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Referat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde chronischer Einfluss von Melatonin sowohl auf 16
stoffwechselgesunde als auch 16 Typ2-diabetische Ratten untersucht. Die Melatoningabe
erfolgte durch das Trinkwasser (2,5 mg/kg KG), immer zur Dunkelpe-riode. Dies fuihrte nach
64 Tagen zu einem statistisch signifikanten Melatoninanstieg im Plasma. Die exogene
Melatoninapplikation bedingte interessanterweise keinerlei Anderungen der pankreatischen
MT,-Rezeptor-Expression weder bei stoffwechselgesunden Wistar- noch bei Typ2-
diabetischen GK-Ratten. Im Gegensatz dazu zeigten die Melatonin-behandelten Wistar-
Ratten im Vergleich zu den Kontrollen ein erhohtes pankreatisches MT,-Rezeptor-
Expressionsniveau. Zudem war die Expression der MT,-mRNA von unbehandelten GK-
Ratten im Vergleich zu der von Wistar-Ratten erhéht. Die endogene Melatoninbiosynthese in
der Epiphyse blieb auf Grund der unveranderten pinealen AA-NAT-mRNA-Expression nach
chronischer enteraler Melatoninapplikation unbeeinflusst. Versuchsbegleitend wurde u. a.
eine Reduktion der Futteraufnahme sowie des Korpergewichts von Melatonin-behandelten
Wistar-, nicht jedoch von GK-Ratten, registriert. Der Einfluss von Melatonin auf die
Glukosespiegel ist eher marginal, die Melatoninbehandlung hatte keine wesentliche
Auswirkung auf die Blutglukosekon-zentration der normoglykamischen Wistar- sowie der
hyperglykdmischen GK-Ratten. Auch die mittels PCR bestimmten Glukagon-, GLUT2- und
GCK-mRNA-Expressions-starken in den Pankreata von Wistar- und GK-Ratten wiesen nach
der Melatonin-applikation keine quantitativen Unterschiede auf. Die chronische
Melatoninapplikation hat jedoch einen nachhaltigen Einfluss auf die Insulinsekretion, indem
das Melatonin die Insulinsekretion rezeptorvermittelt hemmt. Die Senkung der
Insulinkonzentration im Plasma nach Melatoninapplikation wurde mittels RIA mit geringen
guantitativen Unter-schieden sowohl bei normoinsulindmischen Wistar- als auch bei
hyperinsulindmischen GK-Ratten festgestellt. Begleitend wurde eine Aufregulierung der
Insulinrezeptor- mRNA-Expression in den Epiphysen von Melatonin-behandelten Wistar-
Ratten gefunden. Die Senkung der Insulinspiegel nach chronischer Melatoninapplikation
sowohl bei Wistar- als auch bei GK-Ratten ging mit einem abgeschwachten Immun-
fluoreszenzsignal in deren pankreatischen Inseln einher. Die Ergebnisse bestétigen die aus
der Literatur bekannten Antagonismen zwischen Melatonin und Insulin bei der Wistar- und
erstmalig bei der Typ2-diabetischen GK-Ratte. Es spricht viel daflur, dass Melatonin eine
Schutzfunktion fur die pankreatische [-Zelle erflllt, da es hyperinsulinamische

Entgleisungen, wie sie bei Typ2 Diabetes mellitus vorkommen, reduziert.

Schucht, Helena: Ergebnisse zum Einfluss chronischer Melatoningaben auf pankreatische B-Zellen und
Pinealorgan von Wistar- und Typ 2-diabetischen Goto-KakizakI-Ratten. Halle an der Saale, Univ., Med. Fak.,
Diss., 74 S., 2011
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1 Einleitung

1.1 Zuckerkrankheit, Diabetes mellitus

1.1.1 Typ2 Diabetes mellitus beim Menschen

Eine Gruppe von Krankheitshildern mit einem gemeinsamen Erscheinungsbild, wie
einer erhdhten Nuchternglukose im ventsen Blut (= 7.0 mmol/l) und/oder zu hohen
Blutglukosekonzentrationen nach Durchfihrung eines oralen Glukosetoleranztests
(= 11.1 mmol/l), wird dem Diabetes mellitus zugeordnet (Report of a WHO/IDF
Consultation, 2006). Urspringlich wurde eine Gruppe von Krankheiten mit dem
Symptom der Zuckerausscheidung im Urin beschrieben, der heute dafir gebréauchliche
Ausdruck Diabetes mellitus bedeutet soviel wie ,honigstfRer Durchfluss“. Neben der
Glukosestoffwechselstérung wird der Typ2 Diabetes mellitus (T2DM) auch von einer
herabgesetzten Insulinwirkung bei relativem Insulinmangel und einer pathologischen
Insulinsekretion begleitet. Im Gegensatz zu Typ2 Diabetes manifestiert sich der Typl
Diabetes mellitus (T1DM) meist schon in der Jugend; durch einen autoimmunen
Zerstorungsprozess der B-Zellen weist der Erkrankte in der Folge einen absoluten
Insulinmangel auf. Im Einzelnen ist der T2DM von pathologischer Glukosetoleranz,
Insulinresistenz, Funktionsverédnderungen des GLUT4 im Fett- und Muskelgewebe,
Storungen der Glukagonaktivitdt sowie einem pathologischen metabolischen Milieu
gekennzeichnet. Der manifeste Diabetes bringt Spatkomplikationen mit sich, die alle
Organsysteme betreffen konnen (Rakovac et al., 2009). Als Beispiele stehen
mikrovaskulare Komplikationen im Vordergrund, wie Nephropathien (Rivero et al.,
2009), Retinopathien (Paulus und Gariano, 2009), kardiovaskuldre Komplikationen
(Weckbach et al., 2009), Wundheilungsstorungen (Pradhan et al.,, 2009),
Knochenveranderungen (Ahmad et al., 2003), kognitive Stérungen (Moreira et al.,
2007a) und Neuropathien (Dobretsov et al., 2007). Als tragende Saulen der
Diabetogenese werden heute Umweltfaktoren, hereditare Faktoren sowie das
biologische Verhalten anerkannt (Rich et al., 2009). Diese Volkskrankheit der
hochzivilisierten Lander bedroht die Lebensqualitat der Betroffenen, wirft Fragen in der
nachhaltigen Finanzierbarkeit der medizinischen Versorgung auf und bedeutet damit

eine starke soziobkonomische Belastung.



1.1.2 Goto-Kakizaki-Ratte, ein Tiermodell des Typ2 Diabetes mellitus

Fur die chronische Melatoninapplikation wurden die an T2DM leidenden GoTo-
Kakizakl (GK)- als auch metabolisch gesunde Wistar-Ratten gewahlt. Die GK-Ratte ist
eine Auszuchtlinie der Wistar-Ratte, die wiederum von der unter Standardbedingungen
geziichteten Rattus norvegicus domesticus abstammt. Die GK-Ratte wurde durch
selektive Kreuzungen von Individuen mit abnorm hohen Blutzuckerwerten geziichtet
(Goto et al, 1975). Die GK-Ratte entwickelt Merkmale, die mit den T2DM-
Komplikationen des Menschen direkt verglichen werden kdnnen, wie z. B. Fibrose,
Fettinfiltration, Makrophagen- und Amyloidablagerungen in den LANGERHANSschen-
Inseln, Reduktion der B-Zellmasse und multiple funktionelle B-Zelldefekte. Eine
polygenetische Atiologie und mutterliche Hyperglykamie wahrend der Graviditat sind
ebenfalls Merkmale des T2DM, sowohl bei der GK-Ratte als auch beim Menschen
(Portha et al., 2008).

Die GK-Ratte hat postnatal zunachst normale Nichtern-Blutglukosewerte. Die sich
wahrend der Ontogenese etablierende milde Hyperglykdmie (Portha, 2005) und
Hyperinsulindmie (Peschke et al., 2006b) gehéren zu den bestimmenden Merkmalen
der GK-Ratte. Dies bietet Parallelen zum menschlichen T2DM, welcher ebenfalls in der
Regel erst im Laufe des Lebens klinisch manifest wird. Im Gegensatz dazu ist die
Wistar-Ratte zeitlebens normoglykamisch, wahrend die adulte GK-Ratte eine gestorte
glukoseinduzierte Insulinsekretion, eine verminderte B-Zellanzahl (Portha et al., 2008)
sowie verminderte Insulinsensitivitat der extrapankreatischen Gewebe zeigt (Ostenson
und Efendic, 2007). Die diabetische GK-Ratte ist ein Modell des T2DM mit normalem
bis erniedrigtem Gesamtgewicht und dennoch erhdhtem visceralen Fettansatz
(Srinivasan und Ramarao, 2007). Darlber hinaus weist sie Veranderungen der
systemischen Adipokininkonzentration auf (Wolden-Hanson et al.,, 2000). Bei bereits
hyperglykdmischen GK-Ratten wurden erhdhte Leptinkonzentrationen im Vergleich zu
jeweils gleichaltrigen Wistar-Ratten gemessen (Movassat et al., 2008). Fur das
niedrigere Gewicht ist ein vermindertes Wachstum verantwortlich. Trotz exzessiver
visceraler sowie retroperitonealer Fetteinlagerungen hat die GK-Ratte im Vergleich zu
der Wistar-Ratte ein typischerweise um 10-30% erniedrigtes Korpergewicht (Giroix et
al.,, 1999 a, b). Der T2DM geht jedoch Ublicherweise beim Menschen mit einem
erhohten Koérpergewicht einher. Neben diesem diabetischen Erscheinungsbild sind
auch Populationen von untergewichtigen an T2DM leidenden Menschen beschrieben
worden (Srinivasan und Ramarao, 2007). Neben der Stammherkunft und dem
Lebensalter der Tiere ist ein weiterer fur die Interpretation der Versuchsdaten zu

