die al-
lerdings nicht sehr zahlreich sind und vorwiegend inner-
halb der Grenzen des Hypothalamus bleiben (Kalsbeek
und Buijs, 2002). Die extrahypothalamischen SCN-Pro-
jektionen ziehen zum Nucleus paraventricularis thalami
und zum sogenannten ,intergeniculate leaflet”, einer
Schaltstation des Sehnerven, die zwischen dem lateralen
und medialen Corpus geniculatum eingeschoben ist und
Neuropeptid-Y-haltige Projektionen in den SCN entsen-
det. Die Zielgebiete der SCN-Efferenzen im Hypothala-
mus lassen sich in drei Kategorien einteilen:

1. neuroendokrine Nervenzellen, die Corticotropin-relea-
sing hormone (CRH), Thyrotropin-releasing hormone
(TRH) und Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
bilden;

2. zentrale autonome Neurone, die lange Projektionen zu
den sympathischen und parasympathischen priganglio-
ndren Neuronen im Riickenmark und Hirnstamm aus-
bilden, und

3. sogenannte Intermedidrneurone, die Informationen
vom circadianen Schrittmacher mit anderen hypothala-
mischen Signalen integrieren und ihre Informationen
dann an die neuroendokrinen und autonomen Neurone
weiterleiten.

Besonders interessant erscheinen die Verbindungen zwi-
schen dem SCN und dem autonomen Nervensystem, die
es ermoglichen, dass der zentrale Oszillator zahlreiche
Funktionen und Organe in der Peripherie steuern kann.
Solche Verbindungen vom SCN iiber prd- und postgan-
gliondre sympathische und parasympathische Neurone
konnten in den letzten Jahren fiir verschiedene periphere
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Organe (z.B. das endokrine Pankreas und die Nebennie-
renrinde) nachgewiesen werden (Kalsbeek und Buijs,
2002).

Die am besten und lidngsten bekannte Verbindung zwi-
schen dem SCN und dem sympathischen Nervensystem
ist der Schaltkreis zum Pinealorgan (Abb. 3), der tiber sy-
naptische Verschaltungen im hypothalamischen Nucleus
paraventricularis (dorsale parvozelluldre Untereinheit),
Nucleus intermediolateralis des oberen Thorakalmarks
und Ganglion cervicale superius (GCS) die Informatio-
nen der Uhr der Epiphysis cerebri zufiihrt. Die neuronale
Endstrecke dieses Schaltkreises bilden noradrenerge post-
ganglionidre Nervenfasern aus dem GCS, die das Pineal-
organ entweder in Begleitung von Blutgefi3en oder als
eigenstindige, oberhalb des Tentorium cerbelli verlaufen-
de Nerven (sog. Nervi conarii) erreichen (vgl. Korf,
1996). Bei den Sidugetieren ist dieser Schaltkreis zwi-
schen SCN und Pinealorgan eine zwingend notwendige
Voraussetzung fiir die Steuerung und Aufrechterhaltung
der Funktionen des Organs. Die wichtigste Aufgabe des
Pinealorgans ist die Synthese des Indolamins Melatonin,
das rhythmisch Nacht fiir Nacht gebildet und von den
spezifischen Zellen der Zirbeldriise, den Pinealozyten,
als Neurohormon in die Blutbahn abgegeben wird. Mela-
tonin stellt somit ein wichtiges Zeitsignal fiir die Korper-
peripherie dar, es ist der chemische Code fiir die objek-
tive oder subjektive Nacht (s.u.). Der Rhythmus der
Melatoninbiosynthese kommt komplett zum Erliegen,
wenn die noradrenerge Innervation der Zirbeldriise aus-
geschaltet wird, z. B. bei Versuchstieren durch bilaterale
Exstirpation des GCS oder beim Menschen durch eine
hohe Querschnittslihmung infolge Verletzungen des
Halsmarkes.

Die Steuerung der Melatoninbiosynthese

Mikrodialyseuntersuchungen konnten fiir Ratten zeigen,
dass der Neurotransmitter Noradrenalin (NA) zu Beginn
der objektiven oder subjektiven Nacht in grolen Mengen
aus den sympathischen Nervenendigungen im Pineal-
organ freigesetzt wird (Drijthout et al., 1996). Noradrena-
lin stimuliert die Pinealozyten iiber die Aktivierung von
o- und Pi-adrenergen Rezeptoren in der Zellmembran.
Eine entscheidende Voraussetzung der nichtlichen Sti-
mulation der Melatoninbiosynthese ist die Reizung
B;-adrenerger Rezeptoren, die iiber eine Aktivierung des
G,-Proteins und der Adenylatzyklase zu einer etwa zehn-
fachen Erhchung der intrazelluldren cAMP-Konzentrati-
on fiihrt. Die Reizung o/;-adrenerger Rezeptoren ruft eine
Erhohung der intrazelluldren Calciumionen-Konzentrati-
on hervor (Schomerus et al., 1995); die selektive Stimula-
tion o-adrenerger Rezeptoren hat keinen unmittelbaren
Einfluss auf die Melatoninbiosynthese, bei gleichzeitiger
Stimulation von o;- und [;-adrenergen Rezeptoren
kommt es allerdings in vitro zu einer potenzierten Bil-

dung von cAMP und somit zu einer potenzierten Stimula-
tion der Melatoninbiosynthese.

Die Schritte der Melatoninbiosynthese sind bei allen
Wirbeltieren gleich (Abb. 6); sie beginnt mit der Aufnah-
me der Aminosidure Tryptophan in die Pinealozyten aus
der Blutbahn. Tryptophan wird durch die Tryptophan-
hydroxylase am 5-Ende hydroxyliert. Aus 5-Hydroxy-
tryptophan entsteht durch Decarboxylierung Serotonin
(5-Hydroxytryptamin), welches durch die Arylalkylamin-
N-acetyltransferase (AANAT) zu N-Acetylserotonin um-
gewandelt wird. N-Acetylserotonin wird schlieBlich durch
die Hydroxyindol-O-methyltransferase (HIOMT) in Me-
latonin umgewandelt. Das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym (Schliisselenzym) der Melatoninbiosynthese ist
die AANAT. Dieses Enzym bestimmt nicht nur die Bil-
dung, sondern auch die Abgabe von Melatonin in die
Blutbahn: Nach allen bisherigen Befunden wird das lipo-
phile Melatonin nicht in den Pinealozyten gespeichert,
sondern unmittelbar nach seiner Synthese aus den Pinea-
lozyten freigesetzt. Die AANAT ist auch der molekulare
Schalter, an dem alle Reize angreifen, die die Melatonin-
biosynthese steuern.

Prinzipiell kann die AANAT auf drei verschiedenen
Ebenen kontrolliert werden:

1. Die Expression des Aanat-Gens wird durch transkrip-
tionale Steuerungsmechanismen beeinflusst.

2. Der Gehalt an AANAT-Protein wird durch posttran-
skriptionale Steuerungsmechanismen, z.B. durch kon-
trollierte proteasomale Proteolyse des Enzymproteins,
gesteuert.

3. Die Aktivitit des Enzyms wird durch Phosphorylierung
und Protein-Protein-Interaktionen, z.B. durch Kom-
plexbildung zwischen AANAT und dem 14-3-3-Pro-
tein, beeinflusst.

Alle genannten Steuerungsmechanismen werden durch
die NA/B-ADR/cAMP-Signaltransduktionskaskade regu-
liert.

