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              Grußwort

                    Gunnar BERG ML (Halle/Saale)

                         Mitglied des Präsidiums der Akademie

Spektabilität,
Lieber Herr ziERz,
Sehr geehrter Herr kollege YOUNG,
Sehr geehrter, lieber Herr kollege PESCHkE,
Meine sehr verehrten Damen, meine Herren!

Es ist mir eine Ehre, Sie im Namen des Präsidiums der Deutschen Akademie der Naturforscher
Leopoldina, besonders aber im Namen unseres Präsidenten Jörg HACkER, der heute leider
nicht anwesend sein kann, obwohl ihn das Thema sicher sehr interessiert hätte, zu begrüßen.
ich freue mich, dass hier im Rahmen der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für klini-
sche Neurophysiologie und Funktionelle Bildgebung dieses Satellitensymposium stattfinden
kann, und ich danke den beiden Moderatoren, Herrn YOUNG aus Münster und Herrn PESCHkE

aus Halle, der das Symposium organisiert und die Verbindung zur Leopoldina hergestellt hat,
für ihren Einsatz und für ihre Mühe. Die Leopoldina hat diese initiative gern unterstützt.

Das Thema des Symposiums, die Chronobiologie, ist, soweit ich das sehe, ein Problem-
kreis, der bereits seit Jahrzehnten als Grundlagenforschung betrieben wird, der aber auch nicht
unbedeutende Anwendungen einschließt, denn jede Tätigkeit, die außerhalb unseres evolutio-
när bestimmten Tätigkeitsablaufes stattfindet, beeinflusst selbstverständlich den circadianen
Rhythmus. Das betrifft Nachtarbeit ebenso wie die Überwindung mehrerer zeitzonen durch
den Flugverkehr. Doch angesichts der Tatsache, dass hier im Auditorium die Experten zu die-
sem Arbeitsfeld sitzen und gleich über die Grundlagen und die neuesten Ergebnisse referieren
werden, ist es nicht angemessen, wenn ich mich weiterhin zum Thema äußere. im Gegenteil
freue ich mich, von ihnen dazu etwas zu hören, bin ich doch selbst auch hergekommen, um
mich belehren zu lassen.

Gestatten Sie mir stattdessen einige Sätze zur Leopoldina, besonders natürlich für die
Gäste, die erstmals an einer Leopoldina-Veranstaltung teilnehmen. Die anderen bitte ich um
Entschuldigung, dass sie hier nun einiges Altbekanntes zum wiederholten Male hören.

Die Leopoldina wurde 1652 in der freien Reichsstadt Schweinfurt gegründet und ist mit
diesem Gründungsdatum die älteste, ununterbrochen existierende Akademie der Welt, also
auch älter als z. B. die Royal Society und andere bedeutende Akademien. Die Gründer waren
vier ärzte in Schweinfurt, die zu denen gehört haben, die erkannt hatten, dass für die Medizin
naturwissenschaftliche Grundlagen unerlässlich sind, eine Ansicht, die bis heute an Bedeutung
nichts verloren hat, wie ja auch ihr Symposium zeigen wird. So wurde den Mitgliedern die
Aufgabe gestellt, jeweils halbjährlich eine Monographie vorzulegen, in der ein Gegenstand
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aus dem Mineral-, dem Pflanzen- oder dem Tierreich, der für die Medizin Bedeutung hat,
möglichst umfassend dargestellt wird. Man hoffte, auf diese Weise eine Enzyklopädie aller
für die Medizin wichtigen Objekte zu erarbeiten. Wie Sie sich leicht denken können, wurde
damit aber die intellektuelle Leistungsfähigkeit der Mitglieder total überschätzt, und erst 1661
lag die erste und für lange zeit einzige Monographie vor, eine Monographie über den Rebstock
von dem Breslauer Stadtphysikus SACHS VON LEWENHAiMB. Man erkannte natürlich, dass Mo-
nographien die Ausnahme bleiben werden, wollte man die neuesten naturwissenschaftlichen
und medizinischen Ergebnisse möglichst aktuell publizieren, und so gründete die Leopoldina
1670 die erste medizinisch-naturwissenschaftliche zeitschrift der Welt, die Miscellanea cu-
riosa medico-physica Academiae Naturae Curiosorum sive Ephemeridum medico-physicarum
germanicarum curiosarum annus primus, abgekürzt die Ephemeriden, deren Namen im Laufe
der zeit sich gelegentlich änderte und die als Nova Acta Leopoldina bis heute existiert.

Das Bestreben der Gründer und ihrer Nachfolger war aber auch, die Akademie als Reichs-
akademie zu etablieren. Man verhandelte mit dem Wiener Hof, und tatsächlich gelang es 1687,
die Privilegierung der Akademie durch kaiser LEOPOLD i. zu erreichen. Neben vielen anderen
Rechten – sehr wichtig war für die Akademie die zensurfreiheit – wurde ihr auch der Name
Sacri Romani Imperii Academia Caesareo-Leopoldina Naturae Curiosorum, also kaiserlich-
Leopoldinische Akademie der Naturforscher, verliehen und damit war sie Reichsakademie.
Diesen Status hielt sie bis zu der durch NAPOLEON erzwungenen Niederlegung der kaiserkrone
durch FRANz ii. im Jahr 1806 und dem damit verbundenen Ende des Heiligen Römischen Rei-
ches Deutscher Nation bei. Doch bereits im 19. Jahrhundert versuchten einige Präsidenten,
wieder solch einen reichsunmittelbaren Status zu erreichen, indem sie sich bemühten, aus der
Akademie ein Nationales institut zu machen, bei dem die deutschen Regierungen auf Anfor-
derung Stellungnahmen zu bedeutsamen wissenschaftlichen Themen hätten erarbeiten lassen
können, also hier schon die idee der Politikberatung. Aber offenkundig war die zeit noch nicht
reif. Jedenfalls zerschlugen sich die Pläne, und die Leopoldina blieb zwar eine deutschland-
weite Akademie mit internationaler Mitgliedschaft, hielt diesen Status durch eine kluge Politik
auch während der DDR-zeit durch, aber sie war damit eine Akademie unter vielen anderen in
Deutschland.

Doch mit der friedlichen Revolution 1989/90 wurden auch hier die koordinaten neu jus-
tiert. Deutschland war eines der wenigen Länder, in der keine der existierenden Akademien
mit Selbstverständlichkeit angesprochen werden konnte, wenn es z. B. darum ging, die Wis-
senschaft in Deutschland in internationalen Angelegenheiten zu vertreten. Das wurde sowohl
von der Wissenschaft als auch von der Politik als Defizit angesehen, und so wurde gelegentlich
im politischen Raum die Ansicht geäußert, ob nicht die Leopoldina diese Rolle übernehmen
solle. Doch die Akademie musste sich in den 1990er Jahren erst einmal unter freiheitlichen
Verhältnissen positionieren. Ein erster Erfolg war die überaus positive Evaluierung durch den
Wissenschaftsrat. Der damalige Präsident, Benno PARTHiER, verstand es in der Folge, durch
eine behutsame, aber zielgerichtete Politik die Akademie auf Aufgaben außerhalb ihres bis-
herigen Wirkungsbereiches vorzubereiten, z. B. durch Erweiterung des Fächerspektrums. So
konnte dann unter seinem Nachfolger Volker TER MEULEN in den 2000er Jahren die Diskussion
um eine nationale Akademie wieder aufgenommen werden, die dann nach einem sehr kom-
plizierten und wechselhaft verlaufenden Prozess dazu führte, dass im Jahre 2008 während
eines Festaktes hier in Halle die Erhebung der Leopoldina durch Bundesministerin Annette
SCHAVAN im Beisein des Bundespräsidenten zur Nationalen Akademie der Wissenschaften er-
folgte. Die damit verbundenen Aufgaben sind zweierlei. zum einen vertritt die Leopoldina
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Deutschland in all den internationalen Gremien, in denen die einzelnen Länder durch ihre
Akademien vertreten sind. zum anderen erarbeitet die Leopoldina in kooperation mit der
Union der Länder-Akademien und der Akademie für Technikwissenschaften acatech Stel-
lungnahmen zu wissenschaftlichen und wissenschaftspolitischen Problemen, die gesellschaft-
lich bedeutsam sind oder in zukunft werden können. Die Leopoldina hat dabei die
Federführung, ist aber bestrebt, alle Sachkompetenz, die verfügbar ist, einzubeziehen. Das be-
deutet selbstverständlich eine weitaus stärkere Mitarbeit der Mitglieder, als das in der Vergan-
genheit üblich war.

ihnen wünsche ich eine erfolgreiche Veranstaltung, viele interessante Vorträge und Dis-
kussionen, anregende Gespräche und einen angenehmen Aufenthalt in Halle. ich hoffe, dass
Sie die Tagung mit vielen neuen Erkenntnissen zur Chronobiologie verlassen werden.

Vielen Dank für ihre Aufmerksamkeit! 

                         Prof. Dr. Dr.-ing. Gunnar BERG

                         Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina
                         Nationale Akademie der Wissenschaften
                         Emil-Abderhalden-Straße 37
                         06108 Halle (Saale)
                         Bundesrepublik Deutschland
                         Tel.: +49 345 47239889
                         Fax: +49 345 4723919
                         E-Mail: gunnar.berg@physik.uni-halle.de





Einleitung

                    Elmar PESCHkE ML (Halle/Saale)

                         Mit 1 Abbildung

Die Abbildung der Umwelt durch Sinnesorgane befähigt Lebewesen zu einer gewinnbringen-
den Einnischung in Raum und zeit. Ein „zeitsinn“ oder ein Organ der „zeitmessung“ im en-
geren Sinne sind nicht bekannt, dennoch ermöglichen die Sinnesorgane die kontaktaufnahme
nicht nur mit dem Raum, sondern auch mit zeit-vermittelnden Ereignissen und sind damit
von unverzichtbarer Bedeutung für interaktionen mit der Umwelt sowie eine sinnvolle inte-
gration in sie. Bei dieser integration in unsere Umwelt kommt dem optischen System, unserem
„vornehmsten Sinn“, also nicht nur bei der gnostischen, sondern auch bei der räumlichen und
zeitlichen Orientierung eine ganz entscheidende Bedeutung zu. Licht synchronisiert als stärks-
ter zeitgeber ständig unsere endogen generierten Rhythmen mit der Umwelt und nimmt da-
durch koordinierenden Einfluss auf biologische Funktionen sowie physiologische Abläufe
und Aktivitätsmuster im Tages- und Jahresgang.

Mit der Etablierung der Chronobiologie als einer medizinisch-biologischen Teildisziplin
in der Mitte des 20. Jahrhunderts, begründet von Jürgen ASCHOFF (1913–1998), Erwin BÜN-
NiNG (1906–1990) und Colin PiTTENDRiGH (1918–1996), den Hauptinitiatoren des 1960 orga-
nisierten „Cold Spring Harbor-Symposiums für biologische Uhren“, wurden in den
zurückliegenden 5 Jahrzehnten jahrtausendealte Beobachtungen und Erkenntnisse einer wis-
senschaftlichen Analytik zugeführt. Dabei stand die Frage nach einem Rhythmusgenerator
sowie einem möglichen „zeitsinn“, oftmals im kontext mit der Bedeutung eines „dritten
Auges“, im Fokus des interesses. Gegenstandslos sind in diesem zusammenhang Medianau-
gen, die uns in den Mythen unterschiedlichster kulturkreise begegnen und sich auf eine Fehl-
bildung, also auf ein Malheur der ontogenetischen Entwicklung, zurückführen lassen.
Entsprechende Terata haben mit Sicherheit Pate gestanden für den wohl bekanntesten Cyclo-
pen, der uns aus der Odyssee als Polyphem bekannt ist (Übersicht mit beispielhafter Darstel-
lung von Missbildungen [Terata] mit Medianäugigkeit [Cyclopenauge] aus der Meckel-
Sammlung des institutes für Anatomie und zellbiologie der Martin-Luther-Universität Halle-
Wittenberg siehe PESCHkE 2004).

Nach heutiger Auffassung gehörten zum morphologischen Substrat der „inneren Uhr“
neben dem primären Rhythmusgenerator, dem hypothalmischen Nucleus suprachiasmaticus
(NSC), vor allem eine epithalamische Struktur, die Epiphysis cerebri, die wegen ihrer zap-
fenform auch als Pinealorgan oder zirbeldrüse bezeichnet wird, und bereits seit mehr als 2000
Jahren bekannt ist. Erste Auseinandersetzungen mit der Epiphysis cerebri finden sich bei den
berühmten Anatomen der Alexandrinischen Schule, HEROPHiLOS VON CHiOS (309–260 v. Chr.)
und ERASiSTRATUS VON CHALCEDON (344–280 v. Chr.), die in der Epiphyse ein Ventil sahen,
das den Fluss der Erinnerungen kontrolliert. ähnlich äußerte sich GALEN (139–200), der der
Epiphyse ebenfalls eine Ventilfunktion zur Regulierung des Gedankenflusses der Seitenven-
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trikel zuerkennt, aber in ihr auch bereits eine Drüse sah. Die Bezeichnung Pinealis stammt
von Andreas VESALiUS (1514–1564). Auch in der hinduistischen Mystik begegnet uns die zir-
beldrüse; in ihr wird das 3. Auge gesehen, das der Verbindung zwischen Mensch und kosmos
dient. Schließlich sind jedoch die Abhandlungen zur Philosophie des Lebendigen („Les Traitez
de l’Homme et de la Formation du Foetus“ 1632 und „La Description du Corps Humain“
1648) von René DESCARTES (1596–1650) entscheidend, da sie „als Beginn konsequent kau-
salanalytischen Denkens in Biologie und Physiologie“ (ROTSCHUH 1969) verstanden werden
können. in diesen Schriften ordnete der geniale französische Aufklärer in antizipierender Weise
dem optischen System die Epiphysis cerebri zu, die von ihm als „Sitz des erkennenden Teiles
der Seele“, der res cogitantes, verstanden wurde. Unsere Augen (Lateralaugen) projizierten
nach DESCARTES Sinneseindrücke direkt zur median liegenden Epiphyse, „wo sich der Sitz
der Vorstellungsvermögen befindet“. Die Epiphyse wird von DESCARTES als „Quellort der spi-
ritus in der Mitte des Gehirns liegend und als zentrum der Sinneswahrnehmung, des sensorium
commune“, verstanden (ROTSCHUH 1969). 

Wird die Stammesentwicklung der Wirbeltiere, die Phylogenese, in die Betrachtungen ein-
bezogen, so wird bald deutlich, dass sich das Pinealorgan tatsächlich auf eine unpaare mediane
Augenanlage, ausgestattet mit spezifischen Photorezeptoren und damit den Lichtsinneszellen
unserer Lateralaugen vergleichbar, zurückführen lässt. Die höchste Ausprägung erlangt das
sogenannte Scheitelauge bei den gegen Ende des karbon auftretenden Reptilien, also vor 300
bis 400 Jahrmillionen. Bemerkenswert ist, dass das Scheitelauge der Reptilien auf einer Aus-
stülpung des Epithalamus des zwischenhirns (Diencephalon) beruht. Seine höchste Entwick-
lung ist in der Ausstattung mit Linse, lichtperzipierenden Sinneszellen, vergleichbar unserer
Retina, sowie davon ausgehenden Nervenfasern zu sehen. in eindrucksvoller Weise kann bei
Reptilien eine Öffnung und – zumindest während der frühen Entwicklung – ein deutlich er-
kennbarer, pigmentarmer Scheitelfleck der Haut zwischen den Lateralaugen auf dem Schä-
deldach auftreten, der dem einfallenden Licht den zugang zu den tiefergelegenen
lichtempfindlichen Strukturen erleichtert (Übersicht siehe PESCHkE 2004). Die große ähn-
lichkeit zur Retina unserer Lateralaugen ist ferner im lamellierten Aufbau der Außenglieder
der Sinneszellen zu sehen. Schließlich soll an dieser Stelle unter Weglassung einer Vielzahl
von Erscheinungsformen nur noch auf einen Tatbestand hingewiesen werden: Bei Anuren ist
ein in der äußeren Haut gelegenes Stirnorgan durch einen Nervus pinealis mit der intrakraniell
liegenden Epiphysis cerebri verbunden, eine Situation, die sich wiederum in stark abgewan-
delter Form als oberflächlicher und tiefer Teil der Epiphyse in der weiteren Entwicklung erhält
(DODT 1966).

Nachdem sich aus der Phylogenese das reguläre Auftreten eines dritten (medianen) Auges
in der aufsteigenden Wirbeltierreihe bis hin zu den Reptilien nachweisen ließ, ist von interesse,
wie die Entwicklung bei den Vögeln, vor allem aber bei den Säugetieren, Homo sapiens ein-
geschlossen, vonstatten ging. Hier begegnet uns im zuge der Phylogenese ein beispielloses
Phänomen. Die zur Lichtperzeption befähigten, mit lichtempfindlichen zapfenähnlichen Au-
ßengliedern ausgestatteten zellen des Pinealkomplexes der rezenten Fische und Amphibien
bzw. des Parietalauges der Reptilien fehlen bei den Säugetieren. Unabhängig vom Auftreten
zunehmend reduzierter, aber dennoch zur Lichtperzeption befähigter Pinealozyten der Repti-
lien und Vögel wurde in den Epiphysen fast aller bisher untersuchten Wirbeltiere die Synthese
des Hormons Melatonin (isolierung: LERNER et al. 1958, Strukturaufklärung: LERNER et al.
1959) nachgewiesen. Das bedeutet, dass die oftmals simplifizierte Darstellung der Umwand-
lung einer Sinneszelle in eine Drüsenzelle zu korrigieren ist. Der photoneuroendokrine Trans-
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ducer, die Epiphysis cerebri, ausgestattet mit Sinnes- und endokriner Funktion, wird während
der Phylogenese vielmehr dergestalt spezialisiert, dass die Sinnesfunktion bei den niederen
Vertebraten zunehmend reduziert wird und die sekretorische Funktion bei den Mammalia be-
herrschend in den Vordergrund tritt. Aus einem ambivalenten photoneuroendokrinen Pinealo-
zyten bei Lampetra entwickelt sich auf der einen Seite die sensorische zelle des Parietalauges
der Reptilien und auf der anderen Seite die inkretorische zelle der Säugetierepiphyse (UECk

1982).
Das bekannteste und möglicherweise wichtigste Hormon der Säugerepiphyse ist das schon

genannte Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamin), das sich von der essentiellen Amino-
säure Tryptophan ableitet. Es entsteht über die zwischenstufen 5-Hydroxytryptophan, 
5-Hydroxytryptamin (Serotonin) und N-Acetylserotonin, wobei die Enzyme Arylalkyl-N-
acetyltransferase (AA-NAT) und 5-Hydroxyindol-O-methyltransferase (HiOMT) bei der Me-
latoninsynthese von entscheidender Bedeutung sind. Dass Melatonin nicht nur in der Epiphyse,
sondern beispielsweise auch in der Retina, dem Darm und einer bei Nagetieren vorkommenden
retrobulbären Orbitaldrüse, der Harderschen Drüse, nachgewiesen wurde, sei der Vollständig-
keit wegen genannt. Jedoch, welche Funktion erfüllt das Melatonin bei den Säugetieren? Gibt
es den beschriebenen zusammenhang zum optischen System überhaupt noch? Waren die An-
tizipationen des genialen und seiner zeit weit vorauseilenden DESCARTES irrtümer oder ein
Glücksfall des Tüchtigen?

Es steht außer Frage, dass der funktionelle zusammenhang zwischen Epiphyse und opti-
schem System in eindrucksvoller Weise erhalten geblieben ist. Das phylogenetisch alte und
über die gesamte Evolution konservierte Hormon Melatonin, das bereits bei Einzellern und
Pflanzen in hohen konzentrationen nachgewiesen wurde, ist bei den Mammalia einer circa-
dianen Sekretionsrhythmik unterworfen, die darin besteht, dass es ausnahmslos in der Dun-
kelzeit stark erhöht gebildet und freigesetzt wird. Verkürzt könnte man vom „Hormon der
Dunkelzeit“ sprechen oder auch von dem Hormon, das unserem Organismus die umgebende
Beleuchtungssituation in ein hormonelles Signal umsetzt, einen gegenüber der Lichtzeit ex-
zessiv erhöhten Melatoninspiegel. Eine erstaunliche Besonderheit im Sekretionsmuster des
Melatonins ist ferner darin zu sehen, dass sowohl tag- als auch nachtaktive Tiere nur während
der Dunkelzeit – also ungeachtet ihres Aktivitätszustandes und damit unabhängig vom Tonus
des Sympathicus oder Parasympathicus – erhöhte Plasmaspiegel aufweisen, die schon in Be-
antwortung kürzester Lichtblitze extrem stark abfallen.

Bevor die Betrachtungen zur Bedeutung der Epiphyse unter phylogenetischem Aspekt mit
Fokussierung auf den optischen Sinn fortgesetzt werden, ist zunächst noch ein weiterer Ge-
sichtspunkt zu berücksichtigen, der von unverzichtbarer Wichtigkeit für die zeitstrukturierung
biologischer Abläufe ist. Gemeint sind biologische Rhythmen, ihre Definition und der Ort
ihrer Generierung.

Alle physiologischen Abläufe unterliegen biologischen Rhythmen, wobei wir circadiane
(circa 24 h, zwischen 20 und 28 h), ultradiane (weniger als 20 h), infradiane (mehr als 28 h),
circaseptane (circa eine Woche), circamensuelle (circa ein Monat) und circannuale Rhythmen
mit einer Periodenlänge von ungefähr einem Jahr unterscheiden. Aufschlussreich sind in die-
sem zusammenhang auch die bedeutungsvollen Bunkerexperimente in der zweiten Hälfte des
vorigen Jahrhunderts von Jürgen ASCHOFF.

Dass sich mit dem morphologischen Strukturwandel der Epiphyse funktionelle änderun-
gen verbinden, war zu erwarten. Bei den Vögeln, die hier nur am Rande und der Vollständigkeit
wegen berücksichtigt werden sollen, übernimmt die Epiphyse die Generierung biologischer
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Rhythmen. Diese endogen generierten Rhythmen unterliegen exogenen Einflüssen wie zum
Beispiel dem Licht, das als stärkster zeitgeber die endogen generierten Rhythmen mittels Me-
latonin synchronisiert. Durch Exstirpation der Epiphyse werden nicht nur endokrine Regel-
kreise und damit Funktionsabläufe, sondern auch die oben charakterisierten Rhythmen
beeinflusst, was zu funktionellen Entgleisungen führt.

Bei den Säugetieren fungiert das Pinealorgan als endokrine Drüse, jedoch nicht als Gene-
rator circadianer Rhythmen wie bei den Vögeln. Damit stellt sich die Frage, wo bei den Mam-
malia Rhythmen generiert werden. ist das Pinealorgan der Säugetiere im Hinblick auf seine
ursprüngliche Bedeutung im optischen System als ein atavistisches Relikt der Phylogenese
zu betrachten oder ist ihm noch eine Bedeutung im optischen System und darüber hinaus für
die Rhythmogenese verblieben? Die Antwort konnte auf Grund intensiver Untersuchungen
der vergangenen Jahrzehnte gegeben werden. Die Säugerepiphyse bleibt dem optischen Sys-
tem funktionell verbunden. Die Epiphyse fungiert als photoneuroendokriner Transducer und
informiert über das Verhältnis von Licht- und Dunkelzeit im Tagesverlauf (Uhrenfunktion)
sowie dessen Veränderungen im Jahresverlauf (kalenderfunktion; REiTER 1993). Durch diese
Feststellungen ist zwar der uns interessierende enge zusammenhang zwischen dem optischen
Sinn und der Epiphyse hergestellt, jedoch noch nicht der Ort der Rhythmogenese bei den Säu-
getieren genannt.

Die Generierung circadianer Rhythmen erfolgt bei den Säugetieren in dem eingangs ge-
nannten Nucleus suprachiasmaticus, einem hypothalamischen kerngebiet, das sich morpho-
logisch und auf Grund immunhistochemischer Nachweise in Subkerne (Pars ventrolateralis
und Pars dorsomedialis) strukturieren lässt. Dieser kern wurde bereits zu Beginn des vorigen
Jahrhunderts beschrieben, aber erst vor etwa 40 Jahren (MOORE und LENN 1972) als primärer
circadian pacemaker erkannt. Von besonderer Bedeutung für das Verständnis funktioneller
interaktionen zwischen diesem hypothalamischen kern und der Epiphyse war der Nachweis
von Melatoninrezeptoren (REPPERT et al. 1995a, b, REPPERT 1997) im NSC, die auf eine funk-
tionelle Wechselwirkung der beiden Strukturen hinwiesen. Dass die Dichte der Melatonin -
rezeptoren im NSC neben einer Vielzahl anderer Funktionsmerkmale am Tage erhöht ist,
während im Gegensatz dazu physiologische, biochemische und morphologische Untersuchun-
gen eine Aktivitätserhöhung der Epiphyse während der Nacht belegen, ist mit einem inhibi-
torischen Melatonineinfluss auf den NSC als zeitbezogenes feinregulatorisches instrumen-
tarium vereinbar.

Unser heutiger kenntnisstand über Strukturen, die im Dienste der Rhythmogenese stehen,
lässt sich wie folgt zusammenfassen: Die rhythmusgenerierende Bedeutung des Nucleus su-
prachiasmaticus, sein photischer input von der Retina über den retinohypothalamischen Trakt
(RHT), Afferenzen vom intergeniculate leaflet des Corpus geniculatum laterale über den ge-
niculohypothalamischen Trakt, Efferenzen zum Nucleus paraventricularis und weiterführende
Verbindungen über das Centrum ciliospinale und das Ganglion cervicale superius bis hin zum
photoneuroendokrinen Transducer Epiphysis cerebri stellen im Großen und Ganzen das heute
anerkannte morphologische Substrat und kernstück dessen dar, was sich unter dem Begriff
„innere Uhr“ subsumieren lässt (Abb. 1, Übersicht: REUSS 1996).
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Abb. 1  Vereinfachte Darstellung des photoneuroendokrinen Systems der Ratte in Anlehnung an STEHLE und kORF

(1996). Der primäre circadian pacemaker der Säugetiere, der Nucleus suprachiasmaticus (NSC), empfängt synchro-
nisierende impulse von speziellen zellen der retinalen Ganglienzellen (3. Neuron) der Retina (RET) mit einem spe-
ziellen Photopigment, dem Melanopsin, über den retinohypothalamischen Trakt (RHT). Nach Umschaltungen im
Nucleus paraventricularis (NPV), Nucleus intermediolateralis (NiM) des Centrum ciliospinale und Ganglion cervicale
superius (GCS) erreichen die informationen über postganglionäre sympathische Fasern, die Nervi conarii, das Pine-
alorgan (PiN). Die nachts erhöhte Freisetzung von Noradrenalin (NA) aktiviert die Synthese von Melatonin (MEL),
das rückwirkend über Melatoninrezeptoren die Aktivität des NSC hemmt und Einfluss auf die Pars tuberalis nimmt.
zusätzliche Verbindungen des NPV mit den Habenularkernen (NHB, zentrale innervation der Epiphyse) sowie dem
intergeniculate leaflet des Corpus geniculatum laterale (CGL) über den geniculohypothalamischen Trakt (GHT) wer-
den diskutiert und gehören zum circadianen System, dem morphologischen Substrat der „inneren Uhr“.

Die bisher vorgestellten Befunde haben Gültigkeit für Untersuchungen am „Ganztier“, also
für In-vivo-Untersuchungen, womit nicht gesagt sein soll, dass nicht auch dezentralisierte, iso-
lierte Organe bzw. zellen oder zellverbände Rhythmen aufweisen können. Neben hochfre-
quenten Oszillationen im Sekunden- und Minutenbereich wurden circadiane Rhythmen unter
In-vitro-Bedingungen, beispielsweise an isolierten Vogel-Epiphysen, insekten-Nervengewebe,
Nebennierenrinden-zellkulturen, Herzzellverbänden sowie Leberzellen von Säugetieren, be-
obachtet.

kehren wir jedoch noch einmal zu der eingangs gestellten Frage nach der Existenz eines
„dritten Auges“ zurück, nachdem wir die Mythologie und ihre Wurzeln in der Teratologie,
den Aufklärer DESCARTES, die Phylogenese und die Ontogenese zu Wort kommen ließen. Wir
konnten feststellen, dass in der aufsteigenden Wirbeltierreihe durchaus ein „drittes Auge“,
ausgestattet mit nahezu allen morphologischen und physiologischen Merkmalen unserer La-
teralaugen, zu finden ist und dass ein solches zusätzliches Medianauge in besonders perfekter
Ausstattung bei rezenten Reptilien entwickelt ist. Wir konnten weiter feststellen, dass dieses
Lichtsinnesorgan bei den Vögeln und Säugetieren einen Funktionswandel erfahren hat. Aus
dem „dritten Auge“ wurde eine endokrine Drüse, die bei den Vögeln endogene Rhythmen ge-
neriert und bei den Säugetieren als photoneuroendokriner Transducer fungiert. in beiden Fäl-
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len bleibt der enge funktionelle zusammenhang zum optischen System erhalten, wobei die
besondere Bedeutung der Epiphyse als Bestandteil der „inneren Uhr“ im Vordergrund steht.

Die kenntnis über biologische Rhythmen hat sich in zunehmendem Maße als praxisrele-
vant erwiesen. Funktionelle Schäden durch häufig wechselnde Schichtarbeit, Leistungsabfall
durch Jetlag, mangelnde Effizienz durch nicht zeitgerechte Applikation von zytostatika im
Tagesverlauf und zahlreiche weitere Beispiele unterstreichen die Bedeutung von Chronobio-
logie und Chronopharmakologie als unverzichtbaren Bestandteil medizinischer Wissenschaft.
Die zielstellung allen medizinischen Handelns wird seit altersher darin gesehen, zur „rechten
zeit“ das „Richtige“ zu tun. in kenntnis chronobiologischer Gesetzmäßigkeiten wird diese
Überzeugung des strengen zeitbezuges erneut aktuell, was beispielsweise heißen könnte, zu
zeiten höchster Rezeptordichte oder -sensibilität die geringsten, aber noch voll wirksamen
Dosen von Medikamenten zwecks Vermeidung von oft schweren Nebeneffekten zu verabrei-
chen. Therapeutische Ansätze bieten sich weiterhin auf Grund eindeutig antikonvulsiver und
sedativer Eigenschaften des Melatonins (ARENDT 2000, ARENDT und SkENE 2005). Einen er-
heblichen Raum nehmen ferner Untersuchungen ein, die eine antiproliferative und davon ab-
geleitet antitumoröse Bedeutung des Melatonins in den Vordergrund rücken. Auch Einflüsse
auf das immunsystem werden diskutiert. Hinzu kommt eine in jüngerer zeit, bisher jedoch
nur in pharmakologischen Dosen, nachgewiesene protektive Fähigkeit, Sauerstoffradikale,
insbesondere Hydroxylradikale, zu neutralisieren, was die schon seit längerem diskutierte
Tumor-protektive Bedeutung von Melatonin erklären könnte (REiTER et al. 2002, 2005, 2007,
2008). insgesamt kann festgestellt werden, dass biologische Rhythmen zur Stabilisierung von
Funktionsabläufen beitragen und Ereignisse vorhersagbar machen, ebenso wie heute anerkannt
wird, dass Desynchronisationen von krankheitswert sind.

im vorliegenden Band werden aktuelle Themen aufgegriffen, die auf einem Chronobiolo-
gie-Symposium der Leopoldina in Halle (Saale) am 19. März 2010 behandelt wurden. Auf
dem Symposium wurden zunächst Vorträge zu Fragen theoretischer Grundlagen behandelt,
denen sich Beiträge mit medizinisch-klinischer Fokussierung anschlossen. Die Hauptvorträge
wurden durch Poster ergänzt und bildeten die Grundlage intensiver Diskussionen am Ende
der Veranstaltung. Nach der Begrüßung des Veranstalters folgte ein Grußwort des Vizepräsi-
denten der Leopoldina und Altrektors der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg, Gunnar
BERG. Dem schloss sich der Einleitungsvortrag von Lutz VOLLRATH (Mainz) mit dem Thema
„Morphologie und Mechanismen der inneren Uhr“ an, in dem ein Rückblick auf die Entwick-
lung der Chronobiologie und ihre gegenwärtige Bedeutung skizziert wurde. im zentrum stan-
den dabei die Rhythmusgenerierung im Nucleus suprachiasmaticus sowie eine aktuelle
Darstellung des morphologischen Substrates, das unsere „innere Uhr“ ausmacht. Es folgte ein
Vortrag von Eckhard MÜHLBAUER und Elmar PESCHkE (Halle/Saale), in dem die Generierung
circadianer Rhythmen und die Bedeutung von Uhrengenen für die insulinsekretion im Mit-
telpunkt standen: „zur Generierung und Bedeutung circadianer Rhythmen unter besonderer
Berücksichtigung von Uhrengenen im endokrinen Pankreas“. im dritten Vortrag von Stephan
STEiNLECHNER (Hannover) „Welche Bedeutung haben circannuale Rhythmen bei Tier und
Mensch“ wurde zum gegenwärtigen Wissensstand der Generierung, vor allem aber der biolo-
gischen Bedeutung saisonaler und circannualer Rhythmen Stellung bezogen. Es wurde deut-
lich, dass wir über die Sinnhaftigkeit circannualer Rhythmen recht klare Vorstellungen haben,
die kenntnisse über den Ort der Generierung solcher niederfrequenten infradianen Rhythmen
jedoch vergleichsweise gering sind, wenn wir den Vergleich mit unserem heutigen kenntnis-
stand über die Generierung circadianer Rhythmen im Nucleus suprachiasmaticus zugrunde
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legen. im folgenden Vortrag von Elmar PESCHkE und Eckhard MÜHLBAUER (Halle/Saale) „Ein-
fluss von Melatonin auf Sekretionsrhythmik und Signaltransduktionsprozesse der pankreati-
schen b-zelle. Melatonin-insulin-interaktionen“ wurde auf ein Thema eingegangen, das auf
Grund der ständig zunehmenden Diabeteserkrankungen von aktueller klinischer Bedeutung
ist. Es konnte zusammenfassend festgestellt werden, dass die insulinsekretion sowohl in vivo
als auch in vitro einem circadianen Rhythmus folgt und dass sich Melatonin und insulin ge-
genseitig antagonisieren. Durch den Vortrag von Rüdiger HARDELAND (Göttingen) „Über wel-
che Mechanismen wirkt Melatonin protektiv gegenüber oxidativem Stress“ wurde ein Thema
aufgegriffen, das nach wie vor von höchster Aktualität ist, zurückliegend jedoch oft durch
Missverständnisse oder ungezügelte wissenschaftliche Leidenschaft überinterpretiert wurde.
Gemeint sind solche Feststellungen wie: „Melatonin – das Anti-aging-Hormon“ und andere
Waghalsigkeiten. HARDELAND, der auf den Gebieten Radikalchemie und oxidativer Stress in-
ternational ausgewiesen ist, versteht es in hervorragend maßvoller Weise, die protektive Be-
deutung von Melatonin gegenüber oxidativem Stress zu charakterisieren und Wunschdenken
von gesicherten und belastbaren wissenschaftlichen kenntnissen abzugrenzen. Mit diesem
Vortrag wurde der überwiegend theoretische Grundlagen behandelnde Teil der Veranstaltung
beendet.

Es schlossen sich drei weitere, klinisch fokussierte Vorträge an, die sich mit der Bedeutung
von Melatonin und Licht im zusammenhang mit Schlaf beschäftigten. Den ersten Vortrag
dazu hielt Peter YOUNG (Münster) „Schlafen und Wachen: Erkenntnisse aus der Genetik der
Rhythmusgene“. in diesem Beitrag wurde auf verschiedene Gene sowie Störungen circadianer
Rhythmizitäten im zusammenhang mit vorverlagerten sowie verzögerten Schlafphasen,
Schlafstörungen, Narkolepsie, Schlafwandeln und das Congenitale-Centrale-Hypoventilati-
ons-Syndrom eingegangen, ein wichtiger Beitrag, der die Bedeutung intakter Synchronisation
circadianer Rhythmizitäten für die klinik und den medizinischen Alltag in den Vordergrund
stellte. in dem Folgevortrag von Dieter kUNz (Berlin) „Beeinflussung des circadianen Systems
durch Melatonin und Licht“ wurde auf klinisch höchst aktuelle und praktisch orientierte Fragen
der Bedeutung von Licht und Melatonin für den Menschen eingegangen. Dabei spielen 
Tageszeitpunkt und Lichtspektren eine ganz entscheidende Rolle. Beispielsweise konnte nach-
gewiesen werden, dass kurzwelliges (blauhaltiges) Licht, am Tag appliziert, die Leistungs -
fähigkeit verbessert. im Gegensatz dazu kann vergleichbar kurzwelliges Licht, appliziert am
Abend oder in der Nacht, einen negativen Einfluss auf den Schlaf entfalten, die Melatonin-
ausschüttung unterdrücken, das Tumorrisiko erhöhen und die Entwicklung eines Metabo -
lischen Syndroms, ebenso wie Desynchronisationen infolge Schichtarbeit, erhöhen. Abendlicht
sollte „unblau“ sein (Manuskript wurde nicht eingereicht). Der letzte Vortrag von Tilmann
MÜLLER (Münster) „Diagnostik und Therapie chronobiologischer Störungen im schlafmedi-
zinischen Alltag“ unterstrich noch einmal die große Bedeutung biologischer Rhythmen für
therapeutische interventionen bei Schlafstörungen. in diesem Vortrag wurde beklagt, dass die
Berücksichtigung biologischer Rhythmen (beispielsweise Morgentyp „Lerchen“ oder Abend-
typ „Eulen“) bislang in der Diagnostik und Therapie der primären insomnie, einer der 
häufigsten Schlafstörungen, oft in sträflicher Weise vernachlässigt blieb.

Den Hauptvorträgen schloss sich eine lebendige engagierte Diskussion an, die an thema-
tisch ergänzenden Postern fortgesetzt wurde.

im Einzelnen wurden die Vorträge der halleschen Arbeitsgruppe durch Poster ergänzt, die
sich mit dem wechselseitigen Einfluss von Melatonin und insulin beschäftigten und der Be-
deutung von Melatoninrezeptoren in der pankreatischen β-zelle nachgingen. Dazu gehörten
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die Poster von Elke ALBRECHT et al. „Einfluss des humanen MT2-Rezeptors auf die insulin-
sekretion der pankreatischen β-zelle“ sowie das Poster von ina BäHR et al. „Charakterisierung
von Melatonin-Rezeptoren (MT1 und MT2) im Pankreas von Ratte und Mensch“. Signalkas-
kaden sowie Uhrengene der pankreatischen β-zelle wurden in Postern von Eckard MÜHLBAUER

et al. „Melatoninwirkungen auf die insulinsekretion werden über cAMP-, cGMP- und iP3-
kaskaden vermittelt“ sowie „Untersuchungen zur Expression von Uhrengenen im Pankreas
der Ratte“ vorgestellt und diskutiert. Mit Fragen des Calciumstoffwechsels und Calcium-bin-
denden Proteinen in der insel befassten sich die Poster von ivonne BAzWiNSkY-WUTSCHkE et
al. „Spezifische Calciumsignalkomponenten der pankreatischen insel unter dem Einfluss von
Melatonin“ sowie von Sabine WOLGAST und Elmar PESCHkE: „Calcium-imaging mittels kon-
fokaler Laser-Scanning-Mikroskopie in iNS1-insulinomazellen“. Über die Generierung von
insulinrhythmen in der pankreatischen insel gab das Poster von Elmar PESCHkE und Dorothee
PESCHkE Auskunft: „Die insulinsekretion isolierter pankreatischer Ratten-inseln erfolgt cir-
cadian-rhythmisch.“ Die sehr klinisch fokussierten Poster von kathleen HOFMANN et al. „Me-
latonin-insulin-interaktionen bei Typ-1-diabetischen Ratten“ sowie Elmar PESCHkE et al.
„Melatonin-insulin-interaktionen bei Typ-2-diabetischen Ratten und Patienten“ informierten
über den gegenwärtigen Wissensstand zum Einfluss von Melatonin für die insulinsekretion
und mögliche Bedeutung für die Diabetogenese. Mit dem Poster von ina BäHR et al. „Einfluss
von Melatonin auf die Glukagon-produzierende a-zelle des endokrinen Pankreas“ wurde fest-
gestellt, dass Melatonin nicht nur hemmenden Einfluss auf die insulinsekretion, sondern auch
steigernden Einfluss auf die Glukagon-Sekretion der pankreatischen Maus-insel nimmt.

Der Vortrag von Stephan STEiNLECHNER über infradiane Rhythmen, insbesondere circan-
nuale Rhythmen, wurde durch Poster seiner Arbeitsgruppe in Hannover begleitet, die sich
zum einen mit Photoperiodismus beschäftigten: ines PETRi et al. „Photoperiodische Reaktionen
werden beim Dsungarischen zwerghamster (Phodopus sungorus) durch freiwilliges Laufen
modifiziert“ und andererseits Wege der Synchronisation zwischen Neuronen, Astrozyten und
Tanyzyten im Hypothalamus analysierten: Mathei BOLBOREA et al. „Morphologie der Tany-
zyten und die Expression zellulärer Adhäsionsmoleküle wird durch die Photoperiode reguliert“
sowie von Esther LiPOkATiC-TAkACS et al. „Mögliche Wege der kommunikation und Syn-
chronisation zwischen Neuronen und Astrozyten im Suprachiasmatischen Nucleus von Pho-
dopus sungorus“.

Schließlich wurde der Vortrag von Peter YOUNG, der sich mit Rhythmusgenen und ihrer
Bedeutung für die Schlafforschung beschäftigte, von einem Poster seiner Arbeitsgruppe be-
gleitet: Julian P. LiPPERT et al. „Expression circadianer Rhythmikgene in dermalen Fibroblasten
von Patienten mit idiopathischer Hypersomnie und gesunden kontrollprobanden“.

insgesamt war die Tagung ein großer Erfolg, zu dem die Veranstalter, Referenten und mehr
als 150 Teilnehmer aus dem in- und Ausland beigetragen haben. Mit dieser Tagung wurden
jahrzehntelange Traditionen hallescher Chronobiologie fortgesetzt, die durch das Leopoldina-
Symposium „Die zeit und das Leben“, organisiert von Heinz VON MAYERSBACH (Hannover),
Joachim-Hermann SCHARF (Halle) und Bernhard HASSENSTEiN (Freiburg/Br.), im Jahre 1975
einen denkwürdigen Anfang genommen hat. Dem Director Ephemeridum der Akademie, Joa-
chim-Hermann SCHARF, ist der vorliegende Band zu seinem 90. Geburtstag am 7. November
2011 in Verehrung gewidmet.
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Morphologie und Funktionsmechanismen
der „Inneren Uhr“

                    Lutz VOLLRATH (Mainz)

                         Mit 4 Abbildungen und 2 Tabellen

Zusammenfassung

Um sich auf die unterschiedlichen physiologischen Erfordernisse eines 24-h-Tages vorbereiten und einstellen zu kön-
nen, benötigen Organismen einen eingebauten Uhrenmechanismus, die sogenannte innere Uhr. Bei Vertebraten ist
die zentrale innere Uhr eine bilaterale Ansammlung von Nervenzellen im Hypothalamus des Gehirns, Nucleus su-
prachiasmaticus (NSC) genannt. Viele der NSC-Nervenzellen generieren circadiane Rhythmen mit Perioden von
circa 24 h Dauer, aber mit zeitlich unterschiedlichen Phasen. Diese sogenannten Uhrenzellen produzieren die Rhyth-
mik mit Hilfe der bekannten Proteinsynthesemechanismen und den nachfolgenden posttranslationalen Modifikationen.
Vom morgendlichen Lichtbeginn an sind Uhrengene so lange aktiv, bis sich ausreichende Mengen von Uhrenproteinen
angesammelt haben. Diese hemmen dann die Expression der Uhrengene bis zum Anfang eines neuen circadianen
zyklus. Von der Netzhaut zum NSC gelangende Lichtinformation wandelt den circadianen in einen genau 24-h-
Rhythmus um. Die NSC-Nervenzellen geben ihre zeitinformation auf zwei Wegen weiter: erstens über parakrine 
Sekretion zu unterschiedlichen zeiten freigesetzter Überträgerstoffe an benachbarte Nervenzellen im Gehirn 
und zweitens auf strikt neuronalen, teilweise multisynaptischen Bahnen. Da im NSC „präautonome“ sympathische
und parasympathische Nervenzellen vorkommen, kann die zentrale innere Uhr über das autonome Nervensystem
weitreichende und zeitlich genau determinierte Einflüsse auf periphere Organe und deren lokale innere Uhr aus-
üben.

Abstract

To prepare for, and to adapt to, physiological requirements imposed by the environmental changes of the 24-h solar
days the organism needs an inbuilt 24-h timing mechanism, the so-called biological clock. in vertebrates, the central
biological clock is a bilateral accumulation of hypothalamic neurons termed suprachiasmatic nucleus (SCN). Many
of the SCN neurons generate self-sustained circadian rhythms with periods of circa 24 h, yet with temporally different
activity peaks. These so-called clock neurons generate their circadian rhythms by making use of the well established
mechanisms of protein synthesis and posttranslational modification. From the onset of morning light onwards, clock
genes are active until sufficient amounts of clock proteins have accumulated. The clock proteins stop clock gene ex-
pression until after about 24 h clock gene expression is resumed and a new circadian cycle starts. The SCN receives
photic input from the retina to transform the circadian rhythm into one of precisely 24 h duration. The SCN neurons
transmit their temporal signals by two ways: (i) diffusion of timely released active principles to neighbouring neurons
in the brain and (ii) by strictly neuronal, partly multisynaptic pathways. As preautonomic sympathetic and parasym-
pathetic neurons are present in the SCN, this central master biological clock can exert wide-ranging and temporally
distinct influences on peripheral organs including their local biological clock, via the autonomic nervous system.

1.   Einleitung

Rhythmische Verläufe vieler Lebensvorgänge sind ein hervorstechendes biologisches Merk-
mal. Der sich mit diesen rhythmischen Phänomenen befassende Wissenschaftszweig ist die
Chronobiologie. Neben physiologischen Vorgängen können sich aber auch das „Gemäuer“
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oder die verschiedenen Strukturen des körpers rhythmisch verändern, sodass es nicht belang-
los ist, zu welchem zeitpunkt Untersuchungen durchgeführt werden. klassifiziert werden die
Rhythmen an Hand ihrer mit tau (t) bezeichneten Periodenlänge, die den zeitabschnitt zwi-
schen dem Beginn und dem Ende einer rhythmischen Schwingung umfasst. Chronobiologisch
und medizinisch wichtige Rhythmen sind in Tabelle 1 aufgeführt. ihnen allen ist gemeinsam,
dass sie vom körper selbst erzeugt werden und damit endogener Natur sind. Die Rhythmen
sind jedoch nicht vollständig autonom, sondern werden von äußeren Faktoren beeinflusst. Der
phänomenologisch am besten untersuchte chronobiologische Rhythmus ist der circadiane
Rhythmus. Circadian (abgeleitet von circa diem) heißt er, weil seine Periode eine Länge von
nur annähernd 24 h hat (Tab. 1). Will man die Periodik genau bestimmen, so müssen Ver-
suchspersonen oder -tiere für die Messungen möglichst vollständig von Umweltreizen abge-
schirmt sein.

Tab. 1  Chronobiologisch wichtige Rhythmen, τ = Periode (nach TOUiTOU und HAUS 1992)

   Chronobiologischer Rhythmus                                Periode

   Ultradianer Rhythmus                                              τ = < 20 h
   Circadianer Rhythmus                                             τ = 20 – 28 h
   infradianer Rhythmus                                              τ = > 28 h
   Circatrigintaner Rhythmus                                       τ = 30 ± 5 Tage
   Circannualer Rhythmus                                           τ = 1 Jahr ± 3 Monate

Bahnbrechende Untersuchungen zur circadianen Rhythmik des Menschen sind u. a. von Jürgen
ASCHOFF und Mitarbeitern vom Max-Planck-institut für Verhaltensphysiologie, Seewiesen
und Erling-Andechs, Anfang der 1960er Jahre des letzten Jahrhunderts in sogenannten Bun-
ker-Versuchen durchgeführt worden (ASCHOFF und WEVER 1962). in einem ersten Versuch
hielten sich dazu Versuchspersonen 8 bis 19 Tage einzeln und ohne Uhr in einem bunkerartigen
Tiefkeller der Chirurgischen Universitätsklinik München in einer eingebauten Wohnzelle auf.
Sie mussten sich selbst ihr Essen bereiten und waren angewiesen, „regelmäßig“ zu leben und
beim zubettgehen das Licht aus- und beim Aufstehen einzuschalten. Dabei zeigte sich u. a.,
dass die Probanden jeden Tag etwas später aufstanden bzw. zu Bett gingen als am Tag zuvor.
Dies war darauf zurückzuführen, dass die Periodendauer des Schlaf-Wach-Rhythmus nicht
genau 24 h betrug, sondern, ohne zeitgeber, im Mittel zwischen 24,2 und 25,9 h lag. Damit
war bewiesen, dass der Rhythmik eine individuell leicht unterschiedliche Spontanperiodik
von circa 25 h zugrunde liegt.

Da derartige Untersuchungen sehr aufwändig sind, wird häufig nicht der „reine“ circadiane,
sondern der auf 24 h angepasste Rhythmus untersucht, kurz als 24-h-Rhythmus bezeichnet.
Diese Anpassung an genau 24 h ist notwendig, damit körper- und Umweltrhythmik im Gleich-
klang schwingen. Eine wichtige Aufgabe der circadianen Rhythmik ist es dabei, den körper
auf tageszeitabhängige Erfordernisse vorzubereiten und die erforderlichen Umstellungen, 
z. B. von Hormonhaushalt und Stoffwechsel, zeitgerecht vorzunehmen.

Alles, was an lebenden Organismen mess- oder zählbar ist, kann im Hinblick auf eine 24-
h-Rhythmik untersucht werden. Eine einfache, aber sehr wichtige physiologische Untersu-
chungsmethode an Labortieren ist die Messung der Bewegungsaktivität in Laufrädern unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen. Die Aktivitätsmessungen reflektieren nämlich
genau die von der „inneren Uhr“ vorgegebenen Aktivitätsrhythmen. Als wichtiges Nebenpro-
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dukt solcher Untersuchungen ergab sich, dass es Tiere mit 20- oder 22-stündigen Laufrhyth-
men gibt, die gezielt weiter gezüchtet und so zu wichtigen chronobiologischen Versuchsob-
jekten wurden. Für circadiane Untersuchungen eignen sich weiterhin die körpertemperatur,
der bereits erwähnte Schlaf-Wach-Rhythmus, die Nahrungsaufnahme, die Urinbildung, die
zellteilung, viele Hormone, die elektrischen Aktivitätsänderungen von Nervenzellen, etc.
Quasi „in Stein gemeißelte“ 24-h-Rhythmen finden sich in zahnbein (OHTSUkA-iSOYA et al.
2001) und -schmelz (SMiTH 2006).

Während lange zeit die Phänomenologie der circadianen Rhythmen im Vordergrund stand,
sind gegenwärtig die Erzeugung dieser Rhythmen und deren Weitergabe innerhalb des Orga-
nismus Mittelpunkt chronobiologischer Forschung. Bei Säugern wird diese komplizierte 
Thematik zumeist an Ratten, Mäusen und syrischen Goldhamstern bearbeitet. Große Fort-
schritte wurden und werden dadurch erzielt, dass viele einschlägige Untersuchungen nicht 
am Ganztier, sondern an isolierten und in kultur gehaltenen Organteilen und deren zellen
durchgeführt werden (In-vitro-Studien). Nicht hoch genug einzuschätzen ist auch, dass es mit
Hilfe gentechnischer Verfahren möglich ist, Genexpressionsvorgänge zum Leuchten zu brin-
gen (Biolumineszenzstudien) und fortlaufend über viele Tage zu registrieren und auszu-
werten.

zum besseren Verständnis der folgenden Beiträge des Chronobiologie-Symposiums wird
zunächst eine Einführung in die zentrale Schaltstelle der circadianen Rhythmik gegeben, 
die so genannte „innere Uhr“. Dieser Begriff ist aber nicht präzis genug für das, was hier 
behandelt werden soll. Neuere Erkenntnisse zeigen nämlich, dass es im körper viele in 
Gang befindliche „innere Uhren“ gibt (DiBNER et al. 2010). Auf sie wird nicht eingegangen.
im Mittelpunkt steht hier nur die Hauptuhr, die für die Erzeugung der Haupt-24-h-Rhythmik
im körper verantwortlich ist. Sie wird in diesem Beitrag entweder als circadianer Haupt -
oszillator bezeichnet oder mit dem Namen der Hirnstruktur benannt, die den Hauptoszillator
verkörpert, nämlich Nucleus suprachiasmaticus (NSC). Folgende Aspekte werden näher be-
leuchtet:

–    Wie der circadiane Hauptoszillator identifiziert wurde und wie er aufgebaut ist;
–    welche Rhythmik er aufweist;
–    welche Mechanismen Grundlage der Circadianik sind;
–    wie der Hauptoszillator als Ganzes funktioniert und welche interaktionen zwischen dessen

Unterbereichen bestehen;
–    wie der circadiane Rhythmus zu einem 24-stündigen Rhythmus wird;
–    wodurch Licht-unabhängige Phasenverschiebungen und Synchronisation des NSC zu-

stande kommen; und schließlich
–    wie der circadiane Hauptoszillator seine Rhythmik den übrigen Teilen des körpers ver-

mittelt.

Neuere Übersichtsartikel finden sich u. a. bei REUSS (2003), STEHLE et al. (2003), SHiBATA

(2004), kORF und STEHLE (2005), SAPER et al. (2005), BUiJS et al. (2006), DE LA iGLESiA

und SCHWARTz (2006), kALSBEEk et al. (2006), kO und TAkAHASHi (2006), MORiN und 
ALLEN (2006), CHALLET (2007), HASTiNGS et al. (2007), MAYWOOD et al. (2007), MORiN

(2007), YAN et al. (2007), HASTiNGS et al. (2008), ANTLE et al. (2009), LEMMER (2009), 
WEBER (2009), ALBRECHT (2010), DiBNER et al. (2010), kALSBEEk et al. (2010), WELSH et al.
(2010).
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2.   Identifizierung und Aufbau des circadianen Hauptoszillators

Anfang der 1970er Jahre war der circadiane Hauptoszillator noch unbekannt. Man vermutete
zwar, dass es im vorderen Anteil des zum zwischenhirn gehörenden Hypothalamus eine für
die 24-h-Rhythmik wichtige zone geben müsse, da verschiedene neuroendokrine Parameter
nach Abtrennung des vorderen vom mediobasalen Hypothalamus nicht mehr rhythmisch
schwankten. Der Durchbruch kam 1972, als in zwei Studien an Ratten gezielt die im Hypo-
thalamus über der Sehnervenkreuzung (Chiasma opticum) gelegenen bilateralen NSC (vgl.
Abb. 1) zerstört wurden und danach bei den Versuchstieren die Rhythmik des Trinkverhaltens,
der lokomotorischen Aktivität (STEPHAN und zUCkER 1972) und des Corticosterongehalts der
Nebenniere verschwanden (MOORE und EiCHLER 1972). kurze zeit später wurde nachgewie-
sen, dass auch der Schlaf-Wach-Rhythmus vom NSC gesteuert wird (iBUkA et al. 1977). An-
dererseits konnte durch implantation von NSC-Gewebe die Circadianik des Empfängers
wieder vollständig oder teilweise in Gang gesetzt werden (DRUCkER-COLiN et al. 1984, SAWAki

et al. 1984, AGUiLAR-ROBLERO et al. 1986, LEHMAN et al. 1987, RALPH et al. 1990, LESAUTER

et al. 1996, MEYER-BERNSTEiN et al. 1999, SUJiNO et al. 2003). Lange herrschte die Ansicht
vor, dass, wenn nach Läsionen 25 % des NSC-Gewebes erhalten bleiben, die circadiane Or-
ganisation des Organismus bestehen bliebe. Dies ist nach neueren Untersuchungen nicht der
Fall. Heute weiß man, dass nicht alle Regionen des NSC funktionell gleichwertig sind (LE-
SAUTER und SiLVER 1999) und dass dies bei Versuchsplanungen zu berücksichtigen ist.

Abb. 1  Schematische Darstellung der Lage der zentralen „inneren Uhr“ (Nucleus suprachiasmaticus, NSC) in der
rechten Gehirnhälfte eines Menschen (siehe Treffpunkt der Pfeilspitzen). in unmittelbarer Nachbarschaft des NSC lie-
gen die Regulationszentren der angegebenen Funktionen. Unter Verwendung einer Abbildung aus Sobotta Atlas 1993.
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Die NSC bestehen ausschließlich aus kleinzelligen Neuronen, die im Gegensatz zu den in der
Nachbarschaft liegenden klassischen neurosekretorischen magnozellulären Neuronen des Nu-
cleus supraopticus (NSO) und des Nucleus paraventricularis hypothalami (NPVh) nur relativ
kurze Axone haben und auch nur wenig Sekret produzieren. Die Anzahl der NSC-Neurone
pro kern beträgt beim Menschen etwa 45000 (HOFMAN und SWAAB 1989) und bei Mäusen
(ABRAHAMSON und MOORE 2001) und Ratten ca. 11000 (GULDNER 1983, MOORE et al. 2002).
Da das menschliche Gehirn etwa 1000-mal größer als das von Mäusen und Ratten ist, liegt
die Anzahl der NSC-Neurone in etwa in der gleichen Größenordnung, was vermuten lässt,
dass „during evolution the computational performance of the SCN has reached an optimal
level at a small size“ (YAN et al. 2007).

Die NSC-Neurone sind chemisch recht heterogen. zwar verwenden knapp 80 % von ihnen
γ-Aminobuttersäure (GABA) als Neurotransmitter (VAN DEN POL 1986, MOORE und SPEH 1993,
MOORE et al. 2002), aber sie exprimieren eine Vielzahl von Neuropeptiden und deren Rezep-
toren und können mehr als ein Neuropeptid enthalten (kolokalisation). im menschlichen NSC
sind u. a. Arginin-Vasopressin (AVP), Vasointestinales Polypeptid (ViP), Neurotensin (NT),
Calbindin (CalB), Neuropeptid Y (NPY), Somatostatin (SS) und Substanz P (SP) nachgewie-
sen worden (MAi et al. 1991). Der Ratten-NSC enthält 37 % AVP-, 24 % ViP-, jeweils 14 %
Calretinin (CalR)- und Gastrin Releasing Peptide (GRP)- sowie jeweils zwischen 2 und 4 %
NT-, Enkephalin (ENk)-, SS- und SP-Neurone (MOORE et al. 2002). Etwa 32 % der AVP- und
66 % der ViP-Neurone enthalten GABA (CASTEL und MORRiS 2000). im Prinzip dieselben
zelltypen kommen bei Mäusen vor (SiLVER et al. 1999). Die NSC-Neurone von Nerzen fallen
insofern aus dem Rahmen, als sie kein AVP, ENk und SS enthalten (MARTiNET et al. 1995).
Beim tagaktiven Nager Arvicanthis niloticus fehlen neben MetENk- auch SP-haltige Neurone
im NSC (SMALE und BOVERHOF 1999).

Die den gasförmigen Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO) synthetisierenden zellen kom-
men im NSC (DECkER und REUSS 1994, REUSS et al. 1995, CASTEL et al. 1997) oder um den
NSC herum vor (CAiLLOL et al. 2000). Unterscheiden lassen sich die neuronale (nNOS), en-
dotheliale (eNOS) und induzierbare (iNOS) NO-Synthase (NOS) (kRiEGSFELD et al. 1999,
2001, STARkEY et al. 2001), wobei die eNOS auch in Astrozyten nachweisbar ist (CAiLLOL et
al. 2000). Ausläufer der NO-Neurone bilden einen dichten Plexus innerhalb des NSC (CHEN

et al. 1997). (zur Funktion des NO siehe unten.)

2.1  Kolokalisationen

ViP ist häufig mit Peptid Histidin-isoleuzin (PHi) kolokalisiert (ROMiJN et al. 1996), die beide
einen gemeinsamen Vorläufer haben. AVP kolokalisiert mit seinem Trägerprotein Neurophysin
ii (SOFRONiEW und WEiNDL 1978). CalB-haltige Neurone, von denen viele zusätzlich SP ent-
halten, sind bei Goldhamstern besonders gut ausgeprägt und bilden innerhalb des NSC einen
Subnukleus, der speziell die Circadianik der lokomotorischen Aktivität reguliert (siehe unten;
LESAUTER und SiLVER 1999, JOBST und ALLEN 2002).

Alle Typen von neuropeptidhaltigen Neuronen treten über dichte reziproke Faserverbin-
dungen miteinander in heterologen synaptischen kontakt, aber kontakte bestehen auch zwi-
schen homologen Neuronen (ROMiJN et al. 1997).

Elektronenmikroskopisch weisen NSC-Neurone keine funktionell wichtigen ultrastruktu-
rellen Besonderheiten auf (UEDA und iBATA 1989). AVP-Neurone z. B. enthalten elektronendichte
AVP-Neurophysin-Granula von weniger als 100 nm Durchmesser, die deutlich kleiner als die
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in den magnozellulären Neuronen von NSO und NPVh sind und häufiger in zellfortsätzen als
in Perikarya liegen (VAN LEEUWEN et al. 1978). Exozytose von Neuropeptidgranula findet, örtlich
unabhängig von Synapsen, an Perikarya, Dendriten und Axonen statt (CASTEL et al. 1996).

Gap junctions koppeln NSC-Neurone untereinander (COLWELL 2000, RASH et al. 2007).
in kulturen dissoziierter NSC-zellen kommen sie nur zwischen Astrozyten vor (WELSH und
REPPERT 1996). Detaillierte informationen über NSC-Synapsen finden sich u. a. bei GULDNER

(1976, 1978) und VAN DEN POL und GORCS (1986). Jedes NSC-Neuron weist im Mittel 1264
synaptische kontakte auf (GULDNER 1984). Neuronperikarya des NSC sind stärker von As-
trozyten bedeckt als die im anterioren Hypothalamus (ELLiOTT und NUNEz 1994). im Hinblick
auf Efferenzen des NSC ist wichtig, dass dessen GABA- (BUiJS et al. 1994), ViP- (CARD et
al. 1981), GRP- und AVP-Axone (MUNCH et al. 2002) nicht auf den kern beschränkt bleiben,
sondern extranukleäre Projektionen aufweisen. Bei Ratten projizieren u. a. alle Arten von Neu-
ropeptid-haltigen Neuronen des NSC zum kontralateralen NSC (VAN DEN POL und TSUJiMOTO

1985). 

2.2  Regionale Unterschiede im NSC

Der aus chemisch sehr heterogenen Neuronen bestehende NSC ist auch insgesamt kompliziert
aufgebaut, dem die häufig verwendeten Unterteilungen in ventrolaterale und dorsomediale
Bereiche oder in core (kern) und shell (Schale) aufgrund von Spezies- und zeitlichen Unter-
schieden nicht immer gerecht werden und deshalb problematisch sind (MORiN 2007). Aus ter-
minologischen Gründen wird das im Englischen viel gebrauchte Wort core hier nicht in
Übersetzung verwendet, da der Begriff kern bereits für zell- und Gehirnkerne vergeben ist.
Als vereinfachende Nomenklatur wird von ventrolateralen (vlNSC) und dorsomedialen Be-
reichen (dmNSC) des NSC gesprochen, auf die bei Ratten 43 bzw. 57 % der NSC-Neurone
entfallen (MOORE et al. 2002). Bei Goldhamstern ist im caudozentralen Bereich des NSC der
bereits erwähnte Subnukleus mit SP- (MORiN 1992) bzw. CalB-haltigen Neuronen (SiLVER et
al. 1996b) zu unterscheiden. Bezüglich der Untergliederung des menschlichen NSC siehe 
VAN DEN POL (1980) und MAi et al. (1991).

Eine wichtige Grundlage für die Unterscheidung verschiedener NSC-Regionen ist die un-
terschiedliche Lokalisation der Neuropeptide exprimierenden NSC-Neurone. Während im
vlNSC annäherungsweise vor allem ViP-, GRP- und SP-haltige Neurone liegen, sind im
dmNSC AVP-Neurone besonders zahlreich (REUSS 1996). GABAerge Perikarya sind relativ
gleichmäßig im NSC verteilt (OkAMURA et al. 1989).

Aber auch die Lokalisation von Afferenzen hat zur Unterscheidung von NSC-Regionen
beigetragen. im vlNSC enden z. B. bevorzugt Fasern des Tractus retinohypothalamicus (Trh),
des NPY-haltigen Tractus geniculohypothalamicus, der im Folium intergeniculatum (= inter-
geniculate leaflet, iGL) des Thalamus entspringt, sowie serotonerge Fasern von Raphekernen
des Mittelhirns (siehe unten).

3.   Der NSC und seine Rhythmik

Wie zu erwarten, weist der als circadianer Hauptoszillator apostrophierte NSC selbst eine cir-
cadiane Rhythmik auf. Morphofunktionelle Untersuchungen zeigen z. B., dass die Aufnahme
der für die Neuronenfunktion wichtigen Glukose im NSC tagsüber deutlich stärker als nachts
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ist (SCHWARTz und GAiNER 1977), was damit zusammen hängt, dass der kern vor allem tags-
über elektrisch aktiv ist (siehe unten). Auf komplexe funktionelle Unterschiede innerhalb des
NSC weist bereits hin, dass bei Ratten die Perikarya von ViP-Neuronen tags größer als nachts
sind und die Perikarya und Dendriten tags mit mehr Axonterminalen in kontakt treten, wäh-
rend die AVP-Neurone ein zeitlich genau gegensätzliches Verhalten zeigen (BECQUET et al.
2008). Bei Goldhamstern wurden nachts mehr kontakte von CalB-haltigen Fasern mit AVP-
zellen als am Tag gefunden, während die kontakte mit ViP-, GPR- und Cholezystokinin
(CCk)-Neuronen sich zahlenmäßig nicht änderten, genauso wie die peptiderge innervation
der CalB-Neurone unverändert blieb (LESAUTER et al. 2009). AVP-Somata weisen nachts mehr
Synapsen als am Tage auf (GiRARDET et al. 2010). Der für Astrozyten typische GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein)-Nachweis zeigt, dass die Dendriten von ViP-Neuronen nachts von
mehr und die von AVP-Neuronen von weniger Astrozytenfortsätzen als am Tage bedeckt wer-
den (BECQUET et al. 2008). Die Gesamtanfärbbarkeit des NSC mit GFAP-Antikörpern hat zu
keinen einheitlichen Ergebnissen hinsichtlich der Circadianik geführt (LAViALLE und SERViERE

1993, MORiYA et al. 2000, LEONE et al. 2006), vielleicht weil die vlNSC und dmNSC nicht
gesondert betrachtet wurden. Bei Ratten wurde jedenfalls im vlNSC nachts eine starke zu-
nahme der GFAP-Anfärbbarkeit gefunden, nicht jedoch im dmNSC (BECQUET et al. 2008).
Möglicherweise spielen jahreszeitliche Faktoren eine Rolle, da die GFAP-Anfärbbarkeit im
Winter tagsüber niedrig und nachts hoch ist, während im Sommer das Gegenteil der Fall ist
(GERiCS et al. 2005, 2006).

im Hinblick auf die für die interneuronale kommunikation wichtigen Nexus oder Gap
junctions ist festzuhalten, dass tags eine deutlich stärkere Farbstoffkopplung besteht als nachts
(COLWELL 2000, SHiNOHARA et al. 2000).

Von den intrinsischen Neuropeptiden und Neurotransmittern des NSC weisen AVP-Gehalt,
-Synthese und -Freisetzung die am besten dokumentierten Tag/Nacht-Unterschiede auf, und
zwar in vivo (kALSBEEk et al. 1995, YAMBE et al. 2002) und in vitro (EARNEST und SLADEk

1986, GiLLETTE und REPPERT 1987, SHiNOHARA et al. 1994, 1998). Spitzenwerte finden sich
am Tage und Minimalwerte in der Nacht. Für eine endogene AVP-Rhythmik spricht, dass sie
unter Dauerdunkelheit (DD) bestehen bleibt (YAMASE et al. 1991, TOMiNAGA et al. 1992, CA-
GAMPANG et al. 1994). Bei Hamstern ist die AVP-Circadianik nur schwach ausgeprägt (VAN

DER zEE et al. 2002). Für eine Beteiligung des NSC an saisonalen Rhythmen könnte sprechen,
dass die AVP-mRNA-Expression unter kurzen Photoperioden morgens später einsetzt als unter
langen (JAC et al. 2000).

ViP-Synthese und -Freisetzung sind zwar tags höher als nachts (kRAJNAk et al. 1998),
diese Rhythmik ist jedoch nicht endogen, sondern lichtabhängig, da sie unter DD nicht nach-
zuweisen ist (OkAMOTO et al. 1991, TAkEUCHi et al. 1992, FUkUHARA et al. 1994b, SHiNOHARA

und iNOUYE 1995, FRANCL et al. 2010a). Der Befund, dass SS-Depletion unter konstanten Be-
dingungen zum Auftreten von circadianen ViP-Rhythmen führt, wurde dahingehend interpre-
tiert, dass intrinsische Faktoren das Auftreten einer circadianen Rhythmik verhindern
(FUkUHARA et al. 1994b). Hierfür könnte sprechen, dass es in der Gewebekultur von Ratten-
NSC zu einer circadianen Freisetzung von ViP mit einer Periodik von ca. 22 h kommt (SHi-
NOHARA et al. 1994). interessanterweise wird vom Ratten-NSC innerhalb von 24 h sechsmal
mehr ViP als AVP freigesetzt (SHiNOHARA et al. 1994), obwohl der prozentuale Anteil der ViP-
Neurone deutlich geringer als der von AVP-Neuronen ist (siehe oben).

ähnlich wie ViP weisen auch GRP (OkAMURA und iBATA 1994, DARDENTE et al. 2004)
und seine Rezeptoren (kARATSOREOS et al. 2006) eine lichtinduzierte Rhythmik mit höheren
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Tag- als Nachtwerten auf. Endogene circadiane Rhythmen finden sich dagegen bei SS mit hö-
heren Tag- als Nachtwerten (SHiNOHARA et al. 1991, TAkEUCHi et al. 1992, FUkUHARA et al.
1993, YANG et al. 1994, NiSHiWAki et al. 1995). NPY-Werte weisen dagegen in der Nacht ein
Maximum auf (SHiNOHARA und iNOUYE 1994). keine Rhythmik war bei SP nachweisbar
(OTORi et al. 1993). Die wenigen einschlägigen Untersuchungen zu GABA-Gehalt sowie den
isoenzymen GAD65 und GAD67 (Glutamatdecarboxylase) (GAO und MOORE 1996) ergeben
kein einheitliches Rhythmusbild. GABA-Maxima sind nachts unter Licht-Dunkel-Exposition
(LD) und unter DD (AGUiLAR-ROBLERO et al. 1993) sowie unter konstantem schwachen Licht
am Tag beschrieben worden (ikEDA et al. 1997). GAD65, aber nicht GAD67, ist aufgrund der
Tageslichtexposition tags stärker als nachts ausgeprägt, aber unter DD sind beide ohne Rhyth-
mik (HUHMAN et al. 1996b, 1999). Elektrophysiologische Untersuchungen zeigen, dass die
spontane GABA-Freisetzung keiner Rhythmik zu unterliegen scheint (kRETSCHMANNOVA et
al. 2005). Dagegen ist für die β1-Untereinheit des GABAA-Rezeptors unter LD und DD ein
nächtliches Überwiegen festgestellt worden (NAUM et al. 2001). Auf die Funktion dieser Neu-
ropeptide und -transmitter wird unten eingegangen.

Für die Aufklärung des Uhrenmechanismus des NSC waren zunächst elektrophysiolo-
gische Ableitungen zu verschiedenen Tages- und Nachtzeiten richtungweisend (iNOUYE und
kAWAMURA 1979). Sie ergaben, dass NSC-Neurone tags stärker als nachts feuern und deren
Rhythmik erhalten bleibt, wenn der NSC durch Umschneidung von anderen Hirnarealen
isoliert worden war oder die Tiere geblendet oder unter DD gehalten wurden. Die Autonomie
des circadianen Feuerns wurde bald danach an dünnen Scheiben von NSC-Gewebe (GROOS

und HENDRikS 1982 ) und an isolierten, in kultur gehaltenen NSC-Neuronen bestätigt
(WELSH et al. 1995). Hieraus entwickelte sich die lange vorherrschende Ansicht, dass alle
oder die meisten NSC-Neurone intrinsische circadiane Oszillatoren seien und dass deren
funktionelle kopplung die makroskopische Circadianik des Organismus erzeuge (vgl. MORiN

2007). Die Annahme einer funktionell homogenen NSC-Neuronenpopulation wurde dadurch
gestützt, dass die meisten NSC-Neurone GABAerg sind (siehe oben). Heute ist davon aus-
zugehen, dass die NSC-Neurone auch elektrophysiologisch nicht homogen sind. Aufgrund
von In-vitro-Langzeituntersuchungen dissoziierter NSC-Neurone steht außer Frage, dass es
circadian feuernde NSC-Neurone mit einer mittleren Periodenlänge von 24,35 h (Spanne
von 21,25 bis 26,25 h) gibt (WELSH et al. 1995). Diese zellen machen aber nur etwa die
Hälfte der spontanaktiven Neurone aus, und es besteht keine korrelation zwischen Feuer-
rate/-muster und Neuropeptidphänotyp, was sich schon daraus ergibt, dass den etwa 50 %
spontanaktiven zellen nur 23 % Neuropeptid-exprimierende zellen gegenüberstehen. Die
elektrophysio logische Heterogenität der circadian feuernden NSC-Neurone wird vor allem
daran deutlich, dass bei ihnen Phasenunterschiede von bis zu 12 h existieren (WELSH et al.
1995). Weiterhin unterscheiden sich die Neurone hinsichtlich der Breite ihrer Spitzenaktivität
und der Dauer ihres Feuerns. Beispielsweise fanden sich tags und nachts zellen, die nur
etwa 5 h lang feuern (SCHAAP et al. 2003). Paare von circadian synchron feuernden Neuronen
sind mittels GABA und GABAA-Rezeptoren synaptisch miteinander verbunden (SHiRAkAWA

et al. 2000).
Detaillierte In-vivo-Einzelzellableitungen von NSC-Neuronen von Ratten vervollständigen

das Bild in folgender Weise (SAEB-PARSY und DYBALL 2003): Ein hoher Prozentsatz (27%)
von NSC-Neuronen bleibt während der ganzen Untersuchungszeit (bis zu mehreren Stunden)
stumm, kann aber ortho- oder antidrom zum Feuern gebracht werden. Hier wird angenommen,
dass es sich um Reservezellen handelt, die nur zu bestimmten zeiten aktiv werden, z. B. wenn
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Phasenverschiebungen stattfinden: Sehr langsam feuernde zellen (< 0,1 Hz) machen 11,5 %
aus, und 1,3 % feuern nur zeitweise. Die am häufigsten vorkommenden circadianen Neurone
weisen Aktivitätsmaxima am Ende und Minima am Anfang der Lichtphase auf. Neurone, die
zum NSO bzw. zum Nucleus arcuatus projizieren, haben gleichermaßen zwei Aktivitätsma-
xima, und zwar nämlich jeweils beim Wechsel der Hell-Dunkel-Phase. Neurone, die ihre in-
formation von der Retina erhalten, zeigen keine robuste circadiane Rhythmik.