bertcksichtigender Faktor das Geschlecht der GK-Ratten. Das Geschlecht spielt z. B.
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eine Rolle in der pankreatischen Inseldurchblutung und folglich im Glukosehaushalt
(Huang et al.,, 2008). Auch das Ausmal} der diabetogenen kardiovaskularen
Komplikationen koinzidiert mit der Geschlechtszugehdérigkeit (Desrois et al., 2004). Da
sich bei weiblichen Versuchstieren wahrscheinlich aufgrund der Wirkung von
Ostrogenen die metabolischen Parameter zu denen der maéannlichen Tieren
unterscheiden, sind in der vorliegenden Arbeit nur ménnliche Ratten in die Versuche
einbezogen worden. Bei zwei Monate alten GK-Ratten einer Pariser Kolonie wurden
mittels der Mikroarraymethode beachtliche Diskrepanzen im Expressionsniveau von
MRNAs im Vergleich zu den metabolisch unauffalligen Wistar-Ratten gefunden. Dies
betraf die Expression der fur die Glukoseverwertung, fur Inkretin, fir Glukokortikoid-
Signalkaskaden und der fir einige lonentransportsysteme sowie fur Mitose und
Apoptose kodierenden Gene (Ghanaat-Pour et al., 2007). Den GK-Rattenstamm
zeichnet im Vergleich zu stoffwechelgesunden Wistar-Ratten eine erhdhte Blutglukose,
ein geringer [B-Zellpool (Calderari et al., 2007), gesteigerte endogene
Glukoseproduktion sowie eine erhéhte Pyruvatproduktion im Cori-Zyklus aus (Sena et
al., 2007). Weitere Merkmale der GK-Ratte sind eine verlangsamte Herzfrequenz,
verlangerte QRS- und QT-Intervalle im Elektrokardiogramm, Fehlen der
altersassoziierten Herzfrequenzreduktion (Howarth und Qureshi, 2008) und nicht
zuletzt die Parallelen mit den bekannten Funktionsstérungen der B-Zelle beim
Menschen (Portha et al., 2008). Die bei GK-Ratten auftretende Storung der
glukosestimulierten Insulinsekretion wurde am perfundierten Pankreas (Abdel-Halim et
al., 1993, 1994), an isolierten Inseln (Sener et al., 1993) sowie an B-Zellen untersucht
(Hughes et al., 1998). Im Verhalten der GK-Ratte ist eine verminderte lokomotorische
Aktivitdt und eine reduzierte Lernféahigkeit aufgefallen (Moreira et al., 2007b). Komplexe
Regulationsmechanismen des intermediaren Stoffwechsels beinhalten bei GK-Ratten
ein breites Spektrum von Funktionsstérungen (Ostenson und Efendic, 2007). Das
gluko- und lipotoxische Milieu ist wahrscheinlich nicht der einzige Grund fur die Stérung
der Insulinfreisetzung (Poitout und Robertson, 2002; Ostenson et al., 2007). Fur den
T2DM ist ein Zusammenspiel der genetischen Pradisposition sowie der inadaquaten
erworbenen Insulinsensitivitat verantwortlich. Letztere ist eine Folge der verminderten
B-Zellanzahl (Movassat et al., 2007), die sich durch pranatale Pragung (Portha, 2005)
mit sekundarem B-Zellverlust und/oder durch chronische Glukotoxizitat erklart (Poitout
und Robertson, 2002). FUr die verschiedenen diabetesassoziierten intrazellularen
Defekte in der B-Zelle der GK-Ratten gibt es mehrere Ursachen, z. B. Veranderungen
des Transports durch Membranen (Gaisano et al., 2002), das gestorte NADH/NAD-
Verhéltnis (Ferreira et al., 1999) oder die abnormale Aktivierung einiger Phospholipase

C-lsoenzyme (Warwar et al., 2006). Das morphologische Korrelat der funktionellen
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Storungen ist die typische “Seestern“-Form der Inseln (Guenifi et al., 1995), bedingt
durch fibrése Durchwachsungen sowie qualitativ veranderte Mikroarchitektur bei
einzeln verbliebenen endokrinen StralRen. Progressive inflammatorisch-fibrosierende
insulare Veranderungen bestimmen das histologische Bild der pankreatischen Inseln
von GK-Ratten (Homo-Delarche et al., 2006). Obwohl angenommen wird, dass
entzindliche Prozesse den Fibrose- und den “Seestern“-Formen zugrunde liegen, sind
die priméren Ausldser und die Triggerfaktoren der Entziindung und Fibrosierung noch
nicht klar erkannt. Bekannterweise ist die ,normale* mitochondriale Funktion fir die
regelrechte endokrine Pankreasfunktion nicht unwesentlich. Die Mitochondrienfunktion
der Typ2-diabetischen GK-Ratte ist jedoch, ebenfalls wie die der Typl-diabetischen
Ratten, eingeschrankt (Lenzen, 2008). Eine falsche Diat kann eine zusatzliche
Belastung der Mitochondrien auslésen (Mizukami et al., 2008). Die Inselmorphologie,
Genexpression und Funktion des menschlichen T2DM &hnelt derjenigen, wie sie bei
GK-Ratten bekannt ist (Ostenson und Efendic, 2007). Auch bei Typ2-diabetischen
Patienten kommt es zu einer Reduktion der B-Zellen bis zu 50% (Deng et al., 2004).
Zuchtunterschiede einzelner GK-Rattenkolonien bewirken Abweichungen in manchen
physiologischen Parametern beim GK-Stamm selbst und komplizieren so einen
direkten Vergleich der bisher publizierten Studien. Fehlende tageszeitabhangige
Beobachtungen und fehlende Berticksichtigungen von Alters- und
Geschlechtsspezifika erschweren die Entwicklung eines einheitlichen Bildes der
Diabetogenese bei GK-Ratten. Der sich daraus ergebende Forschungsbedarf ist

deshalb umso dringlicher.

Zusammenfassend betrachtet ist die GK-Ratte ein gutes Modell fir den menschlichen
T2DM. Die pankreatischen Inseln der GK-Ratte weisen multiple pathogenetische
Ursachen auf wie:

1.) Die Préasenz von einigen unabhangigen Loci im Genom, die fir diabetesassoziierte
Veranderungen ohne eine gleichzeitig verminderte B-Zellanzahl verantwortlich sind.
Hierbei handelt es sich um eine breite Region auf dem Chromosom 1, welche
Diabetes- und Ubergewichts-assoziierte Genorte abdeckt (Wallis et al., 2008).

2.) Eine Gestationsdiabetes-getriggerte epigenetische Programmierung, die zu einer
Verminderung der B-Zellanzahl, ihrer Neogenese und Proliferation fuhrt.

3.) Der Verlust der B-Zellen bei einer veranderten Inselmikroarchitektur als Antwort auf
Hyperglykamie, Hyperlipidamie, Inflammationsmediatoren und oxidativem Stress
(Homo-Delarche et al., 2006; Portha et al., 2008).



Der Glukosesensorkomplex (GSC) besteht aus Glukosetransporter 2 (GLUT2) und
Glucokinase (GCK). Postprandial steigt die Blutglukose an und durch die regelrechte
Funktion der B-Zelle kommt es zur glukosestimulierten Insulinsekretion. Nach dem
Transport von Glukose mittels GLUT2 in die B-Zelle wird Glukose durch die GCK in
Glukose-6-Phosphat umgewandelt und weiter in die Glykolyse und Glukoseoxidation
eingeschleust, wobei das Adenosintriphosphat (ATP) entsteht. Ein erhdhter ATP/ADP-
Quotient lasst die ATP-regulierten K*-Kanale schlieBen. Erst wenn die meisten von
diesen Kandalen (ca. > 99%) geschlossen sind, depolarisiert die Membran. Die
spannungsabhangigen Ca?-Kandle vom L-Typ werden gedffnet. Es folgt die
Insulinexocytose. Funktionsbeeintrachtigungen des GSC sind bei der GK-Ratte
insofern von Bedeutung, als neben einer fortschreitenden GLUT2-Unterexpression der
RNA (Frese et al., 2007) die insuffiziente Insulinantwort auf Glukose an die gestorte
ATP-Produktion sowie an ein gestértes Schliel3en von ATP-regulierten Kaliumkanalen
geknipft ist (Tsuura et al.,, 1993). Es wird Uber eine verminderte Expression von
GLUT2- sowie GCK-mRNA bei 42 Wochen alten GK-Ratten berichtet, wobei das GCK-
MRNA-Expressionsniveau bereits von sehr jungen GK-Tieren gegeniber gleichaltrigen
Wistar-Ratten erhoht war. In der pankreatischen Insel zeigen GLUT2- bzw. GCK-
MRNA-Transkripte eine circadiane Oscillation, deren Amplituden bei GK-Ratten
weniger ausgepréagt sind (Frese et al., 2007). Die Transktription der pankreatischen
Melatoninrezeptoren ist bei den GK-Ratten im Vergleich zu Wistar-Ratten wahrend der
Dunkelperiode hochreguliert (Peschke et al., 2006b, 2007). Die Melatoninrezeptoren
modulieren die Suppression der glukoseinduzierten Insulinsekretion (Peschke et al.,
200, 2002). Das Auftreten bestimmter genetischer Polymorphismen im MT,-Rezeptor-
Gen stellt wahrscheinlich ein Risiko dar, an T2DM zu erkranken (Prokopenko et al.,
2009; Sparso et al., 2009). In Anbetracht dieser Zusammenhénge spielt das Melatonin

madglicherweise eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des T2DM.