Bei Nagetieren, wie Maus und Ratte, ist die Induktion
der Aanat-Genexpression iiber transkriptionale Mechanis-
men eine unabdingbare Voraussetzung fiir die Ankurbe-
lung der Melatoninbiosynthese. Wihrend der Hellphase
lassen sich keine Aanat-Transkripte nachweisen (Borjigin
et al., 1995; Coon et al., 1995; Roseboom et al., 1996;
Maronde et al., 1999a). Nach Aktivierung des NA/cAMP-
Signaltransduktionsweges (z.B. bei Beginn der Dunkel-
heit) steigen die Aanat-mRNA-Spiegel innerhalb weniger
Stunden sehr stark an. Dieser Anstieg geht mit einem —
zeitlich geringfiigig verzogerten — starken Anstieg des
AANAT-Proteingehaltes und der AANAT-Enzymaktivitit
einher (Borjigin et al., 1995; Roseboom et al., 1996; Ma-
ronde et al., 1999a). Zum Ende der Nacht kommt es zu
einem sehr starken Abfall der Aanar-mRNA-Spiegel.
Diese transkriptionale Steuerung wird durch posttran-
skriptionale Mechanismen (proteasomale Proteolyse; Pro-
tein-Protein-Interaktionen) ergidnzt (Gastel et al., 1998;
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Abb. 6: Die Melatoninbiosynthese und die tageszeitlichen Schwankungen von Enzymaktivititen und Substratkonzentrationen im
Pinealorgan von Ratte und Maus (nach D. C. Klein, s. Ganguly et al., 2002).

Ganguly et al., 2002; s.u.). Bei Schaf, Rind und Primaten
spielen transkriptionale Steuerungsmechanismen offen-
sichtlich keine Rolle, bei diesen Arten ist die Expression
des Aanat-Gens tonisch erhoht, die AANAT-Aktivitit
wird hier iiber den AANAT-Proteingehalt durch proteaso-
male Proteolyse (Schomerus et al., 2000) und durch Pro-
tein-Protein-Interaktionen gesteuert (vgl. Stehle et al.,
2001a).

Transkriptionale Steuerung

Die transkriptionale Regulation der Melatoninsynthese
(Abb. 7) im Nagerpinealorgan ist an die cAMP-abhingige
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors (TF) CREB
am Serin 133 gebunden (Roseboom und Klein, 1995; Ta-
motsu et al., 1995; Maronde et al. 1999a,b, 2000; von
Gall et al., 2000). Nach Beginn einer noradrenergen Sti-
mulation ist die Phosphorylierung von CREB innerhalb
einer Minute nachweisbar und bleibt in Anwesenheit des
Stimulus iiber viele Stunden bestehen. Auch andere
cAMP-erhohende Signalmolekiile, wie die Neuropeptide
VIP und PACAP, die in bestimmten Nervenfasern des

Sdugerpinealorgans nachweisbar sind, rufen eine Phos-
phorylierung von CREB-Ser133 hervor. Im Vergleich mit
Noradrenalin beeinflussen diese Neuropeptide allerdings
deutlich weniger Zellen und die durch sie induzierte
CREB-Ser133-Phosphorylierung ist von kiirzerer Dauer.
Entsprechend schwicher ist auch die durch VIP und
PACAP hervorgerufene Induktion der Melatoninbiosyn-
these.

Die Noradrenalin-induzierte CREB-Ser133-Phosphory-
lierung wird durch die Proteinkinase A Typ II (PKA II)
vermittelt (Maronde et al. 1999b, 2001). Die katalytische
Untereinheit dieses Enzyms wird nach Erhéhung der in-
trazelluliren cAMP-Konzentration von den regulatori-
schen Untereinheiten abgespalten und in den Zellkern
der Pinealozyten transloziert (Maronde et al., 2000).
Nach Bildung von Homodimeren aktiviert pCREB unter
Einbeziehung des CREB-bindenden Proteins (CBP) sol-
che Gene, deren Promoter pCREB-Bindungsstellen, soge-
nannte CREs (cyclic AMP response elements), aufweist.
Hierzu gehoren das Aanat-Gen (Baler et al., 1997), das
Uhrengen Perl und Gene, die den induzierbaren inhibito-
rischen TF ICER (inducible cAMP early repressor; Stehle
et al., 1993; Foulkes et al., 1996; Maronde et al., 1999a;
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Abb. 7: Molekulare Grundlagen der Melatoninbiosynthese im Pinealorgan der Nagetiere. Die Melatoninbiosynthese wird durch
das Schliisselenzym, die Arylalkylamin-N-acetyltransferase (AANAT), gesteuert, die Serotonin in N-Acetylserotonin umwandelt.
Der letzte Schritt der Melatoninbiosynthese, die Umwandlung von N-Acetylserotonin in Melatonin durch die Hydroxyindol-
O-methyltransferase (HIOMT), wird offensichtlich nur durch die Konzentration von N-Acetylserotonin gesteuert. Der wichtigste
Reiz fiir die Aktivierung und Inaktivierung der AANAT ist Noradrenalin, das aus den freien sympathischen Nervenendigungen im
Pinealorgan zu Beginn der Nacht freigesetzt wird. Essentiell fiir die Induktion der AANAT ist die Aktivierung (3,-adrenerger Re-
zeptoren, die iiber ein G,-Protein und die Stimulation der Adenylatzyklase (AC) zur Erh6hung der intrazelluliren cAMP-Konzen-
tration fiihrt. Die Reizung o;-adrenerger Rezeptoren fiihrt iiber ein anderes G-Protein zur Aktivierung der Phospolipase C (PLC),
Bildung von Inositoltrisphosphat (IP5), Erhohung der intrazelluldren Calciumionen-Konzentration und Aktivierung der Proteinki-
nase C (PKC). Die o,-adrenerge Kaskade hat keinen eigenen Effekt auf die Induktion der Melatoninbiosynthese, sie verstérkt aber
die Wirkung der B;-adrenergen Signalkaskade. Hierdurch kommt es in vitro zu einer weiteren Erhohung der intrazelluldren
cAMP-Konzentration. Die Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration aktiviert die Proteinkinase A Typ II (PKA II); die
katalytische Untereinheit wird nach Dissoziation von den regulatorischen Untereinheiten in den Zellkern transloziert und fiihrt zur
Phosporylierung von CREB am Serin 133. PhosphoCREB-Homodimere binden an CREs, die im Promoter vieler im Pinealorgan
exprimierter Gene (z.B. Aanat, Perl, Icer) vorkommen. Unter Einschaltung eines CREB-bindenden Proteins (CBP) aktiviert
phosphoCREB die Transkription dieser Gene. Die Induktion der Aanat ist eine absolute Grundvoraussetzung fiir die Stimulation
der Melatoninbiosynthese bei Nagetieren. Ihr folgt in geringem zeitlichen Abstand die Bildung von AANAT-Protein. Die Hem-
mung der Aanat-Expression erfolgt iiber die Dephosphorylierung von phosphoCREB durch die Protein-Serin/Threonin-Phospha-
tase 1 (PP1) am Ende der Nacht oder nach Entzug des Noradrenalinstimulus. Dariiber hinaus spielt der hemmende Transkriptions-
faktor ICER eine wichtige Rolle. Die Expression von Icer wird liber den cAMP/phosphoCREB-Weg stimuliert; /cer-mRNA-
Spiegel steigen gegen Mitte der Nacht dramatisch an, der ICER-Proteingehalt erreicht sein Maximum in der zweiten Hilfte der
Nacht. ICER konkurriert mit phosphoCREB um die CREs im Aanat-Promoter und verdringt phosphoCREB mit fortschreitender
Nacht vom CRE. Die transkriptionale Steuerung der Melatoninbiosynthese wird durch posttranskriptionale Mechanismen erginzt.
Diese beinhalten die Phosphorylierung des AANAT-Proteins am N-Terminus (und wahrscheinlich auch am C-Terminus) durch die
PKA. Die Phosphorylierung der AANAT verhindert die Ubiquitinylierung und die proteasomale Proteolyse der AANAT und er-
moglicht die Bindung der AANAT an 14-3-3-Proteine. Diese Protein-Protein-Interaktionen scheinen notwendig, um das Enzym zu
aktivieren. Bei Ungulaten und Primaten wird die Melatoninbiosynthese nicht transkriptional kontrolliert. Hier sind die Aanat-
mRNA-Spiegel tonisch erhoht. AANAT-Proteingehalt und -Aktivitdt werden ausschlieBlich tiber posttranskriptionale Mechanis-
men gesteuert.
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Pfeffer et al., 1999; von Gall et al.,, 2000) und den
B;-adrenergen Rezeptor (B;-ADR) (Pfeffer et al., 1998)
kodieren. Festzuhalten ist hier, dass die CREB-Serl133-
Phosphorylierung als entscheidende Reaktion fiir die
Anschaltung der Aanat-Genexpression und damit fiir die
Stimulation der Melatoninbiosynthese im Nagerpineal-
organ identifiziert wurde. Die Mechanismen, die zur Ab-
schaltung der Melatoninbiosynthese zum Ende der Nacht
oder nach Lichtreizen wihrend der Nacht fiihren, erschei-
nen wesentlich komplexer und vielschichtiger; sie umfas-
sen transkriptionale und posttranskriptionale Steuerungs-
mechanismen.

