CHRISTOF SCHOMERUS

Adrenerge und cholinerge Signalverarbeitung
im Pinealorgan von Siugetieren

Einleitung

Der regelmifige Wechsel von Tag und Nacht hat tiefgrei-
fende Auswirkungen auf alle Bereiche des Lebens. Infol-
gedessen laufen zahlreiche physiologische Vorginge in
einer Vielzahl unterschiedlichster Lebewesen mit einem
Rhythmus ab, der an unsere 24-stiindige Photoperiode an-
gelehnt ist (Hastings et al., 2003). Einige dieser Prozesse
sind rein reaktiv, d.h. die Rhythmen verschwinden unter
konstanten Lichtbedingungen ohne Licht/Dunkel-Wech-
sel; solche Rhythmen bezeichnet man auch als diurnale
Rhythmen. Andere Prozesse unterliegen einer Rhythmik,
die durch einen endogenen Oszillator — eine ,Innere
Uhr* — im Organismus selbst erzeugt wird und die den
taglichen Licht/Dunkel-Wechsel antizipiert; solche
Rhythmen, die unter konstanten Lichtbedingungen beste-
hen bleiben und weiterhin eine Periodenlénge von unge-
fiahr 24 Stunden aufweisen, bezeichnet man als circadiane
Rhythmen.

Die Innere Uhr ist allerdings nur ein Teil eines komple-
xen neuronalen Netzwerkes, dessen Umrisse erstmals von
Ernst Scharrer erkannt und als photoneuroendokrines
System bezeichnet wurden (Scharrer, 1964). Seine Auf-
gabe ist es, die Korperfunktionen an die herrschende
Photoperiode anzupassen. Neben dem endogenen Oszilla-
tor besteht das photoneuroendokrine System aus zwei
weiteren Komponenten, die mit dem Rhythmusgenerator
eng verbunden sind. Erstens sind das Photorezeptoren,
die Lichtinformationen wahrnehmen und an die ,,Innere
Uhr* weiterleiten, um den circadianen Rhythmus mit
dem Licht/Dunkel-Rhythmus unserer Umwelt zu syn-
chronisieren. Und zweitens sind das Elemente, die das
»Ticken* der ,Inneren Uhr* in ein Ausgangssignal iiber-
setzen, das im Korper erkannt werden kann. Die Verbrei-
tung dieses Ausgangssignals kann auf neuronalem Wege
oder auf endokrinem Wege geschehen.

In nicht-sdugenden Wirbeltieren — wie in Fischen, Rep-
tilien, Vogeln — finden wir alle drei Komponenten des pho-
toneuroendokrinen Systems an derselben Stelle — ndmlich
im Pinealorgan. Und nicht nur das: man findet sie sogar in
ein- und derselben Zelle, ndmlich im Pinealozyten. Jeder
einzelne Pinealozyt von Fischen oder von Vogeln (i) ist di-
rekt lichtempfindlich, (ii) kann eigenstindig einen endoge-
nen Rhythmus erzeugen und (iii) kann das endokrine Aus-
gangssignal Melatonin produzieren, das Rhythmus und
Phasenlage der Uhr im ganzen Korper verbreitet. Alle drei

Schliisselfunktionen des photoneuroendokrinen Systems
sind also in einer ,,photoneuroendokrinen Zelle* vereint.
Die Organisation des photoneuroendokrinen Systems und
die Regulation der Melatonin-Biosynthese in nicht-sdu-
genden Wirbeltieren werden an anderer Stelle detailliert
behandelt (Korf et al., 1998; Cahill, 2002; Natesan et al.,
2002; Brandstiitter und Abraham, 2003; Falcon et al.,
2003).