1.2 Circadianes System

1.2.1 Zentraler Oscillator

Nahezu alle Lebensformen unterliegen photoperiodischen Einflissen. Die sogenannten
Zeitgeber sind Informationsvermittler zwischen der sich verdndernden AuRenwelt
(Tages-, Wochen-, Monats-, Jahreszeit usw.) und der ,Inneren Uhr* des Organismus.
Sie ermdglichen somit eine Feinabstimmung von endogen generierten circadianen
Rhythmen an die &uleren Einflusse (Synchronisation). Der endogene Tages-
Rhythmus betrdgt circa 24 h (20-28 h, circadianer Rhythmus), ein ultradianer

Rhythmus hat eine kurzere Periode (tr < 20 h) und der infradiane Rhythmus weist
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Perioden auf, die mehr als 28 h dauern. Weitere bekannte Rhythmen sind z. B. die
circamensuellen (t = ca. 1 Monat) und circannualen (t = ca. 1 Jahr) Oscillationen
(Haus, 2007). Der Hauptgenerator (die ,Innere Uhr*) der endogenen circadianen
Oscillation ist im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) lokalisiert (Moore, 1993; Reppert
und Weaver, 2002). Die Ursache fir die circadiane Oscillation sind zwei sich
rhythmisch  beeinflussende feedback-loops der dimeren Uhrengenprodukte
BMAL/CLOCK und CRY/PER, die den chronobiologischen Takt generieren und
konsekutiv die rhythmischen cellularen Funktionen steuern. Durch den output des
Oscillators werden auf neuronalem Wege oder Uber humorale Faktoren, wie z. B.
Melatonin, die zelullaren Ablaufe in der Peripherie abgestimmt. Der circadiane
Rhythmus wird durch verschiedene Zeitgeber an den physikalischen
Tag/Nachtwechsel angepasst. Der SCN selbst benétigt input-Signale mit
synchronisierender Bedeutung (Stephan und Zucker, 1972). Ein solcher Zeitgeber fir
den SCN ist der Licht-Dunkel-Wechsel, der dber neuronale Verschaltung zum
Pinealocyten gelangt und dort in ein endokrines Signal, das Melatonin, umgewandelt
wird. Das lipophile Melatonin, das alle Zellmembranen und auch die Blut-Hirn-
Schranke (Vitte et al., 1988) Uberwindet, Ubt Uber membranstandige Rezeptoren
(Gauer et al., 1993; Agez et al., 2009) wiederum eine synchronisierende Funktion auf
den SCN aus. Der SCN steuert multiple physiologische Ablaufe mit Auswirkung auf
entsprechende Organfunktionen (Buijs et al., 2003; Perreau-Lenz et al., 2004). So
kann durch Melatoninapplikation mit einer Phasenverschiebung der circadianen
Rhythmik gerechnet werden (Peschke und Peschke, 1998), die zur Modifizierung der

physiologischen Rhythmen fiihren kann.

1.2.2 Periphere Oscillatoren

Es ist heute davon auszugehen, dass periphere Gewebe und Organe Uber eine
ahnliche Infrastruktur wie der SCN, namlich Uber eine durch Uhrengene angetriebene
.nnere Uhr* verflgen (Muhlbauer und Peschke, 2007a). Man spricht von den
peripheren Oscillatoren 2. Ordnung (,slave oscillators®), im Gegensatz zum autonomen
.master“-Oscillator im SCN. Diese peripheren Uhren wurden in zahlreichen Geweben
(Peschke, 2008), unter anderem auch in pankreatischen Inseln erstmals 1998
beschrieben (Peschke und Peschke, 1998). Mittels einer Perifusionsanlage wurde bei
isolierten pankreatischen Inseln metabolisch gesunder Ratten ein circadianer
Rhythmus der Insulinsekretion gesichert (t = 22 bis 26 h). Die (semi)-autonome
Insulinsekretionsrhythmik (Peschke und Peschke, 1998; Haus, 2007) und die
circadian-periodisch exprimierten Uhrengene im Pankreas (Muhlbauer et al., 2004)

unterstitzen die Hypothese, dass die circadianen Rhythmen der pulsatilen
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Insulinfreisetzung in der B-Zelle selbst generiert werden. Der Insulinsekretionsrhythmus
ist so robust, dass er bei kontinuierlich parenteraler Erndhrung, Insulin- sowie
Glukosezufuhr und ebenso beim Fasten persistiert (Haus, 2007). Generell gibt es
jedoch weitere Oscillationen der Insulinsekretion von verschiedener Periodenlange
(insbesondere ultradiane Insulinsekretionsrhythmen von 10-20 min). Der Sinn der
ultradianen Insulinsekretion mit Insulinkonzentrationsmaxima am spaten Nachmittag
liegt z. B. in einer optimierten peripheren Glukoseverwertung. Bei Diabetikern und
Menschen mit gestorter Glukosetoleranz gehen die ultradianen Insulinrhythmen
teilweise verloren (Boden et al., 1996; Haus, 2007). Im Alter sind die ultradianen (80-
150 min) Rhythmen und deren Amplituden weniger deutlich ausgepragt. Es besteht
gleichzeitig eine gewisse Tendenz zu Hyperglykamie oder gestérter Glukosetoleranz
(Haus, 2007). Die Blutglukose (Mejean et al., 1988) sowie die Ergebnisse des oralen
Glukosetoleranztests (Jarrett et al., 1972; Dos Santos et al., 2006) weisen einen
tagesrhythmischen Charakter auf. Auch die Inselhormone Glukagon und Somatostatin
folgen einer pulsatilen Sekretion (Goodner et al., 1991). Der Insulinrezeptor zeigt eine
circadian periodische Funktionsleistung in Monocyten und Adipocyten (Beck-Nielsen
und Pedersen, 1978; Feuers et al., 1990). Insulinrezeptortranskripte konnten ebenfalls
im Pinealorgan beschrieben werden, ebenso wie ihre tageszeitabhdngige
Schwankungen (Peschke et al., 2006 b).

1.2.3 Circadiane Rhythmen

Die peripheren Oscillatoren sind der vom SCN vorgegebenen Periodenlange (t)
unterworfen. Wahrend ein herauspraparierter SCN so lange autonom oscilliert wie er
ex vivo Uberleben kann, verlieren die peripheren Oscillatoren ex vivo nach einigen
Tagen ihre Amplitudenhdhe (Haus, 2007). Aber auch gegensatzliche Ergebnisse sind
beschrieben, namlich dass auch periphere Oscillatoren ex vivo ihre Amplitudenlange
beibehalten, z. B. die rhythmische Insulinsekretion der explantierten pankreatischen
Insel (Peschke und Peschke, 1998). Die peripheren Oscillatoren kénnen durch
verschiedene Disruptoren von dem SCN entkoppelt werden. Hingegen kénnen einige
Hormone die Desynchronisierung wieder aufheben. Im Falle der peripheren
Oscillatoren kann eine Vielzahl von Faktoren neben dem Melatonin (an Geweben mit
Melatoninrezeptor-Ausstattung) die  synchronisierende  Aufgabe  Ubernehmen
(Mistlberger und Skene, 2005). Zu diesen gehoren beispielsweise Nahrungsaufnahme
wahrend ,atypischen® Zeiten (Krauchi et al., 2002), Nahrungsrestriktion (Challet et al.,
1997; Damiola et al., 2000), korperliche Aktivitat (Redlin und Mrosovsky, 1997),
auditive Stimuli (Goel, 2005) oder Temperaturschwankungen (Van Someren und

Riemersma-Van Der Lek, 2007). In diesem Sinne pradisponieren ,Fehl“-
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Verhaltensweisen die Desynchronisation des Zusammenspiels zwischen peripheren
Oscillatoren und dem SCN. Unter Schichtarbeitern, Personen mit Schlafstérungen und
,Lichtsmog“-Exponierten wurden eine erhthte Pravalenz des metabolischen Syndroms
und/oder Fettleibigkeit sowie pathologische Insulin- und Glukosekonzentrationen
gefunden (Prasai et al., 2008). Es wird angenommen, dass der SCN die tagliche
Blutglukoseschwankungen kontrolliert (Kalsbeek et al., 2004), welche beim Diabetes
entgleist sind. In einem Mausmodell mit Mutation im Uhrengen circadian locomoter
output cycles kaput (Clock) entfaltet sich phanotypisch eine pathologische Glukose-
und Insulinhomdostase (Turek et al., 2005). Dartber hinaus wird die diabetische
Hyperglykamie durch eine erhdhte endogene hepatische Glukoseproduktion (EGP)
aufrechterhalten, die wiederum bei Typ2-Diabetikern einem SCN-kontrollierten
circadianen Rhythmus gehorcht, wéahrend diese Art der EGP-Regulation bei
metabolisch Gesunden nicht nachweisbar ist (Radziuk und Pye, 2006). Ein wichtiger
Bestandteil des circadianen Systems der Saugetiere, das Melatonin, kann in
diabetische Situationen eingreifen, indem es die periphere pacemaker-Funktion in der
pankreatischen Insel moduliert. Durch den Synchronisator Melatonin wird die
Amplitude der Insulinsekretion isolierter pankreatischer Inseln um mehrere Stunden
verschoben (Peschke und Peschke, 1998; Picinato et al., 2002b). Somit tGbernimmt
Melatonin mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Diabetes

mellitus-assoziierten metabolischen Stérungen.