Ein entscheidender Schritt fiir die Herunterregulation
der Aanat-Genexpression ist die Dephosphorylierung
von pCREB (Koch et al., 2003). Diese wird in vivo zum
Ende der Nacht unmittelbar vor dem Absinken der Aanat-
mRNA-Spiegel (Maronde et al., 1999a) und in vitro
30 min nach Entzug des Noradrenalin-Stimulus beobach-
tet (Schomerus et al., 1996; Koch et al., 2003). Die
CREB-Dephosphorylierung in vivo diirfte auf zwei Ur-
sachen beruhen: zum einem auf einem Absinken der Nor-
adrenalin-Konzentration zum Ende der Nacht (Drijfhout
et al., 1996) und zum anderen auf einer Desensitivierung
der adrenergen Rezeptoren in der Pinealozytenmembran.
Umfangreiche in vitro-Untersuchungen belegen, dass die
CREB-Dephosphorylierung durch Aktivierung der Serin/
Threonin-Proteinphosphatase Typ I (PP1) hervorgerufen
wird (Koch et al., 2003), deren katalytische Untereinheit
ca. 8 Stunden nach Beginn der noradrenergen Stimulation
in den Kern der Pinealozyten transloziert wird. Die
pharmakologische Hemmung dieses Enzyms hebt die
Effekte eines Noradrenalinentzugs fast komplett auf;
bei Hemmung der PP1 verbleiben nach Entzug des
Noradrenalinstimulus die Konzentrationen an pCREB,
Aanat-mRNA, AANAT-Protein und Melatonin sowie die
AANAT-Aktivitdt auf fast gleichem Niveau wie unter
Stimulationsbedingungen mit Noradrenalin (Koch et al.,
2003).

Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Hemmung der
Aanat-Gentranskription ist ICER. Unter in vivo-Bedin-
gungen steigt der Icer-mRNA-Gehalt im Pinealorgan von
Ratte und Maus mit Beginn der Dunkelperiode drama-
tisch an und erreicht Spitzenwerte 4 bis 6 Stunden vor
Beginn der nichsten Hellphase (Stehle et al., 1993; Ma-
ronde et al., 1999a; von Gall et al., 2000). Die Icer-Ex-
pression wird durch Noradrenalin und die PKA-Typ-II-
abhingige CREB-Ser133-Phosphorylierung induziert:
Der Icer-Promoter enthilt vier CREs als potentielle Bin-
dungsstellen fiir phosphoCREB. Die rhythmischen Verin-
derungen im ICER-Proteingehalt sind weit geringer als
die im Icer-mRNA-Gehalt, im Gegensatz zu Icer-mRNA
ist [CER-Protein auch in der Hellphase nachweisbar, die
ICER-Proteinmenge steigt jedoch um den Wechsel zwi-
schen Dunkel- und Hellphase gegeniiber den Tageswerten
signifikant um das 3-5fache an. Die Tatsache, dass die
circadiane Fluktuation von ICER verhdltnismifig un-

spektakulir ist, heifit nicht zwingend, dass dies auch fiir
die Wirkung gilt: Versuche mit transgenen Miusen, bei
denen das Crem/Icer-Gen ausgeschaltet wurde, zeigen ei-
ne starke Disinhibition der Aanat-Expression (Foulkes et
al., 1996). Der hemmende Einfluss von ICER auf Aanat-
Expression und Melatoninbiosynthese wurde in Pinealo-
zyten der Ratte verifiziert: Die selektive Ausschaltung
von Icer durch Transfektion mit Icer-antisense-Konstruk-
ten fiihrte nach Noradrenalinstimulation zu einer Superin-
duktion der Aanat-Transkription und der Melatoninbio-
synthese (Maronde et al., 1999a; Pfeffer et al., 2000)
und auch der Transkription des cAMP-sensitiven Gens
fiir den f;-Adr (Pfeffer et al., 1998). Die Dynamik der
CREB-Phosphorylierung war in den mit Icer-antisense-
Konstrukten transfizierten Pinealozyten unverindert, die
erhohte Transkriptionsrate von Genen mit einem CRE-
Element diirfte also unmittelbar auf den Wegfall von
ICER, dem nukledren Kompetitor von CREB, zuriick-
zufiihren sein. Die Frage, iiber welche Mechanismen
ICER die Transkription hemmt, ist bis jetzt nur teilweise
aufgeklart. ICER fehlen die glutaminreichen Proteindo-
ménen, die charakteristisch fiir Aktivatoren der CREB/
CREM-Familie sind (Stehle et al., 1993; Molina et al.,
1993). Aus allen Befunden lésst sich die Hypothese ablei-
ten, dass die Expression cAMP-sensitiver Gene im Nager-
pinealorgan durch das Verhiltnis von phosphoCREB zu
ICER und deren Kompetition um die Bindung an CREs
bestimmt wird; die NA-abhéngige, PKA-Typ-II-gesteu-
erte Zunahme an phosphoCREB zu Beginn der Nacht
stimuliert die Expression cAMP-sensitiver Gene; die Ab-
nahme der phosphoCREB-Menge durch Dephosphorylie-
rung und die Zunahme an ICER-Protein gegen Ende der
Nacht fithren zur Hemmung ihrer Expression. Dieses
konnte experimentell nicht nur fiir Aanat, sondern auch
fiir f1-Adr und Icer nachgewiesen werden: Die Konzen-
tration aller drei mRNAs steigt 2 bis 3 Stunden nach Be-
ginn der Dunkelperiode signifikant an (Stehle et al., 1993;
Maronde et al., 1999a; Pfeffer et al., 1998). Die Bedeu-
tung von ICER bei der Regulation der Melatoninsythese
wird weiter dadurch belegt, dass eine Verdnderung der
Photoperiode und damit der Dauer der nichtlichen NA-
Freisetzung das Profil von Icer-Transkription und -Trans-
lation entscheidend verindert (Foulkes et al., 1996). Ahn-
lich einem photoperiodischen Gedéchtnis wirkt sich das
Profil vergangener Beleuchtungsverhiltnisse auf die In-
duzierbarkeit von Icer und damit die Prisenz von ICER
aus: Lange Nichte bewirken eine lang andauernde Erho-
hung von ICER-Protein. Hierdurch kommt es zu einer
verlangsamten Induktion der Transkription cAMP-sensiti-
ver Gene, einschlieBlich des Icer-Gens; lange Tage fiihren
dagegen zu einem supersensitiven, kurz andauernden An-
stieg von ICER-Protein und zu einer kurzen Refraktir-
periode fiir die Induzierbarkeit cAMP-sensitiver Gene.
Uber diese Dynamik von Icer/ICER in Nagerpinealozyten
kann somit die relativ langsame Anpassung der Melato-
ninsythese an eine iiberraschende — artifiziell induzierte —
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Verianderung der Photoperiode erklirt werden. Dieser
Mechanismus macht gleichzeitig das Profil der Melato-
ninsynthese unanfillig gegeniiber Storgrofen aus der
Umwelt. Zusammenfassend ldsst sich aus der Analyse
der Dynamik von ICER im Nagerpinealorgan schliefen,
dass dieser TF vor allem am Ende der Dunkelperiode die
Induzierbarkeit cAMP-sensitiver Gene drastisch herab-
setzt (Foulkes et al., 1996; Pfeffer et al., 1998; Maronde
et al., 1999a; von Gall et al., 2000). Die Hypothese, dass
ICER Zellen vor Uberinduktion cAMP-sensitiver Gene
schiitzt, konnte mittlerweile in einer Vielzahl neuronaler
Systeme, in der Hypophyse und in peripheren Geweben
gezeigt werden (zur Ubersicht siehe: Stehle et al., 2001b,
2003). Die Bedeutung der Verdnderungen im Verhiltnis
zwischen phosphoCREB und ICER fiir die Induktions-
dynamik von Aanat, f;-Adr und Icer konnte auch durch
entwicklungsbiologische Untersuchungen aufgezeigt wer-
den (Stehle et al., 1995; Pfeffer et al., 1998; Pfeffer und
Stehle, 1998), da die rhythmische Transkription aller drei
Gene zeitgleich mit dem Einwachsen sympathischer Af-
ferenzen in das Pinealparenchym, d.h. mit dem Beginn
einer koordinierten Stimulation des cAMP/PKA/CREB-
Signaltransduktionsweges, beobachtet werden kann.

