RUDIGER HARDELAND

Melatonin, eine ubiquitire Substanz. Vorkommen, Wirkungen und Metabolismus
auBlerhalb seiner klassischen Rolle

Einleitung

Seit der Entdeckung von Melatonin als Hormon des Pine-
alorgans, seiner Wirkung der Aufhellung der Froschhaut
durch Pigment-Konzentrierung in deren Melanocyten
und seiner Strukturaufkldrung (Lerner et al., 1958a,b,
1959) hat sich unsere Sicht von der Funktion dieser Sub-
stanz mehrfach betrichtlich gewandelt und vor allem er-
weitert. Eine substanzielle Rolle, die iiber die Pigmentie-
rungseffekte weit hinaus ging, konnte dem Melatonin
bald als Mediator der Information Dunkelheit zugewiesen
werden: Seine circadiane Rhythmik von bemerkenswert
hoher Amplitude in Pinealorgan und Zirkulation zeigt so-
wohl bei nachtaktiven als auch tagaktiven Wirbeltieren
immer nur néchtliche Maxima. Vor allem bei Tieren mit
ausgepragter Saisonalitdt hingen Dauer und Hohe der
nidchtlichen hohen Spiegel von der Tageslinge ab
(Arendt, 1985, 1986; Reiter, 1989, 1991a,b, 1993; Bin-
kley, 1993). Vom Melatonin beeinflusst werden sowohl
der circadiane Schrittmacher SCN (Suprachiasmatischer
Nucleus; Liu et al., 1997; Reppert, 1997; Jin et al., 2003;
Stehle et al., 2003) als auch weitere zentralnervdse Orte
(Poirel et al., 2003) und viele periphere Organe, in denen
Rezeptoren und andere Bindungsstellen fiir Melatonin zu
finden sind (Zusf.: Hardeland, 1996a, 1997a; Poirel et al.,
2003). Saisonal variierende Funktionen, z.B. solche der
Reproduktion, des Winterschlafs und des Fellwechsels,
sind zumindest bei einigen Sdugern direkt vom Melatonin
gesteuert (Arendt, 1986; Reiter, 1991c, 1993; Lerchl und
Schlatt, 1993; Gauer et al., 1994; Hoffman und Reiter,
1965; Recio et al., 1998). Das Pinealhormon hat sich so-
mit als Vermittler sowohl tages- als auch jahreszeitlicher
Dunkelsignale erwiesen (Reiter, 1993).

Diese klassische Vorstellung von der Rolle des Melato-
nins erfuhr durch die Entdeckung extrapinealer Bildungs-
orte eine betrdchtliche Erweiterung und es offenbarten
sich zum Teil vollig neue Zusammenhénge. Ein Teil die-
ser Befunde mag noch als Variation desselben Themas er-
scheinen, insbesondere soweit die Rhythmen dieses Indol-
amins in Parietalorgan und Retina betroffen sind; in
beiden Organen, ebenso wie das Pineal Ausstiilpungen
des Zwischenhirns, zeigt das Melatonin prominente
ndchtliche Maxima (Pang et al., 1980; Yu et al., 1981;
Cahill und Besharse, 1990; Cahill, 1996; Iuvone, 1996;
Tigo et al., 1997; Tosini und Menaker, 1998; Iuvone et al.,
1999, 2002; Tosini, 2000; Tosini und Fukuhara, 2003;

Falcon et al., 2003; Green, 2003; Ivanova und Iuvone,
2003); gleichwohl trigt offenbar nur bei Amphibien und
manchen Fischen das retinale Melatonin nennenswert zu
den zirkulierenden Spiegeln bei.

Weitere extrapineale Quellen des Melatonins fiigen
sich jedoch keineswegs zwanglos in dieses Bild ein. Fiir
diverse Zellen, Organe oder Teile von diesen wurde die
Bildung von Melatonin entweder nachgewiesen oder we-
nigstens begriindet angenommen (Zusf.: Huether, 1993;
Hardeland und Rodriguez, 1995; Hardeland, 1996a,
1997b). Nicht auf alle diese soll hier im Detail eingegan-
gen werden, und es ist auch die Moglichkeit der unregu-
lierten Melatonin-Synthese durch unspezifische N-Acetyl-
und O-Methyltransferasen bei hinreichender Verfiigbar-
keit von Serotonin in Betracht zu ziehen, dies insbesonde-
re im Falle von Thrombocyten und Erythrocyten. Drei der
extrapinealen Bildungsorte verdienen jedoch besondere
Aufmerksamkeit, als sie zwingend auf Funktionen ver-
weisen, die nicht zum Spektrum der klassischen Wirkun-
gen gehoren. Zunichst zu erwihnen wire der Gastrointes-
tinaltrakt (Raikhlin et al., 1975; Raikhlin und Kvetnoy,
1976; Bubenik, 1980, 2001, 2002; Huether et al., 1992;
Poeggeler, 1992; Huether, 1993; Hardeland, 1996a,
1997b; Bubenik et al., 1999). Eine Involvierung in die
Vermittlung von Dunkelsignalen diirfte in einem solchen
Organsystem wohl kaum anzunehmen sein. Eine circadia-
ne Rhythmik ist, je nach Spezies, entweder mit weitaus
geringerer Amplitude als in Pineal, Retina oder Zirkula-
tion vorhanden oder aber im Einzelfall nicht sicher nach-
weisbar. Die Konzentrationen des gastrointestinalen Me-
latonins bleiben zwar mit einigen hundert Pikogramm je
Gramm Frischgewicht moderat, angesichts der weitaus
groleren Gewebemasse sind die Gesamtmengen dieser
Substanz jedoch um GroBenordnungen hoher als jene
des Pineals. Diese Befunde miissen auf dem Hintergrund
multipler Melatonin-Quellen gesehen werden: Teils findet
eine Synthese in den Enterochromaffinen Zellen statt,
teils wird das Gewebe mit zirkulierendem Melatonin be-
laden, was zu der mit geringer Amplitude schwingenden
Rhythmik beitragen oder fiir diese ursdchlich sein sollte.
Eine hohe Beladungskapazitit fiir zirkulierendes Melato-
nin wurde gezeigt (Messner et al., 1998, 1999) und auch
eine Verteilung iiber den enterohepatischen Kreislauf ist
beteiligt (Messner et al., 2001); die Melatonin-Konzentra-
tion in der Gallenfliissigkeit weist eine Rhythmik mit ho-
her Amplitude auf (Tan et al., 1999) und konnte zu jener
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im Darm beitragen. Dariiber hinaus ist eine Aufnahme
von Melatonin aus der Nahrung und aus Mikroorganis-
men des Darms moglich (Tan et al., 2003b; Hardeland
und Poeggeler, 2003) — eine zwischenzeitliche Prisenz
resorbierten Melatonins im Darm wére demnach nicht un-
plausibel. Erhebliche Melatonin-Mengen wurden in Bak-
terien (Zusf. Hardeland und Poeggeler, 2003) einschlieB3-
lich Escherichia coli (Balzer et al., 2000) gefunden.
Tryptophan fiihrt zur Freisetzung von Melatonin aus dem
Darm in die Zirkulation (Huether et al., 1992). Postpran-
diale Melatonin-Sekretion aus dem Darm wurde ebenfalls
beobachtet (Bubenik, 2001, 2002). Das Erscheinen erheb-
licher Konzentrationen von Melatonin in der luminalen
Fliissigkeit des Verdauungstrakts wurde als Hinweis fiir
Kommunikation iiber das Lumen diskutiert (Bubenik
et al., 1999). Wie auch immer die genaue Funktion des
gastrointestinalen Melatonins sein mag, sie ist in jedem
Fall von der klassischen Rolle verschieden. Nur kurz sei
hier angedeutet, dass eine Freisetzung aus dem Verdau-
ungstrakt in die Zirkulation nicht zwangsldufig mit der
Wirkung als Mediator des Signals Dunkelheit interferiert:
Erhohungen wihrend des Tages fallen in neutrale Berei-
che der Phasen-Response-Kurve der circadianen Oszilla-
toren, so dass die phasenverschiebende Wirkung vernach-
lassigbar bleibt.

Ein anderes Beispiel fiir nichtklassische Wirkungen des
Melatonins liefert die HARDERsche Driise von Nagern
(Balemans et al., 1980; Hoffman et al., 1985; Reiter,
1989; Menéndez-Peldez, 1990; Rodriguez-Colunga et al.,
1991; Menéndez-Pelaez et al., 1993; Guerrero et al.,
1994b; Djeridane et al., 1998, 2001, 2003; Tomas-Zapico
et al., 2002a,b; Zusf.: Payne, 1994; Chieffi et al., 1996).
Diese Nebenaugendriise produziert in jener Tiergruppe
erhebliche Mengen an Melatonin, welches nur in modera-
tem Umfang freigesetzt wird, ohne damit nennenswert zu
den zirkulierenden Spiegeln beizutragen. Eine circadiane
Rhythmik des Melatonins ist hier nahezu inexistent, so
dass die Funktion der Vermittlung von Dunkelsignalen
auch in diesem Fall nicht in Frage kommen kann. Mela-
tonin steht in der HARDERschen Driise jedoch in einer be-
merkenswerten Beziehung zum Gehalt an Porphyrinen
(vor allem Protoporphyrin IX, daneben auch Harderopor-
phyrin, Kupfer-Porphyrine etc.) und der Synthesevorstufe
5-Aminoldvulinsdure. Es sei vermerkt, dass diese Driise
dasjenige Organ mit der weitaus hochsten bekannten Por-
phyrogenese-Rate darstellt. Abgesehen von akuten Effek-
ten von exogenem Melatonin auf die Porphyrin-Synthese
besteht vor allem eine augenfillige positive Korrelation
zwischen Porphyrin- und Melatonin-Spiegeln; dies wird
sowohl im interspezifischen Vergleich deutlich als auch,
insbesondere beim Goldhamster, in Form eines Sexualdi-
morphismus: Bei dieser Spezies weisen Weibchen in der
HarDERschen Driise weitaus hohere Protoporphyrin- und
Melatonin-Konzentrationen auf als Ménnchen.

Ein dritter Bereich, in dem bei Wirbeltieren nichtklas-
sische Funktionen des Melatonins offenkundig werden,

bei dem aber die Rolle des zirkulierenden Hormons funk-
tionell beitrigt, betrifft das Immunsystem. Zum einen
sind mononucledre Leukocyten wie auch Knochenmarks-
zellen zur Melatonin-Synthese befdhigt (Finocchiaro
et al., 1988a; Conti et al., 2000), zum anderen existieren
bei Lymphocyten, Neutrophilen und Thymocyten sowohl
hoch- als auch niederaffine Bindungsstellen fiir Melato-
nin (Lopez-Gonzélez et al., 1992, 1993a,b; Guerrero
et al., 1994a; Maestroni, 1999). Diverse Effekte von Me-
latonin auf Leukocyten sind beschrieben, von der Sti-
mulation von Monocyten zur Freisetzung von Oxidantien
(Morrey et al., 1994) iiber Freisetzung diverser Cytokine
und Immunoopioide (Maestroni, 1995, 1999, 2001;
Maestroni und Conti, 1990, 1991; Maestroni et al., 1994;
Hardeland, 1996a, 1997a,b) sowie der Hemmung der NO-
Synthase (Gilad et al., 1998).

Bereits an diesen Beispielen wird deutlich, dass die
Funktionen des Melatonins erheblich vielféltiger sein
miissen, als die klassische Rolle erwarten lidsst. Noch
starker jedoch hat sich unsere Sichtweise dadurch ver-
andert, dass, wie im Folgenden auszufiihren sein wird,
das Melatonin auch auBlerhalb der Wirbeltiere vor-
kommt, ja auBlerhalb der Tiere iiberhaupt, dass ein die
Vielzahl von Organismengruppen umfassendes all-
gemeineres Thema der Protektion vor oxidativen Schi-
den existiert und dass aus dem Melatonin interessante
Metabolite hervorgehen, die an protektiven Effekten
partizipieren, aber deren Wirkungsspektrum bislang
nur andeutungsweise bekannt ist.

Ubiquitit des Melatonins

Melatonin wurde auBerhalb der Vertebraten zunéchst nur
bei anderen Metazoen gesucht und auch regelméBig in
den verschiedensten Tiergruppen gefunden, von Cnida-
riern lber Plathelminthen, Nemathelminthen (Balzer
et al., 2000), Nemertinen und Mollusken bis hin zu diver-
sen Taxa von Arthropoden (Zusf.: Vivien-Roels und Pé-
vet, 1993; Hardeland und Fuhrberg, 1996a; Hardeland
et al., 1996a). Nach der Entdeckung von Melatonin in ei-
nem phototrophen Organismus, dem Dinoflagellaten Lin-
gulodinium polyedrum (Syn. Gonyaulax polyedra) (Poeg-
geler et al., 1989, 1991), setzte eine Suche nach diesem
Indolamin bei anderen ein- und vielzelligen Algen, bei
GefiBpflanzen, aber auch bei weiteren Einzellern, bei Pil-
zen und Bakterien ein. Diese Ergebnisse sind in der Ver-
gangenheit mehrfach, zum Teil auch nur auf hohere
Pflanzen bezogen, zusammengefasst worden (Balzer und
Hardeland, 1995, 1996a; Hardeland und Fuhrberg, 1996a;
Hardeland et al., 1996a; Hardeland, 1999; Reiter et al.,
2001; Hardeland und Poeggeler, 2003), was hier nicht in
voller Breite wiederholt werden soll. Statt dessen sind die
Grenzen unseres Wissens, die Probleme der quantitativen
Erfassung und die potentielle Bedeutung von Melatonin
auBerhalb der Metazoen anzusprechen.
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Die Breite des Vorkommens von Melatonin rechtfertigt
sicher den Begriff ,Ubiquitit“, auch wenn noch einige
Liicken im Spektrum der Taxa existieren. Wihrend dieses
Indolamin bei drei Bakterien gefunden wurde, den zur
Photosynthese befihigten Rhodospirillum rubrum (Man-
chester et al., 1995) und Erythrobacter longus (Tilden
et al., 1997) sowie der heterotrophen Escherichia coli
(Balzer et al., 2000), existieren noch keine Nachweise
bei den Archaea. Hinsichtlich des Vorkommens bei euka-
ryotischen Einzellern ist deren taxonomische Vielfalt zu
bedenken; diese reprisentieren nicht einfach eine in sich
homogene, monophyletische Gruppe von ,Protozoen*,
sondern sind Mitglieder duBerst verschiedener Taxa. Un-
ter den ,,Flagellaten* i.e. S. sind hier vor allem die pho-
to-/mixotrophe Euglenoide Euglena gracilis (Balzer und
Fuhrberg, 1996; Balzer et al., 1996a; Hardeland et al.,
1996a; Hardeland und Fuhrberg, 1996a; Hardeland, 1999)
und die parasitische Trypanosomide Trypanosoma cruzi
(Rodriguez-Cabezas et al., 1996; Macias et al., 1999) zu
nennen. Wihrend Euglena einen Tagesrhythmus des Me-
latonins mit nichtlichem Maximum und hoher Amplitude
zeigt, ist die Situation bei Trypanosoma komplizierter:
Bildung und Freisetzung des Indolamins hingen vom
Entwicklungsstadium ab und Tagesrhythmen von Kon-
zentration und Freisetzung konnen in vitro zweigipfelig
sein, im Dauerdunkel (DD) mit Maxima am subjektiven
Morgen und in der subjektiven Mitte des Tages.

Relativ viel ist bekannt iiber Vorkommen, Konzentra-
tionen und Metabolismus des Melatonins bei Dinoflagel-
laten. Diese stehen taxonomisch keineswegs den oben er-
wihnten Flagellaten nahe, sondern den Ciliaten und den
sogenannten Apicomplexa (,,Sporozoen‘), mit denen ge-
meinsam sie die Organismengruppe der Alveolata bilden.
Da bei Dinoflagellaten vergleichsweise umfangreiche Er-
fahrungen existieren, was die physiologischen Anderun-
gen von Melatonin, seine Effekte und die seiner Metabo-
lite angeht, wird diesen Einzellern weiter unten ein
eigenes Kapitel gewidmet. Was deren nichste Verwandt-
schaftsgruppe, die Ciliaten, anbetrifft, so wurde Melato-
nin bei zwei Gattungen gefunden, Tetrahymena und Eu-
folliculina (Balzer et al., 2000).