1.3 Melatonin

1.3.1 Pluripotenz

Bekannt ist die Epiphyse seit dem 3. vorchristlichen Jahrhundert (Herophilos von
Alexandria). Im 17. Jahrhundert hatte Descartes der Epiphyse den Sitz des Sensorium
commune zugeschrieben. Die biologische Rhythmengenerierung, die Verknipfung
zum optischen System sowie zum Endokrinium erftllen schliellich alle zusammen die
Voraussetzungen fur die ,Erkennung der Welt" (Descartes), fur die Orientierung in
Raum und Zeit sowie fur die hoheren Gedankenfunktionen (Peschke, 2004;
Arushanian et al., 2006). In spirituellen Kreisen wurde die Epiphyse immens popular
indem in ihr Shivas Auge, das ,dritte Auge“, gesehen wurde. Aaron Lerner und
Mitarbeiter waren die Ersten, die 1958 das Melatonin aus Rinderepiphysen gewannen
und 1959 die chemische Struktur klaren konnten (Lerner et al., 1958, 1959). Klinisch
sind einige Krankheitsbilder bekannt, die mit einem erniedrigten Melatoninspiegel
einhergehen (Status diabeticus, Morbus Alzheimer, Osteoporose, Alterungsprozess,

Autismus, usw.).
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1.3.2 Synthese

Unter einem natirlichen Wechsel der Hell-/Dunkelperiode tragt der photische Stimulus
entscheidend zur Synchronisation des SCN bei. Von der Retina wird die
Lichtinformation auf einem multisynaptischen Weg (Buijs et al., 2006), unter
sympathischer Modulation in den Pinealocyten, in ein endokrines Signal Ubersetzt
(Axelrod und Wurtman, 1966). Folgende Vorstellung des photoneuroendokrinen
Systems mit dem Pinealorgan als hormonsezernierendem Effektororgan ist allgemein
akzeptiert. Die Lichtinformation der AuRenwelt gelangt bis zu den Pinealocyten auf
folgenden Weg: Retina - Tractus retinohypothalamicus - Nucleus suprachiasmaticus
des Hypothalamus - Nucleus paraventricularis des Hypothalamus - Columna
intermediolateralis - Ganglion cervicale superius - Nervi coronarii - Glandula pinealis.
Schon vor mehr als einem Jahrhundert spricht der ¢sterreichische Neurologe, Heinrich
Obersteiner, von einer ,nicht tbersehbaren Wurzel der optischen Bahn“, welche in die,
den lll. Hirnventrikel umgebende, graue Substanz eintritt, die retinohypothalamische
Projektion (Obersteiner, 1888).

Der unentbehrliche Baustein fir die Melatoninbiosynthese ist die essentielle
Aminoséaure Tryptophan, die mit der Nahrung aufgenommen wird. Tryptophan wird in
die Epiphyse mit Hilfe eines hochaffinen Transporters eingeschleust (Gutierrez et al.,
2003) und zu Serotonin (5-Hydroxytryptophan) hydroxyliert und decarboxyliert.
Serotonin wird durch die cytoplasmatische Arylalkylamin-N-acetyltransferase (AA-NAT)
acetyliert und schlieBlich durch die Hydroxyindol-O-methyltransferase (HIOMT) zu
Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamin) methyliert (Simonneaux und Ribelayga,
2003). Das lipohile Melatonin wird nicht intracellular gespeichert sondern sofort nach
der Synthese vom Pinealocyten abgegeben. Nachtaktive Tiere, wie die Ratten, zeigen
ebenso wie tagaktive Lebewesen, wie die ,meisten* Menschen, einen erhohten
Melatoninspiegel nur wahrend der Dunkelperiode (Vasicek et al., 2005). Die Synthese
von Melatonin wird allerdings speziesspezifisch reguliert. Bei Nagern ist fur die
Melatoninsynthese die transkriptionelle Regulierung der AA-NAT entscheidend. Es gilt
dabei, dass nur die stimulierten Pinealocyten die AA-NAT-mRNA exprimieren.
Konsekutiv erscheint mit Latenz von 1 bis 2 h das AA-NAT-Protein: die
Melatoninbiosynthese kann stattfinden. Mithilfe des inhibitorischen Transkritionsfaktors
inducible cAMP early repressor wird die Melatoninsynthese beendet. Im Gegensatz
dazu regulieren Huftiere und Primaten die Melatoninproduktion ausschlief3lich auf dem
posttranskriptionellen Niveau. Dabei wird das funktionstiichtige AA-NAT-Enzym
kontinuierlich produziert und dem Bedarf durch den proteasomalen Abbau angepasst
(Stehle et al.,, 2001; Schomerus und Korf, 2005). Aus funktioneller Sicht liegt das
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chronoendokrine Zentrum, die Glandula pinealis, in einem komplexen input-output-
Netz und erhalt Signale durch zahlreiche Botenstoffe (Simonneaux und Ribelayga,
2003). Extrapineal identifizierte Melatoninsyntheseorte wie z. B. neuroendokrine
retinale Zellen, das diffuse neuroendokrine System im Verdauungstrakt, die
Harpersche Drise sowie manche Immunzellen besitzen eine eigene

Enzymausstattung fir die Melatoninbiosynthese (Hardeland, 2008).

1.3.3 Rezeptoren

Seitdem durch die *?°I-Markierung die Lokalisation von Melatoninbindungsstellen im
Gewebe ermdglicht war, wurden die Melatonin-bindenden Orte bei verschiedenen
Saugetierspezies im Gehirn, z. B. in den Nuclei dorsomediales und ventromediales
hypothalami, im vorderen Hypothalamus, in der Area preoptica medialis, im Nucleus
paraventricularis, im Hippocampus, in der Area postrema, der Amygdala, der Retina,
im SCN, in der Pars tuberalis der Hypophyse sowie im Cortex cerebri nachgewiesen.
Aufgrund des Affinitatsvergleiches dieser G-Protein gekoppelten Melatonin-bindenden
Proteine erfolgte eine Unterscheidung in den hochaffinen Rezeptor mit Ky < 200 pM
(MT,) und den niedrigaffinen Rezeptor mit Ky von ca. 0,9-10 nM (MT,). Der
erfolgreichen Klonierung der urspringlich als Mel;; bzw. Mel;, bezeichneten
Melatoninrezeptoren in den 90er Jahren durch Reppert und Mitarbeiter (Reppert et al.,
1996) folgte im Jahr 2009 die letzte Nomenklaturvereinbarung durch die International
Union of Basic and Clinical Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and
Drug Classification (IUPHAR). Derzeit werden diese Isoformen MT;- bzw. MT,-
Rezeptoren genannt. Die dritte Melatoninrezeptorisoform, Mel;., kommt bei den
Saugetieren nicht vor und ist nur ein strukturverwandtes Melatonin-bindendes Protein.
SchlieBlich wurde die pharmakologische Spezifitdat rekombinanter Melatoninrezeptoren
mit dem Ziel der Unterscheidung einzelner Subtypen im nativen Gewebe geprift
(Reppert, 1997). Bislang wurde deren Transkription in zahlreichen Organen
nachgewiesen (von Gall et al.,, 2002). Die membrangebundenen MT;- und MT,-
Rezeptoren werden auch in der Ratten-Insulinoma (INS-1)-Zelle sowie in den
pankreatischen Inseln von Mensch und Ratte exprimiert (Peschke et al., 2000; 2002;
Muhlbauer und Peschke 2007b; Ramracheya et al., 2008). Diese wurden
autoradiographisch sowie immunhistochemisch und funktionell nachgewiesen. Der
spezifische, hochaffine MT;-Rezeptor hemmt die Adenylatcyklase (AC). Die
cytosolische cAMP-Konzentration fallt ab. Auf diesem Weg hemmt das Melatonin
Sekretionsvorgdnge. Die dem MT,-Rezeptor angeschlossene intracellulare cGMP-
Kaskade fuhrt vermutlich ebenfalls zur Senkung der Insulinsekretion (Stumpf et al.
2008, 2009; Peschke et al. 2009).
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1.4 Endokrine Pinealo-Pankreatische Achse

1.4.1 Phanomenologie des Insulin-Melatonin-Antagoni  smus

Wahrend der Dunkelperiode koinzidieren bei Saugern Melatonin-Peaks mit Insulin-
Absenkungen. Wahrend der Hellperiode werden hingegen Insulin-Peaks bei niedrigen
Melatoninkonzentrationen im Plasma ermittelt (Boden et al., 1996; Peschke et al.,
2006b). Bei den unter T2DM leidenden hyperinsulinamischen Ratten ist die nachtliche
Amplitude der Melatoninplasmakonzentration reduziert (Peschke et al., 2006b)
wahrend nach Induktion eines Typl Diabetes mellitus (T1DM) durch Streptozotocin
(STZ) hohe Melatoninplasmakonzentrationen neben einem Insulinmangel im
Rattenmodell nachgewiesen wurden (Peschke et al., 2008). Das STZ zerstért selektiv
die pankreatische B-Zelle. Dort kommt es zu einer massiven mitochondrialen Belastung
durch freie Sauerstoffradikale (ROS). Schliel3lich erzeugt das STZ einen absoluten
Insulinmangel.  Zusétzlich entwickeln sich eine erhdhte Blutglukose und
Transkriptionsveranderungen des pinealen Insulinrezeptors. Die Folgen der radikal-
oxidativen Belastung koénnen durch einen sog. Radikalfanger wie Melatonin gelindert
werden, da Melatonin die mitochondriale Funktion verbessern kann (Lopez, 2009) und
die B-Zellnekrose teilweise zu vermeiden hilft (Ebelt et al., 2000). Exogen zugefiihrtes
Insulin (Champney et al., 1985) aber auch T2DM-assoziierte HyperinsulinAmie
(Peschke et al., 2006b; Kedziora-Kornatowska et al., 2009) gehen mit erniedrigten
nachtlichen Melatoninplasmakonzentrationen einher. Die Insulinopenie beim STZ-
induziertem T1DM ist hingegen mit erhdhten nachtlichen Melatoninkonzentrationen
assoziiert (Peschke et al., 2008). Zudem entwickelte sich nach chronischen
Melatoningaben per os eine erniedrigte Insulinplasmakonzentration (Nishida et al.,
2002, Peschke et al., 2010). Insbesondere bei Patienten mit einem metabolischen
Syndrom war das Serumlipidprofii umso glnstiger, je hoher der néchtliche
Melatonin/Insulin-Quotient war (Robeva et al., 2008). Postmenopausale Frauen, bei
denen erhdhte Melatoninkonzentrationen gemessen wurden, wiesen eine erniedrigte

Serum-C-Peptid- sowie Blutglukose-Konzentration auf (Starka et al., 2008).