In Séugetieren hat das photoneuroendokrine System im
Laufe der Evolution eine umfangreiche morphologische
Umformung erfahren, indem seine drei Schliisselfunk-
tionen rdumlich getrennt wurden. Pinealozyten von Séu-
getieren haben die direkte Lichtempfindlichkeit verloren.
Die Photorezeptoren, die den circadianen Rhythmus mit
dem Tag-Nacht-Rhythmus synchronisieren, liegen bei
Sdugetieren in der Netzhaut des Auges. Interessanterwei-
se sind es nicht die Stdbchen und Zapfen, die diese Auf-
gabe iibernehmen, sondern ein spezieller nicht-visueller
Photorezeptor. Dieser Photorezeptor liegt in der Gan-
glienzellschicht (Berson et al., 2002; Sekaran et al., 2003)
und benutzt zur Photorezeption ein eigenes Photopig-
ment, das Melanopsin (Provencio et al., 2000; Peirson
und Foster, 2006). Von den Photorezeptoren wird Licht-
information {iiber einen speziellen Teil des Sehnerven,
den retinohypothalamischen Trakt, zur ,Inneren Uhr
iibertragen (Hannibal und Fahrenkrug, 2006). In Séuge-
tieren liegt der endogene Oszillator nicht im Pinealorgan,
sondern in einem umschriebenen Kerngebiet des Hypo-
thalamus, im Nucleus suprachiasmaticus (SCN; Weaver,
1998; Reppert and Weaver, 2002; Panda und Hogenesch,
2004). Der SCN ist polysynaptisch mit dem Pinealorgan
verbunden (Moore, 1996). Die letzte Wegstrecke beginnt
am obersten Grenzstrangganglion, dem Ganglion cervi-
cale superius. Von hier ziehen postganglionére sympathi-
sche Nervenfasern zum Pinealorgan und entlassen in der
Nacht den Neurotransmitter Noradrenalin (NA; Drijthout
et al., 1996). Es ist unbestritten, dass die sympathische In-
nervation des Pinealorgans in allen untersuchten Tierarten
vorkommt und NA die rthythmische Bildung von Melato-
nin entscheidend und maBgeblich bestimmt. Daneben
gibt es aber auch neuroanatomische Befunde, die eine In-
nervation aus parasympathischen Ganglien oder dem
Ganglion trigeminale und/oder eine zentrale Innervation
des Pinealorgans dokumentieren (Mgller und Baeres,
2002). Hinsichtlich der Auspridgung und des Neurotrans-
mittergehaltes dieser nicht-sympathischen pinealopetalen
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Innervation gibt es groBe tierartliche Unterschiede. Aufler
den neuroanatomischen Daten deuten aber auch verschie-
dene funktionelle Studien darauf hin, dass die NA-gesteu-
erte Bildung von Melatonin durch eine Reihe von neuro-
aktiven Substanzen (z.B. Neuropeptide, Acetylcholin,
Glutamat) moduliert werden kann. Der vorliegende Uber-
sichtsartikel beschrinkt sich auf die noradrenerge und die
cholinerge Signalverarbeitung im Pinealorgan (zur pepti-
dergen Innervation und Signaliibertagung im Pinealorgan;
Simonneaux und Ribelayga, 2003).

Noradrenerge Signalverarbeitung im Pinealorgan
von Siugetieren

Die Freisetzung von NA im Pinealorgan von Sdugetieren
bewirkt dort allndchtlich die Bildung von Melatonin
(Klein, 1985; Klein et al., 1997; Korf et al., 1998). Mela-
tonin kann als neuroendokrines Signal fiir die Nacht an-
gesehen werden, weil es die Beleuchtungsbedingungen
in allen bisher untersuchten Tieren (und auch beim
Menschen) verldsslich widerspiegelt. Dieses einheitliche
Muster ist unabhingig vom Verhalten, denn sowohl in
tagaktiven als auch in nachtaktiven Tieren ist die Melato-
nin-Konzentration im Blut am Tage niedrig und in der
Nacht hoch. Interessanterweise schlagen sich nicht nur
die tdglichen, sondern auch die jahreszeitlichen Verin-
derungen in den Lichtbedingungen im Melatonin-Signal
nieder. Saisonale Verdnderungen der Linge der Nacht
filhren zu Verdnderungen beziiglich Dauer und Amplitude
des Melatonin-Anstiegs im Blut (Lincoln et al., 2003).
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Melatonin ist eine lipophile Substanz und wird nach
heutigem Stand des Wissens nicht im Pinealorgan gespei-
chert, sondern unmittelbar nach seiner Bildung ins Blut
abgegeben. Demzufolge wird der Melatonin-Spiegel im
Blut iiber die Rate bestimmt, mit der das Hormon synthe-
tisiert wird. Die Bildung von Melatonin geht von der
Aminosédure Tryptophan aus (Abb. 1). Tryptophan wird
zuerst in Serotonin iiberfiihrt und dann in zwei Schritten
in Melatonin umgewandelt, welche durch die Arylalkyl-
amin-N-acetyltransferase (AANAT) und die Hydroxyin-
dol-O-methyltransferase (HIOMT) Kkatalysiert werden.
Das erste Enzym N-azetyliert Serotonin, das zweite En-
zym O-methyliert das entstehende N-Azetylserotonin zu
Melatonin. Die AANAT gilt als das Schliisselenzym der
Melatonin-Biosynthese und ist Zielstruktur einer Reihe
von regulatorischen Prozessen.