4.   Die der Circadianik im NSC zugrundeliegenden Mechanismen

Dass die Circadianik der elektrischen Aktivität nicht mit dem Uhrwerk des circadianen Haupt -
oszillators gleichzusetzen ist, erhellt u. a. daraus, dass, wenn das Feuern der NSC-Neurone in
vitro durch Tetrodotoxin(TTX)-Gabe für zweieinhalb Tage unterbrochen worden war, die Neu-
rone wieder im selben Rhythmus wie vorher feuerten (WELSH et al. 1995). Dies deutet darauf
hin, dass während der zweieinhalbtägigen Feuerpause das Uhrwerk im NSC-Neuron zeitlich
unverändert weiter gelaufen ist und das rhythmische Feuern der zelle lediglich mit den zeigern
einer Uhr, nicht jedoch mit dem Uhrwerk selbst vergleichbar ist.

Seit etlichen Jahren ist bekannt, dass die Generierung der Circadianik eine genetische Basis
hat. Dies zeigt sich u. a. daran, dass Tiere, die aufgrund einer tau-Mutation Laufaktivitäts-
rhythmen von 22 (heterozygote) bzw. oder 20 h (homozygote) haben (RALPH und MENAkER

1988, LiU et al. 1997), weitergezüchtet werden können und dieselbe Periodik aufweisen wie
die Eltern. Für den Menschen kann u. a. als Beweis gelten, dass eineiige männliche zwillinge
identische Plasmacortisolrhythmen haben (LiNkOWSki et al. 1993).

Während zunächst die Rolle der immediate early genes, wie z. B. c-fos und b-jun, im NSC
untersucht wurde, stehen seit der Mitte der 1990er Jahre die aus der Drosophila-Rhythmus-
forschung bekannten Uhrengene und deren Genprodukte im Mittelpunkt der NSC-Untersu-
chungen. Wenn auch längst nicht alle Einzelheiten der Circadianogenese geklärt sind, so stehen
doch die Haupteckpunkte fest. Festzuhalten ist zunächst, dass die „innere Uhr“ eine aus etli-
chen Produkten bestehende „Eiweißuhr“ ist. Dies wird z. B. daran deutlich, dass in den NSC
injizierte Proteinsynthesehemmer in den Uhrenmechanismus eingreifen und dessen Rhythmik
verändern (iNOUYE et al. 1988, YAMAGUCHi et al. 2003). Die für die Rhythmogenese wichtigen
Uhrenproteine müssen, wie weiter unten genauer ausgeführt wird, zumeist immer wieder neu
gebildet werden. Dabei laufen prinzipiell dieselben Schritte wie bei der Proteinbiosynthese
im Allgemeinen ab, nämlich Genaktivierung, Transkription und Translation. Wichtig sind aber
auch posttranslationale Vorgänge wie Phosphorylierung, Ubiquitinierung und proteasomaler
Abbau der Uhrenproteine, die für die zeitlichen Abläufe in der Uhr entscheidend sind.

Der „Uhrenmechanismus“ erstreckt sich auf zwei zellkompartimente, den zellkern und
das im zellleib vorhandene zytosol mit seinen Ribosomen. Die im zellkern liegenden Uh-
rengene müssen aktiviert und in die entsprechende mRNA (Boten-Ribonukleinsäure) transkri-
biert werden. Die mRNA verlässt den zellkern über kernporen und gelangt ins zytosol, wo
an Ribosomen die Translation, d. h. die zusammensetzung von Aminosäuren zu Uhrenprotei-
nen, erfolgt. Uhrenproteine bleiben nicht auf das zytosol beschränkt, sondern gelangen durch
kernporen in den zellkern und entfalten dort ihre Wirkung.

Wie läuft der Uhrenmechanismus im NSC-Neuron nun im Einzelnen ab? Die daran betei-
ligten Uhrengene und Uhrenproteine sind in Tabelle 2 aufgeführt. im Wesentlichen besteht
der Mechanismus aus zwei Anteilen (vgl. Abb. 2): Ein quasi „stationärer Schalter“ leitet den
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Beginn und nach etwa 12 h die zweite Hälfte eines circadianen zyklus ein. Ein zweiter, „be-
weglicher“ Anteil ist durch 24-h-Schwingungen charakterisiert.

Tab. 2  Die wichtigsten im NSC von Säugern vorkommenden Uhrengene und UHRENPROTEiNE

   Name[1]                    Herleitung                                                                                         GENPRODUkT[2]

   Per1,2,3                  Periode                                                                                              PER1,2,3
   Cry1,2                     Cryptochrom                                                                                     CRY1,2
   Clock                       Circadian Locomotor Output Cycle kaput                                       CLOCk
   Bmal1                      Brain-Muscle-ARNT-LikeProtein
                                   ARNT = Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator             BMAL1
   Tau                          τ = Periode                                                                                        Caseinkinaseni δ,ε

Uhrengennamen werden in der Regel kursiv und mit kleinen Buchstaben geschrieben [1] und
Uhrenproteine mit Versalien [2]

Abb. 2  Schematische Darstellung der Hauptschritte des circadianen Uhrenmechanismus in Nervenzellen des Nucleus
suprachiasmaticus. Die Hellphase eines circadianen zyklus beginnt damit, dass im zellkern das Uhrenproteindimer
CLOCk/BMAL1 mit der E-Box in einer Promotorregion entsprechender Uhrengene (Per1,2,3 und Cry1,2) interagiert
und deren Transkription in Boten-Ribonukleinsäure (mRNA) stimuliert. An im zellplasma gelegenen Ribosomen er-
folgt die Translation, an denen unter Mitwirkung von mRNA Aminosäuren zu den UHRENPROTEiNEN PER und
CRY zusammengefügt werden. Diese bilden dann dimere komplexe (PER/CRY). Wenn am Ende der Hellphase ge-
nügend PER/CRY vorhanden ist, wird es durch kernporen in den zellkern transloziert und hemmt dort das Uhren-
proteindimer CLOCk/BMAL1, sodass die Expression der Uhrengene Per und Cry bis zum Beginn der nächsten
Lichtphase blockiert ist.
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Der stationäre Schalter wird durch das Uhrenproteinheterodimer CLOCk/BMAL1 verkörpert.
Seine Einzelteile werden im zytosol synthetisiert, wo sie auch dimerisieren und innerhalb von
30 min über kernporen in den zellkern transloziert werden (LEE et al. 2010). Das Heterodimer
bindet an eine E-Box der Promotorregion der Uhrengene Per1, Per2, Per3 und Cry1, Cry2,
wo es als Transkriptionsfaktor fungiert (GEkAkiS et al. 1998). Als „stationär“ bezeichne ich
den Schalter, weil er während des gesamten 24-h-Rhythmus an die DNA gekoppelt bleibt
(FiELD et al. 2000) und CLOCk Tag und Nacht konstitutiv auf niedrigem Niveau gebildet
wird und keine ausgeprägte circadiane Rhythmik aufweist (DUNLAP 1999). BMAL1 zeigt ein
differentes Verhalten, indem es bei Maus (DUNLAP 1999, PREiTNER et al. 2002) und Ratte (ABE

et al. 1998) circadian deutlich schwankt und nachts ein Maximum aufweist.
zum circadianen zeitpunkt null (CT 0), der definitionsgemäß mit dem Beginn der Hell-

phase identisch ist, beginnt CLOCk/BMAL1 die Expression der Uhrengene Per1, 2,3 (DUNLAP

1999) und – zeitlich verzögert – von Cry1,2 (ETCHEGARAY et al. 2003) zu stimulieren und die
entsprechenden RNA zu bilden. Per1,2 und 3-mRNA-Bildung steigen zeitversetzt an und wei-
sen circadiane Rhythmen mit jeweiligen Maxima zwischen CT 4-6 (Per1), CT 4-8 (Per3) bzw.
um CT 8 (Per2) auf (DUNLAP 1999). Einen vergleichbaren circadianen Rhythmus zeigt die
Cry1- (MiYAMOTO und SANCAR 1998), nicht aber die Cry2-mRNA (MiYAMOTO und SANCAR

1999). Die Uhrenproteine PER2, PER3, CRY1 und CRY2 erreichen ihr Maximum erst ca. 
6 h später, gegen Ende der Lichtphase (HASTiNGS et al. 1999). Dies ist auf posttranslationale
Vorgänge wie Phosphorylierung, Ubiquitinierung (= Anlagerung des Proteins Ubiquitin zur
Markierung abzubauender Proteine) und proteasomalen Abbau zurückzuführen, die die An-
sammlung ausreichender Uhrenprotein-Mengen verzögern (TAMANiNi et al. 2005). Diese Ver-
zögerung ist jedoch nicht nachteilig, sondern ist für die Erzeugung der 24-h-Periodik von
entscheidender Bedeutung. Sie führt nämlich dazu, dass aus einer 20-stündigen Rhythmik eine
24-stündige wird. Für die Verzögerung verantwortlich ist die Caseinkinase1 (Ck1), die zur
Phosphorylierung und damit zu einer Destabilisierung der PER- und CRY-Proteine führt (vgl.
Abb. 3), gefolgt von deren proteasomalem Abbau (MENG et al. 2008). Die Wichtigkeit der
Phosphorylierung wird dadurch unterstrichen, dass Menschen mit einer mutierten Bindungs-
stelle der Ck1ε am Uhrenprotein PER2 einen auf 21 bis 22 h verkürzten circadianen Rhythmus
haben und ca. 4 h früher zu Bett gehen bzw. aufstehen (FASPS, Familial Advanced Sleep
Phase Syndrome) als genetisch intakte Personen (TOH et al. 2001). Der tau-Mutante von Gold-
hamstern mit einem 20-h-Rhythmus liegt dagegen eine Mutation der Ck1ε zugrunde, die den
proteasomalen Abbau von PER-Proteinen stimuliert (LOWREY et al. 2000), nicht aber den von
CRY (LOUDON et al. 2007).

Ein weiterer wichtiger Aspekt des Uhrenmechanismus ist, dass, wenn gegen Ende der Hell-
phase genügend CRY im zytosol akkumuliert ist, CRY und PER unter Mitwirkung von Ck1ε
stabile PER/CRY-Heterodimere bilden (kUME et al. 1999) und zusammen mit Ck1ε über
kernporen in den zellkern überführt werden (FU und LEE 2003), wo CRY1-, CRY2-, PER1-
und PER2-Proteine hinsichtlich ihrer Menge nahezu synchrone circadiane Muster aufweisen
(FiELD et al. 2000).

Ck1ε beeinflusst die circadianen Abläufe in NSC-Neuronen aber auch dadurch, dass sie
die importsignalsequenzen der PER-Proteine in den zellkern maskieren und so den Übertritt
der PER-Proteine in den zellkern verzögern (ViELHABER et al. 2000). Ck1ε trägt ferner dazu
bei, dass PER-Proteine den zellkern verlassen (DEY et al. 2005). Die hierfür benötigten Ex-
portsignalsequenzen sind vorhanden (ViELHABER et al. 2001).
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Abb. 3  Die ca. 24 h lange Periode des circadianen Rhythmus kommt dadurch zustande, dass die neu gebildeten Uh-
renproteine PER und CRY durch Caseinkinase 1ε phosphoryliert (p) und damit destabilisiert und schließlich teilweise
abgebaut werden. Aus diesem Grund dauert es ca. 4 h länger, bis die erforderliche Menge an Uhrenprotein PER und
CRY erreicht ist und CLOCk/BMAL1 im zellkern gehemmt werden kann. Abkürzungen siehe Abb. 2.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass bei Mäusen Ck1δ eine wichtigere Rolle als Ck1ε spielt
(ETCHEGARAY et al. 2010), indem sie, im Gegensatz zu Ck1ε, die Aufenthaltsdauer von PER2
im zellkern und die Periode der lokomotorischen Aktivität verlängert (MENG et al. 2010).
Ck1ε und -δ weisen weder unter LD noch DD eine Circadianik auf (iSHiDA et al. 2001). Glei-
ches gilt für Ck1ε der Ratte (TAkANO et al. 2000). Goldhamster weisen Spitzenwerte von
Ck1ε um CT 12 auf (AGOSTiNO et al. 2008).

Nach der Translokation von PER/CRY in den zellkern am Ende der Hellphase bindet das
Heterodimer an den CLOCk/BMAL1-komplex und hemmt diesen über seinen CRY-Anteil
(Ausschalten des Schalters), sodass die von CLOCk/BMAL1 gesteuerte Per- und Cry-Gen-
expression in der Dunkelphase zum Erliegen kommt. Da im Laufe der Nacht der Nachschub
von PER/CRY nachlässt und PER/CRY außerdem den zellkern verlässt und im zytosol pro-
teasomal abgebaut wird, lässt die hemmende Wirkung von PER/CRY auf CLOCk/BMAL1
nach, sodass es am Ende der Dunkel- bzw. zu Beginn der Hellphase (durch Anschalten des
Schalters) zu einem erneuten zyklus der Per- und Cry-Genexpression und damit zu einer wei-
teren circadianen Schwingung kommt. Wie der CLOCk/BMAL1-Schalter genau funktioniert,
ist nicht bekannt (HASTiNGS et al. 2007). zusammenfassend ist für die circadianen Hauptos-
zillationen festzuhalten, dass ihnen eine 24 h dauernde Schleife zugrunde liegt, deren erster
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Teil die Expression/Transkription der Uhrengene Per und Cry und die Bildung der Uhrenpro-
teine PER und CRY beinhaltet. Der zweite Teil umfasst einen negativen Rückkopplungsme-
chanismus, bei dem PER und CRY über CLOCk/BMAL1 ihre eigenen Gene hemmen.

4.1  Sicherung des Uhrenmechanismus

Es ist einleuchtend, dass ein so wichtiger Vorgang wie der circadiane Uhrenmechanismus ab-
gesichert sein muss. Dieser Sicherung dient einerseits die Tatsache, dass bestimmte Uhrengene
doppelt (Cry1, Cry2) bzw. dreifach (Per1, Per2, Per3) vorhanden sind. Fällt nur eines dieser
Gene aus, so beeinträchtigt dies die circadiane Rhythmik des Hauptoszillators nur geringfügig,
indem sich die Periodenlänge in gewissen Grenzen ändert (ALBRECHT 2002). Die Rhythmik
stoppt beim Ausfall von Cry1 plus Cry2 sowie von Per1 plus Per2 (BAE et al. 2001, kO und
TAkAHASHi 2006). Dies ist ebenso der Fall, wenn das nur einmal vorhandene Gen Bmal1 be-
troffen ist (BUNGER et al. 2000). Fehlt Clock bei Mäusen, so bleibt ein robuster circadianer
Rhythmus der lokomotorischen Aktivität überraschenderweise erhalten, bei dem die Periode
aber etwas kürzer als normal ist (DEBRUYNE et al. 2006). Dies ist darauf zurückzuführen, dass
CLOCk durch das ebenfalls im NSC vorhandene NPAS2 (Neuronales Per-Arnt-Sim-Domä-
nen-Protein2) ersetzt werden kann (DEBRUYNE et al. 2007).

Weiterhin dient der Sicherung des Uhrenmechanismus, dass er über akzessorische Stoff-
wechselwege verstärkt und stabilisiert wird (HASTiNGS et al. 2007, 2008). Darin sind u. a. die
Gene der nukleären Waisenrezeptoren Rev-Erbα (PREiTNER et al. 2002) und Rora (SATO et
al. 2004) involviert. Rev-Erbα und Rora werden einerseits phasengleich mit Per und Cry
durch CLOCk/BMAL1 aktiviert, andererseits beeinflussen sie die Bmal1-Expression in un-
terschiedlicher Weise. Während RORA die Bmal1-Expression stimuliert, hemmt REV-ERBα
diese am Tage und am frühen Abend. Die nächtliche Abnahme von REV-ERBα führt schließ-
lich dazu, dass Bmal1/BMAL1 spät in der Nacht aktiviert wird und somit kurz vor dem Be-
ginn eines neuen circadianen zyklus eine „Auffrischung“ für die nun folgende Genexpression
erhält.

4.2  Phänotypen Uhrengen-exprimierender NSC-Neurone

Nachdem geklärt war, worauf der circadiane Uhrenmechanismus beruht, begann die Suche
nach der typischen circadianen Schrittmacherzelle. in ersten kombinierten elektrophysiologi-
schen, immunhistochemischen (AVP und ViP) und Per2-Expressionsstudien in vitro zeigte
sich, dass nur 65 % der Per2 exprimierenden Neurone circadian sind und nur 23 % AVP oder
ViP enthalten (WEBB et al. 2009). Hieraus ergibt sich, dass ein großer Teil der Per2-exprimie-
renden NSC-Neurone weder ViP noch AVP enthält. Da andere Neuropeptide nur in wenigen
zellen nachweisbar sind, muss man davon ausgehen, dass diese Per2-Neurone keine oder bis-
her nicht bekannte Neuropeptide exprimieren. Auf Grund dieser Ergebnisse ist davon auszu-
gehen, dass es nicht die typische circadiane Schrittmacherzelle zu geben scheint, zumal sich
der Phänotyp von NSC-Neuronen verändern kann (WEBB et al. 2009).
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5.   Wie der NSC im Ganzen funktioniert

Für diesen Aspekt ist wichtig, dass die beiden Hauptbereiche des NSC häufig als Input-
(vlNSC) bzw. Output-Region (dmNSC) apostrophiert werden und dass im vlNSC ViP-, GRP-
und CalB-Neurone und im dmNSC AVP-Neurone bevorzugt vorkommen (siehe oben). Un-
terschiede zwischen den beiden Regionen bestehen weiterhin darin, dass die Neurone des
vlNSC unter LD 12:12 elektrophysiologisch stärker synchronisiert sind als die des dmNSC
(BROWN und PiGGiNS 2009). Ferner bestehen Phasenunterschiede. Elektrophysiologisch sind
Unterschiede von 0,89 ± 1,65 h nachweisbar, ohne dass eine Region generell vorauseilt oder
hinterherhinkt (SCHAAP et al. 2003). Biolumineszenzstudien zeigen, dass die Per1- und Per2-
Expression nicht im ganzen NSC gleichzeitig erfolgt. Am Anfang eines circadianen zyklus
beginnt sie in einem kleinen Bereich der äußeren zone des dmNSC, breitet sich dann in dessen
innerer zone aus und erscheint schließlich abgeschwächt im vlNSC (YAN und OkAMURA 2002,
YAN und SiLVER 2002, YAMAGUCHi et al. 2003, YAN et al. 2007, YAN 2009). Circadiane Per1
und Per2-mRNA-Oszillationen sind im vlNSC deutlich geringer ausgeprägt als im dmNSC
(YAN et al. 1999). im vlNSC wird das FosB-Gen konstitutiv exprimiert (SCHWARTz et al. 2000).
Ck1ε, Ck1δ und GABAA-Rezeptoren kommen dagegen vor allem im dmNSC vor (NiNG et
al. 2004).

Der vlNSC von Goldhamstern fällt u. a. dadurch auf, dass hier gehäuft Calbindin-D28k-
haltige (CalB)-Neurone vorkommen. Sie sind in den Mittelpunkt des interesses gerückt, da
sie für die Aufrechterhaltung der Circadianik der lokomotorischen Aktivität verantwortlich
sind (LESAUTER und SiLVER 1999), aber selbst nicht circadian feuern (JOBST und ALLEN 2002)
und keine Uhrengene exprimieren (kRiEGSFELD et al. 2004b). im Vergleich zu benachbarten
CalB-negativen Neuronen haben sie mehr und vor allem nach dorsal projizierende Dendriten.
CalB-Neurone sind GABAerg, und GABAA-Rezeptoren befinden sich in der Nachbarschaft.
CalB-positive und -negative Neurone scheinen nicht unabhängig voneinander zu agieren, da
sie untereinander mit Gap junctions verbunden sind (JOBST et al. 2004). im Hinblick auf die
circadiane Regulation der lokomotorischen Aktivität ist das Vorkommen von Transforming
Growth Factor alpha (TGFα) von interesse, da er die lokomotorische Aktivität hemmt (kRA-
MER et al. 2001). TGFα wird offenbar von Astrozyten gebildet (LiNDLEY et al. 2008). Affe-
renzen erhalten die CalB-positiven Neurone von der Retina (BRYANT et al. 2000). Nach
Lichtgaben in der Nacht exprimierten 75 % von ihnen c-Fos und 50 % der Fos-exprimierenden
zellen enthielten CalB (SiLVER et al. 1996b). Efferenzen dieser zellen ziehen zum dmNSC
(kRiEGSFELD et al. 2004a). Möglicherweise sind die CalB-Neurone an saisonalen Regulations -
vorgängen beteiligt, da sie in kurztagsexperimenten CalB stärker exprimieren als unter Lang-
tagbedingungen (MENET et al. 2003). Bezüglich der Verhältnisse bei Mäusen siehe kRiEGSFELD

et al. (2008), STADLER et al. (2010) und einem Primaten CAYETANOT et al. (2007).

5.1  Interaktionen zwischen vlNSC und dmNSC

Für eine geordnete Funktion des NSC sind interaktionen zwischen seinen verschiedenen Be-
reichen unerlässlich. Wird beispielsweise der NSC am Übergang vom oberen zum mittleren
Drittel durchschnitten, so tritt im oberen Bereich eine vollständige Desynchronisation des
Per1-Rhythmus auf (YAMAGUCHi et al. 2003), sodass man davon ausgehen kann, dass der
vlNSC den dmNSC synchronisiert. in dieselbe Richtung weist, dass, wenn der vlNSC vom
Rest des NSC abgetrennt wird, sich der circadiane Rhythmus der AVP-Freisetzung im dmNSC
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von 23,84 ± 00,03 auf 23,22 ± 00,08 h verkürzt (NOGUCHi et al. 2004). Dieser Effekt ist auf
die vorwiegend im vlNSC vorkommenden ViP-Neurone zurückzuführen, da Verabreichung
von ViP-Antagonisten die Periode der AVP-Freisetzung in gleicher Weise verändert wie die
Abtrennung des vlNSC (NOGUCHi und WATANABE 2008). Wird dagegen der dmNSC entfernt,
so ändert sich die Rhythmik im vlNSC nicht (NOGUCHi et al. 2004).

Zur Rolle von Neuropeptiden und GABA im NSC

Für die circadiane Organisation des NSC und des Gesamtorganismus spielen die bevorzugt
im vlNSC vorkommenden ViP-Neurone eine führende Rolle. Die Bedeutung von ViP erhellt
daraus, dass mutierte Mäuse mit ViP- und ViP-Rezeptordefizienz keine Circadianik ihres
Ruhe/Aktivitätsrhythmus, der Expression ihrer Uhrengene Per1 (HARMAR et al. 2002, MAY-
WOOD et al. 2006), Per2 und Cry1 sowie von AVP (HARMAR et al. 2002), ACTH und Corti-
costeron haben (LOH et al. 2008). Die elektrische Aktivität der NSC-Neurone ist reduziert
(CUTLER et al. 2003, BROWN et al. 2007), sodass nur noch ca. 50 % der NSC-Neurone circadian
„feuern“ und die Synchronisation zwischen rhythmischen Neuronen reduziert ist (ATON et al.
2005). Verabreichung von ViP-Rezeptor-Agonisten kann die Circadianik und die Synchronie
wiederherstellen (ATON et al. 2006). Die Bedeutung von ViP wird dadurch unterstrichen, dass
ViP-Rezeptoren in 32 % der ViP-, 31 % der CalR und 45 % der AVP-Neurone vorkommen,
wobei das Vorhandensein von ViP-Rezeptoren in ViP-Neuronen an autoregulatorische Vor-
gänge denken lässt (kALLO et al. 2004). Bei Ratten weist die mRNA-Bildung für ViP-Rezep-
toren 2 Spitzen, und zwar in der Mitte der Hell- und am Ende der Dunkelphase auf
(CAGAMPANG et al. 1998) und, wie bei Mäusen (PAkHOTiN et al. 2006), wird das Feuern der
Neurone durch ViP reguliert (REED et al. 2002). Weiterhin ist ViP an Phasenverschiebungen
innerhalb des NSC beteiligt (PiGGiNS et al. 1995, WATANABE et al. 2000, REED et al. 2001),
sodass Tiere mit ViP-Rezeptordefizienz durch Lichtverabreichung nicht synchronisiert werden
können (SHEWARD et al. 2007).

Das fast immer mit ViP kolokalisierte PHi (ROMiJN et al. 1996, 1997, 1998) besitzt die-
selben Rezeptoren wie ViP und PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide).
Mäuse mit ViP/PHi-Deletionen haben unter LD praktisch keine veränderte Circadianik, aber
unter DD setzt die lokomotorische Aktivität 8 h früher ein als unter LD und ist weniger präzis
(COLWELL et al. 2003). Elektrophysiologisch zeigt sich eine Abnahme rhythmischer NSC-
Neurone von 91 % auf 62 % (BROWN und PiGGiNS 2007). PHi-injektion in den NSC um CT
12-14 führte zu einer moderaten Phasenverzögerung (PiGGiNS et al. 1995). Die Phasen-ver-
schiebende Wirkung von GRP wird durch PHi verstärkt (ALBERS et al. 1995), und die von
ViP/PHi/GRP ist GABAA-Rezeptor-abhängig (GiLLESPiE et al. 1996).

GPR stimuliert und synchronisiert das Feuern der NSC-Neurone (BROWN et al. 2005) und
die molekularen Vorgänge des Timekeeping (MAYWOOD et al. 2006, GAMBLE et al. 2007). Es
führt zu Phasenverschiebungen mit zeitabhängiger Beschleunigung oder Verzögerung (ALBERS

et al. 1995, PiGGiNS et al. 1995, MCARTHUR et al. 2000, AiDA et al. 2002, kALLiNGAL und
MiNTz 2007). Die Phasen-verschiebende Wirkung von GRP wird durch SP-Verabreichung am
Anfang der Nacht nicht beeinflusst, aber gegen Ende der Nacht vermindert (STERNiCzUk et
al. 2010).

Das ursprünglich als Neurohormon apostrophierte AVP hat innerhalb des NSC und in des-
sen extranukleären Projektionen Neurotransmitterfunktion. Die etwa 30 % der NSC-Neurone
ausmachenden AVP-Neurone kommen zumeist im dmNSC vor (siehe oben), bei der Maus,
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aber auch im vlNSC (VAN DER zEE und BULT 1995). Tagbetonte circadiane Rhythmen weisen
AVP-mRNA-Bildung (UHL und REPPERT 1986, DARDENTE et al. 2004), AVP-Gehalt (YAMASE

et al. 1991, iSOBE und iSOBE 1998) und AVP-Freisetzung in vivo (kALSBEEk et al. 1995) und
in vitro auf (EARNEST und SLADEk 1986, GiLLETTE und REPPERT 1987). Bei CLOCk-mutanten
Mäusen fehlt der circadiane Rhythmus, und der AVP-Gehalt ist vermindert (JiN et al. 1999).
Schwach ausgebildet ist die AVP-komponente bei Hamstern (VAN DER zEE et al. 2002). Für
eine Wirkung des AVP innerhalb des NSC spricht, dass AVP-Rezeptoren in AVP- und ViP-
Neuronen vorkommen (YOUNG et al. 1993) und dass bei AVP-V1a-Rezeptordefizienz die cir-
cadiane Rhythmik der lokomotorischen Aktivität vermindert ist (Li et al. 2009). Die
AVP-Rezeptormenge schwingt circadian, aber ihre Rhythmik ist zu der des AVP-Gehalts um
12 h verschoben (YOUNG et al. 1993, Li et al. 2009). Wie elektrophysiologische Untersuchun-
gen zeigen, stimuliert AVP etwa 50 % der NSC-Neurone (LiOU und ALBERS 1989, MiHAi et al.
1994a, b). Es wird angenommen, dass AVP unter Mitwirkung anderer Peptide die Circadianik
des NSC verstärkt und synchronisiert (iNGRAM et al. 1998). Relativiert werden diese Befunde
jedoch dadurch, dass die Circadianik bei AVP-defizienten Brattleboro-Ratten nicht gestört ist
(iNGRAM et al. 1998). Die extranukleären AVP-Neurone werden weiter unten besprochen.

NSC-Neurone werden auch entscheidend von dem in der Mehrheit der NSC-Neurone vor-
kommenden Neurotransmitter GABA beeinflusst. Die elektrische Aktivität der meisten NSC-
Neurone wird durch die in der Regel inhibitorisch wirkende GABA gehemmt (BOS und
MiRMiRAN 1993, CHOi et al. 2008). Eine Stimulierung wurde bei lediglich 17 % der spontan-
aktiven Neurone gefunden (SHiRAkAWA et al. 2000). Die genauen Effekte von GABA sind
noch unklar. Einerseits wurde gefunden, dass GABA tagsüber die elektrische Aktivität stimu-
liert und nachts hemmt, woraus vergrößerte Feueramplituden resultieren (WAGNER et al. 1997).
Andererseits zeigte sich, dass GABA das Feuern von NSC-Neuronen vermindert, aber zugleich
synchronisiert (LiU und REPPERT 2000). Schließlich wurde gefunden, dass die synchronisie-
rende Wirkung nicht auf GABA, sondern auf Gi/o-Proteinen beruht. interessanterweise führt
GABA-Hemmung zu einer zunahme der Rhythmusstabilität (ATON et al. 2006). Möglicher-
weise sind die Diskrepanzen auf nicht berücksichtigte regionale Unterschiede im NSC zu-
rückzuführen, da GABA die elektrische Aktivität der Neurone im vlNSC stimuliert, im
dmNSC aber hemmt (ALBUS et al. 2005). Unerwartete Effekte können auch dadurch zustande
kommen, dass GABA-Applikation in NSC-Neuronen die funktionell wichtigen intrazellulären
Calciumionenkonzentrationen erhöhen, erniedrigen oder unbeeinflusst lassen kann (iRWiN und
ALLEN 2009). Von Bedeutung dürfte auch sein, dass die wichtigen Ck1δ und Ck1ε mit
GABAA-Rezeptoren komplexe bilden und dadurch die GABA-Wirkung hemmen (NiNG et al.
2004). Hierzu könnte passen, dass gestörte Circadianik durch Hemmung von Ck1δ normali-
siert werden kann (MENG et al. 2010).

Hinweise gibt es auch, dass GABA an Phasenverschiebungen im NSC beteiligt ist (RALPH

und MENAkER 1989, LiU und REPPERT 2000). Möglicherweise läuft auch ein auf NPY zurück-
zuführender Phasenvorschub über GABA ab (GRiBkOFF et al. 1998).

zur Bedeutung von SP, SS, ENk, NT, CCk, CalR und NO: in nicht wenigen Studien ist
das Vorkommen dieser Substanzen in NSC-Neuronen nachgewiesen worden, aber insgesamt
sind die vorliegenden Daten nicht aussagekräftig genug, um ihre Bedeutung abschließend zu
beurteilen. Deshalb werden hier nur wenige Aspekte hervorgehoben.

SP ist in Fasern des Rht (TAkATSUJi et al. 1991) und in NSC-Neuronen nachgewiesen wor-
den (MikkELSEN und LARSEN 1993, OTORi et al. 1993, REUSS und BURGER 1994), aber das
Vorkommen im Rht ist bezweifelt worden (HANNiBAL und FAHRENkRUG 2002). SP stimuliert
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die elektrische Aktivität der NSC-Neurone (SHiRAkAWA und MOORE 1994, kiM et al. 1999),
hemmt sie aber bei 11 % (SHiRAkAWA und MOORE 1994). Etwas mehr als die Hälfte aller SP-
Neurone ist kolokalisiert mit GRP, und SP vermindert spät nachts die Phasen-verschiebende
Wirkung von GRP (STERNiCzUk et al. 2010). Phasen-verschiebende Wirkungen von SP sind
auch elektrophysiologisch nachgewiesen worden (kiM et al. 2001). SP-Rezeptorantagonisten
hemmen die lichtinduzierte c-fos Expression (ABE et al. 1996). SP-Rezeptoren fehlen offenbar
fast vollständig im vlNSC (MiCk et al. 1995). Unter kurztagsbedingungen nimmt die SP-im-
munreaktivität ab (REUSS und BURGER 1994).

Die meisten SS-haltigen NSC Neurone sind GABAerg (TANAkA et al. 1996) und expri-
mieren die mRNA des SP-Vorläufers Präprotachykinin A (SHiGEYOSHi et al. 1997a). Selten
enthalten sie AVP oder ViP (TANAkA et al. 1996). SS- und AVP-Neurone innervieren sich ge-
genseitig (DAikOkU et al. 1992, ROMiJN et al. 1997). Weiterhin innervieren die SS-Neurone
ViP/PHi- und GRP-zellen (ROMiJN et al. 1997). injektion von SS steigert nur nachts die Glu-
koseaufnahme des NSC und führt am Anfang der Nacht zur Phasenverzögerung und am Ende
der Nacht zu einem Phasenvorschub des Feuerrhythmus (HAMADA et al. 1993). Pharmakolo-
gische SS-Depletion führt dagegen zu Phasenvorschüben der lokomotorischen Aktivität und
des Feuerns (FUkUHARA et al. 1994a). Lichtpulse in der Nacht scheinen außerhalb des NSC
gelegene und in die Wachstumshormon(GH)-Regulierung involvierte Neurone zu beeinflus-
sen, da es unter diesen Bedingungen zu einem Absinken des GH-Spiegels kommt (DAViES et
al. 2004).

ENk und Opioidrezeptoren im NSC werden mit der Modulation circadianer Abläufe in
Verbindung gebracht (CUTLER et al. 1999, BYkU et al. 2000, VANSTEENSEL et al. 2005).

NT stimuliert die elektrische Aktivität von 50 % und hemmt sie bei 10 % der NSC-Neurone
(COOGAN et al. 2001). NT-Rezeptoren finden sich postsynaptisch an Somata und Dendriten
von ViP-Neuronen und präsynaptisch an 5-HT-Axonen (FRANCOiS-BELLAN et al. 1992).

Die im NSC vorkommenden (VAN DEN POL und TSUJiMOTO 1985, REUSS 1991) und von CalB-
Fasern innervierten (LESAUTER et al. 2009) Cholezystokinin (CCk)-Neurone exprimieren bei
Mäusen weder AVP und ViP noch PER1 und werden nicht von der Retina, dem Folium inter-
geniculatum (intergeniculate leaflet) und den Raphekernen aus innerviert (HANNiBAL et al.
2010). CCk-defiziente Mäuse unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Circadianik nicht von Wild-
typen (HANNiBAL et al. 2010). Möglicherweise reguliert CCk die Nahrungsaufnahme, da infu-
sionen von CCk die nächtliche Nahrungsaufnahme unterdrücken (MORi et al. 1986). Bei
Phodopus nimmt die CCk-immunreaktivität unter kurztagbedingungen drastisch ab, was auf
eine saisonale Regulation der Nahrungsaufnahme hinweisen könnte (REUSS 1991). Neuerdings
wird aber auch diskutiert, dass CCk-A-Rezeptoren lichtabhängige Vorgänge im NSC beeinflus-
sen, da die lichtinduzierte Per1/Per2-Expression im NSC, die Phasenverschiebungen der mo-
torischen Aktivität und die Pupillenreflexe signifikant vermindert waren (SHiMAzOE et al. 2008).

CalR-zellen (SiLVER et al. 1999, ABRAHAMSON und MOORE 2001, CAVALCANTE et al. 2008)
sind nicht auf eine bestimmte Region des NSC beschränkt (MARSHALL et al. 2000). Sie kolo-
kalisieren mit GABA (MOORE et al. 2002) und werden von NPY- und 5-HT-Fasern innerviert
(ABRAHAMSON und MOORE 2001). CalR findet sich in 2 bzw. 12 % der β- bzw. a-Oestrogen-
rezeptor-positiven NSC-Neurone (ViDA et al. 2008). Die Rolle des gasförmigen Botenstoffs
NO wird weiter unten abgehandelt.
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6.   Licht stellt den circadianen Rhythmus auf genau 24 Stunden ein und kann zu Pha-
senverschiebungen führen

Der regelmäßig alle 24 Stunden erfolgende Dunkel/Hell-Wechsel der Umwelt stellt den nur
annähernd 24-stündigen circadianen Rhythmus des NSC auf genau 24 h ein. Wird Licht dem
Organismus dagegen in der Nacht verabreicht, so resultieren Phasenverschiebungen des cir-
cadianen Rhythmus, und zwar führen Lichtgaben in der frühen Dunkelphase zu Phasenver-
zögerung und solche in der späten Nacht zu Phasenvorschub. Die Anpassung des
Uhrenmechanismus an Phasen-verschiebende impulse erfolgt innerhalb von 2 h (BEST et al.
1999). Auch UV-Licht kann als zeitgeber fungieren (AMiR und ROBiNSON 1995).

Lichtinformation wird dem NSC von der Netzhaut des Auges auf zwei Wegen vermittelt:
Einmal auf direktem Wege über die zunächst im Sehnerven verlaufende Nervenverbindung
Tractus retinohypothalamicus (Trh), wobei der größere Teil der Trh-Fasern im Chiasma opti-
cum auf die Gegenseite kreuzt (WENiSCH 1976), sodass jeder NSC von beiden Augen infor-
mationen erhält. Beim Erdhörnchen Spermophilus lateralis existiert dagegen nur eine
kontralaterale innervation (SMALE et al. 1991). Der indirekte zweite Weg verläuft über das
iGL (siehe unten).

Die Ursprungszellen des von der Netzhaut auf direktem Weg zum NSC ziehenden Trh sind
die vor 10 Jahren entdeckten, direkt lichtempfindlichen, Melanopsin-haltigen retinalen Gan-
glienzellen (PROVENCiO et al. 2000). Trh-Fasern treten hauptsächlich im vlNSC mit ViP- (iBATA

et al. 1989), non-ViP- (TANAkA et al. 1993), GRP- (TANAkA et al. 1997, AiOUN et al. 1998)
und bei Hamstern auch mit CalB-Neuronen in synaptischen kontakt (BRYANT et al. 2000).
Die wesentlichen, kolokalisierten Neurotransmitter des Trh sind Glutamat (EBLiNG 1996) und
PACAP (HANNiBAL 2002).

Die Bedeutung von Glutamat für die „Lichtweiterleitung“ erhellt u. a. daraus, dass die in-
jektion von Glutamat-Agonisten in den NSC die bekannten Lichteffekte in NSC und zirbeldrüse
(siehe unten) zeitigt (PAUL et al. 2003). PACAP moduliert die Glutamatwirkung (HANNiBAL

2002). Die komplexität der Glutamat-PACAP-interaktionen wird u. a. an In-vitro-Studien zur
CREB(cAMP Response Element Binding Protein)-Phosphorylierung deutlich: Während Gluta-
mat besonders effektiv am subjektiven späten Nachmittag ist, ist dies bei PACAP während der
subjektiven Nacht der Fall. Außerdem wird die PACAP-, nicht aber die Glutamat-induzierte
CREB-Phosphorylierung durch Melatonin (MEL) gehemmt (VON GALL et al. 1998).

Wie ausführlich dargelegt (ANTLE et al. 2009), führt die Lichtverabreichung in der Nacht
in einem Teil der zielzellen des Trh vor allem durch Beeinflussung von iono- und metabotro-
pen Glutamatrezeptoren zur Stimulierung der elektrischen Aktivität (AGGELOPOULOS und
MEiSSL 2000). Außerdem führt sie zu Veränderungen von intrazellulären sekundären Boten-
stoffen und nachgeschalteten Reaktionen, die die Calciumionen, Calcium/Calmodulin-abhän-
gige Proteinkinase ii (CaMkii), Proteinkinase C (PkC), cyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP), NO, Phospholipidhydrolyse, extrazelläre Signal-regulierte kinasen 1/2 (ERk1/2)
sowie CREB und Genexpression beeinflussen.

Lichtgabe in der Nacht stimuliert die Expression der immediate early genes c-fos (kORN-
HAUSER et al. 1990, RUSAk et al. 1990), junB (MikkELSEN et al. 1995, WOLLNik et al. 1995),
fra-2 (SCHWARTz et al. 2000) und der Uhrengene Per1 und Per2 (SHiGEYOSHi et al. 1997b,
SHEARMAN et al. 1997), aber nicht von Bmal1 (ABE et al. 1998). Diese Reaktionen sind wei-
testgehend auf den vlNSC beschränkt (SHiGEYOSHi et al. 1997b, YAN et al. 1999, SCHWARTz

et al. 2000).
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Für eine involvierung von GABAergen NSC-Neuronen spricht, dass die Licht-induzierte 
c-Fos- und Per1-Expression bei Mäusen durch GABAB-Agonisten (CROSiO et al. 2000) und
bei Goldhamstern die von Per1 durch GABAA-Aktivierung gehemmt werden (EHLEN et al.
2008).

Weiterleitung der Lichtinformation innerhalb des NSC

Für die Weiterleitung der Lichtinformation vom vlNSC zum dmNSC sind vor allem ViP-,
GRP-, PER- und NO-haltige Neurone von Bedeutung. Eine wichtige modulierende Rolle spie-
len NPY und Serotonin. Die Bedeutung der in den meisten NSC-Neuronen vorkommenden
GABA ist wegen vieler gegensätzlicher Wirkungen unklar (ANTLE et al. 2009). 

Für eine Beteiligung von ViPergen Neuronen und ViP spricht, dass sie direkt von retinalen
Axonen innerviert (iBATA et al. 1989) und durch Phasen-verschiebende Lichtgaben elektrisch
stimuliert werden (kUHLMAN et al. 2003) und wenigstens ein Teil der zellen zur Uhrengenex-
pression angeregt wird (kAWAMOTO et al. 2003, kUHLMAN et al. 2003). ViP-induzierte Uh-
rengenexpression kommt offenbar über Proteinkinase A und Phospholipase C zustande
(NiELSEN et al. 2002).

GRP-Neurone werden nicht nur direkt von retinalen Fasern innerviert (TANAkA et al.
1997), sondern weisen auch Anzeichen auf, dass Lichtinformation auf sie einwirkt (AiDA et
al. 2002, DARDENTE et al. 2002, GUiLLAUMOND et al. 2007). Auf die Phasen-verschiebende
Wirkung von GRP ist bereits oben hingewiesen worden.

PERs sind vor allem für eine Phasen-verschiebende Wirkung einer nächtlichen Lichtgabe
auf Verhaltensrhythmen wichtig. Während die zunächst im vlNSC stattfindende Per1-Expres-
sion zu allen zeitpunkten in der Nacht stimuliert werden kann, ist dies für Per2 nur am Anfang
der Nacht der Fall. Es schließt sich die Per-Expression im dmNSC an, wo eine Phasen-ver-
zögernde Lichtgabe keine Per1-, sondern nur eine Per2-Expression stimuliert, während eine
Phasenvorschub erzeugende Lichtgabe genau das Gegenteil bewirkt (YAN und SiLVER 2002).

NO ist entscheidend an der Weiterleitung nächtlicher Lichtinformation im NSC und an
der Erzeugung von entsprechenden Phasenverschiebungen beteiligt (AMiR 1992, DiNG et al.
1994, WATANABE et al. 1994, WEBER et al. 1995, AMiR und EDELSTEiN 1997, DiNG et al. 1997,
PLANO et al. 2007, 2010). Lichtpulse in der Nacht führen zu einer Phosphorylierung von nNOS
(AGOSTiNO et al. 2004). Bei eNOS- und nNOS-defizienten Mäusen fanden sich jedoch keine
Hinweise, dass NO an Licht-bedingten Phasenverschiebungen der lokomotorischen Aktivität
mitwirkt (kRiEGSFELD et al. 1999, 2001). Offenbar ist NO aber bei den durch Melatonin- und
Serotonin(5-HT)-Rezeptoragonisten induzierten Phasenvorschüben involviert (STARkEY

1996). Hemmung der nNOS hemmt die durch TNFα gesteigerte Feuerrate der NSC-Neurone
(NYGARD et al. 2009). nNOS zeigt unter LD und DD einen Tag/Nacht-Rhythmus mit höheren
Nachtwerten (MiTOME et al. 2001).
Licht-induzierte Phasenverschiebungen können durch Verabreichung von NPY gehemmt wer-
den (WEBER und REA 1997, YANNiELLi und HARRiNGTON 2000, FUkUHARA et al. 2001, BREWER

et al. 2002, LALL und BiELLO 2002, 2003a, b, GAMBLE et al. 2005), und beim Fehlen von NPY
erfolgt die Synchronisation auf geänderte Photoperiodiken hin langsamer als bei kontrolltieren
(kiM und HARRiNGTON 2008).

Wie Licht hemmt NPY die MEL-Bildung der zirbeldrüse (GAMBLE et al. 2006). Die Wir-
kungen von NPY auf lichtinduzierte Phasenverschiebungen kommen nachts über Y5-Rezep-
toren zustande (YANNiELLi und HARRiNGTON 2001, YANNiELLi et al. 2004, GAMBLE et al. 2005,
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2006). – NPY hemmt den Phasen-verschiebenden Effekt von PACAP (HARRiNGTON und
HOQUE 1997).

Schließlich beeinflusst auch 5-HT Licht-induzierte Vorgänge im NSC (MORiN 1999, SOL-
LARS et al. 2006a, b, GRAFF et al. 2007, CUESTA et al. 2008, GARDANi und BiELLO 2008, MEN-
DOzA et al. 2008, STERNiCzUk et al. 2008, FRANCL et al. 2010b). Es wird angenommen, dass
5-HT die Empfindlichkeit der NSC-Neurone auf Licht steigert (STERNiCzUk et al. 2008).

7.   Licht-unabhängige Phasenverschiebungen und Synchronisation des NSC

Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Circadianik des NSC z. B. auch durch andere Fak-
toren als Licht synchronisiert werden kann, beispielsweise durch erzwungene lokomotorische
Aktivität (MARCHANT et al. 1997) oder Nahrungsaufnahme (kUHLMAN et al. 2003, ANDRADE

et al. 2004, ANGELES-CASTELLANOS et al. 2010), Schlafentzug (kNOCH et al. 2006), generelle
Aktivierung (= arousal) des Versuchstiers (HASTiNGS et al. 1992, EDELSTEiN et al. 2003), Etha-
nolingestion (MCELROY et al. 2009) sowie injektionen von kochsalz (SUMOVA et al. 1994),
Opioiden (BYkU und GANNON 2000a, b, VANSTEENSEL et al. 2005) oder anderen Substanzen
wie z. B. Thyrotropin Releasing Hormone (TRH) (GARY et al. 1996, CUESTA et al. 2008).

Diese synchronisierenden Faktoren werden dem NSC auf 2 Wegen vermittelt: Einmal über
das Folium intergeniculatum (intergeniculate leaflet) des Thalamus mittels des Tractus geni-
culohypothalamicus (MOGA und MOORE 1997) und zum anderen über Axone von serotonergen
Neuronen aus mesenzephalen Raphekernen. Letztere können direkt zum NSC ziehen oder im
iGL mit zum NSC projizierenden Neuronen interagieren.

Das iGL (MORiN et al. 1992, MOORE und CARD 1994, STAMP et al. 1997, EDELSTEiN und
AMiR 1998, VRANG et al. 2003, MORiN und ALLEN 2006, BLASiAk et al. 2007, 2009) erhält die
verschiedensten Afferenzen, von denen hier vor allem die von Melanopsin-haltigen retinalen
Ganglienzellen ausgehenden Axone interessieren. Sie verlaufen im Nervus und Tractus opticus
als Tractus retinogeniculatus, enthalten PACAP (HANNiBAL und FAHRENkRUG 2004) sowie
Glutamat (BLASiAk et al. 2009) und enden im iGL vor allem an MetENk-Neuronen, ganz we-
nige an NPY-Neuronen (JUHL et al. 2007). ihre Aufgabe könnte es sein, vom iGL zum NSC
projizierende Neurone mit Lichtinformation zu versorgen und auf diese Weise nicht-photische
Synchronisatoren auf die Lichtverhältnisse abzustimmen. Das iGL erhält auch Afferenzen aus
dem dorsalen Raphenukleus (BLASiAk und LEWANDOWSki 2003). Wenn das iGL entfernt wor-
den ist, ist es Tieren unmöglich, sich mit erzwungener lokomotorischer Aktivität zu synchro-
nisieren (MARCHANT et al. 1997).

Der vom iGL zum NSC ziehende Tractus geniculohypothalamicus enthält NPY- und
nichtNPY-haltige Axone (CARD und MOORE 1989). im NSC enden die NPY-haltigen Axone
vorwiegend im vlNSC (UEDA et al. 1986, HARRiNGTON et al. 1987, kAWATA et al. 1987, CARD

und MOORE 1988, iBATA et al. 1988, REUSS et al. 1989, MikkELSEN und O’HARE 1991, MORiN

und BLANCHARD 1995, WOLLNik und BiHLER 1996), der auch das zielgebiet der Neurone des
Trh ist. im Hinblick darauf, dass NPY und 5-HT im NSC interagieren (siehe unten), verwun-
dert nicht, dass deren Axone im NSC synaptisch verbunden sind (GUY et al. 1987). Die Be-
deutung von NPY erhellt u. a. daraus, dass durch nicht-photische Einflüsse erzeugte
Phasenverschiebungen (z. B. durch erzwungene lokomotorische Aktivität) bei NPY-defizienten
Mäusen nicht zum Tragen kommen (HARRiNGTON et al. 2007). Weiterhin führen Mikroinjek-
tionen von NPY in den NSC zu Phasenverschiebungen (HUHMAN et al. 1996a, GAMBLE et al.
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2004), die durch den NYP-Rezeptor Y2 vermittelt werden (HUHMAN et al. 1996a). Offenbar
kommt der NPY-Effekt durch eine Beeinflussung von GABAergen Mechanismen zustande
(HUHMAN et al. 1995, BiGGS und PROSSER 1999). in dieselbe Richtung deutet, dass, wenn das
Feuern von GABAergen NSC-Neuronen durch Tetrodotoxin ausgeschaltet wird, NPY keine
Phasenverschiebung erzeugt (HUHMAN et al. 1997). interaktionen bestehen auch zwischen
NPY und Glutamat. So hemmt der Glutamatagonist NMDA tags den NPY-induzierten Pha-
senvorschub der lokomotorischen Aktivität, und nachts mikroinjiziertes NPY hemmt NMDA-
induzierte Phasenverschiebungen (GAMBLE et al. 2004). Wie Lichtimpulse beeinflusst NPY
die Expression von Per1 und Per2, jedoch nicht stimulierend, sondern hemmend (MAYWOOD

et al. 2002).
Die serotonergen (5-HT) Raphe-NSC-Neurone sind auch für Licht-unabhängige Phasen-

verschiebungen des NSC während der Hellphase von Bedeutung. Die Perikarya der zum NSC
ziehenden Fasern liegen in den dorsalen (dRk) und medialen Raphekernen (mRk) des Mit-
telhirns (MEDANiC und GiLLETTE 1992, kAWANO et al. 1996, WEBER et al. 1998, DUDLEY et al.
1999, SU und LiU 2001, HAY-SCHMiDT et al. 2003, YAMAkAWA und ANTLE 2010), aber nur etwa
die Hälfte enthält 5-HT (SU und LiU 2001, YAMAkAWA und ANTLE 2010). Bei Ratten endigen
die vom dRk ausgehenden Axone im vlNSC (MEDANiC und GiLLETTE 1992). Deutlich wird
der Einfluss der Rk nach deren zerstörung. Dann beginnt die nächtliche lokomotorische Ak-
tivität früher und endet später (MEYER-BERNSTEiN und MORiN 1996). Auch die Benzodiaze-
pin-induzierte Phasenverschiebung hängt von einer intakten 5-HT-innervation des NSC ab
(CUTRERA et al. 1994). Unterstrichen wird die Tag-abhängige zeitgeberfunktion von 5-HT
durch Verabreichung von 5-HT selbst (MEDANiC und GiLLETTE 1992) oder diverser 5-HT-Re-
zeptoragonisten (EDGAR et al. 1993, HORikAWA et al. 2000, SPROUSE et al. 2004, 2005, VARCOE

und kENNAWAY 2008) sowie von 5-HT-Wiederaufnahmehemmern (SPROUSE et al. 2006). Wie
bei anderen Versuchsansätzen zeigen elektrophysiologische Untersuchungen, dass nur etwa
40 % der NSC-Neurone auf 5-HT ansprechen, wobei jeweils die Hälfte der zellen stimuliert
oder gehemmt wird (HSiEH und PAN 1990). Der 5-HT-bedingte Phasenvorschub ist offenbar
NO-abhängig (STARkEY 1996). Die durch erzwungene lokomotorische Aktivität erzeugte Syn-
chronisierung des NSC erfordert das zusammenwirken von 5-HT und NPY (MARCHANT et al.
1997). in dieselbe Richtung deutet, dass NPY 5-HT-bedingte Phasenverschiebungen blockt
(PROSSER 1998).

Synchronisation der beiden NSC

Da der NSC bilateral angelegt ist, erhebt sich die Frage, ob und gegebenenfalls wie sich die
beiden kerne die Arbeit teilen und ob deren Aktivitäten synchronisiert sind. Elektrophysiogi-
sche Untersuchungen zeigen, dass zwischen rechtem und linkem NSC ein Phasenunterschied
von 1,13 ± 0,2 h (Spanne: 0,25 bis 3,4 h) besteht, der nur geringfügig größer ist als der zwi-
schen vlNSC und dmNSC (SCHAAP et al. 2003). Man kann also davon ausgehen, dass die
Funktion der beiden kerne gleichsinnig verläuft.

Dies ändert sich, wenn Tiere, zumeist an Goldhamstern untersucht, unter LL gehalten wer-
den. Dann zeigen sich bei einem hohen Prozentsatz der Tiere nicht nur ein, sondern zwei cir-
cadiane Aktivitätsmaxima, z. B. von Trinkverhalten und lokomotorischer Aktivität (SHiBUYA

et al. 1980), körpertemperatur (PiCkARD et al. 1984), Luteinisierungshormonsekretion (SWANN

und TUREk 1985), elektrophysiologischer Aktivität (zLOMANCzUk et al. 1991) sowie gegen-
läufige Uhrengenexpression in den beiden NSC (DE LA iGLESiA et al. 2000). Dass das Auftreten
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von zwei verschiedenen Rhythmen auf das bilaterale Vorhandensein des NSC zurückzuführen
ist, wird daran deutlich, dass unilaterale Läsion des kerns einen der beiden Rhythmen zum
Verschwinden bringt (PiCkARD und TUREk 1982, 1983). Ob die Synchronisation über beide
kerne verbindende kommissurenfasern (siehe oben) zustande kommt, ist mir nicht bekannt.

8.   Wie der circadiane Hauptoszillator seine Rhythmik den übrigen Teilen des Körpers
vermittelt

Dies geschieht prinzipiell auf zwei Wegen. Wie Transplantationsexperimente nach zerstörung
des NSC zeigen, können zwar die circadianen Rhythmen der lokomotorischen Aktivität
(RALPH et al. 1990), nicht aber die von neuroendokrin regulierten Hormonen (MEYER-BERN-
STEiN et al. 1999) wieder hergestellt werden. Diese Unterschiede sind darauf zurückzuführen,
dass der NSC erstere über diffundierende Wirkstoffe und letztere nerval reguliert.

Die Wirksamkeit von diffundierenden NSC-Faktoren wurde u. a. dadurch nachgewiesen,
dass von einer semipermeablen Membran umgebene NSC transplantiert wurden, sodass keine
Axone in die Nachbarschaft aussprossen und synaptische kontakte mit in der Nachbarschaft
des Transplantats liegenden Neuronen bilden konnten (SiLVER et al. 1996a).

Welcher der NSC-Wirkstoffe für die Regulierung des lokomotorischen Rhythmus verant-
wortlich ist, ist noch nicht abschließend geklärt (kALSBEEk et al. 2006). in Frage kommen
TGFα (kRAMER et al. 2001, 2005), Prokineticin 2 (CHENG et al. 2002, 2005, Li et al. 2006),
ein Cardiotrophin-ähnliches zytokin (kRAVES und WEiTz 2006) sowie das im NSC reichlich
vorkommende AVP (REPPERT et al. 1981, JiN et al. 1999, TOUSSON und MEiSSL 2004).

Efferenzen des NSC (SAPER et al. 2005): zielgebiet der Hauptefferenzen des NSC ist die
nach dorsal weisende, gewölbte und unter dem NPVh gelegene subparaventrikuläre zone
(SPz), die eine NSC-nahe ventrale SPz (vSPz) und eine dorsale SPz (dSPz) unterscheiden
lässt, an die sich der dorsomediale hypothalamische kern (DMH) anschließt. Ein kleinerer
Teil der Fasern zieht zu dorsalen parvozellulären Neuronen im NPVh und ist der Anfangsteil
des hypothalamopinealen Trakts (siehe unten). Die Fasern der vSPz ziehen zum DHM, von
wo aus sie drei zielregionen ansteuern:

–    GABAerge Neurone ziehen zum Schlaf-fördernden Nucleus praeopticus ventrolateralis.
–    Glutamaterge und TRH-(Thyrotropin Releasing Hormone)-haltige Fasern projizieren zu-

nächst zur Area hypothalamica lateralis, wo sie auf MCH (Melanin-Concentrating Hor-
mone)- und Orexin-haltige Neurone umgeschaltet werden, die Wachheit und
Futteraufnahme stimulieren.

–    Als Letztes ziehen Fasern zu CRH (Corticocotropin Releasing Hormone)-bildenden zellen
im medialen parvozellulären Bereich des NPVh (siehe unten).

Die dSPz, die zuflüsse über Leptin und den Nucleus ventromedialis erhält, projiziert zur Area
praeoptica medialis, die in die Thermoregulation involviert ist. in Übereinstimmung hiermit
zeigen experimentell-funktionelle Untersuchungen der SPz von Ratten, dass Läsionen der
vSPz zu einer Abnahme der circadianen indices von Schlaf (–90 %), lokomotorischer Aktivät
(–75 %) und körpertemperatur (–50 %) führen, während solche der dSPz die indices um 
70 % (körpertemperatur), 45 % (lokomotorische Aktivität) bzw. lediglich um weniger als 5 %
(Schlaf) reduzierten (LU et al. 2001). Die Ausschaltung des insgesamt stimulierenden DMH
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führt zu einer 78–89%igen Verminderung der circadianen Rhythmik von Wachheit, Futter-
aufnahme, lokomotorischer Aktivität und Serumkorticosteroiden, während körpertemperatur
(CHOU et al. 2003) und MEL-Sekretion nicht beeinflusst werden (MOTA et al. 2001, CHOU et
al. 2003). Da SPz und DMH zusätzlich zur Weiterleitung circadianer informationen Verhal-
tens-relevante Signale erhalten (z. B. über Leptin und Ghrelin), wird angenommen, dass es
dem Organismus hierdurch ermöglicht wird, sich unter bestimmten Bedingungen dem vom
NSC vorgegebenen zeitraster zu entziehen (vgl. CHOU et al. 2003). – Der Vollständigkeit hal-
ber sei erwähnt, dass zwischen NSC und Nucleus arcuatus reziproke Verbindungen bestehen
(SAEB-PARSY et al. 2000).

8.1  Hypothalamopinealer Trakt (HPT)

Der vom NSC zur im Epithalamus gelegenen hormonbildenden zirbeldrüse (Glandula pinea-
lis) ziehende HPT war die erste nachgewiesene, vom NSC ausgehende Neuronenkette mit klar
definierter Funktion (Abb. 4). Über diese kette überträgt der NSC seine Rhythmik auf die
MEL-Synthese der zirbeldrüse, die so zu einem bevorzugten circadianen Untersuchungsobjekt
wurde. Charakteristisch für die pineale MEL-Rhythmik ist, dass tagsüber äußerst wenig, nachts
dagegen viel Hormon gebildet wird (siehe unten). Beidseitige zerstörung der NSC (MOORE

und kLEiN 1974) oder Durchtrennung distaler Anteile des HPT führen zu einem Verschwinden
des circadianen MEL-Rhythmus (PERREAU-LENz et al. 2003). Für eine Regulierung der MEL-
Bildung durch den NSC spricht auch, dass beim Fehlen der Uhrengene Cry1 und Cry2 der
MEL-Rhythmus gestört ist und nächtliche Lichtgabe die MEL-Synthese nicht hemmt (YA-
MANAkA et al. 2010).

Die Regulierung der zirbeldrüse durch den NSC ist von besonderer Bedeutung, da pineales
MEL auf humoralem Wege auf den NSC zurückwirkt (siehe unten).

Der erste Teil des multisynaptischen HPT verläuft vom NSC zu parvozellulären Neuro-
nen des NPVh, wo die erste Umschaltung erfolgt. Dessen Neurotransmitter sind Glutamat,
GABA (BUiJS et al. 1994, HERMES et al. 1996), AVP (kALSBEEk et al. 1992) und ViP (kALS-
BEEk et al. 1993b, TECLEMARiAM-MESBAH et al. 1997). Von dort ziehen Oxytocin- und AVP-
enthaltende Axone parvozellulärer Neurone (SiMONNEAUX und RiBELAYGA 2003) durch den
Hirnstamm zu den Nuclei intermediolaterales medullae spinalis des oberen Thorakal -
bereichs, wo die zweite Umschaltung erfolgt. Hier setzt sich der HPT durch präganglionäre
cholinerge sympathische Fasern fort, die zum Ganglion cervicale superius (GCS) ziehen,
wo die dritte synaptische Umschaltung erfolgt. Der vierte und letzte Teil des HPT geht vom
GCS aus und besteht aus postganglionären noradrenergen sympathischen Fasern (= Nervus
pinealis), die in der zirbeldrüse enden und dort vor allem nachts ihr Noradrenalin ausschütten
(kLEiN 1985, DRiJFHOUT et al. 1996a, b, LARSEN et al. 1998, SiMONNEAUX und RiBELAYGA

2003).
Für die nächtlich gesteigerte MEL-Bildung der zirbeldrüse sind eine verstärkte elektrische

Aktivität des NSC und des nachgeschalteten HPT sowie die damit verbundene gesteigerte
Noradrenalinfreisetzung in der zirbeldrüse verantwortlich. Die lange zeit bestehende Diskre-
panz, dass der die zirbeldrüse innervierende NSC nachts geringer als tags feuert (siehe oben),
die die zirbeldrüse innervierenden, postganglionären sympathischen Nervenfasern dagegen
nachts stimuliert sind, scheint dahingehend geklärt zu sein, dass im NSC elektrisch nachtaktive
Neurone vorkommen (siehe oben) und dass es diese sind, die letztlich die zirbeldrüse nachts
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stimulieren (vgl. kALSBEEk et al. 2006). Dass das nächtlich gesteigerte Feuern von NSC- und
NPV-Neuronen für die gesteigerte MEL-Bildung wichtig ist, erhellt daraus, dass es nach Aus-
schalten des Feuerns in diesen kernen durch TTX in der Nacht zu einer drastischen Abnahme
der MEL-Bildung kommt (PERREAU-LENz et al. 2004).

Während lange zeit angenommen wurde, dass die MEL-Bildung nur nachts beeinflusst
werden kann (z. B. Hemmung durch kurzzeitige Lichtgabe), wurde nun gefunden, dass die
MEL-Bildung tagsüber durch Gabe von GABA-Antagonisten stimuliert werden kann (kALS-
BEEk et al. 2000b). Die nächtlich gesteigerte MEL-Bildung kann durch injektion von AVP
oder ViP in den NSC noch verstärkt werden (kALSBEEk et al. 1993a).

Lichtverabreichung in der Nacht führt nicht nur zu einer hier nicht näher betrachteten Pha-
senverschiebung des pinealen MEL-Rhythmus, sondern auch zu einer akuten Hemmung der
MEL-Synthese (SiMONNEAUX und RiBELAYGA 2003).
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Abb. 4  Schematische Darstellung der multisynaptischen neuronalen Verbindung von Nucleus suprachiasmaticus
(NSC) zur zum Epithalamus gehörenden, Melatonin produzierenden zirbeldrüse. Diese Neuronenkette zieht vom
NSC zum Nucleus paraventricularis hypothalami (NPVh) und von dort mit Arginin-Vasopressin (AVP) und Oxytocin
(OT) als Neurotransmitter zum Nucleus intermediolateralis der oberen thorakalen Segmente des Rückenmarks. Hier
entspringen präganglionäre sympathische Fasern mit Azetylcholin (Ach) als Neurotransmitter und enden im Ganglion
cervicale superius. Hier erfolgt die letzte Umschaltung auf postganglionäre sympathische Neurone, die die zirbeldrüse
direkt innervieren und mit ihrem Neurotransmitter Noradrenalin (NA) die Melatoninbildung nachts stimulieren. Unter
Verwendung einer Abbildung aus Sobotta Atlas 1993.



8.2  Wirkung von Melatonin auf den NSC

Das Vorkommen von MEL-Bindungsstellen bzw. -Rezeptoren im NSC (REPPERT et al. 1988,
WEAVER und REPPERT 1996, GERDiN et al. 2004) und deren Tag/Nacht-Rhythmik (GAUER et
al. 1993, 1994, MASANA et al. 2000, POiREL et al. 2002), die tageszeitabhängige Hemmung
der elektrischen Aktivität von NSC-Neuronen durch MEL in vivo (STEHLE et al. 1989) und in
vitro (SHiBATA und MOORE 1988) werfen die Frage auf, ob die zirbeldrüse mit ihrer circadianen
MEL-Bildung die Circadianik des NSC und damit des Gesamtkörpers beeinflusst (CASSONE

1990). Es gibt klare Hinweise, dass MEL, zur richtigen zeit eingenommen oder verabreicht,
die „innere Uhr“ beeinflussen kann. Es kann durch Unterstützung der Rhythmusverschiebung
die Jetlag-Symptome mildern und bei vollständig Blinden den freilaufenden circadianen
Rhythmus mit dem 24-h-Rhythmus der Umwelt synchronisieren und so das Leben angenehmer
gestalten (ARENDT und SkENE 2005). Tierversuche zeigen ebenfalls, dass Phasenverschiebun-
gen oder Rhythmusanpassung durch Gaben von MEL (ARMSTRONG und REDMAN 1985, CAS-
SONE et al. 1986a, b, MCARTHUR et al. 1991, STARkEY 1996, MCARTHUR et al. 1997, SLOTTEN

et al. 1999, 2000, 2002, BOTHOREL et al. 2002, DUBOCOViCH et al. 2005) oder MEL-Rezeptor-
agonisten (RAWASHDEH et al. 2010) erzeugt werden können. MEL-bedingte Phasenverschie-
bungen laufen über MT2-MEL-Rezeptoren (GERDiN et al. 2004) und NO ab (STARkEY 1996).
Weiterhin vermindert MEL-Gabe die Glukoseaufnahme des NSC (CASSONE et al. 1987, 1988),
was auf eine allgemein reduzierte neuronale Aktivität hinweist.

Das Entfernen der zirbeldrüse (= Pinealektomie) und das daraus resultierende weitgehende
Verschwinden von MEL aus dem Organismus hat unter normalen Bedingungen relativ wenig
Einfluss auf den NSC (CHEUNG und MCCORMACk 1982, REDLiN und LYNCH 1997, DUNCAN

1998). Anders ist die Situation, wenn z. B. in Dauerlicht gehaltene Tiere pinealektomiert wer-
den. Dann kann dies zu einer Dissoziierung des circadianen und zum Auftreten einer ultra-
dianen Rhythmik der lokomotorischen Aktivität führen (CASSONE 1992).

8.3  NSC-Nebennieren-Projektion

Retrograde Markierungsstudien haben gezeigt, dass vom NSC, ähnlich wie bei der zirbeldrüse,
eine multisynaptische Bahn zur Hormon-produzierenden Nebennnierenrinde (NNR) zieht
(BUiJS et al. 1999). Hierbei handelt es sich um ViP- und AVP-haltige Nervenfasern, die zum
vegetativen Anteil des NPVh ziehen, hier auf oxytocinerge, zum Nucleus intermediolateralis
spinalis ziehende Fasern umschalten, wo sie nach erneuter Umschaltung als präganglionäre
sympathische Nervi splanchnici die NNR erreichen. Über diesen Weg führt Lichtgabe zu einer
vom Adrenocorticotropen Hormon(ACTH)-unabhängigen Abnahme des Corticosterongehalts
der NNR (BUiJS et al. 1999, iSHiDA et al. 2005). Somit wird die NNR von zwei Systemen re-
guliert: dem Corticotropinreleasinghormon (CRH)- und ACTH-verwendenden hypothalamo -
adenohypophysären System unter Einschaltung der Eminentia mediana und dem portalen
Gefäßsystem der Hypophyse sowie der hier geschilderten neuronalen NSC-NNR-Projektion.
Diese neuronale Verbindung steigert die Empfindlichkeit der NNR auf ACTH (ULRiCH-LAi et
al. 2006).
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8.4  NSC-Leber-Projektionen

ähnlich wie bei zirbeldrüse und NNR sind auch für die Leber vom NSC ausgehende präsym-
pathische Neurone nachgewiesen worden (kALSBEEk et al. 2004). Über zentrale GABAerge
Mechanismen obliegt ihnen die dem Aufwachen vorausgehende Glukosemobilisation in der
Leber, die zu einer Erhöhung des Blutzuckerspiegels führt und so dem Organismus die für
Tagesaktivitäten benötigte schnell verwertbare Energie zuführt. Die Glukosemobilisation in
den Morgenstunden kommt dadurch zustande, dass, Uhrengen-gesteuert, der GABAerge Ein-
fluss auf die präsympathischen Neurone nachlässt und so die sympathischen Neurone stimu-
liert werden. Obwohl auch der Parasympathikus von speziellen NSC-Neuronen gesteuert wird
(siehe unten) und die Leber innerviert, ist dieser nicht an der Glukosemobilisation beteiligt
(kALSBEEk et al. 2004).

8.5  Der NSC als Ursprungsort präparasympathischer Nervenfasern

Die hier für das sympathische Nervensystem geschilderten Befunde treffen im Prinzip auch
für das parasympathische Nervensystem zu (BUiJS et al. 2003). Auch hier entspringen präpa-
rasympathische Neurone im NSC in der Region, in der AVP-Neurone gehäuft vorkommen,
projizieren zum NPVh und von dort zu Neuronen des Nucleus posterior (dorsalis) nervi vagi.
Wie die präsympathischen im NSC entspringenden Neurone enthalten sie AVP und 30 % von
ihnen GABA.

Aufgrund der Tatsache, dass präsympathische und präparasympathische Neurone im NSC
klar getrennt voneinander existieren, bestehen offenbar exzellente Möglichkeiten für NSC-
Uhrenneurone, die prävegetativen Neurone zeitlich unterschiedlich zu stimulieren und zu hem-
men und so die Tagaktivität des Sympathikus und die Nachtaktivität des Parasympathikus zu
steuern.

8.6  Projektionen des NSC zu Hormon-bildenden Neuronen des Hypothalamus

Als letztes soll kurz auf funktionelle Beziehungen des NSC zu den verschiedenen im Hypo-
thalamus gebildeten Hormonen eingegangen werden. Von den beiden in magnozellulären
NPVh- und NSO-Neuronen synthetisierten Hormonen Oxytocin und antidiuretisches AVP
weist beim Menschen lediglich AVP einen ausgeprägten circadianen Rhythmus mit erhöhten
Nachtwerten auf (LANDGRAF et al. 1982), wodurch die nächtliche Urinproduktion vermindert
ist. Vom NSC zu NSO und NPV ziehende Neurone sind morphologisch nachgewiesen (BERk

und FiNkELSTEiN 1981, WATTS und SWANSON 1987, WATTS et al. 1987) und elektrophysiolo-
gisch als inhibitorische (GABAerge) und exzitatorische (glutamaterge) Neurone identifiziert
worden (HERMES et al. 1996, CUi et al. 1997). In vitro kann die circadiane Rhythmik von NPV-
Neuronen durch AVP induziert und durch AVP-Rezeptorantagonisten zum Erliegen gebracht
werden. Wird jedoch von einem intakten NSC-NPV-Präparat in Gegenwart eines AVP-Re-
zeptorantagonisten abgeleitet, so bleibt die NPV-Circadianik erhalten, was nach Ansicht der
Autoren dafür spricht, dass das elektrische Signal der NSC-Neurone offenbar stärker als deren
humorales AVP-Signal ist (TOUSSON und MEiSSL 2004).