Zu kldren bleibt, ob die Expression von Aanat, Icer und
[-Adr tiber weitere Transkriptionsfaktoren kontrolliert
wird. Hierzu konnten Mitglieder der Protoonkogenfamilie
(IEGs, immediate early genes) gehoren, die ein zu phos-
phoCREB paralleles rhythmisches Expressionsmuster
zeigen. Genau wie phosphoCREB sind diese IEGs ein ex-
zellenter Marker fiir einen aktivierten NA/cAMP-Signal-
transduktionsweg. Allerdings konnte unter Verwendung
verschiedener transgener Tiermodelle gezeigt werden,
dass die IEG-Translationsprodukte héchstens untergeord-
nete Transkriptionsfaktoren mit einer bis jetzt ungeklar-
ten Rolle darstellen. Insbesondere konnte die Hypothese
einer Rolle des IEGs Fra-2 (Fos-related antigen 2) bei
der Melatoninsynthese widerlegt werden, da eine Uber-
expression dieses TFs keinen Effekt auf die Dynamik
oder die Menge der Aanat-mRNA hatte (Smith et al.,
2001). Auch die Rolle der im Pinealorgan der Nagetiere
exprimierten Uhrengene fiir die Kontrolle der Melatonin-
biosynthese bleibt zunichst ungeklirt. Interessanterweise
besitzt der Aanat-Promoter eine E-Box (Chen und Baler,
2000); das Aanat-Gen konnte also ein Zielgen fiir die Uh-
renproteine sein.

Posttranskriptionale Steuerungsmechanismen

Die transkriptionale Steuerung der Melatoninbiosynthese
wird durch posttranslationale Mechanismen differenziert
und ergénzt, so dass die Translationsprodukte der bisher
untersuchten cAMP-sensitiven Gene (Adrs, Icer, Aanat,
Perl) ihre Maxima zu unterschiedlichen Tageszeiten er-
reichen. Das Maximum der AANAT-Proteinmenge und
der Enzymaktivitdt folgt dem Maximum der Aanat-

mRNA-Spiegel fast unmittelbar (Borjigin et al., 1995;
Maronde et al., 1999a), der Anstieg des ICER-Proteins
folgt dem Maximum der Icer-mRNA-Spiegel mit deutli-
cher Verzogerung (Maronde et al., 1999a). Das Protein-
produkt des f3;-Adr-Gens bleibt nach Translation fiir meh-
rere Stunden sequestriert, bevor es in die Zellmembran
der Pinealozyten eingebaut wird (Pfeffer et al., 1998).

Posttranskriptionale Steuerungsprozesse spielen fiir die
Melatoninbiosynthese im Nagerpinealorgan eine heraus-
ragende Rolle bei der Herunterregulation der Melatonin-
biosynthese durch Lichtreize, die wihrend der objektiven
oder subjektiven Nacht appliziert werden. Diese fiihren
zu einer verminderten Ausschiittung von Noradrenalin
aus den sympathischen Fasern und zu einem Absenken
der cAMP-Konzentration in den Pinealozyten. Hierdurch
wird — vermutlich durch Ubiquitinylierung des AANAT-
Proteins — der Schutz des AANAT-Proteins vor proteaso-
maler Proteolyse aufgehoben und es kommt zu einem
drastischen Abfall von AANAT-Protein, AANAT-Enzym-
aktivitdat und Melatonin (Gastel et al., 1998). Die erhOhten
Aanat-mRNA-Werte bleiben aber davon unberiihrt (Ro-
seboom et al., 1996). Die durch den cAMP-Weg kontrol-
lierte proteasomale Proteolyse des AANAT-Proteins
diirfte auch die transkriptionale Herunterregulation der
Melatoninbiosynthese am Ende der Nacht flankieren, da
das AANAT-Protein am Ende der Dunkelperiode rascher
abfillt als die Aanat-mRNA.

Die kontrollierte proteasomale Proteolyse ist von
tibergeordneter Bedeutung fiir die Kontrolle der Melato-
ninbiosynthese bei Ungulaten (Schaf, Rind) und bei Pri-
maten. Bei diesen Arten sind die Aanat-mRNA-Spiegel
tonisch auf konstantem Niveau (Coon et al., 1996; Klein
et al., 1997; Schomerus et al., 2000) und werden durch
Stimulation mit Noradrenalin nicht erhoht. Unter un-
stimulierten Bedingungen sind stets geringe Mengen
AANAT-Protein nachweisbar, das aber — vermutlich
durch Ubiquitinylierung — kontinuierlich durch proteaso-
male Proteolyse abgebaut wird. Die Noradrenalin-indu-
zierte cAMP-Erhohung verhindert den Abbau durch pro-
teasomale Proteolyse und fiihrt zur Erhohung des
AANAT-Proteingehaltes und der Enzymaktivitit (Scho-
merus et al., 2000). Hierbei scheint die Phosphorylierung
des AANAT-Proteins an PKA-Phosphorylierungsstellen
eine entscheidende Rolle zu spielen. Diese Annahme
wird durch Untersuchungen zur Struktur des AANAT-
Molekiils unterstiitzt: In unmittelbarer Nachbarschaft der
N-terminalen PKA-Bindungsstelle befindet sich eine pro-
linreiche Domiine, die in anderen Proteinen als das Ziel-
motiv eines proteasomalen Abbaus identifiziert wurde.
Auch enthilt die N-terminale Region der AANAT bei
Rind, Schaf und Mensch Lysin-Epitope als Bindungs-
stellen fiir Ubiquitin. PhosphoAANAT bindet reversibel
an 14-3-3-Proteine. Diese Bindung verhindert den protea-
somalen Abbau und fiihrt tiber bisher nicht genau be-
kannte Prozesse zur Aktivierung des Enzyms (Ganguly
et al., 2002).
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Aus diesen vergleichenden Untersuchungen lésst sich
die Hypothese ableiten, dass ein in der Evolution stark
konserviertes neuroendokrines Ausgangssignal der inneren
Uhr iiber sehr unterschiedliche Signaltransduktions-Me-
chanismen gesteuert wird. Die ausschlieBlich posttran-
skriptional induzierte Melatoninbiosynthese der Ungula-
ten und Primaten fiihrt im Vergleich zur transkriptional
induzierten Melatoninbiosynthese der Nager zu einer we-
sentlich rascheren Bildung von Melatonin. Fiir die funk-
tionelle Interpretation dieser unterschiedlichen Zeitver-
laufe bei der Bildung und Freisetzung von Melatonin
erscheint die Tatsache interessant, dass langsam arbeiten-
de transkriptionale Mechanismen bei nachtaktiven Nage-
tieren und schnell wirkende posttranslationale Mechanis-
men bei tagaktiven Ungulaten und Primaten vorkommen.