NA ist fiir die Kontrolle der AANAT und der Melato-
nin-Bildung der dominierende Neurotransmitter. In allen
untersuchten Sdugetieren erzielt er seine Wirkung durch
die gleichzeitige Aktivierung zweier Subtypen von adre-
nergen Rezeptoren. Die Aktivierung B;-adrenerger Re-
zeptoren fiihrt zur Aktivierung der Adenylatzyklase und
nachfolgend zu einem Anstieg der intrazelluliren cAMP-
Konzentration. Der erhohte cAMP-Spiegel bewirkt
daraufhin die Aktivierung der cAMP-abhingigen Protein-
Kinase A (PKA). Beides — cAMP-Anstieg und PKA-Ak-
tivierung — ist eine Grundvoraussetzung fiir die Stimulie-
rung von AANAT und Melatonin-Bildung in allen
Saugetieren (Klein, 1985; Klein et al., 1997). Die gleich-
zeitige Aktivierung o, -adrenerger Rezeptoren durch NA
fiihrt auBerdem zu einem Anstieg der intrazelluldren Cal-
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Abb. 1: Das Pinealorgan eines Rindes in situ mit Anteilen des Mittelhirns und des Zwischenhirns. Die Synthese von Melatonin geht
im Rind wie auch in allen anderen Wirbeltieren von der Aminoséure Tryptophan aus.
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cium-Konzentration ([Ca®*];). Die Erhohung von [Ca®*];
kommt dadurch zustande, dass Calcium-Ionen aus intra-
zelluldren Calcium-Speichern freigesetzt werden und zu-
sdtzlich aus dem Extrazelluldrraum in den Pinealozyten
einstromen (Sugden et al., 1987; Schomerus et al., 1995).

Die NA-induzierte Erhohung der intrazelluldren Kon-
zentrationen von cAMP und Calcium-Ionen sind streng
konservierte Elemente der Signaliibertragung in Pineal-
organen aller untersuchten Sidugetiere. Demgegeniiber
zeichnen sich die regulatorischen Mechanismen, die diese
beiden Standardantworten auf einen noradrenergen Reiz
mit der Stimulierung der AANAT und der Melatonin-Bio-
synthese verkniipfen, durch auffillige tierartliche Unter-
schiede aus. Diese Unterschiede werden insbesondere
beim Vergleich zwischen Nagetieren und Nicht-Nagern
deutlich.

Nagetiere lieben’s transkriptionell

Fiir lange Zeit wurde die Regulation der Melatonin-Bio-
synthese fast ausschlieflich an der Ratte untersucht. So
wie bei anderen Sdugetieren ist die Erhohung der cAMP-
Konzentration auch im Pinealozyten der Ratte eine essen-
tielle Voraussetzung fiir die Bildung von Melatonin. In
Pinealozyten der Ratte fithrt NA zu einem ca. 100fachen
Anstieg des cAMP-Spiegels (Vanecek et al., 1985). Diese
deutliche Wirkung von NA beruht auf einem kombinato-
rischen Mechanismus, dem die gleichzeitige Aktivierung
B1- und o;-adrenerger Rezeptoren zugrunde liegt (Sugden
et al., 1985; Vanecek et al., 1985). Die alleinige Aktivie-
rung PB;-adrenerger Rezeptoren erhoht die intrazelluldre
cAMP-Konzentration nur ca. 10fach. Die gleichzeitige
Aktivierung o, -adrenerger Rezeptoren und der damit ver-
bundene Anstieg von [Ca2+]i potenzieren die P;-adrenerg
induzierte cAMP-Erhohung, so dass die intrazelluldre
cAMP-Konzentration einen Wert erreicht, der ca. 100fach
tiber dem Ausgangwert liegt. Bei diesem Mechanismus
spielt die Protein-Kinase C (PKC) eine wichtige Rolle,
die durch einen erhohten [Ca®*];-Spiegel aktiviert wird
und die Adenylatzyklase gegeniiber P;-adrenerger Sti-
mulation sensitiviert. Ein isolierter [Ca2+]i—Anstieg oder
eine isolierte Aktivierung der PKC — beispielsweise durch
Stimulation mit Phorbolestern — haben in Pinealozyten
der Ratte bemerkenswerterweise keine Wirkung: Es
kommt zu keinem Anstieg von cAMP oder Melatonin
(Sugden et al., 1985; Zatz, 1985). Bei anderen Tierarten
konnte die /B -adrenerge Potenzierung bisher aller-
dings nicht gezeigt werden. Diese Befunde belegen die
zentrale Bedeutung von cAMP fiir die Melatonin-Biosyn-
these; Anderungen von [Ca?*]; haben dagegen modulie-
rende Bedeutung.

In Nagetieren wie der Ratte oder der Maus wird die
Melatonin-Synthese in erster Linie iiber transkriptionelle
Mechanismen gesteuert (Klein et al., 1997; Korf et al.,
1998). Im Mittelpunkt dieser Mechanismen steht der