Die für den circadianen Rhythmus der Hypophysenvorderlappen-NNR(HVL-NNR)-Achse
wichtigen ca. 2000 CRH-Neurone (SWANSON et al. 1983) liegen in den medialen und dorsalen
parvozellulären Subnuklei des NPVh und werden von einem kleinen kontingent von NSC-
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Axonen direkt innerviert, während der größte Teil der zum NPVh projizierenden NSC-Fasern
bereits unterhalb des NPVh, im sogenannten Subnukleus des NPVh endet (VRANG et al.
1995a). Wie Tracerstudien vermuten lassen, haben die zu den CRH-Neuronen projizierenden
NSC-Neurone ihren Ursprung im dmNSC, während die im NPVh-Subnukleus endenden NSC-
Axone dem vlNSC entstammen (VRANG et al. 1995b). Die Bedeutung des NSC für die HVL-
NNR-Achse wird daran deutlich, dass dessen zerstörung den circadianen Rhythmus des
Corticosterongehalts zum Verschwinden bringt (MOORE und EiCHLER 1972, SzAFARCzYk et
al. 1981, WATANABE und HiROSHiGE 1981, FiLiPSki et al. 2002). An der circadianen Regulation
der HVL-NNR-Achse sind verschiedene Neurotransmitter beteiligt (kALSBEEk und BUiJS

2002). Für die während der Ruhephase verminderte Aktivität der HVL-NNR-Achse sind bei
nachaktiven Tieren offenbar AVP-NSC-Neurone verantwortlich, da sie, wie Läsionen des NSC
und AVP-Depletion des NSC zeigen, einen hemmenden Einfluss auf die HVL-NNR-Achse
haben (BUiJS et al. 1993, GOMEz et al. 1997). Beim tagaktiven Nager Arvicanthis ansorgei sti-
muliert AVP dagegen die Corticosteronbildung (kALSBEEk et al. 2008). in der zweiten Hälfte
der Ruhephase bis zum Anfang der Aktivitätsphase kommt es bei Ratten trotz Verabreichung
eines AVP-Rezeptorantagonisten zu einer Aktivierung der HVL-NNR-Achse, woraus ge-
schlossen wurde, dass nun andere, stimulierende Neurotransmitter wie z. B. ViP, GRP oder
Neuromedin U in Aktion treten (kALSBEEk et al. 2006). An der circadianen Regulierung der
HVL-NNR-Achse sind der zwischen NSC und NPVh eingeschaltete Nucleus dorsomedialis
hypothalami und dessen inhibitorischen GABAA-Rezeptoren beteiligt (kALSBEEk et al. 1996,
kEiM und SHEkHAR 1996, CHOU et al. 2003). GABAA-Rezeptoren sind auch im NPVh nach-
gewiesen worden (CULLiNAN 2000), wo GABA die CRH-Freisetzung in vitro hemmt (CALO-
GERO et al. 1988).

Die für die Schilddrüsenfunktion wichtigen Thyrotropin Releasing Hormone(TRH)-Neu-
rone, in medial und periventrikulär gelegenen kleinzelligen Bereichen des NPVh lokalisiert,
werden nicht in erster Linie vom NSC aus innerviert (LECHAN und FEkETE 2006). Für die Exis-
tenz einer funktionell wichtigen Verbindung zwischen NSC und TRH-zellen spricht u. a., dass
Läsionen des NSC die Schilddrüsenfunktion beeinträchtigen (ABE et al. 1979, PESCHkE et al.
1989, kALSBEEk et al. 2000a). Diese Verbindung könnte durch ViPerge NSC-Neurone ver-
körpert werden, da diese TRH-Neurone im NPVh innervieren (kALSBEEk et al. 2000a). Beim
Menschen wurden TRH-Neurone auch innerhalb des NSC gefunden (FLiERS et al. 1994, 1998).
Wie für Leber und NNR beschrieben, bestehen zwischen NSC und Schilddrüse auch Verbin-
dungen über das autonome Nervensystem (kALSBEEk et al. 2000a). 

Die für eine normale Fortpflanzung unerlässlichen, Gonadotropin Releasing Hormone
(GnRH oder LHRH)-synthetisierenden, verstreut in der Area praeoptica hypothalami liegenden
Perikarya stellen ihre zyklische GnRH-Freisetzung nach NSC-Läsionen (BROWN-GRANT und
RAiSMAN 1977, GRAY et al. 1978, kAWAkAMi et al. 1980, WiEGAND und TERASAWA 1982) oder
ViP-Depletion des NSC ein (GERHOLD et al. 2005). Für eine Beteiligung von ViP an der
GnRH-Regulation spricht auch, dass GnRH-Neurone von ViPergen Fasern aus dem NSC in-
nerviert werden (VAN DER BEEk et al. 1993, HORVATH et al. 1998, kRAJNAk et al. 2001), ViP-
Rezeptoren besitzen (SMiTH et al. 2000) und durch ViP elektrophysiologisch stimuliert werden
(CHRiSTiAN und MOENTER 2008). kokulturen von NSC-Gewebe und GnRH enthaltendem Hy-
pothalamusgewebe zeigen allerdings, dass ViP-Freisetzung, im Gegensatz zu AVP, nicht mit
der GnRH-Sekretion parallel läuft (FUNABASHi et al. 2000). Gegen eine Rolle von ViP und
für AVP spricht, dass AVP, nicht aber ViP, die GnRH-Sekretion steigert (FUNABASHi et al.
2000). klar ist, dass die Beeinflussung der GnRH-Neurone durch den NSC neuronal und nicht
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humoral erfolgt (DE LA iGLESiA et al. 2003). im Hinblick darauf, dass die Entfernung der keim-
drüsen (Gonadektomie) und der damit verbundene Ausfall der keimdrüsenhormone circadiane
Effekte nach sich zieht, die sich nach keimdrüsenhormongaben wieder normalisieren (kA-
RATSOREOS et al. 2007), war naheliegend, nach Rückkoppelungsmechanismen auf den NSC
zu fahnden. Für einen Feedback von GnRH auf den NSC scheint zu sprechen, dass GnRH-
Axone im NSC im Bereich der ViP- und AVP-Neurone synaptisch enden (VAN DER BEEk et
al. 1997). Bei weiblichen Tieren erhöht Estradiolverabreichung unter bestimmten experimen-
tellen Bedingungen die Menge der Transkriptionsfaktoren FOS und pCREB im NSC (ABizAiD

et al. 2004). Estrogenrezeptoren (ERα und ERβ) sind bei Mäusen im dmNSC in Neuronen
nachgewiesen worden, die teilweise CalB, CalR und AVP enthalten. Nach Estrogengaben
nimmt die Nachweisbarkeit der ERβ-Neurone ab (ViDA et al. 2008). Bei männlichen Tieren
bilden Androgenrezeptor-haltige GRP-Neurone einen dichten Plexus im vlNSC, dessen Fasern
den NSC nach dorsal verlassen. Die in diesen zellen nach Lichtgabe verstärkt erfolgende
FOS-Bildung wird durch Gonadektomie vermindert und durch Androgengabe wieder norma-
lisiert (kARATSOREOS et al. 2007). Androgengabe normalisiert auch den bei männlichen Tieren
durch Gonadektomie hervorgerufenen, stark verminderten lokomotorischen Aktivitätsschub
zu Beginn der Dunkelphase (iWAHANA et al. 2008). im Hinblick auf die besondere Bedeutung
von kiSSpeptin und kiSSpeptin-haltigen Neuronen für die GnRH-Sekretion (POPA et al. 2005,
2008, kAUFFMAN et al. 2007) verdient Beachtung, dass kiSSpeptin-Neurone von NSC-AVP-
Neuronen innerviert werden (ViDA et al. 2010), die im Hypothalamus reichlich vorkommenden
kiSSpeptin-Fasern den NSC aber aussparen. kiSSpeptin-Perikarya sind im NSC offenbar
nicht vorhanden, kommen jedoch verstreut in dem mit dem NSC gekoppelten DMH vor
(BODEN und kENNAWAY 2006, CLARkSON et al. 2009). Für zusammenfassende Darstellungen
von neuronalen Mechanismen bei der Fortpflanzung siehe SMiTH und JENNES (2001), BODEN

und kENNAWAY (2006). 
Obwohl die von SS- und GHRH-haltigen hypothalamischen Neuronen gesteuerte Se-

kretion des Wachstumshormons circadiane und ausgeprägte ultradiane Rhythmen aufweist,
finden sich praktisch keinerlei Hinweise auf funktionelle Beziehungen zwischen NSC und
diesen Neuronen (MULLER et al. 1999, FODOR et al. 2006). Ob die im NSC vorkommenden
SS-haltigen Neurone (siehe oben) die Wachstumshormonsekretion beeinflussen, bleibt ab-
zuklären.

9.   Abschließende Bemerkungen

zum richtigen Verständnis von Funktionsweise und Bedeutung des NSC als circadianem
Hauptoszillator soll zusammenfassend noch einmal auf zwei Aspekte hingewiesen werden.
Es steht jetzt außer Frage, dass der als „innere Uhr“ apostrophierte Hauptoszillator nicht aus
einer einzigen, sondern aus etlichen „inneren Uhren“ besteht. im Prinzip stellt die Mehrzahl
aller NSC-Nervenzellen jeweils einen einzelligen circadianen Oszillator dar. Daneben gibt es
aber auch nicht-circadiane Nervenzellen, die nur ca. 5 Stunden und zu unterschiedlichen Tages-
und Nachtzeiten in Aktion treten (SCHAAP et al. 2003). Möglicherweise abhängig von der
Größe ihres „Einflussbereiches“, schließt sich eine unterschiedliche Anzahl von NSC-Ner-
venzellen zu zeitlich genau synchronisierten zellpopulationen zusammen. Unterschiedliche
und zu unterschiedlichen zeitpunkten anfallende Aufgaben erfordern zeitlich unterschiedlich
programmierte NSC-Neuronpopulationen. kALSBEEk und Mitarbeiter (kALSBEEk et al. 2006)
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unterscheiden aufgrund von elektrophysiologischen Befunden wenigstens vier Gruppen von
NSC-Neuronen mit zeitlich unterschiedlichen Akrophasen und Funktionen: Population 1
(Akrophase um ~zT 2, zwei Stunden nach Lichtbeginn) ist durch AVP und GABA charakte-
risiert und hemmt die Corticosteronfreisetzung der NNR und die Glukoseproduktion in der
Leber. Die wahrscheinlich größte Population 2 (Akrophase um ~zT 6) soll, wenigstens teil-
weise, über GABA die MEL-Bildung während der Hellphase hemmen. Population 3 (Akro-
phase um ~zT 10) soll, mit noch unbekanntem Neurotransmitter, die HVL-NNR zum
zeitpunkt der maximalen Aktivität stimulieren. Die vor allem in der Dunkelphase aktive Po-
pulation 4 (Akrophase um ~zT 18), von der einige zellen Glutamat enthalten, ist für die nächt-
lich gesteigerte MEL-Produktion verantwortlich. Wie auch die Existenz von separaten
präsympathischen und präparasympathischen Neuronen im NSC zeigt (BUiJS et al. 2003),
scheint der Hauptoszillator vollständig „durchstrukturiert“ zu sein und, was dessen zielorgane
angeht, aus einem Mosaik funktionell unterschiedlicher NSC-Neurone zu bestehen. ziel künf-
tiger Studien wird es daher sicher sein, in wenigen ausgewählten Spezies die Ursprungszellen
für bestimmte Funktionsbereiche im NSC zu lokalisieren und morphologisch, biochemisch
und elektrophysiologisch zu charakterisieren.

Der zweite zu betonende Aspekt ist quasi eine Antwort auf eine mich als jungen Medizin-
studenten in der Anatomie beschäftigende Frage, wo denn der Sympathikus seine Fortsetzung
im Gehirn habe. Aufgrund der Untersuchungen des circadianen Hauptoszillators wissen wir
jetzt, dass dem Sympathikus und dem Parasympathikus vom NSC ausgehende Neurone vor-
geschaltet sind und das periphere autonome Nervensystem damit zeitliche informationen
gleichsam „aus erster Hand“ erhält, um seinen Tonus tageszeitgerecht anzupassen. Man könnte
daher das periphere autonome Nervensystem als „verlängerten Arm“ des circadianen Haupt -
oszillators ansehen. Dadurch, dass der NSC wichtige Funktionen des endokrinen Systems re-
guliert, trägt er entscheidend zur humoralen informationsweitergabe im Organismus bei. Über
die nun nachgewiesene „Rekrutierung“ des peripheren autonomen Nervensystems erweitert
der NSC seine Einflussnahme auf periphere Organe erheblich über neuronale Wege (vgl. BART-
NESS et al. 2001).
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Zusammenfassung

im zuge der Evolution haben alle höheren Lebewesen, so auch die Säugetiere einschließlich Homo sapiens, Mecha-
nismen entwickelt, um äußere tageszeitliche Abläufe zu erfassen und endogen zu verarbeiten. Diese komplexen Ver-
arbeitungsvorgänge bedingen eine innere, also biologische Uhr, die etwa 24-stündige, also circa-diane, Rhythmen
vorgibt. Damit verknüpft ist die Notwendigkeit, die circadiane Uhr an den physikalischen Tag/Nachtwechsel anzu-
passen, also zu synchronisieren, um ein Freilaufen der circadianen Rhythmen zu vermeiden.

Beim Säuger befindet sich das circadiane zentralorgan im hypothalamischen Nucleus suprachiasmaticus, dem
SCN. Neben dem zentralen Oszillator wurden circadiane Rhythmusgeneratoren in verschiedenen Organen wie Leber,
Herz und Pankreas beschrieben. Solche Uhren 2. Ordnung sind der zentraluhr untergeordnet und werden daher im
Gegensatz zum „master-oscillator“ des SCN, als „slave oscillators“ bezeichnet. Eigene Untersuchungen konnten zum
einen belegen, dass die insulinsekretion isolierter pankreatischer Langerhansscher inseln in einer Perfusionseinrich-
tung tagesrhythmisch schwankt. zudem ließ sich in diesem System der synchronisierende Einfluss des Pinealhormons
Melatonin nachweisen. Mittels Real-time-RT-PCR konnte darüber hinaus am Pankreas der Ratte gezeigt werden, dass
Transkripte zentraler Uhrengene (Per1, Bmal1, Cry1, Per2), als indikatoren einer funktionellen circadianen Uhr, ta-
geszeitlichen Expressionsschwankungen unterliegen. Dabei wurde Per1 stets antiphasisch zu Bmal1 exprimiert, was
bedeutet, dass spezifische Expressionsmuster charakteristisch sind für jeden bislang untersuchten Oszillator. Schließ-
lich ließ sich durch Serumschock-Experimente an zellen einer Ratteninsulinoma-b-zelllinie (iNS1) belegen, dass
die circadiane Uhr auch auf der Ebene der insulin-produzierenden Einzelzelle funktioniert.

Abstract

in the course of evolution all higher organisms, including mammals and man, have evolved mechanisms to sense the
time of day and to integrate this information endogenously. The complexity of such a process necessitates an internal
biological clock to generate rhythms of close to 24 hours, i.e. a “circa-dian” period. However, this function intrinsically
requires the introduction of a synchronizer in order to adapt to physical day/night phases, which would otherwise
cause divergence from a circadian periodicity and a “free-running” of the circadian cycle.

in mammals, the central circadian oscillator resides in the hypothalamic nucleus suprachiasmaticus (SCN). in ad-
dition to this principal pacemaker, other oscillators have been detected in the liver, heart and pancreas. These secondary
oscillators, also designated “slave” oscillators, are subordinate to the “master” oscillator of the SCN. in our research
group, several investigations using a perifusion apparatus have shown that insulin is secreted from isolated pancreatic
islets in a strictly circadian manner and that the pineal hormone melatonin can phase-shift these rhythms. Furthermore,
using real-time RT-PCR, we have proven that the expression of the circadian clock genes Per1, Cry1, Per2 and Bmal1
follows a circadian pattern. Per1 was always expressed anti-phase to Bmal1, which indicates the functioning of a cir-
cadian clock in the pancreas. Finally, our serum shock experiments on a rat insulinoma b-cell line (iNS1) established
that the circadian clock also functions on a single-cell level.



1.   Einleitung

Der Tag/Nachtwechsel beeinflusst das Leben auf unserem Planeten in vielfältiger Weise. Dies
betrifft nicht nur die auf das Licht zur Photosynthese angewiesenen Pflanzen, sondern auch
alle anderen Organismen. Die Tierwelt hat im zuge der Evolution eine innere „biologische
Uhr“ entwickelt, die in antizipierender Weise dem Organismus einen ungefähr 24-stündigen
(circa-dianen) Rhythmus vorgibt. Der Grund für diese Notwendigkeit wird wie folgt nach W.
SCHWARz (University of Massachusetts Medical School, MA, USA) zitiert: „All biological
clocks are adaptations to life on a rotating world.“ Dabei werden der circadianen Uhr zwei we-
sentliche Funktionen zugeordnet: (1.) Temporale Organisation (zuordnungen von Tag/Nacht-
zeiten zu physiologischen Abläufen), (2.) Antizipation (z. B. von stets wiederkehrenden,
perpetuierenden Umweltänderungen).

Eine Abweichung der biologischen Uhr vom exakt 24-stündigen Rhythmus muss daher,
wie auch bei einer mechanischen Uhr, „nachgestellt“ werden, ein Vorgang der in der Chrono-
biologie als „Synchronisation“ bezeichnet wird. Ohne Synchronisation kommt es zur Ausbil-
dung eines freilaufenden Rhythmus, der vom physikalischen Tag/Nachtwechsel abweicht.
Dieser endogene Rhythmus (mit der Periodenlänge t), der sich unter freilaufenden Bedingun-
gen einstellt, ist für jede Spezies typisch und beträgt beim Menschen etwas mehr als 24 Stun-
den, bei der Maus hingegen beträgt eine Periodenlänge etwas weniger als 24 Stunden (MAURY

et al. 2010). Neben den tageszeitlichen, also circadianen oder diurnalen Rhythmen, spielen
circannuale und lunare Rhythmen eine größere Rolle bei chronobiologischen Betrachtungen.
in diesem Beitrag sollen allerdings nur circadiane Rhythmen behandelt werden.

Durch Läsionsexperimente konnte für den Säuger nachgewiesen werden, dass der Sitz der
circadianen Uhr ein hypothalamischer kern, nämlich der Nucleus suprachiasmaticus, ist
(RALPH et al. 1990). Etwa 20000 spezialisierte Neurone des paarig angelegten kernes gene-
rieren einen circadianen Rhythmus und bilden den zentralen circadianen Schrittmacher. Die
Bedeutung dieses Oszillators äußert sich beim Menschen in der circadianen Beeinflussung
vielfältiger körperfunktionen wie z. B. körpertemperatur, Schlaf-Wach-Verhalten und Stoff-
wechselabläufe. Eine Übersicht hierzu wird in Abbildung 1 gegeben.

im körper des Säugers finden sich neben der zentraluhr im SCN auch circadiane Uhren
in Organen wie Herz (YOUNG et al. 2002), Leber (DAMiOLA et al. 2000) und Pankreas (MÜHL-
BAUER et al. 2004). Nach häufiger Auffassung haben diese Uhren keine oder nur begrenzte
Autonomie, da der von ihnen generierte Rhythmus in vitro, also nach Gewebsentnahme und
Einflussentzug vom zentralen circadianen Oszillator, einer raschen Dämpfung unterliegen
kann (REPPERT und WEAVER 2002). PESCHkE und PESCHkE (1998) konnten demgegenüber al-
lerdings zeigen, dass isolierte pankreatische inseln der Ratte über mehrere Tage ihren Rhyth-
mus beibehielten und auf Melatoninapplikation mit Phasenshift reagierten. Periphere Uhren
werden, im Gegensatz zur zentraluhr, als Uhren 2. Ordnung bezeichnet. Diese sind der zen-
traluhr untergeordnet und werden daher auch, im Gegensatz zur „master clock“ des SCN, als
„slave oscillators“ bezeichnet (REPPERT und WEAVER 2002, schematische Darstellung in Abb.
2). Es ist dabei essentiell, dass Organe wie Leber und Pankreas, die gemeinsame Funktionen
erfüllen, wie z. B. die Regulation der Blutglukose, auch im circadianen Ablauf untereinander
synchronisiert sein müssen.
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Abb. 1  Die circadiane Uhr des Menschen steuert im Tagesverlauf viele körperfunktionen mit Reaktions- bzw. Effekt-
maxima zu genau definierten Tageszeiten. Diese Funktionen sind anhand eines Tageskreises dargestellt. Hervorzuheben
ist, dass das inselhormon insulin (orange) sowie der Blutzuckerspiegel (blau) ebenfalls im Tagesgang schwanken.

Abb. 2  Der Organismus des Säugers steht unter der kontrolle eines zentralen circadianen Oszillators (central circa-
dian clock, ccc) im hypothalamischen Nucleus suprachiasmaticus (SCN). Dieses zentrum ist neuronal mit der Pine-
aldrüse, die das Hormon Melatonin produziert, verschaltet. Über das autonome Nervensystem können Organe der
Peripherie, wie Pankreas und Leber, neuronal beeinflusst werden. Das „Circadianhormon“ Melatonin erreicht diese
Organe über den Blutstrom. Auf beiden Wegen können circadiane Uhren dieser Organe, die auch als Uhren 2. Ordnung
(„slave oscillators“) betrachtet werden, synchronisiert werden. Der wesentliche synchronisierende Faktor für den
„master oscillator“ im SCN ist hingegen das Tageslicht, welches über das Auge perzipiert wird (siehe Einleitung)
und neuronal über den retinohypothalamischen Trakt den SCN erreicht. Für die Aufrechterhaltung der Blutglukose
ist eine übergreifende Synchronisation der peripheren Uhren essentiell. Nach REPPERT und WEAVER (2002), verändert.



Während der zentrale Oszillator im SCN wesentlich durch das Licht synchronisiert wird, gilt
das nicht für Uhren in Organen der Peripherie. Diese Oszillatoren werden im Wesentlichen
durch humorale Faktoren beeinflusst. Auch durch neuronale kopplung können, vom SCN aus-
gehend, synchronisierende Einflüsse vermittelt werden (kALSBEEk und BUJiS 2002). Auf
Grund der Expression von Melatoninrezeptoren kann das pineale Hormon Melatonin neben
seiner bekannten Wirkung auf den SCN beispielsweise Leber und pankreatische insel (MÜHL-
BAUER und PESCHkE 2007, PESCHkE et al. 2007, MÜHLBAUER et al. 2009) sowie weitere Organe
ansprechen. Auch Glukokortikoiden, die ebenfalls einen Tagesrhythmus aufweisen, wird syn-
chronisierende Funktion zuerkannt. DAMiOLA et al. (2000) sowie STOkkAN et al. (2001) hatten
gezeigt, dass bei der Ratte eine Futterrestriktion auf eine begrenzte zeitspanne am Tag, die
Phasenlage der inneren Uhren von Leber und Pankreas verschiebt. Das kann bis zur vollstän-
digen Entkopplung der peripheren Uhr von der Rhythmusvorgabe des SCN führen. Nach neue-
ren Arbeiten gilt beim Säuger auch die körpertemperatur als wichtiger Synchronisator von
Uhren, die eine Vielzahl von körperprozessen steuern (CHALET et al. 1997, CAMBRAS et al.
2007).

2.   Circadiane Prozesse und ihre Bedeutung

2.1  Der Uhrenmechanismus

Seit den frühen Arbeiten von kONOPkA und BENzER (1971) an Mutationen von Fruchtfliegen
(Drosophila) mit veränderten Tagesrhythmen ist bekannt, dass die Aktivitäten spezieller Gene
für die circadiane Uhr bedeutungsvoll sind. Wenig später konnte man auch beim Säuger ho-
mologe Gene wie Period 1 oder timeless (Tim) nachweisen. Es zeigte sich, dass die Genpro-
dukte von Uhrengenen für Transkriptionsfaktoren codieren. inzwischen ist gesichert, dass eine
Gruppe von Uhrengenen mit transkriptionell aktivierender einer zweiten mit transkriptionell
inhibierender Funktion gegenübersteht. Dabei aktiviert das Uhrengenheterodimer
BMAL/CLOCk die Expression des inhibitorischen Heterodimers PER/CRY. Letztere wirken
zurück auf die Transkription von Bmal und unterbrechen so, zeitversetzt, die Genaktivität. Es
wird damit eine negative transkriptionelle/translationelle Rückkopplungsschleife gebildet,
deren kompletter zyklus circa 24 h ausmacht. Die obengenannten Gene bilden die sogenannte
„Core clock“, den zentralen Uhrenmechanismus (REPPERT und WEAVER 2002). Nicht tran-
skriptionell aktiv ist eine zu den Uhrengenen gerechnete Caseinkinase 1e, deren mutagene
Veränderung bei Sibirischen Hamstern die sogenannte t-Mutation hervorruft, eine Verkürzung
der Circadianperiode von 24 auf 20 h. Diese kinase phosphoryliert Uhrengenproteine (PER1)
und beeinflusst so deren Halbwertzeit (RALPH und MENAkER 1988, LOWREY et al. 2000).

zur transkriptionellen Aktivierung bedarf es für das BMAL1/CLOCk-Heterodimer einer
cis-aktiven Sequenz, die als E-Box bezeichnet wird. Über diese kurze Hexanukleotidsequenz
(CACGTG) oder eine analoge E’-Box (CACGTT) wird die transkriptionelle Aktivierung ver-
mittelt (YOO et al. 2005). Da die E-Box sowohl im Promotorbereich als auch in intronsequen-
zen nachgewiesen wurde, spricht man korrekterweise von einem E-Box-Enhancer, da dessen
Wirkung positionell unabhängig ist. Durch Bindung der PAS-Domänen-Helix-LOOP–Helix
(BHLH)-Proteine BMAL1 und CLOCk im Bereich der E-Box wird transkriptionelle Akti-
vierung von Genen gewährleistet, die diese Voraussetzung aufweisen. Bekannte Beispiele au-
ßerhalb der eigentlichen Uhrengene sind das Vasopressin sowie die Arylalkylamin-N-
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Acetyltransferase AA-NAT, das Schlüsselenzym der Melatoninbiosynthese. Für die AA-NAT
ist bekannt, dass eine E-Box im intron des Gens zu finden ist, ebenso beim Gen der Glyko-
gensynthase 2 der Leber, welches für die circadian modulierte Glykogensynthese wichtig ist
(DOi et al. 2010). Durch E-Box-vermittelte Transaktivierung kann damit circadiane informa-
tion der zentralen Uhr weitergetragen werden. Seit Neuerem werden weitere Rückkopplungs-
schleifen, in die andere Gene involviert sind, zum Uhrenmechanismus gezählt. Auch hier sind
positive und inhibierende Transkriptionsfaktoren involviert. Nach UEDA et al. (2005) greifen
die sogenannten Orphan-Rezeptoren inhibierend (RevERBa) und gegenläufig aktivierend
(RORa) über die ROR-Box in die circadianen Prozesse der Uhr ein. Daneben wurde über die
Faktoren DBP (positiv) und E4BP4 (negativ) noch eine weitere Rückkopplungsschleife be-
schrieben, die über die cis-aktive sogenannte D-Box circadian agiert. Sowohl RORa als auch
DBP werden über E-Box-Elemente in ihren Genen mit dem zentralen Uhrenelement verknüpft
(UEDA et al. 2005). Andererseits verfügt das zentrale Uhrengen Per1 über eine D-Box. Somit
sind auf Gen-Ebene mehrere circadiane Rückkopplungsschleifen miteinander verbunden, agie-
ren also keinesfalls völlig unabhängig voneinander. Diese Tatsache soll für eine höhere Sta-
bilität des generierten Rhythmus sorgen.

Der circadiane Oszillator wird in der Regel als Teil eines circadianen Systems aufgefasst
(CERMAkiAN und SASSONE-CORSi 2000). zu diesem gehört neben dem Rhythmusgenerator
der von ihm erzeugte „output“, also die circadiane information. Sie wird, von Transkrip -
tionsfaktoren getragen, auf andere Gene übertragen. Diese steuern dann im zuge einer Akti-
vierungskaskade eine Vielzahl weiterer zellfunktionen, zu denen beispielsweise in der Leber
die Glykogensynthese (DOi et al. 2010), im Pankreas die insulinsekretion der insel (BODEN

et al. 1996) und die Glukagonsekretion (RUiTER et al. 2003) gehören. Auf den Schrittmacher
der insel selbst wirken von außen synchronisierende Faktoren (zeitgeber), zu denen das „Cir-
cadianhormon“ Melatonin gehört, das mit Melatoninrezeptoren der insel eine Ligandenbin-
dung eingeht (PESCHkE et al. 2000, kEMP et al. 2002). Weitere zeitgeber können Nahrungs-
faktoren wie die Glukose, aber auch Glukokortikoide sein, deren Spiegel im Tagesverlauf
schwanken.

2.2  Circadiane Uhr und circadiane Insulinsekretion

1998 konnten Daten publiziert werden, die belegten, dass die insulinsekretion im In-vitro-
Versuch ebenfalls circadian oszilliert (PESCHkE und PESCHkE 1998). in einer Reihe von Ex-
perimenten an Ratteninseln, die mit Hilfe von kollagenase aus dem Pankreas isoliert wurden
und in einer Perifusionsapparatur stimuliert wurden, konnte gezeigt werden, dass die insulin-
konzentration im Perifusat tageszeitlichen Schwankungen unterliegt (Abb. 3). Die Auswertung
mehrerer solcher Experimente machte es möglich, die Periodenlänge (t) zu bestimmen. Sie
lag zwischen 21,8 und 26,2 h, also innerhalb eines als circadiane Periode definierten zeitab-
schnittes. Bemerkenswert war zudem, dass dieser In-vitro-Rhythmus nicht nur über 7 Tage
nachweisbar war, sondern nach Melatonin-Applikation um 9 h shiftete. Diese Beobachtungen
sprechen für eine Autonomie des insel-internen Oszillators. ähnliche Experimente wurden
später von PiCiNATO et al. (2002) durchgeführt, die den Befund bestätigten. Einige Jahre zuvor
hatten BODEN et al. (1996) bei freiwilligen stoffwechselgesunden Probanden unter Glukose-
clamp-Verfahren eine tageszeitliche insulinsekretionsschwankung gemessen, später bei Typ-
2-Diabetikern (BODEN et al. 1999). Die In-vitro-Daten am Rattenmodell bestätigten damit
letztlich das Gesamtbild einer circadian gesteuerten insulinsekretion, die der üblichen Sekre-
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tionsantwort nach postprandialen Blutglukoseerhöhungen überlagert ist. in diesem zusam-
menhang sollte erwähnt werden, dass auch die Blutglukosekonzentration einer circadianen
Regulation unterworfen ist (GAGLiARDiNO und HERNANDEz 1971, GAGLiARDiNO et al. 1984).

Abb. 3  Darstellung von insulinsekretionsmustern in einem Superfusionsexperiment. Das Experiment zeigt, dass die
insulinsekretion aus isolierten Langerhansschen inseln der Ratte in einem circadianen Muster erfolgt. Diese Beob-
achtung lässt sich über mehrere Tagesperioden verfolgen. Die Ordinate gibt die insulinkonzentration in ng/ml an, die
Abszisse die Tageszeit in h. Eine Circadianperiode (t) ist dunkelblau unterlegt und differierte in mehreren Experi-
menten zwischen 21,8 und 26,2 h. Nach PESCHkE und PESCHkE 1998.

2.3  Uhrengene und Metabolismus

Mit dem Nachweis, dass die circadiane Uhr die basale insulinsekretion beeinflusst, ließ sich
nachfolgend durch MÜHLBAUER et al. (2004) belegen, dass wesentliche Uhrengene (Bmal1,
Per1, Per2, Clock, Cry1 und Tim) im Rattenpankreas circadian exprimiert werden. Damit
konnte die Annahme, dass ein pankreatischer und insel-interner Oszillator auf die insulin -
sekretion wirkt, erhärtet werden. in Pankreas und Leber der Maus konnte ferner gezeigt wer-
den, dass drei Uhrenschleifen in diesen Organen von Bedeutung sind. Charakterisiert sind
diese transkriptionellen/translationellen „feedback loops“ durch die typische antiphasische
Expression von Uhrengenen mit positiver oder negativer Funktion bezüglich ihrer transkrip-
tionellen Aktivierungspotenz (MÜHLBAUER et al. 2009, Abb. 4).

Welche Bedeutung haben nun Uhrengene für die Aufrechterhaltung der Glukose- und
Stoffwechselregulation? Durch Verwendung von Uhrengen-knockout-Mausmodellen, in denen
selektiv Uhrengene funktionsunfähig gemacht oder eliminiert waren („knockout“), konnte ein
direkter zusammenhang zwischen Verlust der Uhrenfunktion und der Glukoseregulation nach-
gewiesen werden. RUDiC et al. (2004) konnten das beispielsweise in ihren Mausmodellen für
eine Clock-Mutation und für Bmal1-knockout-Modelle zeigen. Speziell die Regulation der
Glukoneogenese in der Leber war bei diesen Tiermodellen betroffen und damit die Regulation
des Blutglukoseniveaus. in einem weiteren Clock-Mutations-Modell von TUREk et al. (2005)
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konnte ein zusammenhang zwischen Funktionsverlust des Uhrengens, Veränderungen der cir-
cadianen Rhythmik und der Regulation des Energiehaushaltes festgestellt werden. Diese Tiere
zeigten, im Gegensatz zu nicht Uhrengen-mutierten kontrollen, Hypercholesterinämie, Hy-
pertriglyceridämie, Hyperglykämie und Hypoinsulinämie sowie Obesitas nach Applikation
einer hochkalorischen Nahrung. Es zeigte sich außerdem, dass die Regulation des Energie-
haushaltes insgesamt betroffen war. Die Mutation eines einzigen Uhrengens hatte also im
„Ganztier“ weitreichende Auswirkungen. Eine neuere Publikation von LAMiA et al. (2008) be-
schreibt Mäuse mit einer, im Gegensatz zu den vorherigen Mausmodellen, ausschließlich
Leber-spezifischen Bmal1-Deletion. Die Resultate dieser Studie deuten ebenfalls darauf hin,
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Circadiane Rhythmen im Pankreas und der Leber der Maus 

(Darstellung von -RT-PCR-Produkten) 

Abb. 4  Nachweis einer funktionalen Uhr in Pankreas und Leber der Maus durch Darstellung antiphasischer Expres-
sion von Uhrengenen. Real-time-RT-PCR-Messungen von Uhrengentranskripten im Verlauf einer Tagesperiode. 6
Wochen alte Mäuse wurden dazu im 3-h-Rhythmus getötet, die Organe entnommen und extrahiert. RNA wurde nach
reverser Transkription in einem Rotor-Cycler mittels PCR-Technik amplifiziert und die Transkriptmengen von Uh-
rengenen indirekt vermessen. Je zwei Transkripte mit antiphasischer Expression, die entweder die circadianen cis-
Elemente E-Box (oben), DBP-Box (Mitte) oder ROR-Box (unten) aktivieren, wurden dabei erfasst. Nach MÜHLBAUER

et al. 2009.



dass der Verlust der Bmal1-Funktion nur in einem einzigen Organ, der Leber, zu Störungen
der Regulation des körperfettes, der Glukose-„Clearance“ und der insulinproduktion führt.
zusammengefasst lassen die Arbeiten erkennen, dass durch das korrekte, präzise Funktionieren
einer circadianen Uhr die Entwicklung eines metabolischen Syndroms und eines Typ-2-Dia-
betes verhindert werden kann. Unterstützt wird diese Aussage durch eine Assoziationsstudie,
die nach Genotypisierung von 19 Uhren- oder Uhrengen-getriebenen Genen einer finnischen
kohorte mit ca. 8000 Personen feststellt, dass bestimmte Single-nucleotide-Genvarianten
(SNPs) des Uhrengens Period 2 (Per2) mit Veränderungen des Glukosemetabolismus und me-
tabolischem Syndrom assoziiert sind (ENGLUND et al. 2009). Außerdem wurde ein bestimmtes
SNP von Npas2, einem funktionellen Clock-Analogon des Vorderhirns, mit Blutdruckände-
rungen assoziiert.

2.4  Die circadiane Uhr funktioniert auf Ebene der einzelnen Zelle

Bereits 1998 konnten BALSALOBRE et al. zeigen, dass Rattenfibroblasten in zellkultur (Rat-
1-Linie), die über viele zellteilungszyklen in vitro gehalten worden waren, über eine innere,
circadiane Uhr verfügen. Möglich wurde diese Erkenntnis durch eine Behandlung der zellen,
bei der nach Serumentzug und Wachstumsstopp eine hohe Serumkonzentration (50 %) für
kurze zeit gegeben wurde, bevor nach Applikation von Standardmedium wieder normales
Wachstum erfolgte. Erstaunlicherweise zeigte sich in diesen zellen ein circadianer Rhythmus
der Uhrengenexpression, der in den unbehandelten zellen nicht zu erkennen war. Die Autoren
vermuteten, dass entweder der Rhythmus neu induziert wird oder es zur Gleichschaltung von
desynchronisierten Rhythmen kommt. Erst sehr viel später konnten WELSH et al. (2004) an
gentechnisch mit einem Fluoreszenzfarbstoff modifizierten (Luziferase-knockin-) Rat-1-Fi-
broblasten zeigen, dass eine über die zeit zunehmende Desynchronisation von zellen der Pe-
ripherie die Ursache für das scheinbare Erlöschen beobachteter circadianer Rhythmen in der
zellkultur ist. Das Verfahren zur Einzelzellsynchronisation ist inzwischen auch auf andere
zelltypen übertragen worden. An der b-zelllinie der Maus (b-TC1) konnten ALLAMAN-PiLLET

et al. (2004) Evidenz für einen endogenen circadianen Oszillator finden, der in einzelnen zel-
len funktioniert. Durch eigene Untersuchungen an Glukose-responsiven Ratteninsulinoma-
b-zellen (iNS1) konnte der Befund inzwischen erhärtet werden (MÜHLBAUER et al. 2007,
Abb. 5).

2.5  Bedeutung von Uhrengenen für die zelluläre Expression

Welche Bedeutung haben circadian gesteuerte Gene im kontext aller aktiven Gene einer zelle,
dem Transkriptom? Nach Untersuchungen von STORCH et al. (2002) an zwei Organsystemen
der Maus, Leber und Herz, mittels Array-Technik, mit der Hunderte von aktiven Genen gleich-
zeitig über ihr Transkript erfasst werden, liegt der Prozentsatz von circadian fluktuierenden
Transkripten zwischen 8–10 %. Beim Herz waren es nachweislich 462 Gene (8 %), bei der
Leber 575 Gene (10 %). Ein weiterer Befund war, dass die circadianen Phasenlagen zwischen
beiden Organen differierten. Darüber hinaus war nur ein kleiner Prozentsatz circadian gesteu-
erter Gene in beiden Organen gleich (37 Gene), und zwar im Wesentlichen die eigentlichen
Uhrengene. PANDA et al. (2002) hatten zur gleichen zeit mit ähnlichem technischen Ansatz
den SCN und die Leber untersucht. Für Ersteren wurden 337 circadian regulierte Gene und
für die Leber 335 ausgemacht. Damit bewegt sich die Aussage dieser Studie im Rahmen der
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zuerst genannten. Auch diese Autoren kommen zu der Erkenntnis, dass die Mehrzahl der so
identifizierten Uhren-gesteuerten Gene gewebsspezifisch ist, mit divergierender Phasenlage
zwischen den untersuchten Organen.

Um zu untersuchen, wie viele und welche Gene in der Leber einer circadianen Steuerung
unterworfen sind, wählten kORNMANN et al. in einer neueren Arbeit von 2007 einen völlig an-
deren technischen Ansatz. Diese Arbeitsgruppe stellte sich der Frage, was passiert, wenn man
gezielt und organspezifisch die circadiane Uhr anhält. Sie verwendeten für die Erzeugung von
gentechnisch modifizierten Mäusen ein DNA-konstrukt, welches den bekannten Bmal1-Re-
pressor RevErba spezifisch und unter kontrolle eines Tetracyclin-Repressors hepatozyten-
spezifisch aktivierte. Nach RevErba-Expression wurde die BMAL1-Aktivität reprimiert. Da
dieses Gen essentiell für die Uhrenfunktion ist (BUNGER et al. 2000), bricht nach dessen tran-
skriptioneller Ausschaltung die circadiane Oszillation rasch zusammen. Mit diesem geschick-
ten technischen Ansatz konnten die Autoren durch Tetracyclin-Applikation bzw. -Entzug in
den transgenen Mäusen „die Uhr“ in der Leber ab- und anschalten. Als Ergebnis zeigte sich,
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Abb. 5  Die circadiane Uhr funktioniert auf der Ebene der Einzelzelle, dargestellt am Beispiel der Ratteninsulinoma-
b-zelllinie iNS1. Analog zu frühen Untersuchungen von BALSALOBRE et al. (1998) an Rattenfibroblastenzellen der
Linie Rat-1 lässt sich nach Serumschock an iNS1-zellen ein Tagesrhythmus nachweisen. Die Abbildung oben gibt
kurz das Verfahren wieder, bei dem es zunächst durch Serumentzug und Erzeugung eines Wachstumsfaktormangels
zum Stopp des Wachstums kommt. Durch nachfolgende Wachstumsstimulation mit sehr hohen (50 %) Pferdeserum-
konzentrationen kommt es zur zellsynchronisation. An solchen synchronisierten zellen ließen sich sowohl ein circa-
dianer Rhythmus des Uhrengentranskriptes Per2 als auch Oszillationen der Expression eines kaliumkanals (Erg1a)
mittels Real-time-RT-PCR nachweisen (unten, nach MÜHLBAUER et al. 2007).



dass 90 % aller Transkripte der Leber von einer funktionsfähigen circadianen Uhr abhängen.
Allerdings zeigte sich auch, dass Uhrengene, wie Per2 und einige andere, eigenständig ihren
Rhythmus beibehalten, also unabhängig von einer Rhythmusvorgabe durch den endogenen,
BMAL-abhängigen Oszillator sind.

2.6  Weitere Folgen der Störung des circadianen Systems

Ein übergeordnetes System der Uhrengen-Regulation erfolgt durch posttranskriptionelle Mo-
difikationen von Uhrengenen. Untersuchte Beispiele betreffen Acetylierung und Phosphory-
lierung von Uhrenproteinen wie PER2 (Phosphorylierung, VANSELOW et al. 2006), wobei sich
gezeigt hat, dass CLOCk selbst intrinsische Acetylierungskapazität, z. B. als Histon-Acetylase,
besitzt (HiRAYAMA et al. 2007). Eine Störung der Phosphorylierung von PER2 führt nach neu-
esten Erkenntnissen beispielsweise zur Ausprägung des „human familial advanced sleep phase
syndrome“ (FASPS), einer vererbten Schlafstörung (VANSELOW et al. 2006). Bekannt ist, dass
auch das Phänomen der Caseinkinase e1a, deren Mutation und verminderte Fähigkeit, PER-
Proteine zu phosphorylieren, zu verkürzten circadianen Rhythmen führt (MENG et al. 2008).
Post-translationelle Phosphorylierung dieses Uhrengenes bestimmt damit seine Halbwertzeit
und konsekutiv indirekt die Periodenlänge des circadianen Rhythmus. Diese Tatsache ist seit
längerem am Modell einer natürlich vorkommenden t- Mutation des Hamsters bekannt (RALPH

et al. 1988).
Die circadian exprimierte Histondeacetylase Sirtuin 1 (SiRT 1) ist eng mit dem zellulären

Energiestatus der zelle über das NADH/NAD+-Verhältnis verknüpft. Nachweislich deacety-
liert das Enzym auch das Uhrengenprodukt PER2 und überführt es in einen degradativen
Abbau. Auch die Expression mehrerer anderer Uhrengene, wie Bmal1 und Cry1, wird durch
SiRT1 beeinflusst. Über das Redoxverhältnis einer zelle ist also letztlich ein metabolischer
Einfluss auf die circadiane Funktion der Uhr gegeben (ASHER et al. 2008). Metabolische Stö-
rungen würden sich entsprechend in Störungen der Uhrenfunktion niederschlagen, die im zuge
einer Rückkopplungsschleife wiederum auf die metabolischen körperfunktionen rückwirken.
Die Histondeacetylase SiRT6 wirkt in Ergänzung regulierend auf die Glukosehomeostase
(zHONG et al. 2010). Nach MAURY et al. (2010) werden die Nicotinamid-Phosphoribosyltrans-
ferase (NAMPT) und SiRT1, die beide circadian exprimiert werden, für die circadiane insu-
linsekretion der b-zelle verantwortlich gemacht. Pharmaka, die sowohl SiRT-Deacetylasen
als auch Caseinkinasen 1ε und d beeinflussen und damit inhärente Eigenschaften der circa-
dianen Uhr berühren (Phase und Periode), werden offenbar derzeit entwickelt (BECHTOLD et
al. 2010). ziel dieser Bemühungen soll eine positive Beeinflussung metabolischer Entglei-
sungen (Hyperglykämie oder Hyperinsulinämie) sein, die z. B. auch durch desynchronisierten
Schlaf entstehen können (SCHEER et al. 2009).

3.   Zusammenfassung und Ausblick

–    Die insulinsekretion pankreatischer inseln unterliegt einem circadianen Rhythmus.
–    Die Befunde sprechen dafür, dass ein circadianer Rhythmus in der insel selbst generiert

wird, unabhängig von neuronaler Verbindung zum Hypothalamus.
–    Uhrengene und Uhrengen-gesteuerte Gene oszillieren in ihrer Expression in der pankrea-

tischen insel von Ratte und Maus circadian-rhythmisch.

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 71–83 (2011)

Eckhard Mühlbauer und Elmar Peschke

80



–    Es ist davon auszugehen, dass die circadiane Uhrengenaktivität die Sekretion der insel-
hormone beeinflusst.

–    Circadiane Uhren funktionieren auf der Ebene einzelner b-zellen. Auf die Phasenlage ihrer
circadianen Schwingungen kann Melatonin Einfluss nehmen. Grundlage dafür sind MT1-
und MT2-Rezeptoren, über die b-zellen verfügen.

–    Desynchronisation der circadianen Uhr kann zur Ausprägung von Erkrankungen führen,
die möglicherweise über die kenntnis synchronisierender Faktoren therapierbar sind.
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Biologische Bedeutung saisonaler und circannualer
Rhythmen bei Tier und Mensch1

                    Stephan STEiNLECHNER (Hannover)

                         Mit 6 Abbildungen

Zusammenfassung

Es gibt zahlreiche Beispiele für Jahresrhythmen bei Tieren und auch dem Menschen. Dabei muss zwischen „einfa-
chen“ Jahres- oder saisonalen Rhythmen und „echten“ circannualen Rhythmen unterschieden werden. Obwohl in
beiden Fällen die biologische Bedeutung dieselbe ist, sind wahrscheinlich die zugrundeliegenden Mechanismen ver-
schieden. Der biologische Sinn ist darin zu sehen, dass sowohl circannuale Rhythmen als auch saisonale Rhythmen
den Organismen erlauben, physiologische Anpassungen zu initiieren, bevor sich die Umweltbedingungen entspre-
chend der Jahreszeiten geändert haben. Physiologische und/oder morphologische Anpassungen, die längere zeit in
Anspruch nehmen, müssen früh genug initiiert werden, um rechtzeitig vollendet zu sein. Dafür brauchen die Tiere
ein Umweltsignal, das ihnen zuverlässig und weit im Voraus den Wechsel der Jahreszeit anzeigt. Der wichtigste pro-
ximate Faktor ist die Photoperiode und ihre jahreszeitliche änderung. Die Prozesse, die durch die Photoperiode und
konsekutiv durch das Pinealorgan und Melatonin kontrolliert werden, umfassen praktisch alle Bereiche, die einen
jahreszeitlichen Rhythmus zeigen. im Gegensatz dazu werden circannuale Rhythmen endogen generiert und können
jahrelang fortdauern, selbst unter konstanten Umweltbedingungen. Bei circannualen Rhythmen sind die proximaten
Faktoren nicht die Auslöser der Rhythmik, sondern sie dienen als sogenannte zeitgeber der Synchronisation der en-
dogenen Rhythmen mit der Außenwelt. Die zugrundeliegenden Mechanismen sowie die anatomische Lokalisation
des circannualen Schrittmachers im zentralnervensystem sind nach wie vor ungeklärt.

Abstract

in numerous studies the existence of annual cycles in animals and man has been demonstrated. A clear distinction
must be made between “simple” annual or seasonal rhythms and “true” circannual rhythms. Although the biological
significance probably is similar in both cases, the possible underlying mechanisms are very likely quite different.
The biological importance lies in the fact that both seasonal rhythms and circannual rhythms allow physiological
changes to be complete well in advance of seasonal environmental changes. Physiological and/or morphological
adaptations that require some time to develop must be initiated early enough to be completed on time. For example,
to guarantee that the young are born at the optimal time of year, the preceding process of gonadal development and
gestation must be initiated long in advance. For that, the animals need an environmental cue that reliably gives infor-
mation about the season to come well in advance. Of such cues the photoperiod and its seasonal change is the most
important one. The processes that are controlled by the photoperiod (and hence by the pineal gland and melatonin)
comprise essentially all types of activities known to show seasonal variations. in contrast, circannual rhythms are 
generated endogenously and can persist for many years even under constant environmental conditions. in circannual
rhythms the proximate factors such as photoperiod do not trigger and thereby initiate the seasonal rhythms, but they
are used as zeitgeber to synchronize the endogenous rhythm with the outside world. The underlying mechanism(s)
and the anatomical location of a circannual pacemaker within the central nervous system are still under debate.
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1.   Einleitung

Die Habitate der meisten Organismen auf unserer Erde unterliegen saisonalen Fluktuationen.
Dabei sind die jahreszeitlichen änderungen von vielen abiotischen und biotischen Umwelt-
faktoren insbesondere in den höheren Breitengraden unserer Erde sehr ausgeprägt. zu diesen
Umweltfaktoren zählen vor allem die Tageslänge (Photoperiode), aber auch Temperatur, Nie-
derschlagsmenge, Futterangebot sowie Druck von Raubfeinden und Parasiten. Die jahreszeit-
lichen Fluktuationen in diesen Parametern sind teilweise so groß, dass die Organismen gar
nicht umhin konnten, adaptive Strategien zu entwickeln, die ein Überleben bei den sich än-
dernden Umweltbedingungen ermöglichen. Als unmittelbare Folge dieser Notwendigkeit wur-
den viele biologische Aktivitäten auf die Jahreszeit(en) beschränkt, in denen ein Erfolg
wahrscheinlich ist. So werden Geburt und Aufzucht der Jungtiere immer in die für ihr Über-
leben optimale Jahreszeit gelegt (meist das Frühjahr). Andere, auf bestimmte Jahreszeiten be-
schränkte Funktionen, umfassen physiologische und morphologische Anpassungen (z. B.
Fellwechsel, Fettreserven) sowie adäquates Verhalten (z. B. Vorräte sammeln). Ein Überleben
bei extremen Winterbedingungen in den hohen Breitengraden erfordert auch ein Haushalten
mit den begrenzten Energiereserven. Die Energie, die Tiere während der Sommermonate in
die Reproduktion und Aufzucht der Jungtiere stecken können, wird in den Wintermonaten bei
extremer kälte für die Thermoregulation (und damit für das eigene Überleben) benötigt. Eine
andere Strategie besteht darin, nur während der Jahreszeiten mit gutem Nahrungsangebot aktiv
zu sein. Während der Monate mit hohem Energieaufwand, aber niedrigen Ressourcen, wird
in einen Energiesparmodus geschaltet, also Winterschlaf gehalten. Andere Tiere wiederum
entziehen sich belastenden Umweltbedingungen und ziehen in warme Regionen (z. B. zug-
vögel). Entsprechend den stark wechselnden Umweltbedingungen in den höheren Breitengra-
den teilen sich die Organismen die zeit und die Ressourcen ein, die sie für die verschiedenen
Verhaltensweisen und physiologischen Vorgänge benötigen. Aber selbst in äquatornahen Re-
gionen kann man zahlreiche Jahresrhythmen beobachten, denn auch dort gibt es ausgeprägte
zyklen der Umweltbedingungen, z. B. zwischen Trocken- und Regenzeit (Monsun), die eine
Anpassung erfordern.

Diejenigen Umweltbedingungen, durch die die Aktivitäten der Organismen auf bestimmte
Jahreszeiten beschränkt werden und dadurch eine höhere Fitness erzielt wird, die also im Ver-
lauf der Evolution einen Selektionsdruck ausgeübt haben, nennt man „ultimate Faktoren“
(BAkER 1938, THOMSON 1950). Diesen ultimaten Faktoren – den Herausforderungen der Um-
welt – muss mit adäquaten Anpassungen begegnet werden. Viele dieser Anpassungen dauern
aber lange, über mehrere Wochen oder gar Monate. So müssen, um sicherzustellen, dass die
Jungtiere im Frühjahr geboren werden, die Prozesse der Gonadenreifung und der Trächtigkeit
weit im Voraus begonnen werden. Oder der Wechsel in ein weißes Winterfell darf nicht erst
beim ersten Schneefall beginnen, sondern muss mehrere Wochen voraus initiiert werden. Solche
Umweltsignale, die physiologische Prozesse auslösen und damit die saisonalen Rhythmen an-
stoßen, nennt man „proximate Faktoren“ (BAkER 1938, THOMSON 1950). Dafür brauchen die
Tiere ein Umweltsignal, das ihnen zuverlässig und weit im Voraus den Wechsel der Jahreszeit
anzeigt. Der wichtigste proximate Faktor ist die Photoperiode und ihre jahreszeitliche ände-
rung. Die Photoperiode ist das Umweltsignal, das den Verlauf der Jahreszeiten mit – im wahr -
sten Sinne des Wortes – astronomischer Präzision und damit störungsfrei widerspiegelt. Die
Tageslänge ändert sich ganz systematisch im Jahresverlauf und durch die Richtung der ände-
rung (zunehmend oder abnehmend) wird auch eindeutig die kommende Jahreszeit definiert.
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2.   Phänomenologie: Beispiele für saisonale und circannuale Rhythmen

Mit einer Vielzahl von Belegen und Beispielen ist die Monographie von GWiNNER (1986) nach
wie vor das Standardwerk für saisonale und circannuale Rhythmen. Daneben sind weitere
Übersichtsartikel erschienen, die sich entweder auf einzelne Gruppen beziehen (Vögel: GWiN-
NER 2003, WikELSki et al. 2008, Säuger: zUCkER 2001, Mensch: REiNBERG 1974, WEHR 2001,
FOSTER und ROENNEBERG 2008) oder auf einzelne mechanistische oder funktionelle Aspekte
näher eingehen (Synchronisation: GWiNNER 1981b, photoperiodische Zeitmessung: HOFFMANN

1981, GOLDMAN 2001, Reproduktion: REiTER 1974, BRONSON und HEiDEMAN 1994, Torpor und
Winterschlaf: MROSOVSkY 1978, kÖRTNER und GEiSER 2000, Nahrungsaufnahme: LOUDON

1994; endokrine Mechanismen: SCHERBARTH und STEiNLECHNER 2010, zelluläre und moleku-
lare Mechanismen: LiNCOLN et al. 2003a, b, HAzLERiGG und WAGNER 2006, LiNCOLN und HAz-
LERiGG 2010).

Nach zUCkER et al. (1991) kann man drei verschiedene Typen von Jahresrhythmen unter-
scheiden: Typ-i-Jahresrhythmen kommen vor allem bei eher kurzlebigen Säugetieren (Le-
benserwartung < 2–3 Jahre) vor. Diese Jahresrhythmen besitzen zwar eine endogene
komponente, die Rhythmik persistiert aber ohne den Einfluss von Umweltsignalen nicht län-
ger als einen zyklus. Diese saisonalen Rhythmen sind im Tierreich sehr weit verbreitet und
auch am besten untersucht; insbesondere was die zugrundeliegenden Mechanismen und die
proximaten Faktoren betrifft, die für die Synchronisation mit den Jahreszeiten sorgen.

Typ-ii-Jahresrhythmen sind die „echten“ endogenen, circannualen Rhythmen, die auch
ohne periodische Signale, also bei völlig konstanter Umwelt, über mehrere (Jahres-)zyklen
weiter bestehen. Entsprechend können die Typ-ii-Jahresrhythmen nur bei länger lebenden Tie-
ren vorkommen. Obwohl schon in den 1920er Jahren die Existenz einer endogenen Jahres-
rhythmik postuliert wurde (ROWAN 1926), lieferten PENGELLEY und Mitarbeiter erst in den
späten 1950er Jahren die klaren Belege für endogene, circannuale Rhythmen beim Goldman-
telziesel (Citellus lateralis, heute: Spermophilus lateralis). Sie hielten die Erdhörnchen über
mehrere Jahre unter konstanten Licht- und Temperaturbedingungen und konnten dabei zeigen,
dass sich die Winterschlafsaison und das körpergewicht in ungefähr jährlichen zyklen wie-
derholten (PENGELLEY und FiSHER 1957, Abb. 1).

Abb. 1  Verlauf von körpergewichten (dünne Linien) und Winterschlaf (Balken) von zwei repräsentativen Goldman-
telzieseln, die bei konstanter Temperatur (12 °C bzw. 3 °C) und konstanter Photoperiode von L:D = 12:12 über fast
4 Jahre gehalten wurden (aus PENGELLEY 1974).
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Die Typ-iii-Jahresrhythmen sollen hier nicht weiter besprochen werden, denn dabei handelt
es sich um „Pseudorhythmen“, die keinerlei endogene komponente besitzen, sondern nur (jah-
res-)periodisch auftretende Phänomene in der Umwelt widerspiegeln und ohne diese Umwelt-
komponenten nicht in Erscheinung treten. Ein Beispiel hierfür sind saisonal wiederkehrende
Allergien beim Menschen; etwa gegen Birkenpollen. Diese Allergie tritt eben nur im Frühjahr
während weniger Wochen auf, in denen Birken ihre Pollen produzieren. Bei Aufenthalt in
Landschaften ohne Birken tritt die Allergie nicht auf. Ein Beispiel für einen Pseudorhythmus
aus der Tierwelt liefert die Mexikanische Hirschmaus (Peromyscus nudipes), die eigentlich
das ganze Jahr über fruchtbar ist, aber in Costa Rica während der Trockenzeit keinen Nach-
wuchs bekommt. Obwohl die Männchen das ganze Jahr über fruchtbare Spermien bilden, die
Weibchen regelmäßige Östruszyklen zeigen und die Paare auch kopulieren, sind begrenztes
Futterangebot und eventuell Wassermangel die Stimuli, die eine implantation verhindern oder
eine Reabsorption des Embryos auslösen (HEiDEMANN und BRONSON 1992).

3.   Die Jahresrhythmen beim Dsungarischen Zwerghamster

Als eines der am besten untersuchten Beispiele für den Typ-i-Jahresrhythmus kann der Dsun-
garische zwerghamster (auch Sibirischer Hamster genannt), Phodopus sungorus, dienen
(GOLDMAN 1999). Die ersten systematischen Beobachtungen zur Jahresrhythmik dieser aus
Süd-West-Sibirien und Nord-Ost-kasachstan stammenden Hamster führten FiGALA und Mit-
arbeiter Anfang der 1970er Jahre durch. Die Autoren konnten auch erstmalig zeigen, dass bei
Phodopus die saisonalen änderungen durch die Photoperiode gesteuert werden (FiGALA et al.
1973, HOFFMANN 1973, 1977, 1979). Besonders auffällig in der Jahresperiodik ist der Wechsel
vom graubraunen Sommerfell in das weiße Winterfell, das dichter ist und wesentlich besser
isoliert (Abb. 2, 3A). Auffällig sind auch die saisonalen änderungen im körpergewicht. im
Sommer erreichen die Hamster ein mittleres körpergewicht von ca. 45 g, während sie im Win-
ter nur ca. 25 g wiegen (Abb. 3B) (HOFFMANN 1973, HELDMAiER und STEiNLECHNER 1981a).
Die Reproduktion wird beim Dsungarischen Hamster in den Herbst- und Wintermonaten voll-
ständig eingestellt. im Sommer wiegen die Hoden ca. 800–900 mg; ab September kommt es
zu einer Regression der Hoden mit vollständiger Einstellung der Spermatogenese. Die Hoden
wiegen dann im Winter weniger als 100 mg (HOFFMANN 1973, 1979). im Spätwinter beginnen
die Hoden spontan („Photorefraktärzeit“, siehe unten) wieder zu wachsen, um dann bereits
Ende März erneut ihr Maximalgewicht erreicht zu haben (Abb. 3C). Parallel zur Regression
der Hoden bei den Männchen werden die Weibchen azyklisch und zeigen auch sonst alle sai-
sonalen Merkmale wie die Männchen (LERCHL und SCHLATT 1993).

Etwa ab Ende September wird auch die Thermogenesekapazität (d. h. die Fähigkeit, endo-
gen Wärme zu produzieren) verbessert, und zwar selbst bei noch warmen Außentemperaturen.
insbesondere die Fähigkeit zur zitterfreien Wärmebildung im braunen Fettgewebe wird deutlich
erhöht, so dass die Hamster im Winter allein durch Aktivierung der zitterfreien Thermogenese
Temperaturen von –40 °C tolerieren können, ohne dabei hypotherm zu werden (HELDMAiER

und STEiNLECHNER 1981a). Die zitterfreie Thermogenese im braunen Fettgewebe spielt auch
eine besondere Rolle beim Aufwachen aus der Tagesschlaf-Lethargie (daily torpor, tageszeit-
licher Torpor), die charakterisiert ist durch Hypometabolismus und Hypothermie während der
circadianen Ruheperiode. Bei Phodopus ist Torpor ein ausschließlich saisonales Phänomen,
das nur während der Wintermonate November bis Februar auftritt (Abb. 3C) und streng circa-
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dian kontrolliert ist (HELDMAiER und STEiNLECHNER 1981b, STEiNLECHNER et al. 1986, RUF et
al. 1987). Nach einer nächtlichen Normothermie- und Aktivitätsperiode senken die Hamster
in den frühen Morgenstunden ihren Stoffwechsel auf ca. 20 % ihres normothermen Ruhestoff-
wechsels, und als Folge davon sinkt die körpertemperatur auf Werte zwischen 15 und 25 °C
(abhängig von der Außentemperatur). Der Torpor wird nach 6–8 h durch spontanes Aufwachen
beendet, d. h. ohne dass dazu äußere Stimuli notwendig wären. Der Aufwachvorgang dauert
ca. 30–40 min, und danach beginnt der Hamster seine normale nächtliche Aktivität bei sibiri-
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Abb. 2  Dsungarische zwerghamster im Sommer und im Winter
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Abb. 3  Jahreszyklen beim Dsungarischen zwerghamster unter natürlicher Photoperiode. (A) Fellfarbe (1 = dunkles
Sommerfell, 6 = weißes Winterfell); (B) körpergewicht und Torporsaison (HELDMAiER und STEiNLECHNER 1981a, b);
(C) Hodengröße (HOFFMANN 1979); (D) kältelimit eines Tieres, das bei konstanter zimmertemperatur (offene kreise),
und eines Tieres, das im Außengehege (schwarze Punkte) gehalten wurde. (Verändert nach SCHERBARTH und STEiN-
LECHNER 2010.)



schen Temperaturen von –40 °C (FLiNT 1966). Mit dieser Strategie kann sich der zwerghamster
einen relativ hohen nächtlichen Stoffwechsel leisten und dennoch seinen Energieverbrauch
(und damit die Nahrungsmenge) über 24 h um ca. 65 % reduzieren (RUF et al. 1991).

Bei den meisten bisher untersuchten kleinsäugern der gemäßigten Breiten sind ähnliche
Jahreszyklen zu beobachten (z. B. Goldhamster, Mesocricetus auratus: HOFFMAN und REiTER

1965, GASTON und MENAkER 1967, JEFiMOW et al. 2004; Weißfußmaus, Peromyscus leucopus:
LYNCH 1973, CHRiSTiAN 1980; Wühlmäuse, Microtus agrestis: BAkER und RANSON 1932, AL-
kHATEEB und JOHNSON 1971, GROCOCk und CLARkE 1974, Microtus ochrogaster: NELSON 1985).
Allerdings sind diese Jahreszyklen meist viel weniger ausgeprägt, was aufgrund der im Vergleich
zu Sibirien moderaten klimabedingungen verständlich ist. Aber wegen dieser Jahreszyklen mit
hohen Amplituden eignet sich der Dsungarische zwerghamster besonders gut, um die bei der
jahreszeitlichen klimaanpassung beteiligten Mechanismen zu studieren (STEiNLECHNER 2009).

Hält man die Hamster mit Beginn des Herbstes weiterhin in langer Photoperiode, so be-
halten sie ihre großen Hoden sowie das hohe körpergewicht, und die Umfärbung in das Win-
terfell unterbleibt (Abb. 4A). Sobald im Herbst aber die Photoperiode einen kritischen Wert
unterschreitet, wird die Anpassung an den Winter eingeleitet, d. h., die Gonadenaktivität und
das körpergewicht werden reduziert, während die Fellisolation und die Fähigkeit zur Wär-
mebildung ansteigen. Diese „kritische Photoperiode“ ist artspezifisch und beträgt beim Gold-
hamster beispielsweise 12,5 h Licht pro Tag (ELLiOTT 1976) und beim Dsungarischen
zwerghamster etwa 13,5 h Licht pro Tag (HOFFMANN 1982). Die etwas längere kritische Photo -
periode bei Phodopus wird durch das nördlichere Verbreitungsgebiet des Dsungarischen
Hamsters verständlich, denn in den höheren Breitengraden beginnen die Winter bereits früher
im Jahr (d. h. bei noch längeren Photoperioden). Alle Tageslängen, die kürzer als diese kriti-
sche Photoperiode sind, werden als kurztag interpretiert und leiten die Winteranpassung ein.
Photoperioden, die länger sind, lösen Langtag(Sommer)-Reaktionen aus (Abb. 5). Die Existenz
eines so scharfen Umschlagpunktes für Langtag- und kurztagreaktionen lässt darauf schließen,
dass die Tiere die Dauer der Photoperiode sehr präzise messen können. Diese Alles-oder-
Nichts-Antwort, und die Tatsache, dass alles, was unterhalb dieser kritischen Photoperiode
liegt, als kurztag interpretiert wird und zur Gonadenregression führt, bedeutet aber nicht, dass
die Tiere zwischen verschieden kurzen Photoperioden (etwa L:D = 12:12, L:D = 10:14 oder
L:D = 8:16) nicht unterscheiden könnten. Wir haben vielmehr zeigen können, dass die Hamster
die kontinuierlich abnehmende Photoperiode im Herbst jederzeit sehr präzise messen können
und z. B. ihr körpergewicht sehr genau auf den „Sollwert“ der jeweiligen Jahreszeit regulieren
(STEiNLECHNER et al. 1983, MORGAN und MERCER 2001). Wir haben auch zeigen können, dass
die Umgebungstemperatur einen deutlichen Einfluss auf die kritische Photoperiode hat (Abb.
5, unten). Hält man die Tiere bei einer Umgebungstemperatur von 5 °C, so wird die kritische
Photoperiode um ca. zwei Stunden in Richtung auf längere Tage hin verschoben. Auch wird
die Hodenregression sowohl beim Goldhamster (LARkiN et al. 2002) als auch beim Dsunga-
rischen Hamster (RUF et al. 1993, LARkiN et al. 2001) durch niedrige Umgebungstemperatur
beschleunigt. Aus ökophysiologischer Sicht ist diese Temperaturabhängigkeit durchaus sinn-
voll, denn sie erlaubt eine flexible Reaktion auf die Umwelt: Bei frühem kälteeinbruch im
Herbst wird die günstige zeit für eine Jungenaufzucht deutlich reduziert, und die Reproduktion
muss früher in Jahr beendet werden (STEiNLECHNER und NikLOWiTz 1992).

Setzt man Dsungarische Hamster im Herbst oder Winter, bei abnehmender oder bereits
minimaler Hodengröße, langen Photoperioden aus, so nehmen sowohl die Hoden als auch das
körpergewicht rasch wieder in Richtung hohes Sommergewicht zu (Abb. 4A). Dies passiert
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allerdings auch spontan bei Hamstern, die man über die Wintersonnenwende hinaus in kurzer
Photoperiode belässt. Die Hamster scheinen dann „blind“ gegenüber der Photoperiode zu sein;
sie werden „photorefraktär“. Diese spontan induzierte Refraktärphase beginnt etwa 18 Wochen
nach Beginn der kurzen Photoperiode und kann nur durch ca. 6 Wochen Exposition an lange
Photoperioden beendet werden (STETSON et al. 1977, Abb. 4B). Erst nach Beendigung der
Photorefraktärphase sind die Hamster wieder in der Lage, auf kurze Photoperioden zu reagie-
ren. Eine Anpassung an lange Photoperioden hat also beim Dsungarischen zwerghamster und
allen anderen Säugetieren mit einem Typ-i-Jahresrhythmus zu jeder Jahreszeit denselben Ef-
fekt: Die Tiere zeigen den Sommer-Phänotyp (Abb. 4A), und bei dauernder Haltung unter lan-
ger Photoperiode bleibt der Sommerphänotyp immer erhalten. Eine Anpassung an kurztag
hat allerdings je nach Jahreszeit unterschiedliche Effekte: im Spätsommer bewirkten kurze
Photoperioden eine Winteranpassung, im Spätherbst werden die Tiere im Winterzustand ge-
halten, bis sie refraktär werden und dann spontan, trotz kurzer Photoperiode, wieder in den
Sommerzustand übergehen (Abb. 4B). Erst wenn die Refraktärzeit durch lange Photoperioden
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Abb. 4  Die Auswirkung langer (A) und kurzer (B) Photoperioden auf das körpergewicht Dsungarischer zwerghamster
zu verschiedenen zeiten des Jahres. Der von punktierten Linien eingefasste Bereich gibt das mittlere körpergewicht
der Tiere unter natürlicher Photoperiode im Jahresverlauf an. Näheres siehe Text (Daten aus STEiNLECHNER et al. 1983).



wieder aufgehoben wird, reagieren die Tiere wieder auf kurze Photoperioden. Da hier zur Aus-
lösung des Jahreszyklus jeweils ein Anstoß durch kurze Photoperioden notwendig ist, der zy-
klus aber dann spontan weiter läuft, spricht man hier von einem „Sanduhr“-Mechanismus (im
Englischen auch vom „interval timer“). Das Poster von PETRi et al. im vorliegenden Band 
S. 257–260 zeigt, dass photoperiodische Reaktionen des Dsungarischen zwerghamsters durch
intensive Laufaktivität modifiziert werden können. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind
aber noch nicht geklärt.

4.   Das Photoneuroendokrine System und photoperiodische Zeitmessung

Alle jahreszeitlichen änderungen, die von der Photoperiode gesteuert und beeinflusst werden,
also das gesamte „adaptive Syndrom“ (HELDMAiER und LYNCH 1986), unterliegen der Steue-
rung durch das photoneuroendokrine System und Melatonin (siehe Übersichten bei GOLDMAN
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Abb. 5  Die kritische Photoperiode, d. h. der Umschlagpunkt von langer zu kurzer Photoperiode, liegt beim Gold-
hamster (oben) bei ca. 12,5 h Licht pro Tag. Beim Dsungarischen zwerghamster (unten) ist sie mit ca. 13,5 h etwas
länger. Werden die zwerghamster in kalter Umgebung (10 °C) gehalten, verschiebt sich die kritische Photoperiode
um ca. 2 h nach rechts (offene, blaue Symbole). Daten zum Goldhamster aus ELLiOTT (1976); zum zwerghamster zu-
sammengestellt aus HOFFMAN (1982) und STEiNLECHNER und NikLOWiTz (1992).



und DARROW 1983, kORF et al. 1998, kORF und STEHLE 2005). Eine der wesentlichen kom-
ponenten des photoneuroendokrinen Systems ist der paarige suprachiasmatische Nukleus
(SCN), der Sitz des zentralen, endogenen Oszillators. Diese „innere Uhr“ ist maßgeblich für
die Fähigkeit der Tiere, die Tageslänge zu messen und so jederzeit zu „wissen“, in welcher
Jahreszeit sie sich gerade befinden (kalenderfunktion). Der Mechanismus dieser „photope-
riodischen zeitmessung“ ist inzwischen sehr gut charakterisiert und in vielen Übersichtsarti-
keln ausführlich dargestellt (u. a. BARTNESS und GOLDMAN 1989, GOLDMAN 1999, 2001,
GORMAN et al. 2001, PAUL et al. 2008) und soll deshalb hier nur in seinen wesentlichen Punkten
rekapituliert werden.