Melatonin wurde ferner bei einfachen Vielzellern nach-
gewiesen, so innerhalb der Phaeophyceen (Braunalgen) in
den Gattungen Pterygophora (Fuhrberg et al., 1996a;
Fuhrberg, 1997; Werner und Liining, 1998), Laminaria
(G. Gassmann und K. Liining, pers. Mitt., zitiert nach
Hardeland und Fuhrberg, 1996a) und Petalonia (Liining
et al., 1999), innerhalb der Rhodophyceen (Rotalgen) bei
Gracilaria (Balzer et al., 1996b), Palmaria (Bartsch et al.,
1999; Lorenz und Liining, 1999), Porphyra (Balzer et al.,
1996b; Lorenz und Liining, 1999) und Chondrus (Liining
et al., 1999). Die physiologische Rolle von Melatonin ist
bei den untersuchten Arten von Braun- und Rotalgen
bislang ungeklirt. Tagesperiodische Variationen wurden
entweder nicht gesehen oder zeigten keine sicher repro-
duzierbaren Muster; auch bestehen zum Teil Unsicherhei-

ten iiber die Konzentrationen und deren Abhingigkeit von
Umweltbedingungen. Eine Vermittlung von Dunkelsig-
nalen erscheint bei diesen Organismen nach gegenwirti-
gem Kenntnisstand eher unwahrscheinlich. Inhibitorische
Effekte von Melatonin auf das Wachstum, wie sie bei Pte-
rygophora beschrieben wurden (Fuhrberg et al., 1996a),
mogen mit Einfliissen auf das Cytoskelett im Zusammen-
hang stehen. Hierbei handelt es sich um Wirkungen, die
bei verwandtschaftlich weit voneinander stehenden Arten
und Zelltypen gefunden wurden (Zusf.: Benitez-King und
Antén-Tay, 1993; Hardeland, 1997a), so bei dem Ciliaten
Stentor (Banerjee et al., 1972), der Zwiebelschuppe (Ba-
nerjee und Margulis, 1973), Endosperm-Zellen der Mo-
nocotyle Scadoxus (syn. Haemanthus; Amaryllidaceae;
Jackson, 1969) und kultivierten Sdugerzellen (Benitez-
King und Antén-Tay, 1993, 1996). Diese Effekte, die oft
bereits im Bereich von 10~ M gesehen wurden, beruhen
teils auf der Bindung von Melatonin an Calmodulin
(CaM; Benitez-King und Antén-Tay, 1993, 1996; Huerto-
Delgadillo et al., 1994) einschlieBlich der hiervon aus-
gehenden Anderung der subzelluliren CaM-Verteilung
(Antén-Tay et al., 1998a) und Hemmung von CaM-Kina-
se II (Benitez-King et al., 1996) und/oder — zumindest bei
Sdugerzellen — der Stimulation von Proteinkinae C-o
(Benitez-King und Antén-Tay, 1996; Antén-Tay et al.,
1998b; Benitez-King, 2000; Benitez-King et al., 2001).
Obwohl diese Mechanismen bei Braun- und Rotalgen
nicht studiert wurden, ist mindestens fiir die Wirkung
tiber das hochkonservierte CaM ein phylogenetisch alter
Wirkungsmodus anzunehmen, der auch bei diesen Orga-
nismen zum Tragen kommen sollte.

Melatonin wurde ferner in einer weiteren Organismen-
gruppe nachgewiesen, die Einzeller wie auch Vielzeller
umfasst, den Chlorophyten i. w. S. Zu nennen wiren hier
einige einzellige Chlorophyceen (Griinalgen), und zwar
mehrere Chlamydomonas-Arten, die mit diesen weitldu-
fig verwandte Dunaliella sowie die Dasycladacee Aceta-
bularia (Balzer et al., 2000). Wichtig erscheint das Vor-
kommen von Melatonin bei solchen Organismen, weil
sie an der Basis eines Taxons stehen, welches die Land-
pflanzen hervorgebracht hat. Wihrend hinreichende In-
formationen zu Moosen, Farnen und Gymnospermen
noch weitgehend ausstehen, existiert eine Vielzahl von
Befunden iiber die Existenz von Melatonin bei Angio-
spermen — Dicotyledonen wie Monocotyledonen — und
zwar in den verschiedensten Pflanzenteilen, wie Blittern,
Spross, Wurzeln, vor allem aber auch Friichten oder Sa-
men. Gerade in Samen, manchmal auch in Friichten sind
die Konzentrationen dieser Substanz oftmals besonders
hoch. Listen diverser Arten aus inzwischen ca. 20 Pflan-
zenfamilien wurden zusammengestellt und sind grof3en-
teils, in Teilen auch mehrfach, publiziert (Hattori et al.,
1995; Balzer und Hardeland, 1995, 1996a; Hardeland
und Fuhrberg, 1996a; Reiter et al., 2001; Reiter und
Tan, 2002a; Jametti-Tettamanti und Conti, 2002; Conti
et al., 2002).
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Das Vorkommen von Melatonin bei Bliitenpflanzen
verdient Betrachtungen unter mehreren, vollig unter-
schiedlichen Aspekten, solchen der Methodik und ihrer
kritischen, unzureichend geklédrten Punkte, ferner denen
nach denkbaren physiologischen Funktionen und schlief3-
lich jenen nach der Bedeutung fiir tierische und mensch-
liche Erndhrung bis hin zur etwaigen Nutzung in Heil-
pflanzen.

Unter methodischen Gesichtspunkten steht nicht in
Frage, ob Melatonin in hoheren Pflanzen iiberhaupt vor-
kommt, wohl aber in welchen Konzentrationen und in
welcher Verteilung, subzelluldr wie auch zwischen Sym-
plast und Apoplast. Die Probleme der Konzentrations-
messung beginnen mit einer effizienten Extraktion, die ei-
ne nichtenzymatische Zerstérung von Melatonin durch
Oxidantien minimiert und die zugleich Ausbeutebestim-
mungen bei unterschiedlichen Konzentrationen voraus-
setzt. Diese Probleme sind bei phototrophen Organismen
wegen ihrer viel hoheren Radikalgenerierung als bei hete-
rotrophen, des Vorhandenseins hoherer Spiegel von H,0,,
welches beim Homogenisieren leicht weiter reagiert, so-
wie der Prisenz photokatalytisch oder pseudoenzyma-
tisch aktiver Pigmente gravierend. Bei Dinoflagellaten
als den ersten phototrophen Organismen, in denen Mela-
tonin gefunden wurde, sind diese technischen Schwierig-
keiten in umfangreichen Versuchsserien {liberwunden
(Poeggeler et al., 1991; Poeggeler, 1992; Poeggeler und
Hardeland, 1994a,b). Vergleichbare Bemiihungen sind
bei hoheren Pflanzen nur in Einzelfillen unternommen
worden. Ferner ist bei den Bestimmungen der Ausbeute
zu bedenken, dass diese von der Konzentration und ggf.
auch von der vorangegangenen photosynthetischen Ak-
tivitdt abhidngt; wenn man eine durch die chemische
Zusammensetzung der Zellen und das physiologisch
variable Vorhandensein von Oxidantien gegebene De-
struktionskapazitt fiir Melatonin voraussetzt, sind die re-
lativen Verluste — auch bei Anwendung protektiver MaB-
nahmen wie préservierender Puffer, Schockgefrieren etc.
— bei niedrigen Melatonin-Kontrationen grofler als bei ho-
hen. Beim Kalibrieren mit externem, dem Zellmaterial
zugegebenen Melatonin verhalten sich die mit Zellwin-
den versehenen Pflanzengewebe anders als Suspensionen
von Einzellern. Von einer gleichméBigen Vermischung
mit dem Melatonin-Standard, wie bei Einzellern, ist bei
GefiBpflanzen nicht ohne weiteres auszugehen. Auch
das Zerschneiden in sehr kleine Gewebestiicke fiihrt zu
keiner Losung des Problems, weil der Anteil verletzter
Zellen zunimmt und an den Schnittflichen Melatonin
vor der Extraktion destruiert wird. Am ehesten kommt
man den Idealbedingungen nahe, wenn man sehr kleine
Pflanzen verwendet, z.B. Chenopodium-Siamlinge, die
bereits physiologische Reaktionen wie etwa Blithinduk-
tion zeigen. Allem Anschein nach ist auch die Extraktion
aus ruhenden Samen effizienter und nicht durch hohe De-
struktionsraten belastet. Vielleicht ist dies ein Grund da-
fiir, dass oftmals besonders hohe Melatonin-Spiegel in

Samen gemessen wurden (Hattori et al., 1995; Balzer
und Hardeland, 1996a; Hardeland und Fuhrberg, 1996a;
Reiter und Tan, 2002a).

Das néchste ernste methodische Problem besteht in der
Verifizierung des Nachweises durch mindestens eine
technisch grundsitzlich verschiedene Prozedur. Immuno-
logische Nachweise (RIA oder ELISA) sollten durch eine
chromatographische Bestimmung abgesichert werden
(HPLC, am besten mit verschiedenen Detektionssyste-
men; LC-MS; GC-MS). Aufgrund moglicher Kreuzre-
aktionen erfordern immunologische Bestimmungen unbe-
dingt Messungen unter serieller Dilution und Priifung auf
Parallelitdt. Chromatographische Verfahren besitzen die
Fehlerquelle der Koelution mit anderen Substanzen. Auch
hier sind umfangreiche Kontrollversuche und Variationen
unabdingbar. Bevor Aussagen iiber das Vorhandensein
von Melatonin und seine Spiegel getroffen werden kon-
nen, miissen die voneinander unabhingigen Techniken
gleich hohe Konzentrationen ergeben. Bei den allermeis-
ten Arbeiten iliber Melatonin in hoheren Pflanzen sind
diese Anforderungen nicht erfiillt. Das Problem der oft
weit divergierenden Melatonin-Werte bei Anwendung un-
terschiedlicher Methoden ist vor Kurzem erneut adressiert
worden (Van Tassel et al., 2001; Van Tassel und O’Neill,
2001; Hardeland und Poeggeler, 2003). Die publizierten
Konzentrationen von Melatonin, ihre Verteilung innerhalb
des Pflanzenkorpers und etwaige circadiane Anderungen
miissen also bei vielen hoheren Pflanzen noch mit sehr
groBer Vorsicht gesehen werden.

Die Beurteilung der Rolle von Melatonin bei Gewebe-
pflanzen (Makroalgen und Landpflanzen) sowie auch bei
einigen Pilzen wird durch den Umstand erschwert, dass
die Verteilung zwischen Cytoplast und Vakuole unbe-
kannt ist (Hardeland, 1999; Hardeland und Poeggeler,
2003). Die iiblicherweise im Vergleich zum Cytoplasma
saurere und meist viel groBere Vakuole konnte sehr wohl
ein membrangingiges Amin wie das Melatonin akkumu-
lieren, so dass dessen physiologisch effektive Menge viel
niedriger sein mag, als Gesamtbestimmungen vermuten
lassen. Andererseits wire auch eine langsame Riick-
ladung von der Vakuole in das Cytoplasma bei Absinken
der dortigen Konzentration denkbar. Ein weiteres Vertei-
lungsproblem (s.o0.) betrifft das mogliche Vorkommen
von Melatonin im Apoplasten (Hardeland, 1999; Harde-
land und Poeggeler, 2003). Angesichts seiner Membran-
gingigkeit konnte Melatonin sehr wohl im Apoplasten er-
scheinen. Ob dies tatsidchlich so ist, ob sich die Substanz
im Apoplasten mit dem Wasser bewegt, ist unbekannt,
wire aber hinsichtlich etwaiger Funktionen als Phytohor-
mon der Aufkldrung wert.

Die Moglichkeiten physiologischer Wirkungen bei
Pflanzen, entweder als Antioxidans oder als Phytohor-
mon, sind bereits vor einigen Jahren angesprochen wor-
den (Balzer und Hardeland, 1996a). Nur wenige Labors
haben indessen diese Fragen verfolgt. Fiir Protektion ge-
geniiber oxidativem Stress und Antagonisierung von Se-
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neszenz existieren initiale Untersuchungen, die fiir eine
solche Rolle bei Di- und Monokotylen sprechen (Fletcher
und Sopher, 1997). Da die beobachteten Wirkungen zum
Teil jenen von Cytokininen entsprachen, wire auch die
Funktion eines Phytohormons nahe liegend. Leider sind
derartige Daten aber bislang nicht im Detail publiziert
worden. Weitere Hinweise auf eine antioxidative Rolle
von Melatonin auch bei Pflanzen hatten sich aus dem
Vergleich von Tomaten-Kultivaren unterschiedlicher Sen-
sitivitdt gegeniiber Ozon ergeben (Dubbels et al., 1995),
doch auch hier existieren keine direkten Untersuchungen
zu dieser Frage.

Weitere, methodisch sorgfiltige Experimente an der
Tomate ergaben keinen Hinweis auf einen Tagesrhythmus
des Melatonins, wohl aber eine Zunahme im Zusammen-
hang mit der Fruchtreifung (Van Tassel et al., 2001). Die-
se Resultate liegen auf der Linie friiherer Vermutungen,
dass das Melatonin protektive und/oder die Fruchtdiffe-
renzierung begiinstigende Effekte besitzen konne (Balzer
und Hardeland, 1996a).

Eine circadiane Rhythmik lief sich hingegen bei einem
Okotyp von Chenopodium rubrum nachweisen, der als
Kurztagpflanze schon auf eine lange Nacht mit Bliihin-
duktion reagiert (Kolaf et al., 1995, 1997, 1999). Auch
hier handelt es sich um methodisch sorgfiltige Unter-
suchungen, die RIA und intern kalibrierte Messungen
durch LC-MS/MS beinhalten. Die beobachtete Rhythmik
mit einem prominenten néchtlichen Maximum sollte
daher als verldsslich gelten. Eine Voraussetzung fiir Invol-
vierung in photoperiodische Antworten wire somit gege-
ben. Dennoch wurde keine Blithinduktion durch Melato-
nin ausgelost, sondern es unterdriickte diese bei Gabe in
bestimmten circadianen Phasen (Kol4r et al., 1999). Ahn-
liche Effekte wurde mit GCP 52608 gefunden (Koldr
et al., 1999), einer Substanz, die als Agonist eines putati-
ven nukledren Melatonin-Rezeptors angesehen wird. Ab-
gesehen von der generellen Diskussion tiber nukleédre Re-
zeptoren bliebe die Frage nach deren Existenz und
Pharmakologie bei Pflanzen ohnehin offen. Sollten die
beobachteten Wirkungen bei Chenopodium spezifischer
und zugleich photoperiodischer Natur sein, so bliebe nur
die Interpretation im Sinne eines permanenten Dunkelsig-
nals, denn im Gegensatz zu moderaten Kurztagen fiihren
auch bei Kurztagpflanzen extrem lange Scotophasen oder
Dauerdunkel oftmals zu einer verminderten Blithindukti-
on. In diesem Zusammenhang sei auch vermerkt, dass
Melatonin — desgleichen sein Metabolit 5-Methoxytrypta-
min — keine Blithinduktion bei anderen Kurztagpflanzen
ausloste, weder bei Kalanchoé tubiflora (Hardeland und
Poeggeler, 2003) noch bei drei hierauf untersuchten Lem-
naceen (Hardeland, 1994).