1.4.2 Melatoninrezeptorvermittelte Sekretionshemmun g von Insulin

Mittels technischer Mdglichkeiten wie Super- oder Perifusion konnte die spezifisch bzw.
unspezifisch stimulierte Insulinsekretion durch zwei chemisch &hnliche Indolamine
dosisabhéngig moduliert werden. Das Melatonin hemmte die Glukose- bzw.
Kaliumchlorid-stimulierte Insulinsekretion, wahrend das Serotonin sie erhdhte. Im
Gegensatz dazu blieb die basale Insulinsekretion von einer pharmakologischen Dosis

Melatonin (1uM) unbeeinflusst (Peschke et al., 1997). Diese Befunde fanden mehrfach
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Bestéatigung (Kemp et al., 2002; Picinato et al., 2002b; Peschke et al., 2006a, 2009).
Die Melatoninrezeptoren werden in den B-Zellen pankreatischer Inseln exprimiert
(Peschke et al., 2000, 2002; Ramracheya et al., 2008). Dort vermitteln sie den
hemmenden Einfluss auf die Insulinsekretion. Nach der Besetzung der spezifischen,
hochaffinen G;,-gekoppelten MT,-Rezeptoren durch Liganden wird die intracellulare
cAMP-Konzentration durch Hemmung der Adenylatcyclase (AC) in den B-Zellen
gesenkt und konsekutiv die Insulinfreisetzung gedrosselt (Peschke et al., 2002, 2006a).
Die Melatoninbehandlung der INS1-Zellen hatte aber auch eine Stimulierung der IP3-
Freisetzung mit konsekutiver Steigerung der Insulinsekretion zur Folge (Bach et al.,
2005). Dieser Weg, via Gq11-Kopplung des MT;-Rezeptors, ubertrifft jedoch quantitativ
die auf dem cAMP-Weg vermittelte Insulinsekretionshemmung nicht (Peschke, 2008).
Kirzlich wurde ein dritter Melatoninsignalweg tber den MT,-Rezeptor beschrieben, der
die Hemmung der Guanylatcyclase (GC) und des cGMP-Weges zu Folge hat.
Hierdurch wird die Insulinsekretion wie auf dem cAMP-Weg gesenkt (Stumpf et al.,
2008b). Trotz einer suffizienten, jedoch funktionell unterlegenen Ggi:-IP3-Kaskade,
uberwiegt in der Summe die Insulinsekretionshemmung als Antwort auf die
Melatoninbindung an seine Membranrezeptoren in der B-Zelle. Die Expression der
MT-Rezeptor-mRNA ist in der Insel vergleichsweise stérker als die der MT,-Rezeptor-
MRNA (Muhlbauer und Peschke, 2007). Ergebnisse weiterfiihrender Untersuchungen
unterstreichen die Bedeutung von Melatonin fir die Regulierung der Insulinsekretion
beim T2DM. In diesem Kontext wurde ein erhdhtes mRNA-Expressionsniveau der
membranstandigen Melatoninrezeptoren bei diabetischen Patienten gefunden
(Peschke et al., 2006b; Miuhlbauer und Peschke, 2007a). Sie fand Bestatigung durch
immunhistochemische und autoradiografische Darstellung der Melatoninrezeptoren in
den pankreatischen Inseln (Peschke et al., 2007). Aktuelle Publikationen weisen das
Auftreten von Genvarianten im MT,-Rezeptor-codierenden Gen (MTNR1b) im Kontext
der Diabetogenese des T2DM nach (Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009).
Die Trager eines bestimmten single nucleotid polymorphism (SNP, Austausch einer
einzigen Aminosaure im Intron der nicht translatierten Abschnitte des MTNR1b)
reprasentieren laut genomweiter Assoziationsstudien eine Risikogruppe des T2DM
(Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009; Staiger et al., 2008). Ihr Phanotyp ist
durch ein erhdhtes MT,-mRNA-Expressionsniveau sowie durch ein pathologischen first
phase insulin response im oralen und intravendsen Glukosetoleranztest charakterisiert
(Bouatia-Naji et al., 2009; Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009). Letztere drei
Sachverhalte treffen fir die GK-Ratte gleichfalls zu, wodurch Ahnlichkeiten des T2DM
bei Ratte und Mensch unterstrichen werden. Die bisherigen in vitro-Studien belegen

eine Insulinsekretionshemmung durch Melatonin via membranstéandiger MT;-, vor allem
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aber MT,-Rezeptoren, und einen funktionellen Melatonin-Insulin-Antagonismus
(Peschke et al., 2009).

1.4.3 Zusammenspiel von Insulin und Melatonin

Obwohl die GesetzméaRigkeiten der Pinealo-Pankreatischen-Achse noch nicht
erschopfend geklart sind, gibt es dennoch Hinweise fir ein feedback zwischen
Pinealocyten und pankreatischen B-Zellen. Bei einer Hyperinsulinamie der GK-Ratte
wurde eine, vermutlich kompensatorisch, erhdhte Expression pinealer AA-NAT-mRNA
bei Aktivitatsminderung dieses Enzyms wahrend der Dunkelperiode beobachtet
(Peschke et al.,, 2006b). Ein InsulinUberangebot hemmt bei Hamstern die
Melatoninproduktion in der Epiphyse (Champney et al., 1985; Chik et al., 1997). Der
Einfluss von Insulin auf explantierte Epiphysen der Ratte bestand in einer Suppression
der Norepinephrin-stimulierten  Melatoninsynthese  (Peschke et al., 2008).
Dementsprechend  weist  die hyperinsulinamische = GK-Ratte  erniedrigte
Melatoninspiegel auf. Dabei kombiniert sich eine erhdhte pineale Insulinrezeptor-
MRNA-Expression wahrend der Hellperiode mit einer Hochregulierung von
pankreatischen Melatoninrezeptor-Transkripten wahrend der Dunkelperiode (Peschke
et al., 2006b). Das Insulin moduliert die Pinealocytenfunktion z. B. durch eine
Hemmung der L-Typ-Ca*-Kanale (Chik et al., 1997). Der Insulinrezeptor ist im
neuronalen Gewebe weit verbreitet. Dieser membranstdndige Tyrosinkinase-
gekoppelte Rezeptor vermittelt fir Energiehaushalt und Reproduktion wichtige
Vorgénge. Nach Bindung des Insulins am extracellularen Teil des Rezeptors wird die
Tyrosinkinaseaktivitat der B-Ketten stimuliert. Sie phosphorylieren sich selbst und
andere Proteine, wie die Insulinrezeptorsubstrate IRS-1 und IRS-2. Deren
phosphorylierte Tyrosinreste werden weitergereicht an IRS-aktivierbare Enzyme, wie
zum Beispiel an die phosphoinositid-3-kinase (PI13)-Kinase. Dieses Enzym fordert die
Bildung von Phosphatidylinositoltrisphosphat (PIP3). Schliel3lich aktiviert die
Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 weitere Proteinkinasen und Proteinphosphatasen, die
ihrerseits die schnellen Wirkungen von Insulin auslésen. Ein zweiter Weg, der nach
Bindung an IRS-1 oder IRS-2 ebenfalls aktiviert wird, ist die Ras-Kaskade, die
schlieBBlich zur Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren fihrt und somit zur
Veranderung der Genexpression. Diese Transduktion ist fur die Zellteilung wichtig.
Uber die Ras-Kaskade werden die Insulin-Langzeiteffekte ausgeltst. Dartiber hinaus
aktiviert das Insulin auch eine ubiquitar vorkommende Phosphodiesterase (PDE), die
das wirksame cAMP in das unwirksame AMP Uberfihrt. Das Insulin senkt somit den

CcAMP-Spiegel in Zellen und antagonisiert die Wirkung von Glucagon und Adrenalin.
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15 Melatoninapplikation im Tierversuch

1.5.1 Melatoninapplikation per os und die Glukosehomdostase

Ein Spektrum an zuverlassigen, aber teilweise sich widersprechenden Studien spiegelt
die Komplexitat der Bedeutung von Melatonin fir den Stoffwechsel der Kohlenhydrate
wider (Peschke, 2008). Die metabolische Situation des T2DM verschlechtert sich durch
eine zusatzliche Pinealektomie (Nishida et al., 2003), wahrend sie von chronischer
Melatoninapplikationeindeutig profitiert (Nishida et al., 2002). Das Melatonin ist in der
Lage, die nach einer Pinealektomie folgende Hyperglykdmie sowie die Insulinantwort
zu verbessern, wahrend die alleinige Melatoninapplikation die verlorene circadiane
Glukoseschwankung nicht wiederherstellen konnte (la Fleur et al., 2001). Die
Anwendung von Melatonin per os zeigt beim Versuchstier eine Insulin-suppressive
Wirkung (Nishida, 2005). Neben Melatonin, das als exogener Zeitgeber den
circadianen Rhythmus peripherer Oscillatoren in vivo zu synchronisieren vermag
(Rajaratnam und Redman, 1997; Li et al., 2004; Emens et al., 2005; Paulose et al.,
2009), wurden direkte Effekte von Melatonin auf die B-Zelle in vitro mehrfach
beschrieben (Peschke, 2008). Ferner existieren Berichte Uber die Wirkung von
Melatonin auf den Glukose- und Insulinhaushalt in vivo. Nach chronischen
Melatoningaben war eine verringerte Insulinkonzentration im Plasma festzustellen
(Wolden-Hanson et al. 2000, Rasmussen et al., 2001; Nishida, 2002, 2005; Bojkova et
al., 2008). Eine wesentliche Senkung der Blutglukose trat dabei nicht auf. Aber auch
eine fehlende Wirkung von Melatonin auf das zirkulierende Insulin, verbunden mit einer
Senkung der Glukosekonzentration im Plasma, wurde beschrieben (Prunet-Marcassus
et al., 2003). Einigen Berichten zu Folge fuhrten Melatoningaben bei der Wistar-Ratte
sogar zu einem Anstieg des Glukosespiegels (Fabis et al., 2002). Bei
postmenopausalen Frauen wurde die Glukosetoleranz und Insulinsensitivitat nach
Melatoningaben verschlechtert (Cagnacci et al., 2001), wahrend bei pinealektomierten
Ratten eine Melatoninapplikation zu einer verstarkten glukosestimulierten
Insulinsekretion fuhrte (la Fleur et al., 2001). Die Tatsache, dass Melatonin als
Zeitgeber in den Insulinsekretionsrhythmus in vitro eingreifen kann, wirft Fragen auf,
wie beispielsweise nach der Melatoninfunktion fir die periodischen Insulinsekretion in
vivo. Die bisherigen Ergebnisse implizieren also eine positive Wirkung von Melatonin
auf metabolische Entgleisungen des diabetischen Formenkreises. Eine
Melatoninapplikation konnte fir die B-Zelle von positiver Bedeutung sein und somit der
langfristigen Anwendung von Melatonin therapeutische Mdglichkeiten ertffnen. Einige
Nebeneffekte einer Melatoninapplikation wurden bereits belegt, wie z. B. auf das
Korpergewicht. Chronische Melatoningaben (4 pg/ml) senken das Korpergewicht von