Die information über die Tageslänge wird von der Netzhaut des Auges über den retino-
hypothalamischen Trakt zu den SCN geleitet. Dabei sind allerdings nicht die eigentlichen Pho-
tosensoren der Retina (zapfen und Stäbchen) für die Lichtwahrnehmung zuständig, sondern
eine Untergruppe der retinalen Ganglienzellen mit einem speziellen Photopigment, dem Me-
lanopsin (PROVENCiO et al. 2000). Jedes einzelne Neuron des SCN (in der Summe ca. 20000)
besitzt ein molekulares Uhrwerk und produziert so einen eigenen endogenen, circadianen
Rhythmus, der durch den täglichen Hell-Dunkel-Wechsel mit dem 24-h-Tag synchronisiert
wird (WELSH et al. 1995, GiLLETTE und MiTCHELL 2002, SCHAAP et al. 2003, ROHLiNG et al.
2006). Das molekulare „Räderwerk“ der circadianen Uhr in den Neuronen des SCN ist in sei-
nen Grundzügen verstanden und besteht aus ineinander verschachtelten, negativen und posi-
tiven Rückkopplungsschleifen, die die Transkription und Translation von mehreren
„Uhrengenen“ regulieren (Übersichten siehe OkAMURA et al. 2002, REPPERT und WEAVER

2002, kORF und STEHLE 2005, kO und TAkAHASHi 2006, siehe aber auch O’NEiLL et al. 2008
für neuere, zusätzliche Mechanismen). Wie aus diesen vielen separaten „Uhren“ der Einzel-
neurone ein gemeinsames, einheitliches Ausgangssignal wird, ist bisher aber nur im Ansatz
geklärt, und vermutlich sind an dieser internen Synchronisation auch die Astrozyten im SCN
beteiligt (ANTLE und SiLVER 2005, ROHLiNG et al. 2006; siehe auch das Poster von LiPOkATiC-
TAkACS und STEiNLECHNER im vorliegenden Band S. 227–230). Es scheint allerdings gesichert
zu sein, dass im SCN nicht nur die information über die Tageszeit codiert wird, sondern dass
auch die tägliche Lichtdauer in eine information über die Jahreszeit übersetzt wird (SUMOVá

et al.1995, SCHWARTz et al. 2001, SCHAAP et al 2003). Bereits 1976 haben PiTTENDRiGH und
DAAN aus Analysen von Aktogrammen geschlossen, dass die circadiane Uhr aus zwei gekop-
pelten Oszillatoren besteht. Sie postulierten die Existenz eines „Abendoszillators“ (evening
oscillator, E), der an die Abenddämmerung synchronisiert und durch Licht verzögert wird,
und eines „Morgenoszillators (morning oscillator, M), der an die Morgendämmerung gekop-
pelt ist und durch Licht beschleunigt wird. Durch die länger werdenden Tage im Frühjahr wer-
den E und M aufeinander zu bewegt, bzw. durch die kürzer werdenden Tage im Herbst werden
E und M auseinander gezogen und so die Phasenbeziehung zwischen E und M in Abhängigkeit
von der Jahreszeit (Photoperiode) verändert („a clock for all seasons“, PiTTENDRiGH und DAAN

1976). Neuere Ergebnisse unter Hinzunahme von Expressionsmustern der Uhrengene im SCN
sowie der Registrierung der elektrischen Aktivität im SCN scheinen die Theorie zu bestätigen,
auch wenn noch einige Details umstritten sind (JAGOTA et al 2000, MRUGALA et al. 2000, NÜSS-
LEiN-HiLDESHEiM et al. 2000, DAAN et al. 2001, HASTiNGS 2001, STEiNLECHNER et al 2002,
JOHNSTON 2005, HONMA et al 2008). Der SCN generiert also abhängig von der Photoperiode
ein Ausgangssignal, das u. a. die Produktion von Melatonin im Pinealorgan steuert. Da Mela-
tonin nur während der Nacht synthetisiert wird, spiegelt die Dauer der Melatoninsynthese die
Länge der Nacht und damit auch die Photoperiode wider (CARTER und GOLDMAN 1983, 
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DOWELL und LYNCH 1987, STEiNLECHNER et al. 1987, REiTER 1991, 1993, STEHLE et al. 2001,
SiMONNEAUX und RiBLEAYGA 2003). in den zielzellen für Melatonin, d. h. in zellen, die spe-
zifische Melatoninrezeptoren (MT1, REPPERT et al. 1994) besitzen, wird das Melatoninsignal
in die adäquaten saisonalen, physiologischen Reaktionen übersetzt (BiTTMAN 1993, MORGAN

et al. 1994, VON GALL et al. 2002). Durch geeignete Behandlung mit Melatonin kann ein phy-
siologischer Sommerhamster (hohes körpergewicht, aktive Gonaden, Sommerfell) in einen
physiologischen Winterhamster (niedriges körpergewicht, inaktive Gonaden, Winterfell) ver-
wandelt werden. Durch Ausschaltung des Pinealorgans (Denervierung oder Exstirpation), also
durch Ausschaltung der Quelle von Melatonin, reagieren die Tiere, als wären sie unempfindlich
oder „blind“ gegenüber der (kurzen) Photoperiode, und in den meisten Fällen zeigen die Tiere
kontinuierlich einen Sommerphänotyp (GOLDMAN 2001). Da durch Licht die nächtliche Me-
latoninsynthese beendet wird, genügt ein 1-minütiger Lichtpuls in der Mitte der Nacht, um
im kurztag (also bei langer Nacht) aus einem langen Melatoninsignal ein kurzes „Sommer“-
Melatoninsignal zu machen. Entsprechend reagieren die Tiere mit Hodenwachstum trotz Win-
terbeleuchtung (kurztag, L:D = 8:16 + 1 min Licht, HOFFMANN et al. 1981). Melatonin ist also
das entscheidende Hormon, das die photoperiodische information an den Organismus über-
mittelt. Es ist aber nicht das Melatonin selbst, das die jeweiligen Veränderungen bewirkt, son-
dern Melatonin ist der permissive Faktor, schafft also die Voraussetzungen dafür, dass andere
Hormonsysteme aktiv werden können (Übersichten siehe MORGAN und MERCER 1994, GOLD-
MAN 2001, SPESSERT 2005, HAzLERiGG und WAGNER 2006, PAUL et al. 2008).

5.   Wo wirkt das Melatonin?

Die kerngebiete mit funktionalen MT1-Rezeptoren, also die Wirkorte von Melatonin im Gehirn,
sind artspezifisch sehr variabel (BiTTMAN und WEAVER 1990, BiTTMAN 1993, MASSON-PéVET

et al. 1994, MORGAN et al. 1994). Selbst bei streng photoperiodisch gesteuerten, nahe verwand-
ten Arten, wie z. B. dem Goldhamster und dem Dsungarischen Hamster, findet man überra-
schend große Unterschiede (MAYWOOD et al. 1995). So werden beim adulten Dsungarischen
Hamster im SCN MT1-Rezeptoren exprimiert, während man beim adulten Goldhamster keine
MT1-Rezeptoren im SCN findet (WEAVER et al. 1989, 1996, GAUER et al. 1998).

Bei allen Speziesunterschieden in der Verteilung der MT1-Rezeptoren bildet die Pars tube-
ralis der Adenohypophyse eine Ausnahme, denn dort sind bisher bei allen untersuchten Arten
MT1-Rezeptoren gefunden worden. Die Pars tuberalis ist daher auch das am besten charakteri-
sierte zielgewebe für Melatonin (HAzLERiGG et al. 2001, LiNCOLN et al. 2002, ROSS und MORGAN

2002, LiNCOLN und HAzLERiGG 2010). Sie liegt strategisch günstig am Übergang vom Gehirn
zur Hypophyse und kann dort als „Torwächter“ angesehen werden, durch den die neuroendo-
krinen Signale aus dem Hypothalamus, die an die Hypophyse gerichtet sind, gefiltert werden.

Neben den thyreotropen zellen der Adenohypophyse, die TSH sezernieren, wodurch die
Schilddrüsenhormone in der Peripherie gesteuert werden, gibt es auch in der Pars tuberalis
eine Population separater, thyreotroper zellen, die ebenfalls TSH sezernieren (BOCkMANN et
al. 1997, WiTTkOWSki et al. 1999). Dieses wirkt aber offensichtlich nur lokal im mediobasalen
Hypothalamus und reguliert in den Tanyzyten über differentielle Aktivierung/inaktivierung
von Deiodonase-Typ-2 und Deiodinase-Typ-3 die Bildung bzw. den Abbau von biologisch
aktivem Triiodthyronin (WATANABE et al. 2004, 2007, BARRETT et al. 2007, HERWiG et al.
2008). Ein lokaler Anstieg von Triiodthyronin aktiviert Mechanismen, die einen Langtagphä-
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notyp bewirken (BECHTOLD und LOUDON 2007, FREEMAN et al. 2007, HANON et al. 2008,
NAkAO et al. 2008). zu saisonalen änderungen in der Morphologie von Tanyzyten siehe auch
das Poster von BOLBOREA et al. in diesem Band S. 215–219.

Daneben regulieren zellen der Pars tuberalis als Antwort auf das nächtliche Melatonin-
signal die Prolaktinsekretion in den lactotopen zellen der Pars distalis (LiNCOLN et al. 2003a,
b). Der nächtliche Anstieg des Melatonins induziert in den „kalender“-zellen (LiNCOLN et al.
2002) der Pars tuberalis die Expression der Uhrengene cryptochrom 1 und cryptochrom 2
(LiNCOLN et al. 2002, DARDENTE et al. 2003). Das Ende des Melatoninsignals ist hingegen mit
der Expression des Uhrengens period 1 korreliert (LiNCOLN et al 2002). Nur im Langtag kommt
es zu einer Überlappung der Expressionsmuster der Uhrengene (und ihrer Proteine, JiLG et al.
2005) und dadurch zu einer Aktivierung (bislang hypothetischer) Mechanismen, die eine er-
höhte Prolaktinausschüttung im Langtag bewirken (Modell der „molekularen koinzidenz“,
HAzLERiGG und WAGNER 2006). Da im Langtag im Vergleich zum kurztag am Ende der Nacht
auch eine signifikant höhere Expression von period und ICER (inducible cAMP early repres-
sor) gefunden wurde, weist dies auch auf ein „Amplituden“-Modell zur Entschlüsselung des
Melatoninsignals hin (MESSAGER et al. 1999, ROSS und MORGAN 2002). Beide Modelle schlie-
ßen sich aber keineswegs aus, denn es kann sehr wohl sein, dass das saisonale Melatoninsignal
sowohl die Phasenbeziehung der Expressionsmuster verschiedener Uhrengene als auch die
Amplitude (also die intensität) der Expression relevanter Uhrengene und Transkriptionsfak-
toren verändert (ROSS und MORGAN, 2002, HAzLERiGG und WAGNER 2006). Weitergehende
Studien an Schaf und Dsungarischem Hamster haben inzwischen gezeigt, dass wohl das ge-
samte molekulare Räderwerk der inneren Uhr in den Pars-tuberalis-zellen vorhanden ist
(JOHNSTON et al. 2005). Die Uhr „tickt“ hier aber nicht autonom wie im SCN, sondern ist auf
den täglichen Anstoß durch das Melatoninsignal angewiesen (JiLG et al. 2005, WAGNER et al.
2007). Die photoperiodische zeitmessung ist also völlig von endogenen circadianen Rhythmen
abhängig, weil Uhrengene die Schrittmacherfunktion des SCN kontrollieren, die für den Me-
latoninrhythmus und das tägliche Melatoninprofil verantwortlich sind. Darüber hinaus kon-
trollieren die Uhrengene den Decodierungsmechanismus in der Pars tuberalis, durch den der
Melatoninrhythmus entschlüsselt wird (LiNCOLN und HAzLERiGG 2010).

6.   Circannuale Rhythmen

Circannuale Rhythmen können über die gesamte Lebensdauer eines Tieres bestehen bleiben,
wie GWiNNER an Afrikanischen Schwarzkehlchen (Saxicola torquata) nachwies, die er über
mehr als 12 Jahre unter konstanter Photoperiode von L:D = 12:12 gehalten hatte und die in
dieser zeit einen ungedämpften, freilaufenden Rhythmus mit einer Phasenlänge von 9–13
Monaten zeigten (Abb. 6, GWiNNER 1996, 2003). Auch Sibirische Streifenhörnchen (Tamias
sibiricus), die bis zu 11 Jahre lang unter konstantem Dämmerlicht und niedriger Umge-
bungstemperatur gehalten wurden, zeigten bis zu ihrem Lebensende freilaufende circannuale
Rhythmen mit einer durchschnittlichen Periodenlänge von 10,5 Monaten (kONDO et al. 2006).
Die den circannualen Rhythmen zugrundeliegenden Mechanismen sowie die anatomische
Lokalisation des circannualen Schrittmachers im zentralnervensystem sind nach wie vor un-
geklärt. FARNER (1985) hat vermutet, dass im Verlauf der Evolution Jahresrhythmen mehrfach
entstanden sind und deshalb ein breites Spektrum an saisonalen Phänomenen zu finden ist.
Auf der einen Seite der Skala gibt es den Typ i der saisonalen Rhythmen, der in zweifacher
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Weise von der Photoperiode abhängig ist. kurze Photoperiode wird benötigt, um den zyklus
in Gang zu setzen, lange Photoperiode wird benötigt, um die Refraktärphase zu beenden und
die „Sanduhr“ wieder in die Ausgangsstellung zu bringen (siehe oben). Am anderen Ende
der Skala gibt es die echten, endogenen circannualen Rhythmen, die die Photoperiode nur
zur Synchronisation mit den Jahreszeiten benötigen. Dazwischen gibt es Systeme, die ent-
weder zusätzliche informationen aus der Umwelt für eine adäquate saisonale Anpassung be-
nötigen, oder bei denen ein circannualer Rhythmus nur unter bestimmten Photoperioden (z.
B. L:D = 12:12, „permissive Photoperiode“) zu beobachten ist. GOLDMAN und Mitarbeiter
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Abb. 6  Freilaufender Jahresrhythmus der Hodengröße (rote kurven) und der Mauser eines afrikanischen Schwarz-
kehlchens bei konstanter Photoperiode (L:D = 12:12) und konstanter Temperatur (verändert nach GWiNNER 2003).



haben daher vorgeschlagen, dass die Typ ii circannualen Rhythmen ebenfalls auf Sanduhr-
Mechanismen beruhen, allerdings mit dem Unterschied, dass hier die Photorefraktärzeit spon-
tan beendet wird, d. h. ohne dass lange Photoperioden dazu notwendig sind (GOLDMAN et al.
2004).

Die Existenz circannualer Rhythmen wurde und wird allerdings auch von manchen 
Autoren in Frage gestellt und stattdessen eine „Abfolge voneinander abhängender Schritte“
oder eine Abfolge von einzelnen Phasen („sequence of stages“) angenommen (MROSOVSkY

1970, 1978, DAWSON et al. 2001, WiNGFiELD 2008). Eine (Lebens-)Phase wird von einer dar -
auf folgenden anderen Phase abgelöst, die wiederum eine weitere Phase zur Folge hat, usw.,
bis wieder die Ausgangsphase erreicht ist. Die aufsummierte Dauer der Einzelphasen ent-
spricht dabei etwa 12 Monaten. Analog zu einem „finiten Automaten“ („finite state ma-
chine“, JACOBS und WiNGFiELD 2000) folgt beispielsweise der Überwinterungsphase bei
zugvögeln eine Phase, in der der Frühjahrszug stattfindet, gefolgt von der Brutsaison und
der anschließenden Mauser sowie dem Herbstzug in das Winterquartier, der den Jahreszyklus
vollendet und letztlich wieder die Überwinterungsphase einleitet (WiNGFiELD 2008). Aber
bereits 1974 hat MENAkER darauf hingewiesen, dass selbstverständlich sowohl circadiane
als auch circannuale Rhythmen aus einer Abfolge von Einzelschritten bestehen; die Frage
ist nur, was diese einzelnen Schritte sind und auf welcher Ebene der Organisation sie auf-
treten (MENAkER 1974). zudem gibt es inzwischen mehrere Belege, dass circannuale Rhyth-
men weiter bestehen, selbst wenn man einzelne Phasen daraus verhindert. Es wurde
beispielsweise postuliert, dass bei Erdhörnchen der Anstieg im körpergewicht eine Voraus-
setzung für den darauf folgenden Winterschlaf sei, was aber durch PENGELLEY (1967) wi-
derlegt werden konnte. Wird der Anstieg im körpergewicht durch Futterrestriktion
verhindert, dann beginnen die Tiere den Winterschlaf dennoch gleichzeitig mit ad libitum
gefütterten kontrolltieren. Ebenso bleibt der Rhythmus im körpergewicht bestehen, auch
wenn die Erdhörnchen gehindert werden, Winterschlaf zu halten (PENGELLEY und FiSHER

1963). Dies zeigt, dass es sich um zwei unabhängige circannuale Rhythmen handelt, die al-
lerdings unter natürlichen Bedingungen (und sinnvoller Weise) eng gekoppelt sind (PEN-
GELLEY 1967). MARTiNET et al. (1992) fanden auch, dass beim Mink (Mustela vison) unter
konstanten Bedingungen circannuale Rhythmen von körpergewicht und Fellwechsel per-
sistieren, aber im Lauf der zeit ihre normale, enge Phasenbeziehung verlieren (Übersicht in
GWiNNER 1981a).

Circannuale Rhythmen besitzen Eigenschaften und Mechanismen, die von circadianen
Rhythmen her bekannt und gut charakterisiert sind. Circannuale Rhythmen scheinen (zumin-
dest bei Vögeln, GWiNNER 1986) ebenso wie circadiane Rhythmen angeboren zu sein. Es han-
delt sich ebenfalls um „circa“-Rhythmen mit freilaufenden zyklen, die durch äußere zeitgeber
synchronisierbar sind (DAViS und FiNNiE 1975, WOODFiLL et al. 1991, 1994, CONCANNON et
al. 1993, BARRELL et al. 2000), die einen Mitnahmebereich besitzen und – soweit bekannt –
temperaturkompensiert sind (BLAkE 1959, GWiNNER 1986). Für drei verschiedene Arten wurde
sogar die (sehr langwierige) Erstellung von Phasen-Response-kurven unternommen (Forelle,
Salmo gairdneri, heute: Oncorhynchus mykiss: DUNSTAN und BROMAGE 1988, Europäischer
Hamster, Cricetus cricetus: MONECkE et al. 2009 und Teppichkäfer, Anthrenus verbasci: Mi -
YAzAki et al. 2005). Circadiane und circannuale Rhythmen haben also sehr ähnliche, formale
Eigenschaften, woraus sich aber nicht schließen lässt, dass die circannuale Uhr ein Teil der
zentralen, circadianen Uhr (SCN) oder gar mit ihr identisch ist. Vielmehr ist heute klar, dass
der SCN zwar wichtig für die Anpassung des circadianen Rhythmus an das kalenderjahr (weil
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notwendig für die photoperiodische zeitmessung), aber sicher nicht Sitz des circannualen 
Oszillators ist. in mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nach Läsion des SCN der
circannuelle Rhythmus weiter besteht (zUCkER et al. 1983, RUBY et al. 1996, 1998). Dies
spricht auch ganz klar gegen die „Frequenz-Demultiplikations-Hypothese“, nach der sich ein
circannualer zyklus aus ungefähr 360 circadianen Tagen zusammensetzen sollte. in Experi-
menten von GWiNNER (1981a) an Staren (Sturnus vulgaris) wurden zwei Gruppen von Staren
für 3½ Jahre in konstanten L:D-zyklen gehalten, die eine Gruppe bei L:D = 11:11, das ent-
spricht einer Periode t = 22 h, die andere Gruppe bei L:D = 12:12, also einer Periode von 
t = 24 h. Die Frequenz-Demultiplikations-Hypothese würde eine deutlich kürzere circannuale
Periode (ca. – 10 %) für die Stare unter t = 22 h erwarten lassen. GWiNNER (1981a) fand aber
gleich lange oder sogar etwas längere circannuale Rhythmen bei Hodengröße und Mauser der
Vögel unter t = 22 h als bei Vögeln unter t = 24 h. Eine Bestätigung für die Hypothese, dass
die circadianen Tage gezählt werden, konnte auch ein ähnlicher Versuch an Haussperlingen
(Passer domesticus) nicht erbringen (WikELSki et al. 2008), und auch beim Goldmantelziesel
hat sich diese Hypothese nicht bestätigen lassen (CARMiCHAEL und zUCkER 1986). Obwohl
die Erdhörnchen unter t -zyklen von t = 23, t = 24 oder t = 25 h gehalten wurden, waren die
Periodenlängen ihrer circannualen Rhythmen nicht unterschiedlich. Dies zeigt, dass circan-
nuale Rhythmen nicht einfach aus 360 circadianen zyklen zusammengesetzt sind, sondern
dass circadiane und circannuale Rhythmen durch unterschiedliche Mechanismen generiert
werden (CARMiCHAEL und zUCkER 1986).

7.   Bedeutung des Pinealorgans für circannuale Rhythmen

Die zentrale Rolle des Pinealorgans als neurochemischer Transducer (AXELROD 1974) der
Photoperiode ist heute unumstritten und für eine Vielzahl von Säugetieren sehr gut belegt
(Übersichten siehe REiTER 1974, 1980, 1993, GOLDMAN und DARROW 1983, BARTNESS und
GOLDMAN 1989, GOLDMAN 2001). Allerdings bleiben auch nach Pinealektomie die circannua-
len Rhythmen von körpergewicht und Hodengröße sowohl bei Frettchen (HERBERT 1971,
1972) als auch beim Goldmantelziesel (zUCkER 1985, HiEBERT et al. 2000) unter konstanten
Bedingungen bestehen. Werden die pinealektomierten Tiere jedoch in natürlicher Photoperiode
gehalten, verschiebt sich ihr Rhythmus im zweiten Jahr gegenüber den kontrolltieren um meh-
rere Monate (HERBERT 1971, 1972, HERBERT et al. 1978). ähnliche Effekte von Pinealektomie
wurden später auch mehrfach beim Schaf nachgewiesen (LiNCOLN 1979, BiTTMAN et al. 1983a,
b). Pinealektomie hat also keinen Einfluss auf den circannualen Mechanismus an sich, sondern
verhindert die Synchronisation des endogenen Rhythmus mit dem jährlichen zyklus der Photo -
periode, so dass die zyklen außer Phase mit der Umwelt geraten. Die pinealektomierten Tiere
erscheinen „blind“ gegenüber der Photoperiode und verhalten sich in dieser Hinsicht auch wie
blinde Tiere (LEGAN und kARSCH 1983), weil eine ganz entscheidende komponente der photo -
periodischen zeitmessung, der Melatoninrhythmus, fehlt.

8.   Eine neue Hypothese

GWiNNER (1986) hat in seiner Monographie schon darauf hingewiesen, dass die zeitkonstanten
circannualer Rhythmen weit über das Maß der bekannten neuroendokrinen Rückkopplungs-
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schleifen hinaus gehen und in vieler Hinsicht eher Entwicklungsprozessen entsprechen, die
während der Ontogenese auftreten, wie z. B. die der sexuellen Reifung. Ausgehend von dieser
Überlegung haben LiNCOLN und HAzLERiGG (2010) eine neue Hypothese zur Entstehung cir-
cannualer Rhythmen entworfen. Bei vielen langlebigen Arten kann man zyklische Vorgänge
beobachten, wie z. B. Wachstumsschübe und regenerative Prozesse, die auch im erwachsenen
Organismus ablaufen. Synchronisierte zellproliferation von adulten Stammzellen in verschie-
denen Geweben (Gehirn, Hypophyse, periphere Organe) bildet die Grundlage einer zyklischen
Regeneration. Solche zyklischen Regenerationen sind aus praktisch allen Geweben und Or-
ganen bekannt und spielen in der aktuellen Forschung zur regenerativen Medizin eine heraus-
ragende Rolle (z. B. Leber: FORBES et al. 2002, Herz: ANVERSA et al. 2004, Hypophyse:
FAUQUiER et al. 2008, Haarfollikel: SCHNEiDER et al. 2009, Hoden: DAViDOFF et al. 2004). Neu
an der Hypothese ist die idee, dass diese regenerativen zyklen der Histogenese zeitlich und
hierarchisch koordiniert ablaufen. Als Beispiel kann das Haarwachstum gelten. Jeder Haar-
follikel durchläuft normalerweise seine eigenen, zeitlich mit den Nachbarfollikeln unkoordi-
nierten zyklen von Wachstum (Anagen), Regression (katagen) und Ruhephasen (Telogen,
Übersicht siehe SCHNEiDER et al. 2009). Nach einer intervention (z. B. Bestrahlung, Chemo-
therapie) kommt es aber zu einer Synchronisation der zyklen der einzelnen Follikel bei gleich-
zeitiger massiver Proliferation der Follikelstammzellen. Dies ähnelt dem zustand der Mauser
oder des saisonalen Fellwechsels, für die u. a. der saisonale Prolaktinspiegel verantwortlich
ist (MARTiNET et al. 1981, DUNCAN und GOLDMAN 1984, LiNCOLN et al. 2003a). Es wird ver-
mutet, dass jedes saisonal regulierte, physiologische System über ähnliche regenerative zyklen
verfügt. Als übergeordneter, saisonaler koordinator kann die Hypophyse angenommen wer-
den, deren Pars tuberalis derzeit als wahrscheinlichster Sitz des circannualen Oszillators (oder
einer von mehreren!) gilt (HAzLERiGG et al. 2001, LiNCOLN et al. 2003b, 2006, HAzLERiGG und
WAGNER 2006, LiNCOLN und HAzLERiGG 2010).

9.   Gibt es circannuale Rhythmen auch beim Menschen?

Für eine Vielzahl physiologischer, psychologischer und auch Verhaltensparameter des Men-
schen wurden saisonale Rhythmen beschrieben (Übersichten siehe REiNBERG 1974, ASCHOFF

1981, HARMATz et al. 2000, WEHR 2001, FOSTER und ROENNEBERG 2008). Viele der beim Men-
schen beschriebenen Rhythmen sind allerdings Pseudorhythmen (Typ iii), die oft nur aufgrund
von direkten Umwelteinflüssen oder gesellschaftlichen zwängen und Traditionen entstehen.
Ein oft zitiertes Beispiel ist das Verbot der sexuellen Aktivität während der Wachstumszeit
der Yamswurzeln von Juli bis zur Ernte im Januar bei den Samukundi auf Papua-Neuguinea,
das ein auffälliges Geburtenmaximum im Oktober zur Folge hat (SCAGLiON 1978). Daneben
gibt es aber gute Belege, dass beim Menschen photoperiodische Anpassungen existieren
(WEHR 2001, BRONSON 2004). So haben WEHR und Mitarbeiter nachgewiesen, dass sowohl
die Dauer der nächtlichen Melatoninsynthese als auch die Schlafdauer abhängig von der Photo -
periode sind (WEHR 1991, WEHR et al. 1993). Obwohl der Mensch sicherlich das ganze Jahr
über sexuell aktiv ist und zu jeder Jahreszeit kinder geboren werden, haben mehrere Studien
unzweifelhaft nachgewiesen, dass die Geburtenrate saisonalen Schwankungen unterliegt, auch
wenn sich die Amplitude dieser Schwankungen – zumindest in den industriestaaten – in den
letzten 100 Jahren deutlich abgeschwächt hat, oder sich die Maxima jahreszeitlich verschoben
haben (ROENNEBERG und ASCHOFF 1990a, b, BRONSON 1995, FOSTER und ROENNEBERG 2008).
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Ob es sich bei den saisonalen Rhythmen des Menschen mit biologischem Hintergrund (auch)
um echte circannuale Rhythmen handelt, ist zwar wahrscheinlich; jedoch ist es aus nahe lie-
genden Gründen nicht möglich, Menschen über mehrere Jahre hinweg in isolation konstanten
Bedingungen auszusetzen. Bei nicht-menschlichen Primaten sind aber circannuale Rhythmen
nachgewiesen (MiCHAEL und BONSALL 1977), und es gibt daher keinen Grund anzunehmen,
dass Homo sapiens eine Ausnahme darstellen könnte (WEHR 2001).

10. Cui bono?

Dies bringt uns letztlich zu der entscheidenden Frage: wem (oder was) nützt es? zunächst ein-
mal ist offenkundig, dass, ebenso wie bei der circadianen Uhr, der entscheidende Vorteil einer
Jahresuhr darin besteht, dass sich der Organismus im Voraus auf Ereignisse einstellen und
vorbereiten kann. insbesondere für alle physiologischen und morphologischen Prozesse, die
eine mehrere Wochen oder gar Monate dauernde Entwicklungszeit benötigen, käme eine An-
passung zu spät, die erst als Reaktion auf den ultimaten Faktor begonnen würde.

Tiere, die selten länger als ein Jahr in der Natur überleben, benötigen keinen Mechanismus,
der über mehrere Jahreszyklen fortdauert. Für sie bestand also im Verlauf der Evolution gar
kein selektiver Druck, eine circannuale Uhr zu entwickeln. Für sie genügt ein Sanduhr-Me-
chanismus, kombiniert mit der Fähigkeit zur photoperiodischen zeitmessung, um die Tages-
länge messen zu können. Dadurch können die Tiere diesen sehr zuverlässigen, proximaten
Umweltfaktor dazu benutzen, um eine rechtzeitige Anpassung an die bevorstehende Jahreszeit
einleiten zu können. Wenn aber, wie bei vielen Organismen gezeigt, ein saisonaler Rhythmus
(Typ i), der durch die Photoperiode gesteuert wird, für eine adäquate Anpassung an die Umwelt
ausreicht, warum hat sich dann ein endogener, circannualer Rhythmus (Typ ii) entwickelt?
Wo liegt da der Mehrwert, die zusätzliche Fitness?

Für alle Tiere, die zumindest zeitweise ohne die Möglichkeit zur photoperiodischen zeit-
messung leben, sollte eine circannuale Uhr vorteilhaft sein. Alle zugvögel, die jedes Jahr im
Herbst über viele Breitengrade fliegen oder gar weit über den äquator hinaus bis ins südliche
Afrika und im Frühjahr zurückkehren, durchleben während des zuges sehr komplexe ände-
rungen der Photoperiode. Für sie ist es sogar sinnvoll, sich (zumindest während des zuges)
größtenteils von der Photoperiode unabhängig zu machen und auf einen inneren Rhythmus
zu „hören“. Ein anderes Beispiel sind die Winterschläfer, die z. T. bis zu sieben Monate im
Jahr unterirdisch in ihren Bauen verbringen, wo keinerlei information über die Photoperiode
möglich ist. Auch sie müssen sich auf eine innere Jahresuhr verlassen können.

Für Tiere der äquatorialen zone ist die jährliche änderung der Photoperiode zu gering,
um ein zuverlässiges, starkes Signal zu sein, auch wenn HAU und Mitarbeiter nachweisen
konnten, dass für den tropischen Ameisenvogel, Hylophylax naevioides, in Panama ein Anstieg
der Photoperiode um 17 min für eine Stimulation des Gonadenwachstums ausreicht (HAU et
al. 1998). Am äquator sind aber die änderungen in der Photoperiode noch geringer als in
Panama und durch variable Wetterbedingungen (z. B. dichte Wolkendecke) weiter stark ab-
geschwächt, so dass die Photoperiode hier kein zuverlässiges Umweltsignal mehr ist (GWiNNER

2003). Dazu passt auch der Befund, dass das Schwarzkehlchen aus äquatorial-Afrika unter
konstanten Umweltbedingungen stabilere circannuale Rhythmen zeigt (siehe Abb. 6) als das
nahe verwandte Europäische Schwarzkehlchen unter vergleichbaren Bedingungen (GWiNNER

2003).
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Der letztendliche Test aber, ob circannuale Rhythmen die Fitness eines Organismus in der
freien Natur erhöhen, lässt sich nur sehr schwer erbringen. Da circannuale Rhythmen ja durch
Umweltsignale (die Photoperiode) synchronisiert werden, können in einer natürlichen Um-
gebung die Effekte eines endogenen Rhythmus von direkten Umwelteffekten nicht sicher un-
terschieden werden. Auch lässt sich die endogene, circannuale Uhr nicht ausschalten, solange
man sie anatomisch noch nicht lokalisiert hat. So ist (noch) kein direkter Vergleich zwischen
Tieren mit intakter und defekter circannualer Uhr möglich, wie das inzwischen auf der Ebene
der circadianen Uhr sehr überzeugend gelungen ist (DECOURSEY et al. 2000, DECOURSEY

2004).

11. Ausblick

Die Mechanismen der photoperiodischen zeitmessung bei Säugetieren können als weitgehend
verstanden angesehen werden. Ebenso sind die molekularen Mechanismen und die beteiligten
Gene für die innere Uhr im SCN in ihren Grundzügen aufgeklärt. Die den circannualen Rhyth-
men zugrundeliegenden Mechanismen sind allerdings noch gänzlich unverstanden, auch wenn
es manche Hypothesen und viel versprechende Ansätze gibt. Michael MENAkER hat bereits
1974 ein entscheidendes Problem für die Erforschung circannualer Rhythmen formuliert: „in-
deed perhaps the major difficulty in the study of circannual rhythms is a consequence of the
ratio of the period length of a single circadian cycle to the length of the productive life of a 
biologist“ (MENAkER 1974). Und ich möchte hinzufügen: und heutzutage noch wichtiger sind
die Vergabezyklen für Drittmittel und die damit verbundenen Erwartungen, dass jedes Jahr
mehrere Publikationen zum bearbeiteten Thema erscheinen. Wer circannuale Rhythmen er-
forschen will, braucht einen langen Atem und langfristig gesicherte Finanzierung. Es wäre
heutzutage schon unverantwortbar, wollte man jungen Nachwuchswissenschaftler(inne)n ein
Thema zu circannualen Rhythmen als Dissertationsthema geben. in dem von den meisten Gra-
duiertenkollegs geförderten zeitraum von maximal 3 Jahren ist so ein Thema nicht sinnvoll
zu bearbeiten! ich fürchte, wir können daher in absehbarer zeit keine wesentlichen Fortschritte
in der Erforschung der circannualen Rhythmen erwarten, es sei denn, einem oder einer der
etablierten Forscher und Forscherinnen, die (noch) ausreichend zeit haben, gelingt ein ent-
scheidender Durchbruch.
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Nicht nur die Technik- und Naturwissenschaften, sondern auch die Lebens-, die Sozial-
und kognitionswissenschaften, sogar kunst und Archäologie sind immer stärker durch
eine informatisierung gekennzeichnet, die einige Disziplinen sogar revolutioniert. Stan-
den früher Wissenschaften auf den fundamentalen Säulen Theoriebildung und Experi-
ment, so hat sich in den letzten Jahrzehnten eine dritte gleichberechtigte komponente
herausgebildet – die der digitalen Modellierung, Simulation und Visualisierung von
Strukturen und Prozessen. Der Band behandelt mathematische Grundlagen der Compu-
tertechnik, Möglichkeiten und Grenzen der Computermodellierung in den Lebenswis-
senschaften (Biochemie, Proteomanalyse, Systembiologie) und der Medizin
(Tumorchirurgie, Hirnforschung, Rehabilitation), Computer als Dialogpartner (Sprach-
erkennung, Schnittstelle zwischen Gehirn und Maschine), klimamodelle, Computermo-
dellierungen in Physik und Chemie, aber auch Probleme aus Philosophie (Simulation
und Erkenntnis, implikationen der Hirnforschung) und Ökonomie (konsequenzen der
Alterung der Gesellschaft). Die Beiträge bieten sowohl Laien als auch Experten überra-
schende Einblicke in eine faszinierende Forschungswelt.
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                         1 Abbildung

Zusammenfassung

Melatonin-Applikation senkt im In-vivo- und In-vitro-Experiment die insulinsekretion pankreatischer b-zellen. Die
Effekte werden Melatoninrezeptor-mediiert, die pankreatische b-zelle verfügt über MT1- und MT2-Rezeptoren. Die
hochspezifischen Effekte werden über Pertussistoxin-sensitive inhibitorische Gi-Proteine mit konsekutiver Hemmung
des Adenylatcyclase/cyclisches Adenosinmonophosphat- (AC/cAMP) sowie Guanylatcyclase/cyclisches Guanosin-
monophosphat-System (GC/cGMP) und der insulinfreisetzung vermittelt. Hingegen wird über den Gq/Phospholipase
C/inositol-1,4,5-triphosphat-Weg kalzium aus intrazellulären Quellen mobilisiert und die insulinsekretion erhöht.
Dieser (untergeordnete) Weg erlangt erst Bedeutung, wenn Gi-Proteine durch Pertussistoxin blockiert werden. Es
konnte ferner gesichert werden, dass sowohl in vivo als auch in vitro die insulinsekretion circadian-rhythmisch erfolgt
und dass Melatoninapplikation zu einem Phasenshift führt. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind Uhrengene mit ihrer
circadianen Expression in pankreatischem Gewebe für die circadian-rhythmische insulinsekretion verantwortlich.
Darüber hinaus wurde der Einfluss von Melatonin auf metabolische Entgleisungen untersucht, die zuvor im Tierex-
periment durch das klassische Diabetogen Streptozotocin (STz) hervorgerufen worden waren. Die Gefährlichkeit
des STz beruht auf der Generierung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), wie beispielsweise Methylradikalen.
Gegen solche aggressiven ROS ist die pankreatische b-zelle auf Grund begrenzter antioxidativer kapazität relativ
schutzlos. zahlreiche Untersuchungen belegen nun, dass Melatonin in supraphysiologischen Dosen von protektiver,
antidiabetogener Bedeutung für b-zellen ist. Melatonin als auch die Expression des limitierenden Enzyms für die
Melatoninsynthese, die Arylalkylamin-N-acetyltransferase (AA-NAT), sind bei Typ-2-diabetischen Ratten (bei leicht
erhöhtem insulin-Plasmaspiegel) erniedrigt. Vergleichbar weisen Typ-2-diabetische Patienten erniedrigte Melatonin-
spiegel auf. in Umkehrung sind der Melatoningehalt im Blutplasma und die Expression der AA-NAT bei Typ-1-dia-
betischen STz- und LEW.1AR1-iddm-Ratten (bei nahezu fehlendem insulin) erhöht. interessanterweise werden die
erhöhten Melatoninspiegel der iDDM-Ratten nach insulinsubstitution wieder normalisiert, was den engen funktio-
nellen zusammenhang zwischen insulin und Melatonin unterstreicht. Die vorgestellten Befunde belegen, dass sich
Melatonin und insulin antagonisieren, was die Bedeutung von Melatonin für die Diabetogenese unterstreicht. Diese
Feststellung wird gestützt durch Ergebnisse weltweiter Genomstudien, in denen ein enger zusammenhang zwischen
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) des MT2-Rezeptor-Locus (MTNR1b) und einem erhöhten Risiko, an Typ-
2-Diabetes zu erkranken, nachgewiesen wurde. zusätzlich wurde jüngst bei Glukagon-produzierenden a-zellen der
pankreatischen Maus-insel erstmals festgestellt, dass diese ebenfalls Melatonin-Rezeptoren (MT1 + MT2) aufweisen.
Während erwartungsgemäß Glukose oder insulin die Glukagonexpression senkten, wurde sie durch Melatonin 
statistisch signifikant erhöht, was bedeutet: Melatonin senkt die insulin- und erhöht die Glukagonsekretion. Von 
erheblicher Bedeutung sind ferner Überexpressionsexperimente, die der Frage nachgehen, welcher Melatoninre-
zeptor-Subtyp welcher Funktionskaskade vergesellschaftet ist. Bisherige Ergebnisse machen deutlich, dass die insu-
linsekretion durch Melatonin in zellklonen mit konstitutiv hochregulierten humanen MT2-Rezeptoren die
insulinsekretion weit stärker senkt als in entsprechenden Vergleichszellen. Es ist davon auszugehen, dass die vorge-
stellten Befunde klinische Bedeutung erlangen.
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Abstract

Application of melatonin inhibits the insulin secretion of pancreatic b-cells in vivo and in vitro. These effects are
melatonin receptor mediated, with the pancreatic b-cell displaying two isoforms, MT1 and MT2. The highly specific
effects are mediated via pertussis toxin-sensitive inhibitory Gi-proteins, which are linked in an inhibitory manner to
both the adenylate cyclase/cyclic adenosine monophosphate (AC/cAMP) and guanylate cyclase/cyclic guanosine
monophosphate (GC/cGMP) pathways, and to insulin secretion. On the other hand, insulin secretion is enhanced via
activation of the Gq/phospholipase C/inositol-1,4,5-triphosphate pathway. This (minor) pathway is of importance
only after Gi proteins are blocked by pertussis toxin. Furthermore, it was confirmed in vivo and in vitro that insulin
secretion proceeds in a circadian fashion and that melatonin application phase shifts this pattern. Circadian clock
gene activity is likely responsible for the circadian rhythmicity of insulin secretion in pancreatic tissue. in addition,
the influence of melatonin on metabolic disturbances was analysed in experiments with animals that had been rendered
type 1 diabetic by treatment with the “classical” diabetogen streptozotocin (STz). The damaging effect of STz is
caused by the generation of reactive oxygen species (ROS), for example, methyl radicals. The limited anti-oxidative
capacity of pancreatic b-cells towards aggressive types of ROS makes them vulnerable to cell damage. Numerous
studies confirm that melatonin, in supraphysiological doses, is of protective, anti-diabetogenic importance for the b-
cell. Melatonin, as well as the expression of the limiting enzyme of melatonin biosynthesis, arylalkylamine-N-acetyl-
transferase (AA-NAT), are decreased in type 2 diabetic rats (together with slightly increased insulin plasma levels).
in a similar manner type 2 diabetic patients display decreased melatonin levels. in contrast, melatonin plasma levels
and the expression of AA-NAT are increased in type 1 diabetic STz- and LEW.1AR1-iddm rats (together with neg-
ligible insulin levels). interestingly, these increased melatonin levels in iDDM rats could be normalized by insulin
substitution, underscoring a close functional relationship between insulin and melatonin. The results presented here
prove that melatonin and insulin are antagonistic, indicating an importance of melatonin in diabetogenesis. This notion
is supported by the results of world-wide genome studies that have shown a close relationship between the single nu-
cleotide polymorphisms (SNPs) of the MT2 receptor locus (MTNR1b) and an increased risk of type 2 diabetes. in ad-
dition, it has recently been confirmed that glucagon-producing a-cells express melatonin receptors (MT1 and MT2).
Although both glucose and insulin reduced glucagon expression, as expected, the application of melatonin surprisingly
increased glucagon expression in a significant manner. Thus, melatonin inhibits insulin secretion and promotes
glucagon secretion. Furthermore, experiments in which melatonin receptors were overexpressed provide valuable in-
formation towards clarifying the question as to which receptor isoform is linked to which signal transduction cascade.
The results confirm that the melatonin-modulated insulin secretion in cells with a constitutively high expression of
the human MT2 receptor is much more strongly inhibited than in control cells. it is to be expected that the results
presented here will also prove to be of clinical importance.

1.   Rückblick

Erste systematische Untersuchungen zur Bedeutung des Pinealorgans für den karbohydrat-
stoffwechsel gehen auf Untersuchungen der rumänischen Gruppe um C. i. PARHON zurück
(PARHON 1939, PARHON et al. 1952, MiLCU und MiLCU 1958, MiLCOU et al. 1963b, MiLCOU

et al. 1966, MiLCU et al. 1971, MiLCU und NANU 1979). zusammenfassende Übersichten
dazu erschienen in der Rumänischen Akademie der Wissenschaften 1957 „The epiphysis,
an endocrine gland“ (MiLCU 1957) und 1979 „The pineal gland as a metabolic organ“ (MiLCU

und NANU 1979) zitiert nach DAMiAN (1989). Mit diesen Arbeiten wurde vergleichsweise
früh eine bis in unsere zeit reichende kontrovers geführte Diskussion zur Bedeutung der
Epiphysis cerebri für den Glukosestoffwechsel entfacht. Die Ursachen für die divergenten
frühen Ergebnisse beruhen u. a. auf der Nutzung von Epiphysenextrakten (MiLCU et al.
1963a), Melatonin wurde bekanntlich erst 1958 von Aaron LERNER und Mitarbeitern aus
Rinderepiphysen isoliert (LERNER et al. 1958) und seine Struktur ein Jahr später aufgeklärt
(LERNER et al. 1959). 

Nachfolgend soll versucht werden, den mühevollen und von Widersprüchen gekennzeich-
neten Weg der vergangenen Jahrzehnte zur Bedeutung der Epiphyse für den karbohydrat-
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stoffwechsel kurz zu skizzieren. Dabei wird das ziel verfolgt, den Einfluss der Epiphysis ce-
rebri und damit des Melatonins auf die pankreatische insel, die insulinsekretion und den Glu-
kosestoffwechsel zu beleuchten, bis hin zur möglichen Bedeutung von Melatonin für die
Diabetesprävention. Von besonderer Bedeutung waren in diesem zusammenhang zweifellos
die oben erwähnten frühen Untersuchungen der rumänischen Gruppe, die in zahlreichen Ar-
beiten zur Frage pinealer Einflüsse auf die pankreatische β-zelle, die insulinsekretion sowie
den Glukosestoffwechsel Stellung bezog. Die Ergebnisse lassen sich folgendermaßen zusam-
menfassen. Ein aus Rinderzirbeldrüsen gewonnenes pineales Peptid, das die Autoren „Pinea-
lin“ nannten, wurde von ihnen als insulin-ähnlich, hypoglykämisierend, anabol, anti-
cholesterinämisch und glomerulotrop charakterisiert (MiLCU und MiLCU 1958). Das „Pinea-
lin“ erhöhte die Glukosetoleranz und begünstigte die muskuläre und hepatische Glykogenese
nach Glukosebelastung. Pinealektomie hingegen erniedrigte die insulinsekretion, die Gluko-
setoleranz sowie die muskuläre und hepatische Glykogenese und erhöhte die Pyruvatkon-
zentration des Blutes (MiLCOU et al. 1957a, b, MiLCU et al. 1961, 1962, MiLCOU et al. 1963a,
b, MiLCU et al. 1964a, b, 1965, 1967, MiLCU 1968, NANU-iONESCU und iONESCU 1969a, NANU

et al. 1969).
Spätere eigene (PESCHkE et al. 1986) und Arbeiten der spanischen Gruppe um Enrique

BLázQUEz (DiAz und BLAzQUEz 1986, MELLADO et al. 1986, 1989, RODRiGUEz et al. 1989)
knüpfen an die ursprünglichen Befunde an. Beschrieben wird eine pinealoprive Hyperglykä-
mie in Einheit mit weiteren „paradiabetischen“ metabolischen Störungen bei pinealektomierten
Tieren. Durch Pinealektomie oder bilaterale sympathische Denervation der Epiphyse, was
einer funktionellen Pinealektomie entspricht (MUNOz BARRAGáN et al. 1983, 1984, 1986),
wurden signifikant verringerte insulinspiegel, erhöhte Blutglukose (DE LiMA et al. 2001) sowie
begleitende Glukosetoleranzstörungen beobachtet, die durch Melatoninapplikation verhindert
oder zumindest stark eingeschränkt werden konnten (SHiMA et al. 1997). in diesem zusam-
menhang sind Mitteilungen bedeutungsvoll, dass Melatonin die Entwicklung des Typ-1-Dia-
betes hemmt, während Pinealektomie sie befördert (CONTi und MAESTRONi 1996, 1998), und
dass insulin den Plasma-Melatoninspiegel (LYNCH et al. 1973) und den pinealen Melatonin-
gehalt (TANNENBAUM et al. 1987) erhöht.

Durch die zitierten Arbeiten wurden ältere oder auch zeitgleich erhobene Befunde in Frage
gestellt, die feststellen, dass die Verabreichung von zirbeldrüsenextrakten von Hyperglykämie
gefolgt sei (JORDAN und EYSTER 1911, POPESCU-iNOTESTi 1924, BUTTARO und ROTTiNi 1947).
Erklärungsansätze bieten ambivalente Ergebnisse der rumänischen Arbeitsgruppe selbst, indem
schon früh die später wichtig werdende Feststellung getroffen wird, dass Pinealektomie bei
Ratten nach 48-stündigem Fasten die insulinsekretion zwar senkt, die Glukose-stimulierte in-
sulinsekretion jedoch erhöht (MiLCU et al. 1971). Pineale Hormonfraktionen sollen zunächst
zu einer deutlichen zunahme, konsekutiv jedoch zu einer Abnahme der insulinsekretion führen
(NEACSU 1988). in weiteren Arbeiten mit ähnlich wichtigen Befunden wird die Auffassung
vertreten, dass Melatonin die Glukose-induzierte Freisetzung von insulin bei Ratte und Maus
reduziere (ATkiNS et al. 1973), nicht jedoch die basale insulinsekretion, und dass Melatonin-
Dauerinfusionen einen äußerst geringen insulin-senkenden Effekt und keinen Einfluss auf die
Blutglukose haben (BAiLEY et al. 1974). zusätzlich wird festgestellt, dass durch Blendung er-
zielte hohe Melatoninspiegel (BENSON et al. 1971) oder Melatoninapplikation die Blutglukose
erhöhen (BURNS 1973, MCkEOWN et al. 1975, JOHN et al. 1990, SANDYk 1993, PRAkASH et al.
1998, HOYOS et al. 2000), während Pinealektomie die Blutglukose erniedrigt (CSABA und BA-
RATH 1971, CSABA und NAGY 1973) und den insulinspiegel erhöht (NANU-iONESCU und iO-
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NESCU 1969b, NANU-iONESCU und MARCEAN 1970, NANU-iONESCU et al. 1970, GORRAY und
QUAY 1977, GORRAY et al. 1979, QUAY und GORRAY 1980). Die zitierten Publikationen stehen
in Einklang mit der von den Autoren des vorliegenden Beitrages vertretenen Auffassung, dass
die Epiphysis cerebri einen suppressiven Effekt auf die Aktivität der pankreatischen b-zelle
ausüben muss, da Melatonin die stimulierte insulinsekretion im In-vitro-Experiment (bei iso-
lierten pankreatischen inseln und insulinomazellen iNS1) als auch im Tierversuch senkt
(PESCHkE et al. 1997, RASMUSSEN et al. 1999, PESCHkE et al. 2000, WOLDEN-HANSON et al.
2000, RASMUSSEN et al. 2001, kEMP et al. 2002, PESCHkE et al. 2002, PiCiNATO et al. 2002b,
PESCHkE et al. 2010), wobei die Effekte von einer Erniedrigung der Glukosetoleranz begleitet
sind (DHAR et al. 1983, CAGNACCi et al. 2001).

Auf Grund der aufgeführten Befunde und der Feststellung, dass erhöhte insulinspiegel die
Melatoninausschüttung hemmen (PESCHkE 2008, MULDER et al. 2009) ist heute von einem
funktionellen Antagonismus zwischen Melatonin und insulin auszugehen. Dieser Sachverhalt
ist einmal mehr überzeugend vor dem Hintergrund, dass natürlicherweise beim Menschen der
insulinspiegel in der Nacht erniedrigt ist, gerade dann, wenn der Melatoninspiegel erhöht ist,
während erhöhte insulinspiegel am Tag mit erniedrigten Melatoninspiegeln koinzidieren
(BODEN et al. 1996).

Wenn auch die oben aufgeführten Arbeiten von Widersprüchlichkeiten insofern gekenn-
zeichnet waren, als dem Melatonin fördernder oder auch hemmender Einfluss auf die insulin-
sekretion zuerkannt wurde, war ihnen doch gemeinsam, dass ein funktioneller zusammenhang
zwischen Melatonin, insulin und Glukose anerkannt wurde. Der Vollständigkeit wegen dürfen
jedoch auch Arbeiten nicht verschwiegen werden, in denen jeglicher Einfluss von Melatonin
auf die pankreatische b-zelle und damit auf die insulinsekretion in Frage gestellt wird. Dazu
gehören frühe Arbeiten, in denen keinerlei inhibitorischer Einfluss von Melatonin auf die Glu-
kose-induzierte insulinsekretion beim Goldhamster festgestellt wurde (FELDMAN und LEBOViTz

1972). Vergleichsweise konnten weder bei der Maus (FRANkEL und STRANDBERG 1991) noch
bei der Ratte (BizOT-ESPiARD et al. 1998b, NiiJiMA et al. 1998) Einflüsse von Melatonin auf die
basale oder Glukose-stimulierte insulinsekretion beobachtet werden.

Ambivalent erscheinen ebenfalls Befunde, die an Vögeln erhoben wurden. Während in
einer älteren Arbeit mitgeteilt wurde, dass Melatonin weder in der Photo- noch in der Scoto-
phase die Blutglukose beim Truthahn verändere (JOHN et al. 1983), wurden später an der Taube
erhobene Befunde publiziert, die durchaus statistisch signifikante Erhöhungen der Blutglukose
nach Melatoninapplikation bestätigten (JOHN et al. 1990). Besondere Beachtung sollte wei-
terhin Arbeiten geschenkt werden, die abhängig vom Alter der Tiere oder der Photophase zu
unterschiedlichen Befunden gelangten. Beispielsweise bewirkte Melatonin bei neugeborenen
Tauben Hyperglykämie, während bei adulten Tieren Hypoglykämie festgestellt wurde (MA-
HATA et al. 1988), und bei Wellensittichen wurde nach Melatoninapplikation unter natürlichen
Lichtverhältnissen ebenso wie unter Langtagbedingungen Hyperglykämie, unter kurztagbe-
dingungen jedoch Hypoglykämie beobachtet (MAiTRA et al. 2000a). Aber nicht nur die Länge
der Photoperiode, auch unterschiedliche Melatoninmengen oder der zeitpunkt der Applikation
im Tagesgang sollen den Einfluss von Melatonin auf den Glukosestoffwechsel bei Vögeln
entscheidend beeinflussen (MAiTRA et al. 2000b). Es kann zusammengefasst werden: „Thus,
melatonin regulation of glucose homoeostasis in birds depends on age and species. The cited
findings clearly indicate that melatonin plays a vital role in glucose homoeostasis in birds
(MAHATA et al. 1988), modulate by norepinephrine and epinephrine (MAHATA 1991). On the
other side there’s no question that factors other than changes in environmental lighting, which
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modify sympathetic nervous tone, can also influence pineal function (LYNCH et al. 1973, LYNCH

et al. 1975).“
Trotz aller Diversität zurückliegender Befunde und Ansichten überzeugen aus Sicht der

Autoren einige Arbeiten auf Grund ihrer konsequenten experimentellen Versuchsanordnung
und Berücksichtigung chronobiologischer Aspekte in dem Sinne, dass Melatonin und insulin
einander offenbar hemmen. Hohe insulinspiegel wurden bei der Ratte immer dann gefunden,
wenn der Melatoninspiegel erniedrigt war (am Tage), und umgekehrt traten niedrige insulin-
spiegel, begleitet von hohen Glukosewerten, bei hohen Melatoninspiegeln (in der Nacht) auf
(BizOT-ESPiARD et al. 1998a). Vergleichbare Befunde wurden bei Menschen erhoben, deren
Glukosetiter durch Dauerinfusionen konstant gehalten wurden und somit keinen postprandia-
len Reaktionen unterlagen (BODEN et al. 1996). Damit im Einklang stehen an der Ratte erho-
bene Befunde, die in überzeugender Weise belegen, dass mit zunehmendem Alter die
Melatoninsynthese abnimmt (ein Sachverhalt, der bereits seit Längerem bekannt ist), während
insulin und Leptin zunehmen (RASMUSSEN et al. 1999), und dass durch Melatonin alternsbe-
dingte insulinerhöhungen aufgehalten werden können (RASMUSSEN et al. 2001). interessant
sind Arbeiten (CHAMPNEY et al. 1983, 1985, 1986), in denen festgestellt wird, dass bei diabe-
tischen Hamstern der Melatoninspiegel erniedrigt ist. Hingegen soll Melatonin die Diabetes -
inzidenz hemmen, während Pinealektomie sie befördert (CONTi und MAESTRONi 1996, 1998).
Weitere Untersuchungen bestätigen ebenfalls, dass Melatonin den Glukosemetabolismus und
die insulinsekretion der pankreatischen b-zelle beeinflusst, jedoch gelang es nicht, die Folgen
einer Pinealektomie (nächtliche Erhöhung der Glukosekonzentration im Plasma) durch Me-
latoningaben aufzuheben (LA FLEUR et al. 2001).

2.   Jüngere Befunde zum Einfluss von Melatonin auf die pankreatische b-Zelle

im Jahre 1997 wurden erstmals Daten publiziert, die unter Nutzung eines äußerst effizienten
dynamischen Perfusionssystems (CSERNUS et al. 1998) den Einfluss von indolaminen auf
die insulinsekretion isolierter pankreatischer inseln der Ratte gewonnen wurden. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Melatonin die Glukose-, kCl- und Forskolin-stimulierte insu-
linsekretion isolierter pankreatischer inseln neonater Ratten hemmt, während das nahe ver-
wandte und chemisch ähnliche Serotonin (5-Hydroxytryptamin) hingegen die Glukose- und
kCl-stimulierte insulinsekretion erhöht (PESCHkE et al. 1997). Die Aussagen stützen sich
auf Untersuchungen, in denen die genannten Stimulantien entweder kurzzeitig-repetitiv oder
aber alternativ als Langzeitapplikation im Perifusionssystem getestet wurden. Die Überle-
genheit der Perifusionsapparatur beruht unter anderem auf der Möglichkeit, die Sekretions-
kinetik insulin-produzierender b-zellen zu erfassen und zusätzlich systemspezifische
Qualitätssicherungen wie beispielsweise Vitalitäts-, Synthese-, Freisetzungs- und kapazi-
tätskriterien versuchsbegleitend zu erfassen. im Ergebnis kurzzeitig-repetitiver Stimulationen
wurden die Glukose-stimulierte insulinsekretion in pharmakologischen Dosen von 5 µmol/l
Melatonin um 42 % und die kCl-stimulierte um 22 % gesenkt, während 5 µmol/l Serotonin
die Glukose-stimulierte insulinsekretion um 46 % und die kCl-stimulierte insulinsekretion
um 52 % erhöhte. Geringere Effekte unter Einfluss von nahezu physiologischen konzentra-
tionen von 5 nmol/l Melatonin belegten den konzentrationsabhängigen indolamineinfluss
auf das inselorgan. Besonders deutlich war die Dosis-abhängige Senkung der Forskolin-sti-
mulierten insulinsekretion, was bedeutet, dass Melatonin mit hoher Wahrscheinlichkeit einen
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hemmenden Einfluss über das Adenylatcyclase/cAMP-System entfaltet (PESCHkE et al. 2000,
2002).

Die aufgeführten Ergebnisse wurden an isolierten inseln erhoben und erlaubten deshalb
keine Aussagen darüber, ob die Effekte auf einem direkten oder aber indirekt-mittelbaren Me-
latonineinfluss beruhen. Aus diesem Grunde wurde nach einer zelllinie gesucht, an der direkte
Melatonineinflüsse auf die b-zelle untersucht werden konnten. Mit der immortalisierten, in-
sulin-produzierenden, Glukose-responsiven Ratten-insulinomazelle iNS1 war ein Modell ge-
funden, an dem sich alle an der insel erhobenen und oben beschriebenen Befunde
reproduzieren ließen. Damit konnte erstmals von einem direkten unmittelbaren Einfluss von
Melatonin auf die b-zelle ausgegangen werden. Diese Feststellung ist insbesondere hinsicht-
lich der im Folgenden darzustellenden Rezeptoranalysen und Signaltransduktionsuntersuchun-
gen von besonderer Bedeutung.

3.   Untersuchungen zur circadian-rhythmischen Insulinsekretion sowie zum synchro-
nisierenden Melatonin-Einfluss im In-vitro-Experiment

im Einleitungsteil des Symposiumsbandes war bezugnehmend und in Vorbereitung auf die-
sen Teil der vorliegenden Darstellung auf die Generierung biologischer Rhythmen im Tier-
reich eingegangen und herausgestellt worden, dass bei den Säugetieren biologische
Rhythmen in einem hypothalamischen kerngebiet, dem Nucleus suprachiasmaticus, gene-
riert werden, während bei den Vögeln das Pinealorgan als Rhythmusgenerator gilt. Diese
im biologischen Organismus selbst generierten Rhythmen, die in aller Regel vom 24-h-Tag
abweichen und deshalb „circa“-diane Rhythmen genannt werden, werden durch externe
(geophysikalische) zeitgeber, insbesondere durch das Licht, das als stärkster zeitgeber über-
haupt gilt, synchronisiert. Als circadian gelten Rhythmen mit Periodenlängen zwischen 20
und 28 h, ultradiane Rhythmen weisen Periodenlängen kürzer als 20 h, infradiane Rhythmen
Periodenlängen länger als 28 h auf. Darüber hinaus konnten an verschiedenen Geweben von
Evertebraten und Vertebraten circadiane Rhythmen im In-vitro-System nachgewiesen wer-
den (BÜNNiNG 1958, RENSiNG 1970, kADLE und FOLk 1983, EDMUNDS 1988). Obwohl die
insel auf Grund ihrer neuroinsulären komplexe über eine gewisse Autonomie verfügt und
in den Ganglien der inseln integrations- bzw. koordinationszentren gesehen werden (STA-
GNER et al. 1980, STAGNER und SAMOLS 1985), sind systematische Untersuchungen im In-
vitro-Experiment zur Generierung circadianer Rhythmen in der pankreatischen insel und
zum Einfluss von Melatonin erst vor 15 Jahren begonnen und 1998 publiziert worden
(PESCHkE und PESCHkE 1998). Es galt festzustellen, ob in isolierten pankreatischen inseln,
neben den bekannten hochfrequenten Pulsationen mit Periodenlängen im Sekunden- oder
Minutenbereich (WEiGLE 1987, HELLMAN et al. 1994, CUNNiNGHAM et al. 1996), auch circa-
diane Rhythmen der insulinsekretion generiert werden können und ob möglicherweise Me-
latonin als hormoneller zeitgeber synchronisierenden Einfluss auf die pankreatische insel
unter In-vitro-Bedingungen nehmen kann.

Durch die Etablierung der bereits beschriebenen Perifusionstechnik waren die Untersu-
chungen möglich geworden, weil mit dieser In-vitro-Technik Beobachtungszeiträume von bis
zu 7 Tagen erfasst werden konnten, ohne dass die inseln messbare Schäden erkennen ließen.
insgesamt wurde der insulingehalt halbstündig gewonnener Proben von 10 Experimenten 
radioimmunologisch bestimmt. Mit statistischen Tests wurden die Periodenlänge (t) mit dem
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MacAnova-Programm und die Testung auf Signifikanz mit dem c2-Periodogramm vorgenom-
men. im Ergebnis konnte festgestellt werden, dass circadiane Rhythmen mit Periodenlängen
(t) zwischen 21,8 und 26,2 h auftraten (Mittelwert und Standardabweichung des Mittelwertes:
23,59 ± 0,503 h), wobei der Mittelwert der insulinfreisetzung 1038 ± 13 pmol/l und der Mit-
telwert der Amplitude 88 ± 17 pmol/l betrugen. insgesamt konnte bei 7 von 10 Experimenten
statistische Signifikanz tageperiodischer insulinoszillationen ermittelt werden. Auf Grund der
biomathematischen Evaluierung mittels des MacAnova-Programms konnten zusätzlich infra-
und ultradiane Oszillationen festgestellt werden, deren kraftspektren jedoch im Vergleich zu
den circadianen Mustern generell geringer waren und hier nicht weiter berücksichtigt werden
sollen (Details siehe PESCHkE und PESCHkE im vorliegenden Band S. 253–256).

Nachdem die statistisch signifikante circadian-rhythmische insulinsekretion pankreatischer
Ratten-inseln in vitro als gesichert angesehen werden konnte, war von besonderem interesse,
ob die rhythmische insulinfreisetzung als konservierte Rhythmik des Spenderorganismus zu
verstehen war oder ob die circadian-periodische insulinsekretion in den isolierten inseln selbst
generiert wird. Um der Beantwortung dieser Frage näher zu kommen, wurden Phase-response-
kurven mit Melatonin als hormonellem zeitgeber erstellt. Würde Melatonin (in unserem Falle
in einer konzentration von 10 nmol/l für 2 h dem Medium zugefügt) zu einer Phasenver -
schiebung unter Erhalt der Periodenlänge führen, wäre mit hoher Wahrscheinlichkeit belegt,
dass die beschriebenen Rhythmen in der insel selbst generiert werden. Bisher wurden 2 dieser
äußerst aufwendigen und kostspieligen Untersuchungen mit dem Ergebnis durchgeführt, dass
nach Melatoninapplikation die Periodenlänge beibehalten, die Phase jedoch um 9 h vorverla-
gert wurde. Dieser Phasenshift berechtigt, davon auszugehen, dass die insulinsekretion einer
circadianen Rhythmik unterliegt, die in der insel selbst generiert wird. Dieser Befund, der
erstmalig unter In-vitro-Bedingungen erhoben wurde, ist weiterhin ein Beleg dafür, dass die
pankreatische b-zelle unter dem Einfluss von Melatonin steht (PESCHkE und PESCHkE 1998).

4.   Melatoninrezeptor-Ausstattung der pankreatischen β-Zelle

Die Charakterisierung und klonierung der Melatoninrezeptoren erfolgte durch REPPERT und
Mitarbeiter (REPPERT et al. 1994, 1995, 1996). Durch eigene Untersuchungen (PESCHkE et al.
2000, 2002, PESCHkE 2008) und Bestätigung durch andere Autoren (kEMP et al. 2002, PiCiNATO

et al. 2008) konnte nachgewiesen werden, dass die pankreatische b-zelle membranständige
Melatonin-Rezeptoren vom Typ MT1 aufweist und dass die beschriebene Senkung der insu-
linsekretion (PiCiNATO et al. 2002b) auf einer Bindung von Melatonin an diese membranstän-
digen MT1-Rezeptoren, mediiert über hochaffine Pertussistoxin-sensitive inhibitorische
GTP-bindende(Gi)-Proteine, beruht. Anhaltspunkte für die Existenz von MT2-Rezeptoren auf
der b-zelle konnten erst jüngst erbracht werden (MÜHLBAUER und PESCHkE 2007, PESCHkE et
al. 2007, PESCHkE 2008). Diesen Befunden lagen zahlreiche Einzeluntersuchungen zugrunde,
vor allem aber ein Primer-Design, das sich von zurückliegend favorisierten Vorgehensweisen
unterschied. Seitdem sind in verschiedenen Publikationen die eigenen Befunde bestätigt sowie
erweitert worden. Ferner wurden Versuche unternommen, Rezeptor-mediierte Einflüsse des
Melatonins in den kontext klinischer Betrachtungen zu stellen, bis hin zu Spekulationen, ob
Melatonin eine Bedeutung für die Diabetogenese haben könnte.

Folgendes Prozedere diente dem Nachweis von MT2-Rezeptoren auf der b-zelle. Ent-
scheidend war die Real-time-Detektion naszierender DNA im zuge der Polymerase-ketten-
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reaktion (PCR)-Nutzung unter gleichzeitigem Einbau des sehr stabilen, sensitiven, interkalie-
renden Fluoreszenzfarbstoffes „Eva Green“, wodurch sich die Sensitivität um ein Vielfaches
erhöht. Die Laser-angeregte Fluoreszenzemission wurde durch einen Photomultiplier in Echt-
zeit aufgezeichnet und quantitativ bestimmt. Unter Verwendung der Real-time-RT-PCR-Tech-
nik und mit speziell angepassten Primern gelang es nun, MT2-spezifische Transkripte in der
pankreatischen insel sowie der Ratten-insulinomazelllinie (iNS1) nachzuweisen. Die genutz-
ten Basensequenzen für den Primer zum MT1-Nachweis waren:

     CAACCTGCAAACCGGAACTC vorwärts und GGAAAACCACCAGGGCAAT rück-
wärts.

Für den Primer zum MT2-Rezeptor-Nachweis wurden folgende Basensequenzen genutzt:

     CATCCACTTCCTCCTTCCAA vorwärts und TATGGCGAAAACCACAAACA rück-
wärts.

Beide Primersets führten zur Amplifizierung von Transkriptanteilen des Exon 2. im Ergebnis
gelang es, sowohl MT1- als auch MT2-mRNA entstammende PCR-Produkte zu amplifizieren.
Die Gelelektrophoreseseparation der DNA ergab spezifische Banden: 101 bp für das MT1-
und 169 bp für das MT2-Amplikon. Durch Spaltung mit zwei Amplikon-spezifischen Re -
striktionsenzymen an bekannten Schnittstellen konnte nachfolgend die Spezifität des MT2-
PCR-Produktes bestätigt werden. Nach Behandlung mit dem Restriktionsenzym Eco 31i ließen
sich im analytischen Agarosegel Fragmente mit den spezifischen Molekülgrößen von 103 bp
und 66 bp nachweisen, darüber hinaus auch die erwarteten Fragmentgrößen nach Behandlung
mit einem weiteren Restriktionsenzym Bfii (108 bp und 61 bp). Die quantitative Auswertung
der PCR-Experimente zeigte allerdings, dass die Expression des MT2-Rezeptors sehr viel ge-
ringer war, als die des MT1-Rezeptors. Diesem Umstand ist möglicherweise geschuldet, dass
ältere Untersuchungen mit konventioneller PCR-Technik zu keinem Ergebnis geführt hatten
(MÜHLBAUER und PESCHkE 2007).

Nachdem in Pankreasgewebe, isolierten pankreatischen inseln und Ratten-insulinomazel-
len iNS1 der Nachweis des MT2-Rezeptors gelungen war, stellte sich die wichtige Frage der
Übertragbarkeit des Ergebnisses auf humanes Material. im Ergebnis weiterführender Analysen
konnte mittels Real-time-RT-PCR sowie immunhistochemischer Untersuchungen zweifelsfrei
der Nachweis des MT2-Rezeptors auch in menschlichem Pankreasgewebe (Operationsmate-
rial) erbracht und somit die Übertragbarkeit der Rattenbefunde auf den Menschen belegt wer-
den. Jedoch wird auch beim Menschen die mRNA des MT2-Rezeptors sehr viel schwächer
exprimiert. Durch Einbeziehung von Pankreasgewebe Typ-2-diabetischer Patienten gelang es
jedoch nachzuweisen, dass die Expressionshöhe sowohl der MT1- als auch MT2-Rezeptor-
mRNA bei Diabetikern gegenüber stoffwechselgesunden Patienten stark erhöht ist (PESCHkE

und MÜHLBAUER 2007). Bislang noch nicht geklärt ist die Frage, ob sich den unterschiedlichen
Melatoninrezeptoren spezielle Funktionszusammenhänge zuordnen lassen wie beispielsweise
Phaseshifting (PESCHkE und PESCHkE 1998, PiCiNATO et al. 2002a), das über MT2-Rezeptor-
signale vermittelt werden soll (LiU et al. 1997, JiN et al. 2003). Details siehe BäHR et al. im
vorliegenden Band S. 201–205).

in einer Reihe von Publikationen wurden kürzlich die von uns beschriebenen Melatonin-
rezeptor-Befunde der pankreatischen β-zelle bestätigt und darüber hinaus ein zusammenhang
zwischen dem Risiko, an Typ-2-Diabetes zu erkranken, und dem Auftreten bestimmter Gen-
varianten des MT2-Rezeptors (MTNR1b) im Rahmen einer Genom-weiten Assoziationsstudie
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unterschiedlicher Populationskohorten erhärtet. Verschiedene Analysen belegten übereinstim-
mend (LYSSENkO et al. 2009, PROkOPENkO et al. 2009), dass das Auftreten eines bestimmten
„single nucleotid polymorphism“ (SNP, rs 10830963), also einer einzigen Basenveränderung
gegenüber einer neutralen Sequenz, das Risiko, später an Typ-2-Diabetes zu erkranken, sig-
nifikant erhöht. Dieser SNP konnte im intronbereich des MTNR1b gefunden werden. ähnlich
wie das Gen des MT1-Rezeptors ist auch das des MT2-Rezeptors durch ein großes intron mit
nicht-codierender Sequenz unterbrochen. Der hier diskutierte SNP fällt in den intronbereich
des MTNR1b, berührt also nicht die codierenden, translatierten Abschnitte. Die interpretation
dieses Befundes ist daher bislang offen, zumal kein Überlappen des SNPs mit bekannten kon-
sensussequenzen für Transkriptionsfaktoren oder Splice-konsensussequenzen vorliegt (PRO-
kOPENkO et al. 2009). Belegt ist jedoch ein zusammenhang zwischen dem häufigeren Auftreten
dieses SNP mit erhöhtem Nüchternglukosespiegel bei den untersuchten Populationen. Außer-
dem wurden pathologisch veränderte insulinsekretion (first-phase insulin response) im oralen
(OGGT) sowie intravenösen Glukosetoleranztest (iVGTT) festgestellt.

in einer weiteren Assoziationsstudie wird ein neuer SNP mit modulatorischer Wirkung auf
den Glukosestoffwechsel in einer europäischen Population beschrieben. Dieser SNP (rs
1387153) zeigt ebenfalls einen statistisch signifikanten zusammenhang mit erhöhten Nüch-
ternglukosespiegeln, jedoch in Übereinstimmung mit den vorgenannten Studien keinen we-
sentlichen Einfluss auf die typischen Risikofaktoren des Typ-2-Diabetes wie Obesitas bzw.
erhöhten Body Mass Index (BMi). zudem wird ein kumulativer Effekt dieser MTNR1b-Gen-
variante zusammen mit bestimmten Varianten der Gene für Glucokinase (GCk), Glucokinase
Regulatory Protein (GCkR) und das β-zell-spezifische Glucose-6-phosphatase-catalytic-sub-
unit-related-protein (G6PC2) für die Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines Typ-2-Diabetes
beschrieben. interessanterweise befindet sich dieser zweite SNP des MTNR1b weit entfernt
von dem zuvor beschriebenen, nämlich im 5’-Promotorbereich des Gens, woraus sich ein
möglicher Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung ableiten lässt (BOUATiA-NAJi et al.
2009).

Die Arbeit von LYSSENkO et al. (2009) deutet auf eine erhöhte Expression des MT2-Re-
zeptortranskripts in humanen pankreatischen inseln des Diabetesrisikotyps hin. Damit steht
dieser Befund in Einklang mit erhöhten Expressionswerten des MT2-Rezeptors im humanen
Gesamtpankreas bei Typ-2-Diabetikern (PESCHkE et al. 2007). insgesamt wird davon ausge-
gangen, dass die hier diskutierten SNPs des MTNR1b-Genlocus als mögliche prognostische
Marker für ein erhöhtes Diabetesrisiko genutzt werden könnten. Andere Autoren konnten dar -
über hinaus nachweisen, dass der von LYSSENkO et al. (2009) und PROkOPENkO et al. (2009)
beschriebene SNP rs10830963 in Populationen chinesischer Herkunft (Han) 1,5-fach häufiger
vertreten ist als in Populationen kaukasischer Herkunft, verbunden mit entsprechend höherem
Erkrankungsrisiko (RONN et al. 2009). im Übrigen bestätigt die Veröffentlichung von LYS-
SENkO et al. (2009) die zuvor von uns publizierten Ergebnisse zur Expression des MT2-Re-
zeptors im humanen Pankreas mittels PCR-Technik und immunhistochemischer Verfahren
(MÜHLBAUER und PESCHkE 2007, PESCHkE et al. 2007). Es wird ferner bestätigt, dass die Me-
latoninrezeptoren – vermittelt über inhibitorische G-Proteine – an die cAMP-Signalkaskade
gekoppelt sind. im Unterschied zu den eigenen Befunden sprechen die von LYSSENkO et al.
(2009) aufgeführten Ergebnisse für ein hohes Expressionsniveau des MT2-Rezeptors in hu-
manen inseln (Verhältnis MT1 : MT2 = 1 : 1), bestätigen jedoch grundsätzlich die Expression
sowohl des MT1- als auch des MT2-Rezeptors in der humanen pankreatischen insel. Der
Nachweis des MT1-Rezeptors war zuvor von RAMRACHEYA und Mitarbeitern an humanen b-

Einfluss von Melatonin auf Sekretionsrhythmik und Signaltransduktionsprozesse

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 111–136 (2011) 119



zellen mittels Single-cell-RT-PCR-Untersuchungen erbracht worden (RAMRACHEYA et al.
2008), gelang jedoch im Unterschied zu unseren Untersuchungen nicht bei Rodentiern.

Schließlich kann zusammenfassend festgestellt werden, dass LYSSENkO et al. (2009) zu
der Überzeugung gelangten, dass die genannten genetischen zusammenhänge einen therapeu-
tischen Ansatz bieten könnten, durch Einsatz von Melatoninrezeptor-Antagonisten einen Ein-
fluss auf cAMP und konsekutiv die insulinsekretion zu erlangen. Ob entsprechende Strategien
der Diabetestherapie perspektivisch bedeutungsvoll sein werden, bleibt abzuwarten.