Expression von Uhrengenen im Nagerpinealorgan

Im Laufe der Phylogenie ist das Pinealorgan von einem
direkt lichtempfindlichen und endogen oszillierenden Ef-
fektorsystem in einen neuroendokrinen Umformer umge-
wandelt worden, dessen rhythmische Aktivitidt durch ex-
trapineale Photorezeptoren und Schrittmacher bestimmt
wird. Dennoch sind Nagerpinealozyten in einem sehr frii-
hen Entwicklungsstadium noch direkt lichtempfindlich
(Tosini et al., 2000) und auch im erwachsenen Tier finden
sich noch die ,jmolekularen Spuren* einer Photorezep-
tion/Phototransduktion (Korf et al., 1998).

Bemerkenswerterweise werden im S#ugerpinealorgan
auch Uhrengene exprimiert, obwohl das Organ nicht zur
circadianen Rhythmogenese befahigt ist. Im Pinealorgan
von Nagetieren fluktuiert die Perl/- und Per2-mRNA-
Menge (Takekida et al., 2000; von Gall et al., 2001;
Fukuhara et al., 2003; unverdffentlichte eigene Befunde)
parallel zu der rhythmischen Akkumulation der Aanat-
mRNA. Die rhythmische Transkription der Uhrengene
ist wie die der Aanat ein direkter Zeiger der inneren Uhr
im SCN, da er nach Lésion der neuronalen Verbindung
zwischen SCN und Pinealorgan (z.B. durch Lision der
sympathischen Innervation der Zirbeldriise) verschwin-
det. Dieser Regulationsmechanismus scheint auch fiir die
Uhrengenprodukte zu gelten (eigene unverdffentlichte
Befunde). Allerdings bestehen einige grundlegende Un-
terschiede bei der Regulation von Uhrengenen im SCN
und im Pinealorgan.

Im Pinealorgan steigt die Perl/-mRNA-Konzentration
relativ schnell nach Beginn der Dunkelperiode an und das
Maximum der PER1-Proteinmenge wird bereits 2 Stunden
nach dem Maximum im Per/-mRNA-Gehalt erreicht.
Im SCN werden hingegen die Spitzenwerte fiir die
Perl-mRNA-Konzentration zur Mitte des (subjektiven
oder objektiven) Tages beobachtet, die mPER1-Protein-
menge erreicht ihr Maximum allerdings erst 4 bis 6 Stun-
den nach dem Maximum der Per/-mRNA-Konzentration.
Die Ursache der Unterschiede in der Dynamik von Tran-

skription und Translation zwischen SCN und Pinealorgan
sind bislang nicht genau geklirt. Der Perl/PER1-Rhyth-
mus im Pinealorgan ist an die Aktivierung des cAMP-Sig-
naltransduktionsweges gebunden (von Gall et al., 2001),
wihrend im SCN die Aktivierung des E-Box-Promotorele-
mentes iiber CLOCK/BMAL-Heterodimere das zentrale
Ereignis fiir die Induktion der rhythmischen Transkription
dieses Uhrengens ist (Shearman et al., 2000). Die Rolle
des cAMP-Signaltransduktionsweges fiir die Stimulierung
der Perl-Transkription im Nagerpinealorgan wurde da-
durch bestitigt, dass Injektionen des B-adrenergen Agonis-
ten Isoproterenol in ganglionektomierte Ratten die
Perl-Transkription wiederherstellte (Takekida et al., 2000)
und die Hemmung der Proteinkinase A sowohl die Phos-
phorylierung von CREB als auch die Induktion von
Perl/PERI1 unterdriickte (von Gall et al., 2001). Allerdings
werden die Veridnderungen in der Transkriptionsrate des
Per-Gens nach phasenverschiebenden Reizen auch im
SCN iiber CRE-Promotorelemente gesteuert (Yamaguchi
et al., 2000; von Gall et al., 1998; Shigeyoshi et al., 1997).

Interessanterweise kann die Transkription des Per2-
Gens im Mauspinealorgan nicht durch eine Aktivierung
des cAMP-Weges induziert werden, obwohl sie von einer
intakten sympathischen Innervation abhéngt (Takekida et
al., 2000; unveroffentlichte eigene Befunde). Dies scheint
auch fiir die Transkription weiterer im Pinealorgan nach-
gewiesener Uhrengene zu gelten. Eine vom cAMP-Sig-
naltransduktionsweg unabhéngige Regulation von Per2
wurde auch in Fibroblasten der Ratte nachgewiesen.

Die bisherigen Ergebnisse der Regulation von Uhren-
genen deuten auf ihre archaische Funktion als Transkrip-
tionsfaktoren fiir die Verarbeitung von Zeitinformation
hin. Sie kommen nicht nur in Geweben vor, die zu einer
endogenen circadianen Rhythmogenese befihigt sind,
sondern auch in zahlreichen getriebenen Oszillatoren im
Zentralnervensystem und in peripheren Geweben, deren
Rhythmus vom zentralen circadianen Oszillator im SCN
liber neuronale und/oder neuroendokrine Mechanismen
gesteuert wird (siehe: Balsalobre, 2002). Offensichtlich
spielen Uhrengene auch eine Rolle fiir die Kontrolle des
Zellzyklus (Matsuo et al., 2003).

Melatonin — neuroendokriner Zeiger der inneren Uhr

Uber die niichtliche Melatoninbildung und -freisetzung
tibermittelt die innere Uhr dem Organismus auf neuroen-
dokrinem Wege das Signal Dunkelheit. Die Linge des
Melatoninsignals ist ein MaB fiir die Léange der Dunkel-
periode und bildet somit die sich saisonal verindernden
Beleuchtungsverhiltnisse ab. Die Fragen nach dem An-
griffsort und der Wirkungsweise von Melatonin wurden
seit seiner Entdeckung durch Aaron Lerner und Mitarbei-
ter im Jahr 1958 immer wieder sehr kontrovers diskutiert.
Erst nach der Identifizierung hochaffiner spezifischer
Melatoninrezeptoren (Ebisawa et al., 1994) konnten diese
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Fragen mit wissenschaftlich fundierten Methoden ange-
gangen und beantwortet werden. Heute sind drei ver-
schiedene Typen von Melatoninrezeptoren bekannt, die
sich hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung ge-
ringfiigig unterscheiden. Bei Sédugetieren kommen zwei
dieser Rezeptoren vor, die als Mella-(MT1-)- und
Mellb-(MT2-)Rezeptor bezeichnet werden und an G-
Proteine gekoppelt sind. Diese Melatoninrezeptoren kom-
men in hoher Dichte im SCN, also in der Uhr selbst, in
der Retina und einem bestimmten Teil der Hypophyse,
der Pars tuberalis (PT), vor (von Gall et al., 2002a); sie
sind allerdings auch in peripheren Organen nachweisbar,
z.B. im endokrinen Pankreas (Peschke, 2003; Peschke
et al., 2000, 2002).