Transkriptionsfaktor cyclic AMP responsive element
(CRE)-binding protein (CREB). Nach B;-adrenerger Sti-
mulation und nachfolgendem cAMP-Anstieg kommt es
zu einer Phosphorylierung von CREB am Serin-Rest 133
in den Zellkernen aller Pinealozyten; o-adrenerge Sti-
mulation hat dagegen keine Wirkung (Roseboom et al.,
1995; Tamotsu etal., 1995). Das phosphorylierte (p)
CREB fordert die Transkription von Genen, die eine Bin-
dungsstelle (CRE) fiir CREB in ihrem Promoter aufwei-
sen. Zu diesen Genen zihlt auch die AANAT (Baler et al.,
1997). In unstimulierten Zellen ist Aanat-mRNA kaum
nachweisbar; die vermehrte Transkription des Aanat-
Gens infolge noradrenerger Stimulation fiihrt zu einem
starken Anstieg des Aanat-mRNA-Spiegels im Pinealozy-
ten (Borjigin et al., 1995; Roseboom et al., 1996). Mit ei-
ner zeitlichen Verzégerung von 1 bis 2 Stunden kommt es
zu vergleichbaren Anstiegen im AANAT-Proteingehalt, in
der AANAT-Proteinaktivitdt und in der Melatonin-Bil-
dung. Andere Zielgene von pCREB im Pinealorgan sind
u.a. die Gene fiir den B;-adrenergen Rezeptor (Pfeffer
et al., 1999) und den Transkriptionsfaktor ICER (induci-
ble cAMP early repressor; Stehle et al., 1993). ICER ist
ein inhibitorischer Transkriptionsfaktor, der die Tran-
skription cAMP-kontrollierter Gene blockieren kann. Er
ist daran beteiligt, dass der Aanat-mRNA-Anstieg schon
vor dem Ende der Nacht beendet wird (Maronde et al.,
1999).

An dieser Stelle ist anzumerken, dass nicht nur
Bi-adrenerge Agonisten, sondern auch andere Substan-
zen, die den cAMP-Spiegel erhohen, eine Phosphorylie-
rung von CREB hervorrufen konnen. Dazu gehoren bei-
spielsweise das Vasoaktive Intestinale Peptid (VIP) und
das Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide
(PACAP), die ebenfalls die Melatonin-Biosynthese akti-
vieren konnen (Schomerus et al., 1996). Diese Befunde
unterstreichen die grofle integrative Bedeutung von
pCREB fiir die Kontrolle der Melatonin-Synthese bei Na-
getieren.

Es ist heutzutage unbestritten, dass die transkriptionel-
le Aktivierung der AANAT essentiell und unverzichtbar
fiir die Melatonin-Bildung bei Nagetieren ist. Auf der an-
deren Seite wird auch klar, dass die transkriptionellen
Mechanismen durch Prozesse erginzt werden, die — eben-
falls durch den cAMP-Spiegel gesteuert — den proteolyti-
schen Abbau der AANAT steuern (Gastel et al., 1998).
Diese posttranskriptionelle Kontrolle der AANAT ist bes-
ser geeignet als die vergleichsweise trige transkriptionel-
le Kontrolle, die Bildung von AANAT-Protein und Mela-
tonin schnell und effizient zu blockieren, z.B. bei
plotzlichem Licht in der Nacht. Unter solchen Bedingun-
gen kommt es zu einem sofortigen Abfall des cAMP-
Spiegels, der umgehend die Proteolyse der AANAT ein-
leitet. Es ist bisher nicht geklirt, ob oder in welchem
Ausmall dieser Mechanismus auch bei der NA-kontrol-
lierten Aktivierung der AANAT in der frithen Nacht eine
Rolle spielt, weil die essentielle transkriptionelle Aktivie-
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rung der AANAT die Analyse dieser interessanten Frage
sehr erschwert.

Ein charakteristischer Aspekt des Melatonin-Rhythmus
bei allen Séugetieren ist, dass die Melatonin-Synthese of-
fenbar schon vor dem Ende der Nacht beendet wird. Unter-
suchungen an der Ratte haben gezeigt, dass die rechtzeiti-
ge Abschaltung der Melatonin-Bildung durch eine enge
Verzahnung mehrerer regulatorischer Prozesse gewihr-
leistet wird. Erstens wird zum Ende der Nacht hin zuneh-
mend weniger NA aus den sympathischen Nerventermina-
len ausgeschiittet (Drijfhout et al., 1996). Ein zweiter
Mechanismus, der die Melatonin-Bildung blockiert, ist
die Dephosphorylierung von pCREB. Experimente an iso-
lierten Pinealozyten haben gezeigt, dass der Entzug von
NA nach vorausgegangener Stimulation mit NA zu einer
schnellen Dephosphorylierung von pCREB fiihrt, auf die
eine Erniedrigung des Aanat-mRNA- und AANAT-Pro-
tein-Spiegels sowie der Melatonin-Synthese folgt. In phar-
makologischen Untersuchungen konnte eine Beteiligung
der Serin/Threonin-Phosphatase 1 nachgewiesen werden
(Koch et al., 2003). SchlieBlich weifl man, dass der inhibi-
torische Transkriptionsfaktor ICER an der Abschaltung
der Melatonin-Biosynthese beteiligt ist (s. 0.). Es wird ver-
mutet, dass die rhythmische Transkription von cAMP-
induzierbaren Genen wie dem Gen fiir die AANAT in
Nagetieren durch Verschiebungen im mengenméfBigen
Verhiltnis zwischen pCREB und ICER und deren Kom-
petition um CREs bestimmt wird. Diese Annahme wird
u. a. dadurch gestiitzt, dass es zu einem deutlichen Abfall
von pCREB am Ende der Nacht und zu moderatem An-
stieg von ICER in der zweiten Nachthilfte kommt (Stehle
et al., 1993; Maronde et al., 1999; von Gall et al., 2000).