Trotz der ungeklarten Physiologie des Melatonins bei
Pflanzen ist dessen dortige Existenz in mehrfacher Hin-
sicht von Interesse. Zum einen konnte gezeigt werden,
dass Melatonin aus pflanzlicher Nahrung von Wirbeltie-
ren aufgenommen wird und zu den zirkulierenden Spie-

geln beitragen kann. Zunichst war dies in der Weise
untersucht worden, dass Nager pflanzliche Nahrung un-
terschiedlichen Melatonin-Gehalts erhielten, was sich auf
die Plasmaspiegel auswirkte (Hattori et al., 1995). Hier-
gegen konnte man noch den Einwand erheben, dass Me-
latonin in hohem MafBe ohnehin im Darm vorhanden sei,
postprandiale Melatonin-Freisetzungen (s.0.) aus dem
Darm in die Zirkulation erfolgen (Bubenik, 1980, 2001,
2002; Huether, 1993; Bubenik et al., 1999) und dass auch
bestimmte Nahrungskomponenten wie z.B. Tryptophan
selbiges auslosen konnen (Huether et al., 1992). Ein
neuerer experimenteller Ansatz (Tan et al., 2003b) ent-
kriftete jedoch dieses Argument: Eine Abreicherung des
Futters durch Extraktion von Melatonin fiihrte bei Hiih-
nern zu erniedrigten Blutwerten. Melatonin mag somit,
abgesehen von seiner Rolle als Hormon, zusitzlich als
ein Mikrondhrstoff oder Vitamin angesehen werden (Tan
et al., 2003b).

Dieser Gesichtspunkt der Melatonin-Aufnahme im
Darm mag iiber die pflanzliche Nahrung hinausgehen,
doch sind wesentliche Fragen hierzu noch unbeantwortet.
Bildung von Melatonin durch Bakterien wurde mehrfach
gezeigt (s.o0.), aber fiir Darmbakterien bediirfte es wei-
terer diesbeziiglicher Untersuchungen. Immerhin wird
Melatonin auch von Escherichia coli synthetisiert und
auf diesem Bakterium gehaltene Caenorhabditis elegans
zeigt dhnliche Konzentrationen und teils auch &hnliche
zeitliche Verlaufsmuster (Balzer et al., 2000), so dass eine
Aufnahme aus der Nahrung bei dem Nematoden nahe
liegt. Allerdings spielt im Sdugerdarm E. coli keine quan-
titativ bedeutende Rolle und fiir die die Hauptmasse der
Darmbakterien ausmachenden strikten Anaerobier ist das
Vorhandensein von Melatonin noch nicht untersucht.
Bislang werden als Hauptquellen des gastrointestinalen
Melatonins die Synthese durch Enterochromaffine Zellen
sowie zusitzliche Beladung aus der Zirkulation angenom-
men, ferner ein Anteil aus dem Enterohepatischen Kreis-
lauf, doch ist auch ein Beitrag bakterieller Herkunft im
Bereich des Moglichen (Hardeland und Poeggeler, 2003).

Die Aufnahme von Melatonin aus pflanzlichen Quellen
ist auch insofern von Interesse, als es in hohen Konzentra-
tionen in verschiedenen Heilpflanzen gefunden wurde
(Murch et al., 1997; Reiter et al., 2001; Reiter und Tan,
2002a; Conti et al., 2002; Hardeland und Poeggeler,
2003). Die pharmakologische Bedeutung des Melatonins
in diesen Pflanzen ist allerdings noch keineswegs klar.
Auflerdem ist zu bedenken, dass solches Material weitere
bioaktive Substanzen enthilt, die entweder unabhingig
vom Melatonin wirken oder auch mit ihm interagieren
konnten. Die unter dem Namen Huang-qin bekannt ge-
wordene, in der chinesischen Volksmedizin verwendete
Helmkrautart Scutellaria baicalensis enthilt z.B. das
Phenylethanoid-Glykosid Acteosid sowie diverse Fla-
vonoide wie Baicalein, Baicalin, Wogonin und Ganhuan-
genin. Allen diesen werden pharmakologische Effekte zu-
geschrieben, wie Entziindungshemmung, antioxidative
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Protektion, Einfliisse auf den Glutathion-Spiegel, die NO-
Synthase und P4so-Monooxygenasen, Interferenz mit
Steroidrezeptoren bis hin zur chemischen funktionellen
Kastration, Immunmodulation und proapoptotische Wir-
kungen (cf. Hardeland und Poeggeler, 2003).

Auf die Rolle von Melatonin bei Pilzen und wirbello-
sen Tieren soll im Rahmen dieses Kapitels nur wenig ein-
gegangen werden, da bestimmte Aspekte Gegenstand
nachfolgender Betrachtungen sein werden (fiir weitere
Details siehe: Vivien-Roels und Pévet, 1993; Hardeland
et al., 1996a; Hardeland und Fuhrberg, 1996a). Auch hier
ist festzustellen, dass die Funktionen des Melatonins
weitgehend unbekannt geblieben sind, auch wenn spora-
disch einige Effekte beschrieben wurden. Die Federkoral-
le Renilla koellikeri reagierte auf Melatonin mit Kontrak-
tionen, die cGMP-vermittelt waren (Anctil et al., 1991).
Bei den Plathelminthen Dugesia dorotocephala und
D. japonica wurden circadiane Rhythmen des Melatonins
mit ndchtlichen Maxima gefunden, ferner Effekte des In-
dolamins auf die Regenerierung von Korperteilen, Hem-
mung der asexuellen Vermehrung sowie Depigmentie-
rung (Morita et al., 1987; Yoshizawa et al., 1991; Morita
und Best, 1993; Csaba, 1993). Fiir Drosophila melano-
gaster wurden verminderte Rezeptivitit der Weibchen
sowie niedrigere Raten der Eiablage beschrieben (Fi-
nocchiaro et al., 1988b). Die Grenzen zwischen pharma-
kologischen und physiologischen Effekten sind nicht im-
mer leicht zu erkennen. Der Fall Drosophila mag hierbei
besonders erhellend sein. Was auf den ersten Blick, auch
angesichts eines Melatonin-Rhythmus mit néchtlichem
Maximum (Callebert et al., 1991), nur wie eine Variation
des von saisonalen Sdugern bekannten Themas der photo-
periodischen Reproduktionskontrolle erscheinen mag,
erweist sich bei ndherem Hinsehen als problematisch.
Keine der bekannten Isoformen der Arylalkyl-N-acetyl-
transferase zeigt eine circadiane Expression (Brodbeck
et al., 1998; Amherd et al., 2000; weitere Details siehe
Hardeland und Poeggeler, 2003). Die Melatonin-Rhythmik
geht indessen auf die Hydroxyindol-O-methyltransferase
zurlick, die logischerweise auch ratenlimitierend ist. Als
Konsequenz liegen bei Drosophila die Konzentrationen
von Melatonin deutlich niedriger als die seiner Vorstufe
N-Acetylserotonin, und zwar um drei Groflenordnungen
(Callebert et al., 1991). Jede Verabreichung von Melato-
nin in pharmakologischer Dosis fiihrt potentiell zur Inter-
ferenz mit N-Acetylserotonin im Gehirn, dessen volles
Wirkungsspektrum jedoch noch nicht hinreichend geklart
ist. Der einzige sicher bekannte Effekt von N-Acetylsero-
tonin betrifft eine sehr effektive Hemmung der Sepiapte-
rin-Reductase und damit des Tetrahydrobiopterin-abhén-
gigen Weges der Serotonin- und Melatonin-Biosynthese.
In hoherer Dosierung geht eine solche Wirkung aber
ebenfalls von Melatonin aus (Primus und Brown, 1994;
Seong et al., 1998), so dass eine Verabreichung von Me-
latonin bei den Fliegen zu einem Mangel insbesondere an
Serotonin und N-Acetylserotonin fiihren kann.

Melatonin, nicht nur ein ,,Troll*

Das bemerkenswerte Faktum, dass pineales und zirku-
lierendes Melatonin bei allen daraufhin untersuchten
Wirbeltieren — sowohl tag- wie nachtaktiven Arten —
nédchtliche Maxima aufweisen, gab Anlass zu seiner Be-
zeichnung als ,,Troll“ unter den Hormonen. Diese Asso-
ziation von Melatonin und Dunkelheit zieht sich durch
die Betrachtungen einer Vielzahl von Arbeiten, und bei
Entdeckung der Substanz in extrapinealen Quellen und
neu darauthin untersuchten Organismen kommt regelmi-
Big die Frage auf, ob auch in diesen Fillen eine Vermitt-
lung der Information ,,Dunkelheit* vorliegen konne. Dass
dies nicht grundsitzlich so ist, soll im Folgenden belegt
werden. Weder zeigt das Melatonin durchgingig in allen
Systemen nichtliche Maxima noch ist es in jedem Falle
tiberhaupt rhythmisch.

Schon bei Wirbeltieren ist das Melatonin nicht aus-
schlieflich mit Dunkelheit assoziiert. In der HARDER-
schen Driise von Nagern unterliegt seine Konzentration
fast gar keinen tagesperiodischen Schwankungen; allein
eine kurzzeitige Erniedrigung direkt nach Licht-an ist
festzustellen (Menéndez-Peldez, 1990), welche vermut-
lich einen exogenen Lichteffekt darstellt, nicht aber Aus-
druck circadianer Schwankungen. Auch die Rhythmik
des gastrointestinalen Melatonins kann sehr schwach aus-
geprigt sein (s. 0.). Wie schon in der Einleitung dargelegt,
weisen diese Befunde auf Funktionen des Melatonins hin,
welche nicht in der Vermittlung der Information Dunkel-
heit bestehen.

AuBerhalb der Wirbeltiere finden sich weitere, zum
Teil markante Beispiele fiir entweder arrhythmische oder
diurnal erhohte Melatonin-Spiegel (Zusf.: Vivien-Roels
und Pévet, 1993; Hardeland und Fuhrberg, 1996a; Harde-
land et al., 1996a; Hardeland und Poeggeler, 2003). Fast
verwirrend erscheinen Befunde iiber die Verteilung dieser
Substanz im Korper von Grillen: In Antennen, Hinterbei-
nen, Cerci und Ovipositor wurden hohere Werte am Tage
gemessen, wihrend Hirn und Komplexauge néchtliche
Gipfel zeigen (Itoh et al., 1995). Hier mag eine zeitlich
variierende periphere Geweberetention von Bedeutung
sein, die zentralnervose Synthese aber dem ,,iiblichen*
nichtlichen Muster folgen.

Anders ist die Situation offenkundig in den nichsten
beiden Fillen. Bei der marinen Schnecke Aplysia califor-
nica ist zwar ebenfalls das Melatonin der Cerebralgan-
glien nachts am hochsten — und hier eine Beziehung zur
Messung der Scotophase denkbar —, aber es erreicht am
Tage sein Maximum in den Augen (Abran et al., 1994).
Ein diurnaler Melatonin-Gipfel wurde ebenfalls in den
optischen Loben des SiiBwasserkrebses Macrobrachium
rosenbergii gefunden, ferner Lichtinduzierbarkeit der
Arylalkylamin-N-acetyltransferase (Withyachumnarnkul
et al.,, 1992a,b). Solche Befunde mogen sich im Sinne
von Photoprotektion interpretieren lassen (Hardeland und
Poeggeler, 2003). Besonders in lichtexponierten Organen
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und bei Vorhandensein photooxidierbarer Pigmente kon-
nen photochemisch erzeugte reaktive Sauerstoffe sowie
organische Radikale Schiden erzeugen, die nur zum Teil
enzymatisch beherrschbar sind, wohl aber antagonisierbar
durch niedermolekulare Radikalfinger wie Melatonin,
welche sehr leicht von Photokatalysatoren gebildete Oxi-
dantien abfangen (Uria et al., 1994a,b, 1995; Hardeland
et al., 1995, 1996b; Behrmann et al., 1995, 1997; Harde-
land und Fuhrberg, 1996a). Eine entsprechende Deutung
ist auch fiir die HARDERsche Driise der Nager gegeben
worden, die als Nebenaugendriise lichtexponiert ist, zu-
dem photokatalytisch aktive Protoporphyrine und 5-Ami-
nolaevulinsédure enthilt, auf exzessives Licht mit morpho-
logischen Schiden bis hin zu Neoplasien reagiert und bei
der die Konzentration des Melatonins interspezifisch und
geschlechtsabhingig mit jener von Protoporphyrin IX
korreliert (Urfa et al., 1994a; Hardeland und Uria, 1995;
Behrmann et al., 1997; Tomds-Zapico et al., 2002a,b).

Ein vollig anderes Beispiel fiir Abweichungen von der
Beziehung zur Dunkelheit liefert die Hefe Saccharomyces
cerevisiae. In diesem Organismus wurden hohe Konzen-
trationen von Melatonin gemessen, jedoch keine Bezie-
hung zur Tagesphase festgestellt; stattdessen hing die
Konzentration des Indolamins von Wachstumsbedingun-
gen und insbesondere der Verfiigbarkeit von Tryptophan
bzw. anderen geeigneten Vorstufen ab (Fuhrberg et al.,
1996b; Fuhrberg, 1997; Sprenger et al., 1997, 1999; Har-
deland, 1998; Sprenger und Hardeland, 1999). Diese
Unabhingigkeit von der Tagesphase hat inzwischen ihre
molekularbiologische Erkldarung gefunden: Der Arylalkyl-
amin-N-acetyltransferase von Saccharomyces fehlen die
entscheidenden C- und N-terminalen Kontrollregionen,
die fiir eine Antwort auf photische Signale erforderlich
sind (Ganguly et al., 2001). Die Existenz von Melatonin
in Abwesenheit einer circadianen oder auch exogen ge-
triebenen diurnalen Rhythmik weist auch hier auf eine
von der Vermittlung von Dunkelsignalen verschiedene
Funktion hin.

Enzymatischer und nichtenzymatischer Metabolismus
des Melatonins

Die meisten Arbeiten zum Melatonin-Stoffwechsel haben
sich auf die Bildung von 6-Hydroxymelatonin in der Le-
ber und dessen nachfolgende Konjugation zum Zwecke
der renalen Eliminierung beschrinkt. Nicht gerade selten
liest man die Feststellung, dass das Melatonin nahezu
quantitativ in Form dieser Konjugate iiber den Urin aus-
geschieden werde. Diese Aussagen finden ihre Berechti-
gung dann, wenn zirkulierendes Melatonin in einem ge-
wissen Konzentrationsbereich gemeint ist, auch nach
dessen Verabreichung. Doch gilt dies nach heutiger
Kenntnis nicht ohne weiteres, wenn Melatonin iiber den
Darm ausgeschieden wird, wenn bestimmte Dosierungen
iiberschritten werden, wenn Gewebemelatonin — ins-

besondere jenes des Zentralnervensystems — betroffen ist
oder wenn es um den Stoffwechsel von Organismen au-
Berhalb der Wirbeltiere geht.

Das Erscheinen unverstoffwechselten Melatonins in
der Gallenfliissigkeit und dessen Zirkulieren im Entero-
hepatischen Kreislauf (Tan et al., 1999; Messner et al.,
2001) zeigt bereits an, dass Melatonin auch anders als
tiber Konjugierung ausgeschieden werden kann. Kontinu-
ierliche Infusion von Melatonin mit der Zielsetzung, in
der Zirkulation von Ratten am Tage Spiegel von der Hohe
der Nachtwerte zu erzeugen (Huether et al., 1998), zeig-
ten zum einen eine betrichtliche Geweberetention, zum
anderen das Erscheinen erheblicher Mengen der Radio-
aktivitdt des zum Verfolgen verwendeten Tracers in den
Faeces (Messner et al., 1998, 1999). Dies muss nicht
nur unverstoffwechseltes Melatonin beinhalten, sondern
schliefft auch dessen Metabolite ein, doch wird hier die
grundsitzliche Frage aufgeworfen, welches das Schicksal
des Melatonins in Geweben auBlerhalb von Leber und
Niere ist. Dass es sich nicht allein um die Bildung von
6-Hydroxymelatonin und seinen Konjugaten handeln
kann, zeigt in den Beladungsexperimenten das Erschei-
nen von Radioaktivitit in einer Fraktion, die weder in
Chloroform noch in Wasser 16slich ist, sondern, nicht ex-
trahierbar, in einer Interphase verbleibt (Messner et al.,
1998, 1999). Offensichtlich handelt es sich dabei um ei-
nen kovalent an Protein gebundenen Metaboliten, der
noch unidentifiziert ist. Angesichts vergleichbarer Reak-
tionen von anderen Indolmetaboliten konnte man hier an
eine Rolle von Indolinonen denken, welche offenbar auch
aus Melatonin durch oxidative Prozesse entstehen (Muel-
ler et al., 2001). BloBe Inkubation von Proteinfraktionen
mit Melatonin in Abwesenheit katalytischer Aktivitdten
fiihrte zu keiner Vernetzung mit Proteinen. Proteinmodifi-
kation durch Melatonin ist ein noch vollig unerforschtes
Feld, mag jedoch von erheblicher Bedeutung sein (Harde-
land und Poeggeler, 2002), insbesondere mit Blick auf die
in vitro ebenso wie in vivo beobachtete antifibrillogene
Wirkung von Melatonin gegeniiber Amyloid-3 des Mor-
bus Alzheimer, welche nicht in gleicher Weise von ande-
ren Antioxidantien ausgeht (Pappolla et al., 2000; Poeg-
geler et al.,, 2001; Matsubara et al., 2003), wohl aber
vom Strukturanalog Indol-3-propionsdure (Chyan et al.,
1999). Diese Effekte werden nicht von den bekannten
membranstindigen = Melatonin-Rezeptoren  vermittelt
(Pappolla et al., 2002).