Uber die Rezeptoren im SCN bildet Melatonin eine
Riickkopplungsschleife im circadianen System. Melato-
nin kann die elektrische Aktivitdt der SCN-Neurone un-
terdriicken und zu bestimmten Zeitpunkten die Phase des
circadianen Rhythmus im SCN verschieben. Insofern er-
ginzt das Melatoninsignal die Informationen, die der reti-
nohypothalamische Trakt dem SCN iiber die Transmitter
Glutamat und PACAP vermittelt. Die funktionelle Bedeu-
tung der synchronisierenden Wirkung von Melatonin wird
deshalb auch erst bei fehlenden Informationen aus dem
retinohypothalamischen Trakt besonders deutlich, wie
bei blinden Tieren und Menschen oder bei Foeten und
Neugeborenen, bei denen das retinohypothalamische Sys-
tem noch nicht ausgereift ist. So spielt Melatonin als syn-
chronisierendes Agens eine bedeutende Rolle bei der
Koordination von miitterlichem und foetalem Aktivitts-
rhythmus in utero (Weaver, 1999), bei der Resynchronisa-
tion rhythmischer Funktionen von Menschen, die ihre
Phasenbeziehung zur Umwelt z.B. durch kongenitale
oder erworbene Blindheit, einen gestorten Schlaf/Wach-
Rhythmus, rasch wechselnde Zeitpldne bei Schichtarbeit,
einem Flug iiber mehrere Zeitzonen oder bestimmte For-
men der Winterdepression (SAD, seasonal affective dis-
order) verloren haben (Arendt, 1995, 2003; Wehr et al.,
2001). Die bedeutende Rolle von Melatonin fiir die Kon-
trolle rhythmischer Funktionen von Foeten und Neugebo-
renen wird auch dadurch untermauert, dass der SCN in
dieser Lebensphase eine besonders hohe Dichte von Me-
latoninrezeptoren aufweist. Das Melatonin, das am SCN
von Foeten und Neugeborenen angreift, wird im Pineal-
organ der Mutter gebildet und iiber die Plazenta oder die
Muttermilch an die Nachkommen iibertragen (Arendt, 1995).

Die Verarbeitung des Melatoninsignals im SCN dient
nicht nur der Synchronisation des circadianen Rhythmus,
sondern reduziert, wie kiirzlich durch Versuche mit Miu-
sen gezeigt werden konnte, auch die Stressantwort. Mau-
se reagieren auf Lichtreize mit einer erhohten Aktivitit
des Sympathicus. Diese Antwort wird iiber den retino-
hypothalamischen Trakt und den SCN an das sympathi-
sche Nervensystem vermittelt, sie ist nach gezielter Li-
sion des SCN aufgehoben. Infusionen von Melatonin in
die Hirnventrikel von Mdusen mit intaktem SCN fiihren

zu einer deutlichen Reduktion der lichtinduzierten Akti-
vierung des Sympathicus. Diese Wirkung von Melatonin
ist aufgehoben, wenn Melatoninrezeptor-Antagonisten
vor der Melatoningabe in das Hirnventrikelsystem infun-
diert wurden (Mutoh et al., 2003).

Melatonin, das vermutlich auch lokal in der Retina ge-
bildet wird, beeinflusst iiber spezifische Rezeptoren die
Phagozytose apikaler Auflengliedmembranen der Photo-
reptorzellen (Disk-Shedding) sowie die Freisetzung von
Dopamin aus amakrinen Zellen (Tosini und Menaker, 1996).

Melatonin greift auch an Zellen der Pars tuberalis an
und kann iiber diesen Weg in die Kontrolle des endokri-
nen Systems eingreifen und die Freisetzung von Prolactin
aus den lactotrophen Zellen des Hypophysenvorderlap-
pens steuern. Obwohl die spezifischen Wirkstoffe der
Pars tuberalis, welche die Funktion der Adenohypophyse
steuern, noch nicht charakterisiert sind, steht fest, dass
Melatonin iiber seine Wirkung auf die Pars tuberalis eine
besonders wichtige Rolle fiir die saisonale, d.h. photope-
riodische Kontrolle des Reproduktionsverhaltens spielt
(Ross und Morgan, 2002).

Die Beziehungen zwischen dem zentralen circadianen
Rhythmusgenerator im SCN und peripheren
Ostzillatoren

Die rhythmische Expression von Uhrengenen wird nicht
nur im SCN, dem zentralen circadianen Rhythmusgenera-
tor, beobachtet, sondern auch in zahlreichen Geweben au-
Berhalb dieses Kerngebietes, z. B. im Pinealorgan (s. 0.),
im Hippocampus, in der Nebennierenrinde, im endokri-
nen Pankreas und in der Pars tuberalis. Diese sind als pe-
riphere Oszillatoren zu betrachten, in denen die rhyth-
mische Genexpression — im Gegensatz zum SCN — nicht
endogen erzeugt wird, sondern eines immer wiederkeh-
renden Stimulus vom zentralen Schrittmacher bedarf.
Fiir unser Verstindnis der Regulation von rhythmischen
Korperfunktionen ist es entscheidend, die Mechanismen
zu identifizieren, mit denen der zentrale Schrittmacher
die Oszillatoren in der Peripherie synchronisiert.

Die Pars tuberalis (PT) hat sich als ein hochinteressan-
tes Modellsystem zur Kldrung dieses Problemkreises er-
wiesen. In der PT werden prototypische Uhrengene rhyth-
misch exprimiert. Die Expression von Perl und anderen
Uhrengenen in der Pars tuberalis fehlt allerdings bei
Maiusestimmen, die auf Grund eines genetischen Defek-
tes kein oder nur duflerst geringe Mengen Melatonin pro-
duzieren (z. B. C57BL) oder bei denen der Mella-Rezep-
tor gentechnisch ausgeschaltet wurde (von Gall et al.,
2002b; Stehle et al., 2002; Korf et al., 2003). Bereits die-
se Befunde legen nahe, dass das Melatoninsignal eine
wichtige Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der rhyth-
mischen Uhrengenexpression in der Pars tuberalis hat.
Diese Annahme wurde durch Untersuchungen an Melato-
nin-profizienten Méusen (C3H) untermauert. Die Perl-
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Expression in der Pars tuberalis verschwindet bei diesen
Tieren nach Pinealektomie, also nach experimenteller
Entfernung des Melatoninsignals, und wird durch Appli-
kation von exogenem Melatonin zur Nachtzeit wiederher-
gestellt, unter der Voraussetzung, dass die Behandlung
mit Melatonin unmittelbar (d. h. in der ersten Nacht) nach
der Pinealektomie beginnt (von Gall et al., 2002b). Die
Induktion der Perl-Expression erfolgt in der Pars tubera-
lis dhnlich wie im Pinealorgan (s.0.) durch den cAMP-
Signaltransduktionsweg und die Phosphorylierung von
CREB (von Gall et al., 2002b).

Der Befund, dass Melatonin ein notwendiger Faktor fiir
die Induktion von Perl in der Pars tuberalis ist, war zu-
nichst iiberraschend, da Melatonin iiber den an ein G;-
Protein gekoppelten MT1-Rezeptor den cAMP-Signal-
weg und die Phosphorylierung von CREB hemmt
(McNulty et al., 1996). Eine Erkldarungsmoglichkeit fiir
die Melatonin-bedingte Stimulation der Perl-Expression
ist, dass Melatonin die Adenylatzyklase zeitabhingig sen-
sitiviert (Hazzlerigg et al., 1993) und hierdurch die Wir-
kung eines aktivierenden Botenstoffes verstirkt. Als ein
solcher Botenstoff konnte kiirzlich Adenosin identifiziert
werden, das den cAMP-Weg, die CREB-Phosphorylie-
rung am Serinrest 133 und die Induktion von Per! durch
einen spezifischen Rezeptor, den A,,-Rezeptor, stimuliert
(von Gall et al., 2002b), der in der Pars tuberalis selektiv
in hoher Dichte vorkommt (Stehle et al., 1992). Auf
Grund von umfangreichen in vitro- und in vivo-Unter-
suchungen ldsst sich folgende Hypothese fiir die Inter-
aktionen zwischen den Adenosin- und Melatonin-gesteu-
erten Signalkaskaden in der Pars tuberalis ableiten
(Abb. 8): Melatonin hemmt zur Nachtzeit iiber das G;-
Protein die cAMP-Signaltransduktionskaskade und sensi-
tiviert — tiber bisher nicht genau bekannte Mechanismen —
den A,,-Rezeptor. Zum Ende der Nacht entfillt die Mela-
tonin-bedingte Hemmung des cAMP-Weges, da die Mela-
tonin-Konzentration abfillt; Adenosin stimuliert nun iiber
den sensitivierten A,,-Rezeptor den cAMP-Weg und in-
duziert die Phosphorylierung von CREB und die
Perl-Expression. Im Verlauf des Tages kommt es zur De-
sensitivierung des A,,-Rezeptors und der cAMP-Weg
wird herunterreguliert. Diese Herunterregulation wird zu
Beginn der nichsten Nacht durch ansteigende Melatonin-
Konzentrationen verstirkt, die im weiteren Verlauf den
A,-Rezeptor wieder sensitivieren.