5.   Melatoninrezeptor-vermittelte Signalwege in der pankreatischen β-Zelle

5.1  Der Gi-Adenylatcyclase-cAMP-Signalweg

Melatonin entfaltet – wie bereits referiert – seine bislang bekannten Rezeptor-mediierten Ef-
fekte auf dem Weg über Pertussistoxin-sensitive inhibitorische GTP-bindende Proteine (Gi),
die an MT1- und MT2-Membranrezeptoren gekoppelt sind. Die wichtigsten und bekanntesten
zellulären Effekte des Melatonins werden über eine Herabregulierung der intrazellulären
cAMP-konzentration vermittelt (VANECEk 1998).

zurückliegende eigene Untersuchungen haben unter Nutzung von molekularbiologi-
schen, autoradiographischen und funktionellen Untersuchungen sowie Superfusionsexperi-
menten und Bindungsstudien belegen können, dass die Melatonineffekte an der
insulin-produzierenden β-zelle ebenfalls über trimere inhibitorische Proteine (Gi), Adeny -
latcyclase (AC), cAMP und Proteinkinase A (PA) vermittelt werden. Die Ergebnisse wurden
an pankreatischen inseln neonater Ratten (PESCHkE et al. 1997, 2000) sowie an immortali-
sierten Ratten-insulinomazellen iNS1 (PESCHkE et al. 2002, 2006a, b) gewonnen. Es wurde
festgestellt, dass Melatonin auf diesem Weg die Glukose-, kCl- und Forskolin-stimulierte
insulinsekretion senkt, bestätigt und erweitert durch Arbeiten von kEMP et al. (kEMP et al.
2002, PiCiNATO et al. 2002a, b).

Bedeutungsvoll war in diesem zusammenhang die Anpassung und Nutzung eines cAMP-
RiA an eigene superfusionstechnische Versuchsbedingungen. Es zeigte sich, dass cAMP im Pe-
rifusat, also extrazellulär, gemessen werden konnte. Für den aktiven Transport in den
extrazellulären Raum werden amphipathische Anionen, sogenannte Multidrug Resistance Pro-
teins (MRP) wie MRP4 und MRP5 verantwortlich gemacht (ROSENBERG et al. 1994, BRUNDEGE

et al. 1997, FiNNEGAN und CAREY 1998, kONDRASHiN et al. 1999, ORLOV und MAkSiMOVA 1999,
STEFFGEN et al. 1999). Der Efflux soll energieabhängig und unidirektional erfolgen und durch
Substanzen, die die zytoskeletale Mikrotubulus-Assemblierung verhindern, hemmbar sein
(RiNDLER et al. 1978, BRUNTON und MAYER 1979, BRUNTON und BUSS 1980). Folgende Super-
fusionsexperimente mit iNS1-zellen sollten weiterhin klären, ob der transmembranöse cAMP-
Transporter durch Probenecid hemmbar ist. Publizierte Ergebnisse machten deutlich (PESCHkE

et al. 2002), dass Probenecid die Forskolin-stimulierte, extrazellulär gemessene cAMP-kon-
zentration durch Blockierung des Exportes von cAMP in den Extrazellularraum senkt, was zu
einer Akkumulation von intrazellulärem cAMP mit konsekutiver Erhöhung der insulinsekretion
führte (FiNNEGAN und CAREY 1998, ORLOV und MAkSiMOVA 1999, STEFFGEN et al. 1999, JED-
LiTSCHkY et al. 2000). Die Befunde belegen, dass cAMP nicht nur für die gut bekannte intrazel-
luläre Signalvermittlung bedeutungsvoll ist, sondern auch interzellulär Funktionen erfüllt (CHEN

et al. 2001). Durch Erweiterung des experimentellen Ansatzes und zusätzlichen Einsatz des
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Phosphodiesterase-Hemmers iBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin) wurden erwartungsgemäß
sowohl die cAMP- als auch die insulinkonzentration erhöht (PESCHkE et al. 2002, PESCHkE 2003,
2004). zusätzlich wurden ko-Stimulationen von iNS1-zellen mit Clonidin und Forskolin durch-
geführt. Clonidin ist ein Gia-Protein-Stimulator, während Forskolin die Adenylatcyclase sti-
muliert. Experimentell wurde folgendermaßen vorgegangen: Nach alleiniger Applikation von
Forskolin wurden eine Aktivierung der Adenylatcyclase, konsekutive Erhöhung des intrazellu-
lären cAMP-Gehaltes und schließlich erhöhte insulinsekretion erzielt. Wurde zusätzlich Clonidin
appliziert, das das inhibitorische G-Protein Gia aktiviert, wurden die Forskolin-Effekte gehemmt
und der cAMP-Gehalt erniedrigt. Präinkubation der iNS1-zellen mit Pertussistoxin (PTX) hatte
zur Folge, dass Gia blockiert war, Clonidin keine Aktivierung von Gia auslösen konnte und
somit Forskolin zu einer ungehemmten Aktivierung der Adenylatcyclase, der cAMP-konzen-
tration und konsekutiv zu einer ungehemmten insulinsekretion führte (PESCHkE et al. 2006b).

5.2  Der Gi-Guanylatcyclase-cGMP-Signalweg

Es ist bekannt, dass Melatonin neben der Modulation der cAMP-kaskade in verschiedenen
zellen und Geweben auch Einfluss auf den cGMP-Signaltransduktionsweg nimmt. Allerdings
wurden zurückliegende Befunde zur Bedeutung von Melatonin auf intrazelluläre cGMP-kon-
zentrationen kontrovers diskutiert. zum einen wurde eine cGMP-Erhöhung nach inkubation
mit Melatonin nachgewiesen (LOPEz-GONzALEz et al. 1992, FAiLLACE et al. 1996), andererseits
wurde eine dosisabhängige Verringerung der cGMP-konzentration nach Applikation von Me-
latonin beschrieben (VANECEk und VOLLRATH 1989, GiLAD et al. 1997, BUBiS und ziSAPEL

1999, PETiT et al. 1999, TAMURA et al. 2006). Dieser Effekt ist spezifisch für den MT2-Rezep-
tor, über den sowohl die cGMP- als auch cAMP-Signaltransduktionskaskaden gehemmt wer-
den können (PETiT et al. 1999). Untersuchungen zur Wirkung von Melatonin auf weitere
Stellglieder der cGMP-Signalkaskade, durchgeführt an unterschiedlichen Geweben und zellen,
unterstreichen den Einfluss des Hormons auf den cGMP-Transduktionsweg: Melatonin mo-
duliert die NO-konzentration (GiTTO et al. 2004, SiLVA et al. 2007), senkt die Aktivität der
NOS (BETTAHi et al. 1996, POzO et al. 1997, STORR et al. 2002), erhöht die Aktivität der Gua-
nylatcyclase (VESELY 1981, FAiLLACE et al. 1996) und inhibiert die Aktivität cGMP-abhängiger
Phosphodiesterasen (SATAkE et al. 1991, BUBiS und ziSAPEL 1999). Weiterhin konnte nachge-
wiesen werden, dass die Aktivität der Guanylatcyclase einem 24-h-Rhythmus mit hohen
cGMP-Werten in der Nacht unterliegt, was für eine circadian-rhythmische Regulation der En-
zymaktivität spricht (FAiLLACE et al. 1996). zusammenfassend deutet – wenn auch nicht un-
widersprochen – die Mehrzahl der Untersuchungen auf einen hemmenden Effekt von
Melatonin auf die cGMP-Signalkaskade hin.

zum Verständnis der durch Melatonin beeinflussten Signaltransduktionsmechanismen in
der pankreatischen β-zelle sind Untersuchungen zur Bedeutung des MT2-Rezeptors sowie
zum Einfluss von Melatonin auf die cGMP-Signalkaskade unverzichtbar. Sie tragen entschei-
dend zur Ergänzung und Erweiterung der kenntnisse zurückliegender Studien zum MT1-Re-
zeptor und zur Wirkung von Melatonin auf die cAMP- und iP3-Transduktionswege bei
(PESCHkE et al. 2000, 2002, BACH et al. 2005, PESCHkE 2006, PESCHkE et al. 2006a, b, PESCHkE

und MÜHLBAUER 2007, PESCHkE 2008).
Mit der Entdeckung und Erstbeschreibung des MT2-Rezeptors in der pankreatischen β-zelle

(MÜHLBAUER und PESCHkE 2007, PESCHkE et al. 2007) erhob sich die Frage, welche physiolo-
gische Bedeutung dieser Rezeptortyp für die Vermittlung des Melatoninsignals hat und ob über
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den MT2-Rezeptor die cGMP-Signalkaskade in insulin-produzierenden β-zellen beeinflusst
wird. zur klärung dieses Sachverhaltes wurden zellphysiologische und molekularbiologische
Untersuchungen an iNS1-zellen und Langerhansschen inseln der Ratte durchgeführt. zunächst
bestand das ziel darin herauszufinden, ob der MT2-Rezeptor an der Melatonin-vermittelten
Senkung der insulinfreisetzung pankreatischer β-zellen beteiligt ist. Die Ergebnisse von zell -
inkubationsversuchen bestätigten den bereits bekannten Effekt aus Perifusionsexperimenten:
Melatonin senkt die Forskolin-stimulierte insulinsekretion bei iNS1-zellen signifikant (PESCHkE

et al. 2000, 2002). Vorinkubation mit dem unspezifischen Melatoninrezeptor-Antagonisten Lu-
zindol bewirkte eine teilweise Hemmung des Melatonineffektes, wohingegen die Präinkubation
mit dem spezifischen MT2-Rezeptor-Antagonisten 4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-PDOT)
die insulin-senkende Melatoninwirkung nahezu vollständig aufhob (STUMPF et al. 2008, 2009).
Daraus kann geschlossen werden, dass die insulin-senkende Wirkung von Melatonin in pan-
kreatischen β-zellen nicht, wie bisher angenommen, ausschließlich MT1-Rezeptor-mediiert ist,
sondern auch über den MT2-Rezeptor vermittelt wird. in kenntnis, dass Melatonin über den
MT2-Rezeptor andernorts neben dem cAMP- auch den cGMP-Signalweg beeinflusst, wurden
Untersuchungen zur cGMP-vermittelten Transduktionskaskade in der pankreatischen β-zelle
und zur Wirkung von Melatonin auf diesen Signalweg durchgeführt.

Nach Charakterisierung der cGMP-Signalkaskade in der pankreatischen insel und iNS1-
zelle sowie Experimenten zur funktionellen Bedeutung des MT2-Rezeptors für die insulin-
sekretion sollte der Frage nachgegangen werden, ob Melatonin einen Einfluss auf die
cGMP-konzentration der pankreatischen β-zelle hat. in Folgeversuchen wurden iNS1-zellen
zwecks Hemmung des cGMP-Abbaus mit dem unspezifischen Phosphodiesterase-Hemmer
iBMX vorbehandelt. Die inkubation mit Melatonin führte zu einer signifikanten Senkung der
iBMX-stimulierten cGMP-konzentration in Abhängigkeit von Dosis und inkubationszeit.
zwecks Untersuchung der Melatonin-Rezeptorspezifität wurden der unspezifische Melato-
ninrezeptor-Antagonist Luzindol sowie der spezifische MT2-Rezeptor-Antagonist 4P-PDOT
eingesetzt (DUBOCOViCH et al. 1997, NONNO et al. 1999). Die Vorinkubation sowohl mit Lu-
zindol als auch mit 4P-PDOT hob in eindrucksvoller Weise den cGMP-senkenden Melato -
nineffekt nahezu vollständig auf. Daraus kann geschlossen werden, dass die cGMP-senkende
Wirkung von Melatonin in pankreatischen β-zellen Rezeptor-vermittelt ist. Luzindol ist ein
unspezifischer, kompetetiver Melatoninrezeptor-Antagonist mit einer 15- bis 25-fach höheren
Affinität für den MT2-Rezeptor im Vergleich zum MT1-Rezeptor. Hingegen weist 4P-PDOT
mit einer 300- bis 22000-fach höheren Affinität zum MT2-Rezeptor eine sehr hohe Selektivität
für diesen Rezeptortyp auf (DUBOCOViCH et al. 1997, NONNO et al. 1999). Die Tatsache, dass
der Einsatz beider Rezeptorblocker die cGMP-senkende Wirkung von Melatonin fast voll-
ständig aufhebt, stützt die Annahme, dass Melatonin diesen Effekt über den MT2-Rezeptor
vermittelt. Bedauerlicherweise ist kein gut etablierter selektiver MT1-Rezeptor-Antagonist
verfügbar, um MT1-Rezeptor-spezifische Effekte blockieren zu können.

5.3  Der Gq-Phospholipase-C-IP3-Signalweg

Schließlich erhob sich die Frage, ob die Rezeptor-mediierten Melatoninwirkungen in der pan-
kreatischen b-zelle allein auf dem Adenylatcyclase-cAMP- sowie Guanylatcyclase-cGMP-
Weg vermittelt werden und sich alle Befunde auf der Grundlage dieser Wege erklären lassen.
Schon bald wurde deutlich, dass sich verschiedene Melatonineffekte über die Nutzung des
Phospholipase C(PLC)-iP3-Weges erklären ließen und dass dieser Weg eine besondere Be-
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deutung haben müsse. Entscheidend war in diesem zusammenhang die Anpassung eines kom-
merziell vertriebenen iP3-RiA an das eigene b-zell-System, die Ratten-insulinomazelle iNS1.
zunächst wurde getestet, welche isoformen des iP3-Rezeptors in der iNS1-zelle konserviert
und nachweisbar sind, anschließend der Einfluss von Carbachol auf die iP3-Freisetzung un-
tersucht. im Ergebnis konnten durch Einsatz spezifischer Primer die Amplifikationsprodukte
für iP3R-1, iP3R-2 und iP3R-3 detektiert und der Nachweis erbracht werden, dass Carbachol
die iP3-Freisetzung in der iNS1-zelle erhöht (BACH et al. 2005). Die sich anschließenden Un-
tersuchungen dienten nun der Frage, ob auch Melatonin einen Einfluss auf diesen Signalweg
nimmt. Die Ergebnisse waren eindeutig, Melatonin erhöhte dosisabhängig die iP3-Freisetzung
und konsekutiv die insulinsekretion (!). Dieser Befund wurde zusätzlich durch den Einsatz
des kompetitiven Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol (der auch schon in der Nachweis-
kette zur Melatoninbedeutung für den AC/cAMP- und GC/cGMP-Weg eine wichtige Rolle
gespielt hatte) erhärtet. Der iP3-steigernde Einfluss von Melatonin wurde durch Luzindol auf-
gehoben. zahlreiche zusatzuntersuchungen, wie beispielsweise kombinierte Gaben von Me-
latonin und Carbachol, ließen keinen zweifel, dass Melatonin den iP3-Gehalt erhöht. (Details
siehe MÜHLBAUER et al. im vorliegenden Band S. 235–239.)

Nachdem feststand, dass Melatonin auch einen insulin-steigernden Einfluss auf die iNS1-
zelle hat und dass dieser Effekt über eine Aktivierung des iP3-Systems vermittelt wird, erhob
sich die Frage, ob der zytosolische Ca2+-Gehalt gesteigert wird, woraus sich eine Erhöhung
der insulinsekretion erklären würde. zusätzlich musste geklärt werden, ob die mögliche Er-
höhung des Ca2+-Gehaltes aus intrazellulären kompartimenten oder aus dem Extrazellularraum
stammt. Die Antwort konnte auf Grund konfokalmikroskopischer Laser-Scanning-Befunde
gegeben werden. Nach Melatoninapplikation stieg, ebenso wie nach Carbacholbehandlung,
der intrazelluläre Ca2+-Gehalt an. Dass das Ca2+ aus intrazellulären kompartimenten stammen
musste, wurde durch Experimente gesichert, in denen die Melatoningabe den iNS1-zellen im
Ca2+-freien Medium verabreicht wurde. immer stieg das intrazelluläre Ca2+ an, so dass fest-
stand, dass es nur aus intrazellulären kompartimenten stammen konnte. Damit schließt sich
die Nachweiskette: Melatonin erhöht durch Aktivierung des iP3-Systems den iP3-Gehalt und
konsekutiv die insulinkonzentration (BACH et al. 2005, PESCHkE et al. 2006a, PESCHkE 2008).

Durch die geschilderten Signaltransduktionswege, nämlich den Einfluss von Melatonin
auf den AC/cAMP- sowie GC/cGMP-Weg mit hemmender und auf den Gq/PLC/iP3-Weg mit
steigernder Bedeutung für die insulinsekretion, musste geklärt werden, wie die Einzeleffekte
getrennt werden könnten. Dazu musste der Gi/AC/cAMP-Weg gehemmt werden, was durch
Blockierung des inhibitorischen G-Proteins (Gi) mittels PTX ermöglicht wurde. Nur nach
Hemmung der cAMP-kaskade gelang es, den Rezeptor-mediierten Einfluss von Melatonin
auf das Gq/PLC/iP3-System zu erfassen. Offen bleibt bislang die Frage, warum und unter
welchen Bedingungen Melatonin in der b-zelle unterschiedliche Funktionskaskaden zu akti-
vieren vermag.

Bisher standen die Melatoninrezeptor-Ausstattung sowie die Vermittlung des Melatonin-
einflusses auf Signalkaskaden der pankreatischen b-zelle im zentrum der Betrachtungen.
Auf das mögliche Vorkommen von Melatoninrezeptoren auf anderen inselzellen, wie bei-
spielsweise a-zellen, wurde bislang nicht eingegangen, obwohl in jüngsten Arbeiten dazu
Aussagen getroffen wurden. im Einzelnen ist festzustellen, dass isolierte pankreatische 
a-zellen des Menschen über MT1-Rezeptoren verfügen (RAMRACHEYA et al. 2008), während
bei murinen a-zellen (BäHR et al. 2011) beide Melatoninrezeptoren (MT1 und MT2) nach-
gewiesen wurden. Melatoninapplikation führte zu einer statistisch signifikant erhöhten 
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Expression als auch Sekretion von Glukagon. Diese Reaktionen waren unter hyperglykämi-
scher Stoffwechselsituation ausgeprägter als unter normoglykämischen Bedingungen. ins-
gesamt kann also festgestellt werden, dass Melatonin Rezeptor-mediiert nicht nur die
pankreatische b-zelle (insulinsenkung), sondern auch die a-zelle (Glukagonerhöhung) be-
einflusst wird. Die Ergebnisse sind in dem Sinne systematisierbar, als in beiden Fällen die
Reaktionen zur Glukoseerhöhung beitragen. (Details siehe BäHR et al. im vorliegenden Band
S. 197–200.)

6.   Melatonin-Insulin-Interaktionen bei Typ-1- und Typ-2-diabetischen Tiermodellen
sowie Patienten

im nächsten Teil soll nun kurz referiert werden, in welcher Weise diabetische Stoffwechsel -
entgleisungen Einfluss auf die Synthese und Sekretion von Melatonin nehmen. Dazu konnte
von uns erstmals 2006 Stellung bezogen werden, nachdem es gelungen war nachzuweisen,
dass Typ-2-diabetische Goto-kakizaki(Gk)-Ratten einen erniedrigten Melatoninplasmagehalt
aufweisen, der sich mit einem erhöhten Melatoninrezeptorstatus (Real-time-RT-PCR-Unter-
suchungen) pankreatischer b-zellen paarte (PESCHkE et al. 2006b). in dieser Arbeit konnte
zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass leicht erhöhte insulinspiegel der Typ-2-diabetischen
Gk-Ratten mit einer Senkung der Melatoninsynthese und konsekutiven Melatoninsekretion
koinzidierten. Parallel konnten Tagesprofile der Melatoninsekretion von Typ-2-diabetischen
Patienten erfasst und, in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Gk-Ratten, eine deutliche
Absenkung von Melatonin im Plasma nachgewiesen werden. Erhärtet wurden die Befunde
durch Bestimmungen der Arylalkylamin-N-acetyl-transferase(AA-NAT)-Enzymaktivität von
Epiphysen (die AA-NAT wird als limitierendes Enzym der Melatoninsynthese angesehen),
die bei den Gk-Ratten gegenüber stoffwechselgesunden Wistar-Ratten ebenfalls erniedrigt
war. Dieser Befund war von erhöhter Expression der AA-NAT-mRNA begleitet. Dass es sich
hier um einen kompensationsmechanismus handelt, kann nur vermutet werden. Schließlich
war bei den Gk-Ratten die pineale insulinrezeptorexpression erniedrigt, die Melatoninrezep-
torexpression der b-zellen jedoch erhöht. Hinzu kam, dass perifusionstechnische Ex-vivo-Un-
tersuchungen von Epiphysen unter dem Einfluss von insulin eindeutige Erniedrigungen
Norepinephrin-stimulierter Melatoninsynthese zeigten. Etwa zeitgleich wurde der Einfluss
von insulin auf die Norepinephrin(NE)-stimulierte Melatoninsynthese explantierter Ratten -
epiphysen durch GARCiA und Mitarbeiter (GARCiA et al. 2008) bestätigt, jedoch im Gegensatz
zu den eigenen Befunden festgestellt, dass insulin die NE-stimulierte Melatoninsynthese
ebenso wie die Tryptophanhydroxylase potenziert. Bereits 2 Jahre später wurde von derselben
Gruppe eingeräumt, dass jedoch unter bestimmten Bedingungen (gemeint waren unterschied-
liche Untersuchungszeitpunkte im Tagesgang) insulin die Melatoninsynthese reduziert (PELi-
CiARi-GARCiA et al. 2010).

Diese bisher skizzierten eigenen Befunde waren so eindeutig und überzeugend, dass dem
zusammenhang weiter nachgegangen wurde und an vorhandenem menschlichem Pankreas-
gewebe (Operationsmaterial) von Stoffwechsel-unauffälligen sowie Typ-2-diabetischen Pa-
tienten Rezeptoranalysen durchgeführt wurden. zunächst konnte in Übereinstimmung mit den
an der Ratte erhobenen Befunden die Melatoninrezeptorausstattung (MT1 und MT2) auch der
menschlichen b-zelle nachgewiesen werden. zusätzlich wurde festgestellt, dass das mensch-
liche Pankreas – im Vergleich zum MT2-Rezeptor – eine höhere Expression des MT1-Rezep-
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tors aufweist und dass – wie oben bereits bei der Gk-Ratte festgestellt – die Expression beider
Melatoninrezeptoren im Pankreas von Typ-2-Diabetikern erhöht ist. (Details siehe PESCHkE

et al. im vorliegenden Band S. 245–251.)
Eine erste Zusammenfassung erlaubt festzustellen, dass bei Typ-2-diabetischen Gk-Ratten

als auch bei Typ-2-diabetischen Patienten erhöhtes Plasmainsulin mit erniedrigter AA-NAT-
Enzymaktivität sowie Melatoninsynthese und -sekretion koinzidieren und dass erniedrigter
Plasmamelatoningehalt von erhöhter Melatoninrezeptor-mRNA-Expression der pankreati-
schen b-zellen begleitet ist. Bislang wurde jedoch noch nicht geklärt, ob es wirklich der er-
höhte insulinspiegel ist, der die Melatoninsenkung zur Folge hat, da nicht ausgeschlossen
werden konnte, dass gegebenenfalls auch der erhöhte Glukosespiegel im Plasma die Ursache
für die beschriebenen Effekte sein könnte (siehe Abb. 1).

Abb. 1  Synopsis Melatonin-insulin-Antagonismus

Um sich der klärung dieser Frage zu nähern, wurden sowohl 6 als auch 45 Wochen alte Wi-
star-Ratten mit dem klassischen Diabetogen Streptozotocin (STz, 60 mg/kg körpergewicht)
zur Entwicklung eines Typ-1-Diabetes intraperitoneal behandelt und nach 6 Wochen im Ta-
gesgang (alle 3 h je 5 Tiere) getötet. im Ergebnis des aufwendigen tierexperimentellen Vor-
gehens wurden Tagesprofile von jeweils jungen (12 Wochen) als auch älteren (51 Wochen)
kontroll- als auch STz-Ratten gewonnen, wobei die STz-Tiere erwartungsgemäß extrem er-
höhte Glukosewerte im Plasma, in überraschender Weise aber auch erhöhten Melatoninplas-
magehalt aufwiesen. Die Melatoninerhöhungen der STz-Tiere waren verbunden mit erhöhter
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Expression pinealer AA-NAT und erhöhter Expression pinealer insulinrezeptor-mRNA. Dieses
Ergebnis war nicht erwartet worden, und die Veröffentlichung der Ergebnisse der 12 Wochen
alten Tiere wurde zunächst solange zurückgehalten, bis die Ergebnisse der 2. Experimentalserie
(51 Wochen alte Tiere) vorlagen. Auf Grund der Übereinstimmung der Ergebnisse bei jungen
als auch älteren Tieren – nämlich erniedrigtes bis fehlendes insulin koinzidiert mit erhöhtem
Plasmamelatonin – konnte davon ausgegangen werden, dass nicht die Glukose, sondern das
niedrige (fast fehlende) insulin (als Ergebnis der b-zell-zerstörung durch STz) die Ursache
der Melatoninerhöhung sein müsste. Dennoch blieb eine Unsicherheit, die darin bestand, dass
STz zwar relativ spezifisch die pankreatische b-zelle zerstört, zusätzliche (unbekannte) La-
teraleffekte aber nicht auszuschließen waren. Um auch diese Frage eindeutig beantworten zu
können, wurden mit dankenswerter Unterstützung der Medizinischen Hochschule Hannover
Typ-1-diabetische iDDM-Ratten (Spontanmutation durch Autoimmunerkrankung mit Unter-
gang der insulinproduzierenden b-zellen) sowie deren Hintergrundstamm LEW.1AR1 in die
Untersuchungen einbezogen. Die Tiere entwickeln um den 60. Lebenstag einen Typ-1-Diabe-
tes, der nach wenigen Tagen auf Grund totalen insulinmangels zum Tode führt. Die bisherigen
Untersuchungsergebnisse, die im Tagesgang (alle 3 h unter L : D = 12 : 12) sowohl bei männ-
lichen als auch weiblichen Tieren erhoben wurden, bestätigen die zuvor beschriebenen STz-
Befunde, nämlich, dass insulinmangel von erhöhten Melatoninplasmakonzentrationen
begleitet ist. Diese Befunde werden durch zusätzliche Ergebnisse gestützt, wie beispielsweise
erhöhte Expression von Enzymen der Melatoninsynthesekaskade (AA-NAT und HiOMT)
sowie erhöhte Expression der pinealen insulinrezeptor- und β1-Adrenozeptor-mRNA, ebenso
der Transkripte der Uhrengene Per1 und Bmal1 bei den Typ-1-diabetischen Ratten. insulin-
substitution mittels Pelletimplantation restituierte die Ergebnisse weitgehend. Das spricht
dafür, dass die pinealen Veränderungen durch den insulinmangel zustande kommen. (Details
siehe HOFMANN et al. im vorliegenden Band S. 221–226.)

Eine zweite Zusammenfassung erlaubt festzustellen, dass bei Typ-1-diabetischen STz-Rat-
ten, ebenso wie bei Typ-1-diabetischen iDDM-Ratten, erniedrigtes bzw. fehlendes Plasmain-
sulin mit erhöhter Melatoninsynthese und -sekretion koinzidieren (siehe Abb. 1).

Derzeit werden umfängliche HPLC-, molekularbiologische Real-time-RT-PCR sowie wei-
terführende perifusionstechnische Untersuchungen an explantierten (ex vivo) Epiphysen durch-
geführt, um Ursachen und Sinnhaftigkeit des eindeutigen Antagonismus zwischen insulin und
Melatonin zu verstehen.

Ein Erklärungsansatz könnte darin bestehen, dass in der insulin-senkenden Funktion des
Melatonins ein Schutz der pankreatischen b-zelle vor exzessiver insulinsekretion und damit
Überforderung der β-zelle zu sehen ist. Dafür spricht – wie oben bereits hervorgehoben –
dass Melatonin in unseren Experimenten allein die stimulierte insulinsekretion hemmt. Dieses
bislang spekulative konzept orientiert sich an der Tatsache, dass beim Menschen nachts der
Melatoninplasmagehalt hoch ist, zu einer zeit, in der – in aller Regel – wenig insulin auf
Grund fehlender Nahrungsaufnahme gebraucht wird. inwieweit dieses konzept auch auf die
nachtaktive Ratte übertragbar ist, bleibt abzuwarten. Nicht unwesentlich könnte auch die Tat-
sache sein, dass mit zunehmendem Alter der Melatoningehalt im Plasma stetig abnimmt und
die Typ-2-Diabetesinzidenz steigt. Dieser zusammenhang trifft jedoch nur für den Typ-2-Dia-
betes zu, der auf einer b-zell-Überforderung mit zunächst relativem und schließlich absolutem
insulinmangel beruht. Erst wenn die b-zelle infolge einer totalen Überforderung „ausgebrannt“
ist (wovor Melatonin möglicherweise schützt), ist die Senkung der stimulierten insulinsekre-
tion durch Melatonin funktionell nicht mehr sinnvoll.
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im Ergebnis der hier vorgestellten Resultate und Deutungsversuche wird in einer dritten 
Zusammenfassung festgestellt, dass die Autoren dem Melatonin eine Schutzfunktion vor lang-
fristig ungezügelter insulinsekretion zuerkennen (Melatonin hemmt die stimulierte insulin -
sekretion).

7.   Funktionelle Bedeutung des Insulin-Melatonin-Antagonismus für Klinik und Dia-
betologie unter Einbeziehung von Katecholaminen – ein Klärungsversuch

So eindeutig sich der geschilderte insulin-Melatonin-Antagonismus sowohl bei Typ-2-diabe-
tischen Goto-kakizaki-Ratten als auch Typ-1-diabetischen STz- bzw. iDDM-Ratten nachwei-
sen ließ, so schwer fällt es, die funktionelle Bedeutung des Gegensatzes zu durchschauen. im
letzten kapitel wurde sicherlich zu Recht hervorgehoben, dass dem Melatonin eine Schutz-
funktion für die pankreatische b-zelle in dem Sinne zukommt, dass Melatonin die stimulierte
(also stark erhöhte insulinsekretion) hemmt und damit die β-zelle vor Überforderung schützt.
Dieser Schutz bleibt begrenzt, da mit zunehmendem Alter, wenn die inzidenz des Typ-2-Dia-
betes ansteigt, die Melatoninproduktion stark absinkt. Ferner führt bekannterweise die länger-
fristige Überforderung der b-zelle dazu, dass die β-zelle „ausbrennt“ und ein ursprünglicher
Typ-2-Diabetes sich Richtung Typ-1-Diabetes entwickelt.

Folgend wird der Versuch unternommen, auf der Grundlage der erhobenen Befunde eine
Erklärung zu wagen. Die Basis für den insulin-Melatonin-Antagonismus bildet die koinzidenz
erhöhten Plasmamelatonins und erhöhter epiphysärer Adrenozeptor-β1-Expression Typ-1-dia-
betischer iDDM-Ratten, wobei der bekannte insulin-Noradrenalin-Gegensatz den Schlüssel
zum Verständnis des funktionellen zusammenhanges darstellt. Typ-1-diabetische Ratten wie-
sen beispielsweise erhöhten Noradrenalingehalt im Blutplasma (CHENG et al. 2001), der Herz-
(kUNCOVA et al. 2005) und Wadenmuskulatur (BAViERA et al. 2008), der Niere und Leber
(PATEL et al. 1997) sowie in Pankreata auf, ohne jedoch zu einer Verringerung der insulinse-
kretion in perfundierten Pankreata diabetischer STz-Ratten zu führen (OSTENSON et al. 1993).

Auf Grund der zitierten Arbeiten und eigener Befunde lassen sich die Angaben folgender-
maßen verdichten. Typ-1-diabetische Ratten weisen neben erniedrigtem insulingehalt im
Plasma erhöhte epiphysäre Adrenozeptor-β1-Expression, verbunden mit erhöhtem Adrenalin
und Noradrenalin im Plasma sowie gesteigertem katecholamin-Metabolismus (BiTAR et al.
1987) auf. Andererseits zeigen Typ-2-diabetische Goto-kakizaki-Ratten bei leicht erhöhtem
insulingehalt erniedrigte Adrenalin- und Noradrenalin-Spiegel im Plasma (PESCHkE und
MÜHLBAUER 2007). Ob die Erhöhung von katecholaminen auf einer Hemmung der katechol-
O-methyltransferase-Aktivität beruht, wie bei STz-Ratten in der Leber beschrieben (WANG

et al. 2002), oder auf einer verstärkten Synthese, bleibt abzuwarten. Da Noradrenalin den
stärksten Stimulator der Synthese und Ausschüttung von Melatonin darstellt (Noradrenalin
stimuliert in der Epiphyse über Aktivierung der b1-Adrenozeptoren die cAMP- und über a1-
Adrenozeptoren die iP3-kaskade), bietet der geschilderte Antagonismus zwischen katechol -
aminen und insulin die Grundlage für das Verständnis des Melatonin-insulin-Antagonismus.
Für die Akzeptanz des geschilderten zusammenhanges spricht die Tatsache, dass durch insu-
linsubstitution die Veränderungen wieder normalisiert werden. (Details siehe HOFMANN et al.
im vorliegenden Band S. 221–226.)

in Umkehrung der Verhältnisse zum Typ-1-Diabetes finden sich bei Typ-2-diabetischen
Goto-kakizaki-Ratten bei leicht erhöhtem insulinspiegel erniedrigte katecholaminwerte
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(Adrenalin und Noradrenalin) im Plasma und verringerte Noradrenalinkonzentrationen in den
Epiphysen (PESCHkE und MÜHLBAUER 2007). Der insulin-Noradrenalin-Gegensatz konnte also
bestätigt werden und lässt sich in überzeugender Weise für den insulin-Melatonin-Antagonis-
mus verantwortlich machen. (Details siehe PESCHkE et al. im vorliegenden Band S. 245–251.)

Abschließend ist der Frage nachzugehen, welcher Vorteil dem Organismus aus der Mela-
toninerhöhung bei Typ-1-Diabetes erwächst. Dazu nehmen zahlreiche Publikationen Stellung,
indem sie feststellen, dass Melatonin Typ-1-Diabetes-bedingten Stress vermindert (REiTER

1997, 1998a, b, 1999, BRÖMME et al. 2000, REiTER et al. 2009, HARDELAND et al. 1993,
BRÖMME und PESCHkE 2003, HARDELAND et al. 2003, HARDELAND 2005, HARDELAND und
PANDi-PERUMAL 2005). Melatoninapplikation schützt die β-zelle gegen oxidativen Stress
(LENzEN 2008), sowohl durch Alloxan (WiNiARSkA et al. 2006) als auch durch Streptozotocin
induziert (ARMAGAN et al. 2006, kLEPAC et al. 2006, SUDNikOViCH et al. 2007). Ferner wird
festgestellt, dass Melatonin ebenfalls einen kurativen Effekt auf Diabetes-induzierte Folgeer-
scheinungen (PASkALOGLU et al. 2004), wie beispielsweise Gefäßkomplikationen (SUDNikO-
ViCH et al. 2007), entwickelt. (Details siehe HARDELAND im vorliegenden Band S. 137–160.)

8.   Zusammenfassung

zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Melatonin die insulinsekretion beeinflusst.
Die Einflussnahme erfolgt über MT1- als auch MT2-Rezeptoren auf 2 intrazelluläre Signal-
tranduktionswege: (a) mediiert über inhibitorische Gi-Proteine auf dem Adenylatcyclase/
cAMP-Weg mit dem Ergebnis einer insulinsekretionshemmung und (b) mediiert über Gq-Pro-
teine auf dem Phospholipase-C/iP3-Weg mit dem Ergebnis einer insulinsekretionssteigerung.
Ein zusätzlicher MT2-Rezeptor/cGMP-Weg ist nachgewiesen (STUMPF et al. 2008, 2009). Die
Bedeutung der Proteinkinasen A und C sowie der Insulin receptor substrate-1/phosphphati-
dylinositol 3-kinase pathway (IRS-1/PI-3-kinase) wurden berücksichtigt.

Ferner wurde festgestellt, dass die insulinsekretion sowohl in vivo als auch in vitro einem
circadianen Rhythmus folgt, der in der pankreatischen insel selbst generiert wird (peripherer
Oszillator). Melatonin, eingesetzt als zeitgeber, hatte einen maßgeblichen Effekt auf die Syn-
chronisation, nicht aber auf die Periodenlänge oder Amplitude. Die mögliche bzw. wahr-
scheinliche Bedeutung von Uhrengenen sowie deren circadiane Oszillationen für die
Generierung des insulin-Tagesrhythmus wurde diskutiert. Besonders umfänglich wurde der
Einfluss des experimentellen Diabetogens Streptozotocin auf die insulinsekretion sowie die
Diabetes-präventive Bedeutung von Melatonin dargestellt, da die Literatur zu diesem The-
menkomplex äußerst umfangreich und einheitlich ist. Melatonin hat eine protektive Bedeu-
tung, vermag die Schwere der durch Diabetogene ausgelösten metabolischen Entgleisungen
zu mindern und das auf Grund der allgemein akzeptierten Radikal-Scavenger-Bedeutung des
Melatonins.

Typ-2-Diabetiker haben erniedrigte Melatoninspiegel, erniedrigte AA-NAT-Aktivität der
Epiphyse bei erhöhter Expression der pinealen AA-NAT-mRNA. Die Expression der insulin-
rezeptor-mRNA von Epiphysen Typ-2-diabetischer Ratten ist erniedrigt. Die mRNA der pan-
kreatischen MT1- als auch MT2-Rezeptorexpression ist bei Typ-2-diabetischen Ratten als
auch beim Menschen erhöht, ebenso wie die Expression der nukleären Orphan-Rezeptoren
RORa, RzRβ und RORγ. Das für die Melatoninsynthese entscheidend wichtige Norepinephrin
ist bei Typ-2-diabetischen Ratten erniedrigt, ebenso wie der Plasma-Adrenalinspiegel. Es bleibt
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zu untersuchen, in wie starkem Maße Melatoninspiegelveränderungen von kausaler Bedeutung
für die Diabetogenese sind. Bislang ist nicht geklärt, ob die diabetische Stoffwechselentglei-
sung, die erniedrigten katecholamine von Diabetikern oder eine allgemein akzeptierte sym-
pathische Neuropathie mit allen konsekutiven Veränderungen den entscheidenden Einfluss
auf die erniedrigte Melatoninsynthese haben. Ferner ist nicht eindeutig geklärt, ob Melatonin
bei seinen normalerweise niedrigen konzentrationen tatsächlich infolge seiner Radikal-Sca-
venger-Funktion bzw. seiner antioxidativen Bedeutung antidiabetogen wirkt (REiTER 1997,
1998a, b, 1999, BRÖMME et al. 2000, REiTER et al. 2009). Es steht jedoch außer Frage, dass es
einen durch viele Einzelbefunde gestützten funktionellen zusammenhang zwischen Melatonin
und insulin sowie Melatonin und Diabetes gibt. Es bleibt zu untersuchen, ob es sich dabei um
pharmakologische Effekte gegenseitiger Beeinflussung, Radikal-neutralisierende Effekte oder
aber, wofür viel spricht, um Desynchronisationen in Folge verringerter Melatoninspiegel han-
delt.
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Über welche Mechanismen wirkt Melatonin protektiv
gegenüber oxidativem Stress?

                    Rüdiger HARDELAND (Göttingen)

                         Mit 2 Abbildungen

Zusammenfassung

Antioxidative Protektion durch Melatonin ist mit einer Vielzahl von Publikationen belegt. in vielen Studien wurden
hohe Melatoninkonzentrationen eingesetzt, die direktes Radikalfangen erlauben, aber in vivo nicht anwendbar sind.
Beschriebene Aufregulierungen antioxidativer Enzyme haben sich verschiedentlich als variabel, konditional oder
gewebespezifisch erwiesen. Allerdings wurde wiederholt gezeigt, dass Melatonin ein hohes Verhältnis von redu-
ziertem zu oxidiertem Glutathion begünstigt. Dies mag zum Teil über eine Regulation Glutathion-synthetisierender
und -reduzierender Enzyme erklärt werden, aber auch in Beziehung zu anderweitig induzierten Verminderungen
der Oxidantienbildung stehen. Antioxidative Protektion sollte sich nicht nur durch Eliminierung bereits entstandener
Radikale erreichen lassen, sondern auch durch die Abschwächung radikalgenerierender Prozesse. Verschiedene
Mechanismen lassen sich identifizieren, durch die Melatonin die Radikalbildung bei physiologischen konzentra-
tionen reduziert. Dies umfasst mehrere antiexzitatorische und antiinflammatorische Effekte, die Modulation des
mitochondrialen Elektronentransports und auch die interne koordination circadianer Rhythmen. in Modellen von
Sepsis, Endotoxämie und Exzitotoxizität erscheint die Herabregulation der induzierbaren und/oder der neuronalen
NO-Synthase durch Melatonin entscheidend dafür zu sein, dass Blockaden der mitochondrialen Elektronentrans-
portkette aufgehoben werden, die ohne diese intervention zu Elektronendissipation und folglich Radikalbildung
führen.

Abstract

Numerous publications have demonstrated antioxidative protection by melatonin, under various conditions and in
different models. in quite a number of studies, high melatonin concentrations were used that allow direct scavenging
of free radicals, but are inapplicable in vivo. Upregulations of antioxidant enzymes by melatonin have been described,
but several of these effects are variable, conditional or tissue-specific. Nevertheless, melatonin was repeatedly shown
to favor a high ratio of reduced/oxidized glutathione. These effects may be partially explained by a control of glu-
tathione-synthesizing and -reducing enzymes, but might be also related to otherwise induced reductions of oxidant
formation. Antioxidative protection may not only be achieved by detoxification of free radicals already formed, but
also by attenuation of radical generation. Various mechanisms can be identified, by which melatonin is capable of re-
ducing radical formation at physiological concentrations. These include various antiexcitatory and antiinflammatory
effects, modulation of mitochondrial electron transport, and also the internal coordination of circadian rhythms. in
models of sepsis, endotoxemia and excitotoxicity, the downregulation of inducible and/or neuronal NO synthases by
melatonin seems to be crucial for preventing blockades of the mitochondrial electron transport chain that lead, without
intervention, to electron leakage and, thus, radical formation.

1.   Einleitung

Nach der Entdeckung des nicht-enzymatischen Umsatzes von Melatonin (HARDELAND et al.
1991, 1993a, b) initiierte insbesondere das in vitro beobachtete effiziente Fangen von Hydro-
xylradikalen (TAN et al. 1993) geradezu eine Flut von Arbeiten über die antioxidativen Wir-
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kungen dieses indolamins. Seither sind diese Befunde diverse Male zusammengefasst worden
(z. B. REiTER 1998, REiTER et al. 2000, 2001, 2002, 2003, TAN et al. 2002, HARDELAND 2005).

Antioxidative Protektion durch Melatonin ist sicherlich nicht allein ein Phänomen bei Wir-
beltieren und betrifft ebensowenig nur das zirkulierende Melatonin in seiner Eigenschaft als
Pinealhormon. im Säuger wird es ebenfalls in diversen anderen Organen und zellen gebildet,
wie Retina, membranöser Cochlea, knochenmark, Gastrointestinaltrakt, Harderscher Drüse,
Leukozyten, vermutlich auch der Haut und an diversen weiteren Orten (HARDELAND 1997,
2008, PANDi-PERUMAL et al. 2006, HARDELAND und POEGGELER 2008), ohne von dort unter
basalen Bedinungen nennenswert in die zirkulation abgegeben zu werden. Schon die Tatsache,
dass allein die Gesamtmenge des gastrointestinalen Systems ca. 400- bis 500-mal höher ist
als jene des Pinealorgans (HUETHER 1993, BUBENik 2002), weist auf die Bedeutung des Ge-
webemelatonins auch im kontext der Protektion hin. zudem ist Melatonin außerhalb der Tiere
geradezu ubiquitär verbreitet und kommt in Bakterien, einzelligen Eukaryoten diverser Taxa,
Makroalgen, Pflanzen und Pilzen in z. T. sehr hohen konzentrationen vor (HARDELAND und
FUHRBERG 1996, HARDELAND 1999, HARDELAND und POEGGELER 2003, HARDELAND et al.
2007b). Antioxidative Protektion durch Melatonin mag in der Evolution eine ursprüngliche
Eigenschaft darstellen, zu der weitere Funktionen später hinzugetreten sind (HARDELAND et
al. 1993b, 1995, TAN et al. 2010).

Wiewohl die antioxidativen Wirkungen von Melatonin gerade bei Säugern umfangreich
dokumentiert sind, müssen zwei Einschränkungen verdeutlicht werden. zum einen sind viele
der Resultate nur mit pharmakologischen Dosen erzielt worden, nicht selten gar bei konzen-
trationen, die im oberen mikromolaren oder gar millimolaren Bereich liegen und bei Tieren
in vivo nicht mehr anwendbar sind. zum anderen sind die interpretationen sehr oft auf das di-
rekte Radikalfangen fokussiert, was vielleicht noch solange Sinn ergibt, wie hohe Dosen von
Oxidotoxinen eine entsprechende Neutralisation der reaktiven intermediate durch Radikal-
fänger erfordern, wobei dann allerdings die experimentelle Situation von einer physiologischen
oder auch pathophysiologischen oft weit entfernt ist. Schon unter stöchiometrischen Gesichts-
punkten vermag eine bei Wirbeltieren niederkonzentrierte Substanz wie Melatonin kaum die
Quantitäten freier Radikale zu entgiften, die bei normalen Bildungsraten entstehen (HARDE-
LAND et al. 2003a). Ausnahmen dürften allenfalls bei einigen, keineswegs allen, Melatonin
synthetisierenden Organen bestehen, wie etwa der Harderschen Drüse von Nagern (HARDE-
LAND und POEGGELER 2008), oder aber außerhalb der Wirbeltiere. Bei mehreren Dinoflagel-
laten (ANTOLíN et al. 1997, FUHRBERG et al. 1997), einer Reihe von Pflanzen (CHEN et al. 2003,
HARDELAND et al. 2007b) und auch manchmal wirbellosen Tieren wie etwa Scolopendern
(CHEN et al. 2003) wurden Melatoninkonzentrationen gefunden, die in Einzelfällen kurzfristig
bis in den millimolaren Bereich hinein reichen können.

Die antioxidativen Wirkungen von Melatonin, die zweifelsfrei auch bei physiologischen
oder niedrigen pharmakologischen Dosen nachweisbar sind, bedurften demnach weiterer Er-
klärungen. in der Literatur sind hier vor allem Aufregulationen antioxidativer und Herabre-
gulationen prooxidativer Enzyme ins Feld geführt worden (REiTER et al. 2000, 2002, 2003).
Derartige Effekte existieren bei Wirbeltieren in der Tat, doch sind sie keineswegs in allen Or-
ganen gleichermaßen ausgeprägt und oft konditional (HARDELAND et al. 2003a, HARDELAND

2005). in welchem Umfang und unter welchen Bedingungen diese Effekte von Bedeutung
sein können, wird im Folgenden zu diskutieren sein.

Die somit immer noch unbefriedigenden Erklärungen der antioxidativen Schutzwirkung
von Melatonin erforderten neue interpretationen. Hieraus entwickelte sich der Gedanke, dass,
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statt der Entgiftung bereits entstandener Radikale, eine Vermeidung erhöhter Radikalbildung
den Schlüssel zum Verständnis darstellen könnte (HARDELAND et al. 2003a, HARDELAND 2005,
2009a).

2.   Direktes Radikalfangen: Bedingungen und Grenzen

Die Fähigkeit von Melatonin, Hydroxylradikale (•OH), also die höchstreaktiven im Organis-
mus gebildeten freien Radikale, effizient zu fangen, steht als chemische Eigenschaft außer
Frage. Mehrere Labors haben in verschiedenen Systemen Reaktionsraten zwischen 1,2 und
7,5 × 1010 M–1 s–1 bestimmt (POEGGELER et al. 1994, MATUSzAk et al. 1997, STASiCA et al. 1998,
CHYAN et al. 1999, MAHAL et al. 1999). Diese auf den ersten Blick günstig erscheinende Ei-
genschaft ist jedoch keine Garantie für ein quantitativ relevantes Fangen von •OH in vivo unter
physiologischen oder moderaten pharmakologischen Bedingungen. Aufgrund seiner extrem
hohen Reaktivität ist es wahrscheinlicher, dass ein •OH mit einer anderen, höher als Melatonin
konzentrierten Substanz reagiert. Dementsprechend liegt die Halbwertzeit von •OH im Na-
nosekundenbereich, und folglich ist auch die Reichweite dermaßen kurz, dass sich dieses Ra-
dikal zumeist in unmittelbarer Nähe seines Entstehungsortes umsetzt. Durch die interaktion
von •OH mit Reaktionspartnern entstehen jedoch in der Mehrzahl der Fälle andere freie Ra-
dikale, die organischer oder anorganischer Natur sein können. Bezüglich des Melatonins stellt
sich dann die Frage, ob dieses eine hinreichende Affinität zu den sekundären Radikalen besitzt,
um sie entgiften zu können. Physiologisch und pathophysiologisch dürfte dies im Falle der
Carbonatradikale (CO3•

–) von Bedeutung sein, welche u. a. durch Wasserstoffabstraktion sei-
tens •OH aus HCO3

– entstehen und ebenfalls von Melatonin gefangen werden (zHANG et al.
1998, HARDELAND et al. 2003b). Eine weitere Möglichkeit der CO3•

–-Bildung besteht im zer-
fall des Peroxynitrit-CO2-Addukts (ONOOCO2

–) (zHANG et al. 1999b, BLANCHARD et al. 2000,
GUENTHER et al. 2005). Die Bedeutung von CO3•

– wird vermutlich viel zu wenig beachtet, ob-
wohl diverse radikalische Umsätze durch zugabe von HCO3

– substanziell gesteigert werden
können und CO3•

– in physiologische Nitrierungsreaktionen eingeschaltet sein kann (HARDE-
LAND et al. 2009a, HARDELAND 2009b). Dieser Aspekt sowie die Antagonisierung durch Me-
latonin dürfte insbesondere hinsichtlich des mitochondrialen Elektronenflusses von besonderer
Bedeutung sein und wird in Abschnitt 6 behandelt. Ein Beitrag dieses indolamins zum direkten
Radikalfangen in Mitochondrien mag bei pharmakologischen Dosen, etwa unter Bedingungen
einer experimentellen Sepsis, von Bedeutung sein (HARDELAND 2009b).

Obwohl das direkte Radikalfangen durch Melatonin in der Literatur oft in das zentrum
der Argumentation gestellt wird, ist dessen Anteil in tierexperimentellen Modellen oft unklar
und kaum jemals nach eindeutigen kriterien erfasst. Der übliche Verweis auf die ebenfalls
beschriebene Regulation anti- und prooxidativer Enzyme erscheint unzureichend und verstellt
geradezu eine klare Aufarbeitung der quantitativen Verhältnisse. Der proportionale Anteil der
Antagonisierung einer aufgrund mitochondrialer Dysfunktion erhöhten Radikalbildung ist nie
bestimmt worden, obwohl dieser Beitrag beträchtlich sein mag. Am klarsten ist die Bedeutung
des direkten Radikalfangens in vivo außerhalb der Tiere, und zwar bei Organismen, die Me-
latonin in hohen mikromolaren konzentrationen synthetisieren. Der Dinoflagellat Lingulodi-
nium polyedrum (Syn. Gonyaulax polyedra) wird durch hohe, aber physiologisch mögliche
Melatonin-konzentrationen vor Oxidotoxinen wie H2O2, Paraquat und Buthioninsulfoximin
geschützt, obwohl die üblichen antioxidativen Enzyme wie Peroxidasen und Superoxiddis-
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mutasen durch das indolamin nicht aufreguliert, letztere sogar herabreguliert werden (ANTOLíN

et al. 1997, HARDELAND et al. 1999, 2005, HARDELAND und COTO-MONTES 2000). Ein erheb-
licher Anteil des direkten Radikalfangens kann ferner bei der Verminderung von Strahlen-
schäden angenommen werden (SHARMA und HALDAR 2006, HUSSEiN et al. 2008, ONAL et al.
2011). Grundsätzlich dürfte das direkte Radikalfangen in vielen Untersuchungen dann von
Belang gewesen sein, wenn hohe mikromolare oder gar millimolare konzentrationen von Me-
latonin in vitro oder in zell- bzw. Gewebekulturen eingesetzt worden sind. Deren physiologi-
sche Relevanz für Wirbeltiere sei aber dahingestellt.

3.   Aufregulationen antioxidativer Enzyme

Die Aufregulation mehrerer antioxidativer Enzyme durch Melatonin ist wiederholt in der Li-
teratur zusammengefasst worden (REiTER et al. 2003, HARDELAND und PANDi-PERUMAL 2005,
HARDELAND 2005, PANDi-PERUMAL et al. 2006, HARDELAND und POEGGELER 2008). Dieses
wurde für Glutathionperoxidase, Glutathionreductase, γ-Glutamylcysteinsynthase, Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase, Haemoperoxidase/Catalase sowie Cu, zn- und Mn-Superoxid-
dismutasen beschrieben. Die Relevanz dieser Befunde wird vermutlich oft überschätzt. Die
Erhöhungen insbesondere von Haemoperoxidase/Catalase sowie den Superoxiddismutasen
haben sich des Öfteren als konditional, gewebeabhängig oder nur schwach ausgeprägt erwie-
sen (HARDELAND und PANDi-PERUMAL 2005, HARDELAND 2005). Oft blieben die Steigerungen
im unteren Prozentbereich, wurden nicht selten nur auf der mRNA-Ebene gezeigt, besaßen
ungewöhnliche Dosisabhängigkeiten oder waren hin und wieder gar nicht demonstrierbar (AN-
TOLíN et al. 1996, kOTLER et al. 1998, WAkATSUki et al. 2001b, OkATANi et al. 2001, 2002b,
DzięGiEL et al. 2003, BALkAN et al. 2004, OHTA et al. 2004, MAURiz et al. 2007). Ausnahms-
weise wurden sogar Abnahmen unter dem Einfluss von Melatonin festgestellt (GÜRDÖL et al.
2001). Selbst wenn Steigerungen auf mäßigem statistischem Niveau signifikant sind, stellt
sich dennoch, auch angesichts der beobachteten Variabilität, die Frage nach der Relevanz von
Erhöhungen im unteren Prozentbereich.

Einheitlicher ist die Datenlage bei der Glutathionperoxidase, welche in den meisten Un-
tersuchungen durch Melatonin deutlich stimuliert wurde (BARLOW-WALDEN et al. 1995, HAR-
DELAND 2005, PANDi-PERUMAL et al. 2006). Dieses Enzym und ebenso die Glutathionreductase
haben gerade im Hinblick auf den Schutz von Mitochondrien durch Melatonin eine neue, sehr
aktuelle Bedeutung erlangt (RODRíGUEz et al. 2007a, b, 2008, ACUñA-CASTROViEJO et al. 2007,
HARDELAND und COTO-MONTES 2010). Allerdings sind selbst für die Glutathionperoxidase
Ausnahmen bekannt geworden. Nur in der Leber älterer, nicht aber junger Ratten wurde das
Enzym auf Proteinebene stimuliert (MAURiz et al. 2007). im cerebralen Cortex der Maus war
keine Steigerung auf mRNA-Ebene festzustellen (OLCESE et al. 2009).

Bemerkenswerterweise erwies sich Melatonin auch in all jenen Studien als protektiv, in
denen die antioxidativen Enzyme nicht oder nur wenig aufreguliert worden waren. Da dies
bei niedrigeren Dosen kaum durch direktes Radikalfangen erklärbar sein dürfte, mag es als
Hinweis dafür gelten, dass die Schutzwirkung durch andere Mechanismen zustande gekom-
men sein sollte.
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4.   Herabregulationen prooxidativer Enzyme

Die Herabregulation prooxidativer Enzyme sollte nicht einfach als eine gewissermaßen ne-
gative Variante der Aufregulation antioxidativer Enzyme aufgefasst werden. Hierbei ist gemäß
Nachweislage und vor allem aber auch der Bedeutung im pathophysiologischen kontext eine
prinzipielle Unterscheidung zwischen Lipoxygenasen und NO-Synthasen zu treffen.

Herabregulationen wurden sowohl für die 5- (CARLBERG und WiESENBERG 1995, STEiN-
HiLBER et al. 1995, Uz und MANEV 1998, MANEV et al. 1998) als auch die 12-Lipoxygenase
(zHANG et al. 1999a) beschrieben. im Falle der 5-Lipoxygenase wurde dies durch eine Wirkung
über den nukleären Rezeptor RORα erklärt. Vor kurzem wurde jedoch für mehrere Leukozy-
tenlinien gezeigt, dass Melatonin die 5-Lipoxygenase stattdessen aufregulieren kann und da-
durch prooxidativ wirkt, Effekte, die einem Calmodulin-abhängigen Signalweg zugeschrieben
wurden (RADOGNA et al. 2009b).

Während die pro- versus antioxidative Bilanz der Lipoxygenaseregulation zu klären bleibt,
besteht wesentlich größere klarheit hinsichtlich der Herabregulation zweier NO-Synthasen,
der neuronalen (nNOS) und der induzierbaren (iNOS). im Gegensatz hierzu wird das endo-
theliale isoenzym (eNOS) von Melatonin nur wenig bzw. allenfalls indirekt beeinflust (WANG

et al. 2005, PARk, S. W., et al. 2007, kOH 2008, SÖNMEz et al. 2009). Den Effekten auf nNOS
und iNOS sei jedoch vorweg geschickt, dass diese zwar schon bei physiologischen und nied-
rigen pharmakologischen konzentrationen von Melatonin zu beobachten sind, aber anderer-
seits basale oder leicht erhöhte Raten der NO-Bildung offenbar noch nicht hemmen. So wird
der die neuronale Aktivität im Gehirn reflektierende circadiane Rhythmus der cerebralen NO-
Metabolite bei der Ratte durch das hierzu parallel oszillierende Melatonin keineswegs unter-
drückt (CLéMENT et al. 2003, HARDELAND et al. 2003a). Dies erscheint insofern als wichtig,
als zum einen die normale NO-vermittelte kommunikation im zNS nicht unterbrochen werden
sollte, zum anderen aber auch, weil NO in basalen oder leicht erhöhten konzentrationen den
mitochondrialen Elektronenfluss positiv beeinflusst und sogar antioxidativ wirkt (ROBB und
CONNOR 2002, SAiTO et al. 2005, BANERJEE et al. 2008, HARDELAND 2009a). Die Herabregu-
lation von nNOS und iNOS ist demnach als ein Begrenzungsmechanismus anzusehen, welcher
überhöhte NO-Spiegel verhindert, die zu Ca2+-Überladung, neuronaler Exzitotoxizität, mito-
chondrialen Blockaden und Schäden durch sekundär gebildete freie Radikale führen (HARDE-
LAND 2009a, b, HARDELAND et al. 2009a).

Die Herabregulation der nNOS beruht offenbar vor allem auf einer Hemmung des Enzyms,
wobei Effekte über Calmodulin eine Rolle spielen mögen (LEóN et al. 2000, 2006, ACUñA-
CASTROViEJO et al. 2005, ENTRENA et al. 2005). Eine entsprechende Wirkung wurde in diesen
Arbeiten ferner durch den Melatonin-Metaboliten N1-Acetyl-5-methoxykynuramin (AMk)
erzielt. Obwohl die inhibition bereits ab 10–11 M nachweisbar und damit potenter als jene von
Melatonin war, ist die physiologische Rolle von AMk bei Wirbeltieren unbekannt. Pharma-
kologische Effekte hingegen sind für AMk beschrieben (HARDELAND et al. 2009b).

Die Herabregulation der iNOS durch Melatonin stellt demgegenüber einen Effekt auf der
Expressionsebene dar, wobei sich insbesondere eine mitochondriale Subform (mt-iNOS) als
wichtig erwiesen hat, welche vermutlich ihr Lokalisationssignal durch Proteinmodifikation
erhält (LóPEz et al. 2006a, b, ESCAMES et al. 2006a, b, 2007, LóPEz et al. 2009, TAPiAS et al.
2009). Die mitochondriale Variante fehlt bei iNOS-Knockouts. Melatonin antagonisiert effi-
zient die inflammatorische ebenso wie die exzitotoxische Aufregulation von iNOS bzw. mt-
iNOS bei Leukozyten einschließlich Mikroglia bzw. bei Astrozyten (TAPiAS et al. 2009,
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HARDELAND und COTO-MONTES 2010). Auch im Fall der iNOS ist eine entsprechende Hem-
mung durch den Melatoninmetaboliten AMk beobachtet worden (TAPiAS et al. 2009). Der Be-
grenzung der Aktivitäten von iNOS und nNOS kommt eine besondere Bedeutung für die
Aufrechterhaltung des mitochondrialen Elektronenflusses zu (siehe Abschnitt 6).

5.   Das Konzept der Radikalvermeidung und seine verschiedenen Ebenen

Der Grundgedanke, dass die Vermeidung übermäßiger Radikalbildung mehr zur antioxidativen
Protektion beitragen könnte als das Fangen bereits gebildeter Radikale (HARDELAND et al.
2003a, HARDELAND 2005, 2009a), bietet im Falle des Melatonins eine Vielzahl von Ansatz-
punkten für Erklärungen von beobachteten Effekten (Abb. 1).

Abb. 1  Überblick über radikalvermeidende Effekte von Melatonin, insbesondere auf mitochondrialer Ebene. Abkür-
zungen: AMk, N1-Acetyl-5-methoxykynuramin; AMPk, AMP-aktivierte Proteinkinase; FenR, Fenton-Reaktion;
iNOS, induzierbare NO-Synthase; kom, komplex (der Atmungskette); nNOS, neuronale NO-Synthase; PGC-1α,
Peroxisomenproliferator-aktivierter Rezeptor-γ Coactivator-1α; PPARγ, Peroxisomenproliferator-aktivierter Rezep-
tor-γ; SODs, Superoxiddismutasen.
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Die Radikalvermeidung mag bereits auf der chronobiologischen Ebene einsetzen, auf der Me-
latonin eine synchronisierende Rolle spielt. Dies geht über die bekannte Rückkopplung auf
den circadianen Schrittmacher, den Suprachiasmatischen Nucleus (SCN), und die dort anset-
zenden phasenverschiebenden Wirkungen (LiU et al. 1997, JiN et al. 2003, kORF und VON GALL

2006) weit hinaus und betrifft ebenso periphere circadiane Oszillatoren, ferner die Phasenbe-
ziehungen zellulärer Paralleloszillatoren, die auf der alternativen Verwendung verschiedener,
einander substituierender Uhrengene beruhen. Melatonin wird offensichtlich bereits für die
Aufrechterhaltung peripherer circadianer Schwingungen benötigt. So zeigen in der Nebennie-
renrinde Melatonin-defizienter Mäuse die zum zellulären kernoszillator gehörenden Proteine
PER1, CRY2 und BMAL1 keine nennenswerten Amplituden, während sie bei Melatonin-pro-
fizienten Mäusen robuste Rhythmen aufweisen (TORRES-FARFAN et al. 2006). Wirkungen auf
zelluläre Paralleloszillatoren wurden im SCN der Ratte gefunden (AGEz et al. 2009). Obwohl
die direkten Effekte von Melatonin auf die Expression von Uhren-Genen im SCN meist als
gering eingeschätzt werden, führte Pinealektomie zu einer abnormalen Phasenbeziehung zwi-
schen Per1 und Per2 der beiden betreffenden Paralleloszillatoren, was durch Verabreichung
von Melatonin revertiert werden konnte. Dass korrekte interne und externe Phasenbeziehungen
circadianer Rhythmen für die Vermeidung von Schäden durch freie Radikale von Bedeutung
sind, deuten Experimente an Mutanten von Uhren-Genen bei so unterschiedlichen Organismen
wie Drosophila und Goldhamster an. Sowohl kurzperiodige (Pers) als auch arrhythmische
(Per0) Mutanten der Taufliege zeigten erhöhte oxidative Schäden (COTO-MONTES und HAR-
DELAND 1997, 1999), ebenso wie die kurzperiodige Hamstermutante Tau (COTO-MONTES et
al. 2001), bei der die oxidativ besonders vulnerable Hardersche Drüse untersucht worden war.

Eine weitere Ebene der Radikalvermeidung besteht im zentralnervensystem, aber auch
bei anderen erregbaren zellen, in der Antagonisierung von Überexzitation bzw. Exzitotoxizität.
Melatonin verfügt über diverse antiexzitatorische Effekte, die je nach zelltyp variieren. Sie
stehen oft in Beziehung zu den über die Schlafförderung hinausgehenden sedierenden, den
antikonvulsiven, antihyperalgesiven, antinozizeptiven und vielleicht auch anxiolytischen Wir-
kungen (HARDELAND und POEGGELER 2008). zusätzlich zu der bereits erwähnten Hemmung
der nNOS und der Herabregulation der mikroglialen und astrozytären iNOS sind Modulationen
von GABAc- (PRADA et al. 2005) und Glutamatrezeptoren (MUñOz-HOYOS et al. 1998, ESCA-
MES et al. 2004, MOLiNA-CARBALLO et al. 2007), insbesondere des metabotropen Rezeptors
GRM3 (= mGlu3) (PRADA und UDiN 2005), Effekte auf k+-Ströme (LiU et al. 2007) und Po-
tenzierung Strychnin-sensitiver Glycin-induzierter Ströme (zHANG et al. 2007, zHAO et al.
2010) beschrieben worden, die an den jeweiligen Wirkorten die Erregung herabsetzen. Typi-
scherweise sind diese Effekte mit Erniedrigungen der zytosolischen Ca2+-konzentration ver-
bunden, was u. a. auch einer Ca2+-Überladung der Mitochondrien und damit dem zusam-
menbrechen des mitochondrialen Membranpotentials (ΔΨm) entgegenwirkt. Ein hiermit ver-
bundener unbeeinträchtigter Elektronenfluss vermeidet eine erhöhte Elektronendissipation in
der Atmungskette und somit eine vermehrte Radikalbildung. Eine besondere Bedeutung in
diesem Geschehen kommt hierbei der Begrenzung der Synthese von NO und hieraus hervor-
gehenden reaktiven intermediaten zu (siehe Abschnitt 6).

in entsprechender Weise vermag Melatonin durch antiinflammatorische Effekte zur Radi-
kalvermeidung beizutragen. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass Melatonin nicht grund-
sätzlich entzündungshemmend wirkt. Bei Monozyten und von diesen abgeleiteten zelllinien
löst es direkt die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspecies (ROS) aus (MORREY et al. 1994,
CRiSTOFANON et al. 2009, RADOGNA et al. 2009a). Darüber hinaus stimuliert es die Sekretion
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proinflammatorischer Cytokine wie iL-1, iL-6, iL-12, TNFα und iFNγ durch Monozyten und
T-Helfer-zellen (GARCíA-MAURiñO et al. 1997, 1998, 1999, BARJAVEL et al. 1998, GUERRERO

et al. 2000). Dem gegenüber steht eine Reihe antiinflammatorischer Effekte. in Experimenten
mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) wurden wiederholt Entzündungshemmungen erzielt
(REiTER et al. 1998, PERiANAYAGAM et al. 2005, LEE, Y. D., et al. 2009), bei denen im Gegensatz
zu den eben genannten Befunden TNFα herabreguliert wurde (FJAERLi et al. 1999, BAYkAL et
al. 2000, PERiANAYAGAM et al. 2005, SHANG et al. 2009). Eine Hemmung der TNFα-Freiset-
zung wurde auch für Mastzellen angenommen (MALDONADO et al. 2010). Ferner hemmte Me-
latonin die LPS-induzierte Freisetzung von CC-Chemokinen (PARk, H. J., et al. 2007). Ein
weiterer antiinflammatorischer Effekt betrifft die Herabregulation der Cyclooxygenase 2
(COX-2) bei Makrophagen (MAYO et al. 2005, DENG et al. 2006), was bislang jedoch nur bei
sehr hohen konzentrationen untersucht wurde. in der Lunge von Ratten wurden Hemmungen
der COX-2-Expression in vivo nach pharmakologischen Melatonindosen gefunden (CUz-
zOCREA et al. 1999). Bei kultivierten Brustkrebszellen wurde hingegen eine Unterdrückung
der Expression von COX-1 und COX-2 auf mRNA-Ebene schon bei 1 nM Melatonin gezeigt
(MARTíNEz-CAMPA et al. 2009). Bei Makrophagen wurde eine Herabregulation von COX-2
auch für die Melatonin-Metaboliten N1-Acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramin (AFMk) und
AMk beschrieben (MAYO et al. 2005). zusätzlich zur Erniedrigung der COX-2-Expression
ist für AMk eine inhibition der Cyclooxygenase auf Enzymebene bekannt, die jene durch
Acetylsalicylsäure (Aspirin) deutlich übertrifft, jedoch zum zeitpunkt der Beschreibung nicht
hinsichtlich der isoenzyme untersucht wurde (kELLY et al. 1984). Ob und in welchem Umfang
die Effekte der kynuramine von Relevanz unter physiologischen Bedingungen oder nach phar-
makologischer Gabe von Melatonin sind, ist noch unbekannt. Über die Bildung von Prosta-
glandinen hinaus besteht ein Antagonismus von Melatonin auch gegenüber Wirkungen von
PGE2, dessen Hemmung der iL-2-Produktion von dem indolamin blockiert wird (CARRiLLO-
ViCO et al. 2003). Ob sich dieser Antagonismus auch auf weitere Effekte von PGE2 im in-
flammatorischen kontext erstreckt, wäre von großem interesse, ist jedoch nicht untersucht.
Die stärksten antiinflammatorischen Wirkungen von Melatonin, die in den extremen Entzün-
dungsmodellen von Endotoxämie oder Coecalligatur/Punktion offenkundig wurden, betreffen
jedoch die Herabregulation der iNOS, mit der äußerst wichtigen Folge einer substanziellen
Protektion der Mitochondrien.

6.   Direkte und indirekte mitochondriale Effekte von Melatonin im Dienste der Radi-
kalvermeidung

Um die Rolle von Melatonin auf mitochondrialer Ebene zu verstehen, bedarf es einer Erörterung
der Ursachen der Radikalbildung in diesen Organellen sowie der, im kybernetischen Sinne, po-
sitiven Rückkopplungsmechanismen, die zu einem dramatischen Ansteigen solcher Prozesse
führen können. Die Entstehung mitochondrialer Dysfunktion ist in mehrfacher Hinsicht bedeut-
sam. Nach heutiger kenntnis ist eine beachtenswerte zahl von krankheiten hiermit verbunden,
was zu der zugespitzten Bezeichnung als „powerhouse of disease“ (LANE 2006) geführt hat. Ab-
gesehen von erblich bedingten Ursachen sind es vor allem altersassoziierte neurodegenerative
Erkrankungen und Vorgänge des Alterns selbst, die ein Versagen mitochondrialer Funktionen
mit sich bringen, die erhöhte Radikalbildung nach sich ziehen und in Mitophagie, mitochondriale
Verarmung der zellen, verminderte Energieeffizienz und Apoptose münden können.
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Häufig beginnt die Beeinträchtigung der mitochondrialen Aktivität mit partiellen Blockaden
des Elektronenflusses innerhalb der Atmungskette, wodurch der Elektronendissipation Vor-
schub geleistet wird und die auf molekularen Sauerstoff übertragenen Elektronen zur Bildung
von Superoxidanionen (O2•

–) führen. Nur ein Teil dieser noch eher niederreaktiven Radikale
kann durch die mitochondriale Mn- und die zytosolische Cu,zn-Superoxiddismutase (Mn-
SOD und Cu,zn-SOD) eliminiert werden, vor allem deswegen, weil das von den NO-Syntha-
sen gebildete •NO, die radikalische Form der drei NO-Redoxstufen, eine ähnlich hohe Affinität
wie die SODs zu O2•

– besitzt. Wieviel O2•
– durch die SODs zu O2 und H2O2 umgewandelt

wird, hängt folglich von den Bildungsraten beider Radikale ab. Wichtiger aber als die bloße
Verminderung der O2•

–-konzentration ist jedoch eine durch Reduktion der •NO-Synthese mög-
liche Minimierung der kombination der beiden Radikale (Abb. 2), denn das Addukt, Peroxy -
nitrit (ONOO–), stellt nicht nur eine sehr reaktive Substanz dar, sondern auch eine Quelle
höherreaktiver und mitochondrientoxischer Radikale. Protonierung von Peroxy nitrit zur un-
dissoziierten Säure (ONOOH) wird von deren schnellem zerfall zu •OH und Stickstoffdioxid
(•NO2) gefolgt. Eine zweite Möglichkeit besteht in der Bildung des bereits oben erwähnten
CO2-Addukts, ONOOCO2

–, welches entsprechend in CO3•
– und •NO2 zerfällt (SQUADRiTO und

PRYOR 1998, DUCROCQ et al. 1999, GUENTHER et al. 2005, HARDELAND 2009a, b, HARDELAND

et al. 2009a). Angesichts der mitochondrialen CO2-Bildung ist dieser zweite Weg begünstigt.

Abb. 2  Mechanismen der bei hoher •NO-Syntheserate fortschreitenden Schädigung der Mitochondrien, mit der Folge
verstärkter Radikalbildung, sowie die Unterbrechung bzw. Verhinderung dieses Circulus vitiosus durch Herabregu-
lation von iNOS und nNOS durch Melatonin und seinen Metaboliten AMk. Abkürzungen: GSNO, S-Nitrosogluta -
thion; CysNO, S-Nitrosocystein; weitere Abkürzungen wie in Abb. 1.
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Trotz der bereits erwähnten Tatsache, dass moderat erhöhte •NO-konzentrationen eher das
Funktionieren der Atmungskette begünstigen (zusammenfassung bei HARDELAND 2009a), füh-
ren hohe Bildungsraten von •NO, wie sie bei Exzitotoxizität und schweren Entzündungsreak-
tionen auftreten, zu gravierenden mitochondrialen Dysfunktionen. Unter extremen Bedin-
gungen wie etwa Sepsis können •NO und seine reaktiven Metabolite die Atmung nahezu voll-
ständig blockieren (DUNGEL et al. 2008).