Rinder (und Menschen?) lieben’s posttranslational

In letzter Zeit haben vergleichende Untersuchungen erge-
ben, dass die Befunde zur Signaltransduktion im Pineal-
organ von Ratten und Méiusen (Abb. 2) nicht unbedingt
auf andere Siugetiere iibertragbar sind. Beispielsweise
gibt es auffallende Unterschiede im Melatonin-Profil zwi-
schen Ratte und Rind. Bei der Ratte beginnt die Melato-
nin-Produktion ca. 1 bis 2 Stunden nach Einsetzen der
Dunkelheit, also verzogert, vermutlich weil die Synthese
der Aanat-mRNA einen gewissen zeitlichen Vorlauf er-
fordert. Im Rind kommt es dagegen unmittelbar nach Ein-
setzen der Dunkelheit zu einem Anstieg der Melatonin-
Konzentration im Blut (Hedlund et al., 1977). Isolierte
Pinealozyten des Rindes haben sich als ein besonders ge-
eignetes Modellsystem erwiesen, um Gemeinsamkeiten
und Unterschiede bei der Regulation der Melatonin-Bil-
dung zwischen Nagetieren und Nicht-Nagern zu unter-
suchen. Ein Charakteristikum der noradrenergen Sig-
naliibertragung im Pinealorgan beider Versuchstiere ist,
dass NA iiber die Aktivierung (;-adrenerger Rezeptoren
einen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration
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Abb. 2: Molekulare Kontrolle der Biosynthese von Melatonin im
Pinealozyten der Ratte. o, o;-adrenerger Rezeptor; 3, ;-adre-
nerger Rezeptor; PKA, cAMP-abhingige Proteinkinase A;
CREB, cyclic AMP responsive element-binding protein; ICER,
inducible cAMP early repressor; PSP1, Protein-Serin/Threonin-
Phosphatase 1; AANAT, Arylalkylamin-N-acetyltransferase;
14-3-3, 14-3-3-Protein; HIOMT, Hydroxyindol-O-methyltrans-
ferase; P, Phosphatgruppe.

hervorruft und dass die Erhohung des cAMP eine essen-
tielle Voraussetzung fiir den Beginn der Melatonin-Syn-
these darstellt (Schomerus et al., 2002). Interessanterwei-
se ist beim Rind der cAMP-Anstieg aber weniger
ausgepriagt (2fach) als bei der Ratte (100fach; Vanecek
et al., 1985); der Grund dafiir ist unbekannt. Eine weitere
Gemeinsamkeit besteht darin, dass die Aktivierung
a,-adrenerger Rezeptoren bei beiden Tierarten zu einem
starken Anstieg von [Ca®*]; im Pinealozyten fiihrt. Auch
beim Rind resultiert der [Ca2+]i—Anstieg aus der Freiset-
zung von Calcium-Ionen aus intrazelluliren Kompar-
timenten sowie aus dem Einstrom von Calcium-Ionen in
die Zelle (Schomerus et al., 2002).