Die ausschlieBlich auf 6-Hydroxymelatonin fokussie-
rende Bilanzierung des Melatonin-Katabolismus mag ins
Wanken geraten, wenn man bedenkt, dass die Mengen
dieser Substanz im Gastrointestinaltrakt um mehr als
zwei Zehnerpotenzen hoher liegen als im Pinealorgan
(Huether, 1993; Bubenik et al., 1999). Da offenbar ein
Grofteil dieses Melatonins nicht in die Zirkulation iiber-
tritt, deswegen nicht in der Leber hydroxyliert wird und
somit nicht in den Konjugaten des Harns gefunden wird,
sollte der Metabolismus im Gastrointestinaltrakt verschie-



82 RUDIGER HARDELAND

den sein. In gleicher Weise ist diese Frage fiir andere Ge-
webe zu stellen. Ein in der Retina, aber auch im Gehirn,
im Pinealorgan und weiteren Organen identifizierter
Abbauweg fiihrt zum 5-Methoxytryptamin (5-MT) und
dessen moglichen Folgeprodukten 5-Methoxyindol-
3-acetaldehyd, 5-Methoxyindol-3-essigsdure und 5-Me-
thoxytryptophol (Abb. 1). Obwohl diese Substanzen auf
verschiedenen Routen entstehen konnen (Hardeland
et al., 1993d, 1996¢), spielt die Bildung von 5-MT durch
Deacetylierung von Melatonin eine vermutlich funktio-
nell wichtige Rolle. Auler durch mehrere Arylacylami-
dasen breiterer Substratspezifitit (Zusf.: Hardeland et al.,
1996d) kann diese Reaktion von einer spezifischen Mela-
tonin-Deacetylase katalysiert werden, was zunichst in der
Froschretina entdeckt wurde (Grace et al., 1991; Grace
und Besharse, 1993), spiter auch bei anderen Organismen
(Grace und Besharse, 1994; Li et al., 1997). Da 5-MT in
der Retina des Huhns eine cAMP-Absenkung bewirkt,
welche unabhingig von Melatonin-Rezeptoren ist (Iuvone
et al., 1995), verdient dieser Weg besondere Aufmerk-
samkeit. Melatonin kann ferner bei Sidugern einschlief3-
lich des Menschen und bei Vogeln durch O-Demethyla-
sen in seine Vorstufe N-Acetylserotonin riickverwandelt
werden (Leone und Silman, 1984, 1985; Young et al.,
1985; Allen et al., 1991; Hardeland et al., 1993d), ein
Weg, der in jiingerer Zeit kaum Beachtung gefunden hat,
aber hinsichtlich des Schicksals von Gewebemelatonin
weiter untersucht werden miisste.

AuBerhalb der Metazoen sollte der Stoffwechsel des
Melatonins ohnehin Abweichungen zeigen, insbesondere
soweit das 6-Hydroxymelatonin betroffen ist. Fiir einen
Einzeller, eine Pflanze, einen Pilz, auch selbst fiir kleine
aquatische Tiere besteht nicht von vornherein eine Not-
wendigkeit, das Melatonin fiir Zwecke spéterer Konjuga-
tion zu hydroxylieren, da dieser Weg als Voraussetzung
fiir einen Exkretionsmechanismus zu sehen ist, der diesen
Organismen fehlt. Genauer untersucht ist der Stoffwech-
sel des Melatonins bei dem Dinoflagellaten Lingulodini-
um polyedrum. 6-Hydroxymelatonin wurde bei keiner
der Untersuchungen an diesem Organismus gefunden.
Der Hauptabbauweg verlduft hier tiber Deacetylierung
zum 5-MT. Schon die Substratspezifititen von Arylalkyl-
amin-N-acetyltransferase und Hydroxyindol-O-methyl-
transferase weisen aus, dass Melatonin im Wesentlichen
die Vorstufe von 5-MT darstellt und nicht sein Produkt
(Balzer und Hardeland, 1993a). Eine deacetylierende
Arylacylamidase wurde gefunden und erwies sich als in-
duzierbar durch hohe Melatonin-Konzentrationen (Harde-
land und Fuhrberg, 1996b,c,d; Hardeland et al., 1996c,
1997a, 1999a, 2001a). Dies steht bei diesem Organismus
im Einklang mit dem nichtlichen Kurvenverlauf des Me-
latonins, dessen Konzentrationsabnahme mit einer Zunah-
me von 5-MT einhergeht (Poeggeler, 1992; Balzer et al.,
1993; Hardeland et al., 1995, 1997a; Fuhrberg, 1997).
Auch eine starke, temperaturbedingte Steigerung des Me-
latonins (s.u.) wird von Erhéhungen der Arylacylamidase

und der 5-MT-Konzentration gefolgt (Hardeland und
Fuhrberg, 1996¢,d; Fuhrberg, 1997; Fuhrberg und Harde-
land, 1997; Fuhrberg et al., 1997). Der Abbau von 5-MT
geschieht iiber eine Monoaminoxidase, deren Hemmung
zu erheblichen Steigerungen des 5-MT fiihrt (Fuhrberg,
1997). Der resultierende 5-Methoxyindol-3-acetaldehyd
kann sodann entweder iiber die Alcoholdehydrogenase in
5-Methoxytryptophol iiberfiihrt werden oder durch die
Aldehyddehydrogenase in 5-Methoxyindol-3-essigsdure
(5-MIAA). Normalerweise sind diese beiden Endproduk-
te in den Extrakten von Lingulodinium kaum zu finden
(Poeggeler, 1992). 5-Methoxytryptophol erscheint immer
dann in groBeren Quantititen, wenn zuvor die Konzentra-
tionen von Melatonin und 5-MT sehr hoch gewesen sind
(Fuhrberg und Hardeland, 1995c; Fuhrberg et al., 1996c;
Fuhrberg, 1997; Hardeland et al., 2001). Dennoch stellt
diese Substanz nicht den Hauptmetaboliten dar. Bela-
dungsexperimente zeigten, dass das 5S-MT zum allergroB-
ten Teil in 5-MIAA iibergeht, welche aber die Zellen ver-
ldsst und dann im Medium ercheint (Mueller und
Hardeland, 1999b; Mueller et al., 2000, 2001). Folglich
sind bei basalen Spiegeln von Melatonin und 5-MT die
Freisetzungsraten von 5-MIAA hoch genug, um diese
Substanz in der Zelle sehr niedrig zu halten. Sie wird erst
bei hohen Konzentrationen der Vorldufer im Cytoplasma
nachweisbar. 5-Methoxytryptophol hingegen akkumuliert
erst dann, wenn die Umwandlungskapazitit der Aldehyd-
dehydrogenase limitierend wird, so dass der 5-Methoxy-
indol-3-acetaldehyd verstirkt in den konkurrierenden
Weg der Alcoholdehydrognase abflieit. Biologische Ef-
fekte von 5-Methoxytryptophol und 5-MIAA wurden bei
Lingulodinium bislang nicht gefunden.

5-Methoxyindole, die entweder als Abbauprodukte von
Melatonin in Frage kommen oder aber auf parallelen We-
gen aufgrund breiter Substratspezifititen von O-Methyl-
transferasen entstehen konnen, wurden auferhalb der Me-
tazoen verschiedentlich gefunden (Zusf.: Hardeland et al.,
1996a; Hardeland, 1999). Die genauen Stoffwechselrou-
ten sind in den meisten Fillen jedoch unklar geblieben.
Ein Beispiel fiir die Beziehung zwischen Melatonin und
5-MT findet sich bei Saccharomyces. Beide Substanzen
ebenso wie 5-Methoxytryptophol konnen in den Hefezel-
len nachgewiesen werden, sind in ihrer Konzentration
aber erndhrungsabhingig (Fuhrberg et al., 1996b; Fuhr-
berg, 1997; Sprenger et al., 1997). Die Frage nach der
Entstehung von Melatonin aus N-Acetylserotonin oder
5-MT konnte durch Depletion der Vorstufen und gezielte
Substitution einzelner Metabolite des Stoffwechselweges
beantwortet werden. Der Hauptweg der Melatonin-Bio-
synthese verlduft iiber N-Acetylserotonin, wihrend das
5-MT als ein Metabolit des Melatonins gebildet wird; ist
jedoch der gesamte Indolamin-Weg depletiert und es wird
5-MT gegeben, so entsteht hieraus ebenfalls Melatonin
(Sprenger und Hardeland, 1999). Hefe verfiigt demnach
iiber Arylacylamidase, aber auch iiber 5-MT akzeptieren-
de N-Acetyltransferase(n).
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Abb. 1: Der indolische Metabolismus des Melatonins einschlieBlich der Nebenwege, die zu denselben Produkten fiihren

Im Gehirn von Wirbeltieren hat das Schicksal des Me-
latonins neuerliches Interesse auf sich gezogen, nachdem
gezeigt wurde, dass das Pinealorgan sein Hormon nicht
nur in die Zirkulation entlisst, sondern auch iiber den Re-
cessus pinealis direkt in den dritten Ventrikel, und zwar in

Konzentrationen, die etwa zwei Groenordnungen iiber
jenen des Blutplasmas liegen (Tricoire et al., 2002; Reiter
und Tan, 2002b). Interessanterweise liegen die Spiegel in
der cerebrospinalen Fliissigkeit, die aus Riickenmarks-
punktaten gewonnen wird, etwa im selben Bereich wie
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in der Zirkulation. Es muss daher das Melatonin noch vor
Erreichen des Riickenmarks weitgehend von Hirngewebe
aufgenommen werden. Da das ins Gehirn entlassene Me-
latonin offenbar nicht wesentlich zum 6-Hydroxymelato-
nin beitrigt, es ja auch angesichts der groBen iiber den
Recessus pinealis abgegebenen Mengen in der Bilanz
der urindren Konjugate gesehen worden sein miisste, ist
die Annahme einer vollig anderen Verstoffwechselung
nahe liegend. Ein Teil des Abbaus mag iiber Deacetylie-
rung und Demethylierung erfolgen, aber es ist zusétzlich
ein weiterer Weg in Betracht zu ziehen, der schon seit
langem bekannt ist, aber von vielen ignoriert wurde.
Bereits im Jahre 1974 zeigten Hirata et al., dass in die
Cisterna magna injiziertes Melatonin zu mehr als einem
Drittel in Form von substituierten Kynuraminen wieder-
gefunden wurde. Hierbei handelt es sich um das durch
oxidative Pyrrolring6ffnung aus Melatonin entstehende

H,CO
A\
N
H
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N'-Acetyl-N*-formyl-5-methoxykynuramin (AFMK) so-
wie das aus diesem durch Deformylierung hervorgehende
Nl-Acetyl-S-methoxykynuramin (AMK) (Abb. 2). Diese
beiden Substanzen sind offenbar wesentliche Metabolite
des Melatonins im Gehirn.

Zunichst war die Bildung von AFMK nur auf die Ak-
tivitdt eines Enzyms zuriickgefiihrt, welches in partieller
Analogie zur Tryptophan-2,3-dioxygenase der Leber die
Offnung des Pyrrolringes bewirkt, aber auch Indolamine
umzusetzen vermag. Diese Indolamin-2,3-dioxygenase
(IDO) lieB sich in diversen Geweben aullerhalb der Leber
nachweisen (Hayaishi, 1976; Hayaishi und Yoshida,
1979). Angesichts ihrer breiten Substratspezifitdt vermag
IDO auch Melatonin umzusetzen (Hardeland et al.,
1993d, 1996¢; Hardeland und Fuhrberg, 1996a). Aller-
dings stellte sich bald heraus, dass das physiologisch
wichtigste IDO-Substrat letztlich doch das Tryptophan

CH,-CH,-NH-COCH,

Mehrere mogliche Radikalreaktionen

Melatonin
HO
H,CO
Diverse Oxidationsmechanismen: N\
enzymatisch (IDO), pseudoenzy- . N COCH,
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Abb. 2: Der kynurische Metabolismus des Melatonins
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ist, ferner, dass im Gehirn die Aktivititen dieses Enzyms
normalerweise sehr niedrig liegen (Hardeland et al.,
1996¢). Erst bei Stimulation der Mikroglia im Zuge hirn-
entziindlicher Prozesse kommt es zur Induktion der
IDO und damit zu nennenswerten Aktivititen (Alberati-
Giani et al., 1996; Reinhard und Flanagan, 1996; Saito
und Heyes, 1996; MacKenzie et al., 1999). Die Herkunft
der Kynuramine AFMK und AMK war hiermit also nicht
ausreichend erklirt. Allerdings gab der Wirkmechanis-
mus der IDO, welche ein Superoxidanion als Cosubstrat
verwendet (statt molekularen Sauerstoffs wie die Trypto-
phan-2,3-dioxygenase) (Hayaishi, 1976; Hayaishi und
Yoshida, 1979) den Anstof fiir das Verstidndnis der nicht-
enzymatischen Pyrrolringspaltung (s.u.) von Melatonin
(Hardeland et al., 1993c), welche nach derzeitiger Ein-
schitzung die Erkldrungsliicke schlief3t.

Die Deformylierung von AFMK war zunichst auf die
Wirkung einer unspezifischen, relativ weitverbeiteten
Arylamin-Formamidase (frither auch Kynurenin-Form-
amidase) zuriickgefiihrt worden (Hardeland et al., 1993d,
2003a, 2004). Tan et al. (2000b) konnten zeigen, dass die
Deformylierung zum AMK auch iiber Hamoperoxidase
moglich ist, durch Dehydrierung zum Imid, Hydratisie-
rung zum Carbamat und dessen Zerfall. Dieser Stoffwech-
selweg ist insofern von Interesse, als er in Situationen
starkeren oxidativen Stresses bei erhohten H,O,-Konzen-
trationen begiinstigt sein konnte. Da AMK ein erheblich
besserer Radikalfdnger ist als AFMK (Ressmeyer et al.,
2003) und da AMK als ein um Vielfaches potenterer Inhi-
bitor der Cyclooxygenase als Acetylsalicylsdure (Kelly
et al.,, 1984) u.a. antiinflammatorische Aktivititen be-
sitzt, mag diese Route der Deformylierung Bedeutung bei
der lokalen Dampfung von Entziindungsreaktionen besit-
zen, was jedoch noch im Einzelnen studiert werden miisste.