Die oxidierenden Radikale, •OH und CO3•
–, vermögen u. a. Proteine der Atmungskette zu

modifizieren und Lipidperoxidation einzuleiten. Hierbei ist die Peroxidation von Cardiolipin
insofern von besonderer Bedeutung, als dieses Lipid der inneren Mitochondrienmembran für
die strukturelle integrität der komplexe iii und iV der Atmungskette erforderlich ist (kLiNGEN

et al. 2007, LESNEFSkY und HOPPEL 2008, LESNEFSkY et al. 2009, WENz et al. 2009). Mögli-
cherweise besitzt Cardiolipin eine zusätzliche Bedeutung für komplex i (PETROSiLLO et al.
2009). insbesondere die kombination von CO3•

– and •NO2 stellt ein physiologisches Nitrie-
rungsgemisch dar (zHANG et al. 2000, kALYANARAMAN et al. 2001, GUENTHER et al. 2005, HAR-
DELAND et al. 2009a), wiewohl die klassische Nitrierung nicht-radikalischer Natur ist.
Bevorzugt werden hierdurch strukturell zugängliche Tyrosylreste nitriert, was sich in den Mi-
tochondrien dramatisch auswirken kann. Nach ischämie/Reperfusion am Herzen wurden 23
Tyrosin-nitrierte Proteine identifiziert, von denen allein 10 mitochondrial lokalisiert waren
(LiU et al. 2009). Unter solchen Bedingungen stark erhöhter •NO-Synthese waren mehrere
Untereinheiten der komplexe i und iii betroffen, ebenso wie die α-Untereinheit der ATP-Syn-
thase (LiU et al. 2009, LEE, H. M., et al. 2009). in anderen Modellen wurde eine Tyrosin-Ni-
trierung der Untereinheit NDUFB8 von komplex i (DAViS et al. 2010), der Fp-Untereinheit
von komplex ii (CHEN et al. 2008, DAViS et al. 2010), der mitochondrialen Creatin-kinase,
der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase sowie des spannungsabhängigen Anionenkanals VDAC1
beschrieben (DAViS et al. 2010).

Über die nitrierenden und oxidierenden Effekte der Peroxynitritmetabolite hinaus trägt be-
reits das wesentlich weniger reaktive •NO zu Blockaden der Atmungskette bei. Als Eisenligand
vermag es an Eisenatome der Atmungskette in Hämen und Eisen-Schwefel-Clustern zu binden
(Abb. 2). Darüber hinaus sind alle drei Redoxstufen des NO über unterschiedliche Mechanis-
men zu nitrosieren imstande (HARDELAND et al. 2007a), was in den Mitochondrien insbeson-
dere Sulfhydrylgruppen von Proteinen betrifft (HARDELAND 2009a, HARDELAND et al. 2009a).
Die ionischen Redoxstufen können durch verschiedene interkonversionen von Stickstoffme-
taboliten, u. a. auch durch Dismutation von zwei •NO zu NO+ und NO– (bei physiologischem
pH protoniert zu HNO) als Nebenreaktion der mitochondrialen Mn-SOD (FiLiPOVić et al.
2007) entstehen. Nitrosierung ist ferner möglich durch kombinierte Wirkungen von Elektro-
nen-abstrahierenden Radikalen und •NO, durch das •NO/•NO2-Addukt N2O3 oder durch Trans-
nitrosierungsreaktionen von S-Nitrosothiolen, wie S-Nitrosoglutathion und S-Nitrosocystein
(Abb. 2), die bei hohen Bildungsraten von •NO entstehen (HARDELAND 2009a, HARDELAND et
al. 2009a). Transnitrosierung von Proteinthiolen ist bei respirasomalen Untereinheiten gezeigt
worden, insbesondere in komplex i, mit der Folge erhöhter Elektronendissipation (BROWN

und BAL-PRiCE 2003, DAHM et al. 2006). Nitrosierung wurde auch für das Nitrosodioxyl-Ra-
dikal (ONOO•), das Radikal-Analog des Peroxynitrits, diskutiert (BLANCHARD et al. 2000),
doch ist dies bislang noch nicht für respirasomale Proteine gezeigt.

Diese kurze zusammenfassung der möglichen Reaktionen von •NO und seinen Metaboli-
ten zeigt, in wie vielfältiger, aber auch profunder Weise eine stark erhöhte •NO-Bildung über
koordination an Eisen, Nitrosierungs-, Nitrierungs- und Oxidationsvorgänge die Funktion der
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Mitochondrien beeinträchtigen kann. zugleich wird hierdurch klar, welche Bedeutung einer
Herabregulation von iNOS und nNOS durch Melatonin zukommt. Diese Annahme wird ein-
drucksvoll durch Befunde unterstützt, die zeigen, dass nicht nur Melatonin, sondern auch –
im inflammatorischen kontext – ein Knockout der iNOS die Mitochondrien substantiell zu
schützen vermag (LóPEz et al. 2006a, b, ESCAMES et al. 2006a, b, 2007, LóPEz et al. 2009, TA-
PiAS et al. 2009). insgesamt zeigen Arbeiten an Modellen von Exzitotoxizität, Hirnschädigung,
Endotoxämie und Sepsis in bemerkenswerter konsistenz, dass Melatonin die Morphologie
von Mitochondrien schützt, oxidativen Stress erniedrigt, die Hemmung der komplexe i, iii
und iV, manchmal auch von komplex ii, verhindert oder mindert, das Verhältnis von redu-
ziertem zu oxidiertem Glutathion aufrecht erhält, die mitochondriale Energie-Effizienz und
die ATP-Synthese begünstigt (WAkATSUki et al. 2001a, b, ACUñA-CASTROViEJO et al. 2002,
2003, 2005, 2007, kHALDY et al. 2003, ESCAMES et al. 2003, 2006a, b, 2007, LóPEz, L. C., et
al. 2006a, b, LóPEz, A., et al. 2009, MA et al. 2009, TAPiAS et al. 2009).

An dieser Stelle ergibt sich die prinzipielle Frage nach der Beziehung zwischen mitochon-
drialer Funktion bzw. Dysfunktion und der Radikalbildung in diesem Organell. Die klassische
Sichtweise setzt die Elektronendissipation in Beziehung zu den Atmungszuständen, z. B. Über-
gängen zwischen zustand 3 und 4. Obwohl diese Sichtweise für nicht-kompromittierte zellen
eine gewisse Berechtigung besitzt, erklärt sie pathophysiologische und toxikologisch indu-
zierte änderungen kaum zufriedenstellend. Hierfür erscheint eine Betrachtung der partiellen
Blockaden des Elektronenflusses wichtiger, welche zu sekundären Flaschenhälsen in der Elek-
tronentransportkette führen (GENOVA et al. 2004, GONG et al. 2005, HARDELAND 2009a, b,
HARDELAND et al. 2009a, HENDERSON et al. 2009, CHEN et al. 2010, DURAND et al. 2010, HAR-
DELAND und COTO-MONTES 2010). zunächst ist festzuhalten, dass der Elektronenfluss ohnehin
keinen stetigen, nur langsam modulierten Prozess darstellt, sondern eine hochgradige Dynamik
besitzt. Eine Art Stop-and-go-Verkehr mit intermittierendem Elektronenüberfließen und ge-
gebenenfalls auch -rückfließen scheint bereits unter basalen Bedingungen der Realität eher
zu entsprechen. Hiermit im Einklang steht die Beobachtung der sogenannten superoxide
flashes (WANG et al. 2008, SHEU et al. 2008), pulsartigen Übertragungen von Elektronen auf
molekularen Sauerstoff, die auf Diskontinuitäten im Elektronenfluss hinweisen. Unter Bedin-
gungen von Anoxie/Reoxygenierung, einer klassischen Methode zur Generierung von oxida-
tivem Stress, erscheinen diese Pulse der Freisetzung von O2•

– mit erhöhter Rate (SHEU et al.
2008).

Als Orte der Elektronendissipation sind insbesondere die komplexe i und iii der Atmungs-
kette studiert worden. in komplex i geschieht dies am Eisen-Schwefel-Cluster N2, welches
in der sogenannten Amphipathischen Rampe lokalisiert ist, einer Extrusion des komplexes in
den Matrixraum (GENOVA et al. 2001, 2004, LENAz et al. 2002, 2006, OHNiSHi et al. 2005).
Aufgrund dieser Lokalisation erscheint das hier gebildete O2•

– primär in der Matrix. Hingegen
wird O2•

– von komplex iii nach beiden Seiten der inneren Membran abgegeben (MiWA und
BRAND 2005). Die Elektronendissipation an diesem Ort wird auf einen Elektronenstau an der
Qo-Stelle zurückgeführt, welcher durch eine Unterbrechung des intramonomeren Elektronen-
transfers zwischen den beiden bL-Hämen entsteht (GONG et al. 2005). Die vor kurzem berich-
tete Lokalisation der NAD(P)H-Oxidase 4 (Nox4) in komplex iV (BLOCk et al. 2009) deutet
an, dass O2•

– auch in diesem Respirasom gebildet wird. Ob Melatonin in direkter Weise auf
die Aktivität von Nox4 Einfluss nimmt, ist unbekannt, so wie generell die Beziehungen 
zwischen Nox-isoenzymen und dem indolamin wenig untersucht sind. Bislang ist eine Un-
terdrückung der mikroglialen Radikalbildung durch Hemmung der Phosphorylierung der 
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Nox-Untereinheit p47 bekannt geworden (zHOU et al. 2008), doch ist unklar, ob Entsprechen-
des auch für das mitochondriale isoenzym gelten könnte.

Die durch Melatonin erzeugten, oben erwähnten Erhöhungen der Aktivitäten der komplexe
i, iii und iV dürften den Unterbrechungen des Elektronenflusses entgegenwirken und somit
die Bildung von O2•

– vermindern (HARDELAND 2009a, b, HARDELAND et al. 2009a). Wenn
diese Vorstellung richtig ist, dann reduziert Melatonin in zweierlei Hinsicht die mitochondriale
Radikalbildung, zum einen durch Begrenzung der •NO-Synthese (Abb. 2), was die Bildung
hochreaktiver Folgeprodukte reduziert, und zum anderen durch Begünstigung des Elektro-
nenflusses. Hierdurch wird die zur immer weiter gehenden Blockade führende und sich auf-
schaukelnde Entstehung von O2•

– und Peroxynitrit unterbrochen.
An der Unterstützung des Elektronenflusses durch Melatonin dürften mehrere Prozesse

beteiligt sein. Neben der Verminderung oxidativer, nitrativer und nitrosativer Schäden in der
Elektronentransportkette einschließlich der Lipidumgebung ist von einer zusätzlich erhöhten
Expression respirasomaler Untereinheiten auszugehen. Letzteres ist zumindest für drei Un-
tereinheiten von komplex iV gezeigt (ACUñA-CASTROViEJO et al. 2003). Neuere, noch nicht
im experimentellen Detail veröffentliche, aber bereits anderweitig zitierte (HARDELAND und
POEGGELER 2007, HARDELAND 2009a, b, HARDELAND et al. 2009a) Befunde (POEGGELER und
PAPPOLLA, unveröff.) zeigen eine weitere Möglichkeit auf. Hiernach existiert in komplex i
eine hochaffine Bindungsstelle für Melatonin (ki = 150 pM), die, gemäß kompetition mit
region spezifischen Liganden in der Amphipathischen Rampe, in der Nähe des Eisen-Schwe-
fel-Clusters N2 liegen müsste. Dies könnte bedeuten, dass Melatonin an jenem Ort, d. h. am
Eingang in den Stoffwechselweg, an der Regulation der Elektronenflussrate direkt beteiligt
ist. 

7.   Die Bedeutung antioxidativer Protektion durch Melatonin für das Altern und al-
tersassoziierte Erkrankungen

Vieles spricht dafür, dass die bislang erwähnten Mechanismen der antioxidativen Protektion
durch Melatonin auch im gerontologischen kontext von Bedeutung sind. insbesondere sind
all jene Prozesse, die im zusammenhang mit den Überlegungen zur Radikalvermeidung ge-
nannt wurden, bei Vorgängen der Alterung sowie der Genese und Progression altersassoziierter
Erkrankungen betroffen. Die Melatonin-Sekretion nimmt mit fortschreitendem Alter ab, ent-
zündliche und neurodegenerative Prozesse treten vermehrt auf, und ebenso sind Funktions-
verluste der Mitochondrien evident (zusfammenfassung in HARDELAND 2009a, HARDELAND

und COTO-MONTES 2010).
Ob Lebensverlängerung durch Melatonin möglich ist, muss trotz derartiger Berichte zu-

mindest als umstritten gelten (POEGGELER 2005). Schutz der Mitochondrien während des Al-
terungsprozesses wurde hingegen wiederholt beschrieben. Bei Melatonin-behandelten Nagern
wird immer wieder beobachtet, dass sie auch im fortgeschrittenen Alter noch recht gesund er-
scheinen, keine auffälligen Skeletterkrankungen zeigen sowie ein intaktes und glänzendes Fell
besitzen, was unter der Bezeichnung „Methusalem-Syndrom“ in die Literatur eingegangen ist
(POEGGELER 2005). Gleichwohl leben die Tiere im Allgemeinen nicht nennenswert länger, zu-
mindest dann nicht, wenn sie nicht einem vornehmlich an krebserkrankungen sterbenden, zu-
meist auch Melatonin-defizienten Stamm angehören. Typischerweise sterben sie relativ
plötzlich ohne äußerlich zuvor erkennbare Anzeichen von krankheit.
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Ein großer Teil der altersbezogenen Studien ist an dem Seneszenz-akzelerierten Mäusestamm
SAMP8 durchgeführt worden, der im Experiment mit dem normal alternden Stamm SAMR1
verglichen werden kann, welcher denselben genetischen Hintergrund besitzt. Diverse Effekte
von potentiellem Wert für ein gesundes Altern wurden mehrfach beschrieben: Unterdrückungen
altersabhängiger Entzündungsprozesse (RODRíGUEz et al. 2007c); Aufrechterhaltung der zahl
der Pyramidenzellen und der peripheren Lokalisation von Mitochondrien in der C1-Schicht
des Hippocampus (CHENG et al. 2008); Verhinderung von Expressionsabnahme des Alterungs-
suppressorgens Sirt1, Stimulation der p53-Phosphorylierung, Reduktionen von Amyloid-β-Ag-
gregaten, Abnahme des proapoptotischen Faktors Bid, zunahme des antiapoptotischen Faktors
Bcl-xL (GUTiERREz-CUESTA et al. 2008); Hemmung der Tau-Hyperphosphorylierung seitens
der Tau-kinase GSk3β, Reduktion der Spaltung des Cdk5-Aktivators p35 zum Hyperaktivator
p25 (GUTiERREz-CUESTA et al. 2007), wobei der letztere Effekt hinsichtlich der negativen Aus-
wirkungen langanhaltender starker Aktivierungen der Gedächtnis-relevanten kinase Cdk5 auf
Langzeitpotenzierung, hippocampal gefördertes Lernen und Überleben von Neuronen von Be-
deutung ist (FiSCHER et al. 2005, LAFERLA und kiTAzAWA 2005). Während diese Effekte durch-
aus indirekt mit antioxidativer Protektion in Beziehung stehen können, sind auch direkte
Wirkungen von Melatonin bei SAMP8-Mäusen hinsichtlich der Reduktion von Lipidperoxi-
dation, der oxidativen Modifikation von Proteinen (OkATANi et al. 2002b, CABALLERO et al.
2008) und DNA im Gehirn (MORiOkA et al. 1999) beschrieben worden. Die im Gehirn gezeigten
Erhöhungen der Glutathion-Peroxidase mögen zu gering für eine effektive antioxidative Pro-
tektion sein (OkATANi et al. 2002b), doch waren solche Aufregulationen in Leber, Herz und
zwerchfell deutlicher ausgeprägt (OkATANi et al. 2002a, RODRíGUEz et al. 2007b, 2008).

Wirkungen von Melatonin auf respirasomale Aktivitäten bei SAMP8-Mäusen wurden wie-
derholt beschrieben, in der Leber für die komplexe i und iV (OkATANi et al. 2002a, c, 2003),
im Herzen für die komplexe i und iii, in geringerem Ausmaß für komplex iV (RODRíGUEz et
al. 2007a), im Gehirn für komplex i, bei vernachlässigbaren änderungen von komplex iii
und iV (CARRETERO et al. 2009). in einer dieser Studien wurde zudem bei den SAMP8-Mäusen
eine Verlängerung der mittleren Lebenszeit von ca. 18 auf 23 Monate und der maximalen Le-
benszeit von ca. 24 auf 27 Monate beschrieben, während allerdings die Verlängerungen bei
SAMR1 wesentlich geringer ausfielen (RODRíGUEz et al. 2008).

Ein weiterer, sehr aktueller alterungsbezogener Aspekt der Melatoninwirkungen, der viel-
versprechend erscheint, im Ausmaß seiner tatsächlichen Bedeutung aber noch nicht abgeschätzt
werden kann, betrifft die Beziehung zu Sirtuinen. Mehrere Subformen dieser Deacetylasen mit
Alterungssuppressorfunktion besitzen eine Beziehung zur Funktion der Mitochondrien, sind
teils mitochondrial lokalisiert oder beeinflussen deren Proliferation (GUARENTE 2008, HARDE-
LAND 2009a, HARDELAND und COTO-MONTES 2010). inzwischen existieren mehrere Publika-
tionen zu diesem Thema, die bislang jedoch nur die Subform SiRT1 betreffen. Diese wird durch
Melatonin im Gehirn von SAMP8-Mäusen (GUTiERREz-CUESTA et al. 2008) und in Primärkul-
turen von neonatalen Neuronen des Rattencerebellums (TAJES et al. 2009) aufreguliert. im Hip-
pocampus schlafdeprivierter Ratten verhinderte Melatonin Abnahmen von SiRT1 (CHANG et
al. 2009). in den Neuronenkulturen des Cerebellums erhöhte Melatonin die Deacetylierung di-
verser SiRT1-Substrate wie PGC-1α, FoxO1, NFκB und p53, Effekte, die durch den SiRT1-
inhibitor Sirtinol weitgehend revertiert wurden (TAJES et al. 2009). Auf die Beziehung zwischen
Melatonin und Sirtuinen sowie den zusammenfließenden Signalwegen des Energiestoffwech-
sels, der antioxidativen und circadianen kontrolle sowie jenen der Mitochondrienproliferation
und der Alterungssuppressorgene hatten wir hingewiesen (HARDELAND 2009a, HARDELAND und
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COTO-MONTES 2010). insbesondere die Deacetylierung des für die Mitochondrienproliferation
zentralen Faktors PGC-1α deutet darauf hin, dass Melatonin in vivo auch die Aufrechterhaltung
der mitochondrialen Stoffwechselkapazität über die mitochondriale Gesamtmasse in der zelle
unterstützt. Dies bedeutet nicht nur eine ausreichende ATP-Versorgung, sondern zugleich auch
die Erhaltung einer funktionsfähigen Mitochondrienmasse, die es bei höherer Substratzufuhr
nicht zu übermäßer Elektronendissipation kommen lässt.

zwischen Melatonin und SiRT1 mag eine weitere Querverbindung existieren, die zukünf-
tige Aufmerksamkeit verdient und möglicherweise über das circadiane System zur Radikal-
vermeidung beiträgt. Für SiRT1 wurde eine Modulation der Chromatin-Remodellierung über
das Protein CLk (= CLOCk) des circadianen kernoszillators gezeigt, wodurch zumindest
periphere Oszillatoren über die interaktion des CLk/BMAL1-komplexes beeinflusst werden
(NAkAHATA et al. 2009). Dies bedeutet, dass Melatonin, der wichtigste interne nicht-photische
Synchronisator, auch über SiRT1 auf die periphere circadiane Genexpression Einfluss nimmt
und somit auch zur Phasenkoordination circadian regulierter Endprozesse beiträgt. Die typi-
sche altersbedingte Abnahme der nächtlichen Melatonin-Sekretion (kARASEk und REiTER

2002, kARASEk 2004) dürfte folglich zu circadianen Dysregulationen führen, die vermutlich
auch die Radikalbildung erhöhen (HARDELAND et al. 2003a) und inzwischen, unter expliziter
Einbeziehung von SiRT1, mit altersabhängiger krebsentstehung in Verbindung gebracht wor-
den sind (JUNG-HYNES und AHMAD 2009).

Die Vielfalt altersbedingter Erkrankungen ist immer wieder mit Melatonindefizienz bzw.
Störungen melatoninerger Signalwege assoziiert worden, so bei Diabetes Typ 2 (PESCHkE

2008, STAiGER et al. 2008, BOUATiA-NAJi et al. 2009, SPARSø et al. 2009, LiU et al. 2010) oder
neurodegenerativen Erkrankungen (REiTER et al. 1998, 2002, SRiNiVASAN et al. 2005, 2006),
ferner mit der Abflachung circadianer Rhythmen und erhöhter Radikalbildung sowie mito-
chondrialer Dysfunktion, die hiermit verbunden sein können. interessanterweise sind bei den
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Parkinson, Huntington und Amyo-
tropher Lateralsklerose mitochondriale Dysfunktionen nicht nur auf der Ebene von Elektro-
nentransport und -dissipation, oxidativen, nitrosativen und nitrativen Schäden sowie
Abnahmen von ΔΨm evident, sondern zeigen sich auch in der Balance zwischen mitochon-
drialer Fusion und Fragmentierung, mit profunden konsequenzen für die intrazelluläre Ver-
teilung dieser Organellen (WANG et al. 2009a, b, SU et al. 2009). im Verlauf der krankheits-
progression werden die Mitochondrien typischerweise kürzer und verschwinden immer mehr
aus der zellperipherie. Diese periphere Depletion ist mit verminderter ATP-Bildung, Anstiegen
der Radikalbildung und Verlust von spines der Neuriten verbunden (WANG et al. 2008, 2009b).
zugleich wurde bei Morbus Alzheimer eine zunehmende Herabregulation der fusionsbe -
günstigenden Proteine DLP1 (= Drp1), OPA1, Mfn1 und Mnf2 sowie eine Aufregulation des
fragmentierungsauslösenden Fis1 beobachtet, was im Experiment auch direkt durch Überex-
pression von APP (= amyloid precursor protein) erreicht werden kann. Obwohl die Fragmen-
tierung als eine Art Schutzmechanismus aufgefasst werden kann (JOU 2008), durch den sich
geschädigte Mitochondriensegmente durch Mitophagie eliminieren lassen, führt ein solcher
Prozess, wenn er sich andauernd fortsetzt, zunächst zum Verlust von konnektivität und her-
nach zu neuronalem zelltod.

Es ist verschiedentlich versucht worden, neurodegenerativen Erkrankungen durch Mela-
tonin entgegenzuwirken (zusammenfassung bei REiTER et al. 1998, 2002, SRiNiVASAN et al.
2005, 2006). im Gegensatz zu einigen experimentellen Modellen ist der klinische Gewinn re-
lativ beschränkt geblieben. Dies ist jedoch nicht grundsätzlich einer unzureichenden Effizienz
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hinsichtlich der Radikalbildung oder einem mechanistischen Mangel von Melatonin zuzu-
schreiben, sondern eher der Aussichtslosigkeit, nach Diagnose einer üblicherweise schon fort-
geschrittenen krankheit die Progression noch aufhalten zu können. Bereits im transgenen
Alzheimer-Mausmodell zeigt sich, dass bei frühem Einsetzen der Behandlung die krankheits-
verläufe später beginnen und verlangsamt sind (MATSUBARA et al. 2003), bei späterer Behand-
lung jedoch unwirksam bleiben (QUiNN et al. 2005).

8.   Ausblick

Über welche Mechanismen Melatonin protektiv wirkt, hängt in erster Linie von den experi-
mentellen Bedingungen ab. Direktes Radikalfangen dürfte nur bei hohen konzentrationen des
indolamins eine Rolle spielen und somit bei Wirbeltieren allenfalls in einigen Melatonin-syn-
thetisierenden Organen wie dem Pinealorgan selbst und, bei Nagern, der Harderschen Drüse
von Bedeutung sein. Bei physiologischen oder moderat erhöhten pharmakologischen kon-
zentrationen dürfte die Aufregulation antioxidativer Enzyme im Einzelfall zur Protektion bei-
tragen, doch sollte diese Annahme nicht über die Maßen generalisiert werden, was in der
Literatur allerdings häufig geschehen ist. Diese Aufregulationen haben sich bei einigen En-
zymen als zelltypspezifisch und oft im Ausmaß begrenzt erwiesen, so dass eine solche Rolle
des Melatonins nicht von vornherein als gegeben anzusehen ist, sondern im Einzelfall geprüft
werden muss. Das kriterium sollte nicht allein die statistische Nachweisbarkeit sein, sondern
zuvorderst die Höhe der Steigerung. Auch sind weder Erhöhungen auf mRNA- noch auf Pro-
tein-Ebene entscheidend, sondern die Aktivität, da im ersteren Fall posttranskriptionale Re-
gulationsmechanismen außer Acht bleiben, im letzteren durch Western-Blot erfasste Pro-
teinmengen auch inaktives, gegebenenfalls durch Oxidantien geschädigtes, Enzym enthalten
können. Eventuell sind unter den Aufregulationen die Steigerungen im Glutathion-Stoffwech-
sel von größerer Bedeutung, da diese, zwar nicht immer, aber doch sehr häufig gefunden wor-
den sind. Möglicherweise ist das zusammenspiel der Glutathion-Peroxidase mit den Enzymen
der Glutathion-Bildung und -Reduktion, γ-Glutamylcysteinsynthase, Glucose-6-phosphat-De-
hydrogenase und Glutathionreductase, für die Mitochondrien von besonderer Bedeutung. Wie-
derholt wurde bei Tieren unter oxidativem/nitrosativen/nitrativem Stress das Verhältnis von
reduziertem zu oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG) durch Melatonin normalisiert (LóPEz et
al. 2006a, b, ESCAMES et al. 2006b, 2007). in welchem Umfang dies jedoch einer Aufregulation
zuzuschreiben oder durch Vermeidung NO-abhängiger Blockaden mit der Folge geringeren
GSH-Verbrauchs zu erklären ist, bedürfte der genauen Untersuchung.

Die Effekte von Melatonin auf prooxidative Enzyme erscheinen hingegen als bedeutsam,
soweit nNOS und iNOS betroffen sind, während die Redoxbilanz bei den Lipoxygenasen über-
prüft werden müsste. Die Begrenzung der beiden NOS-isoenzyme dürfte sowohl unter exzi-
totoxischen als auch inflammatorischen Bedingungen wesentlich zur Aufrechterhaltung des
mitochondrialen Elektronentransports und zur Vermeidung erhöhter Radikalgenerierung bei-
tragen. Ob dies auch gleichermaßen für Alterungsprozesse gilt, mag zwar aufgrund bisheriger
Daten naheliegend sein und zweifellos eine attraktive idee darstellen, bleibt jedoch genauer
zu prüfen. insbesondere in Hinblick auf ein gesundes Altern wäre die Gesamtheit all der von
Melatonin beeinflussten Mechanismen, die der Radikalvermeidung dienen können oder könn-
ten, von zukünftigem interesse, einschließlich weiterer entzündungshemmender Effekte, an-
tiexzitatorischer Wirkungen und auch der internen koordination circadianer Rhythmen.
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Wachen und Schlafen:
Erkenntnisse aus der Genetik der circadianen
Rhythmik

                    Peter YOUNG (Münster)

Zusammenfassung

Viele Störungen der circadianen Rhythmik und andere Schlafstörungen mit genetischen Grundlagen sind nicht ein-
zelnen Genen zuzuordnen. Für die meisten Schlafstörungen wird eine komplexe Genetik angenommen. Assoziationen
zu bestimmten HLA-Loci wurden für die Narkolepsie, das Schlafwandeln, die REM-Verhaltensstörung und das
kleine-Levin-Syndrom gezeigt. Mittels genomweiter Assoziationsanalyse wurde für das Restless-Legs-Syndrom eine
Assoziation zu verschiedenen Genen gezeigt. Einzelne krankheitsverursachende Gene konnten erst für sehr wenige
Schlafstörungen beschrieben werden. Hierzu zählen verschiedene Syndrome, die durch eine Störung der circadianen
Rhythmik entstehen, wie das Syndrom der vorverlagerten Schlafphase und das Syndrom der verzögerten Schlafphase.
Weiterhin stellt das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom eine Schlafstörung dar, die mit einem einzelnen
Gendefekt assoziiert ist. in zukunft sind auf Grund der technischen Möglichkeiten mittels genomweiter Assozia -
tionsanalysen zunehmende Erkenntnisse zu Assoziationen mit neuen Genloci zu erwarten. Diese werden es ermög-
lichen, die biologischen Grundlagen von Schlafstörungen besser zu verstehen und neue Therapieoptionen zu
entwickeln. Für die genetische Erforschung von Schlafstörungen ist die exakte Phänotypisierung, die auch eine kar-
diorespiratorische Polysomnographie beinhaltet, unerlässlich.

Abstract

Many sleep disorders have a strong genetic background which is rarely monogenetic. Most sleep disorders are sup-
posed to be complex genetic disorders. Associations between the HLA-system und circadian rhythm disorders, nar-
colepsy, sleep walking, REM-behavorial disorder und kleine-Levin Syndrome were shown. Restless legs syndrome
was found to be associated with different genes using a genome wide association approach. in future new associations
will be found due to new technologies improving our knowledge about the biological basis of sleep disorders. This
knowledge will lead to new therapeutical options. For further investigations the exact description of the specific phe-
notypes will be essential using cardiorespiratory polysomnography as one of the most important prerequisite.

1.   Einleitung

Physiologischer Schlaf und Schlafstörungen unterliegen neben äußeren Einflüssen auch einem
starken genetischen Einfluss. Genetische komponenten, die sich im individuellen Schlafver-
halten und in verschiedenen Schlafstörungen widerspiegeln, sind in den letzten Jahren zuneh-
mend in das interesse sowohl der klinischen Schlafmedizin als auch der neurowissen-
schaftlichen Forschung gerückt. Besonders Störungen der circadianen Rhythmik bilden einen
Fokus im interesse für die grundlegenden physiologischen und pathophysiologischen zusam-
menhänge für Wachen und Schlafen. Mit Hilfe von zwillingsstudien wurde bereits in den ver-
gangenen Jahren die Bedeutung von genetischen Faktoren für die Mikroarchitektur des
Schlafes gezeigt (LiNkOWSki 1999), und es gibt mittlerweile einige Studien, in denen die kon-
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kordanz für verschiedene Schlafstörungen bei monozygoten und dizygoten zwillingen unter-
sucht wurde (WATSON et al. 2006, ARMiTAGE et al. 2007, kOSkENVUO et al. 2007). Neben zwil-
lingsstudien dienen Familienuntersuchungen ebenfalls zum weiterführenden Verständnis von
genetischen und somit auch den biologischen Grundlagen von Wachen und Schlafen sowie
von verschiedenen Formen von Schlafstörungen (Übersicht bei DAUViLLiERS et al. 2005). Mitt-
lerweile sind die molekulargenetischen Techniken und Verfahren so weit entwickelt, dass es
möglich geworden ist, weit entfernt von der Untersuchung der Assoziation definierter Erkran-
kungen mit einem einzelnen kandidatengen, große Patientengruppen auf die Assoziation mit
verschiedenen Genen und chromosomalen Loci durch genomweite Analysen zu untersuchen.
Der Nutzen solcher Untersuchungen und der daraus gewonnenen Erkenntnisse dient dem bes-
seren Verständnis der biologischen Grundlagen von Störungen der circadianen Rhythmik und
anderen Schlafstörungen. in der heutigen sogenannten „Postgenomik-ära“ zeigt sich immer
häufiger, dass gerade auf Grund der biologischen Erkenntnisse in der initialen identifizierung
des Gendefektes Therapiestrategien entwickelt werden konnten. Eines der eindrucksvollsten
Beispiele liefert in der Schlafmedizin die identifizierung eines Gendefektes für die Narkolep-
sie, so dass auch das entsprechende Peptid Hypocretin identifiziert wurde und sich mittlerweile
der erste Hypocretinantagonist in der klinischen Erprobung befindet (Übersichten bei NiSHiNO

2007, ROECkER und COLEMAN 2008).

2.   Schlafstörungen

Die internationale „Classification of Sleep Disorders ii“ (iCSD ii) unterscheidet eine große
Anzahl verschiedener Schlafstörungen. Bislang liegen nur für einen Teil dieser Störungen
genetische Daten vor. im Folgenden werden die genetischen Befunde für Schlafstörung vor-
gestellt, die (a) aus einer Störung der circadianen Rhythmik resultieren, die (b) mit nächtli-
chen Atmungsstörungen assoziiert sind oder die (c) mit gestörter nächtlicher Motorik
einhergehen.

2.1  Genetik circadianer Rhythmusstörungen

Die genetischen Grundlagen der physiologischen circadianen Rhythmik werden in den letzten
Jahren immer besser verstanden. Einzelne Mitglieder der sogenannten CLOCk-Gen-Familie
sind mittlerweile bekannt. Sie sind sowohl bezüglich ihrer Funktion für die circadiane Rhyth-
mik als auch in ihrer Funktion für die Entstehung psychiatrischer Erkrankungen sowie in ihrer
Bedeutung für die Entstehung von malignen Erkrankungen beschrieben (Übersichten bei GERY

und kOEFFLER 2007, MCCLUNG 2007, SEHGAL et al. 2007, SiEPkA et al. 2007).

2.2  Verzögertes-Schlafphasen-Syndrom (Delayed Sleep Phase Syndrome, DSPS)

Das DSPS bezeichnet eine Verschiebung der Wachphase in die Nacht hinein. Patienten mit
einem DSPS sind in der Regel bis lange in die Nacht aktiv und finden erst in der zweiten
Nachthälfte Schlaf, der dann wiederum bis zu den Mittagsstunden am Folgetag dauern kann.
Der Phänotyp dieser Schlafstörung ist sehr variabel und lässt sich bislang nur sehr schwer
vom physiologischen Abendtyp abgrenzen. Möglicherweise werden in zukunft molekular-
biologische Techniken die Phänotypisierung erleichtern, indem die individuelle Expression
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von CLOCk-Genen in vitro sichtbar gemacht wird (BROWN et al. 2008). Bislang ist jedoch
die Aktimetrie über 7–14 Tage die Methode der Wahl zur Diagnosestellung und Phäno -
typisierung von Störungen der circadianen Rhythmik (MORGENTHALER et al. 2007, OkAWA

und UCHiYAMA 2007). Für diese Schlafstörung wurden Assoziationen zum Humanen Leu-
kozyten-Antigen (HLA)-Locus HLA DR1 und einem SNP im Per1-Gen sowie dem damit
verbundenen Casein-kinase-i-Epsilon-Gen gefunden (EBiSAWA et al. 2001, CASTRO et al.
2008).

2.3  Vorgezogenes-Schlafphasen-Syndrom (Advanced Sleep Phase Syndrome, ASPS)

Das ASPS ist im Gegensatz zum DSPS durch die Vorverlagerung der Schlafphasen gekenn-
zeichnet und lässt sich eindeutiger von anderen physiologischen Schlafrhythmen abgrenzen.
Es wurden Familien identifiziert, in denen diese Schlafstörung einem autosomal dominanten
Erbgang folgt. in diesen Familien wurden Mutationen im Per2-Gen gefunden, die mit dem
klinischen Phänotyp, bestimmt mittels Aktimetrie, segregieren (TOH et al. 2001).

2.4  Kleine-Levin-Syndrom

Die klinischen Merkmale des seltenen kleine-Levin-Syndroms (kLS) sind prolongierte Pha-
sen der Hypersomnie, die über mehrere Tage und Wochen andauern können und gefolgt wer-
den von Phasen des Wachseins, verbunden mit Hypersexualität und Hyperphagie (ARNULF et
al. 2005, PEARCE 2008). Diese Symptome erinnern an Formen des Winterschlafs bei verschie-
denen homoiothermen Tieren und werden aus diesem Grund auch zu den Störungen der cir-
cadianen Rhythmik gezählt. Das Auftreten bei Geschwistern des ohnehin sehr seltenen
sporadischen kLS (kATz und ROPPER 2002) legt die vermutliche Beteiligung genetischer Fak-
toren nahe und wird durch eine Assoziation mit dem HLA-Locus HLA DQB1 0201 gestützt
(BAHAMMAM et al. 2008). Aus genetischer Sicht konnte bislang kein Hinweis gefunden wer-
den, dass das hypocretinerge System mit dem kLS assoziiert ist, obwohl Patienten mit kLS
eine Reduktion des Peptids Hypocretin im Liquor aufweisen können (DAUViLLiERS et al.
2003a).

3.   Genetik schlafbezogener Atmungsstörungen

in der Gruppe der schlafbezogenen Atmungsstörungen stehen das Obstruktive Schlafapnoe-
syndrom (OSAS), als die häufigste Schlafstörung überhaupt und nachgewiesener Risikofaktor
für kardiovaskuläre (WEiSS et al. 1999, SHAMSUzzAMAN et al. 2003, DOPP et al. 2007) und ze-
rebrovaskuläre Erkrankungen (DziEWAS et al. 2005, 2008), sowie das kongenitale zentrale
Hypoventilationssyndrom im Mittelpunkt dieser Übersicht.

3.1  Das Obstruktive Schlafapnoesyndrom (OSAS)

Das Obstruktive Schlafapnoesyndrom (OSAS) ist mit einer Prävalenz von 3 bis 6 % bei Pa-
tienten mittleren Alters die häufigste Form der schlafbezogenen Atmungsstörungen (YOUNG

et al. 1993, 1997, PUNJABi 2008). Das klinische Bild ist geprägt durch einen unerholsamen
Nachtschlaf, Monotonieintoleranz und Tagesschläfrigkeit. Die Diagnose eines OSAS lässt



sich polysomnographisch stellen. Die Anzahl der Hypopnoen und Apnoen, gemessen mittels
nasalem Luftstrom, wird als index pro Stunde, genannt Apnoe-Hypopnoeindex (AHi), als
Maß für den Schweregrad eines OSAS verwendet. Als weitere diagnostische kriterien wer-
den Entsättigungen und Weckreaktionen verwertet (Report 1999, REDLiNE et al. 2007). in
dieser Übersicht wird nicht auf die Assoziation des OSAS mit Erkrankungen, die mit einer
gestörten kraniofazialen Morphologie einhergehen, eingegangen (SCHWAB 2005, BANNO und
kRYGER 2007, MUNTz et al. 2008). in der Gruppe der kraniofazialen Fehlbildungen sind ver-
schiedene kandidatengene bekannt. in den Fällen, in denen kraniofaziale Fehlbildungen zu
einem OSAS führen, lässt sich meist schon im kindesalter ein OSAS finden (MUNTz et al.
2008, SCHWAB 2005). Die familiäre Assoziation des OSAS zu kraniozephalen Dysmorhpien
wird stärker als die Assoziation zur Obesitas eingeschätzt (GUiLLEMiNAULT et al. 1995).

Durch zwillingsstudien mit monozygoten und dizygoten zwillingen wurde gezeigt, dass
eine starke genetische komponente für das OSAS besteht (CARMELLi et al. 2004). Assozia-
tionen zu spezifischen Genen wurden beschrieben, ohne dass diese jedoch in größeren 
Untersuchungen repliziert werden konnten. Am Beispiel einer beschriebenen Assoziation
des PMP22-Gens, welches für eine Form der Hereditären Motorischen und Sensiblen Neu-
ropathien (HMSN) als kandidatengen gilt, wurde die ko-Segregation in einer großen
HMSN-Familie beschrieben (DEMATTEiS et al. 2001). Dieser Befund konnte bislang nicht
bestätigt werden und wurde auch nicht durch genomweite Analysen bei Afro-Amerikanern
bestätigt (PALMER et al. 2004). Dass die genetischen Grundlagen des OSAS mutipel sind,
lässt sich auch mit Hilfe des ApoE-Allels zeigen. Dieses Allel wurde immer wieder als mög-
liches assoziiertes Gen für die Entstehung eines OSAS beschrieben (FOLEY et al. 2001, kA-
DOTANi et al. 2001, GOzAL et al. 2007, kALRA und CHAkRABORTY 2007, kALRA et al. 2008).
Eine kürzlich publizierte Studie mit über 1000 „OSAS-Patienten“ lässt den Schluss zu, dass
es sich beim ApoE-Allel um ein Suszeptibilitätsallel für das OSAS handelt (LARkiN et al.
2006).

3.2  Zentrale Atmungsstörungen

in der Gruppe der zentralen Atmungsstörungen gibt es sehr verschiedene Formen von im
Schlaf auftretenden Störungen. Das kongentiale zentrale Hypoventilationssyndrom wird auch
als „Undines-Fluch-Syndrom“ bezeichnet und ist gekennzeichnet durch die nächtliche Abfla-
chung der Atmung mit konsekutiver Hyperkapnie und Desaturierung. Es konnte kürzlich ge-
zeigt werden, dass dieses Syndrom mit Mutationen im Phox2B-Gen assoziiert ist (TROCHET

et al. 2005). Das Phox2B-Gen ist somit das erste krankheitsverursachende Gen für eine Form
der zentralen Atmungsstörungen im Schlaf (GAULTiER et al. 2004). Die Funktion von Phox2b
ist bislang nicht abschließend geklärt. Phox2B-defiziente Mäuse zeigen ebenfalls nächtliche
Hyperkapnien und Desaturierungen sowie eine Reduktion der parafazialen Hirnstammneurone
(DUBREUiL et al. 2008).

4.   Genetik von Schlafstörungen mit abnormer Motorik

in dieser Gruppe werden die genetischen Aspekte von Schlafstörungen besprochen, die sich
durch eine abnorme Motorik auszeichnen. zu dieser Gruppe gehören Schlafstörungen aus ver-
schiedenen Untergruppen der iCSD ii.
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4.1  Periodische Beinbewegungen und Restless-Legs-Syndrom

Periodische Beinbewegungen im Schlaf (PLMS) werden bei ca. 80 % der Patienten mit einem
Restless-Legs-Syndrom (RLS) beobachtet (PATEL 2002, LESAGE und HENiNG 2004). Die kli-
nische Unterscheidung dieser beiden Erkrankungen ist wichtig (STiASNY et al. 2002, kARATAS

2007, SATiJA und ONDO 2008), da es sich beim RLS um eine klinische Diagnose handelt. Die
vorherrschenden Symptome sind Bewegungsunruhe mit unangenehmen Sensationen, die in
Ruhe und am Abend zunehmen und sich durch Bewegung bessern (ALLEN et al. 2003). „RLS-
Familien“ mit autosomal dominantem Erbgang sind bekannt. in der Region um Quebec wur-
den Familien mit gemeinsamem Founder beschrieben, bei denen eine Assoziation zu
Chromosom 19 gefunden wurde (MONTPLAiSiR et al. 1985, DESAUTELS et al. 2001). Eine andere
Familien-Studie hat gezeigt, dass das Manifestationsalter sich bei familiären RLS nicht von
sporadischen RLS-Fällen unterscheidet (WiNkELMANN et al. 2002). Die Penetranz ist jedoch
variabel, und somit kann der klinische Phänotyp nicht immer eindeutig zugeordnet werden
(MONTPLAiSiR et al. 1985). Entgegen der Annahme, dass das dopaminerge System genetisch
mit dem RLS assoziiert sein könnte, wurden zu den entsprechenden Genen und Genloci keine
Assoziationen gefunden (DESAUTELS et al. 2001, WiNkELMANN et al. 2006). kürzlich wurden
nun mittels genomweiter Analyse verschiedene kandidatengene für das RLS identifiziert. Die
kandidatengene MEIS1, BTBD9, MAP2K5, LBXCOR1 (WiNkELMANN et al. 2008) und PTPRD
(WiNkELMANN et al. 2007) konnten allesamt nicht den bislang bekannten chromosomalen Gen-
orten auf Chromosom 12 (DESAUTELS et al. 2001, WiNkELMANN et al. 2006) oder auf Chro-
mosom 14 (BONATi et al. 2003) zugeordnet werden. Die biologische Funktion der kürzlich
identifizierten Gene ist bislang nicht abschließend geklärt, und eine biologische zuordnung
zum klinischen Phänotyp des RLS muss in den nächsten Jahren mit Hilfe geeigneter biologi-
scher Modelle und Methoden untersucht werden. Für das isolierte PLMS wurde ebenfalls erst
kürzlich eine Assoziation zum BTBD9-Gen beschrieben (WiNkELMAN 2007). Durch die erst
kürzlich identifizierten Gene wird sehr deutlich, dass es sich beim PLMS und beim RLS um
Erkrankungen handeln muss, die einen komplexen genetischen Hintergrund haben (TROTTi et
al. 2008, WiNkELMANN 2008).

4.2  Parasomnien

Aus der Gruppe der Parasomnien werden die bislang bekannten genetischen Aspekte der Non-
REM-Parasomnien, dem Schlafwandeln und dem Pavor nocturnus, vorgestellt. Von dieser
Gruppe der Parasomnien müssen die REM-Parasomnien getrennt werden, da sie klinisch eine
andere Entität darstellen (iCSD ii). Aus dieser Gruppe liegen für die REM-Verhaltensstörung
einige wenige genetische Untersuchungen vor.

4.2.1 Schlafwandeln

Schlafwandeln besteht in der Regel aus komplexen nicht-stereotypen Handlungen oder Be-
wegungen, die typischerweise aus dem Tiefschlaf heraus auftreten. Schlafwandeln ist die häu-
figste Non-REM-Parasomnie mit einer Prävalenz von ca. 20 % bei kindern (HUBLiN et al.
1997) und einer Prävalenz von 1 bis 3 % bei Erwachsenen (ABE und SHiMAkAWA 1966). Die
Prävalenz bei Erwachsenen ist somit mit der Pärvalenz der Epilepsie bei Erwachsenen ver-
gleichbar (HUBLiN et al. 1997, 2001). Neben fremdanamnestischen Hinweisen auf nächtliche
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Handlungen, für die der Betroffene in der Regel anamnestisch ist, findet sich regelhaft eine
Tageschläfrigkeit als Leitsymptom nach Nächten, in denen Schlafwandeln aufgetreten ist. Da-
neben findet sich bei Schlafwandlern auch eine Häufung von Depressionen und Angststörun-
gen (kALES et al. 1980, GAU und SOONG 1999).

Frühe Untersuchungen zur Erblichkeit von Schlafwandeln anhand von zwillingsstudien
lassen einen starken genetischen Hintergrund vermuten (kALES et al. 1980, ABE et al. 1984).
Angehörige von Schlafwandlern haben ein 10-fach erhöhtes Risiko selber Schlafwandeln als
Non-REM-Parasomnie zu entwickeln (kALES et al. 1980). Es ist allerdings bislang weder ge-
klärt, ob es eindeutige Erbgänge bei den familiären Formen des Schlafwandelns gibt, noch
welcher Grad der Penetranz für die Ausbildung des Phänotypes vorliegt. Eine starke Assozia-
tion zum HLA-Locus HLA DQB1 0501 und DQB1 0402 (LECENDREUX et al. 2003) konnte
gezeigt werden. Eine Replikation dieser Befunde ist bislang nicht erfolgt. Möglicherweise ist
die klinische Charakterisierung von Parasomnien auf Grund der häufig nur anamnestisch vor-
liegenden Angaben nicht ausreichend, um einen einheitlichen Phänotyp bei einer ausreichend
großen Gruppe von Patienten herauszuarbeiten. Hier sind weitere Studien zur klinischen Phä-
notypisierung von Schlafwandlern in zukunft notwendig. Polysomnographische Studien zum
Schlafwandeln wären hier wünschenswert, um auch Patienten mit nächtlichen frontalen An-
fällen, als die wichtigste Differentialdiagnose, eindeutig von der Gruppe der Schlafwandler
zu trennen. Des Weiteren muss auch bedacht werden, dass die häufigste REM-Parasomnie,
die REM-Verhaltensstörung, einen Haplotyp auf HLADQB1 0402 mit dem Schlafwandeln
gemeinsam hat und es auch Patienten gibt, die eine REM-Verhaltensstörung und Schlafwan-
deln aufweisen und als sogenanntes Parasomnie-overlap-Syndrom gelten (SCHENCk et al.
1997).

4.2.2 Pavor nocturnus

Der Pavor nocturnus ist gekennzeichnet durch eine abrupte Weckreaktion zumeist aus dem
Tiefschlaf, häufig verbunden mit angstbesetztem Schreien. Die Prävalenz bei kindern beträgt
3,5–15 % (HUBLiN et al. 1999) und bei Erwachsenen weniger als 1 %. Einige Familien mit au-
tosomal dominant segregierendem Pavor nocturnus sind beschrieben (HALLSTROM 1972). Ob-
wohl polysomnographische Daten nicht vorliegen, wurde die Prävalenz des Pavor nocturnus
mit 96 % angegeben, wenn ein Familienmitglied 1. bis 3. Grades ebenfalls an einem Pavor
nocturnus erkrankt ist (kALES et al. 1980). Bei kindern wurde eine vergleichbare Prävalenz
beschrieben (DiMARiO und EMERY 1987). im Gegensatz zum Schlafwandeln liegen bislang
keine Daten zu chromosomalen Loci oder zu einzelnen Genen vor.

4.3  REM-Verhaltensstörung

Die REM-Verhaltensstörung ist typischerweise durch eine fehlende Absenkung des Muskel-
tonus im REM-Schlaf gekennzeichnet (SCHENCk et al. 1987, SCHENCk und MAHOWALD 2005).
Das klinische Bild reicht von der alleinigen Beibehaltung des Muskeltonus im REM-Schlaf
über Phasen der tonischen oder phasischen Muskeltonuserhöhung bis zur Ausführung kom-
plexer, scheinbar organisierter, Handlungsabfolgen (SCHENCk und MAHOWALD 2005). Die
REM-Verhaltensstörung ist eng assoziiert mit neurodegenerativen Erkrankungen wie dem
Morbus Parkinson und anderen Syn-Nukleopathien (SCHENCk et al. 1996, BOEVE et al. 2003).
im zusammenhang mit dem Morbus Parkinson wird eine REM-Verhaltensstörung bei bis zu
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25 % diagnostiziert und sogar als früher präklinischer Marker für einen Morbus Parkinson an-
gesehen (SCHENCk et al. 1996, COMELLA et al. 1998, TRENkWALDER 1998). Eine kongregation
der REM-Verhaltensstörung mit Mutationen im Parkin-Gen bei familiären Parkinsonsyndro-
men ist bislang jedoch nicht beschrieben. Eine Assoziation mit dem HLA-System auf dem
Locus HLA DQB 05 und DQB1 06 konnte gefunden werden (SCHENCk et al. 1996).

4.4  Bruxismus

Bruxismus, bekannt als nächtliches zähneknirschen und zähnepressen, ist bislang in seiner
Auswirkung auf die Mikroarchitektur des Schlafes nur in kleinen Studien untersucht. Es wird
kontrovers diskutiert, inwieweit Bruxismus tatsächlich die Schlafarchitektur und die Erho-
lungsfunktion des Schlafes beeinflusst (BOUTROS et al. 1993, MACALUSO et al. 1998). Die Prä-
valenz wird mit ca. 30 % bei kindern und 17 % bei Erwachsenen angegeben. 21 bis 50 % von
klinisch als „Bruxisten“ identifizierten Patienten haben einen Verwanden ersten Grades, der
selber unter Bruxismus leidet (HUBLiN et al. 2001). in zwillingsstudien konnte eine höhere
konkordanz für Bruxismus bei monozygoten zwillingen als bei dizygoten zwillingen gefun-
den werden (LiNDQViST 1974). in den meisten Studien dient der typische Abrieb der Backen-
zähne mit Schlifffacetten als phänotypisch wichtigstes Merkmal (WALTERS 2007).
Polysomnographische Studien für eine qualitative und quantitative Erfassung des Bruxismus
in der Nacht sind selten (kATO et al. 1999, 2003a, b, 2007). Um größere Patientenkollektive
zu untersuchen, sind bislang nur wenige Methoden der ambulanten nächtlichen Aufzeichnun-
gen für Bruxismus etabliert und validiert, die auch gleichzeitig eine zuordnung zu verschie-
denen Schlafstadien zulassen (DOERiNG et al. 2008).

4.5  Narkolepsie

Die klinischen Symptome der Narkolepsie, wie imperativer Schlafdrang und hypnagoge Hal-
luzinationen, sind keine zeichen abnormer nächtlicher Motorik. Allerdings ist die Dissoziation
von der im REM-Schlaf auftretenden Muskelatonie, wie sie bei der kataplexie zu beobachten
ist, und dem pathologisch früh einsetzenden REM-Schlaf (sogenannter Sleep-onset-REM) als
zeichen pathologischer Motorik zu werten. Aus diesem Grund werden die genetischen Aspekte
der Narkolepsie an dieser Stelle besprochen. Die Prävalenz der Narkolepsie beträgt in west-
lichen Ländern 0,026 % (ALDRiCH 1992), und sie wird als Modellerkrankung für die Degene-
ration des hypocretinergen Systems angesehen (SELBACH und HAAS 2006, zEiTzER et al. 2006).
Der Verlust von Neuronen im dorsolateralen Hypothalamus korreliert sehr gut mit dem Verlust
von freiem messbarem Hypocretin im Liquor von narkoleptischen Patienten mit kataplexie
(NiSHiNO et al. 2000, DAUViLLiERS et al. 2003b).

Die Narkolepsie war die erste Schlafstörung, bei der eine Assoziation mit dem HLA-Sys-
tem gefunden wurde. Die HLA-Allele DR2/DQw1 sind zu 85–95 % bei kaukasiern mit Nar-
kolepsie nachweisbar (PERAiTA-ADRADOS et al. 1999). Die HLA-Allele DQB1 0602,
DRQB1501, DRQB1 0101 und DQA1 0102 sind sehr eng mit der Narkolepsie mit kataplexie
assoziiert (MiGNOT et al. 1995, LiN et al. 2001, CHABAS et al. 2003). 98 % der kaukasischen
Narkolepsie-Patienten mit kataplexie tragen das HLA Allel DQB1 0602, während nur 40 %
der Narkolepsie-Patienten ohne kataplexie dieses Allel tragen (PLANELLES et al. 1997). Da es
eine Überlappung des HLA DQB1 0602-Locus zwischen Narkolepsie-Patienten und Gesunden
gibt, ist es unwahrscheinlich, dass dieses Allel für die Ausbildung der krankheit verantwortlich
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ist. Das HLA DQB1 0602-Allel könnte aber einen Suszeptibilitätseffekt auf den klinischen
Phänotyp der Narkolepsie haben.

Mittels kopplungsanalysen in Familien konnte ein chromosomaler Locus auf Chromosom
21 beschrieben werden (LECENDREUX et al. 2003, kAWASHiMA et al. 2006). Entgegen der Be-
funde aus Studien an inzuchtstämmen bei Hunden, in denen das Hypocretinsystem als das
krankheitsverursachende System identifiziert werden konnte (LiN et al. 1999), konnte bei der
humanen Narkolepsie, eine Familie ausgenommen, keine Assoziation zu Genen des Hypo-
cretinsytems gefunden werden (CHABAS et al. 2003).

Erst kürzlich wurde mittels einer genomweiten Analyse ein Einzelnukleotidpolymorphis-
mus (single nucelotid polymorphism = SNP) in einer großen Anzahl von japanischen, korea-
nischen, afrikanischen und europäischen Narkolepsie-Patienten identifiziert, der zwischen
dem Genlocus für das CPT1B- und dem CHKB-Gen liegt. Funktionell sind beide Gene plau-
sibel, da CPT1B in der β-Oxidation als Signalweg für die Regulation von theta-Frequenzen
im REM-Schlaf verantwortlich gemacht wird und CHKB an der Metabolisierung von Cholin,
als Vorstufe des Acetylcholins als „Wach“-induzierendem Transmitters, beteiligt ist (MiYA-
GAWA et al. 2008). Weiterhin ist kürzlich eine Assoziation zu einem protektiven HLA-Marker
beschrieben worden (HOR et al. 2010). Ebenfalls wird eine Assoziation zu Genen der circa-
dianen Rhythmik auch für die Narkolepsie diskutiert (unveröffentlichte Ergebnisse).

5.   Ausblick

Die genetischen Grundlagen von Störungen der circadianen Rhythmik und von Schlafstörungen
sind vielfältig. Es ist davon auszugehen, dass nur in seltenen Fällen tatsächlich monogenetisch
nach MENDEL vererbte Erkrankungen vorliegen und zukünftig einzelne kandidatengene in gro-
ßer Anzahl identifiziert werden. insbesondere die letzten Jahre haben gezeigt, dass die zukunft
der Erforschung der genetischen Grundlagen von Schlafstörungen in genomweiten Analysen
zur Untersuchung der Assoziation des klinischen Phänotyps mit genetischen Markern liegt.
Hier werden große, eindeutig phänotypisierte Patientenkollektive und entsprechend gut cha-
rakterisierte kontrollkollektive benötigt werden. Die besondere Herausforderung in der Schlaf-
medizin stellt die saubere Phänotypisierung dieser Patientengruppen mittels guter klinischer
Anamnesen, mit klinischen Untersuchungen und dem wichtigsten neurophysiologischen Mittel,
der Polysomnographie, dar. Erstrebenswert wäre auch, entsprechend phänotypisierte, gesunde
kontrollkollektive in die großen genomweiten Analysen einfließen zu lassen. Diese Erkennt-
nisse werden dazu beitragen, neue biologisch basierte Therapiestrategien zu entwickeln (BUN-
NEY und BUNNEY 2000, LiN und CiVELLi 2004, MOON et al. 2007).
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Diagnostik und Therapie chronobiologischer 
Störungen im schlafmedizinischen Alltag

                    Tilmann MÜLLER (Münster)

                         Mit 3 Abbildungen

Zusammenfassung

Schlafen und Wachen werden durch einen endogenen circadianen Rhythmus gesteuert, der zusätzlich zu einer homöo -
statischen komponente über zeitpunkt, Dauer und Qualität des menschlichen Nachtschlafs entscheidet. in der inter-
nationalen klassifikation der Schlafstörungen (iCSD-2) findet sich in kapitel iV eine explizite Auflistung circadianer
Schlaf-Wach-Rhythmus-Störungen. Die Diagnostik dieser Störungen umfasst neben einer umfassenden Anamnese zu-
sätzliche spezielle Fragebögen zum Morgen-Abend-Typus, Schlafprotokolle und aktigraphische Messungen. Die the-
rapeutischen interventionen lassen sich in drei kategorien einteilen: (a) Vorgabe festgelegter zubettgeh- und
Aufstehzeiten (sleep scheduling/chronotherapy), (b) Phasenverschiebung des circadianen Schlaf-Wach-Rhythmus mit
Hilfe von zeitgebern (Licht und Melatonin) und (c) medikamentöse interventionen zur Verbesserung von Schlaf und
Vigilanz. interessanterweise ist der Aspekt biologischer Rhythmen bislang in der Diagnostik und Therapie der primären
insomnie, als einer der häufigsten Schlafstörungsarten, weitgehend unberücksichtigt geblieben. Unsere eigenen Daten
zeigen jedoch, dass eine Morgen-Abend-Typus-Disposition bei einem Großteil dieser Patienten nachweisbar ist und
eine entsprechend unterschiedliche therapeutische Herangehensweise impliziert. Gängige Therapieprogramme zur Be-
handlung primärer insomnien berücksichtigen diese mögliche chronobiologische Dimension der Störung nicht und
dürften sich im Einzelfall aus chronobiologischer Sicht sogar nachteilig auswirken (z. B. die nächtliche Lichtexposition
als Folge der sogenannten Stimulus-kontroll-Technik). Melatonin, obgleich ein genuines Chronotherapeutikum, wurde
unlängst in der EU in retardierter Form als „Hypnotikum“ zur Behandlung primärer insomnien zugelassen. Dabei ist
unklar, ob nicht z. B. eine künstlich erhöhte Melatoninkonzentration in der ersten Nachthälfte bei Morgentypen als
zeitgeber zum falschen zeitpunkt zu einer Exazerbation der Störung führt. insgesamt ist daher festzustellen, dass im
schlafmedizinischen Alltag chronobiologische Erkenntnisse zurzeit noch eine unzureichende Rolle spielen.

Abstract

sleep and wakefulness are controlled by an endogenous circadian rhythm, which together with a homeostatic com-
ponent determines the timing, duration and quality of the human night sleep. the international classification of sleep
disorders (icsd-2) contains an explicit list of circadian sleep-wake rhythm disorders in chapter iv. the diagnosis
of these disorders requires a comprehensive anamnesis of the sleep-wake-behavior, additional special morningness-
eveningness questionnaires, sleep logs and actigraphy. treatment strategies fall into three categories: (a) prescribed
sleep scheduling (i.e. chronotherapy), (b) circadian phase shifting with light exposure and melatonin administration
and (c) medications that can promote sleep or wakefulness. interestingly, the aspect of chronobiology has been largely
ignored in the treatment of chronic primary insomnia, as one of the most common types of sleep disorders. however,
our own data show that a morningness-eveningness type disposition is detectable in a substantial portion of these pa-
tients and implies a correspondingly different therapeutic approach. current therapies for the treatment of primary
insomnia do not take into account this possible chronobiological dimension of the problem. From a chronobiological
point of view they might even have detrimental effects in particular cases (e.g. dysfunctional nighttime light exposure
as a result of the so-called stimulus-control techniques). Melatonin, although a genuine chronotherapeutic drug, was
recently approved in the eu as a “hypnotic” for the treatment of primary insomnia. in this context it is unclear for
example in early morning awakening insomnia whether or not an artificially increased melatonin concentration in
the first half of the night acts as a Zeitgeber at the wrong time and can lead to an exacerbation of the disorder. overall
chronobiological findings still play an insufficient role in the clinical practice of sleep medicine.
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1.   Einführung: Grundlagen der Schlafregulation

Schlafen und Wachen werden durch zwei fundamentale Prozesse reguliert: einer homöosta-
tischen und einer endogen-rhythmischen komponente, die beide durch externe Faktoren
modifiziert werden können (BORBéLY 1982). Die homöostatische komponente bzw. der bei
BORBéLY sogenannte „Prozess S“ entspricht der Dauer der vorangegangenen Wachzeit.
Nimmt diese zu, so nehmen auch das Schlafbedürfnis bzw. die nachfolgende Schlafdauer
und Schlafintensität zu. Als physiologisches korrelat dieser komponente gilt der Tiefschlaf,
da seine Dauer proportional der vorausgegangenen Wachzeit ist und sein Anteil mit dem
zeitlichen Verlauf der Schlafperiode progressiv abnimmt. Die homöostatische komponente
spielt auch phänomenologisch in der Sichtweise von Patienten mit chronischen insomnien
und wissenschaftlich bei der Planung von entsprechenden Therapiestudien eine herausra-
gende Rolle. Die Sichtweise des Patienten fokussiert jede Nacht und jeden Morgen aufs
Neue auf die Frage: „Wie viele Stunden habe ich heute geschlafen.“ (Dieses Merkmal ist so
ausgeprägt, dass man in der Fachliteratur treffender Weise von einer „performance anxiety“
spricht, die dem insomniepatienten den Schlaf raubt, indem er den Schlaf in seiner subjek-
tiven Wahrnehmung und Bewertung zur Leistung stilisiert.) Aber auch der wissenschaftliche
Blickwinkel in Therapiestudien ist im Ergebnis vorrangig auf quantitative Variablen wie
Einschlafdauer und Gesamtschlafdauer eingeschränkt, während qualitative Aspekte wie
Schlafkontinuität, Leistungsfähigkeit und subjektive Befindlichkeit am Tage kaum Berück-
sichtigung finden.

Die endogen-rhythmische komponente bzw. der „Prozess C“ bewirkt, dass unabhängig
von der Wachdauer die Einschlafneigung und Schlafdauer im Laufe des 24-h-Tages variieren.
Langzeituntersuchungen unter zeitgeberfreien Bedingungen ergaben, dass die meisten biolo-
gischen Parameter eine endogen aktiv gesteuerte Rhythmik aufweisen (WEVER 1979). Diese
regelmäßigen Schwankungen bleiben auch ohne externe zeitgeber wie z. B. Hell/Dunkel-Ein-
flüsse erhalten. Die Dauer der Rhythmik beträgt dann allerdings im Mittel > 24 h und wird
daher als circadian bezeichnet.

Als wichtigster endogener Schrittmacher der circadianen Rhythmik gilt der hypo -
thalamische Nucleus suprachiasmaticus (SCN), der über den retinohypothalamischen Trakt
ohne Umschaltung mit Hell/Dunkel-information aus der Retina versorgt wird (kLEiN et al.
1991). Über das cervicale Rückenmark wird das Signal vom SCN zum Pinealorgan weiter-
geleitet und bewirkt dort – bei ausreichender Reizstärke – die Hemmung der Melatoninaus-
schüttung.

Unter natürlichen Lebensbedingungen gehen diese endogenen rhythmischen Schwankun-
gen synchron mit dem Hell/Dunkel-Wechsel einher. So beginnt die körpertemperatur am frü-
hen Abend zu sinken, erreicht ihr Minimum gegen Ende der Nacht und beginnt kurz vor dem
Erwachen wieder zu steigen. Daran gekoppelt findet sich der Einschlafzeitpunkt in der Regel
5–6 h vor dem Temperaturminimum bzw. dem circadianen Tiefpunkt. Ungefähr 1–3 h nach
Durchschreiten des Temperaturminimums kommt es umgekehrt zum Erwachen. Die Melato-
ninsekretion beginnt ca. 2 h vor dem Einschlafzeitpunkt bzw. 7 h vor dem Temperaturmini-
mum, erreicht ihren Höhepunkt zwischen 1:00 Uhr und 3:00 Uhr nachts und geht dann bis
um 9:00 Uhr morgens auf ein kaum noch nachweisbares Niveau zurück.

kommt es – wie im Falle von Schichtarbeit – zu einer Abkopplung des Schlaf-Wach-
Rhythmus vom Temperatur- und Melatoninrhythmus, dann kann die Schlafdauer abhängig
vom zeitpunkt bzw. der Phasenlage innerhalb des circadianen Rhythmus erheblich variieren.
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Bei einem verzögerten Einschlafzeitpunkt zwischen 7:00 und 11:00 Uhr morgens, d. h. bei
ansteigender körpertemperatur, erreicht sie ein Minimum, nimmt bei weiterer Verzögerung
allmählich wieder zu und steigt bei einem Einschlafzeitpunkt um ca. 19 h auf ein Maximum
an. Wird der Einschlafzeitpunkt noch weiter hinausgezögert, dann fällt die nachfolgende
Schlafdauer trotz der inzwischen auf 40 h angewachsenen Wachzeit wieder auf ihr normales
Ausgangsniveau ab (AkERSTEDT und GiLLBERG 1981).

Die kopplung der endogenen Oszillatoren führt weiterhin dazu, dass dispositionelle Un-
terschiede in diesem Bereich sich auch in einem unterschiedlichen Schlaf-Wach-Verhalten
niederschlagen: So zeigen sich bei den volkstümlich als „Lerchen“ und „Eulen“ bezeichneten
Morgen- und Abendtypen entsprechende Unterschiede im circadianen Temperaturverlauf
(HORNE und ÖSTBERG 1977, kERCkHOFF 1985). Die körpertemperatur der Abendtypen weist
dabei eine größere Amplitude und ein um ca. 2 h gegenüber Morgentypen verschobenes 
Maximum auf. Entsprechend gehen sie später zu Bett und fühlen sich in der ersten Tages-
hälfte weniger vital („Morgenmuffel“) als Morgentypen, bei denen umgekehrt der steilere
Abfall der Temperaturkurve am Abend eine entsprechend frühere zubettgehzeit bedingt.
Entsprechend ihrer unterschiedlichen circadianen Rhythmik haben Abendtypen ein erhöhtes
Risiko für Einschlafstörungen, Morgentypen hingegen für Durchschlafstörungen und Früh-
erwachen.

Die zeitliche Abweichung der endogenen Rhythmik vom 24-h-Tag macht eine tagtägliche
Anpassung und Synchronisation des Organismus mit der Außenwelt erforderlich. Licht erweist
sich dabei – entsprechend der Physiologie des SCN – als wichtigster zeitgeber, um die endo-
gene circadiane Rhythmik mit dem 24-h-Hell-Dunkel-Rhythmus unserer Umwelt zu synchro-
nisieren. Die Wirksamkeit von Licht als zeitgeber hängt dabei von mehreren Variablen ab.

Abhängig vom zeitpunkt der Lichtexposition bzw. der jeweiligen circadianen Phasenlage
kann Licht durch Suppression der Melatoninsekretion eine Phasenvorverlagerung, Phasen-
verzögerung oder keinen Einfluss haben (kHALSA et al. 2003). Licht in den Abendstunden
bzw. vor dem circadianen Minimum kann eine Phasenverzögerung von bis zu mehreren Stun-
den bewirken. Umgekehrt kommt es bei einer Lichtexposition in der zweiten Nachthälfte bzw.
nach dem circadianen Minimum zu einer Phasenvorverlagerung (siehe Abb. 1). Die Größe
dieser Effekte ist abhängig von der Lichtintensität. Während erste Studien in den 1980er Jahren
davon ausgingen, dass nur sogenanntes „bright light“, d. h. weißes Licht mit einer dem Ta-
geslicht vergleichbaren intensität von 2500–10000 Lux, eine Melatoninsuppression bewirken
könne (LEWY et al. 1985), zeigen neuere Arbeiten, dass auch wesentlich geringere Lichtstärken
von 100–200 Lux Phasenverschiebungen zur Folge haben können (BOiViN und CzEiSLER 1998,
zEiTzER et al. 2000). Praktisch bedeutet dies, dass die Exposition mit normaler Raumbeleuch-
tungsstärke, z. B. in der zweiten Nachthälfte, eine Phasenvorverlagerung bewirken kann, was
unter therapeutischen und schlafhygienischen Gesichtspunkten von Bedeutung ist. Neben der
Lichtintensität spielen ferner die Dauer der Lichtexposition und die Wellenlänge des Lichts
für mögliche chronobiologische Effekte eine Rolle. inzwischen ist nachgewiesen, dass das
Auge spezielle retinale Ganglienzellen besitzt, die unabhängig von den klassischen visuellen
Photorezeptoren eine nichtvisuelle Funktion als circadiane Photorezeptoren haben (BERSON

2003). Sie verfügen über ein eigenes Photopigment, das Melanopsin. Dieses hat sein Absorp-
tionsmaximum im Bereich von 459–486 nm, was in etwa dem blauen Licht des Morgenhim-
mels entspricht. Lichtquellen, die diesen Wellenlängenbereich verstärkt abstrahlen, sind daher
besonders geeignet, den SCN maximal zu stimulieren und Melatonin zu supprimieren (WRiGTH

und LACk 2001).
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Abb. 1  Phasen-Response-kurve für Licht mit einer intensität von 10000 Lux (aus kHALSA et al. 2003)

Dies ist unter praktischen Gesichtspunkten insofern bedeutsam, als moderne Energiesparlampen,
aber auch Laptop-Bildschirme einen Peak in genau diesem Wellenlängenbereich des blauen
Lichts aufweisen. Erste Studien zeigen, dass die Benutzung entsprechender Bildschirme in den
Abendstunden zu einer signifikanten Unterdrückung und Verzögerung der Melatoninausschüttung
führen kann (CAJOCHEN et al. 2010). Bereits eine 30-minütige Blaulichtexposition am Abend
kann zu einer Verkürzung der ersten Tiefschlafphase in der Nacht beitragen (STOLL et al. 2010).

2.   Circadiane Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen

Störungen der verschiedenen komponenten des biologischen Rhythmus können zu einer he-
terogenen Gruppe von Schlaf-Wach-Störungen führen, denen die Unfähigkeit gemeinsam ist,
zur gewünschten zeit schlafen zu können. in der internationalen klassifikation der krankhei-
ten (iCD-10) finden sich circadiane Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen relativ undifferenziert
unter dem Diagnoseschlüssel F51.2 (eher psychisch bedingt) und G47.2 (eher organisch be-
dingt) wieder. in der über 80 verschiedene Diagnosen umfassenden internationalen klassifi-
kation der Schlafstörungen (iCSD: American Academy of Sleep Medicine 2005) stellen die
circadianen Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen hingegen eine von fünf weiteren Oberklassifi-
kationen dar (insomnien, schlafbezogene Atmungsstörungen, Hypersomnien, schlafbezogene
Bewegungsstörungen und Parasomnien) und sind wie folgt weiter differenziert:

–    verzögertes Schlafphasensyndrom,
–    vorverlagertes Schlafphasensyndrom,
–    irregulärer Schlaf-Wach-Rhythmus,
–    freilaufender Schlaf-Wach-Rhythmus,
–    Jetlag,
–    Schichtarbeit.
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Darüber hinaus gibt es eine diagnostische kategorie für circadiane Rhythmusstörungen auf-
grund körperlicher Erkrankungen (hierzu zählen vor allem neurodegenerative Erkrankungen
wie Alzheimer-Demenz und Parkinson, Blindheit und hepatische Enzephalopathien) und sub-
stanzinduzierte circadiane Rhythmusstörungen.

Die Häufigkeit circadianer Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen ist unzureichend dokumen-
tiert. Schlafstörungen als Folge von Schichtarbeit dürften angesichts der weiten Verbreitung
von Schichtarbeit (ca. 10 % der Erwerbstätigen; kNAUTH und HORNBERGER 1995) am häufigs-
ten sein. 32 % der Nachtschichtarbeiter und 26 % der Wechselschichtarbeiter erfüllen die kri-
terien einer Schlaf-Wach-Störung als Folge von Schichtarbeit (DRAkE et al. 2004). Dennoch
ist der Anteil an Patienten mit der Diagnose einer circadianen Schlaf-Wach-Rhythmusstörung
im Vergleich zu anderen schlafmedizinischen Diagnosen eher verschwindend gering (ca. 2 %;
DAGAN und EiSENSTEiN 1999). zu den häufigsten Differentialdiagnosen dieser Gruppe zählt
das verzögerte Schlafphasensyndrom.