Offenbar sind die molekularen Mechanismen, die die
intrazellulire Konzentration an cAMP und Ca®* steuern
sowie die funktionelle Bedeutung der beiden Botenstoffe
bei Rind und Ratte weitgehend dhnlich. Diesen Gemein-
samkeiten stehen deutliche Unterschiede auf der Ebene
der Steuerung der AANAT gegeniiber. Untersuchungen
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an Pinealozyten des Schafes und des Rindes haben er-
geben, dass das Aanat-Gen konstitutiv exprimiert wird
und dass der Aanat-mRNA-Spiegel keinen Tag/Nacht-
Schwankungen unterliegt (Coon et al., 1995; Klein et al.,
1997; Schomerus et al., 2000). Offenbar reguliert der
cAMP/PKA-Weg die Melatonin-Synthese nicht iiber die
transkriptionelle Aktivierung der AANAT wie bei der
Ratte. Vielmehr wird beim Schaf und beim Rind die Me-
latonin-Bildung tiber die Kontrolle der Rate reguliert, mit
der AANAT-Protein proteolytisch abgebaut wird (Klein
etal., 1997; Schomerus etal., 2000; Ganguly et al.,
2001). In unstimulierten Pinealozyten ist der cAMP-Spie-
gel niedrig. Unter diesen Bedingungen wird AANAT-Pro-
tein aus der konstitutiv vorhandenen Aanat-mRNA stin-
dig gebildet und durch das Proteasom sofort wieder
abgebaut (,,Tagsituation®). Nach noradrenerger Stimula-
tion steigt der cAMP-Gehalt in der Zelle an. Dies fiihrt
zur PKA-abhéngigen Phosphorylierung der AANAT, die
dadurch vor der proteasomalen Proteolyse geschiitzt ist
(,,Nachtsituation*). Dieser verschwenderisch erscheinen-
de, posttranslationale Regulationsmechanismus spiegelt
vermutlich die Bedeutung wider, die der Organismus ei-
nem scharfen und prézisen Melatonin-Profil zumisst. Er
wurde zuerst in Pinealozyten der Ratte entdeckt. In Na-
gern ist die Steuerung der Proteolyse aber nur ein Pro-
zess, der die obligatorische transkriptionelle Aktivierung
der AANAT erginzt, indem das Enzym stabilisiert wird.
Nur in Ausnahmesituationen — bei unerwartetem Licht in-
mitten der Nacht — spielt die proteasomale Proteolyse
auch bei der Ratte die fithrende Rolle bei der Kontrolle
der Melatonin-Synthese, weil durch den rapiden Abfall
des cAMP-Spiegels die AANAT dephosphoryliert wird
und damit vor der proteasomalen Proteolyse nicht mehr
geschiitzt ist (Gastel et al., 1998). Bei Schafen und Rin-
dern, bei denen die AANAT nicht transkriptionell akti-
viert wird, ist die Kontrolle der AANAT-Proteolyse dage-
gen der entscheidende Mechanismus, der {iiber die
Melatonin-Bildung bestimmt (Abb. 3). Erste Studien
sprechen dafiir, dass dies auch beim Menschen so sein
konnte. In autoptischen Proben aus menschlichen Pineal-
organen wurden keine signifkanten Tag/Nacht-Schwan-
kungen im Aanat-mRNA-Gehalt festgestellt (Ackermann
et al., 2006). Ahnliche Ergebnisse wurden zuvor an Pine-
alorganen erhoben, die Rhesusaffen entnommen wurden
(Coon et al., 2002). Gegen eine transkriptionelle Aktivie-
rung des Aanat-Gens beim Rind und beim Menschen
spricht weiterhin, dass AANAT-Aktivitidt und Melatonin-
Synthese unmittelbar nach Eintritt der Dunkelheit einset-
zen (Hedlund et al., 1977; Reppert et al., 1979; Arendt,
1998). Dieser Befund lédsst sich so interpretieren, dass
das Aanat-Gen konstitutiv exprimiert wird, so dass keine
zusitzliche Zeit fiir die Akkumulation von Aanat-mRNA
benotigt wird wie bei der Ratte. Diese Gemeinsamkeiten
im Melatonin-Stoffwechsel zwischen Rindern und Prima-
ten unterstreichen die besondere modellhafte Bedeutung,
die Untersuchungen an Pinealozyten des Rindes haben.
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Die cAMP-abhingige Phosphorylierung der AANAT
erfolgt an zwei kurzen Abfolgen von Aminosduren inner-
halb der AANAT, die als Erkennungssequenzen fiir die
PKA dienen. Sie liegen in regulatorischen Doménen am
Amino- und Carboxyterminus der AANAT, die ein zen-
tralgelegenes katalytisches Zentrum flankieren, welches
iiber Bindungsstellen fiir Arylalkylamine und Acetyl-
CoA vertiigt (Klein et al., 1997). Die Phosphorylierung
der Aminosduren Threonin-31 und Serin-205 innerhalb
der beiden PKA-Erkennungssequenzen ldsst ein Motiv
entstehen, das von sog. 14-3-3-Proteinen erkannt wird
(Ganguly et al., 2001; Obsil et al.,, 2001; Zheng et al.,
2005). 14-3-3-Proteine gehoren zu einer Gruppe regulato-
rischer Proteine, die ubiquitir vorkommen und an eine
Vielzahl von — zumeist phosphorylierten — Zielproteinen
binden konnen (Klein et al., 2003; Aitken, 2006). Die Bil-
dung von pAANAT-14-3-3-Proteinkomplexen hat min-
destens zwei Effekte: (1) 14-3-3 wirkt wie eine Tarnkap-
pe, die die pAANAT vor Molekiilen schiitzt, welche die
Proteolyse einleiten. Dabei handelt es sich vermutlich
um Phosphatasen und/oder Makromolekiile wie Ubiqui-



Adrenerge und cholinerge Signalverarbeitung im Pinealorgan von Séugetieren 77

tin, die abzubauende Proteine fiir die proteasomale Pro-
teolyse markieren. (2) 14-3-3 erhoht die Affinitit zwi-
schen AANAT und ihrem Substrat Serotonin und erleich-
tert dadurch die Umwandlung von Serotonin in
N-Acetylserotonin in der Nacht, wenn die Serotonin-Kon-
zentration im Pinealozyten niedriger als am Tag ist.