mannlichen und weiblichen Ratten (Bojkova et al., 2008). Andererseits senkte

-14-



Melatonin bei einer Trinkwasserkonzentration von 0,1 pg/ml das Korpergewicht drei
Monate alter metabolisch unauffalliger Ratten nicht. Erst bei 10 Monate alten
mannlichen Ratten, die bereits ein erhdhtes Kdrpergewicht hatten, etablierte sich nach
chronischer enteraler Melatoninapplikation von 0,2 - 0,4 pg/ml im Trinkwasser eine
dosisabhéngige Gewichtsreduktion. Melatonin in einer Dosis von 0,2 pg/ml verabreicht
hielt eine Gewichtszunahme der lipidreich gefltterten aber sonst metabolisch
unauffalligen Ratten auf (Prunet-Marcassus et al., 2003; Puchalski et al., 2003). Bei
alteren Ratten war die altersassoziierte Fetteinlagerung des visceralen Bauchfettes
sogar unter Melatoninbehandlung ricklaufig (Wolden-Hanson et al., 2000; Rasmussen
et al., 2001; Prunet-Marcassus et al., 2003).

1.5.2 Pharmakokinetik von Melatonin

Die Resorptionszeit von Melatonin per os bis zur maximalen Plasmakonzentration liegt
zwischen 30 s und 6 min. Die biologische Halbwertszeit von Melatonin betragt 30 bis
60 min. Das Melatonin wird beim Menschen mit ca. 15% Bioverfligbarkeit nach einer
Gabe per os rasch resorbiert (DeMuro et al., 2000). Andere Autoren zeigten, dass der
enterale Bioverfugbarkeit bei Ratten ca. 53,5% und bei Hunden erstaunlicherweise
nahezu 100% betrug (Yeleswaram et al., 1997). Die mittlere Bioverfligbarkeit ist bei
Frauen nach einer oralen Melatoninaufnahme hoéher (17%) als bei mannlichen
Probanden (9%) (Fourtillan et al., 2000). Die hdchste Melatoninplasmakonzentration
wird beim Menschen 2 h nach Applikation erreicht (Anderson et al., 1993). Im
Allgemeinen scheiden Kinder Melatonin nach parenteraler Gabe schneller aus als
junge Erwachsene (Cavallo und Ritschel, 1996). Die hepatische Metabolisierung von
Melatonin scheint bei der Ratte schneller zu verlaufen als beim Menschen
(Yeleswaram et al., 1997). Circa 50-75% der Melatoninmenge im Plasma ist reversibel
an Proteine gebunden, wie z. B. an das a;-saure Glykoprotein und an Albumin (Morin
et al., 1997). Bei der Ratte liegt die relative Plasmaproteinbindung, unabhéangig von der
Tageszeit, bei 33% (Depres-Brummer et al., 1996). Beim Menschen sind die meisten
individuell ~ variablen Amplituden der Plasmaspiegel und Anflutungszeiten
wahrscheinlich durch multifaktorielle Umwelteinfliisse sowie Verhaltensweisen bedingt
(Burgess und Fogg, 2008). Die nachtliche endogene Melatoninproduktion des
Menschen erreicht ihren Gipfel zwischen dem 6. und 20. Lebensjahr, um nach dem 25.
Lebensjahr rapide abzufallen. Danach folgt eine alternsbedingte schleichende
Abnahme des Melatoninspiegels im Blut. Bei der Ratte und beim Rhesusaffen steigt
die Melatoninkonzentration z. B. durch einen Nahrungsentzug an. Ein Anstieg der
Melatoninkonzentration ist auch nach Behandlung mit Pharmaka wie Fluvoxamin
(Hartter et al., 2000), Desipramin (Palazidou et al., 1992), Doxepin (Hajak et al., 1996)

-15-



oder auch nach Kalteexposition beobachtet worden (Tannenbaum et al., 1988). Beim
Menschen geht Schmerz, Ubergewicht, intermittierendes oder kurzzeitiges Fasten
(Berga et al., 2001; Bogdan et al., 2001; Roky et al., 2004), chronische Schlaflosigkeit
und die Einnahme von Medikamenten mit erniedrigten Melatoninspiegeln einher.
Insbesondere Beta-Blocker (Cowen et al., 1985), Diazepam (Wakabayashi et al., 1991)
und Clonidin (Munoz-Hoyos et al., 2000) senken die Plasmakonzentration von
Melatonin. Wahrend die Melatoninplasmakonzentrationen beim erwachsenen
Menschen wahrend der Hellperiode zwischen 10-40 pg/ml (Tutuncu et al., 2005;
Peschke et al., 2006b; Robeva et al., 2008) und bei der Ratte zwischen 80 und 130
pg/ml ( Tutuncu et al., 2005; Danel und Touitou, 2006; Peschke et al., 2006b; Robeva
et al., 2008) liegen, kdnnen die intracelluldaren und intranucledren Konzentrationen
aufgrund der Lipophilie von Melatonin den Plasmaspiegel um ein Vielfaches
Uberschreiten. Manche Zellen akkumulieren das Melatonin im Zellkern (Menendez-
Pelaez et al., 1993). Dadurch kann es zu unvorhersagbaren
Gewebekonzentrationsabweichungen kommen (Guardiola-Lemaitre, 1997; Bubenik,
2008). Eine Einmaldosis von 5 mg Melatonin per os erzeugt im Vergleich zu den
Basalwerten eine 25-mal hohere Melatoninkonzentration im Blut, beeinflusst dabei
aber nicht die endogene Melatoninsynthese (Brown et al., 1985, 1997). Es existieren
Berichte Uber einen variablen Melatoninplasmaspiegel nach unterschiedlich langen
Applikationszeiten sowie der Verabreichung unterschiedlich hoher Melatonindosen
(Rasmussen et al., 1999, 2001; Fourtillan et al., 2000; Wolden-Hanson et al., 2000;
Prunet-Marcassus et al., 2003; Castillo et al., 2005; Kireev et al., 2008). Ferner ist eine
individuelle Variabilitdt der Melatoninplasmaspiegel nach Melatoningaben relativ
ausgepragt (Di et al., 1997). Wahrend der kurzfristige Gebrauch nahezu ohne Folgen
zu sein scheint, wurde ein chronischer Konsum bislang noch nicht systematisch
untersucht. Das Melatonin kann nichtenzymatisch intra- und extracellular durch
Oxidantien degradiert werden. Der hepatische Melatoninabbau geschieht in den
Lebermikrosomen durch die Metabolisierung zu 6-Hydroxy-Melatonin (P450-
Monooxygenasen, CYP1A2, CYP1A1l und CYP1B1), vorwiegend mit Sulfat konjugiert,
bevor die Metabolite renal ausgeschieden werden. Gewebe neuralen Ursprungs wie
Retina und Epiphyse sind mit Melatonin-spezifischen Diacetylasen ausgestattet.
Melatoninabbau kann auch Uber den Kynurenamin-Pathway (Mayo et al., 2005) oder

via Myeloperoxidaseaktivitat erfolgen (Hardeland et al., 2006).
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2 Ziele der Arbeit:

Die bisherigen in vitro erfassten Melatoninrezeptor-vermittelten Effekte auf die
pankreatische B-Zelle sollen unter diabetischer sowie nichtdiabetischer
Stoffwechsellage im Tierversuch untersucht werden. Besonders bei einer
Melatoninapplikation in vivo kénnte es zu Anderungen der Rhythmik des peripheren
circadianen Oscillators in der B-Zelle kommen und somit die hormonelle Homdostase,
die typisch fir den jeweiligen Versuchstierstamm ist, betreffen. Vermutete Melatonin-
bedingte Veréanderungen des Verhaltens, des Wachstums, des MT;-/MT,-Rezeptor-,
Insulin- und Insulinrezeptor-Status sollten untersucht werden, um die mdoglichen
Wirkungen und Nebenwirkungen einer chronischen Applikation von Melatonin im

natirlich komplexen Organismus zu erfassen. Im Einzelnen werden folgende Ziele

verfolgt:

. Ermittlung der Langzeit-Melatonineinwirkung in vivo auf die diabetesassoziierte
Hyperinsulindmie der GK-Ratte sowie auf die normale
Insulinplasmakonzentration der nichtdiabetischen Wistar-Ratte.

. Untersuchungen der Insulinrezeptortranskripte in Pinealorganen von Wistar-

und GK-Ratten nach chronischer Melatoninapplikation.

. Molekularbiologische Untersuchung der chronischen Melatonineffekte auf die
Expression von Inselhormon- und Melatoninrezeptor-Transkripten sowie auf die
MRNA-Expression von Parametern des Glukosesensorkomplexes im Pankreas

von diabetischen sowie metabolisch gesunden Wistar-Ratten.

. Anwendung einer effizienten Technik zur minimalinvasiven Melatoninapplikation

(via Trinkwasser).

. Auswirkungen der Melatoninlangzeitapplikation in vivo auf die Blutglukose in
der Mitte der Dunkelperiode bei Wistar- und GK-Ratten.