2.1  Verzögertes Schlafphasensyndrom

Das verzögerte Schlafphasensyndrom (Delayed Sleep Phase Syndrom – DSPS) ist eine Stö-
rung, bei der die Hauptbeschwerde in Einschlafstörungen besteht, wenn die Patienten versu-
chen, zu „normalen“ zeiten ins Bett zu gehen. Die Hauptschlafphase selber ist in der Regel
ungestört. Dem DSPS liegt eine Phasenverzögerung der circadianen Schlaf-Wach-Rhythmik
zugrunde: körpertemperatur und Melatoninausschüttung weisen ebenso wie die spontane Ein-
schlafbereitschaft und Aufwachzeit einen verzögerten Verlauf im Vergleich zu gesunden kon-
trollen auf. Neben genetischen Faktoren (Polymorphismen im circadianen Clock-Gen hPer3)
spielen Umwelteinflüsse (Lichtexposition, Schichtarbeit, Fernreisen) und Alter (höhere Prä-
valenz in der Adoleszenz und bei jungen Erwachsenen) bei der Entstehung und Aufrecht -
erhaltung eine Rolle. DSPS ist damit letztendlich eine extreme Variante der normalen
Abendtypus-Disposition. Als Faustregel spricht man von einem DSPS, wenn die habituelle
frei gewählte zubettgehzeit um mehr als zwei Stunden von der sozialen Norm abweicht.

Soziale und gesellschaftliche Verpflichtungen (Schule, Beruf), die ein normal frühes Auf-
stehen erforderlich machen, führen beim DSPS werktags zu einer verkürzten Schlafdauer und
kumulierender Schläfrigkeit, welche die Patienten an freien Tagen durch exzessives Ausschlafen
kompensieren. Der Versuch, durch früheres zubettgehen an Werktagen für eine ausreichende
Schlafdauer zu sorgen, führt nicht nur zu Einschlafstörungen, sondern sekundär häufig auch zu
einer zunehmenden Fehlkonditionierung im Sinne einer psychophysiologischen insomnie.

Therapeutisch hat sich der Einsatz von zeitgebern (Melatonin, Lichtexposition) in kom-
bination mit verhaltensmedizinischen Maßnahmen als effektiv erwiesen. Chronotherapeutisch
ist je nach Ausprägung der Störung und den sozialen Gegebenheiten des Patienten abzuwägen,
ob in der initialen Therapiephase eine rasche Vorverlagerung (z. B. alle drei Tage zwei Stunden
später zu Bett gehen bis zu Erreichung der angezielten konventionellen zubettgehzeit) oder
eine langsamere, gegen die innere Uhr gerichtete, Rückwärtsverlagerung zu bevorzugen ist
(LACk und WRiGHT 2007a, b).

2.2  Vorverlagertes Schlafphasensyndrom

Das vorverlagerte Schlafphasensyndrom ist der Gegenpol zum verzögerten Schlafphasensyn-
drom. Es handelt sich also um eine Extremvariante der normalen Morgentypus-Disposition,

Diagnostik und Therapie chronobiologischer Störungen im schlafmedizinischen Alltag

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 175–188 (2011) 179



bei welcher der Einschlafzeitpunkt auf eine zeit zwischen 18:00 und 21:00 Uhr vorverlagert
ist und es entsprechend zu einem Früherwachen zwischen 2:00 Uhr und 5:00 Uhr kommt.
ähnlich wie bei einem DSPS werden genetische Faktoren (Mutationen des circadianen Clock-
Gens hPer2) als mögliche Ursache gerade bei jüngeren Patienten diskutiert (TOH et al. 2001).
Da sich mit zunehmendem Alter die Phasendisposition auf der zeitachse nach links verschiebt,
findet sich das vorverlagerte Schlafphasensyndrom gehäuft vor allem bei älteren Patienten,
die zuvor eine noch normale Morgentypusdisposition aufwiesen. im hohen Alter tragen insti-
tutionelle Bedingungen (vorzeitiges zu Bett bringen von Bewohnern in Pflege- und Altershei-
men) zur Entstehung und Aufrechterhaltung bei.

2.3  Irregulärer Schlaf-Wach-Rhythmus

im Gegensatz zum verzögerten und vorverlagerten Schlafphasensyndrom findet sich beim ir-
regulären Schlaf-Wach-Rhythmus keine erkennbare Rhythmizität. Schlafen und Wachen wech-
seln variabel im Laufe des 24-h-Tages, und die Betroffenen haben gleichzeitig – je nach
Tageszeit – Symptome einer insomnie und/oder Hypersomnie. Als Ursache werden anatomisch
bedingte oder funktionelle Störungen des circadianen Schrittmachers vermutet, wie man sie
gehäuft bei Demenzerkrankten und kindern mit mentaler Retardierung vorfindet. Schlechte
Schlafhygiene und das Fehlen externer zeitgeber wie Licht, körperliche Aktivitäten und sozial
vorgegebene Termine z. B. bei institutionalisierten Patienten können mit zur Auslösung und
Aufrechterhaltung beitragen.

2.4  Freilaufender Schlaf-Wach-Rhythmus

Ein freilaufender Schlaf-Wach-Rhythmus ist dadurch charakterisiert, dass Schlafen und Wa-
chen allein durch die Periodendauer des endogenen Schrittmachers bestimmt sind und nicht
durch zeitgeber auf einen 24-h-Rhythmus resynchronisiert werden. Da die endogene Perio -
dendauer größer ist als 24 h, kommt es entsprechend zu einer kontinuierlichen Verzögerung
der Hauptschlafphase. Dieses Phänomen findet sich experimentell unter isolationsbedingungen
wie z. B. in den Bunkerexperimenten am Max-Planck-institut (ASCHOFF 1967). Als tatsächli-
che Schlafstörung findet es sich bevorzugt bei vollständig blinden Menschen (NAkAGAWA et
al. 1992).

2.5  Jetlag

Beim Jet lag kommt es vorübergehend zu einer Diskrepanz zwischen endogenem Rhythmus
und externem 24-h-Tag-Nacht-Rhythmus als Folge eines abrupten zeitzonenwechsels. Typi-
sche Symptome sind gestörter Schlaf, Tagesschläfrigkeit, allgemeine Befindlichkeitsstörungen
und Magen-Darm-Beschwerden. Die Schwere der Jetlag-Symptomatik nimmt mit der Anzahl
der überflogenen zeitzonen zu. Als Faustregel gilt, dass zur Resynchronisation mit der neuen
Umwelt ein Tag pro zeitzone benötigt wird. Bei mehr als 6 h Diskrepanz kann es jedoch auch
zu einer erheblich längeren Resynchronisationsphase kommen. ältere Menschen sind in der
Regel stärker und länger vom Jetlag betroffen. Eine Übersicht zum Thema Jetlag findet sich
bei HAiMOV und ARENDT (1999).
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2.6  Schichtarbeit

Bei Schlaf-Wach-Störungen als Folge von Schichtarbeit kommt es typischerweise nach Nacht-
schichten oder vor Frühschichten zu ausgeprägteren Schlafstörungen. Typisch sind z. B. Ein-
schlafstörungen vor Frühschichten, wenn der Betroffene versucht, durch ein vorzeitiges
zubettgehen auf eine ausreichende Schlafdauer zu kommen, oder umgekehrt Durchschlafstö-
rungen bzw. ein vorzeitiges Erwachen nach Nachtschichten, wenn die Hauptschlafphase bei
aufsteigender körpertemperatur erfolgt und dadurch in aller Regel verkürzt ist. Ein weiteres
Symptom der Schichtarbeit stellt die erhöhte Einschlafneigung und Fehlerrate während der
Nachtschichten dar (AkERSTEDT 2003). Besonders anfällig für solche Schichtarbeitsyndrome
sind Morgenmenschen, die aufgrund ihrer endogenen Rhythmik die größten Schwierigkeiten
haben, nachts einerseits wach zu bleiben und andererseits nach Nachtschichten morgens einzu-
schlafen. Abendmenschen haben umgekehrt geringere Schwierigkeiten, die Nachtschicht zu be-
wältigen. ihr Hauptproblem besteht darin, vor Frühschichten auf eine ausreichende Schlafdauer
zu kommen, da ihr biologischer Rhythmus auf ein vorzeitiges zubettgehen mit Einschlafstö-
rungen reagiert. Generell ist Wechselschichtarbeit (mit Nachtschichten) mit einem erhöhten ge-
sundheitlichen Risiko für Magen-Darm-, Stoffwechsel- und Herzkreislauferkrankungen
assoziiert (kNUTSSON 2003). Bei Nachtschichtarbeiterinnen findet sich außerdem ein erhöhtes
Risiko für Brustkrebserkrankungen (HANSEN 2001), das möglicherweise auf die lichtinduzierte
nächtliche Melatoninsuppression zurückzuführen ist. Therapeutisch besteht bei Schlafstörungen
im Rahmen von Schichtarbeit immer das Dilemma, dass die beste Therapie – nämlich die Be-
endigung der Schichtarbeit – in der Regel aufgrund der ökonomisch-gesellschaftlichen Rah-
menbedingungen nicht möglich ist. Diagnostisch ist meistens eine sehr sorgfältige Anamnese
der Symptome und der Alltagsgestaltung für jede Schicht erforderlich, um Ansatzpunkte für
günstige Copingstrategien zu finden, die dem jeweiligen individuum eine erträgliche Anpassung
an ein eigentlich chronobiologisch per se ungünstiges Verhaltensmuster erlauben.

3.   Diagnostik und Therapie von Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen

3.1  Diagnostik

klinisch präsentieren sich Patienten mit circadianen Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen vor-
rangig mit einer klage über Ein- oder Durchschlafstörungen und/oder Tagesschläfrigkeit. Dia -
gnostisch besteht daher immer die Gefahr, dass die Störung irrtümlich als eigenständige
insomnie oder Hypersomnie fehldiagnostiziert wird (z. B. kommt es häufig vor, dass das Früh-
erwachen von Patienten mit einem vorverlagerten Schlafphasensyndrom wegen der ähnlich-
keit der Symptomatik als insomnie im Rahmen einer Depression – gekennzeichnet ebenfalls
durch ein Früherwachen – eingestuft wird). Erst eine genauere schlafmedizinische Anamnese,
die detailliert Schlaf- und Alltagsgewohnheiten, Störungsgeschichte und andere schlafmedi-
zinisch relevante Symptome abfragt, kann einer solchen Fehldiagnostik vorbeugen.

im klinischen Alltag ist die der Anamnese nachgeordnete valide Messung circadianer Pha-
senmarker (körpertemperatur, Melatonintagesprofil, zeitpunkt des Beginns der Melatonin -
sekretion am Abend) in der Regel nicht praktikabel, da diese Messungen aufgrund von
Maskierungseffekten durch Licht, Mahlzeiten, Temperatur und Bewegung eine aufwendige
sogenannte „constant routine“ voraussetzen.
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Alternativ wird in den diagnostischen kriterien der iCSD bei circadianen Schlaf-Wach-Rhyth-
musstörungen die Verwendung von Schlaf-Wach-Protokollen oder einer Aktigraphie über min-
destens sieben Tage empfohlen. zusätzlich können Fragebögen zur Erfassung der Morgen-
versus Abendtypus-Ausprägung zur Anwendung kommen. Eine kardiorespiratorische Poly-
somnographie ist in der Regel bei circadianen Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen nicht zwin-
gend erforderlich, sondern dient je nach individueller Symptomatik dem Ausschluss anderer
schlafmedizinisch relevanter Ursachen.

Schlafprotokolle bzw. sogenannte Schlaftagebücher stellen sowohl in der experimentellen
als auch klinischen Schlafforschung das am häufigsten verwendete Messinstrument dar. Sie
sind einfach und zeitsparend zu handhaben (ca. 2–3 min Bearbeitungszeit abends vor dem zu-
bettgehen und morgens nach dem Aufstehen) und gelten als valides und reliables instrument
(HOFFMANN et al. 1997). zwar besteht, absolut betrachtet, eine Diskrepanz zwischen subjek-
tiven und objektiven (polysomnographischen) Messmethoden von Schlafparametern (so wer-
den insbesondere die tatsächliche Aufwachhäufigkeit unter- und die Wachdauer in der Nacht
subjektiv erheblich überschätzt), aber diese Diskrepanzen nehmen nur bei insomniepatienten
größere Ausmaße an, und beide Methoden korrelieren insgesamt zufriedenstellend miteinander
(CARSkADON et al. 1976, COATES et al. 1982).

Aktigraphen sind Messgeräte von der Größe einer Armbanduhr, die zur Aufzeichnung von
Beschleunigung bzw. Bewegung über mehrere Tage oder Wochen am Hand- oder Fußgelenk
getragen werden. Aus dem resultierenden Ruhe-Aktivitätsmuster (siehe Abb. 2) lässt sich nicht
nur die Schlafdauer zuverlässig ableiten, sondern die Ergebnisse korrelieren auch signifikant
mit Messungen des Melatonin- und des körpertemperaturrhythmus (ANCOLi-iSRAEL et al.
2003, LiTTNER et al. 2003).

Abb. 2  Aktivitätsmuster eines Abendtypus mit progredienter Phasenverzögerung der zubettgeh- und Aufstehzeiten (rot
markiert), nachdem der Patient am Wochenende erkennbar später zu Bett gegangen war als an den Werktagen zuvor.

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 175–188 (2011)

Tilmann Müller

182



Der von HORNE und ÖSTBERG (1976) entwickelte Morgen- versus Abendtypus-Fragebogen
(„Morningness-Eveningness Questionnaire“, MEQ) dient der Bestimmung der individuellen
circadianen Phasenlage und setzt sich aus 19 items zusammen, in denen nach zeitpunkten
bzw. zeiträumen gefragt wird, zu denen bestimmte Verhaltensweisen auftreten oder individuell
bevorzugt werden. Eine deutsche Übersetzung liegt von GRiEFAHN et al. (2001) vor. Der Ge-
samtscore korreliert gut mit den entsprechenden Unterschieden im circadianen Verlaufsmuster
von körpertemperatur, Adaptationsfähigkeit bezüglich Nachtschichtarbeit, Alter (zunehmende
Morgentypusausprägung) und Symptomatik der Schlafstörung (Ein- versus Durchschlafstö-
rungen).

3.2  Therapie von Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen

Die therapeutischen interventionen zur Behandlung circadianer Schlaf-Wach-Rhythmus-Stö-
rungen lassen sich in drei kategorien einteilen: (a) Vorgabe festgelegter zubettgeh- und Auf-
stehzeiten sowie der zeiten für kurzschlafphasen am Tage (sleep scheduling/chronotherapy),
(b) Phasenverschiebung des circadianen Schlaf-Wach-Rhythmus mit Hilfe von zeitgebern
(Licht und Melatonin) und (c) medikamentöse interventionen mit schlafanstoßenden und/oder
vigilanzsteigernden Wirkstoffen.

3.2.1 Vorgabe festgelegter zubettgeh- und Aufstehzeiten

Speziell als „Chronotherapie“ bezeichnet wird ein von CzEiSLER et al. (1981) vorgestelltes
Verfahren zur Behandlung des verzögerten Schlafphasensyndroms, bei dem der Patient seinen
zubettgehzeitpunkt pro Tag um jeweils drei Stunden so lange verzögert, bis er bei der ge-
wünschten zubettgehzeit angelangt ist. inzwischen gibt es allerdings Fallberichte (OREN und
WEHR 1992), bei denen es als Folge einer solchen Chronotherapie zur Entwicklung eines
freilaufenden Schlaf-Wach-Rhythmus kam. in der Praxis wird die klassische Chronotherapie
von den meisten Patienten ohnehin abgelehnt, da sie mit ihren Alltagsverpflichtungen kolli-
diert. Stattdessen wird häufiger der Weg einer langsamen Vorverlagerung (phase advance)
der zubettgeh- und Aufstehzeit bevorzugt. Da dabei entgegen der längeren Periodendauer
der „inneren Uhr“ gearbeitet wird, ist eine solche Vorverlagerung in der Regel nur in kleinen
Schritten von z. B. 10–15 min/Tag in kombination mit anderen Maßnahmen (z. B. vorüber-
gehende Gabe von Hypnotika oder Melatonin; zusätzliche Schlafkompression siehe unten)
möglich.

im zweiten Schritt muss nach Erreichung des angestrebten neuen zubettgehzeitpunktes
dieser durch strikte Einhaltung insbesondere fester Aufstehzeiten eingehalten werden. Gerade
für Abendmenschen stellt der Verzicht auf das längere Ausschlafen an freien Tagen motiva-
tional eine besondere Herausforderung dar, die dazu führt, dass die initialen Therapieerfolge
im Langzeitverlauf häufig wieder verloren gehen (iTO et al. 1993, vgl. auch Abb. 3). Umge-
kehrt muss der Morgentypus dazu angehalten werden, ein vorzeitiges „Einnicken“ am Abend
zu vermeiden, da dieses nicht nur zu einer Reduktion des Schlafdrucks, sondern auch zu einer
weiteren Phasenvorlagerung führt.
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Abb. 3  zubettgeh- und Aufstehzeit bei einem Patienten mit verzögertem Schlafphasensyndrom vor der Therapie
(links), während der Therapie (Mitte) und drei Monate nach Therapieende (rechts)

Die durch eine Chronotherapie angestrebte Phasenverschiebung kann durch eine zusätzliche
Schlafkompression/Schlafrestriktion unterstützt werden. Hierbei handelt es sich um ein in der
Verhaltenstherapie von chronischen insomnien bewährtes Verfahren (MÜLLER und PATEROk

2010), bei dem durch eine Verkürzung der Gesamtbettliegezeit systematisch der Schlafdruck
erhöht wird, so dass die Wahrscheinlichkeit für Ein- und Durchschlafstörungen sukzessive
abnimmt.

3.2.2 Phasenverschiebung des circadianen Schlaf-Wach-Rhythmus mit Hilfe von zeitgebern

Eine gezielte Lichtexposition mit „bright light“ (5000–10000 Lux) über 30–60 min am Morgen
oder am Abend kann je nach Symptomatik zu einer Phasenvorverlagerung (Lichttherapie am
Morgen, indiziert beim verzögerten Schlafphasensyndrom) oder zu einer Phasenverzögerung
(Lichttherapie am Abend, indiziert beim vorverlagerten Schlafphasensyndrom) führen (MOR-
GENTHALER et al. 2007). Neben dem Einsatz spezieller Lichttherapiegeräte bietet sich je nach
geographischer Breite und Jahreszeit die Verwendung von Tageslicht (z. B. 30 min Spazier-
gang am Morgen) als natürlicher zeitgeber an. Umgekehrt sind beim Abendtypus eine abend-
liche Lichtexposition und beim Morgentypus eine Lichtexposition in der zweiten Nachthälfte
zu vermeiden.

Als Gegenspieler zum natürlichen zeitgeber Licht kann Melatonin als hormoneller zeit-
geber in einer Dosis von 0,3–5 mg eingesetzt werden. Für die Behandlung des verzögerten
Schlafphasensyndroms mit Melatonin gibt es mehrere (teilweise auch kontrollierte Studien),
die eine Wirksamkeit im Sinne einer Phasenvorverlagerung nachweisen (Übersicht bei MOR-
GENTHALER et al. 2007). Für den Nachweis der Wirksamkeit einer Melatoningabe zum zeit-
punkt des morgendlichen Erwachens bei Patienten mit vorverlagerten Schlafphasensyndrom
fehlt es bislang an ausreichender empirischer Evidenz. im Falle von Schichtarbeit kann eine
morgendliche Melatoningabe nach Nachtschichten die nachfolgende Schlafqualität und Schlaf-
dauer des Tagschlafs verbessern.
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3.2.3  Medikamentöse interventionen mit schlafanstoßenden und/oder vigilanzsteigernden
Wirkstoffen

Der Einsatz von Hypnotika bei circadianen Schlaf-Wach-Rhythmusstörungen ist wie auch bei
anderen Schlafstörungen durch die Gefahr einer Toleranz- und Abhängigkeitsentwicklung ein-
geschränkt. Vertretbar ist die Hypnotikaeinnahme, wenn der Einnahmezeitraum von vornher -
ein auf eine kurze zeitdauer begrenzt ist (z. B. zur Behandlung eines Jetlag-Syndroms) oder
die Einnahme diskontinuierlich erfolgt und auf wenige Nächte pro Monat – z. B. nur als symp-
tomatische Einschlafhilfe nach Nachtschichten – beschränkt bleibt (HAJAk 2002). Eine erhöhte
Schläfrigkeit bzw. tatsächliche Einschlafneigung wird im klinischen Alltag von vielen Dia -
gnostikern und Therapeuten nach wie vor bagatellisiert, obwohl sie z. B. eine der häufigsten
Ursachen tödlicher Verkehrsunfälle ist. Eine Behandlungsrelevanz ergibt sich insbesondere
bei der erhöhten Schläfrigkeit von Nachtschichtarbeitern während der Nachtschichten (z. B.
Polizeibeamte im Wechseldienst, die nachts Streife fahren müssen). Als klassisches Stimulans
wird von vielen Betroffenen koffein eingesetzt, das sich auch in Studien als effektiv die Vi-
gilanz steigernder Wirkstoff erwiesen hat (kER et al. 2010). 2005 wurde in Deutschland au-
ßerdem Modafinil (Vigil®) zur Behandlung des chronischen Schichtarbeiter-Syndroms mit
exzessiver Schläfrigkeit zugelassen. Modafinil kann ähnlich wie koffein Schläfrigkeit redu-
zieren (CzEiSLER et al. 2005). Es ersetzt jedoch nicht eine angemessene Schlafdauer, sondern
kann im Gegenteil bei zu später Einnahme individuell den nachfolgenden Schlaf beeinträch-
tigen. inzwischen wurde dem Medikament außerdem die zulassung für die indikation „chro-
nisches Schichtarbeitersyndrom mit exzessiver Schläfrigkeit“ wieder entzogen.

4.   Chronobiologische Aspekte in der Behandlung chronischer Insomnien

im Gegensatz zu den relativ selten diagnostizierten circadianen Schlaf-Wach-Rhythmusstö-
rungen gehört die chronische nichtorganische insomnie (iCD-10: F51.0) zu den häufigsten
Diagnosen in der Schlafmedizin. Epidemiologische Studien zeigen, dass in Europa 4–22 %
der erwachsenen Bevölkerung unter klinisch bedeutsamen Ein- oder Durchschlafstörungen
mit konsekutiver Tagesbeeinträchtigung leiden (HAJAk et al. 2001). Die Störung gilt als aus-
gesprochen hartnäckig: Nur ca. 30 % der Patienten werden wieder symptomfrei.

interessanterweise wird weder in der diagnostischen Einordnung noch in der Therapie dif-
ferenziert, ob es sich vorrangig um Einschlaf- oder um Durchschlafstörungen mit Früherwachen
oder beides kombiniert handelt (LACk und WRiGHT 2007b). Unabhängig vom klinischen Er-
scheinungsbild wird in aller Regel nach iCSD die Diagnose einer psychophysiologischen in-
somnie gestellt. Therapeutisch zählt die Empfehlung der sogenannten Stimulus-kontroll-Technik
(BOOTziN und NiCASSiO 1978) zu den Behandlungsstandards. Die Daten unserer eigenen Schlaf-
ambulanz zeigen aber, dass bei mehr als 40 % dieser Patienten Ein- oder Durchschlafstörungen
das klinische Bild dominieren und die Patienten eine entsprechende, damit korrelierende, Dis-
position in Richtung Abend- oder Morgentypus aufweisen. Gängige Therapieprogramme wie
die Stimulus-kontrolle berücksichtigen nicht diese chronobiologische Dimension der Störung
und tragen dadurch möglicherweise zu der geringen Therapieeffektivität bei. So dürfte die gän-
gige Empfehlung im Rahmen der sogenannten Stimulus-kontrolle, das Bett erst bei ausgeprägter
Schläfrigkeit aufzusuchen, bei Abendtypen eine weitere Phasenverzögerung durch noch späteres
zubettgehen und durch eine zusätzliche verlängerte Lichtexposition in den Abendstunden be-
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wirken. Umgekehrt dürfte die weitere Empfehlung der Stimulus-kontrolle, bei auftretender
Schlaflosigkeit das Bett wieder zu verlassen, bei Morgenmenschen zu einer ungünstigen Licht-
exposition in der zweiten Nachthälfte und damit zu einer weiteren Phasenvorverlagerung führen.
Bislang gibt es jedoch keine einzige kontrollierte Therapiestudie, die solche chronobiologischen
Nebenwirkungen der gängigen Therapieprogramme hinreichend überprüft hätte.

Die ignoranz gegenüber chronobiologischen Aspekten in der Behandlung der insomnie
zeigt sich auch in neueren medikamentösen Behandlungsansätzen. Melatonin, ein genuines
Chronotherapeutikum, wird seit 2008 unter dem Handelsnamen Circadin® als Hypnotikum
vermarktet (WADE et al. 2007). Es handelt sich um ein retardiertes Präparat mit einer Halb-
wertzeit von 4 h. Von einem Abendtypus zu später Stunde eingenommen (die offizielle Emp-
fehlung lautet, es 90 min vor dem zubettgehen einzunehmen) dürfte zu erhöhten
Melatoninspiegeln in der zweiten Nachthälfte führen. Dies kann entsprechend der Phasen-Re-
sponse-kurve für Melatonin jedoch eine weitere Phasenverzögerung bewirken. Umgekehrt
könnte der 2009 als Antidepressivum mit schlafregulierender Wirkung (QUERA-SALVA et al.
2010) zugelassene, unspezifische Melatoninagonist Agomelatin (Valdoxan®; Halbwertzeit:
1–2 h) bei Morgenmenschen zu einer erhöhten melatonergen Exposition in der ersten Nacht-
hälfte führen. Dies hätte entsprechend eine weitere Phasenvorverlagerung zur Folge, die bei
einem Morgentypus das Früherwachen verstärken könnte. Auch hier wurde in den zulassungs-
studien versäumt, mögliche Therapienebeneffekte unter chronobiologischen Gesichtspunkten
näher zu differenzieren. Ebenso mangelt es mit wenigen Ausnahmen an Studien, die überprüft
haben, ob eine gezielte Lichttherapie zur Behandlung von Ein- oder Durchschlafstörungen 
effektiv ist (LACk und WRiGHT 1993, PALMER et al. 2003, LACk et al. 2005).

5.   Fazit

Entgegen der weitreichenden chronobiologischen Grundlagenkenntnisse findet die Anwendung
dieser Erkenntnisse in der medikamentösen und nichtmedikamentösen Behandlung insbeson-
dere von chronischen insomnien eine unzureichende Beachtung. Für die zukunft sind einerseits
Therapiestudien notwendig, in denen die Anwendung chronobiologischer Maßnahmen (mela-
tonerge Wirkstoffe, Lichttherapie) in ihrer Wirksamkeit bei chronischer insomnie genauer eva-
luiert wird. Andererseits sollten bisher etablierte Therapiemaßnahmen in ihrer Effektivität
abhängig von der Morgen-/Abendtypusdisposition erneut auf den Prüfstand kommen.
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1.   Einleitung

in jüngerer zeit wurde die Bedeutung von Melatonin für die Diabetogenese intensiv diskutiert.
Mehrere Studien belegten zusammenhänge zwischen bestimmten genetischen Varianten des
humanen MT2-Rezeptors (hMT2) und erhöhter Nüchternblutglukose sowie einem erhöhten
Risiko, an Typ-2-Diabetes zu erkranken. Durch funktionelle Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass einige dieser Rezeptor-Varianten nur noch eingeschränkt funktionsfähig sind.
Bislang blieb ungeklärt, wie über den hMT2-Rezeptor die insulinsekretion reguliert wird und
ob ein Funktionsverlust die Diabetesentstehung beeinflusst. im vorliegenden Versuch sollte
durch Expression des humanen MT2-Rezeptors in der Glukose-responsiven, insulin-produ-
zierenden Ratten-insulinoma-zelllinie iNS1 gezeigt werden, ob über den hMT2-Rezeptor die
insulinfreisetzung beeinflusst wird und über welche Signaltransduktionskaskade ein insulin-
sekretionsmodulierender Effekt vermittelt wird.

2.   Material und Methoden

zur funktionellen Expression des hMT2 wurde das Plasmidkonstrukt pTRexDest30 (invitrogen
GmbH, Darmstadt, Deutschland) durch cDNA des hMT2-Rezeptors mittels Transfektionsrea-
genz Fugene® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) in die iNS1-zellen trans-
fiziert. Die Selektion der klone, die stabil den hMT2-Rezeptor exprimieren, erfolgte mit dem
Antibiotikum G418. Das hMT2-mRNA-Expressionsniveau der selektierten hMT2-iNS1-klone
wurde mittels Real-time-RT-PCR bestimmt. Außerdem wurde die Expression immunzytoche-
misch überprüft. Dazu wurden ein MT2-Rezeptor-Antikörper (Gene Tex inc., San Antonio, TX,
USA) und der entsprechende Cy3-konjugierte Sekundärantikörper genutzt. Darüber hinaus wur-
den inkubationsexperimente durchgeführt und die insulinsekretion mittels Radioimmunoassay
(Coat-A-Count, DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland) und das intrazelluläre
cAMP mittels Enzymimmunoassay (Biotrak, GE Healthcare, Little Chalfont, Uk) bestimmt.

3.   Ergebnisse

Durch die vorliegenden molekularbiologischen Untersuchungen konnte nachgewiesen wer-
den, dass die transfizierten zellen (hMT2-iNS1) den humanen MT2-Rezeptor exprimieren
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(Abb. 1A). Ebenso deutete eine verstärkte immunreaktivität auf eine größere Anzahl an 
MT2-Rezeptoren bei den hMT2-iNS1-klonen hin (Abb. 1B). in diesen zellen konnte im Fol-
genden eine deutlich höhere MT2-mRNA-Expression im Vergleich zu iNS1-zellen nachge-
wiesen werden (Abb. 1C). Die Expression des MT1-Rezeptors blieb davon unbeeinflusst
(Abb. 1D).

Abb. 1  kontrolle der Expression des humanen MT2-Rezeptors: (A) Nach RT-PCR und anschließender Gelelektro-
phorese konnte das Amplicon des humanen MT2-Rezeptors nur in den mit dem humanen MT2-Rezeptor transfizierten
iNS1-insulinomazellen der Ratte (hMT2-iNS1; 1–3) nachgewiesen werden und nicht in den iNS1-Ausgangszellen
(4) und der Wasserkontrolle (5). (B) immunzytochemische Darstellung des MT2-Rezeptors an iNS1 und hMT2-iNS1:
Verglichen mit den iNS1-kontrollen (links) zeigte sich bei den hMT2-iNS1-zellen (rechts) eine verstärkte immun-
reaktivität. (C) Vergleich der Expression des MT2-Rezeptors in iNS1-zellen und hMT2-iNS1-zellen: Die transfi-
zierten zellen wiesen eine signifikant erhöhte MT2-Rezeptor-Expression im Vergleich zu den Ausgangszellen auf.
(D) Vergleich der Expression des MT1-Rezeptors von iNS1-zellen und den hMT2-iNS1-zellen: Die Expression des
MT1-Rezeptors änderte sich durch die Expression des hMT2-Rezeptors nicht. Die Balken repräsentieren Mittelwerte
± SEM (n = 5 – 8). *** P < 0,001, Mann-Whitney-U-Test. LS, Molekulargewichtsstandard. Verändert nach MÜHL-
BAUER et al. 2011 (Fig. 1 und 2). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.

Die anschließend durchgeführten inkubationsexperimente zeigten, dass Melatonin die durch
den unspezifischen Phosphodiesterasehemmer iBMX-stimulierte insulinsekretion der hMT2-
iNS1-zellen stärker senkt als die der iNS1-zellen (Abb. 2A). Nach vorheriger Pertussistoxin-
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A A 

B 

Abb. 2  Wirkung von Melatonin (MT) auf die iBMX-stimulierte insulinsekretion: (A) Melatoninbehandlung (6 h)
führte in den mit dem humanen MT2-Rezeptor transfizierten zellen (hMT2-iNS1) zu einer stärkeren Senkung der
iBMX-stimulierten insulinsekretion als bei den iNS1-kontrollzellen sowohl bei physiologischen als auch bei phar-
makologischen  Melatoninkonzentrationen. (B) Hemmung von Melatonin durch Pertussistoxin (PTX): Eine 24-stün-
dige Vorinkubation mit PTX hob die Senkung der insulinsekretion durch eine 6-stündige Melatonininkubation
weitgehend auf. Die Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM (3 unabhängige Versuche mit je n = 3 – 4 batches). 
* P < 0,05; *** P < 0,001, Mann-Whitney-U-Test. Verändert nach MÜHLBAUER et al. 2011 (Fig. 6). Mit freundlicher
Genehmigung von John Wiley & Sons.



inkubation, welche inhibitorische G-Proteine blockiert, entfiel die Hemmung der insulin-
freisetzung durch Melatonin bei beiden zelllinien (Abb. 2B).

Des Weiteren zeigte sich bei den transfizierten zellen eine verstärkte Senkung des intra-
zellulären Second messengers cAMP durch Melatonin (Abb. 3A). Dabei wurde die insulinse-
kretion der hMT2-iNS1-zellen schon durch kurze Melatonininkubation gehemmt, während
die insulinausschüttung der iNS1-zellen unbeeinflusst blieb (Abb. 3B).

Abb. 3 Wirkung von Melatonin (MT) auf das iBMX-stimulierte intrazelluläre cAMP-Niveau (A) und die iBMX-stimu-
lierte insulinsekretion (B). Melatoninbehandlung (1 h) führte in den mit dem humanen MT2-Rezeptor transfizierten
zellen (hMT2-iNS1) zu einer stärkeren Senkung des iBMX-stimulierten intrazellulären cAMPs als bei den iNS1-kon-
trollzellen (A). Die hMT2-iNS1-zellen zeigten auch nach dieser kurzen Melatonininkubation eine herabgesetzte insu-
linfreisetzung, während die insulinsekretion der iNS1-zellen durch diese Behandlung unverändert blieb (B). Die Balken
repräsentieren Mittelwerte ± SEM (3 unabhängige Versuche mit je n = 3– 4 batches). ** P < 0,01;  *** P < 0,001, Mann-
Whitney-U-Test. Verändert nach MÜHLBAUER et al. 2011 (Fig. 5). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley &
Sons.

4.   Diskussion

im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die insulinsekretion der b-zelle über
den hMT2-Rezeptor gesenkt werden kann. Es konnte gesichert werden, dass der hMT2-Re-
zeptor diesen Effekt vermittelt, indem er an inhibitorische G-Proteine koppelt, die dann durch
Hemmung der Adenylatzyklase zur Senkung des intrazellulären cAMPs führen. Die direkte
kopplung von cAMP-Gehalt und insulinfreisetzung ist bekannt. Weiterführende Untersuchun-
gen sollen zeigen, ob der Einfluss des hMT2-Rezeptors auf die insulinfreisetzung auch über
andere Signaltransduktionskaskaden vermittelt wird und ob über den MT2-Rezeptor, wie auch
in anderen Geweben beschrieben, ein synchronisierender Effekt auf circadiane Prozesse der
β-zelle ausgeübt werden kann.
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1.   Einleitung

Störungen circadianer Abläufe werden in zusammenhang mit der Entstehung von Glukose-
stoffwechselstörungen und Diabetogenese gebracht. zahlreiche Untersuchungen belegen, dass
Melatonin die insulinsekretion pankreatischer β-zellen Rezeptor-mediiert und dosisabhängig
senkt. zudem konnte durch tierexperimentelle Studien sowie die Einbeziehung von Patien-
tendaten ein Antagonismus zwischen dem synchronisierenden Hormon Melatonin und der in-
sulinsekretion nachgewiesen werden. Neben insulin gehört Glukagon zu den wichtigsten
Hormonen der Blutglukoseregulation. im Rahmen vorzustellender Experimente sollte erstmals
untersucht werden, ob Melatonin auch über die Regulierung der pankreatischen, Glukagon-
produzierenden α-zelle Einfluss auf den Glukosestoffwechsel nimmt.

2.   Material und Methoden

Für die Untersuchungen wurde die Glukagon-produzierende-zelllinie der Maus αTC1 clone
9 (αTC1.9) verwendet. Der Nachweis der Melatoninrezeptor-mRNA erfolgte mittels RT-PCR,
Restriktionsanalysen und Gelelektrophorese. Für funktionelle Untersuchungen wurden
αTC1.9-zellen unter normo- oder hyperglykämischen Bedingungen für 12 h mit Melatonin
behandelt. Stoffwechselgesunde Wistar(WR)- und Typ-2-diabetische Goto-kakizaki(Gk)-
Ratten wurden bei einem Lichtregime von L:D = 12:12 für 9 Wochen nachts über das Trink-
wasser mit Melatonin oder einer kontrolllösung behandelt. Am Ende der Behandlung wurden
in der Mitte der Dunkelzeit das Plasma der Tiere mittels Herzventrikelpunktion gewonnen
und die Organe entnommen. Der Glukagongehalt in zellkulturüberstand und Plasma wurde
mittels Radioimmunoassay bestimmt. Die Quantifizierung der mRNA von αTC1.9-zellen und
Lebergewebe erfolgte nach Aufarbeitung der Proben mittels Real-time-RT-PCR-Technik.

3.   Ergebnisse

Durch die beschriebenen molekularbiologischen Untersuchungen konnte die Expression der
Melatoninrezeptoren MT1 und MT2 an Langerhansschen inseln und αTC1.9-zellen nachge-
wiesen werden (Abb. 1). Die inkubation von αTC1.9-zellen mit Melatonin für 12 h führte zu
einer signifikanten Erhöhung der Glukagonexpression (Abb. 2A) sowie der Glukagonsekretion
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(Abb. 2B). Die Glukagon-erhöhenden Effekte von Melatonin treten unter hyperglykämischen
Bedingungen verstärkt auf. Auch durch In-vivo-Versuche konnte gezeigt werden, dass Mela-
toninsubstitution bei stoffwechselgesunden WR-Ratten zu signifikant erhöhten Plasma-Glu-
kagon-konzentrationen führt (Abb. 3A). Dies geht einher mit signifikant verminderten
Glukagonrezeptor-mRNA-konzentrationen in der Leber (Abb. 3B). im Gegensatz dazu be-
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Abb. 1  Expression von Melatoninrezeptoren in Gehirn, Langerhansscher insel und αTC1.9-zellen der Maus. (A)
Nachweis der MT1-Rezeptor-mRNA (150 bp) mittels RT-PCR und Gelelektrophorese. (B) Restriktionsanalyse des
MT1-Rezeptor-Transkriptes (P): inkubation mit dem Restriktionsenzym BsRi führte zum Nachweis der erwarteten
Fragmente mit 92 bp (R; 47 bp und 11 bp nicht dargestellt). (C) Nachweis der MT2-Rezeptor-mRNA (269 bp) mittels
RT-PCR und Gelelektrophorese. (D) Restriktion des MT2-Rezeptor-Produktes (P) durch inkubation mit dem Re -
striktionsenzym BsRi führte zum Nachweis der erwarteten Fragmente mit 202 bp (R; 67 bp nicht dargestellt). NTC,
non template control; LS, Molekulargewichtsstandard. Verändert nach BäHR et al. 2011 (Fig. 1). Mit freundlicher
Genehmigung von John Wiley & Sons.

Abb. 2  Einfluss von Melatonin auf die mRNA-Expression (A) und Sekretion (B) von Glukagon in αTC1.9-zellen
unter normo- und hyperglykämischen Bedingungen (5,6 mM oder 16,7 mM Glukose). inkubation mit Melatonin
(MT; 10 nM, 100 nM, 1 µM) für 12 h führte zu einer signifikanten Erhöhung der Expression und Sekretion von Glu-
kagon. Diese Effekte treten verstärkt unter hyperglykämischen Bedingungen auf. Die Daten repräsentieren den Mit-
telwert ± SEM von 3 Einzelexperimenten mit je n = 4 (* P < 0,05; *** P < 0,001). Verändert nach BäHR et al. 2011
(Fig. 3). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.



wirkte Melatonin bei Typ-2-diabetischen Gk-Ratten eine leichte Senkung des Plasma-Glu-
kagons sowie eine Erhöhung der Expression der hepatischen Glukagonrezeptor-mRNA (Abb.
3A, B).

Abb. 3  (A) Plasma-Glukagon-konzentrationen bei stoffwechselgesunden Wistar(WR)-Ratten und Typ-2-diabetischen
Goto-kakizaki(Gk)-Ratten nach nächtlicher Administration von Melatonin (MT) über das Trinkwasser für 9 Wochen.
Unbehandelte Typ-2-diabetische Gk-Ratten weisen gegenüber WR-Ratten signifikant erhöhte Plasma-Glukagon-
konzentrationen auf. Melatoninsubstitution führte bei WR-Ratten zu einer signifikanten Erhöhung des Plasma-Glu-
kagons. im Gegensatz dazu zeigte sich bei Gk-Ratten eine leichte Senkung des Plasma-Glukagons durch
Melatoninbehandlung. (B) Relative Expression der Glukagonrezeptor-mRNA in der Leber Melatonin-substituierter
WR- und Gk-Ratten. Melatonin-behandelte WR-Ratten weisen gegenüber der unbehandelten kontrollgruppe signi-
fikant verringerte mRNA-konzentrationen des Glukagonrezeptors auf, während die Glukagonrezeptor-mRNA bei
Gk-Tieren durch Melatonin signifikant erhöht wurde. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM mit je n = 9 -
16 Tieren pro Gruppe. (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001). Verändert nach BäHR et al. 2011 (Fig. 5 und 6). Mit
freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.

4.   Diskussion

im Rahmen der vorgestellten Untersuchungen und Befunde konnte der Nachweis erbracht
werden, dass Melatonin sowohl in vitro als auch in vivo Einfluss auf die Expression und Se-
kretion von Glukagon nimmt. Wie auch durch seine hemmende Wirkung auf die insulin -
sekretion führt Melatonin damit zu einer Steigerung der Blutglukosekonzentration. zudem
deuten die Daten darauf hin, dass Melatonin auch über eine Regulierung der Glukagonwirkung
an der Leber die Blutglukose beeinflusst. Die Unterschiede der Ergebnisse zwischen stoff-
wechselgesunden und Typ-2-diabetischen Tieren geben Hinweise auf die Bedeutung von Me-
latonin für die Diabetogenese und liefern Erklärungsansätze für den zusammenhang zwischen
Desynchronisation circadianer Rhythmen und Stoffwechselentgleisungen.

Einfluss von Melatonin auf die Glukagon-produzierende α-Zelle des endokrinen Pankreas
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Charakterisierung von Melatonin-Rezeptoren
(MT1 und MT2) im Pankreas von Ratte und Mensch

                    ina BäHR (Halle/Saale), Eckhard MÜHLBAUER (Leipzig), ivonne
                    BAzWiNSkY-WUTSCHkE und Elmar PESCHkE ML (Halle/Salle)

                         Mit 3 Abbildungen

1.   Einleitung

zahlreiche zurückliegende Untersuchungen konnten den Einfluss von Melatonin auf die in-
sulinsekretion und den Glukosestoffwechsel belegen. Perifusionsversuche an Langerhansschen
inseln der Ratte haben den Nachweis erbracht, dass die insulinsekretion einer circadianen
Rhythmik unterliegt, die unabhängig vom zentralen zeitgeber, dem hypothalamischen Nucleus
suprachiasmaticus, besteht und durch Melatoningabe in ihrer Phasenlage verschoben werden
kann. In-vitro-Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass Melatonin die insulinfreisetzung
dosisabhängig senkt. in die Vermittlung der Melatoninwirkung auf die pankreatische β-zelle
sind sowohl der cAMP- und cGMP- als auch der iP3-Signalweg involviert. Weiterhin haben
tierexperimentelle Studien den Nachweis für einen Antagonismus zwischen insulin und Me-
latonin erbracht. Das ziel der vorliegenden Untersuchungen bestand im Nachweis von Mela-
toninrezeptoren als wahrscheinlichen Mediatoren der Melatoninwirkung in pankreatischem
Gewebe von Ratte und Mensch sowie in der Charakterisierung der Melatoninrezeptoren bei
stoffwechselunauffälligen und Typ-2-diabetischen Patienten.

2.   Material und Methoden

Für die Untersuchungen wurden sowohl Glukose-responsive, insulin-produzierende Ratten-
insulinoma-zellen (iNS1) als Modell der pankreatischen β-zelle, Pankreata und Langerhans-
sche inseln von Wistar-Ratten sowie Pankreata von stoffwechselgesunden und Typ-2-
diabetischen Patienten verwendet. Die Gewinnung von Ratteninseln erfolgte mittels kollage-
naseverdauung von 8 Wochen alten Wistarratten-Pankreata. Bei den Proben humaner Pan-
kreata handelte es sich um Operationsmaterial von 25 Patienten, welche pankreatektomiert
wurden. Eine Genehmigung der Ethikkommission lag vor. Nach Extraktion und Aufarbeitung
der Proben erfolgten Real-time-RT-PCR-Untersuchungen sowie Restriktionsanalysen. Funk-
tionelle Tests wurden mithilfe von inkubations- und Perifusionsversuchen unter Einsatz von
Melatoninrezeptor-Antagonisten durchgeführt. immunhistochemische Versuche erfolgten
unter Einsatz von Antikörpern gegen den MT1-Rezeptor (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) oder den MT2-Rezeptor (Gene Tex inc., San Antonio, TX, USA) sowie den
entsprechenden Cy3-konjugierten Sekundärantikörpern.
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3.   Ergebnisse

Molekularbiologische und immunhistochemische Untersuchungen konnten an Pankreas -
gewebe und Langerhansschen inseln von Ratte und Mensch sowie an Ratten-iNS1-zellen den
Nachweis von Melatoninrezeptoren MT1 und MT2 erbringen (Abb. 1, 2 A, B, C). Es wurde
deutlich, dass beide Melatoninrezeptor-isoformen vorrangig im endokrinen Pankreas lokali-
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Abb. 1  Charakterisierung des MT1-Rezeptors. (A) Expression der MT1-Rezeptor-mRNA (101 bp) an Pankreas, Lan-
gerhansscher insel und iNS1-zelle der Ratte sowie Gehirn, Leber und Epiphyse als kontrollorgane. (B) Nachweis
des MT1-Rezeptor-Transkriptes (T, 260 bp) und Bestätigung der identität des spezifischen Amplifikationsproduktes
durch Restriktionsreaktion mit dem Enzym Bcli (R, 211 bp + 49 bp) in Gesamtpankreas und Langerhansscher insel
des Menschen. (C) immunhistochemische Darstellung des MT1-Rezeptors an humanem Pankreasgewebe. Sowohl
molekularbiologische Untersuchungen (D) als auch die konfokalmikroskopischen Aufnahmen (C, a/c) zeigen, dass
die Melatoninrezeptoren vorrangig an Langerhansschen inseln vorkommen. Vergrößerungen der Aufnahmen ver-
deutlichen die membranständige Lokalisation des MT1-Melatoninrezeptors (C, b/d). Es wurden eine verstärkte MT1-
Rezeptor-Markierung (C, a/b) sowie eine signifikant höhere mRNA-Expression (E) des MT1-Rezeptors bei
Typ-2-diabetischen Patienten im Vergleich zu stoffwechselgesunden Patienten nachgewiesen. LS, Molekulargewichts-
standard; NTC, non template control. Verändert nach PESCHkE und MÜHLBAUER 2007 (Abb. 1–3). Mit freundlicher
Genehmigung des Verlages der Sächsischen Akademie der Wissenschaften zu Leipzig.



siert sind (Abb. 1, 2 C, D). interessanterweise konnten an Pankreata Typ-2-diabetischer Pa-
tienten eine signifikant erhöhte mRNA-Expression sowie eine verstärkte immunreaktivität
der Melatoninrezeptoren festgestellt werden (Abb. 1, 2 C, E). zusätzliche funktionelle Peri-
fusions- und inkubationsversuche haben den Nachweis erbracht, dass Melatonin die Forsko-
lin-stimulierte insulinsekretion an Langerhansschen inseln und iNS1-zellen der Ratte
signifikant senkt. Die Aufhebung dieses Effektes durch ko-inkubation mit Melatoninrezeptor-

Charakterisierung von Melatonin-Rezeptoren (MT1 und MT2) im Pankreas von Ratte und Mensch
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Abb. 2  Charakterisierung des MT2-Rezeptors. (A) Expression der MT2-Rezeptor-mRNA (169 bp) an Pankreas, Lan-
gerhansscher insel und iNS1-zelle der Ratte sowie Gehirn, Leber und Epiphyse als kontrollorgane. (B) Nachweis
des MT2-Rezeptor-Transkriptes (T, 154 bp) und Bestätigung der identität des spezifischen Amplifikationsproduktes
durch Restriktionsreaktion mit dem Enzym Avaii (R, 101 bp + 53 bp) in Gesamtpankreas und Langerhansscher insel
des Menschen. (C) immunhistochemische Darstellung des MT2-Rezeptors an humanem Pankreasgewebe. Sowohl
molekularbiologische Untersuchungen (D) als auch die konfokalmikroskopischen Aufnahmen (C, a/c) zeigen, dass
die Melatoninrezeptoren vorrangig an Langerhansschen inseln vorkommen. Vergrößerungen der Aufnahmen ver-
deutlichen die membranständige Lokalisation des MT2-Melatoninrezeptors (C, b/d). Es wurden eine verstärkte MT2-
Rezeptor-Markierung (C; a/b) sowie eine signifikant höhere mRNA-Expression (E) des MT2-Rezeptors bei
Typ-2-diabetischen Patienten im Vergleich zu stoffwechselgesunden Patienten nachgewiesen. LS, Molekulargewichts-
standard; NTC, non template control. Verändert nach PESCHkE und MÜHLBAUER 2007 (Abb. 1–3). Mit freundlicher
Genehmigung des Verlages der Sächsischen Akademie der Wissenschaften zu Leipzig.
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Abb. 3  (A) Perifusionsversuche unter 3-minütigen Stimulationen mit Forskolin (0,5 μmol/l, 2 μmol/l und 5 μmol/l)
an Langerhansschen inseln der Ratte. Melatonin (100 nmol/l) senkte die Forskolin-stimulierte insulinsekretion si -
gnifikant. Dieser Effekt wurde sowohl durch den G-Protein-Aktivator Guanosin-5‘-O-(3-thio)triphosphat (GTPγS,
30 μmol/l) als auch durch den unspezifischen Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol (10 μmol/l) aufgehoben.
Die Säulen zeigen Mittelwerte ± S.E.M. mit je n = 6 – 12. (B) inkubationsversuche an Ratten-insulinoma-zellen
(iNS1) zur Wirkung von Melatonin und Melatoninrezeptor-Antagonisten auf die insulinsekretion. Die Behandlung
von iNS1-zellen mit Melatonin (100 nmol/l) für 6 h reduzierte die Forskolin-stimulierte (5 μmol/l) insulinsekretion
signifikant. Die Vorinkubation mit Luzindol (10 μmol/l) oder dem MT2-Rezeptor-spezifischen Antagonisten 
4P-PDOT (100 nmol/l) für 30 min hob diesen Effekt auf. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM (3 unab-
hängige Versuche mit je n = 8). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Verändert nach PESCHkE et al. 2000 (Fig. 1)
und STUMPF et al. 2008 (Fig. 3). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.



Antagonisten zeigt, dass Melatonin seine insulin-senkende Wirkung über Melatoninrezeptoren
vermittelt (Abb. 3).

4.   Diskussion

im Rahmen der vorliegenden Experimente konnte durch molekularbiologische und immunhis-
tochemische Untersuchungen erstmals eindeutig belegt werden, dass sowohl in Pankreata, Lan-
gerhansschen inseln und iNS1-zellen der Ratte als auch in Pankreata und inseln des Menschen
Melatoninrezeptoren MT1 und MT2 nachweisbar sind. Funktionelle Untersuchungen haben
ferner den Nachweis erbracht, dass Melatonin seine insulin-senkende Wirkung auf die pan-
kreatische β-zelle über Melatoninrezeptoren vermittelt. Die Ergebnisse zur Melatoninrezeptor-
Expression bei stoffwechselgesunden und Typ-2-diabetischen Patienten stellen in Ergänzung
zu Studien zum Melatonin-insulin-Antagonismus sowie genomweiten Assoziationsstudien 
den Brückenschlag zwischen experimentellen und klinischen Befunden dar.
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Die Beiträge zur internationalen Fachtagung „Developmental Origins of Health and
Disease“ (DOHaD) liefern informationen über den Stellenwert einer gesunden Schwan-
gerschaft, die Notwendigkeit der Prävention von Risikoschwangerschaften und die Aus-
wirkungen einer chronischen Plazentainsuffizienz und der daraus folgenden intrauterinen
Wachstumsretardierung. Die DOHaD-Forschung basiert auf epidemiologischen Daten,
aus denen klinische, experimentelle und auch epigenetische Studien folgten. Sie zeigen,
dass perinatale Ereignisse einen großen Einfluss auf die peri- und postnatale Entwicklung
sowie auf die Herausbildung von krankheiten im kinder-, Jugend- und Erwachsenen-
Alter haben. So sind mit der intrauterinen Wachstumsretardierung vaskuläre und meta-
bolische Veränderungen im adulten Organismus verbunden. Chronische Plazenta-
insuffizienz und deren Folgen können zu einer Prädisposition für koronare Herzerkran-
kung, Diabetes mellitus, Schlaganfall, arterielle Hypertonie und Niereninsuffizienz füh-
ren, aber auch eine veränderte knochenentwicklung und ein erhöhtes Risiko für
karzinome werden als Folgeschäden diskutiert. im Mittelpunkt der Betrachtungen steht
die sogenannte „fetale Programmierung“ in kritischen Phasen des intrauterinen Wachs-
tums. Negative Einflüsse während dieser Wachstumsphasen können zu Langzeitschäden
und strukturellen Veränderungen führen. Die resultierenden kompensationsmechanismen
werden bis in die nächste Generation epigenetisch weiter vererbt. Alle Beiträge sind in
englischer Sprache verfasst.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart



Calciumsignalkomponenten der pankreatischen Insel
unter dem Einfluss von Melatonin

                    ivonne BAzWiNSkY-WUTSCHkE (Halle/Saale), Eckhard MÜHLBAUER,
                    Liudmila LiTVAk (Leipzig) und Elmar PESCHkE (Halle/Saale)

                         Mit 4 Abbildungen

1.   Einleitung

Die pankreatische β-zelle der Langerhansschen insel verfügt über ein Netzwerk von Calci-
umsignalwegen, die entscheidend für die insulinausschüttung und insulinbiosynthese sind.
Die Signaltransduktion und Wirksamkeit von intrazellulären Calciumsignalen hängt maßgeb-
lich von Calciumsignalkomponenten wie den folgenden Calcium-bindenden Proteinen
(CaBPs) ab: Calbindin-D28k (CALB), Secretagogin (SCGN), Calmodulin (CALM) und Cal-
reticulin (CALR). CALM im Besonderen vermittelt seine Effekte auf die insulinsekretion und
insulinbiosynthese über die Bindung an Calcium/Calmodulin-abhängige kinasen (CAMks).
CaBPs und CAMks im pankreatischen Gewebe und in insulinoma-zellen (iNS1) der Ratte
nachzuweisen, war das erste ziel der vorliegenden Studie. Untersuchungen aus der eigenen
Arbeitsgruppe dokumentierten erstmalig einen Melatonin-vermittelten Einfluss auf die insu-
linausschüttung. Rezeptor-mediiert führt Melatonin in Abhängigkeit des genutzten Signalwe-
ges vor allem zu einer Absenkung der insulinausschüttung. Die klärung der Frage, ob
Calciumsignalkomponenten, mit Fokussierung auf isoformen der CAMks (CamkiV,
Camk2d), an der Vermittlung dieses Effektes beteiligt sind, ist inhalt des zweiten Teils der
Studie.

2.   Material und Methoden

Es wurden Pankreata von 6 und 24 Wochen alten Wistar-Ratten (n = 4) gewonnen. An histo-
logischen Schnitten der Pankreata sowie an iNS1-zellen erfolgten immunfluoreszenzmarkie-
rungen, die mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie ausgewertet wurden. zusätzlich
kamen an Ultramikrotom-Schnitten von Rattenpankreata immunogoldmarkierungen zum Ein-
satz. Für die funktionellen Untersuchungen wurden iNS1-zellen aus inkubationsversuchen
verwendet, bei denen neben Melatonin die insulin-sekretionsfördernden Substanzen Forskolin
(Fsk) und 3-isobutyl-1-methylxanthin (iBMX) sowie der Melatoninrezeptor-Antagonist Lu-
zindol (Luz) zum Einsatz kamen. Anschließend wurden die iNS1-zellen für Real-time-RT-
PCR-Untersuchungen aufgearbeitet.
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3.   Ergebnisse

Die immunhistochemischen Ergebnisse zeigen, dass Calciumsignalkomponenten wie die Cal-
cium-bindenden Proteine CALB, CALM, CALR und SCGN vorwiegend in den pankreati-
schen inseln lokalisiert sind (Abb. 1), wobei das exokrine Gewebe eine abgeschwächte oder
keine Markierung aufweist. Alle vier CaBPs waren auch immunhistochemisch in den iNS1-
zellen nachweisbar (Abb. 1). Anhand der immunogoldmarkierung konnte das spezifische Vor-
kommen einzelner CaBPs in zellorganellen und dem zytosol der β-zelle dargestellt werden
(Abb. 2).

Eine inselspezifische Lokalisation erbrachte der immunhistochemische Nachweis der
CAMk-isoformen CAMkiV und CAMk2D (Abb. 3 und 4). Die iNS1-zellinkubationsver-
suche belegen, dass eine akute Melatoninbehandlung über 6 h in Anwesenheit von Fsk oder
iBMX eine signifikante Abnahme der insulinausschüttung verursacht und eine signifikante
Minderung der Transkripte von CamkiV und Camk2d induziert (Abb. 3 und 4). Dieser Effekt
wird durch den Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol weitgehend aufgehoben.

4.   Diskussion

Die funktionelle Bedeutung der hier untersuchten Calciumsignalkomponenten für die pan-
kreatische β-zelle wurde durch die vorwiegende Lokalisation der CaBPs und CAMk in den
pankreatischen inseln und iNS1-zellen nachgewiesen, aber auch, wie die immunogoldmar-
kierung beispielhaft zeigte, in spezifischen zellkompartimenten der β-zelle selbst. Die zell -
inkubationsexperimente an iNS1-zellen erbrachten darüber hinaus erstmals den Nachweis,
dass quantitative Transkriptveränderungen von Calciumsignalkomponenten (Camk2d und
CamkiV) mit dem insulin-senkenden Effekt des Melatonins assoziiert sind. Melatonin beein-
flusst demnach die Genexpression von komponenten der Calciumsignalwege, von denen be-
kannt ist, dass sie in die insulinsekretion und insulinbiosynthese involviert sind.

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 207–213 (2011)

Ivonne Bazwinsky-Wutschke, Eckhard Mühlbauer, Liudmila Litvak und Elmar Peschke

208



Calciumsignalkomponenten der pankreatischen Insel unter dem Einfluss von Melatonin

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 207–213 (2011) 209

CALB/GLUK

CALM/GLUK

CALR/GLUK

SCGN/GLUK

GLUK

GLUK

GLUK

GLUK SCGN

CALR

CALM

CALB

100  µm 20  µm

A B C

E F G

I J K

M N O

CALB

SCGN

D

P

H

L CALR

CALM

20  µm

Pankreasinseln der Wistar-Ratte INS1- Zellen

Abb. 1  immunhistochemische Darstellung der Verteilungsmuster der Calcium-bindenden Proteine (CaBPs) Calbin-
din-D28k (CALB), Calmodulin (CALM), Calreticulin (CALR) und Secretagogin (SCGN) in pankreatischen inseln
der Wistar-Ratte und iNS1-zellen. (A, E, I, M) Über den Nachweis der einzelnen CaBPs (rot) werden spezifisch die
pankreatischen inseln dargestellt. (C, G, K, O) CALB verteilt sich relativ einheitlich innerhalb der insel. CALM-
SCGN- und CALR-immunreaktive inseln sind demgegenüber durch eine ungleichmäßigere immunreaktivität cha-
rakterisiert, wobei besonders die CALM-immunmarkierung durch Ansammlungen stark positiver zellen auffällt. (A–
C, E–G, I–K, M–O) Die α-zellen, die in der Peripherie der pankreatischen Ratteninsel lokalisiert sind, werden durch
die Glukagon-immunmarkierung visualisiert (grün, GLUk). Die Doppelmarkierung mit Antikörpern gegen Glukagon
(grün) und gegen das jeweilige CaBP (rot) zeigt das Vorkommen aller CaBPs in α- und β-zellen. (B, C, F, G, J, K,
N, O) Die Pfeilspitzen in der Vergrößerung einer insel deuten beispielhaft auf zellen, in denen Glukagon mit einem
CaBP ko-lokalisiert ist. (D, H, L, P) Die Abbildungen zeigen die immunpositive Markierung von CaBPs in iNS1-
zellen. Die immunreaktion beschränkt sich im Wesentlichen auf das zytosol, die kerne weisen eine schwächere im-
munmarkierung auf.
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Abb. 2  immunogoldmarkierung von Secretagogin (SCGN) und Calreticulin (CALR) in β-zellen der Wistar-Ratte.
(A) Die SCGN-immunogoldmarkierung beschränkt sich hauptsächlich auf die Region der Sekretgranula (G). zahl-
reiche Goldpartikel sind im kern- und Hofbereich der Granula verteilt (Pfeilköpfe; Vergrößerung ×36740). (B) Gold-
partikel gegen SCGN finden sich auch gehäuft im rauen Endoplasmatischen Retikulum (RER) und in der Peripherie
der Sekretvesikel (Pfeilköpfe, Vergrößerung ×68000). (C) Die immunogoldpartikel gegen CALR sind vorwiegend
mit dem RER und, im Vergleich zu SCGN, mit wenigen Granula assoziiert. Die Pfeilköpfe deuten auf Ansammlungen
von Goldpartikeln im lateralen Bereich des RER, bestehend aus kleinen Vesikeln ohne einen dichten kern (Vergrö-
ßerung ×44 470). (D) Die Goldmarkierung ist mit den konturen von Vesikeln und Mitochondrien assoziiert (Pfeil-
köpfe, Vergrößerung ×49000).
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Abb. 3  (A, B) Die CAMkiV ist in der pankreatischen insel der Wistar-Ratte und in iNS1-zellen lokalisiert. (C–F)
Real-time-RT-PCR-Analyse der Calcium/Calmodulin-abhängigen kinase iV (CamkiV)-mRNA in iNS1-zellen. (C,
E) Die Behandlung mit 1 μM Forskolin (Fsk) oder 10 μM 3-isobutyl-1-methylxanthin (iBMX) über 6 h führt zu einer
Erhöhung der Transkriptmenge von CamkiV verglichen mit der Transkripthöhe der unbehandelten iNS1-zellen (ktr).
Die Melatoninbehandlung (MT) während der Fsk- oder iBMX-Applikation verursacht eine signifikante Abnahme
des CamkiV-Transkripts. (D, F) Die zusätzliche Behandlung mit Luzindol (Luz) hebt den Melatonin-reduzierenden
Effekt auf die CamkiV-mRNA fast vollständig auf. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus 8 unabhän-
gigen zellinkubationsversuchen. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; Mann-Whitney-U-Test. Verändert nach 
BAzWiNSkY-WUTSCHkE et al. 2009 (Fig. 3). Mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlages, Stuttgart.
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Abb. 4  (A, B) Die CAMk2D ist in der pankreatischen insel der Wistar-Ratte und in iNS1-zellen lokalisiert. 
(C–F) Real-time-RT-PCR-Analyse der Calcium/Calmodulin-abhängigen kinase 2d (Camk2d) mRNA in iNS1-
zellen. (C, E) Die 1 µM Forskolin(Fsk)- oder 10 µM 3-isobutyl-1-methylxanthin(iBMX)-Behandlung allein über
6 h verursachen eine signifikante Hochregulation der Camk2d-mRNA verglichen zu den kontrollzellen (ktr). 
Die ko-Applikation mit verschiedenen konzentrationen von Melatonin (MT) resultiert in einer signifikanten 
Abnahme der Camk2d-mRNA verglichen mit den Einzelapplikationen von Fsk oder iBMX auf iNS1-zellen. 
(D, F) Der reduktive Effekt von Melatonin auf die Camk2d-mRNA in Fsk- oder iBMX behandelten iNS1-zellen
ist nicht mehr sichtbar nach zusätzlicher Gabe von Luzindol. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM 
aus 8 unabhängigen zellinkubationsversuchen. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; Mann-Whitney-U-Test.
Verändert nach BAzWiNSkY-WUTSCHkE et al. 2009 (Fig. 4). Mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Ver-
lages, Stuttgart.
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krankheitserreger können sich heute binnen kurzer zeit weltweit verbreiten und so so-
wohl gesundheitliche als auch wirtschaftliche Schäden verursachen, wenn sie auf geeig-
nete Umweltbedingungen treffen. zoonosen, vom Tier auf den Menschen übertragbare
krankheiten, gewinnen dabei zunehmend an Bedeutung. Der Band enthält die Beiträge
eines Symposiums, das die neuesten Erkenntnisse zum klimawandel und zum Einfluss
klimatischer Faktoren auf infektionskrankheiten von Experten der klimaforschung, der
Biologie und der infektionsmedizin zusammenführte. Erörtert werden auch Einflüsse
von klimatischen Veränderungen auf die Evolution und die Biodiversität. Die Bedeutung
des klimawandels für das Auftreten von infektionskrankheiten wird anerkannt, auch
wenn konkrete Auswirkungen bisher nur schwer zu dokumentieren sind. insbesondere
der Überwachung von Vektor- und Reservoirpopulationen sowie der entsprechenden Er-
reger kommt daher eine große Bedeutung zu, wobei die Untersuchungen langfristig an-
gelegt sein müssen, um Dynamiken in längeren zeiträumen zu erfassen. Die Beiträge
sind in englischer Sprache verfasst.
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Morphologie der Tanyzyten und die Expression 
zellulärer Adhäsionsmoleküle wird durch die 
Photoperiode reguliert

                    Matei BOLBOREA (Aberdeen), Stephan STEiNLECHNER (Hannover),
                    Paul PéVET und Paul kLOSEN (Strasbourg)

                         Mit 5 Abbildungen

1.   Einleitung

Säugetiere mit saisonaler Fortpflanzung synchronisieren mit Hilfe der Photoperiode die Phy-
siologie ihrer Reproduktionsorgane über die nächtliche Freisetzung des Pinealhormons Me-
latonin. Bisher ist jedoch der genaue Wirkort von Melatonin zur kontrolle der Reproduktion
unbekannt. Der Dsungarische Hamster (Phodopus sungorus) zeigt durch die Photoperiode re-
gulierte, saisonale Rhythmen u. a. im körpergewicht, in Fellfarbe sowie Gonadengröße und
-aktivität. in kurzer Photoperiode (d. h. im Herbst/Winter) werden die Gonaden klein und in-
aktiv, was zu einer Reduktion der zirkulierenden Steroidhormone und deren Rückwirkungen
auf das Gehirn führt. Das Gehirn ist also saisonalen Schwankungen bezüglich des Melatonins
und der Sexualhormone ausgesetzt. Tanyzyten sind spezialisierte Gliazellen in der Wand des
3. Ventrikels. Diese zellen senden ihre Fortsätze zu den Hirnhäuten und auch zu den Blutge-
fäßen des posterioren Hypothalamus. Sie kontrollieren dort den Durchtritt zirkulierender Hor-
mone (z. B. Schildrüsenhormone) aus dem Blut in das Hirn. Darüber hinaus modulieren sie
lokal die Freisetzung von GnRH in die Eminentia mediana (Abb. 1). Wir haben nachgewiesen,
dass beim Dsungarischen Hamster die Tanyzyten saisonale änderungen in der Morphologie
ihrer Fortsätze zeigen, und postulieren daher, dass diese änderungen durch Melatonin oder
die Rückkopplung durch die Sexualsteroide induziert werden.

2.   Methoden

Mit Hilfe immunhistochemischer Vimentin-Analysen wurden bei männlichen Dsungarischen
Hamstern die Einflüsse von Photoperiode, Melatonin und Testosteron auf die Struktur der Ta-
nyzyten untersucht. Da das neuronale zelladhäsionsmolekül NCAM und seine polysialisierte
Form PSA-NCAM bekanntermaßen bei der strukturellen Plastizität eine Rolle spielen, wurde
darüber hinaus deren Expression bestimmt.

3.   Ergebnisse

immunhistochemische Vimentin- als auch NCAM-Analysen zeigen, dass die Fortsätze der
Tanyzyten in kurzer Photoperiode signifikant reduziert sind (Abb. 2). Diese Reduktion konnte
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Abb. 1  Tanyzyten sind speziali-
sierte Gliazellen, deren Somata
im Ependym des 3. Ventrikels
liegen und die lange Fortsätze zu
kapillaren des Hypothalamus
und der Pars tuberalis ausbilden.
Dort kontrollieren sie vermutlich
die Freisetzung von Hormonen
aus hypothalamischen, neuroen-
dokrinen Neuronen.

Abb. 2  immunhistologische Darstellung von Vimentin im Bereich des 3. Ventrikels (3V). Links bei einem Tier in
langer Photoperiode, rechts bei einem Tier in kurzer Photoperiode gehalten. Dichte und Länge der Vimentin-positiven
Fasern ist im kurztag signifikant reduziert.

Ependym

3V

Parstuberalis

Kap

Kap

Kap

Kap

Tanyzyten

neurendokrines

Neutron



durch exogenes Testosteron nicht rückgängig gemacht werden (ohne Abbildung). Die Tany-
zyten und ihre Fortsätze enthalten in langen Photoperioden (Sommer, sexuell aktiv) große
Mengen an NCAM, die in kurzer Photoperiode (Winter, sexuell inaktiv) verschwinden. Auch
hier konnte eine Testosteron-Supplementierung in kurzer Photoperiode weder die Morphologie
der Tanyzyten, noch das immunoreactive NCAM wiederherstellen (Abb. 3, 4). kastration der
Hamster in langer Photoperiode hatte keinen Einfluss auf die Morphologie der Tanyzyten oder
die Expression von NCAM (Abb. 3, 4). Allerdings konnte durch tägliche injektion von Me-
latonin die Wirkung der kurzen Photoperiode auf die Morphologie der Tanyzyten simuliert
werden (Abb. 5).

Abb. 3  Obere Reihe: immunhistochemie des neuronalen Adhäsionsmoleküls (NCAM) in den Tanyzyten bei je einem
Tier in langer Photoperiode (LP), einem kastrierten Tier in langer Photoperiode (LPk) sowie einem kastrierten Tier
mit Testosteronimplantat (LPkT). Untere Reihe: kurze Photoperiode (kP), kurze Photoperiode und kastriert (kPk)
sowie kurze Photoperiode, kastriert und mit Testosteronimplantat (kPkT).
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Abb. 4  Densitometrische Quantifizierung der immunfärbung gegen NCAM bei je drei Tieren aus den in Abb. 3 ge-
zeigten Gruppen. Es ist ausschließlich ein Effekt der Photoperiode sichtbar, während kastration sowie Einsatz von
Testosteron durch implantate keine Effekte zeigen.

Abb. 5  Bei Haltung von Hamstern in kurzer Photoperiode (kP) sinkt die immunreaktion gegen NCAM in den Ta-
nyzyten signifikant gegenüber Tieren in langer Photoperiode (LP) ab. kastrierte Tiere in langer Photoperiode, die
täglich mit Melatonin behandelt wurden (LPkM), unterscheiden sich signifikant von in langer Photoperiode (LP)
gehaltenen kontrolltieren sowie kastrierten Tieren in langer Photoperiode, die nur Ringerlösung bekommen haben.
Auch hier simuliert Melatonin die Wirkung kurzer Photoperioden.
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4.   Folgerungen

Die saisonalen änderungen der Tanyzytenmorphologie sowie der Expression von NCAM
scheinen hauptsächlich durch die photoperiodischen änderungen des Melatoningehaltes ge-
steuert zu sein. Ob Melatonin dabei direkt oder indirekt auf die Tanyzyten wirkt, bleibt zu un-
tersuchen.

                         Matei BOLBOREA, Ph.D.
                         Molecular Endocrinology Group
                         The Rowett institute of Nutrition and Health
                         University of Aberdeen
                         Greenburn Road
                         Aberdeen AB21 9SB
                         Scotland
                         Uk
                         Tel.: +44 1224 712751
                         Fax: +44 1224 715349
                         E-Mail: mateibolborea@gmail.com
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Das Wissen über mikrobielle Virulenzfaktoren ist mittlerweile sehr detailliert, während
das Verständnis, wie sich Bakterien während einer infektion ernähren und wie sie ihren
Stoffwechsel an den eukaryotischen Wirt anpassen, erst am Anfang steht. Wissenschaftler
mit den Arbeitsschwerpunkten pathogene Bakterien, bakterielle Physiologie, Regulation,
Analyse des Metaboloms und Symbiose von Mikrobe und Wirt berichten in dem vorlie-
genden Band über Ansätze zur Analyse des Stoffwechsels während infektionen sowie die
In-silico-Modellierung von metabolischen Netzwerken. Behandelt werden allgemeine
Aspekte des bakteriellen Stoffwechsels, die globale Regulation des Bakterienstoffwech-
sels, die RNA-Biologie in ihrer Bedeutung für den bakteriellen Stoffwechsel und die Vi-
rulenz, die metabolischen Anpassungen von Pathogenen an extrazelluläre oder
intrazelluläre Lebensweisen, die Rolle von Biofilmen in der bakteriellen kommunikation
und der Übergang von der parasitischen zur endosymbiontischen Lebensweise. Alle Bei-
träge sind in englischer Sprache verfasst.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Melatonin-Insulin-Interaktionen bei Typ-1-
diabetischen Ratten

                    kathleen HOFMANN, ina BäHR, Sebastian STRECk (Halle/Saale), Eckhard
                    MÜHLBAUER (Leipzig), Elke ALBRECHT (Halle/Saale), Sabine WOLGAST

                    (Leipzig), Dirk WEDEkiND (Hannover) und Elmar PESCHkE ML (Halle/Saale)

                         Mit 4 Abbildungen

1.   Einleitung

Membranständige Melatoninrezeptoren (MT1 und MT2) sowie intakte Adenylatzyklase/
cAMP- und Guanylatzyklase/cGMP-Signalwege der pankreatischen b-zelle sind das mor-
phologische Substrat für die akzeptierte Suppression der insulinsekretion infolge Melatonin -
applikation. zurückliegend wurden Glukose, insulin und Melatonin bei Typ-2-diabetischen
Ratten und Patienten sowie Veränderungen der pinealen Expression von insulinrezeptor(insR)-
und Arylalkylamin-N-acetyltransferase(AANAT)-mRNA bei Typ-2-diabetischen Ratten un-
tersucht. Dabei fanden sich verringerte Plasma-Melatoninspiegel bei Typ-2-diabetischen Goto-
kakizaki(Gk)-Ratten sowie Typ-2-diabetischen Patienten. in der vorliegenden Untersuchung
wurden nun Glukose, insulin und Melatonin bei Typ-1-diabetischen Ratten im Plasma sowie
die Transkripte von insR, AANAT, Hydroxyindol-O-methyltransferase (HiOMT) und b1-
Adrenozeptor (AdrRb1) in den Epiphysen mittels Real-time-RT-PCR bei Typ-1-diabetischen
Streptozotocin(STz)- und iDDM-Ratten untersucht und mit den Ergebnissen Typ-2-diabeti-
scher Ratten und Patienten verglichen.