Unabhiingig von der untersuchten Tierart ist der
cAMP/PKA-Weg offensichtlich von zentraler Bedeutung
fiir die Aktivierung der AANAT. Jedoch gibt es Hinweise,
dass auch andere Signaliibertragungskaskaden an der Re-
gulation dieses Enzyms beteiligt sein konnen. Von beson-
derem Interesse ist der Befund, dass in Pinealozyten des
Rindes die direkte Aktivierung der PKC durch Phorboles-
ter starke Anstiege von AANAT-Protein, AANAT-Aktivi-
tait und Melatonin-Bildung bewirkt (Schomerus et al.,
2004). Diese Daten unterscheiden sich deutlich von Un-
tersuchungen an Pinealozyten der Ratte, in denen Phorbol-
ester keine Wirkung auf die genannten Merkmale haben
(Sugden et al., 1985; Zatz, 1985). Bemerkenswerterweise
haben Phorbolester keinen Einfluss auf den Aanat-
mRNA-Gehalt der Zellen. Das lidsst den Schluss zu, dass
Phorbolester die AANAT auf posttranskriptioneller Ebene
kontrollieren. Der interessanteste Aspekt an diesen Unter-
suchungen ist aber, dass den zelluldiren Antworten, die
durch Phorbolester ausgelost werden, keine cAMP-Erho-
hung vorausgeht. Offenbar kann die Melatonin-Bildung
in Pinealozyten des Rindes iiber einen cAMP-unabhiingi-
gen Mechanismus beeinflusst werden, an dem PKC betei-
ligt ist. Dieser iiberraschende Befund wirft eine Reihe
von Fragen auf. Besonders naheliegend ist die Frage, iiber
welche molekularen Mechanismen die PKC die AANAT
aktiviert. Der Vergleich der Aminosduresequenz von
AANATSs aus verschiedenen Tierarten zeigt, dass neben
den beiden PKA-Erkennungssequenzen auch eine streng
konservierte PKC-Erkennungssequenz zu finden ist, die
am Carboxyterminus der AANAT lokalisiert ist (Klein
etal.,, 1997). Es wire also denkbar, dass die PKC die
AANAT ebenfalls durch direkte Phosphorylierung akti-
viert. Weitere Studien sollten der Frage nachgehen, durch
welchen physiologischen Stimulus sich der PKC-vermit-
telte, cAMP-unabhingige Weg aktivieren lésst.

Cholinerge Signalverarbeitung im Pinealorgan
von Sdugetieren

Eine parasympathische Innervation des Pinealorgans wur-
de in einer Reihe von neuroanatomischen Studien in ver-
schiedenen Tierarten mit unterschiedlicher Intensitit und
Ausprigung nachgewiesen (Ubersicht: Phansuwan-Pujito
et al., 1999; Mgller und Baeres, 2002). Als Ursprungsorte
der cholinergen Fasern gelten das Ganglion sphenopalati-
num und das Ganglion oticum (Shiotani et al., 1986; Mgl-
ler und Liu, 1999). Der Nachweis nikotinischer Acetyl-
cholin-Rezeptoren (nicAChRs; Reuss etal., 1992;
Stankov et al., 1993; Yeh et al., 2001) und muskarinischer

Acetylcholin-Rezeptoren (muscAChRs; Taylor et al.,
1980; Finocchiaro et al., 1989; Govitrapong et al., 1990)
iiber in situ-Hybridisierung, immunzytochemische Unter-
suchungen oder Bindungsstudien spricht fiir die Annah-
me, dass Acetylcholin (ACh) die Melatonin-Synthese
modulieren kann. In einer Reihe funktioneller Unter-
suchungen an Pinealozyten der Ratte und des Rindes wur-
de das Antwortverhalten der Zellen auf Stimulation mit
ACh analysiert. Pinealozyten neonataler Ratten antworten
auf ACh mit einem Anstieg von [Ca**];, der iiber muska-
rinische AChRs vermittelt wird (Schomerus et al., 1999).
Wihrend der zweiten postnatalen Woche kommt es inte-
ressanterweise zu einer Verdnderung hinsichtlich von
Reizwahrnehmung und Reizweiterleitung: Das ACh-
induzierte Calcium-Signal wird nicht mehr iiber musc-
AChRs, sondern iiber nicAChRs vermittelt. Da musc-
AChRs und nicAChRs mit unterschiedlichen nachge-
schalteten Signaltransduktionskaskaden gekoppelt sein
konnen, ist anzunehmen, dass ACh iiber muscACh-Re-
zeptor in einem engen Zeitfenster die friihe postnatale
Entwicklung des Pinealorgans beeinflusst.