. Erfassung von Veranderungen im Trinkverhalten, Futterkonsum und
Kdrpergewicht nach chronischen Melatoningaben unter Beriicksichtigung einer
mdglichen Aversion oder Vorliebe gegeniber Melatonin im Trinkwasser bei
Wistar- und GK-Ratten.
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. Charakterisierung der GK-Ratte der Halleschen Kolonie in der jungen
Adoleszenz. Es soll untersucht werden, wie fortgeschritten die biologischen
Verédnderungen der Inselstruktur und Expressionsverénderungen
pankreatischer und pinealer Transkripte bei der GK-Ratte im Alter von vier

Monaten sind.

. Gibt es Hinweise auf morphologische Alterationen in der pankreatischen Insel
nach chronischer Melatoninanwendung? Zu untersuchen ist, wie die einzelnen
hormonproduzierenden Zellen der Insel bei einer vier Monate alten GK-Ratte im
Vergleich zu einer gleichaltrigen Wistar-Ratte verteilt sind. Hat der chronische
Melatoninkonsum gegebenenfalls Auswirkungen auf die Morphologie der

pankreatischen Insel?

3 Material und Methoden

3.1  Versuchsbegleitende Untersuchungen

3.1.1 Experimentelles Design

Das Experiment wurde mit insgesamt 64 mannlichen Ratten durchgefiihrt. Von 32
Wistar-Ratten (2. Auszuchtgeneration aus dem eigenem Hause, urspringlich von der
Firma Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland, erworben) im Alter von 55
Tagen mit einem mittleren Gewicht von 241,3 + 2,26 g wurden 16 Versuchstiere mit
Melatonin behandelt und 16 bildeten die Kontrollgruppe. Von 32 GK-Ratten (GK/Hal, 3.
Inzuchtgeneration aus dem ZMG der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg,
urspringlich von Europe, Lille Skensved, Dénemark bezogen), welche zum
Versuchsbeginn 54 bis 55 Tage alt waren und ein mittleres Gewicht von 233,6 £ 2,22 g
aufwiesen, wurden ebenfalls 16 Tiere mit Melatonin behandelt und 16 Tiere bildeten
die Kontrollgruppe. Die Versuchstiere wurden paarweise in Kafigen untergebracht. Die
Wistar- und die GOTO-KAKIZAKI-Ratten hatten wahrend des Versuches untereinander
keinen Kontakt, die jeweiligen Tierboxen waren getrennt und alle benutzten
Gegenstande verblieben in den jeweiligen Rdumen und wurden dort auch gereinigt.
Die Lufttemperatur betrug 22,5 =+ 1,5 C und die rel ative Luftfeuchtigkeit 62-73%. Das
Licht-/Dunkelverhaltnis folgte einem starren Schema von L:D=12:12 h, Licht an: 5:30
MEZ. Ein Standardfutter (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage, Deutschland) sowie
Trinkwasser waren fiur die Tiere ad libitum verfigbar. Wahrend der 12-stindigen
Lichtzeit erhielten die Tiere Leitungswasser ohne Zusatze und innerhalb der 12-

stiindigen Dunkelzeit wurde das Trinkwasser mit Melatonin versetzt. Dies geschah in
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einer Menge, dass die Aufnahme der Tiere pro Kilogramm Korpergewicht 2,5 mg je
Nacht betrug. Um die Loésungen korrekt einzustellen, wurden versuchsbegleitende
Tests durchgefihrt. In diesen galt es festzustellen, wie hoch die Trinkmenge war, um
gewichts- sowie trinkmengenadaptiert Melatonin im Trinkwasser I6sen zu kdnnen.
Bevor Melatonin in das Trinkwasser gegeben wurde, wurde dies in einer minimalen
Menge Ethanol geldst (100 pl Ethanol fur die Anlésung von 2,5 mg 100% Melatonin-
Trockenpulver) und anschlieBend in das Trinkwasser gegeben. Sowohl die Melatonin-
behandelten Versuchstiere als auch die Kontrolltiere wurden nach 64-66 Tagen
chronischer Melatoninapplikation in der Mitte der Dunkelperiode durch
Herzventrikelpunktion unter tiefer Narkose (Isofluran, Baxter Deutschland GmbH,
DEUTSCHLAND) getttet. Die Glukosekonzentration wurde aus dem Blut der
Schwanzspitzenvene bestimmt, wobei der erste Tropfen verwofen wurde. Simultan zur
Blutentnahme aus dem rechten Herzventrikel mittels einer heparinisierten Spritze
(Liguemin®N, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) wurden die Epiphysen nach
der Offnung der Schadelkalotte praparatiert. Die gewonnenen Epiphysen wurden in 2
ml-Eppendorfgefal3e gegeben, mit EDTA-versetzt und in flussigem Stickstoff
schockgefroren, um danach bei - 80T gelagert zu we rden. Die mittlere Menge von 6
ml zentralem Vollblut wurde in heparinisierte Reagenzglaser umgefillt und zehn min
bei 700 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand (Plasma) in 2 ml-
Eppendorfgefalie aliquotiert und bei - 80C gelagert . Die Bauchspeicheldriisen wurden
sorgféltig stumpf prapariert und im Konservierungsreagenz RNA-later (Ambion Inc.,
Austin, TX, USA) bis zur RNA-Extraktion bei - 20C aufbewahrt.

3.1.2 Trinkmenge

Die Trinkvolumina beider Versuchstiere eines Kafigs wahrend der Dunkelperiode
wurden durch Subtraktion der zur Nacht bereitgestellten Trinkmenge von den
morgendlich ermittelten Restvolumina gewonnen. Das Trinkvolumen pro Tier wurde
naherungsweise durch Division des Gesamttrinkvolumens mit dem Faktor 2 ermittelt.
Auf diese Weise wurde das Trinkvolumen wahrend der Dunkelperiode von der ersten
bis zehnten Woche bestimmt. Zusétzlich wurde von der sechsten bis zehnten Woche
analog das Trinkvolumen wahrend der Hellperiode gemessen. Die kumulative
Trinkldsungsaufnahme Uber den Versuchszeitraum ergab sich als Mittelwert der
mittleren wochentlichen Trinklésungsaufnahmen von der ersten bis einschlielich

neunten Melatoninapplikationswoche.
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3.1.3 Futtermenge

Der Futterkonsum beider Versuchstiere in einem Kéafig wahrend der Dunkelperiode
ergab sich mittels Subtraktion der morgendlichen Mengen von der zur Nacht
bereitgestellten Futtermenge. Analog ergab sich der Konsum wéahrend der Lichtphase.
Die Futtermengen wurden drei- bis siebenmal pro Woche im Zeitraum von Anfang der
vierten bis Ende der neunten Substitutionswoche bestimmt. Die kumulative
Futteraufnahme der jeweiligen Tiergruppe besteht aus dem Mittelwert der taglichen
Futteraufnahme fir den Zeitraum der vierten bis zum Ende der neunten
Melatoninapplikationswoche (Versuchsterminierung). Die Tiertétung nach der
neunwoéchigen Substitution wurde unter postprandialen Bedingungen ausgefihrt, da
eine Futterrestriktion zu kurzfristigen Verdnderungen des Verhaltens und der daran
geknipften metabolischen Parametern fihren kann. Die taglichen Futtermengen

wurden durch Rickwiegen tber den gesamten Versuchszeitraum bestimmt.

3.1.4 Gewicht
Das Korpergewicht der einzelnen Ratten wurde wodchentlich tber den gesamten

Versuchszeitraum bestimmt und dokumentiert.

3.1.5 Melatoninapplikation per os

Das Melatonin wurde in 99,8%-igen unvergélltem Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
DEUTSCHLAND) angelost (25 mg Melatonin in 1 ml Ethanol) und dann ins
Trinkwasser gegeben (Lee et al.,, 2003; Poeggeler et al., 2002). Bei der Herstellung
einer Melatoninldsung wurde die spatere Endkonzentration von Ethanol nach dem
Prinzip des minimalen Einsatzes von Ethanol kalkuliert (endgultige
Trinklésungsalkoholkonzentration 0,1 Vol % bis zur vierten, bzw. 0,2 Vol % ab der
funften Applikationswoche). Das oberste Ziel war dabei, eine mdéglichst genaue
Applikationsmenge von Melatonin  zu gewahrleisten. Anhand von mittleren
Korpergewichten und Trinkmengen wurde die Melatonindosis wdchentlich far die
jeweils kommende Woche gewichts- und trinkmengenadaptiert neu kalkuliert und frisch
zubereitet. Die Stammlésung wurde in glasernen, luftdichten und lichtundurchlassigen
Reagenzglasern bei 4T fiur hochstens sieben Tage aufbewahrt, da Melatonin
lichtempfindlich ist und unter besonderen Umstanden degradieren kann (Daya et al.,
2001; Bromme et al., 2008). Jeweils 100 bzw. 200 pl Stammlésung wurden pro Kafig
und Nacht unmittelbar vor Beginn der Dunkelperiode in die Trinkflaschen mit 100 ml
Leitungswasser pipettiert und gut vermischt. Das Gewicht der Trinkldsung wurde direkt
vor bzw. nach dem Wechsel der Flaschen jeweils zu Beginn und Ende der Lichtzeit

bestimmt und dokumentiert. Die Trinkflaschen wurden jeden Tag in einer
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Spulmaschine ausgekocht. Um mégliche Kontaminationen auszuschlie3en, wurden die
eingesetzten Trinkflaschen wahrend des ganzen Experiments, beziglich der
Versuchsgruppenzugehdérigkeit, streng separat  behandelt. Die mittlere
Melatoninkonzentration im Trinkwasser wurde retrospektiv fir die abgelaufene Wochen
mithilfe der Software Microsoft Excel berechnet (Microsoft Office Excel 2003, Microsoft
Corporation, Unterschlie3heim, Deutschland). Fir die Melatoninapplikation wurde die
minimalinvasive Melatoningabe per os und eine pharmakologische Melatonindosis von
2,5 mg/kg KG gewahlt. Die Dosisfindung orientierte sich an bereits publizierten Daten
Zu enteral verabreichten Dosen bzw. den korrespondierenden
Melatoninplasmakonzentrationen (Slotten et al., 1999; Rasmussen et al., 2003; Reyes-
Toso et al, 2006). Im Rahmen eigener Untersuchungen lag die tatsachlich
aufgenommene mittlere Melatoninmenge Uber den gesamten Substitutionszeitraum bei
den Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (2,44 + 0,08 mg Melatonin/kg
KG/Dunkelperiode) sowie bei den Melatonin-behandelten GK-Ratten (2,41 + 0,1 mg
Melatonin/kg KG/Dunkelperiode) relativ nah an der Zieldosis von 2,5 mg Melatonin/kg
KG/Dunkelperiode, was einer Endkonzentration von ca. 30 pg Melatonin/ml

Trinkwasser entspricht (siehe auch :Carpentieri et al., 2006).