Die Bedeutung der genannten Kynuramine, auch des
AFMK, mag nicht nur in der Verstoffwechselung und da-
mit in der Eliminierung von Melatonin gesehen werden,
ebenfalls nicht im Radikalfangen allein, sondern bediirfte
zukiinftiger weiterer Untersuchungen iiber ihre Funktio-
nen als Signalsubstanzen. Immerhin stellen die Kynur-
amine eine eigene Klasse von biogenen Aminen dar, die
diverse biologische Aktivititen besitzen, von denen je-
doch die Abgrenzung zu pharmakologischen Effekten
nicht immer klar ist (Zusf.: Balzer und Hardeland, 1989;
Hardeland und Fuhrberg, 1994). Fiir AFMK wurde ge-
zeigt, dass dieses bei der Ratte die Resynchronisation
des Melatonin-Rhythmus zu beschleunigen vermochte
(Kennaway et al., 1989). Die Bedeutung dieses Befundes
ist unklar geblieben und sein Hintergrund niemals weiter
untersucht worden. Gleichwohl mag man hierin einen
starken Hinweis auf eine Signalfunktion sehen.

Eine neue Richtung nahmen die Arbeiten zum Melato-
nin-Stoffwechsel durch die Entdeckung der nichtenzyma-
tischen Bildung von AFMK. Ausgangspunkt hierfiir wa-
ren Experimente iiber die Indolamin-2,3-dioxygenase bei
dem marinen, biolumineszenten Dinoflagellaten Lingulo-

dinium polyedrum (syn. Gonyaulax polyedra). Zwar lieB3
sich das Enzym anhand von Serotonin als Substrat nach-
weisen (Behrmann, 1989; Behrmann und Hardeland,
1996), jedoch nicht mit Melatonin. Allerdings reichten
bereits moderate Lichtintensititen aus, um in Gegenwart
von niedermolekularen Extrakten des Einzellers Melato-
nin photokatalytisch zu AFMK umzusetzen (Behrmann,
1989; Hardeland et al., 1991, 1992, 1993c, 1995, 1996b;
Behrmann et al., 1997; Gawron et al., 1997; Mueller und
Hardeland, 1999c). Auch eine oxidative Zerstdrung von
Melatonin bei der Extraktion aus diesem Dinoflagellaten
(Poeggeler et al., 1989, 1991; Poeggeler, 1992) wies auf
nichtenzymatische Mechanismen hin. Als hilfreich fiir
das Verstidndnis dieser Vorgidnge erwies sich der Befund,
dass bei Inkubation von Melatonin in einem Superoxid-
anionen-generierenden  Xanthin/Xanthinoxidase-System
Chemilumineszenz emittiert wird (Uemura und Kadota,
1984). In Analogie zu anderen chemi- und biolumines-
zenten Reaktionsmechanismen lag daher eine Pyrrolring-
spaltung iiber ein Dioxetan-Intermediat nahe. Da Melato-
nin ohne besondere Katalyse mit Superoxidanionen nur
sehr miBig reagiert (Fuhrberg und Hardeland, 1994; Har-
deland und Fuhrberg, 1996a; Hardeland, 1997b; Poegge-
ler et al., 2002), erzeugen andere Oxidationssysteme eine
wesentlich stirkere Chemilumineszenz, z.B. ein Himin-
katalysiertes schwach alkalisches H,O,-System (Fuhr-
berg, 1993; Fuhrberg und Hardeland, 1994; Hardeland
et al., 1997b, 1998; Thuermann et al., 2001; Poeggeler
et al., 2002). Das Hauptprodukt dieser Reaktion ist wie-
derum AFMK (Fuhrberg, 1993; Hardeland et al., 1993b;
Burkhardt et al., 2001; Schoenke et al., 2001; Poeggeler
et al., 2002). H,O, ohne Katalysator oder ein Himin-frei-
es Xanthin/Xanthinoxidase-System haben sich hingegen
als ziemlich ineffizient erwiesen (Fuhrberg, 1993; Fuhr-
berg und Hardeland, 1994), so dass die mit Lichtemission
einhergehende AFMK-Bildung auf zweierlei andere Wei-
se zustande kommt, zum einen iiber eine initiierende
Interaktion mit hoher reaktiven Radikalen und nachfol-
gender Kombination eines Indolylradikals mit Superoxid-
anionen, zum anderen auch durch pseudoenzymatische
Reaktionen des Hiamins. Beide dieser Moglichkeiten lau-
fen offenbar im selben System nebeneinander ab (Harde-
land et al., 1997b, 1998, 1999b; Thuermann et al., 2001;
Poeggeler et al., 2002). Die durch die hochreaktiven Hy-
droxylradikale eingeleitete Komponente ist durch DMSO
hemmbar, die pseudoenzymatische Komponente hin-
gegen nicht. Ferner haben bereits die frithen Experimente
gezeigt, dass Melatonin kein direkter Finger von H,O,
ist, wie spiter angenommen (Tan et al., 2000a,b), was
sich schlieBlich auch als falsch herausgestellt hat (Fowler
et al., 2003).

Inzwischen sind diverse Mechanismen der radika-
lischen Melatoninoxidation entdeckt worden, die zum
AFMK fiihren, einschlieBlich photooxidativer Prozesse
(Tabelle 1). Auch Extrakte aus Geweben anderer Organis-
men als Dinoflagellaten, soweit sie photokatalytische Pig-
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Tabelle 1: Diverse chemische Reaktionen fiihren zur Bildung von AFMK aus Melatonin

Katalysatoren und Reaktanten

Referenzen

(A) Enzymatische Mechanismen
Indoleamin-2,3-dioxygenase; O, ~ als Cosubstrat

Himoperoxidase (Meerrettich)/Compound III,
Involvierung von O, ~

Myeloperoxidase; H,O,

(B) Pseudoenzymatische Mechanismen

Hiimin; O, ~

Hayaishi, 1976; Hardeland et al., 1993c; Hardeland und Fuhrberg, 1996a
Ximenes et al., 2001

Ximenes et al., 2001; Rodrigues et al., 2003

Fuhrberg und Hardeland, 1994; Hardeland und Fuhrberg, 1996a; Hardeland

et al., 1993a,c; Poeggeler et al., 2002; Hardeland und Poeggeler, 2002

Oxoferryl-Himoglobin (aus Methdmoglobin und H,0,)

(C) Photocatalytische Mechanismen
Protoporphyrinyl-Kationradikale; O, ~

Tesoriere et al., 2001

Uria et al., 1994a,b, 1995; Hardeland et al., 1995, 1996¢; Hardeland und

Fuhrberg, 1996a; Burkhardt et al., 2001

Anthranilyl-Radikale; O, ~
Extrakte aus Dinoflagellaten; O, ~

Tomads-Zapico et al., 2001
Behrmann, 1989; Hardeland et al., 1991, 1993b, 1995, 1996¢; Hardeland und

Poeggeler 1995; Gawron et al., 1997

Extrakte aus Phaeophyceen; O, ™ ?

Chlorophyll a
(unter vorzugsweiser Bildung anderer Produkte)

Singulett-Sauerstoff (mit geringer Effizienz)

(D) Photoexzitations-Mechanismen
Sichtbares Licht; O,

UV (in wissriger Losung oder auf Trockensubstanz);
0,?

(E) Ozonolyse

Ozon

Hardeland, 1996¢
Gawron und Hardeland, 1999

Uria et al., 1994b

Burkhardt et al., 2001; Tan et al., 2001; Tan, 2002
Behrmann et al., 1995; Burkhardt et al., 2001

Hardeland und Fuhrberg, 1996a; Hardeland et al., 1997b

(F) Radikal-Mechanismen (soweit nicht enzymatisch, pseudoenzymatisch oder photokatalytisch)

Elektronen-Abstraktion durch "OH
und nachfolgende Kombination mit O, ~

Elektronen-Abstraktion durch CO53 ™
und nachfolgende Kombination mit O, ~

Hardeland et al., 1993c; Behrmann et al., 1995; Hardeland und Fuhrberg,
1996; Tan et al., 2001, 2002; Burkhardt et al., 2001; Poeggeler et al., 2002

Hardeland et al., 2001b, 2003

(G) Radikalische Reaktionen des cyclischen 3-Hydroxymelatonins (c30HM)

Oxidation von c30HM durch Elektronen-
abstrahierende Radikale in Gegenwart von Wasser

Tan, 2002; Tan et al., 2003a

mente enthalten, bewirken Melatonindestruktion und
AFMK-Bildung, von Braunalgen iiber Schnecken bis hin
zu den HARDERschen Driisen von Hamstern (Uria et al.,
1994a, 1995; Hardeland, 1996¢; Behrmann et al., 1997).
Relativ gut verstanden sind die von Protoporphyrin IX
vermittelten photooxidativen Prozesse (Uria et al.,
1994a,b; Hardeland et al., 1995; Hardeland und Fuhrberg,
1996a; Burkhardt et al., 2001): Die Reaktionen verlaufen
quantitativ vor allem tiiber Elektronentransferreaktionen
zwischen Protoporphyrinyl-Kationradikalen und Melato-

nin, gefolgt von Kombination des Melatonyl-Kationradi-
kals mit einem Superoxidanion. Der alternative Weg einer
Addition von Singulettsauerstoff spielt dagegen eine ge-
ringere Rolle. Autoxidation und hoher reaktive Radikale
sind nicht eingeschaltet, denn diese Prozesse laufen auch
in reinem DMSO oder Ethanol ab. Bemerkenswerterwei-
se fiihrt der photokatalytische Umsatz von Melatonin mit
Protoporphyrin IX in solchen wasserfreien oder -armen
Systemen nahezu ausschlieflich zum AFMK, wihrend
andere Produkte in nennenswertem Umfang erst nach vie-
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len Stunden entstehen. Ebenfalls beachtenswert ist der
Befund, dass eine derartige, nahezu ausschlielich auf
das kynurische Produkt hinauslaufende Reaktion fiir
Strukturanaloge des Melatonins wie 5-MT, N-Acetylsero-
tonin, Serotonin, N-Acetyltryptamin oder Tryptamin nicht
zutrifft; bei allen diesen werden, selbst in einem ethano-
lischen System, immer mehrere verschiedene Produkte
gebildet (J. Rosen und R. Hardeland, unverdff. Daten).
Eine Priferenz des kynurischen Wegs im Falle von Mela-
tonin im Vergleich zu seinen Strukturanalogen wurde
auch bei anderen radikalischen Reaktionen gesehen
(Poeggeler et al., 2002).

Der photokalatylische Umsatz von Melatonin zu
AFMK sollte als ein nichtenzymatischer physiologischer
Stoffwechselvorgang angesehen werden, welcher zumin-
dest bei lichtexponierten Organismen oder Organen vor-
kommt, soweit diese ausreichend hohe Melatonin-Kon-
zentrationen am Tage aufweisen, was zumindest fiir
Dinoflagellaten, wahrscheinlich auch viele Pflanzen so-
wie Organe der Lichtperzeption gewisser Mollusken und
Crustaceen (s.0.) und die HARDERsche Driise der Nager
gilt. Auch andere radikalische Wege der AFMK-Bildung
sollten prinzipiell als physiologisch angesehen werden,
wenn auch deren Raten noch zu bestimmen bleiben, denn
im Labor gesehene Reaktionen freier Radikale sind
grundsitzlich auch Species-unspezifisch in den Organis-
men moglich. Wichtig erscheint die Feststellung, dass
mit der Entstehung von AFMK radikalische Reaktions-
ketten terminiert werden (Hardeland et al., 1995; Behr-
mann et al., 1995; Hardeland und Fuhrberg, 1996a; Har-
deland und Poeggeler, 2002; Poeggeler et al., 2002;
Hardeland et al., 2003b). Dies mag eine von mehreren
grundlegenden Voraussetzungen fiir die vielfiltig beob-
achteten protektiven Effekte des Melatonins sein. Auch
in dieser Hinsicht ist der préferentiell kynurische Oxidati-
onsweg des Melatonins von potentieller Bedeutung.

An dieser Stelle ist eine Bemerkung zu den sonstigen
aus Melatonin hervorgehenden Produkten angebracht,
die in verschiedenen chemischen Oxidationssystemen
entstehen. Die Intention etwa eines Chemikers, eine Sub-
stanz wie Melatonin ausschlieBlich — in einem so ,,reinen“
System wie moglich — mit einer einzigen Radikalspecies
reagieren zu lassen, fiihrt leicht zu unbiologischen
Schlussfolgerungen. Selbstverstdndlich erhédlt man bei
quantitativer Dominanz hochstreaktiver Radikale wie et-
wa Hydroxylradikalen vorzugsweise hydroxylierte Pro-
dukte, einschlieBlich des 6-Hydroxymelatonins, aber auch
weitere mit Substituenten an allen freien Positionen ein-
schlieBlich der sich daraus ergebenden Umlagerungs-
und Dimerisierungsprodukte. Auch wir haben in solchen
Reaktionssystemen eine Vielzahl von Produkten des Me-
latonins gefunden (Burkhardt et al., 2001). In biologi-
schem Material ist eine solche Dominanz hochstreaktiver
Radikale aber iiblicherweise nicht gegeben. Das bei wei-
tem abundanteste Radikal ist dort, abgesehen vielleicht
von eher unbiologischen Eingriffen wie Exposition ge-

geniiber radikalgenerierenden Toxinen oder hochdosierter
Rontgenstrahlung, das Superoxidanion. Nachdem also ein
hochreaktives Radikal wie z. B. ein Hydroxylradikal eine Re-
aktion mit einem organischen Molekiil eingegangen ist und
Letzteres in ein organisches Radikal verwandelt hat, ist es
bei weitem wahrscheinlicher, dass dieses mit einem Super-
oxidanion als einem zweiten Hydroxylradikal kombiniert.
Die Bildung von AFMK statt eines hydroxylierten Melato-
nin-Metaboliten erscheint somit als die biologisch wahr-
scheinlichere Variante des nichtenzymatischen Umsatzes.

Das Fangen von Hydroxylradikalen durch Melatonin
(Tan et al., 1993, 2002) hat der Forschung iiber die Bedeu-
tung dieser Substanz erhebliche Impulse gegeben. Dies
war der Ausgangspunkt fiir eine Vielzahl von Unter-
suchungen iiber die protektive Rolle des Melatonins, die
hier aber nicht in voller Breite zum Gegenstand gemacht
werden soll. Experimente zum Fangen von Hydroxylradi-
kalen fiihrten ferner zur Entdeckung eines neuen Meta-
boliten, des cyclischen 3-Hydroxymelatonins (c30OHM,;
Abb. 2) (Tan et al., 1998). Diese Substanz ist insbesondere
bei hohen Raten der Hydroxylradikal-Generierung zu fin-
den und lésst sich bei hohem oxidativem Stress auch im
Urin nachweisen. Dies steht im Einklang mit der urspriing-
lichen Annahme, dass Melatonin bei der Bildung dieser
Substanz mit zwei Hydroxylradikalen reagiert. Inzwischen
hat sich herausgestellt, dass ¢c3OHM auch auf andere
Weise, in Abwesenheit hochreaktiver Radikale, entstehen
kann. Allerdings handelt es sich in diesem Fall um Reak-
tionen mit einem unphysiologischen, chemisch produzier-
ten Radikal, dem resonanzstabilisierten und daher nieder-
reaktiven ABTS-Kationradikal (Tan, 2002; Tan et al.,
2003a). Gleichwohl deuten sich durch diese Befunde wei-
tere Moglichkeiten auch der physiologischen ¢c30OHM-
Entstehung an, die durch andere organische Radikale kata-
lysiert werden konnten. Auch ¢c3OHM vermag Radikale
zu fangen. Uberraschenderweise kann hierbei ebenfalls
AFMK entstehen (Tan, 2002; Tan et al., 2003a). Der Weg
tiber das c30HM ist jedoch fiir die AFMK-Entstehung kei-
neswegs obligatorisch, denn hierfiir wird Wasser benotigt
(Tan, 2002; Tan et al., 2003) und AFMK-Bildung wurde
auch in wasserfreien, aprotischen Systemen festgestellt
(Uriaet al., 1994b; Hardeland et al., 1995; Burkhardt et al.,
2001). Auch ist bei manchen Wegen der Entstehung von
AFMK kein c30OHM nachweisbar (Burkhardt et al., 2001).