In adulten Pinealozyten der Ratte bewirkt ACh den
[Ca2+]i-Anstieg ausschlieflich iiber nicAChRs (Schome-
rus et al., 1995; Letz et al., 1997). In elektrophysiologi-
schen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der
nicAChR, der selbst ein Liganden-gesteuerter Ionenkanal
ist, sich 6ffnet und Na*-Ionen in die Zelle einstrémen
lisst. Dieser Na*-Influx ruft eine Depolarisation des Pi-
nealozyten hervor, die schlieBlich zur Offnung span-
nungsabhiingiger Calcium-Kanile und einen Ca®*-Ein-
strom in den Pinealozyten fiihrt. Die funktionelle
Bedeutung des ACh-induzierten Ca**-Signals ist umstrit-
ten. Bei der Ratte gibt es Befunde, nach denen die
[Ca2+]i-Erh6hung zur Freisetzung von Glutamat aus dem
Pinealozyten fiihrt. Das Glutamat hat nach diesen Unter-
suchungen eine auto- oder parakrine Wirkung: Es hemmt
iiber einen speziellen Glutamat-Rezeptor (GlutR3) die
Adenylatzyklase, erniedrigt dadurch den cAMP-Spiegel
und hemmt somit der Melatonin-Bildung (Yamada et al.,
1998a, 1998b; Abb. 4). Im Gegensatz zur Ratte wirkt
ACh in Pinealozyten des Rindes sowohl iiber musc-
AChRs als auch tiber nicAChRs und fiihrt zu einer Erho-
hung von [Ca2+]i. Allerdings hemmen ACh oder Glu-
tamat weder den NA-induzierten Anstieg der AANAT-
Aktivitdt noch den NA-induzierten Anstieg der Melato-
nin-Synthese (Schomerus et al., 2002). Die funktionelle
Bedeutung der AChRs und der spannungsabhidngigen
Calcium-Kanéle in Pinealozyten des Rindes ist daher
noch ungeklért.

Zusammenfassung
Infolge intensiver Untersuchungen sind sowohl die norad-

renerge als auch die cholinerge Signaltransduktion im Pi-
nealorgan von Siugetieren gut charakterisiert. Die um-
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Abb. 4: Cholinerge Signaliibertragung im Pinealorgan der Ratte.
o, o-adrenerger Rezeptor; By, Pi-adrenerger Rezeptor; PKA,
cAMP-abhingige Proteinkinase A; AANAT, Arylalkylamin-
N-acetyltransferase; nicAChR, nikotinischer Acetylcholin-Re-
zeptor; VGCC, spannungsabhingiger Calcium-Kanal; mGlutR3,
metabotroper Glutamat-Rezeptor 3.

fangreiche Kenntnis iiber die molekularen Komponenten
und deren Wechselwirkungen macht das Pinealorgan zu
einem ausgezeichneten Modellsystem fiir die weitere Un-
tersuchung beider Signaliibertragungswege. Die funktio-
nelle Bedeutung der cholinergen Erregbarkeit, die ein
konserviertes Element in der Signaliibertragung des Pine-
alorgans darstellt und in Pinealozyten aller untersuchten
Sdugetiere nachgewiesen werden konnte, bedarf weiterer
Untersuchungen. Bei einer vergleichenden Betrachtung
der noradrenergen Signaliibertragung im Pinealorgan fllt
auf, dass ein gut definiertes, endokrines Ausgangssignal —
die Bildung von Melatonin — durch verschiedene regula-
torische Mechanismen gesteuert wird. Diese tierartlichen
Unterschiede haben sich im Verlauf der Evolution heraus-
gebildet und reflektieren eindrucksvoll die groe adaptive
Plastizitdt des Pinealorgans. Sie machen auch deutlich,
dass vergleichende Untersuchungen hilfreich und not-
wendig sind, um das photoneuroendokrine System besser
zu verstehen, eingeschlossen das vom Menschen.

Eine offensichtliche Frage ist die nach der funktionel-
len Bedeutung dieser auffallenden Unterschiede. Moglich
erscheint, dass sie auf Aspekte des Verhaltens zuriick-
zufiihren sind wie beispielsweise Tagaktivitit (Rind,

Schaf, Mensch) bzw. Nachtaktivitit (die groBe Mehrheit
der Nagetiere). Untersuchungen an der Grasratte Arvican-
this ansorgei haben jedoch gezeigt, dass auch in einem
tagaktiven Nagetier die Kontrolle des Aanat-Gens iiber
transkriptionelle Aktivierung erfolgt (Garidou et al.,
2002).

Unabgéngig von der Antwort auf diese Frage macht ei-
ne vergleichende Betrachtung deutlich, dass Melatonin
als endokriner Code fiir die Nacht fiir die Physiologie
der Séugetiere von essentieller Bedeutung sein muss, weil
dieses Signal im Verlauf der Evolution trotz aller Verin-
derungen in den regulatorischen Mechanismen in seinem
Kern erhalten geblieben ist.
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