Zahlreiche Fragen konnen und miissen nun auf der
Grundlage dieses Modells bearbeitet werden. Ein wichti-
ges, bisher ungelostes Problem ist die Herkunft des
Adenosins. Eine weitere bedeutende Frage ist, welche
Signalkaskaden und welche Funktionskreise in der Pars
tuberalis durch die rhythmische Uhrengenexpression
gesteuert werden. In allen Mdusestimmen mit einer de-
fekten Melatonin-Signaltransduktionskaskade kommt es
nicht nur zum Erliegen der rhythmischen Perl-Expres-
sion, sondern auch zu einer deutlichen Heraufregulation
der néchtlichen Prolactinsekretion (von Gall et al., 2002b).
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Abb. 8: Hypothetisches Schema der zeitabhédngigen Interaktio-
nen von Adenosin und Melatonin in der Pars tuberalis der Nage-
tiere. Zur Nachtzeit ist Melatonin in hohen Konzentrationen vor-
handen und hemmt iiber Melatoninrezeptoren (Mella) und das
Gi-Protein die cAMP-Signaltransduktionskaskade. Zugleich
sensitiviert Melatonin — iiber bisher nicht genau bekannte Me-
chanismen — den Aj,-Rezeptor. Zum Ende der Nacht entfillt
die Melatonin-bedingte Hemmung des cAMP-Weges, da die Me-
latonin-Konzentration abfillt; Adenosin kann nun iiber den sen-
sitivierten A,,-Rezeptor, das G,-Protein und die Aktivierung der
Adenylatzyklase (AC) die intrazelluldire cAMP-Konzentration er-
hohen. Diese cAMP-Erhohung aktiviert die PKA, deren katalyti-
sche Untereinheit in den Zellkern transloziert wird und dort
Phosphorylierung von CREB und Expression cAMP-sensitiver
Gene mit einem CRE, z.B. von Perl, induziert. Im Verlauf des
Tages kommt es zur Desensitivierung des A,,-Rezeptors und
der cAMP-Weg wird herunterreguliert. Diese Herunterregulation
wird zu Beginn der nichsten Nacht durch ansteigende Melato-
nin-Konzentrationen verstiarkt, die im weiteren Verlauf den
Aj,-Rezeptor sensitivieren.

Dieses konnte darauf hindeuten, dass PER1 in der Pars
tuberalis die Bildung von Faktoren kontrolliert, die an
der Steuerung der Prolactinsynthese bzw. -sekretion in
den lactotrophen Zellen des Hypophysenvorderlappens
beteiligt sind und die lange bekannte hemmende Wirkung
von Melatonin auf die Prolaktinsekretion vermitteln.
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Synopse und Ausblick

Die Synchronisation verschiedener Koérperfunktionen un-
tereinander und mit dem natiirlichen Rhythmus der Um-
welt ist eine wichtige Voraussetzung fiir Gesundheit und
Wohlbefinden. Forschungen der letzten Jahre haben
gezeigt, dass diese Synchronisation durch komplexe In-
teraktionen zwischen dem zentralen circadianen Rhyth-
musgenerator, Lichtrezeptoren, neuroendokrinen und en-
dokrinen Zentren und dem autonomen Nervensystem
sichergestellt wird. Eine wichtige neue Erkenntnis dieser
Forschungen ist, dass der zentrale circadiane Rhythmus-
generator verschiedene periphere Oszillatoren iiber ver-
schiedene Mechanismen synchronisiert (Abb. 9). Neben
Melatonin spielt das Kortisol aus der Nebenniere eine
wichtige Rolle bei der Synchronisation von peripheren
Oszillatoren, z.B. in der Leber und anderen peripheren
Organen (Balsolobre et al., 2000). Kortisol konnte als Ge-
genspieler zum Melatonin die Rolle eines hormonellen
Botenstoffes fiir Helligkeit iibernehmen. Die endokrinen
und neuroendokrinen Mechanismen werden komplettiert
durch neuronale Signale aus dem autonomen (sympathi-
schen und parasympathischen) Nervenssystem. Diese Be-
funde schaffen eine wesentliche Grundlage, um mogliche
Storungen in den biologischen Rhythmen zu verstehen
und rationale und wissenschaftlich fundierte Therapie-
ansitze zur Bekdmpfung dieser Storungen abzuleiten.
Auffillig ist, dass die Rhythmik unserer Korperfunktio-
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nen an den beiden Extrempunkten unserer Lebensspanne,
nidmlich wihrend der Entwicklung im Mutterleib und in
der ersten Phase nach der Geburt bzw. im hohen Greisen-
alter, nicht besonders gut funktioniert. In der frithen
Phase unseres Lebens sind die innere Uhr im SCN, die
Lichtsinneszellen in der Netzhaut und die Melatoninpro-
duktion in der Zirbeldriise noch nicht ausgereift; gegen
Ende unseres Lebens altert die Uhr; es kommt z. B. zu ei-
nem Nachlassen der nédchtlichen Melatoninsekretion und
zu Storungen im Schlaf/Wach-Rhythmus. Unter diesen
Bedingungen ist die Schlafphase nicht auf die Nacht be-
schriankt; die Dauer des ndchtlichen Schlafes ist im Ver-
gleich mit gesunden Menschen verkiirzt und kurze
Schlafphasen treten auch wihrend des Tages auf. Fiir
den Zusammenhang zwischen Schlaf/Wach-Rhythmus
und innerer Uhr ist festzuhalten, dass der Schaltkreis,
der unsere innere Uhr aufbaut, nicht identisch ist mit
dem neuronalen Schaltkreis, der den Schlaf- oder Wach-
zustand unseres Gehirns bestimmt. Beide Kreise liegen
parallel nebeneinander, aber die innere Uhr fiittert an ver-
schiedenen Stationen Informationen in den Schaltkreis
des Schlaf/Wach-Rhythmus, so dass dieser Rhythmus an
die Uhr angepasst wird. Storungen in den rhythmischen
Korperfunktionen finden sich auch bei blinden Menschen,
bei denen der Zeitgeber Hell/Dunkel-Wechsel nicht wahr-
genommen werden kann und folglich der endogene
Rhythmus mit der Linge von 25 Stunden nicht mit der
Tageslidnge synchronisiert werden kann. Probleme in der
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Abb. 9: Beziehungen zwischen dem zentralen circadianen Rhythmusgenerator im SCN und peripheren Oszillatoren. Der circadiane

Rhythmus im SCN wird durch Licht synchronisiert. Der SCN synchronisiert die verschiedenen peripheren Oszillatoren iiber unter-

schiedliche Mechanismen. Fiir die Triggerung rhythmischer Funktionen im Pinealorgan spielt Noradrenalin aus dem sympathischen

Nervensystem die entscheidende Rolle; die Anpassung des Rhythmus der Leberfunktionen wird durch die rhythmische Freisetzung

von Glucocorticoiden und die Nahrungsaufnahme bestimmt; rhythmische Funktionen der Pars tuberalis (PT) werden durch eine Inter-

aktion von Melatonin und Adenosin induziert und aufrechterhalten. Uber die Ubertragungsmechanismen vom SCN an andere periphere
Oszillatoren (Lunge, Herz, Muskel) ist bisher wenig bekannt.
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Synchronisation von Tag/Nacht-Rhythmus und circadia-
nem Rhythmus treten auch bei Schichtarbeitern auf und
bei Flugreisenden, die sich iiber mehrere Zeitzonen hin-
weg in westlicher oder ostlicher Richtung bewegen. Ein
weiteres Krankheitsbild, das mit der inneren Uhr in Zu-
sammenhang zu bringen ist, ist die Winterdepression
(seasonal affective disorder, SAD).