Der nichtenzymatische Metabolismus des Melatonins
stellt, wie die geschilderten Befunde zeigen, ein facetten-
reiches Gebiet dar, welches einige Uberraschungen zu Ta-
ge gebracht hat und noch bei weitem nicht zum Ab-
schluss gekommen ist.

Methoxyindole bei Dinoflagellaten
Auflerhalb der Wirbeltiere liegen die meisten Informatio-

nen {liber Melatonin, seine Biosynthese, seinen Metabolis-
mus, iiber Tagesrhythmik und andere dynamische Ande-
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rungen sowie die Rolle seines Folgeprodukts 5-MT bei
Dinoflagellaten vor. Dies betrifft in erster Linie Lingulo-
dinium polyedrum, aber dariiber hinaus sind auch diverse
andere Arten unterschiedlicher Gattungen studiert worden
(Hardeland, 1999). Bei L. polyedrum zeigt das Melatonin
einen ausgeprigten circadianen Rhythmus mit einem stei-
len Anstieg zu Beginn der Dunkelzeit und einem darauf
folgenden kontinuierlichen Absinken bis zum Morgen
(Poeggeler et al., 1991; Poeggeler, 1992; Hardeland et al.,
1995) (Abb. 3). Der Rhythmus des Melatonins persistiert
im Dauerdunkel (Balzer et al., 1993). Wihrend des Ab-
falls von Melatonin im Verlaufe der Nacht nimmt die
Konzentration von 5-MT zu und erreicht ein Maximum
wenige Stunden vor Ende der Dunkelphase (Poeggeler,
1992; Balzer et al., 1993; Hardeland et al., 1995, 1997a,
1999a). Nichtlicher Verlauf und Maximum von 5-MT
finden ihre Entsprechung in der Dynamik der Arylacyl-
amidase-Aktivitdt (Hardeland und Fuhrberg, 1996b; Har-
deland et al., 1997a, 1999a). Ferner koinzidiert der Gipfel
des 5-MT mit jenem der spontanen Lichtemission bei die-
sem biolumineszenten Organismus (Hardeland et al.,
1999a). Die Messungen von Melatonin haben mit immu-
nologischen Verfahren (zwei RIA-Varianten: konventio-
neller RIA und fluorescence proximity assay; ferner
Nachweis von Parallelitit bei serieller Verdiinnung) und
diversen Varianten von HPLC mit elektrochemischer und

mit Fluoreszenzdetektion sowie unter verschiedenen
Laufbedingungen (bez. Flussraten, Séulen, Eluenten)
(Poeggeler et al., 1991; Poeggeler, 1992; Fuhrberg, 1997)
identische Werte ergeben. Die Wiederfindungsraten wur-
den in einer Vielzahl von Variationen bestimmt (Poegge-
ler, 1992; Poeggeler und Hardeland, 1994a,b). Die fiir
Pflanzen angefiihrten methodischen Probleme (s.o0.) sind
demnach bei dem Dinoflagellaten ausgeriumt. 5-MT
wurde durch entsprechende HPLC-Varianten identifiziert,
in seiner Wiederfindung bestimmt und konnte iiblicher-
weise gemeinsam mit Melatonin und — sofern ausrei-
chend gebildet — 5-Methoxytryptophol im selben Lauf
quantifiziert werden (Fuhrberg et al., 1996c, 1997; Fuhr-
berg, 1997). Die zelluldiren Konzentrationen von Melato-
nin und 5-MT sind erheblich. Unter unstimulierten Be-
dingungen liegen die Maxima im mikromolaren Bereich,
die Minima zwischen 10~® und 10~ M. In Reaktion auf
Temperaturreize konnen die Spiegel hingegen um Gro-
Benordnungen steigen (s. u.).

Effekte des Melatonins wurden bei L. polyedrum ge-
funden, doch ist die Abgrenzung von jenen des 5-MT
nur in wenigen Fillen moglich. In erster Linie wiren hier
zu nennen eine Induktion der Arylacylamidase, welche
aber erst bei hohen Konzentrationen auftritt (Hardeland
und Fuhrberg, 1996c; Hardeland et al., 1997a), und eine
Unterdriickung der Tryptophan-Hydroxylase (Hardeland
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Abb. 3: Die circadianen Rhythmen der Konzentrationen von Melatonin (MLT) und 5-Methoxytryptamin (5-MT) sowie der Aktivitit

der Arylacylamidase (AAA) bei dem marinen, biolumineszenten Dinoflagellaten Lingulodinium polyedrum (schematisierte Zusam-

menfassung von Daten aus: Poeggeler et al., 1991; Poeggeler, 1992; Hardeland et al., 1997a). Dargestellt sind Ergebnisse aus einem
Hell-Dunkel-Wechsel von 12:12 h.
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et al., 1997a). In letzterer Hinsicht erinnert der Melato-
nin-Effekt funktionell an die Riickkopplung auf die Indol-
aminsynthese bei Drosophila (Primus und Brown, 1994;
Seong et al., 1998), auch wenn sich das Enzym von Lin-
gulodinium in Bezug auf den Pterin-Cofaktor von jenem
der Wirbeltiere und Insekten unterscheidet (Burkhardt
und Hardeland, 1995). Ferner wurde — im Kontrast zu Be-
funden bei Sdugern und Vogeln — eine Herunterregulie-
rung der Superoxiddismutase (SOD) durch Melatonin ge-
funden, sofern das Indolamin wihrend der Photophase
gegeben wurde, in der das Enzym sein Maximum erreicht
(Burkhardt und Hardeland, 1997; Antolin et al., 1997).
Dieser Effekt eines fiir die Nachtphase typischen Signal-
molekiils auf ein diurnal erhohtes Enzym mag als rein
chronobiologisch begriindet angesehen werden und ist
von der — stimulatorischen — Regulation der SOD bei
Wirbeltieren zu unterscheiden. In einem protektiven Kon-
text wie bei Sdugern und Vogeln wird die SOD bei Dino-
flagellaten durch Melatonin nicht heraufreguliert.

Ob derartige Effekte von spezifischen Melatonin-Re-
zeptoren vermittelt werden, bedarf noch des direkten Be-
weises. Bindung von 2-('*T)-Iodomelatonin lieB sich mit
den fiir membrangebundene Rezeptoren der Wirbeltiere
iiblichen Prozeduren weder am Tage noch in der Nacht
zeigen (Masson-Pévet et al., 1997). Andererseits lassen
sich transiente intrazelluldire Akkumulationen von exogen
gegebenem unmarkierten Melatonin nur im Sinne von
existierenden Bindungsstellen interpretieren (Mueller
und Hardeland, 1999a; Mueller et al., 2000).

Sehr viel mehr als iiber direkte Melatonin-Effekte ist bei
Dinoflagellen iiber die Wirkungen seines Metaboliten
5-MT bekannt. 5-MT stellt insbesondere einen starken Sti-
mulator der Biolumineszenz dar (Balzer und Hardeland,
1991a,b; Balzer et al., 1991; Hardeland und Balzer, 1993;
Hardeland et al., 1995; Burkhardt et al., 1997b). Unter den
Indolaminen des Melatonin/5-MT-Synthesewegs ist 5-MT
die einzige Substanz, die einen solchen Effekt bereits in
niedrigen Konzentrationen hervorruft. Allein das aufler-
halb dieses Weges stehende Analog N,N-Dimethyl-5-MT,
iiber dessen eventuelle Existenz bei Dinoflagellaten zu
wenig bekannt ist, erwies sich als dhnlich wirksam (Balzer
und Hardeland, 1991a; Balzer et al., 1991; Hardeland und
Balzer, 1993). Indolalkohole wie 5-Hydroxytryptophol
und 5-Methoxytryptophol als Abbauprodukte der Indol-
amine zeigten keine nennenswerten Stimulationen. Meta-
bolite des Indolamin-Biosynthesewegs einschlielich Me-
latonin stimulierten die Biolumineszenz nur dann, wenn
sie in hohen Konzentrationen gegeben wurden, die ein An-
steigen des 5S-MT-Spiegels erwarten lieBen (Hardeland und
Balzer, 1993; Burkhardt et al., 1997b).

5-MT ist im Ubrigen auch bei anderen biolumineszen-
ten Dinoflagellaten in entsprechender Weise wirksam
(Mbachu und Hardeland, 1997; Hardeland, 1999), mit
Ausnahme von Pyrocystis-Arten, die durch eine Coccoid-
hiille vor dem raschen Eindringen des 5-MT geschiitzt
sind (R. Hardeland, unveroff. Daten).

Da die Gipfel der 5-MT-Konzentration und der sponta-
nen Biolumineszenz am Ende der Nacht koinzidieren,
stellte sich die Frage, ob 5-MT dieses sehr auffillige Ma-
ximum, das fiir viele chronobiologische Fragen als inter-
ne Zeitmarke verwendet worden ist, direkt auslost. Die
Antwort hierauf ergab sich aus Studien, in denen der
Stoffwechselweg der Indolamin-Synthese blockiert wurde
(Tabelle 2). Drei verschiedene Inhibitoren der Trypto-
phan-Hydroxylase, p-Chlorophenylalanin, p-Fluorophe-
nylalanin und 5-Fluorotryptophan vermochten den Gipfel
der spontanen Biolumineszenz zu unterdriicken. Das Ma-
ximum lief sich jedoch restituieren, wenn nach der Blo-
ckade ein Metabolit des Synthesewegs gegeben wurde,
der die Bildung von 5-MT erlaubt, vom 5-Hydroxytrypto-
phan bis hin zum Melatonin, nicht hingegen substituierte
Tryptophole, welche nicht zum 5-MT fiihren (Burkhardt
und Hardeland, 1996; Burkhardt et al., 1997a,b; Harde-
land und Burkhardt, 1997; Burkhardt, 1998; Hardeland
et al., 1999a). 5-MT als direkter Stimulator der Biolumi-
neszenz ist unter diesen Bedingungen ebenfalls wirksam.
Fiir die Ausbildung des Biolumineszenz-Maximums ist
5-MT daher offenbar erforderlich.

Der Gipfel der spontanen Biolumineszenz wird ferner
durch Oxidantien unterdiickt, wenn diese so dosiert wer-
den, dass sie ausschlieBlich subletalen oxidativen Stress
auslosen. Dies wurde zunidchst dosisabhédngig fiir Para-
quat demonstriert (Antolin und Hardeland, 1997; Harde-
land und Coto-Montes, 2000), spiter aber auch fiir andere
Oxidotoxine gefunden (Burkhardt, 1998; Hardeland et al.
1999a; Ressmeyer et al., 2003). Die Unterdriickung be-
ruht offenbar auf dem oxidativen Verbrauch von Melato-
nin, welches mit den generierten freien Radikalen rea-
giert, und der daraus resultierenden Depletion von 5-MT
(Burkhardt, 1998; Hardeland et al., 2000, 2003a). Neben-
her mag auch 5-MT oxidativ zerstort werden, doch ist
dieses weniger reaktiv als Melatonin (Poeggeler et al.,
1996, 2002). Als eine generelle Konsequenz seiner leich-
ten Oxidierbarkeit wird Melatonin unter Bedingungen
oxidativen Stresses verbraucht; Folgeeffekte der Beein-
trachtigung Melatonin-abhéngiger physiologischer Funk-
tionen sind auch bei anderen Organismen einschlieBlich
der Wirbeltiere zu vermuten (Hardeland et al., 2000,
2003a). Bei Lingulodinium kann ein durch Paraquat oder
Buthioninsulfoximin in subletaler Dosierung unterdriick-
ter Gipfel der spontanen Biolumineszenz durch exogenes
Melatonin restituiert werden, und zwar in Konzentratio-
nen, die bei alleiniger Gabe von Melatonin die Lichtemis-
sion noch nicht stimulieren (Abb. 4) (Antolin und Harde-
land, 1997; Burkhardt, 1998; Hardeland et al., 1999a;
Hardeland und Coto-Montes, 2000).

Der Mechanismus, tiber den 5-MT die Stimulation der
Biolumineszenz bewirkt, ist in einem wesentlichen
Grundzug verstanden, doch hat sich noch kein Bindungs-
protein identifizieren lassen. Die Ansteuerung der Licht-
emission erfolgt iliber fortgeleitete intrazellulire Pro-
tonenpotentiale, welche sich an der Membran eines



90

RUDIGER HARDELAND

Tabelle 2: Unterdriickung des circadianen Maximums der spontanen Biolumineszenz von Lingulodinium polyedrum durch Hemmung
der Tryptophanhydroxylase und dessen Restitution durch die Metabolite des Melatonin/5-MT-Wegs

Inhibitor

Indolmetabolit

Biolumineszenz
(% der Kontrolle)

p-Chlorophenylalanin 100 puM
p-Fluorophenylalanin 100 uM
5-Fluorotryptophan 1 mM
5-Fluorotryptophan 3 mM
p-Chlorophenylalanin 100 puM
p-Fluorophenylalanin 100 uM
5-Fluorotryptophan 3 mM
p-Chlorophenylalanin 100 pM

p-Chlorophenylalanin 100 uM

p-Chlorophenylalanin 100 pM

p-Chlorophenylalanin 100 pM
p-Chlorophenylalanin 100 pM
p-Chlorophenylalanin 100 pM
p-Chlorophenylalanin 100 uM

5-Hydroxytryptophan 20 pM
5-Hydroxytryptophan 20 uM
5-Hydroxytryptophan 20 uM
Serotonin 20 pM
N-Acetylserotonin 100 uM
N-Acetylserotonin 100 pM
Melatonin 100 uM
Melatonin 100 uM
5-Methoxytryptamin 1 uM
5-Methoxytryptamin 20 uM
5-Methoxytryptamin 1 pM
5-Methoxytryptamin 20 uM
5-Hydroxytryptophol 100 pM
5-Methoxytryptophol 100 uM

100
30,7
26,7
36,1
12,6
69,0
59,8
56,6
79.4

109,9

102,5

136,4

104,6

125,0

320,5

110,0
291,5

34,2
30,8

Die Inhibitoren der Tryptophanhydroxylase wurden zu Beginn der Dunkelphase (Zeitgeber-Zeit 12 h) zugegeben, die Indolverbindun-
gen 5 h spiter (Zeitgeber-Zeit 17 h). Die Biolumineszenz wurde zum Zeitpunkt des circadianen Maximums ausgewertet. (Zusammen-
fassung nach Hardeland und Burkhardt, 1997; fiir Kurven und weitere Details s. Burkhardt et al., 1997a,b; Burkhardt, 1998; Harde-

land et al., 1999a.)