2.   Material und Methoden

zwecks Erfassung von Melatonin-insulin-interaktionen bei Typ-1-diabetischen Ratten wurden
Blutglukose, insulin und Melatonin im Plasma von STz- und iDDM-Ratten mittels Radio -
immunoassay bestimmt. Weiterhin wurden die Expression der wichtigen Melatoninsynthese-
Enzyme AANAT und HiOMT sowie die Expression pinealer insR- und AdrRb1-mRNA im
Tagesgang mittels Real-time-RT-PCR bestimmt. zusätzlich wurden den iDDM-Ratten zum
zeitpunkt der Entwicklung des Typ-1-Diabetes, um den 60. Tag, insulinpellets subkutan im-
plantiert und die oben genannten Merkmale vor und nach insulinsubstitution verglichen.

3.   Ergebnisse

Die statistisch signifikanten Ergebnisse zeigen, dass der Verlust von insulin, der bei 12 und
51 Wochen alten Ratten mittels STz herbeigeführt wurde, mit einer signifikanten zunahme
von Melatonin verbunden ist (Abb. 1). Das gleiche Ergebnis wurde bei den iDDM-Ratten
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Abb. 1 Tagesprofile von Glukose (A, D), insulin (B, E) und Melatonin (C, F) im Blutplasma 12 Wochen alter (A, B,
C) sowie 51 Wochen alter (D, E, F) Wistar-kontrollen (schwarz) sowie mit Streptozotocin (STz) behandelter Wi-
star-Ratten (rot). Die Behandlung mit STz führte zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Blutglukose im Plasma
um das 4- bis 5-fache im Vergleich zu den entsprechenden kontrollen. Während die insulinkonzentration im Plasma
der mit STz behandelten Tiere sehr stark erniedrigt war (signifikant), wurde die Melatoninkonzentration im Plasma
statistisch signifikant erhöht. Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± SEM. Die schwarzen Balken unter den Abszissen
markieren die Dunkelzeit. Verändert nach PESCHkE et al. 2008 (Fig. 2 und 3). Mit freundlicher Genehmigung von
John Wiley & Sons.



zum zeitpunkt der Manifestation des Typ-1-Diabetes beobachtet (Abb. 3). interessanterweise
wurde bei den iDDM-Ratten eine Normalisierung aller Werte einschließlich der Melatonin-
spiegel schon bald nach insulinpellet-implantation festgestellt (Abb. 3). Erwähnenswert ist
ferner die Tatsache, dass die schweren metabolischen Entgleisungen zu keinen Veränderungen
diurnaler Rhythmizitäten führten.

Abb. 2 Tagesprofile der relativen Expression pinealer Arylalkyl-N-acetyltransferase (AANAT; A), Hydroxyindol-
O-methyltransferase (HiOMT; B), insulinrezeptor (insR; C) sowie b1-Adrenozeptor (Adrb1R; D) 12 Wochen alter
kontrollen (schwarz) sowie mit Streptozotocin (STz) behandelter Ratten (rot). STz-intoxikation verursachte einen
starken Anstieg der relativen Expression genannter Gene im Vergleich zu den entsprechenden kontrollen. Trotz
schwerer metabolischer Entgleisungen blieben die Tagesprofile überwiegend erhalten. Die Daten repräsentieren Mit-
telwerte ± SEM. Die schwarzen Balken unter den Abszissen markieren die Dunkelzeit. Verändert nach PESCHkE et
al. 2008 (Fig. 3,4 und 6). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.

4.   Diskussion

im Gegensatz zu Typ-2-diabetischen Gk-Ratten und Patienten zeigen Typ-1-diabetische STz-
und iDDM-Ratten bei stark verringertem oder fehlendem insulin erhöhte Plasma-Melatonin-
spiegel. Die Ergebnisse sind mithin entgegengesetzt zu denen der Typ-2-diabetischen indivi-
duen. Weiterhin wurden die erhöhten Melatoninspiegel durch insulinsubstitution mittels
implantaten normalisiert. Parallel durchgeführte In-vitro-Untersuchungen zeigen, dass mit in-
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Abb. 3 Tagesprofile von Glukose (A, D), insulin (B, E) und Melatonin (C, F) im Blutplasma männlicher (A, B, C)
und weiblicher (D, E, F) Typ-1-diabetischer LEW.1AR1-iddm-Ratten (kurz: iDDM, rot), insulin-substituierter
LEW.1AR1-iddm-Ratten (kurz: iDDM pell., blau) sowie LEW.1AR1-kontrollen (kurz: kontrolle, schwarz). Die
Blutglukosekonzentration der Typ-1-diabetischen iDDM-Ratten war im Vergleich zu den entsprechenden kontrollen
statistisch signifikant erhöht, während der insulingehalt im Plasma erniedrigt und die Melatoninkonzentration erhöht
waren. Durch die insulinsubstitution wurden alle diabetesbedingten Veränderungen normalisiert, was ebenfalls für
die Melatoninkonzentration im Blutplasma zutraf. Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± SEM. Die schwarzen Bal-
ken unter den Abszissen markieren die Dunkelzeit. Verändert nach PESCHkE et al. 2011 (Fig. 1). Mit freundlicher Ge-
nehmigung des Springer Verlages.
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Abb. 4 Tagesprofile der relativen Expression pinealer Arylalkyl-N-acetyltransferase (AANAT; A, E), Hydroxy-indol-
O-methyltransferase (HiOMT; B, F), insulinrezeptor (insR; C, G) sowie b1-Adrenozeptor (Adrb1R; D, H) männlicher
(A, B, C, D) und weiblicher (E, F, G, H) Typ-1-diabetischer LEW.1AR1-iddm-Ratten (kurz: iDDM, rot), insulin-
substituierter LEW.1AR1-iddm-Ratten (kurz: iDDM pell., blau) sowie LEW.1AR1-kontrollen (kurz: kontrolle,
schwarz). Die Daten zeigen statistisch signifikante Erhöhungen der relativen Expression der untersuchten Gene bei
weiblichen Typ-1-diabetischen iDDM-Ratten im Vergleich zu den entsprechenden kontrollen. insulinsubstitution
führte zu einer Normalisierung der Genexpressionen. im Gegensatz zeigten die Epiphysen der männlichen Tiere keine
entsprechenden Veränderungen der Genexpressionen der untersuchten Merkmale. Die Daten repräsentieren Mittel-
werte ± SEM. Die schwarzen Balken unter den Abszissen markieren die Dunkelzeit. Verändert nach PESCHkE et al.
2011 (Fig. 2 und 3). Mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlages.



sulin perfundierte Epiphysen erniedrigte Melatoninsynthese und -sekretion aufwiesen und
pankreatische inseln sowie Ratten-insulinomazellen, die mit Melatonin perfundiert wurden,
erniedrigte insulinspiegel entwickelten. Schließlich wurde die Expression von pinealem insR
sowie AANAT bei Typ-1-diabetischen Ratten hochreguliert (Abb. 2 und 4).

Unsere Untersuchungen belegen, dass pankreatische b-zellen mit ihren Melatoninrezep-
toren und Pinealozyten mit ihren insulinrezeptoren sich antagonisieren, also negativ koinzi-
dieren. Dieser funktionelle Gegensatz zwischen Melatonin und insulin könnte für die
Diabetogenese wichtig sein.
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Mögliche Wege der Kommunikation und 
Synchronisation zwischen Neuronen und
Astrozyten im Nucleus suprachiasmaticus
von Phodopus sungorus

                    Esther LiPOkATiC-TAkACS und Stephan STEiNLECHNER (Hannover)

                         Mit 3 Abbildungen

1.   Einleitung

Jedes Neuron im Suprachiasmatischen Nucleus (SCN) stellt einen eigenen autonomen Schritt-
macher dar. Daher ist eine kommunikation zwischen den Neuronen des SCN essentiell für
eine einwandfreie Funktion der inneren Uhr. Da bekannt ist, dass Gliazellen eine aktive Rolle
bei vielen Gehirnfunktionen spielen, wurde in dieser Studie untersucht, wie Neurone und 
Astrozyten des SCN kommunizieren und inwieweit die Astrozyten bei der Synchronisation
der Neurone eine Rolle spielen.

2.   Methoden

Es wurden die SCN von postnatalen (P21–P28) Dsungarischen zwerghamstern (Phodopus
sungorus) entnommen, das Gewebe für die zellkultur aufgearbeitet und die zellen auf Fibro-
nectin beschichteten Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden immunzytochemische
Nachweise für GFAP, NeuN, Per1, Connexin43, mGluR5 und iP3R3 durchgeführt und sowohl
Einzel- als auch Doppelfärbungen sowie Calcium-imaging nach Stimulation der zellen mit
Glutamat und zusätzlichem Blockieren des mGluR5 vorgenommen.

3.   Ergebnisse

Die immunzytochemischen Darstellungen der Neurone zeigten positive Ergebnisse für die
Per1-, NeuN-, iP3R3-, mGluR5- und Connexin43-Färbung. in den Astrozyten konnte eine
positive Reaktion für GFAP, Per1, iP3R3, mGluR5 und Connexin43 nachgewiesen werden
(Abb. 1). Beim Calcium-imaging konnte nach Stimulation der zellen mit Glutamat ein Anstieg
der intrazellulären Calcium-konzentration verzeichnet werden. Dieser Anstieg wurde durch
die zugabe des mGluR5-Blockers MPEP inhibiert (Abb. 2).
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Abb. 1  immunhistochemische Färbungen von Astrozyten und Neuronen. (A) Cx43-positive Neurone und Astrocyten,
(B) Doppelfärbung, GFAP- und mGluR5-positive Astrocyten (gelb), mGluR5 positive Neurone (grün), (C) Doppel-
färbung, GFAP- und iP3R3-positive Astrocyten (gelb), iP3R3-positive Neurone (grün), (D) GFAP-positive Astrozy-
ten

4.   Diskussion

im Hinblick auf vorangegangene Studien und die vorliegenden Ergebnisse favorisieren wir
folgende kommunikationsmechanismen zwischen Neuronen und Astrozyten im SCN: Mög-
licherweise führt die Freisetzung von Glutamat zu einem Anstieg der Calciumkonzentration
in Neuronen und Astrozyten durch Aktivierung des metabotrophen Glutamat-Rezeptors5, wel-
cher nach Stimulation die Ausschüttung von inositoltriphosphat (iP3) bewirkt, welches wie-
derum an den iP3-Rezeptor3 (iP3R3) am Endoplasmatischen Retikulum (ER) bindet und dort
zur Calciumfreisetzung aus dem ER führt. Diese Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels
führt über die Calmodulin-kinase und Phosphorylierung von CREB zur Transkription der Uh-
rengene im zellkern. Des Weiteren führt der erhöhte Calciumspiegel zur Freisetzung von Glu-
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tamat. zusätzlich sind Astrozyten und Neurone über Gap-junctions miteinander verbunden
und können über iP3, welches diese kanäle passiert, miteinander kommunizieren, indem das
iP3 in der Nachbarzelle zu einem Anstieg der Calciumkonzentration führt (Abb. 3). Auf diesem
Weg können Neurone und Astrozyten mittels Calciumwellen kommunizieren und die Tran-
skription ihrer Uhrengene synchronisieren. Diese Hypothese wird durch die ersten Ergebnisse
des Calcium-imagings unterstützt.

Mögliche Wege der Kommunikation und Synchronisation zwischen Neuronen und Astrozyten
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Abb. 2  Calcium-imaging. Veränderung der intrazellulären Calciumkonzentration in Astrozyten (türkis) und Neuronen
(gelb, grün) nach Stimulation mit unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen und Blockierung des mGluR5-Rezep-
tors mittels unterschiedlicher MPEP-konzentrationen



Abb. 3  Möglicher kommunikationsmechanismus zwischen Astrozyten und Neuronen. Die kommunikation zwischen
Astrozyten (grün) und Neuronen (rot) kann zum einen mittels Glutamat erfolgen, welches bei einer Erhöhung des in-
trazellulären Calciumspiegels freigesetzt wird. Des Weiteren können die zellen über Gap-junctions, die eine direkte
Verbindung zwischen den zellen bilden, via iP3 miteinander kommunizieren. in beiden zellen führt eine Erhöhung
der Calciumkonzentration über einen bisher noch nicht vollständig geklärten Weg zur Transkription der Uhrengene
im zellkern.
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Expression circadianer Rhythmikgene in dermalen
Fibroblasten von Patienten mit idiopathischer 
Hypersomnie und gesunden Kontrollprobanden

                    Julian Peter LiPPERT, Hartmut HALFTER, Nani OSADA und Peter YOUNG

                    (Münster)

                         Mit 2 Abbildungen

1.   Einleitung

zyklische Verläufe spielen bei physiologischen Funktionen von Bakterien bis hin zu höheren
Säugetieren eine entscheidende Rolle. Der circadiane Rhythmus umfasst eine zeitspanne von
circa 24 h. Viele physiologische Aspekte zeigen eine circadiane Regulation: Schlaf-Wach-zy-
klen, geistige Leistungsfähigkeit, Nieren- und Herzfunktion etc. Die molekulare Grundlage
dieser zyklen wird durch die periodische Auf- und Abregulation der Expression bestimmter
Gene gebildet. insgesamt wird vermutlich die Expression von ca. 10 % aller Gene circadian
geregelt. Den kern der periodischen Oszillation der Genexpressionslevel bildet ein komplexes
Netz verschiedener molekularer Mechanismen, bei denen unterschiedliche Gene in einer exakt
abgestimmten Abfolge auf- und abreguliert werden. Bei Säugetieren liegt der zentrale Schritt-
macher der circadianen Rhythmik im Nucleus suprachiasmaticus. Dieser erhält tageslichtab-
hängig informationen über den retinohypothalamischen Trakt und gibt diese an die Peripherie,
z. B. durch Hormone oder sympathische innervation, weiter. Diese zell- und Gewebeverbände
unterliegen auf molekulargenetischer Ebene einem circa 24-h-Rhythmus, welcher nach hier -
archischer Organisation vom zentralen Rhythmusgeber, dem Nucleus suprachiasmaticus, syn-
chronisiert wird. Der circadiane Rhythmus ist zellautonom und wird in Säugetierzellen nach
jetzigem kenntnisstand durch ein Netzwerk transkriptioneller Rückkopplungsschleifen ge-
steuert. Die Genprodukte Clock und Bmal aktivieren über ein E-Box-Bindungselement die
Transkriptionsrate von verschiedenen zielgenen, während Cry1-2, Rev-Erba, Per1-3 die Ex-
pression hemmen, u. a. die von Clock und Bmal. Da die circadianen Abläufe zellautonom sind,
können diese molekulargenetischen Regulationen gut in leicht zugänglichen dermalen Fibro-
blasten nachvollzogen werden. Die hier vorgestellten Ergebnisse der Studie dienen der Eta -
blierung eines Verfahrens zum direkten Vergleich interindividueller Unterschiede in den
molekulargenetischen Regelkreisen des circadianen Rhythmus, gemessen in dermalen Fibro-
blasten. Die Methodik ermöglicht eine Validierung möglicher Aberrationen in der Oszillation
circadianer Rhythmikgene bei Patienten mit idiopathischer Hypersomnie im Vergleich zu ge-
sunden kontrollprobanden.

ziel der Studie ist die Untersuchung der transkriptionellen Regulation circadianer Rhyth-
musgene in Fibroblasten von Patienten mit idiopathischer Hypersomnie im Vergleich zu ge-
sunden kontrollen. Bei den gesunden kontrollprobanden im Alter von 18 bis 65 Jahren wird
mittels eines Fragebogens (Munich Chronotype Questionaire – Ludwig-Maximilians-Univer-
sität München, institut für Medizinische Psychologie) deren persönlicher Chronotypus ermit-
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telt, der als Grundlage in die Auswertung der Studie mit einfließt. Die an idiopathischer Hy-
persomnie leidenden Probanden werden aus der Neurologischen klinik, Sektion Schlafmedi-
zin, des Universitätsklinikums Münsters rekrutiert. Ein MSLT (Multiple Sleep Latency Test)
bei einer mittleren Einschlaflatenz unter 7 min ohne REM-Schlafphasen dient als Einschluss-
kriterium. Durch polysomnographische Untersuchung wurden zuvor mögliche komorbiditäten
wie RLS (Restless-Legs-Syndrom) oder Schlafapnoesyndrom als Ursache einer vermehrten
Tagesmüdigkeit ausgeschlossen. im Fokus der molekulargenetischen Untersuchung dermaler
Fibroblastenzelllinien aus den Hautstanzen von gesunden sowie an Hypersomnie leidenden
Probanden stehen mögliche Aberrationen der Oszillation circadianer Rhythmusgene in Bezug
auf Periodenlänge und Transkriptionsmuster auf mRNA-Ebene. Weitere posttranskriptionelle
Modifikationen, wie die Phosphorylierung der Proteine oder ihr Expressionslevel auf Protein-
ebene, konnten mittels Western-Blot dargestellt werden.

2.   Material und Methoden

Bei 14 gesunden sowie 12 an Hypersomnie leidenden Probanden wurde eine Hautbiopsie 
(2 mm) im vorderen Beckenkammbereich durchgeführt. Aus den gewonnenen Hautstanzen
wachsen über einen zeitraum von ca. 4 Wochen die Fibroblasten in ausreichender Anzahl aus
dem Biopsat aus. in kulturschalen werden die Fibroblasten innerhalb von 10 Tagen in einen
konfluenten zustand und anschließend für 24 h in serumfreies Erhaltungsmedium überführt.
Der Start des circadianen Rhythmus kann durch verschiedene Substanzen wie Serum oder
Dexamethason initiiert werden. Daher wurden nach Ablauf der 24 h die Fibroblasten mit 
Dexamethason (100 nmol/l) für 1 h behandelt. in den darauf folgenden 72 h wurde zu 13 zeit-
punkten die RNA aus den Fibroblasten mittels TRizOL-Reagenz isoliert. Nach dem Um-
schreiben in cDNA erfolgte zur Quantifizierung des Expressionslevels eine quantitative
Real-time-RT-PCR (qRT-PCR) mit Untersuchung von insgesamt 7 Genen, die bekanntermaßen
einer circadianen Rhythmik unterliegen (Cry1, Cry2, Clock, Per1, Per2, Bmal, Dec2). Als
Expressionsreferenzgen diente das Transkript des Housekeeping-Gens ß-Actin.

3.   Ergebnisse

Die mRNA-Expressionslevel der circadianen Rhythmusgene ergeben einen sinusartigen os-
zillierenden Verlauf mit einer annähernden 24,5-stündigen Periodenlänge. Die Oszillationen
circadianer Rhythmusgene nach dem Muster von positiven und negativen transkriptionellen
Rückkopplungsschleifen sind in den einzelnen humanen Fibroblastenzelllinien stabil und re-
produzierbar nachzuvollziehen. Auch auf Proteinebene konnten konzentrationsschwankungen
des circadianen Regelkreislaufs über einen zeitraum von 3 Tagen gezeigt werden.
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Abb. 1  Real-time-RT-PCR der absoluten Expression circadianer Rhythmikgene sowie nicht-circadian regulierter so-
genannter Housekeeping-Gene 18 s (erste Bande von links) und b-Aktin (2. Bande von links)

Abb. 2  Graphische Darstellung der Oszillation der mRNA-Expressionslevel circadianer Rhythmusgene am Beispiel
von Bmal (positive) und Cry2 (negative Rückkopplungsschleife) über einen zeitraum von 72 h

4.   Diskussion

Der Nachweis einer wechselseitigen Regulation positiver (Bmal) und negativer (Cry2) tran-
skriptioneller Rückkopplungsschleifen konnte erbracht werden. Sie ermöglicht einen direkten
Vergleich interindividueller Unterschiede in der Oszillation der mRNA-Expressionslevel cir-

Expression circadianer Rhythmikgene in dermalen Fibroblasten von Patienten
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cadianer Rhythmusgene in peripheren zellverbänden. Da bei dieser Methodik aus dermalen
Fibroblasten zunächst die gesamte RNA gewonnen und schließlich cDNA gebildet wird, er-
möglicht dieses Vorgehen die Untersuchung einer großen Anzahl transkriptionell aktiver Gene.
Nicht nur die Bestimmung der Periodenlänge (z. B. 24-h-Rhythmus), sondern auch der quan-
titative Nachweis der transkriptionellen Aktivität einzelner Gene wurde so ermöglicht. Somit
bietet diese Untersuchungsmethode einen molekularen Ansatz zur Analyse und Beschreibung
möglicher Störungen der circadianen Rhythmik sowie molekulargenetischer Regelkreise bei
verschiedenen Schlafstörungen. Hierzu zählen Erkrankungen, die mit einer verlängerten (Hy-
persomnie) oder verkürzten (insomnie) Schlafphase einhergehen.
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Der Melatonineinfluss auf die Insulinsekretion 
pankreatischer β-Zellen erfolgt über cAMP-,
cGMP- und IP3-Signalkaskaden

                    Eckhard MÜHLBAUER (Leipzig), ina BäHR, Andreas BACH und
                    Elmar PESCHkE ML (Halle/Saale)

                         Mit 3 Abbildungen

1.   Einleitung

Melatoninrezeptoren gehören zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Membranrezeptoren.
Die bisher publizierten Befunde, vor allem gewonnen an zellsystemen mit überexprimierten
Rezeptoren, sprechen dafür, dass der Melatoninrezeptor MT1 an G-Proteine sowohl der Gi-
als auch der Gq-klasse bindet. in ersterem Fall wird eine Signalkaskade aktiviert, die durch
Verringerung der Adenylatcyclaseaktivität die intrazelluläre konzentration des second mes-
sengers cAMP senkt. Durch alternative kopplung an Gq-Proteine wird zunächst der second
messenger iP3 freigesetzt, der konsekutiv die intrazelluläre Calciumkonzentration erhöht. Der
MT2-Rezeptor wird hingegen mit kopplung an Gi-Proteine, Senkung der intrazellulären Gua-
nylatcyclaseaktivität und konsekutiv einer Erniedrigung der cGMP-konzentration in Verbin-
dung gebracht. in der vorliegenden Studie wurden die genannten Signalwege am Modell der
Ratten-insulinoma-zelllinie iNS1 untersucht.

2.   Material und Methoden

iNS1-zellen wurden in einer Perifusionsapparatur nach Forskolinstimulation einer Melatonin-
konzentrationen von 100 nM sowie kompetitiven Rezeptorblockern bzw. dem Ca2+-mobilisie-
renden und zellstimulierenden Carbachol ausgesetzt. Die insulinkonzentrationen der Perifusat-
fraktionen sowie deren cAMP-Gehalte wurden durch spezifische Radioimmunoassays ermittelt.
Forskolin- oder iBMX-stimulierte iNS1-zellen in Batch-kultur wurden durch einen spezifischen
Enzyme-linked-immunoassay“ (ELiSA, GE-Healthcare Ltd., Little Chalfont, Uk) auf cGMP-
konzentrationen untersucht. Ebenfalls in Batch-kultur erfolgte die Messung der iP3-Freisetzung
nach Melatonininkubation durch einen radiometrischen iP3-Assay (GE-Healthcare Ltd.).

3.   Ergebnisse

Perifusion von iNS1-zellen mit dem Adenylatcyclase-Stimulator Forskolin führte sowohl zu
erhöhter cAMP-Akkumulation als auch zu gesteigerter insulinsekretion. ko-Stimulation mit
100 nM Melatonin senkte sowohl die cAMP-konzentration (Abb. 1A) als auch die insulin -
sekretion (Abb. 1B). Dieser Effekt konnte durch den nichtselektiven, kompetitiven Melatonin-
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rezeptor-Antagonisten Luzindol reduziert oder aufgehoben werden (Abb. 1A). inkubation von
iNS1-zellen mit Melatonin in Batch-kultur führte hingegen zu einer dosisabhängigen Steige-
rung der iP3-Freisetzung (Abb. 2A), die durch Luzindol hemmbar war (Abb. 2B) und zu erhöhter
insulinsekretion nach PTX-Blockierung des inhibitorischen Gi/cAMP-Systems (Abb. 2C). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass Melatonin in iNS1-zellen die durch den Phosphodiestera-
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Abb. 1  Perfusionsexperimente an iNS1-Ratten-insulinomazellen: Forskolinstimulation führt zur Erhöhung des
cAMP-Spiegels (A, links). zusatz von 100 nM Melatonin dämpft den Forskolineffekt (A, Mitte). Der kompetitive
Melatoninrezeptor-Antagonist Luzindol hebt den Melatonineffekt auf (A, rechts). Forskolinstimulation führt zur Er-
höhung der insulinsekretion (B, links). 100 nM Melatonin senkt den Forskolineffekt (B, rechts). Die Versuche zeigen,
dass durch Melatonin ein cAMP-vermittelter, hemmender Einfluss auf die insulinsekretion der b-zelle ausgeübt wird.
Verändert nach PESCHkE et al. 2002 (Fig. 1 und 2). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.



sehemmer iBMX erhöhte konzentration des second messengers cGMP reduziert (Abb. 3A).
Das zellpermeable 8-Br-cGMP selbst steigerte dosisabhängig die insulinsekretion (Abb. 3B).
Durch den selektiven, kompetitiven Antagonisten 4P-PDOT des MT2-Rezeptors konnte die Me-
latonin-induzierte Senkung der stimulierten insulinsekretion aufgehoben werden (Abb. 3C).

Der Melatonineinfluss auf die Insulinsekretion pankreatischer β-Zellen
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Melatonin verstärkt die Insulinsekretion über das MT1/Gq/IP3-System 
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Abb. 2  inkubation von iNS1-zellen in Batch-kultur mit zunehmenden Mengen von Melatonin führt dosisabhängig
zur Freisetzung des second messengers iP3 aus der zellmembran (A). Der Befund spricht für einen Rezeptor- und
Gq-Protein-vermittelten Einfluss. inkubation von iNS1-zellen in Batch-kultur mit dem nichtselektiven Melatonin-
rezeptor-Antagonisten Luzindol führt zur Aufhebung des Melatonineffekts (B). in Perifusionsversuchen mit Carba-
chol-stimulierten iNS1-zellen verstärkt Melatonin die insulinsekretion nach Pertussistoxin (PTX)-Blockierung des
inhibitorischen Gi-Einflusses (C). Das Ergebnis spricht für einen MT1-Rezeptor vermittelten Melatonineinfluss auch
auf das Gq/iP3/Ca2+-System. * P < 0,05. Verändert nach BACH et al. 2005 (Fig. 2 und 4) und PESCHkE et al. 2006 
(Fig. 8). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.



Abb. 3  inhibitorische Melatoninwirkung auf die insulinsekretion von iNS1-zellen in Batch-kultur wird auch durch
die MT2/Gi/cGMP-Signalkaskade vermittelt. Melatonin führt dosisabhängig zur Verminderung der iBMX-induzierten
cGMP-konzentration (A). Das zellpermeable cGMP-Analogon 8-Br-cGMP steigert dosisabhängig die insulinsekretion
von iNS1-zellen (B). Die forskolinstimulierte insulinsekretion der iNS1-zellen in Batch-kultur wird durch Melatonin
gehemmt. Die inhibition kann durch den nichtselektiven Rezeptorantagonisten Luzindol oder den MT2-selektiven
Antagonisten 4P-PDOT aufgehoben werden, was dafür spricht, dass die Effekte über MT2-Rezeptoren mediiert wer-
den (C). * P < 0,05; *** P < 0,001. Verändert nach STUMPF et al. 2008 (Fig. 1, 3 und 4). Mit freundlicher Genehmigung
von John Wiley & Sons.
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4.   Diskussion

Aus den oben aufgeführten Befunden lässt sich ableiten, dass (a) der Melatonin-vermittelte
inhibitorische Effekt auf die stimulierte cAMP-konzentration bzw. insulinsekretion in der
pankreatischen b-zelle rezeptorvermittelt ist. Die Resultate sprechen für eine kopplung des
MT1-Rezeptors an inhibitorische Gi-Proteine. Der Befund, dass Melatonin iP3 freisetzen und
stimulatorisch die insulinsekretion beeinflussen kann, spricht außerdem dafür, dass (b) eine
kopplung an Gq-Proteine möglich ist, ohne dass die physiologische Situation für diesen Si -
gnalweg bekannt ist. Die Befunde, dass Melatonin (c) auch über MT2-Rezeptoren durch eine
Hemmung von cGMP die insulinsekretion hemmen kann, sprechen für die Vielseitigkeit dieses
Hormons. Gegenwärtig wird die funktionelle Bedeutung des MT2-Rezeptors im zusammen-
hang mit der Genese des Typ-2-Diabetes intensiv untersucht.
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Patienten, die sich operativen Eingriffen unterziehen müssen, sind entsprechend der de-
mographischen Entwicklung in den industrieländern zum zeitpunkt des Eingriffs zuneh-
mend älter und weisen ein immer umfangreicheres Spektrum von Begleiterkrankungen
auf. Dem Schutz der Organfunktion und insbesondere der Prävention ischämischer Er-
eignisse kommt somit im perioperativen Verlauf eine herausragende Bedeutung zu. Daher
hat das Verfahren der ischämischen Präkonditionierung in den letzten Jahren sehr großes
interesse hervorgerufen. Unter Präkonditionierung versteht man, dass eine kurz dauernde
ischämie in zellen Anpassungsprozesse in Gang setzt, die diese zellen gegen eine nach-
folgende, länger dauernde ischämie widerstandsfähiger machen. Die Beiträge des Bandes
zeigen, dass es möglich ist, beispielsweise durch Verabreichung spezifischer Pharmaka,
u. a. der sogenannten volatilen Anästhetika, protektive Effekte auf zell- und Organebene
zu erzielen. Mit Blick auf klinische Relevanz und Erarbeitung neuer Therapiestrategien
zur Gewebeprotektion ist vor allem die arzneimittelinduzierte Präkonditionierung im
Fokus der pharmakologischen Forschung. Molekulare Grundlagen und Anwendungsbe-
reiche des Verfahrens werden diskutiert.
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Untersuchungen zur Expression von Uhrengenen
im Pankreas der Ratte

                    Eckhard MÜHLBAUER (Leipzig), Dorothee PESCHkE und Elmar PESCHkE ML
                    (Halle/Saale)

                         Mit 2 Abbildungen

1.   Einleitung

Nahezu alle höheren Lebewesen haben im Verlauf der Evolution Mechanismen entwickelt, um
endogene tageszeitliche Abläufe steuern zu können. Von zentraler Bedeutung ist dabei die Aus-
prägung einer „biologischen Uhr“, die Rhythmusgeneratorfunktion hat. Beim Säuger befindet
sich dieser zentrale circadiane Oszillator im paarig angelegten hypothalamischen Nucleus su-
prachiasmaticus (SCN). Da diese biologische Uhr nur circa-diane, keine exakt 24-stündigen,
Abläufe vorgibt, müssen die Rhythmen synchronisiert werden. Diese Synchronisation erfolgt
für den SCN hauptsächlich durch das Tageslicht. Neben der zentraluhr wurden Uhren 2. Ord-
nung in Organen wie Leber und Pankreas beschrieben, deren Synchronisation anderen, bislang
weitgehend unbekannten, zeitgebern unterliegt. Der circadiane Rhythmus selbst wird dabei
durch sogenannte Uhrengene mit transkriptionell positiver (Bmal1, Clock) oder negativer (Per1,
Cry1), also antagonistischer, Funktion generiert, die wiederum die eigene Expression und die-
jenige von Uhrengen-gesteuerten Genen beeinflussen. Die Funktion und Bedeutung von Uh-
rengenen im Pankreas und der Langerhansschen insel waren bisher ungeklärt.

2.   Material und Methoden

Über eine 24-h-Periode äquidistant verteilt (alle 3 h), wurde 6 Wochen alten Wistar-Ratten in
äthernarkose das Pankreas entnommen und sofort in RNAlater-konservierungsreagenz (Am-
bion inc., Austin, TX, USA) übertragen und asserviert. Die RNA-Extraktion der Gewebe er-
folgte mit Trifast™ (peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland). zur
quantitativen mRNA-Erfassung wurde nach der reversen Transkription die cDNA in einem
Real-time-PCR-Cycler (Corbett Res. Ltd., Mortlake, Australien) durch spezifische Primer
unter Standardbedingungen in 40 zyklen amplifiziert. Als Expressionsreferenzgen diente das
Transkript des Housekeeping-Gens b-Aktin.

3.   Ergebnisse

Die quantitative Erfassung der Uhrengentranskripte von Per1 und Bmal1 im 24-h-Verlauf
zeigte ein charakteristisches antiphasisches Profil mit einem Expressionsmaximum für Per1
zum zeitpunkt 17:00 Uhr (Abb. 1A, B). Dieser zeitpunkt markiert für Bmal1 hingegen das
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Expressionsminimum – ein indiz für einen funktionellen Oszillator im Pankreas. Weiterhin
wurden Per2 sowie Cry1, nicht aber Clock und Tim circadian exprimiert (hier nicht dargestellt).
Untersuchungen zur Expression der Uhrengen-gesteuerten Transkriptionsfaktoren Dbp und
RevErba zeigten für das Transkript ein circadianes Expressionsmuster mit stark ausgeprägter
Amplitude, phasengleich mit demjenigen von Per1 (Abb. 1C).

Abb. 1  Die Uhrengene Per1 und Bmal1 werden antiphasisch im Rattenpankreas exprimiert (A, B). Der Befund ist
indikator für eine circadiane pankreatische Uhrenfunktion. Dargestellt sind relative mRNA-Messungen über die Ta-
geszeit unter Verwendung der Real-time-RT-PCR-Technik. Gel-Bilder belegen spezifische PCR-Produkte von Per1
(a) bzw. Bmal1 (b), welche charakteristische Tagesschwankungen aufweisen. Das Expressionsmaximum von Per 1
sowie das Expressionsminimum von Bmal1 um 17:00 Uhr sind rot markiert. LS, Molekulargewichtsstandard. Die
Dunkelzeit ist auf der Abszisse mit einem blauen Balken gekennzeichnet.

Nova Acta Leopoldina NF 114, Nr. 389, 241–244 (2011)

Eckhard Mühlbauer, Dorothee Peschke und Elmar Peschke

242

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

funktionellen circadianen Uhr 
re

la
ti

v
e
 E

x
p

re
s
s
io

n

A

20 

30 
Per1 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

funktionellen circadianen Uhr 

Per1 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

funktionellen circadianen Uhr 

L:D = 12:12 h  
Licht an: 6.00 Uhr 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Uhrengenexpression im Rattenpankreas als Indikatoren einer 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 
a 

re
la

ti
v
e
 E

x
p

re
s
s
io

n

0 

10 

08

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 
08 11 14 17 20 23

Zeit [h]

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 
 600 bp

02 05

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

403 bp

x
p

re
s
s
io

n
 

2 
Bmal1 

B

08

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Bmal1 

11 14 17 20 23 02

Zeit [h]

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 500 bp

 400 bp

 600 bp

02 05

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

re
la

ti
v
e
 E

x
p

re
s
s
io

n
 

0 

1 

Bmal1 

08

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Bmal1 

08 11 14 17 20 23

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

02 05

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

08

 382 bp

08

b 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

08 11 14 17 20 23

Zeit [h]

11 14 17 20 23 02

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

02 05

 500 bp
 400 bp
 300 bp

02 05

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

Zeit [h]

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 

 

   

 

 

        

 

        

 

  
 
 

        

 

 

 

        

 



Abb. 2  Die Uhrengen-gesteuerten (clock-output) Gene Dbp und RevErba werden im Rattenpankreas ebenfalls cir-
cadian exprimiert. Dargestellt sind relative Real-time-RT-PCR-Messungen der Transkripte von Dbp (A) und RevErba
(B). Das ausgeprägte Circadianprofil der Uhrengen-gesteuerten Transkriptionsfaktoren Dbp und RevErba deutet zu-
sätzlich auf eine funktionelle circadiane Uhr im Pankreas hin. Gel-Bilder belegen spezifische PCR-Produkte von Dbp
(a) bzw. RevErba (b), welche Tagesschwankungen demonstrieren. Das Expressionsmaximum beider Gene um 17:00
Uhr ist rot markiert. Die Dunkelzeit ist auf der Abszisse mit einem blauen Balken gekennzeichnet.  
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4.   Diskussion

Der Befund eines deutlichen circadianen antagonistischen Expressionsmusters für die klassi-
schen Uhrengene Per1 und Bmal1 ebenso wie die antagonistische circadiane Expression von
Per2 und Cry1 sprechen für die Annahme, dass im Pankreas der Ratte ein peripherer Oszillator
aktiv ist. Da die Clock-output-Gene (Uhrengen-gesteuerten Gene) Dbp und RevErba im Pan-
kreas der Ratte ebenfalls circadianer Expression unterworfen sind, muss angenommen werden,
dass das transkriptionell aktive Genprodukt von Bmal1 und Clock (als Heterodimer
BMAL1/CLOCk) die Expression von Dbp und RevErba steuert. Dies geschieht über die be-
kannten BMAL1/CLOCk-bindenden E-Box-Elemente in den Promotoren der beiden Output-
Gene. zusammengefasst lassen diese Befunde erkennen, dass die an isolierten Ratteninseln
beobachtete, circadiane insulinsekretion wahrscheinlich durch einen circadianen Oszillator
gesteuert wird. Welche zeitgeber diesen peripheren Oszillator synchronisieren, ist weitgehend
ungeklärt. Diskutiert wird in diesem zusammenhang das indolamin Melatonin. Offen ist auch,
ob eine, durch die moderne (oft ungesunde) Lebensführung des Menschen verursachte, Dys-
funktion des pankreatischen Oszillators Ursache für die Ausprägung eines Typ-2-Diabetes
sein kann.

                         Dr. Eckhard MÜHLBAUER

                         Sächsische Akademie der Wissenschaften zu Leipzig
                         karl-Tauchnitz-Straße 1
                         04107 Leipzig
                         Bundesrepublik Deutschland

                         Tel.:      +49 345 5571711

                         Fax:      +49 345 5574053

                         E-Mail: eckhard.muehlbauer@medizin.uni-halle.de
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Melatonin-Insulin-Interaktionen bei
Typ-2-diabetischen Ratten und Patienten

                    Elmar PESCHkE ML (Halle/Saale), Thomas FRESE (Leipzig), ina BäHR

                    (Halle/Saale), Helena SCHUCHT (Wittenberg), ivonne BAzWiNSkY-WUTSCHkE

                    (Halle/Saale) und Eckhard MÜHLBAUER (Leipzig)

                         Mit 6 Abbildungen

1.   Einleitung

zahlreiche Untersuchungen belegen einen engen funktionellen zusammenhang zwischen Me-
latonin und insulin. Durch morphologische, molekularbiologische und funktionelle Analysen
konnte nachgewiesen werden, dass Melatonin die insulinsekretion in vitro beeinflusst. Die
Effekte werden durch spezifische, Pertussistoxin-sensitive G-Protein-gekoppelte, membran-
ständige Melatoninrezeptoren (MT1 und MT2) und über den Adenylatcyclase-cAMP- sowie
Guanylatcyclase-cGMP-Signalweg (insulinsenkung) sowie Phospholipase C-iP3-Weg (insu-
linerhöhung) vermittelt. Bisher wurden entsprechende Ergebnisse an Pankreasgewebe sowie
explantierten inseln und insulinomazellen (iNS1) von Ratten erhoben.

2.   Material und Methoden

Um die bekannten Wechselwirkungen zwischen Melatonin und insulin in vivo zu überprüfen,
wurden die vorliegenden Untersuchungen an einem Typ-2-diabetischen Rattenmodell, der
Goto-kakizaki(Gk)-Ratte durchgeführt. Bestimmt wurden Glukose, insulin und Melatonin
im Plasma sowie die Expression pankreatischer Melatoninrezeptoren und pinealer Arylalkyl-
N-acetyltransferase (AANAT). Ferner wurden die pineale insulinrezeptor-mRNA mittels RT-
PCR sowie radiochemisch deren Enzymaktivität in pinealen Homogenaten bestimmt. Bei
Typ-2-diabetischen Patienten wurden Glukose, insulin und Melatonin im Plasma sowie die
mRNA pankreatischer Melatoninrezeptoren analysiert. zusätzlich wurden Wistar- und Gk-
Ratten mit Melatonin behandelt und isolierte Epiphysen mit Noradrenalin, insulin und Glukose
einzeln und in kombination in Perifusionsexperimenten inkubiert.

3.   Ergebnisse

Typ-2-diabetische Gk-Ratten (Abb. 1) als auch Typ-2-diabetische Patienten (Abb. 2) weisen
bei erhöhter Glukose und leicht erhöhtem insulin eine drastische Erniedrigung des Plasma-
Melatonins auf. Die Melatoninabnahme im Plasma ist kombiniert mit einer Hochregulierung
der Melatoninrezeptor-mRNA (insbesondere des MT1-Rezeptors, der zuvor bei explantierten
inseln und iNS1-zellen nachgewiesen worden war; Abb. 2D). Vergleichbar der Erniedrigung
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des Melatoninspiegels war die pineale AANAT-Aktivität bei Gk-Ratten vermindert und die
Expression pinealer AANAT-mRNA sowohl tags als auch nachts erhöht (Abb. 3).

Abb. 1  Tagesprofile von Blutglukose (A, B), insulin (C, D) und Melatonin (E, F) 6 Wochen alter Wistar(WR)- und
Typ-2-diabetischer Goto-kakizaki(Gk)-Ratten (A, C, E) sowie 42 Wochen alter WR- und Gk-Ratten (B, D, F). Die
dunklen Balken auf der Abszisse geben die Dunkelzeit an, die blauen kurven repräsentieren die Daten der WR-kon-
trolltiere, die roten kurven die der Gk-Ratten. Die Ergebnisse zeigen, dass 6 Wochen alte Gk-Ratten bei stark er-
höhten Blutglukosekonzentrationen erhöhte insulinplasmawerte aufweisen. Diese erhöhten insulinwerte sind mit
deutlich erniedrigten Melatoninkonzentrationen im Plasma assoziiert. Diese Beobachtung ist besonders deutlich wäh-
rend der Dunkelzeit. Bei 42 Wochen alten Gk-Ratten kommt es zu einer noch stärkeren Erhöhung der Blutglukose-
konzentration, während die Melatoninkonzentrationen vor allem in der Dunkelzeit im Vergleich zu denen der
kontrolltiere deutlich verringert werden. Die Melatoninkurven der 42 Wochen alten Tiere weisen gegenüber denen
der 6 Wochen alten Tieren generell erniedrigte Werte auf (bekannte Reduktion der Melatoninwerte mit zunehmendem
Alter). Verändert nach PESCHkE und MÜHLBAUER 2007 (Abb. 8). Mit freundlicher Genehmigung des Verlages der
Sächsischen Akademie der Wissenschaften zu Leipzig.
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Abb. 2  Tagesprofile von Blutglukose (A), insulin (B) und Melatonin (C) stoffwechselgesunder und Typ-2-diabetischer
Patienten. Die dunklen Balken auf der Abszisse repräsentieren die Dunkelzeit, die blauen kurven stoffwechselgesunde,
die roten kurven Typ-2-diabetische Patienten. Die Ergebnisse belegen, dass erhöhte Blutglukose- und leicht erhöhte
insulinkonzentrationen mit erniedrigten Melatoninspiegeln im Plasma Typ-2-diabetischer Patienten koinzidieren.
Damit entsprechen die an Typ-2-diabetischen Patienten erhobenen Werte denen Typ-2-diabetischer Gk-Ratten (siehe
Abb. 1). (D) Analyse relativer Expression pankreatischer Melatonin(MT1)-Rezeptoren von Wistar-Ratten (WR) und
Gk-Ratten (Gk) mittels Real-time-RT-PCR. Während der Dunkelzeit kommt es zu einer Hochregulation von mRNA
des MT1-Rezeptors in beiden Tierlinien, die jedoch bei den Gk-Ratten stärker ausfiel. ** P < 0,01; *** P < 0,001.
1: WR, Mitte Lichtzeit, 2: WR, Mitte Dunkelzeit, 3: Gk, Mitte Lichtzeit, 4: Gk, Mitte Dunkelzeit. Die Daten reprä-
sentieren den Mittelwert ± SEM. Verändert nach PESCHkE et al. 2006 (Fig. 2 und 5). Mit freundlicher Genehmigung
von John Wiley & Sons.

zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Melatoninapplikation im Langzeitversuch sowohl bei
Wistar- als auch Gk-Ratten zu einer Erniedrigung des Plasmainsulins und einer Hochregulie-
rung der Transkripte pinealer insulinrezeptoren führte (Abb. 4). Schließlich wurden erstmals
auch in menschlichen Pankreata die Transkripte von Melatoninrezeptoren nachgewiesen, die
bei Typ-2-Diabetikern erhöht waren (Abb. 5). Die Stimulation isolierter Epiphysen mit Nor-
adrenalin, insulin und Glukose, einzeln und in kombination, erbrachte den wichtigen Nach-
weis, dass Synthese und Ausschüttung von Melatonin durch insulin, nicht aber durch Glukose,
gehemmt werden (Abb. 6). Letztgenannte Befunde haben in Einheit mit der Feststellung, dass
Typ-2-Diabetiker erhöhte insulin- und erniedrigte Melatoninspiegel haben, während Typ-1-
Diabetiker erniedrigte insulin- und erhöhte Melatoninspiegel aufweisen, dazu geführt, dass
ein insulin-Melatonin-Antagonismus anzuerkennen ist.
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Abb. 3  Die quantitative Analyse der relativen Arylalkyl-N-acetyltransferase(AANAT)-mRNA im Pinealorgan 6 Wo-
chen alter Wistar-Ratten (WR) und Goto-kakizaki-Ratten (Gk) mittels Real-time-RT-PCR. (A) zeigt, dass es während
der Dunkelzeit (Säulen 2 und 4) zu einem signifikanten Anstieg der relativen AANAT-mRNA-Expression in beiden
Tierlinien kommt. Die starke Erhöhung der Säule 4 stellt möglicherweise eine kompensatorische Reaktion auf die
erniedrigten Melatoninkonzentrationen im Plasma Typ-2-diabetischer Gk-Ratten dar. Die Darstellung der totalen
RNA-Menge einzelner Pinealorgane von WR (1) und Gk (2) ist als insert in (A) dargestellt. Beide Linien unterschei-
den sich nicht in ihrer Organgröße. 1: WR, Mitte Lichtzeit, 2: WR, Mitte Dunkelzeit, 3: Gk, Mitte Lichtzeit, 4: Gk,
Mitte Dunkelzeit. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Die Tagesprofile der AANAT-Aktivität im Pineal
(C) sowie der Melatoninkonzentration im Plasma (B) 6 Wochen alter WR (blaue Linie) und Gk (rote Linie) zeigen
erniedrigte Werte der Typ-2-diabetischen Gk-Ratten. Die dunklen Balken auf der Abszisse symbolisieren die Dun-
kelzeit. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Verändert nach PESCHkE et al. 2006 (Fig. 2, 6 und 7). Mit freundlicher
Genehmigung von John Wiley & Sons.

Abb. 4  insulinkonzentration im Plasma (A) und relative mRNA-Menge des insulin-Rezeptors im Pinealorgan (B) 8
Wochen alter Wistar-Ratten (WR) und Typ-2-diabetischer Goto-kakizaki-Ratten (Gk), die über einen zeitraum von
9 Wochen täglich während der Dunkelzeit mit 2,5 mg/kg kG Melatonin substituiert wurden. Die insulinkonzentra-
tionen im Plasma von Gk-Ratten (sowohl behandelt als auch unbehandelt) waren signifikant erhöht im Vergleich zu
den entsprechenden Wistar-kontrollen. Die Melatoninapplikation für 9 Wochen führte zu einem Abfall der Plasmain-
sulinwerte sowohl bei den Wistar-Ratten als auch Gk-Ratten. Gleichzeitig verursachte die Gabe von Melatonin einen



Abb. 5  (A) Expression der Melatoninrezeptor-mRNA (MT1 und MT2) humaner Pankreata sowie humaner Langer-
hansscher inseln. 1: Nachweis der MT1- und MT2-Rezeptor-mRNA mittels RT-PCR unter Verwendung Rezeptor-
spezifischer Primer und Gelelektrophorese. 2: inkubation mit den Restriktionsenzymen Bcli für das MT1- und Avaii
für das MT2-Rezeptor-spezifische Amplifikationsprodukt führte zum Nachweis der erwarteten Fragmente mit 211
bp für den MT1-Rezeptor und 101 bp für den MT2-Rezeptor (kleinere Fragmente sind nicht gezeigt). (B) Relative
Expression des MT1- und MT2-Rezeptors in Pankreata stoffwechselgesunder Patienten. Die Expression des MT1-
Rezeptors ist im Vergleich zum MT2-Rezeptor um das 4,15-fache erhöht. (C, D) Quantitative Analyse der Expression
der Melatoninrezeptor-mRNA in humanen Pankreata stoffwechselgesunder und Typ-2-diabetischer Patienten mittels
Real-time-RT-PCR. Die Daten zeigen, dass die Pankreata Typ-2-diabetischer Patienten eine signifikant erhöhte relative
mRNA-Expression sowohl des MT1(c)- als auch des MT2(d)-Rezeptors im Vergleich zu stoffwechselgesunden Pa-
tienten aufweisen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM. ** P < 0,01 und *** P < 0,001. Verändert nach
PESCHkE et al. 2007 (Fig. 1). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.
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Anstieg der relativen mRNA-Menge des insulinrezeptors sowohl bei Typ-2-diabetischen Gk-Ratten als auch den
Wistar-kontrollen, wobei ein signifikanter Anstieg nur bei den WR zu beobachten war. WC: Wistar-kontrolle, WM:
WR Melatonin-behandelt, GkC: Gk-kontrolle, GkM: Gk Melatonin-behandelt. Die Daten repräsentieren den Mit-
telwert ± SEM. * P < 0,05 und *** P < 0,001. Verändert nach PESCHkE et al. 2010 (Fig. 1 und 2). Mit freundlicher
Genehmigung von John Wiley & Sons.



Abb. 6  Einfluss von Noradrenalin (NA), insulin und Glukose auf die pineale Melatoninsekretion von Wistar-Ratten
in vitro (Perifusionsergebnisse). Die gewonnenen Daten zeigen, dass sowohl insulin (Reduktion um 65 %, P < 0,01)
als auch insulin und Glukose (Reduktion ebenfalls um 65 %, P < 0,05) die Noradrenalin-stimulierte Melatoninsekretion
isolierter Epiphysen von Wistar-Ratten signifikant senken. Ferner machen die gezeigten Ergebnisse deutlich, dass
insulin, nicht aber Glukose, die insulinsekretion senkt. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte ± SEM. * P < 0,05;
** P < 0,01. Verändert nach PESCHkE et al. 2008 (Fig. 7). Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons.

4.   Diskussion

Melatonin senkt Rezeptor-mediiert die pankreatische insulinsekretion. Dieser Befund konnte
durch die vorliegenden Untersuchungen an Typ-2-diabetischen Gk-Ratten als auch an Typ-
2-diabetischen Patienten bestätigt werden. Untersucht wurden im Einzelnen Unterschiede von
Glukose, insulin und Melatonin im Plasma von Ratten und Patienten sowie die Expression
tagesrhythmischer Schwankungen von pinealer insulinrezeptor- und AANAT-mRNA bei Wi-
star- und Gk-Ratten. Die Behandlung von Epiphysen mit insulin führte in Perifusionsversu-
chen – ebenso wie bei Typ-2-diabetischen Ratten und Patienten mit leicht erhöhten
insulinplasmaspiegeln – zu erniedrigter Melatoninsynthese, während die enterale Applikation
von Melatonin bei kontroll- als auch Gk-Ratten zur Abnahme des insulins führte. Unsere
Resultate zeigen, dass eine regulierte, insulinrezeptor-mediierte, Wechselwirkung zwischen
pankreatischer b-zelle und Pinealozyt besteht. Ferner ist festzustellen, dass ein reduzierter
Melatoninplasmaspiegel während der Entwicklung des Typ-2-Diabetes auftritt, was die An-
nahme der funktionellen Bedeutung von Melatonin für die Diabetogenese impliziert.
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Die Insulinsekretion isolierter pankreatischer 
Ratten-Inseln erfolgt circadian-rhythmisch

                    Elmar PESCHkE ML und Dorothee PESCHkE (Halle/Saale)

                         Mit 3 Abbildungen

1.   Einleitung

Mit Ausnahme der etablierten Überzeugung, dass circadiane Rhythmen bei Säugetieren im
hypothalamischen Nucleus suprachiasmaticus und bei Vögeln im Corpus pineale generiert
werden, sind Arbeiten über circadiane Rhythmen in isolierten Organen oder zellen eher selten.
Circadiane Rhythmen wurden bislang in Geweben von insekten sowie Dünndarm, Nebennie-
ren, Herz und Leberzellen von Säugetieren in kultur beschrieben. Obwohl durch zahlreiche
Untersuchungen in vivo und in vitro hochfrequente Oszillationen der insulinsekretion, wie
beispielsweise mit Perioden zwischen 9 und 14 min, nachgewiesen wurden, konnten circadiane
Rhythmen der insulinsekretion bislang nur in vivo erfasst werden.

2.   Material und Methoden

Ob die insulinsekretion pankreatischer inseln circadian-rhythmisch erfolgt, wurde mittels
eines an inseln adaptierten Perifusionssystems überprüft. Etwa 300 isolierte pankreatische
Ratteninseln wurden, mit Sephadex G-10 vermischt, in Glassäulen verbracht, die mit Medium
199 der Firma Sigma bei einer Flussrate von 1 ml/3 min umspült wurden. Dem Medium wur-
den 2,22 g/l Hydrogenkarbonat, 80 mg/l Gentamycin und 1,75 g/l BSA beigefügt, und es
wurde mit einem Gemisch von 95 % Luft und 5 % CO2 äquilibriert; die Temperatur betrug
37 oC. zu Versuchsbeginn und -ende wurden funktionelle Tests mit kCl und Glukose durch-
geführt, um Vitalität und Sekretionskapazität zu erfassen und zu standardisieren. Über meh-
rere Tage wurden kontinuierlich 30-min-Perifusatfraktionen zwecks Erfassung der
circadianen Rhythmizität gewonnen. Die insulinsekretion wurde mittels RiA im Perifusat
bestimmt, die Daten von 10 Experimenten mittels MacAnova- und Cosinor-Programm sowie
c2-Periodogramm analysiert.

3.   Ergebnisse

Die insulinsekretion in vitro erfolgt circadian-rhythmisch mit Periodenlängen zwischen 21,8
und 26,2 h (Abb. 1 und 2). Mittelwert ± SEM der Periodenlänge betrugen 23,59 ± 0,503 h,
der insulinfreisetzung 1038 ± 13 pmol/l und der Amplitude 88 ± 17 pmol/l. Den Ergebnissen
lagen 10 Experimente zugrunde. Die Gabe von 10 nmol/l Melatonin für 2 h während der Ver-
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Abb. 1  Beispiel für das insulinsekretionsmuster Glukose-stimulierter pankreatischer Ratten-inseln (8,6 mmol/l Glu-
kose) nach Trendbereinigung und Abtragung der positiven und negativen Abweichungen vom Mesor, der hier „0“
gesetzt wurde. Die Periodenlänge (t) betrug 26,2 h. Beobachtungszeitraum: 76 h, Probenumfang: 152, Mittelwert ±
SEM: 4,57 ± 0,051 ng/ml, Amplitude ± SEM: 0,56 ± 0,046 ng/ml. Unverändert aus PESCHkE und PESCHkE 1998 (Fig.
2). Mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlages.

Abb. 2  Beispiele für die biomathematischer Evaluierung von kraftspektren mittels MacAnova-Programm. Die Spek-
tren zeigten neben stets signifikanten circadianen Perioden der insulinsekretion (zwischen t = 22,1 h und t = 26,2 h)
auch infra- und ultradiane Oszillationen, deren Leistungsspektren jedoch stets schwächer ausfielen als die der circa-
dianen Schwingungen. Unverändert aus PESCHkE und PESCHkE 1998 (Fig. 3). Mit freundlicher Genehmigung des
Springer Verlages. Verändert aus PESCHkE und PESCHkE 1998 (Fig. 3). Mit freundlicher Genehmigung des Springer
Verlages.



suche führte zu einem Phase-shift (Vorverlagerung um 9 h) unter Erhalt der circadianen Perio -
denlänge (t) (Abb. 3).

Abb. 3  Phase-Response-Untersuchungen Glukose-stimulierter inseln (8,6 mmol/l) nach Trendbereinigung und Ab-
tragung der positiven und negativen Abweichungen vom Mesor, der hier „0“ gesetzt wurde. Der Versuchszeitraum
betrug ca. 7 Tage. Nach 2,5 Tagen wurden für 2 h 10 nmol/l Melatonin als hormoneller zeitgeber verabreicht
(schwarze Säulen). Es zeigte sich, dass nach Melatoningabe die Periodenlänge (t) von 22,9 h nahezu beibehalten,
die Phase jedoch um ca. 9 h vorverlagert wurde. Unverändert aus PESCHkE und PESCHkE 1998 (Fig. 5). Mit freundli-
cher Genehmigung des Springer Verlages.

4.   Diskussion

Auf Grund der erhobenen Perifusionsergebnisse isolierter pankreatischer inseln kann davon
ausgegangen werden, dass die pankreatische b-zelle über einen endogenen Oszillator verfügt,
der die circadiane insulinsekretion steuert. Die Periodenlänge (t) der Oszillationen ist stabil
und wird nicht durch hormonelle zeitgeber wie Melatonin verändert oder im Laufe der zeit
abgeschwächt. in Einheit mit dem hemmenden Einfluss von Melatonin auf die insulinsekretion
sowie deren Phase-Response ist davon auszugehen, dass die pankreatische b-zelle ein Target
für Melatonin ist. Dafür spricht auch, dass die kompetitive Hemmung von Melatoninrezeptoren
mittels Luzindol oder 4P-PDOT die klassischen insulin-senkenden Effekte des Melatonins
minimiert oder löscht. zusammenfassend ist festzustellen, dass (a) die insulinsekretion iso-
lierter pankreatischer b-zellen einem circadianen Rhythmus folgt, der in den inseln selbst,
möglicherweise durch Uhrengene, generiert wird. Weiterhin ist (b) festzustellen, dass Mela-
tonin den intrazellulären Rhythmusgenerator der b-zelle beeinflusst und einen Phase-shift der
insulinsekretion bewirkt (Vorverlagerung der Phase um 9 h).

Die Insulinsekretion isolierter pankreatischer Ratten-Inseln erfolgt circadian-rhythmisch
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Photoperiodische Reaktionen werden beim Dsunga-
rischen Zwerghamster (Phodopus sungorus) durch
freiwilliges Laufen modifiziert

                    ines PETRi, Frank SCHERBARTH, Stephan STEiNLECHNER (Hannover)
                    und Perry BARRETT (Aberdeen)

                         Mit 5 Abbildungen

1.   Einleitung

Als Antwort auf kurze Tageslängen (kurztag, kT) reduziert der Dsungarische zwerghamster
(Phodopus sungorus) das körpergewicht, die Größe und Aktivität der Gonaden und er wech-
selt in ein weißliches Winterfell. in zurückliegenden Studien haben wir über eine Umkehr
der saisonalen körpergewichtsreduktion und Beeinträchtigung der saisonalen Gonadenre-
gression bei Hamstern mit zugang zu einem Laufrad (LR) im kT berichtet. Der saisonale
Fellwechsel vom braunen Sommer- zum weißen Winterfell hingegen war nicht beeinflusst.
Das deutet darauf hin, dass das kT-Signal zwar gelesen werden kann, aber durch eine phy-
siologische Reaktion auf die andauernde Laufaktivität überspielt wird. Um zu verstehen, wie
Laufaktivität das Auftreten der kT-Physiologie beim Dsungarischen Hamster beeinträchtigt,
haben wir den Einfluss auf physiologische Merkmale und die Expression photoperiodisch
regulierter Gene, die wichtig für die saisonale körpergewichtsanpassung von Phodopus sun-
gorus sind, untersucht.

2.   Material und Methoden

Experiment 1: Der Einfluss der Photoperiode auf das Aktivitätsmuster Dsungarischer Hamster
mit und ohne zugang zu einem Laufrad wurde durch infrarot-Bewegungsmelder unter natür-
licher Photoperiode und Umgebungstemperatur aufgezeichnet.

Experiment 2: Männliche Dsungarische Hamster wurden 8 Wochen lang in künstlichem Lang-
tag (LT) (L:D=16:8 h) oder kT (L:D=8:16 h) mit (LR) oder ohne (k) zugang zu einem Lauf-
rad gehalten (jeweils N = 6). Am Ende des Versuchs wurden die Gehirne, Hoden und Lebern
der Tiere entnommen. Die Leberproben wurden homogenisiert und der Glukose- und Fettge-
halt der Leber durch kolorimetrische Untersuchungen bestimmt. Die mRNA-Expressionen
von Vgf in der dorsalen Region des medialen posterioren Bereichs des Nucleus arcuatus
(dmpARC), Typ-3-Deiodinase (Dio3) in der ependymalen Schicht des dritten Ventrikels und
Somatotropin-release-inhibiting-Hormon (Srif) im ARC wurden durch In-situ-Hybridisierung
quantifiziert. Die Daten wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA, gefolgt vom Student-
Newman-keuls-Post-hoc-Test, analysiert. Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± SE ange-
geben und Unterschiede wurden bei P < 0,05 als signifikant gewertet.



3.   Ergebnisse

Experiment 1: Das jährliche Aktivitätsmuster von Hamstern mit einem Laufrad zeigt einen
durchgehend mit der Dunkelphase synchronisierten und klar abgegrenzten Rhythmus. Hamster
ohne Laufrad hingegen zeigen die Tendenz zu einem undeutlichen Rhythmus während der
Herbst- und Wintermonate, wenn sich die Photoperiode verkürzt (Abb. 1).

Abb. 1  Aktogramm (Doppelplot) eines kontrolltiers und eines Hamsters mit zugang zu einem Laufrad, gemessen wäh-
rend eines Jahres unter natürlicher Photoperiode und Umgebungstemperatur in Hannover (52 °N). Das jährliche Aktivi-
tätsmuster des Hamsters mit zugang zu einem Laufrad zeigt einen scharf begrenzten Rhythmus, während das kontrolltier
die Tendenz zu einem unregelmäßigen Rhythmus in den Herbst- und Wintermonaten (kurze Photoperiode) zeigt.

Experiment 2: Mit zugang zu einem Laufrad ist die typische Reduktion des Hoden- und körper-
gewichts im kT abgeschwächt (Abb. 2), und die Futteraufnahme verdoppelt sich nahezu. Die
Genexpression von Srif nimmt ab (Abb. 3), und durch Laufradaktivität im kT steigt die Vgf-
Genexpression weiter an, während die Genexpression von Dio3 nicht beeinflusst wird (Abb 4).
Der Glukosegehalt in Lebern von Tieren mit zugang zu einem Laufrad ist im Vergleich zu den
jeweiligen kontrolltieren erhöht (Abb. 5).

Abb. 2  (A) körper- und (B) Hodengewicht männlicher Dsungarischer Hamster. Bei Hamstern mit zugang zu einem
Laufrad findet die typische kT-induzierte Reduktion des körper- und Hodengewichts gar nicht, oder nur abgeschwächt
statt. (A) photoperiodischer Effekt (F = 8,507; P < 0,01) und Aktivitätseffekt (F = 4,47; P < 0,05) auf das körpergewicht
in Woche 8. *: signifikanter Unterschied zwischen kT- und kT-Laufrad-Gruppe. (B) photoperiodischer Effekt auf
das Hodengewicht (F = 110,07; P < 0,0001). # signifikanter Unterschied zu den anderen drei Gruppen.
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Abb. 3  Genexpression von Somatotropin-release-inhibiting-Hormon (Srif) im Nucleus arcuatus (ARC) männlicher
Dsungarischer Hamster in Experiment 2. im Vergleich zur kT-Gruppe ist die Expression von Srif im kT durch Lauf-
aktivität  verringert. Photoperiodischer Effekt (F = 50,7; P < 0,001) und Aktivitätseffekt (F = 6,1; P < 0,05) auf die
Srif-Genexpression. # signifikanter Unterschied zu den anderen drei Gruppen.

Abb. 4  Expression der photoperiodisch regulierten Gene (A) Vgf in der dorsalen Region des medialen posterioren
Bereichs des Nucleus arcuatus und (B) Typ-3-Deiodinase (Dio3) in der ependymalen Schicht des dritten Ventrikels
bei männlichen Dsungarischen Hamstern in Experiment 2. Die Expression von Vgf ist durch die Laufaktivität in
beiden Photoperioden hochreguliert, während die Expression von Dio3 nicht beeinflusst wurde. (A) photoperiodischer
Effekt (F = 20,38; P < 0,001) und Aktivitätseffekt (F = 4,66; P < 0,05) auf die Vgf-Genexpression. * LT-k signifikant
verschieden zu kT-k; § signifikanter Unterschied zu beiden LT Gruppen. (B) photoperiodischer Effekt auf die Dio3
Genexpression (F = 94,65; P < 0.001). + signifikanter Unterschied zu beiden kT Gruppen.



4.   Diskussion

Das jährliche Aktivitätsmuster und die Genexpression von Dio3 in Hamstern mit zugang zu
einem Laufrad (LR) zeigen, dass das kT-Signal gelesen wird. Allerdings zeigen die Hamster
eine veränderte physiologische Reaktion. Der Anstieg der Lebergewichte und des Glukose-
anteils in den Lebern von Hamstern mit zugang zu einem Laufrad deuten auf metabolische
änderungen hin. Die Genexpressionen von Vgf und Srif wurden durch die Laufaktivität be-
einflusst, d. h., beide Gene könnten in die Mechanismen involviert sein, die dem körperge-
wichtsanstieg unterliegen. Die reduzierte Expression von Srif in der kT-LR-Gruppe,
verglichen mit der kT-kontrolle, könnte zu einer erhöhten Freisetzung des Wachstumshor-
mons führen. Eine erhöhte Freisetzung des Gonadotropin-releasing-Hormons hingegen, her-
vorgerufen durch eine Störung der kT-induzierten änderung in der neuroendokrinen
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse, könnte die verzögerte Hodenregression in
Hamstern mit zugang zu einem Laufrad herbeiführen.
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Abb. 5  (A) Lebergewicht und (B) Glukosegehalt der Leber männlicher Dsungarischer Hamster in Experiment 2. Das
Lebergewicht und der Glukosegehalt sind durch die Laufaktivität in beiden Photoperioden angestiegen. (A) Aktivi-
tätseffekt auf das Lebergewicht (F = 21,49; P < 0,001). *: LT-k signifikant verschieden zu kT-LR; #: signifikanter
Unterschied zu den anderen drei Gruppen. (B) Trend zu einem Aktivitätseffekt auf den Glukosegehalt der Leber 
(F = 3,73; P = 0,0679).



261

Calcium-Imaging mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie in INS1-Insulinomazellen

                    Sabine WOLGAST (Leipzig) und Elmar PESCHkE ML (Halle/Saale)

                         Mit 2 Abbildungen

1.   Einleitung

insulin ist das wichtigste Sekretionsprodukt sowohl der pankreatischen β-zelle als auch der
insulinomazelllinie iNS1. Eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-konzentration [Ca2+]i ist
Voraussetzung für die insulinsekretion. Es ist bekannt, dass Melatonin die Signaltransduktion
in der β-zelle und die insulinsekretion beeinflusst. Dieser Einfluss ist zeitabhängig und kann
über verschiedene Signalkaskaden, einschließlich cAMP, cGMP und iP3, vermittelt werden.
Die direkte kurzzeitige Stimulation von iNS1-zellen mit Melatonin führt über MT1-Re -
zeptorkopplung an Gq-Proteine zu einer Erhöhung der iP3-konzentration. Die Forskolin-
stimulierte insulinsekretion dagegen wird durch Melatonin über eine inhibitorische 
Gi-Protein/cAMP-gekoppelte Signalkaskade vermindert. ziel unserer Untersuchungen war es,
änderungen der Ca2+-konzentration nach Aktivierung der cAMP- und iP3-gekoppelten Sig-
nalwege in iNS1-zellen und den Einfluss von Melatonin auf [Ca2+]i zu messen.

2.   Material und Methoden

iNS1-zellen wurden für 2 bis 4 Tage auf Glasplättchen kultiviert, mit den Ca2+-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffen Calcium Green-1 AM sowie Fura Red AM beladen und anschließend
in einer geschlossenen Perfusionskammer stimuliert. änderungen der Fluoreszenzintensitäten
wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TSC SP) bestimmt. in zeit-
serien erfolgte die Messung alle 2 oder 5 s. Die simultane Beladung mit zwei Fluoreszenz-
farbstoffen ermöglichte eine ratiometrische Messung, wobei das berechnete Verhältnis der
Fluoreszenzintensitäten von Calcium Green-1 zu Fura Red ein Maß für die änderungen der
[Ca2+]i ist.

3.   Ergebnisse

Eine kurzzeitige Stimulation der iNS1-zellen mit Carbachol oder Melatonin führte in 50
bzw. 35 % der untersuchten zellen zu einem transienten Anstieg der [Ca2+]i oder Calcium-
Spikes. Eine transiente Erhöhung der [Ca2+]i trat nach Carbachol- und nach Melatoninsti-
mulation auch in Ca2+-freiem Medium auf (Abb. 1). Bei Stimulation mit Forskolin oder
iBMX, einem Phosphodiesterasehemmer, wurden unterschiedliche Effekte beobachtet. 25
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bzw. 20 % der zellen reagierten auf Stimulation mit einer transienten Erhöhung der [Ca2+]i,
einer zunahme der Anzahl der Calcium-Spikes und einer zunahme der Amplitude der Cal-
cium-Spikes (Abb. 2).

Abb. 1  änderungen der intrazellulären Ca2+-konzentration in iNS1-zellen nach Stimulation mit 300 μM Carbachol
oder 1 μM Melatonin (oben, Mitte). Die Stimulation erfolgte wie angegeben für 180 s. Gezeigt werden die Fluores-
zenzdaten einzelner zellen als typische Beispiele für die Reaktionen von 82 (Carbachol) und 194 (Melatonin) unter-
suchten zellen. Stimulation von iNS1-zellen in Ca2+-freiem Medium (unten). Die zellen wurden zunächst für 85 s
mit Ca2+-freiem Medium perfundiert und anschließend für 130 s mit 300 μM Carbachol oder 1 μM Melatonin stimu-
liert. Gezeigt werden die Fluoreszenzdaten einzelner zellen.

4.   Diskussion

Carbachol und Forskolin fördern die insulinsekretion der iNS1-zelle. Carbachol erhöht die
iP3-konzentration, während Forskolin die Adenylatzyklase und konsekutiv cAMP stimuliert.
Unsere Experimente bestätigen eine Erhöhung der [Ca2+]i in iNS1-zellen, sowohl durch Car-
bachol als auch durch Forskolin. Es konnte gezeigt werden, dass die Erhöhung der [Ca2+]i

durch Stimulation sowohl mit Melatonin als auch mit Carbachol auf eine Leerung von intra-
zellulären Speichern (z. B. Endoplasmatisches Retikulum) zurückzuführen ist. Der Einfluss
einer Melatoninpräinkubation auf Forskolin-induzierte änderungen der intrazellulären Ca2+-
konzentration von iNS1 zellen ist das ziel weiterer Experimente.
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Abb. 2.  änderungen der intrazellulären Ca2+-konzentration in iNS1-zellen nach Stimulation mit 1 µM Forskolin
(links) oder 10 µM iBMX (rechts). Die Stimulation erfolgte wie angegeben für 220 s. Gezeigt werden die Fluores-
zenzdaten einzelner zellen als typische Beispiele für die Reaktion von 275 (Forskolin) bzw. 332 (Melatonin) unter-
suchten zellen.
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Stephan BEETz, Bernhard MÜLLER, klaus J. BECkMANN und Reinhard F. HÜTTL

(2009, 210 Seiten, 10 Abbildungen, 11 Tabellen, 24,00 Euro, iSBN: 978-3-8047-2546-1)
Bd. 104, Nr. 368 – Altern in Deutschland Band 6
Altern und Technik
Herausgegeben von Ulman LiNDENBERGER, Jürgen NEHMER, Elisabeth STEiNHAGEN-THiESSEN,
Julia DELiUS und Michael SCHELLENBACH

(2011, 174 Seiten, 42 Abbildungen, 8 Tabellen, 24,00 Euro, iSBN: 978-3-8047-2547-8)
Bd. 105, Nr. 369 – Altern in Deutschland Band 7
Altern und Gesundheit
Herausgegeben von kurt kOCHSiEk

(2009, 302 Seiten, 46 Abbildungen, 18 Tabellen, 24,00 Euro, iSBN: 978-3-8047-2548-5)
Bd. 106, Nr. 370 – Altern in Deutschland Band 8
Altern: Familie, Zivilgesellschaft, Politik
Herausgegeben von Jürgen kOCkA, Martin kOHLi und Wolfgang STREECk unter Mitarbeit von
kai BRAUER und Anna k. SkARPELiS

(2009, 343 Seiten, 44 Abbildungen, 9 Tabellen, 24,00 Euro, iSBN: 978-3-8047-2549-2)
Bd. 107, Nr. 371 – Altern in Deutschland Band 9
Gewonnene Jahre. Empfehlungen der Akademiengruppe Altern in Deutschland
(1. Aufl. 2009, 2. Aufl. 2010, 102 Seiten, 1 Abbildung, 12,00 Euro, iSBN: 978-3-8047-2550-8)

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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