Alle Rhythmusstorungen, die auf Unstimmigkeiten zwi-
schen duBerem Tag/Nacht-Rhythmus und innerem circadia-
nen Rhythmus basieren, konnen durch eine verbesserte
Synchronisation gemildert oder sogar behoben werden.
Die Aufkldrung dieser Mechanismen erscheint daher als ei-
ne wichtige Aufgabe kiinftiger neurobiologischer Forschun-
gen. Diese aus der Grundlagenforschung gewonnenen Er-
kenntnisse zum circadianen System miissen dann Eingang
in pharmakologische und klinische Uberlegungen finden.

Zusammenfassung

In diesem Beitrag wurden strukturelle, funktionelle und
molekulare Aspekte des circadianen Systems der Siuge-
tiere beleuchtet, das zahlreiche rhythmische Korperfunk-
tionen (z. B. Schlaf/Wach-Verhalten, Puls und Blutdruck)
steuert. Das circadiane System besteht aus dem zentralen
Rhythmusgenerator in den suprachiasmatischen Kernen
(SCN) des Hypothalamus, Photorezeptoren in der Netz-
haut sowie zentralen und peripheren neuronalen, neuroen-
dokrinen und endokrinen Effektoren, die als getriebene,
periphere Oszillatoren aufzufassen sind. In den SCN wird
durch transkriptional/translationale Riickkopplungsschlei-
fen zwischen Uhrengenen und ihren Produkten endogen
ein circadianer Rhythmus generiert. Dieser circadiane
Rhythmus wird durch den tédglichen Hell/Dunkel-Wechsel
mit dem astrophysikalischen Tag synchronisiert. Die hier-
fiir verantwortlichen Lichtsinneszellen sind in der Netz-
haut lokalisiert: Zum einen sind es die Stibchen und Zap-
fen, zum anderen direkt lichtempfindliche Ganglienzellen
mit neuartigen Photopigmenten. Die Lichtreize von der
Netzhaut werden an die SCN iiber eine spezialisierte
Untereinheit des Nervus opticus, den retinohypothala-
mischen Trakt (RHT), vermittelt. Der RHT entspringt
von den direkt lichtempfindlichen Ganglienzellen der Re-
tina und verwendet den Neurotransmitter Glutamat und
das Neuropeptid PACAP (pituitary adenylate cyclase acti-
vating polypeptide) als Botenstoffe. Die Synchronisation
des circadianen Rhythmus im SCN wird durch Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors CREB (cyclic AMP re-
sponse element binding protein) durch Phosphorylierung
vermittelt und geht mit der Induktion von Uhrengenen
der Periodfamilie (Perl, Per2) einher. Der SCN {ibertragt
seinen Rhythmus an die nachgeschalteten peripheren Os-
zillatoren iiber neuroendokrine und neuronale Mechanis-
men. Ein wichtiger neuroendokriner Mechanismus ist
die rhythmische Freisetzung von Vasopressin aus dem
SCN in den Liquor cerebrospinalis. Die Expression des

Gens, das die Vorstufe fiir Vasopressin kodiert, wird
durch Uhrengen-Produkte gesteuert; das Gen wird daher
als Uhren-kontrolliertes Gen bezeichnet. Neben dem Va-
sopressingen sind heute bereits viele andere Uhren-kon-
trollierte Gene identifiziert, die nicht nur im Gehirn, son-
dern auch in fast allen peripheren Organen exprimiert
werden. Die neuronalen Signale der SCN werden an ver-
schiedene hypothalamische Kerngebiete iibertragen. Ein
besonders wichtiges Zielgebiet der neuronalen Projektio-
nen des SCN sind die paraventrikulidren Kerne (PVN) des
Hypothalamus, von denen die Information aus dem SCN
an das autonome Nervensystem, z.B. den Sympathicus,
weitergeleitet werden. Hierdurch werden Signale von
den SCN an alle sympathisch innervierten Organe vermit-
telt. Besonders gut untersucht sind die strukturellen und
funktionellen Beziehungen zwischen dem Sympathicus
und dem Pinealorgan (Zirbeldriise). Dieses neuroendokri-
ne Zentrum bildet unter der Kontrolle noradrenalinhalti-
ger sympathischer Nervenfasern Nacht fiir Nacht das
Neurohormon Melatonin und setzt es in den Liguor cere-
brospinalis und die Blutbahn frei. Bei den Nagetieren
setzt die noradrenalininduzierte Aktivierung der Melato-
ninbiosynthese die Induktion der Transkription des Genes
voraus, das die Arylalkylamin-N-acetyltransferase, das
Schliisselenzym der Melatoninbiosynthese, kodiert. De-
taillierte Untersuchungen dieses Mechanismus belegen
die gro3e Bedeutung von cAMP-gesteuerten Transkripti-
onsfaktoren (CREB, ICER) fiir die Kontrolle neuroendo-
kriner und neuronaler Genexpression. Melatonin gilt als
neuroendokriner Zeiger des circadianen Systems, das das
Signal ,Dunkelheit” vermittelt. Als Hormon fiir die Hel-
ligkeit wird in jlingster Zeit das in der Nebennierenrinde
gebildete Kortisol diskutiert. Melatonin beeinflusst seine
Ziele iiber spezifische, membrangebundene Membran-
rezeptoren (MellaR, MellbR). Solche Rezeptoren kom-
men in besonders hoher Dichte in den SCN, in der Pars
tuberalis, einem bestimmten Abschnitt der Adenohypo-
physe, und auch in der Peripherie, z. B. im endokrinen
Pankreas, vor. Mittels der Rezeptoren im SCN baut Mela-
tonin eine Riickkopplungsschleife im circadianen System
auf, tiber die es zu bestimmten Zeitfenstern die Phase des
circadianen Rhythmus verschieben kann. Uber die Rezep-
toren in der Pars tuberalis vermittelt Melatonin circadiane
Informationen an das Endokrinium. Am Beispiel der Pars
tuberalis konnten wichtige Steuerungsprozesse geklirt
werden, iiber die der zentrale Rhythmusgenerator im
SCN periphere Oszillatoren synchronisiert: Die Induktion
und Aufrechterhaltung der rhythmischen Uhrengen-
expression in der Pars tuberalis erfolgt durch eine Inter-
aktion zwischen Melatonin und Adenosin, das an der Pars
tuberalis iiber einen spezifischen Rezeptortyp (Aj,-Re-
zeptor) angreift. Andere periphere Oszillatoren, z.B. in
der Leber, werden iiber andere Mechanismen, z.B. die
rhythmische Glucocorticoid-Synthese und -Freisetzung
aus der Nebennierenrinde und die Glucosespiegel im Blut,
vom zentralen Rhythmusgenerator im SCN gesteuert. Die
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hier dargestellte dynamische Entwicklung unseres Kennt-
nisstandes iiber den Aufbau und die Funktion des circa-
dianen Systems muss nun Eingang in die Pharmakologie
und die klinische Medizin finden.
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