Systems von sauren Vakuolen ausbreiten. Der Ubertritt
von Protonen in die cytoplasmatisch gelegenen Mikro-
quellen der Biolumineszenz, die sogenannten Szintillons,
bewirkt dort eine lokale Ansduerung und hierdurch eine
Freisetzung des Dinoflagellaten-Luciferins aus einem Lu-
ciferin-bindenden Protein (Morse et al., 1990). Jede Sti-
mulation der Biolumineszenz reflektiert also Protonen-
transfer auf die cytoplasmatische Seite. Bei hoherer
Dosierung des 5-MT kann die cytoplasmatische Acidifi-
zierung durch pH-abhingige Fluoreszenz nachgewiesen
werden (Hardeland et al., 1995). Diese Beobachtung ge-
wann besondere Bedeutung fiir das Verstindnis eines
weiteren Effekts, der u. U. von Melatonin, sehr leicht aber
durch 5-MT ausgelost werden kann, der Induktion ase-
xueller Cysten. Diese sogenannten Pellikelcysten stellen
Ruhestadien dar, welche unter ungiinstigen Umgebungs-
bedingungen gebildet werden. Nach der Entdeckung von
Melatonin bei Lingulodinium hatte sich die Frage gestellt,
ob diese Substanz als Mediator der Dunkelheit fungieren
und gegebenenfalls photoperiodische Effekte auslosen
konne. In der Tat waren asexuelle Cysten durch Kurztage
induzierbar, dies aber nur bei leicht abgesenkter Tempera-
tur (15°C statt 20°C) (Balzer und Hardeland, 1991c,

1992, 1993b; Hardeland und Balzer, 1993; Hardeland,
1993; Hardeland et al., 1995). Diese Effekte lieBen sich
durch Melatonin nachmachen, wenn dieses, ebenfalls bei
15 °C, unter photoperiodisch gerade noch nicht cystenin-
duzierenden Bedingungen vor Beginn der Scotophase ge-
geben wurde. Solche Befunde legten eine subjektive Ver-
lingerung der Scotophase durch das vor ,Licht-aus®
verabreichte Melatonin nahe. Auch der Umstand, dass ei-
ne zeitweilige Uberfiihrung des circadianen Oszillatorsys-
tems in einen arrhythmischen Zustand die Zellen gegen-
tiber methoxylierten Indolaminen desensitisierte, sprach
fiir eine Interpretation im Sinne der circadianen Zeitmes-
sung (Hardeland et al., 1993a; Hardeland und Behrmann,
1994). Im Gegensatz zur konditionalen Wirkung des Me-
latonins wird hingegen die Cystenbildung durch 5-MT
weitgehend unabhiéngig von Temperatur und Photoperio-
de ausgelost (Balzer und Hardeland, 1991c, 1992,
1993a,b,c, 1996b). Die Schlussfolgerung eines Melato-
nin-Effekts iiber seinen Metaboliten war daher nahe lie-
gend und hat sich auch bestitigt. Hierbei ldsst sich eine
Wirkungskette identifizieren, die die cytoplasmatische
Ansduerung unter dem Einfluss von 5-MT einschlief3t.
Dies griindet sich nicht allein auf die gemessene Absen-
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Abb. 4: Inhibition des circadianen Maximums der spontanen Biolumineszenz bei Lingulodinium polyedrum durch subletalen oxidati-
ven Stress unter dem Einfluss von Paraquat und Restitution durch Melatonin in einer fiir die Lichtemission nichtstimulatorischen Kon-
zentration. A: Dosisabhingigkeit der Wirkung von Paraquat (PQ; nachfolgende Zahlen: Konzentration [mM]); B, C, D: drei unabhin-
gige Serien zur Restitution des Maximums in unterschiedlichen Kulturen (KON: Kontrolle; PQ 1: Paraquat 1 mM; MLT: Melatonin
250 uM). Die Zellen waren um ZT 6 (Zeitgeber-Zeit 6 h) in Dauerdunkel (DD) tiberfiihrt worden. Paraquat wurde 1 h nach Transfer
in DD zugegeben (Pfeile), Melatonin zum Zeitpunkt des Transfers. (Zusammenfassung von Daten aus Antolin und Hardeland, 1997)

kung des cytoplasmatischen pH-Wertes, sondern auch da-
rauf, dass alle Behandlungen, die die Protonentransloka-
tion in erheblichem Mafe stimulieren, nicht nur starke
Erhohungen der Biolumineszenz bewirken, sondern auch
die Encystierung auslosen. Dies schlie3t so unterschiedli-
che Einfliisse wie Behandlung mit Adrenalin, mit Pro-
tonophoren und intensiven mechanischen Stress ein (Bal-
zer und Hardeland, 1991d, 1993b; Hardeland und Balzer,
1993; Hardeland et al., 1995). Auch Inhibitoren der Mo-
noamin-Oxidase, die die Konzentration von 5-MT erho-
hen (Fuhrberg, 1997), steigern die Lichtemission und be-
wirken Encystierung (Balzer und Hardeland, 1991b,e;
Hardeland und Balzer, 1993; Hardeland et al., 1995). Da
ein erniedrigter pH charakteristisch fiir Ruhestadien vieler
Organismen ist, von Sporen iiber unbefruchtete Eier bis
zu Eiern im Entwicklungsarrest (vgl. Hardeland und Bal-
zer, 1993), ist das beobachtete Absinken des cytoplasma-
tischen pH im Kontext der Cysteninduktion nicht unplau-
sibel. Die photoperiodisch oder durch 5-MT ausgeldste
Encystierung stellt im Ubrigen, vielleicht wegen der pH-
Anderung, einen die Zelle geradezu dominierenden Pro-
zess dar, der andere Vorgiinge iiberrennt. So konnte bei

mitotischen Zellen von Lingulodinium Encystierung er-
zwungen werden, bevor die Zellteilung abgeschlossen
war, mit dem Ergebnis von Doppelcysten, deren Zellen
noch iiber eine Cytoplasmabriicke verbunden waren
(Behrmann et al., 1994; Behrmann und Hardeland, 1995).

Kritisch fiir die Encystierung unter dem Einfluss von
Kurztagen oder Melatonin, beides in Verbindung mit
leicht abgesenkter Temperatur, erscheint somit die Bil-
dung von 5-MT in cysteninduzierenden Konzentrationen
zu sein (Balzer und Hardeland, 1993c). Die urspriingliche
Idee, dass es nur zu einer erhohten Metabolisierung von
Melatonin kommen miisse, wurde durch Messungen der
Indolamine in iiberraschender Weise korrigiert. Allein ei-
ne Absenkung der Temperatur von 20 °C auf 15°C be-
wirkte eine Steigerung des Melatonins um GroBenord-
nungen. Dieser Effekt tritt binnen weniger Stunden ein
und findet auch im Licht statt (Fuhrberg und Hardeland,
1995b, 1997; Fuhrberg et al., 1996¢c, 1997; Fuhrberg,
1997). Das Melatonin wird jedoch nicht tonisch herauf-
reguliert, sondern unterliegt weiterhin einer ausgeprigten
circadianen Dynamik, so dass photoperiodische und Tem-
peratursignale miteinander integriert werden (Fuhrberg
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und Hardeland, 1995a; Fuhrberg, 1997). Am Beginn der
Scotophasen erscheinen sehr steile, aber kurzzeitige Gip-
fel, die tiber die Induktion der Arylacylamidase (s.0.) zur
raschen Bildung hoher Konzentrationen von 5-MT fiih-
ren, welche fiir die Cystenbildung iiberschwellig sind
(Fuhrberg et al., 1996¢, 1997; Fuhrberg, 1997).

Die geschilderte Dynamik der methoxylierten Indol-
amine fiihrt offenbar nur dann zu cysteninduzierenden
Quantitidten von 5-MT, wenn die Scotophase lang genug
ist (vgl. Abb. 4). Eine Cysteninduktion durch exogenes
Melatonin wire nach den geschilderten Befunden so zu
interpretieren, dass eine temperaturbedingte, aber noch
unzureichende Akkumulation von Melatonin so weit er-
hoht wird, dass es zu nachfolgenden iiberschwelligen
5-MT-Spiegeln kommt. Die kritische Photoperiode ldsst
sich also durch eine subkritische mit zusitzlichem, exo-
genem Melatonin ersetzen.

Es ist der besonderen Betonung wert, dass die beob-
achteten Temperatureffekte auf den Melatonin-Spiegel
bei weitem die stirksten sind, die bislang bei Organismen
gefunden wurden. Grundsitzlich ist aber ein Zusammen-
wirken von niedriger Temperatur und Kurztag unter na-
tiirlichen Bedingungen plausibel und durch eine Vielzahl
von Daten belegt — auch unter dem Stichwort des Ther-
mophotoperiodismus (Balzer und Hardeland, 1996b); nur
wurde dies nie zuvor in einem solchen Ausmal} auf der
Melatonin-Ebene gezeigt. Bringt man bei Lingulodinium
polyedrum die Einfliisse von Temperatur und Photoperio-
de in einen autdkologischen und zugleich chronobiologi-
schen Kontext, so ist noch ein weiterer Parameter zu
beriicksichtigen, die Konzentration des Nitrats im See-
wasser. Dieser Dinoflagellat unternimmt im Tageszyklus
ausgeprigte Vertikalwanderungen, bei denen er fiir Zwe-
cke der Photosynthese tags in der Nihe der Wasserober-
fliche erscheint, nachts in das Tiefenwasser absinkt, um
dort Nitrat als Stickstoffquelle aufzunehmen (Roenne-
berg, 1996; Rehman et al., 1996; Roenneberg und Reh-
man, 1996). Nitrat zeigt jedoch nicht nur, wie von jenen
Autoren beschrieben, Effekte auf die circadiane Rhyth-
mik, sondern erniedrigt dosisabhingig die néchtlichen
Maxima von Melatonin und 5-MT (Fuhrberg und Harde-
land, 1996a; Fuhrberg, 1997). Damit ergibt sich fiir die
Zellen das folgende Bifurkationsschema der saisonalen
Entscheidung zwischen Verbleib im aktiven Zustand und
dem Ubergang in das Ruhestadium einer Cyste (Harde-
land et al., 2001a), welche adverse Bedingungen zu iiber-
dauern vermag, aber aus der Produktion von Biomasse
und damit der Vermehrung der Art voriibergehend aus-
steigt (Abb. 5): Ist die Temperatur nicht erniedrigt, so ver-
bleiben die Zellen unter Kurztag- wie Langtagbedingun-
gen im aktiven Zustand. Niedrige Temperatur (z.B.
15 °C) fiihrt zur Melatonin- und nachfolgenden 5-MT-Er-
hohung, die aber nur im Kurztag iiberschwellig werden
kann. Findet sich im Tiefenwasser viel Nitrat, also eine
abundante Stickstoffquelle, so scheint es fiir die Zellen
(die Population der Species) lohnender, produktiv zu blei-

ben: Die Erhohung von Melatonin und 5-MT wird anta-
gonisiert, Encystierung verhindert. Erst bei Kombination
von niedriger Temperatur, Kurztag und Nitratmangel wird
fiir die Zellen eine Encystierung vorteilhaft und iiber die
methoxylierten Indolamine eingeleitet.

Das Bewusstsein der 6kophysiologischen Basis derarti-
ger Entscheidungswege fiihrt auch zu der Erkenntnis,
dass der fiir L. polyedrum geschilderte Mechanismus fiir
andere Dinoflagellaten-Species oder auch deren geogra-
phische Okotypen keineswegs gelten muss. Bei einer
tropischen, aus indonesischen Gewdssern isolierten Zell-
Linie von Amphidinium carterae fiihrt nicht die Ernied-
rigung, sondern die Erhohung der Temperatur (30 °C)
zur Akkumulation von Melatonin und 5-MT, desgleichen
von 5-Methoxytryptophol (Fuhrberg und Hardeland,
1996b; Fuhrberg, 1997). Hohe Temperaturen werden von
Dinoflagellaten generell schlecht vertragen, wie auch das
Ausbleichen der ,Zooxanthellen“ (Dinoflagellaten als
Symbionten) beim Korallensterben zeigt, und es mag fiir
tropische Arten eine grofere Gefahr hiervon ausgehen als
von einer Temperaturerniedrigung.

Cysteninduktion durch 5-MT — und gelegentlich auch
durch Melatonin — wurde auch bei diversen anderen Di-
noflagellaten gezeigt, ist aber keineswegs bei allen Arten
moglich (Wong und Wong, 1994; Hardeland, 1996b,
1999; Tsim et al., 1997, 1998). Bei einer Reihe von Spe-
cies und Stimmen, insbesondere aus den Gattungen Pro-
rocentrum und Gymnodinium, bewirkte 5-MT eine Immo-
bilisierung der Zellen, aber keine Ausbildung von
Cystenhiillen. Auch hier mag es sich um Ruhestadien
handeln. Bei dem Korallensymbionten Symbiodinium
wurde die Bildung coccoidaler, cystenidhnlicher Stadien
unter dem Einfluss von 5-MT beobachtet (Reece und
Wong, 1995); die dkologische Bedeutung dieser Reaktion
ist unbekannt.

Bei Arten der Gattungen Alexandrium und Cryptheco-
dinium wurde ferner versucht, Signalwege der Methoxy-
indole auszukldren. Die Ergebnisse deuteten teils auf eine
Rolle von cAMP hin (Tsim et al., 1996a), teils auf eine
solche von Phospholipase C, Inositol-tris-phosphat und
Calcium (Tsim et al., 1997, 1998). Ein Problem dieser
Studien liegt jedoch in den von jenen Autoren verwende-
ten extrem hohen Dosierungen der Indolamine, welche
bei den von uns studierten Dinoflagellaten bereits toxisch
sind (Hardeland und Balzer, 1993). Die beobachteten
Erhohungen zweier sehr unterschiedlich regulierter se-
cond-messenger-Systeme, fiir sich genommen schon unge-
wohnlich, miissten daher gegeniiber Folgen von Membran-
schiadigungen abgegrenzt werden. Auf die Einschaltung
von G-Proteinen in die Indolamin-Wirkungen wurde auf
der Basis ADP-ribosylierender Toxine und der Verab-
reichung von Mastoparanen geschlossen (Tsim et al.,
1996a,b). Cysteninduktion durch Mastoparan wurde bei
zwei Lingulodinium-Arten bestitigt (Fuhrberg, 1997;
Mbachu und Hardeland, 1999), doch besteht angesichts
diverser Ausloser der Encystierungsreaktion, z.B. iiber
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Abb. 5: Interaktionen von Temperatur, Photoperiode und Nitratkonzentration entscheiden bei Lingulodinium polyedrum zwischen En-
cystierung und Fortsetzung der aktiven Lebensphase. (MLT: Melatonin; 5-MT: 5-Methoxytryptamin; AAA: Arylacylamidase-Aktivi-
tit; 1} Steigerung; fM) starke Steigerung; |} Erniedrigung)

Catecholamine oder iiber Kynuramin (Hardeland und
Balzer, 1993), die Moglichkeit, dass die G-Proteine zu
anderen Signalwegen gehoren. Auch waren bei L. spinife-
rum die Effekte von Mastoparan auf die Biolumineszenz
viel geringer als jene von 5-MT, so dass eine Vermittlung
von 5-MT-Effekten nur schwer vorstellbar ist (Mbachu
und Hardeland, 1999).

Protektion durch Melatonin: Pharmakologie
oder Physiologie?

Antioxidative Protektion durch Melatonin ist in zahllosen
Publikationen untersucht worden, vorwiegend unter me-
dizinischen, zellbiologischen, chemischen, zum Teil auch
gerontologischen Gesichtspunkten (Zusf.: Reiter, 1998,
2002; Tan et al., 2002; Reiter et al., 2002a,b,c,d). Obwohl
kein Zweifel daran besteht, dass Melatonin unter rein
chemischen Gesichtspunkten ein potenter Radikalfinger
ist (Tan et al., 1993, 2002, 2003a; Poeggeler et al., 1996,
2002; Reiter, 1998, 2002; Blanchard et al., 2000; Brom-
me et al., 2000, 2002; Bromme und Peschke, 2003; Har-
deland et al., 2003b), bleibt jedoch eine Erkldrungsliicke

von prinzipieller Bedeutung, was eine mogliche physiolo-
gische Protektion angeht. Zunéchst muss ein in vivo be-
obachteter protektiver Effekt nicht von vornherein mit
antioxidativen Mechanismen zu tun haben. Im Zentral-
nervensystem werden beispielsweise sekundire oxidative
Schiden auch durch antiexzitatorische Mechanismen ver-
mindert (Hardeland et al., 2003a). Solche Wirkungen sind
auch fiir Melatonin bekannt. Ein grundsitzlicher Kritik-
punkt, der wiederholt angebracht wird, betrifft die verfiig-
baren Quantititen von Melatonin. Es ist zwar sicher
falsch, ausschlieBlich von den Konzentrationen im Blut-
plasma auszugehen, denn die Spiegel im Gewebe konnen
hoher liegen. Auch sei hier an die Sekretion in den dritten
Ventrikel erinnnert (s.o0.). Selbst bei der Annahme einer
Kaskade von radikalfangenden Reaktionen, die von Mela-
tonin und seinen Folgeprodukten ausgeht (Tan, 2002; Tan
et al., 2003a; Ressmeyer et al., 2003), und auch unter der
Voraussetzung von lokaler Akkumulation in bestimmten
Geweben, Zellen oder Kompartimenten wird man doch
nur ausnahmsweise von Protektion auf der Basis einer
stochiometrischen Radikaleliminierung durch Melatonin
und seine Metabolite ausgehen konnen (Hardeland et al.,
2003a). Vielleicht ist eine solche Ausnahme bei der HAR-
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DERschen Driise der Nager gegeben (s.o0.). Auch die In-
duktion bestimmter antioxidativer Enzyme wie z. B. Glu-
tathion-Peroxidase, ggf. auch Superoxiddismutase oder
das Herunterregulieren von NO-Synthasen vermdgen die
Erkldrungsliicke noch nicht befriedigend zu schliefSen,
vor allem nicht unter chronobiologischen Gesichtspunk-
ten: Das zirkulierende Melatonin ist bei tag- wie nacht-
aktiven Wirbeltieren nur nachts hoch, die Melatonin-ab-
hingigen Induktionen miissen dies folglich auch sein —
bei fehlender oder schwacher Rhythmik in den Geweben
werden Induktionsmechanismen durch intrinsisches Me-
latonin ohnehin irrelevant. Andererseits ist Radikalgene-
rierung zumindest in Muskulatur, Gehirn und Zirkulation
mit der Aktivititsphase verbunden (Zusf.: Hardeland
et al., 2003a). Im Zentralnervensystem gilt dies iibrigens
auch fiir die NO-abhiingige Radikalbildung. Es ist nur
schwer vorstellbar, dass Melatonin bei tag- und nachtakti-
ven Organismen eine unterschiedliche Rolle als protek-
tive Substanz einnehmen sollte.

Vor diesem Hintergrund erscheint es zunéchst wichtig,
die experimentellen Konzepte zu beachten, unter denen
Protektionsexperimente durchgefiihrt worden sind. Die
Mehrzahl von diesen, vor allem solche in Zell- oder Ge-
webekulturen, weist profunde antioxidative Wirkungen
nur bei sehr hohen Konzentrationen aus, welche in der
Regel nicht physiologisch sein konnen, auch nicht unter
der Annahme lokaler Anreicherung. Auflerhalb der Wir-
beltiere mag man allerdings solche Konzentrationen an-
treffen, z.B. bei Lingulodinium, bei dem Protektion vor
letalem oxidativen Stress durch H,O, mit hoher, aber
physiologisch noch moglicher Melatonin-Konzentration
erreicht werden konnte (Antolin et al., 1997).

Die Notwendigkeit phamakologischer Quantitidten von
Melatonin ergibt sich allerdings in einer Reihe von Fillen
schon aus dem experimentellen Ansatz: Wenn ein oxida-
tiver Schaden demonstriert werden soll, so miissen die
physiologischen Protektionsmechanismen iiberwunden
werden. Das schddigende Agens wird demnach oft in so
hohen Dosierungen eingesetzt, dass Melatonin auch prin-
zipiell nur in pharmakologischer Konzentration entgegen-
wirken kann (Hardeland, 1997a).

Der Anwendungswert von Melatonin kann auch dann
immer noch hoch sein, wenn die Substanz nur in pharma-
kologischer Verabreichung wirksam ist. Nicht ohne Grund
wird die Wirksamkeit von Melatonin z. B. bei neurodege-
nerativen Erkrankungen derzeit intensiv gepriift, so bei
Morbus Alzheimer (Chyan et al., 1999; Pappolla et al.,
2000, 2002; Poeggeler et al., 2001; Cardinali et al., 2002;
Matsubara et al., 2003) und Amyotropher Lateralsklerose
(ALS) (Jacob et al., 2002, 2003).

Nichtsdestoweniger bleibt die Frage nach einer etwai-
gen physiologischen Protektion durch Melatonin beste-
hen. Auch existieren Befunde, die auf einen Schutz im
nanomolaren Bereich hinweisen (Martin et al., 2002).
Ferner wird Melatonin auch dann oftmals wirksam, wenn
es mit dem Trinkwasser verabreicht wird, was den erziel-

baren Blutkonzentrationen Grenzen setzt (Zusf.: Harde-
land et al., 2003a). Die Suche nach physiologisch vom
Melatonin abhéngigen Protektionsmechanismen ist also
weiterer Anstrengungen wert.

Neuere Aspekte des Redox-Verhaltens:
Chinonreductase 2; mitochondriale
Wirkungen

Moglicherweise werden Erkldrungen, die die oben er-
wihnten Liicke schlieBen und welche auf eine Protek-
tion durch physiologische Melatonin-Konzentrationen
verweisen, auf der Basis einiger neuerer Befunde mog-
lich. Eine betrichtliche Uberraschung stellte der Nach-
weis dar, dass es sich bei dem vermuteten Melatonin-
Rezeptor MTj3 nicht um ein Protein mit Signalfunktion,
sondern um das 16sliche, cytosolische Enzym Chinonre-
ductase 2 (= NRH:Chinon-Oxidoreductase 2 = NQO2)
handelt (Nosjean et al., 2000, 2001; Witt-Enderby et al.,
2003). Man darf davon ausgehen, dass die Natur einen
solchen Mechanismus nicht ,,grundlos* entwickelt hat,
doch bleibt das Verstindnis hierfiir noch im Dunkeln.
Thre von der Chinonreductase 1 abweichenden Spezifi-
titen, ihre Gewebeverteilung, ihre Rolle bei der Detoxi-
fikation von Xenobiotika und auch natiirlichen Nah-
rungskomponenten (Zusf.: Hardeland et al., 2003a)
erkldren nicht im mindesten, warum die Funktionen der
NQO2 an Melatonin und damit wohl auch an die Dun-
kelphase angekoppelt sein sollten. Gleichwohl handelt
es sich um ein Enzym der antioxidativen Protektion,
selbst wenn im Einzelfall seine Produkte toxisch sein
konnen. Beziehungen von Mutationen im NQO2-Gen
zu Morbus Parkinson sind beschrieben worden (Harada
et al., 2001) und der Promotor dieses Gens enthilt u. a.
ein ARE (antioxidant response element) (Long und Jais-
wal, 2000). NQO2-knockout-Miuse zeigen eine mye-
loide Hyperplasie, ein Hinweis auf eine Inhibition der
Apoptose (Long et al., 2002). Die Rolle von Melatonin
mag demnach um qualitativ neue Gesichtspunkte berei-
chert werden.

Ein weiterer neuerer Aspekt betrifft die Mitochondrien
(Zusf.: Hardeland et al., 2003a). Da sie in tierischen Zel-
len oft die Hauptquelle freier Radikale darstellen und zu-
dem eine fortschreitende Schidigung dieser Organellen
im Zuge von pathologischen wie gerontologischen Ent-
wicklungen festzustellen ist, muss Protektion auf mito-
chondrialer Ebene besonderes Interesse auf sich ziehen.
Ein Schutz der Mitochondrien durch Melatonin wurde in
den verschiedensten Modellsystemen beschrieben, ein-
schlieBlich der Verwendung Seneszenz-akzelerierter Tie-
re (Martin et al., 2000, 2002; Acuiia-Castroviejo et al.,
2001, 2002; Sharman und Bondy, 2001; Okatani et al.,
2001, 2002a,b, 2003; Reiter et al., 2002a,b). Auf protek-
tive Effekte bereits im nanomolaren Bereich wurde be-
reits hingewiesen (s. 0.).
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Vor diesem Hintergrund und in Kenntnis von Details
der mitochondrialen Radikalgenerierung im FeS-Kom-
plex N2 innerhalb des sogenannten Komplexes I ist ein
neues Modell der Wirkung von Melatonin vorgeschlagen
worden, welches nur geringer, quasi katalytischer Men-
gen dieser Substanz bedarf (Hardeland et al., 2003a). Die-
se Vorstellung, bei der Befunde iiber bestimmte Nitrone
Pate gestanden haben, welche trotz nur méfigen Radikal-
fangens starke mitochondriale Protektion zeigen, geht
nicht von einer stochiometrischen Eliminierung bereits
gebildeter Sauerstoffradikale aus, sondern von einer Elek-
tronen-Interzeption durch Melatonin, und alternativ auch
durch sein Produkt AMK, wodurch der an N2 direkt oder
auf dem Umweg iiber Ubisemichinon stattfindende ,,para-
sitische* Elektronentransfer auf molekularen Sauerstoff
kompetitiv vermindert wird. Die radikalischen Zwischen-
produkte von Melatonin und AMK, beides Substanzen
mit bevorzugten Einelektronentransferreaktionen (Ress-
meyer et al., 2003), vermdgen nach dieser Vorstellung ih-
re Elektronen in die Atmungskette wieder einzuspeisen.
Diesem Konzept gemill, welches von der Regenerierung
der Interzeptoren ausgeht, konnten bereits sehr niedrige
Konzentrationen fiir eine Schutzfunktion ausreichen. Das
Paradox der Schutzwirkung von Melatonin bei sowohl
tag- als auch nachtaktiven Tieren trotz divergierender
Phasenbeziehung seiner Rhythmik zu jener der Aktivitit
lieBe sich hiermit auflésen. Es kdme nicht mehr auf die
nachtlichen Maxima an, sondern auf eine Mindestbela-
dung der Gewebe mit Melatonin. Der wesentliche Unter-
schied gegeniiber friiheren Konzepten besteht aber darin,
dass es nicht um die nachtrdgliche Detoxifikation von Ra-
dikalen geht, sondern um die Vermeidung ihrer Bildung
(Hardeland et al., 2003a).

Ausblick

Melatonin ist zwar auch ein Vermittler der Information
Dunkelheit, und ohne Frage besteht hierin eine seiner bio-
logisch wichtigsten Funktionen, doch erschopft sich seine
Rolle hierin keineswegs. Sein Vorkommen bei allen da-
raufhin untersuchten Taxa, seine in diversen Fillen doku-
mentierte Unabhéngigkeit von der Nachtphase und ge-
legentlich sogar von circadianer Rhythmik {iiberhaupt
verlangt nach Erkldrungen fiir seine urspriingliche Rolle.
Obwohl jahrmilliardenalte evolutive Prozesse bei ubiqui-
taren niedermolekularen Substanzen prinzipiell nicht be-
wiesen werden konnen, liegt dennoch die Vorstellung na-
he, dass Funktionen der antioxidativen Protektion am
Anfang gestanden haben, zumal es sich hierbei um rein
chemisch-molekulare Eigenschaften handelt (Hardeland
et al., 1995). Eine Akquisition chronobiologischer Funk-
tionen auf der Basis lichtabhidngiger Destruktion und sich
daraus ergebender Zeitmuster mag als sekundér angese-
hen werden (Hardeland et al., 1993c). Welche Rolle die
offenbar ebenfalls auf konservierte Mechanismen zurtick-

gehende Modulation des Cytoskeletts in einem solchen
Erkldrungsmuster spielt, bleibt noch schwer einzuschét-
zen. Dieses wenig beachtete Phinomen verdient weitere
Aufmerksamkeit. Aber auch das viel stirker in das Inte-
resse geriickte Gebiet der antioxidativen Protektion be-
darf noch erheblicher Aufklirungsarbeit, die sich nicht
im Nachweis der Interaktion mit weiteren Radikalen er-
schopfen darf noch in der Demonstration eines Schutzes
vor oxidativen Schiden in zusitzlichen Modellen. Aus
der Sicht des Autors sind fiir die Zukunft vor allem jene
Felder zu beachten, in denen protektive Wirkungen mit
physiologischen Konzentrationen erzielbar sind, wobei
die genaue Rolle der Chinonreductase 2 einschlieBlich ih-
rer Beziehung zur Apoptose zu analysieren ist, aber mehr
noch die Mitochondrien und die Radikalvermeidung im
Mittelpunkt stehen sollten. Ferner sei die Prognose ge-
wagt, dass das inzwischen wieder einsetzende Interesse
an oxidativen Metaboliten, vor allem an AFMK, AMK
und den hieraus entstehenden, noch in Untersuchung be-
findlichen Produkten, zu qualitativ neuen Erkennissen
tiber die Funktion des Melatonins beitragen wird.
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Abstract

Melatonin is not only a pineal hormone, but a ubiquitous
compound present in bacteria, unicellular eucaryotes,
macroalgae, vesicular plants, fungi and various, phylo-
genetically distant animal taxa. Exact determinations in
non-vertebrate material, especially in photosynthetic or-
ganisms, require particular preservative procedures and
determinations of recovery. In vertebrates, melatonin is
mainly secreted by the pineal gland, but additionally
formed in various extrapineal sites, from which it is re-
leased either in minor amounts or only under certain con-
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ditions. Pineal melatonin can be loaded to tissues, a pro-
cess which may be particularly important in the brain.
High amounts of melatonin are released to the 3™ ventri-
cle via the pineal recess. Extrapineal melatonin does not
always exhibit marked circadian variations. In the gastro-
intestinal tract, the rhythm may be weak or even absent.
In the rodent Harderian gland, rhythmicity is negligible.
In several organs of invertebrates, melatonin formation
can be associated with light instead of darkness, perhaps
indicating a photoprotective role. In some other organ-
isms, melatonin was found to be arrhythmic. In yeast,
the absence of rhythmicity can be explained by the lack
of control elements required for photic regulation of aryl-
alkylamine N-acetyltransferase. In phylogenetically dis-
tant organisms, melatonin exhibits effects on the cytoske-
leton, a presumably ancient function of this molecule.
Contrary to the circulating hormone, melatonin can be
metabolized in non-hepatic tissues via several pathways
independent of P,50 monooxygenases. This holds espe-
cially for the central nervous system, but also for several
non-vertebrate organisms. In many non-metazoans and
primitive metazoans lacking renal excretion mechanisms,
there is no need for 6-hydroxymelatonin formation and
subsequent conjugation. In non-hepatic tissues of verte-
brates and in several non-metazoans, melatonin is deace-
tylated to 5-methoxytryptamine (5-MT), demethylated to
N-acetylserotonin, or oxidatively cleaved to give N'-ace-
tyl-N*-formyl-5-methoxykynuramine (AFMK). 5-MT can
be further metabolized via monoamine oxidase and alco-
hol or aldehyde dehydrogenase. AFMK is deformylated
to N'-acetyl-5-methoxykynuramine (AMK). Non-enzy-
matic reactions via free radicals can be involved in the
formation of these substituted kynuramines and also give
rise to another product, cyclic 3-hydroxymelatonin. The
kynuramines are considered as putative signaling mole-
cules, AMK having additional properties as a cyclooxy-
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genase inhibitor and radical scavenger. In dinoflagellates,
deacetylation of melatonin to 5-MT is important because
this metabolite controls bioluminescence and induces, at
elevated physiological concentrations, the formation of
asexual cysts. Both processes involve vacuolar-cytoplas-
mic proton translocation. Therefore, 5-MT effects on light
emission and encystment can be mimicked by protono-
phores. In Lingulodinium polyedrum (syn. Gonyaulax
polyedra), the circadian glow maximum is depressed by
depletion of melatonin and 5-MT, either by blocking the
biosynthetic pathway or by sublethal oxidative stress.
This peak can, however, be restored by repleting the mel-
atonin pool. In the course of cyst induction by environ-
mental stimuli, short-day plus moderately decreased tem-
perature, melatonin concentration integrates these two
external signals. The drop in temperature causes dramatic
rises in melatonin, which, in short-days, lead to cyst-induc-
ing 5-MT levels. This process can be inhibited by high
nitrate as a nitrogen source favouring active life. Antiox-
idative protection by melatonin, another presumably an-
cient function of this molecule, represents a complex phe-
nomenon not yet fully understood. This is not only a
matter of direct radical scavenging, but comprises upreg-
ulation of antioxidant and downregulation of prooxidant
enzymes. Nevertheless, circadian rhythmicity of free radi-
cal formation in nocturnal and diurnal animals indicates
that this explanation is still insufficient. Novel findings
on melatonin binding to quinone reductase 2 and on pro-
tection of mitochondrial functions at nanomolar concen-
trations offer new directions in the analysis of protection
mechanisms. A model based on electron interception by
melatonin and/or AMK at the mitochondrial electron
transport chain, requiring only catalytic amounts of the
compound, is discussed. This new concept does not focus
on detoxification of free radicals already formed, but
rather on radical avoidance.