3.2 Blut- und Plasmawerte

3.2.1 Blutglukose

Vor der Punktion des rechten Herzventrikels zwecks Gewinnung von ca. 6 bis 8 ml
zentralvendsen Blutes wurde aus dem peripheren Blut nach Schwanzvenendissektion
der Blutzucker bestimmt. Dazu wurden ein fur die Humandiagnostik allgemein
gebrauchliches Blutzuckermessgerét und —Messstreifen benutzt
(MediSense®Precision®Xtra und Medisense®Precision®Plus, Abbott Diagnostika,
Wiesbaden, Deutschland).

3.2.2 Melatonin-Radioimmunoassay

Fur die direkte quantitative Bestimmung von Melatonin im Rattenplasma wurde ein
kommerzieller Melatonin-Radioimmunoassay-Kit (Labor Diagnostika Nord GmbH & Co.
KG, Nordhorn, Deutschland) verwendet. Diesen Kit zeichnet eine hohe Sensitivitat von
minimal 8,9 pg/ml sowie ein relativ geringer inter- sowie intra-Assay-Koeffizient aus.
Wichtig war auch die hohe Melatoninnachweisbreite, da mit einem unphysiologisch
sehr hohen Anstieg von Melatonin bei den Melatonin-behandelten Tieren zu rechnen
war. Der Ablauf richtete sich nach den Angaben des Herstellers. Als radiaoaktiver

Tracer wurde '?°I-Melatonin verwendet. Fiir jeden Assay-Ansatz wurden 50 pl
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Serumprobe verwendet. Nach einer 24-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur
(nach Zugabe des Prazipitierungsreagenz) wurde das Gemisch bei 3200 Upm und 4C
fiir 20 min zentrifugiert, danach wurde der Uberstand sorgfaltig dekantiert. Die von den
Proben und Standards stammende Radioaktivitat wurde in einem y-Counter
(Multigamma LB2111, Berthold Technologies GMBH & CO KG, Bad Wildbad,

Deutschland) bestimmt und einer parallel generierten Standardkurve zugeordnet.

3.2.3 Insulin-Radioimmunoassay

Die Insulinbestimmung aus dem Plasma erfolgte mittels eines kommerziellen
Festphasen-Radioimmunoassays nach Angaben des Herstellers (Coat-A-Count®-Kit,
TKIN 873; Diagnostic Products Corporation Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Deutschland). Die entsprechenden Standards und Kontrollen wurden in demselben
Durchgang mitgefiihrt. Jeweils 200 ul der Plasmaproben wurden direkt auf den Boden
des Polypropylen-Rohrchens pipettiert. Der Inhalt wurde unverziglich mit jeweils 1000
ul Tracer (**iodiniertes Insulin) gut gemischt und 24 h bei 15° C inkubiert. Nach
Dekantieren des Rohrchens und Ausklopfen auf FlieRpapier erfolgte die Bestimmung
der Radioktivitdt mithilfe eines y-Counters (DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Deutschland). Die Insulinkonzentrationen der einzelnen Proben wurden dann anhand
einer Standardkurve ermittelt. Die gemessenen Konzentrationen lagen im Messbereich

dieses Kits.

3.3 Molekularbiologische Untersuchungen

Zur qualitativen und quantitativen Untersuchung der Transkripte folgender Gene:
Insulin, Glukagon, Insulinrezeptor, MT,-Rezeptor, MT,-Rezeptor, GLUT2 sowie der
Glucokinase wurden Pankreata von jeweils zwolf Melatonin-behandelten Wistar- bzw.
GK-Ratten sowie jeweils zwdlf Kontrolltieren genutzt. Die RNA wurde nach der Trizol®-
Methode (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) aus Pankreata extrahiert (Mihlbauer et al.,
2004). Der Erfolg der RNA-Extraktion wurde quantitativ und qualitativ mittels
photometrischer RNA-Konzentrationsbestimmung (SPECORD S100, Analytik Jena
AG, Jena, DEUTSCHLAND) geprift. Dies erfolgte nach dem Prinzip der Absorption
von Purin- bzw. Pyrimidin-Nukleotiden bei 260 nm und der gelelektrophoretischen
Auftrennung der RNA auf einem 1,3%-igen denaturierenden Formaldehyd-Agarose
Gel. Ein Mal? fir die pankreatische-RNA-Qualitat waren zwei charakteristische Banden
der ribosomalen 28 S- und 18 S-rRNA, die sich nach Farbung mit Ethidiumbromid im
UV-Licht darstellen lieRen. Die im Rohextrakt verbliebene DNA wurde durch DNase 1

(DNA-free™-Kit, Ambion Inc., Austin, TX, USA) verdaut. Dem schloss sich die reverse
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Transkription, gemaR der Instruktion des Herstellers (Promega Reverse Transkription
Kit, Promega Inc., Madison, WI, USA) an.

Tab. 1: Zusammenstellung der verwendeten Primer und resultierende Ampliconlangen.

Ziel-mRNA/-Gewebe Amplicon [bp] Nukleotidsequenz vorwarts

Nukleotidsequenz rickwarts

Insulinrezeptor/Pineal 209 5"-TCAGAACCCGATGACCCTAC-3
5"-GGGATGCACTTGTTGTTGTTG-3

AA-NAT/Pineal 143 5"-GAAGGGAGACAGCAGTTC-3
5-GTCCTGGTCTTGCCTTTG-3

MT, -Rezeptor/Pankreas 101 5-CAACCTGCAAACCGGAACTC-3
5"-GGAAAACCACCAGGGCAAT-3

MT,-Rezeptor/Pankreas 169 5-CATCCACTTCCTCCTTCCAA-3
5 -TATGGCGAAAACCACAAACA-3’

Insulin/Pankreas 149 5-TCTTCTACACACCCATGTCCC-3
5 -GGTGCAGCACTGATCCAC-3

Glukagon/Pankreas 245 5"-ACCTAGACTCCCGCCGTG-3
5-ATGTCTGCGCCAAGTTC-3

GLUT2/Pankreas 183 5-TGGGTTCCTTCCAGTTCG-3"
5 -AGGCGTCTGGTGTCGTATG-3’

Glucokinase/Pankreas 187 5 -AAGCACAAGAAACTGCCCCTGG-3
5 -TTGCCACCACATCCATCTCAAAG-3

Pro Reaktionsansatz wurde 1 ug Gesamt-RNA verwendet. Von der gewonnenen cDNA
wurden jeweils 4 ul fir einen RT-PCR-Lauf genutzt. In jedem 100 pl-Reaktionsgefarl’
wurden unmittelbar vor Einsatz in den Rotor-Cycler (Rotor-Gene™ 6000, Corbett
Research Inc, Mortlake, Australien) pro 20 ul Ansatz 4 ul cDNA-Probe (entspricht 40
ng), 10 ul Reaktionsgemisch enthaltend die Tag-DNA-Polymerase (Promega Inc.,

Madison, WI, USA), 0,5 ul eines spezifischen Vorwarts- und Rickwartsprimers (Tab.1),
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0,25 ul Eva Green (Biotum, Hayward, Californien, USA) sowie 4,5 ul nukleasefreies
Wasser (Promega Inc., Madison, WI, USA), alles jeweils in einem entsprechenden
.Master“-Mix, gemischt. Die PCR-Bedingungen folgten einem bereits publizierten
Thermoprofil (Peschke et al., 2007). Mithilfe von Corbett Research Software wurden
die Fluoreszenz-Intensitaten der einzelnen Proben pro Durchgang bei einem sorgfaltig
gewdhlten Schwellenwert verglichen. Es wurde stets ein Ct-Wert aus dem
logarithmischen Bereich der Amplifikationskurve gewahlt. Zur Normalisierung der
Proben wurde die Expression der RNA-Polymerase Il (RPIl) heran gezogen (Radonic
et al., 2004). Die Quantifizierung der Expressionsstarke wurde nach dem Prinzip der
aCt-Methode ermittelt (Mihlbauer et al., 2004). Die Kontrollproben mit nukleasefreiem
Wasser anstelle von cDNA (,non-template control”) wurden bei jedem PCR-Lauf

mitgefuhrt.

3.4 Morphologische Untersuchungen

3.4.1 Doppelfarbung mit Hamalaun-Eosin

In Paraffin eingebettete 5 ym dicke Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen,
zweimal 5 min in Xylol (XYLOL ISOMERE >98%, rein, Carl Roth GmbH + Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland) entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe behandelt
(Isopropanol [100%)], Ethanol [96; 80; 70; 60%]) und mit Aqua tridestillata gewaschen,
bevor sie in ein Hadmalaunbad fir 10 min zur Kernfarbung eingestellt wurden. Nach
sieben min des sog. ,Blauens” in Aqua tridestillata wurden sie fir 5 min im 0,04%-igen
Eosinbad maRig tberfarbt. Einem einminitigen Waschschritt in Aqua tridestillata folgte
eine Differenzierung fur jeweils 5 min in einer aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol [80;
96%]). Der Eindeckung mit Entellan (Merck KGaA, Darmstadt) ging eine Behandlung in
Isopropanol und Xylol fur jeweils 5 min voraus. Durch die Farbung erscheinen die

Zellkerne blau, alle anderen Strukturen zeigen sich in verschiedenen Abstufungen rot.

3.4.2 Immunhistochemie

Die entnommenen Pankreata wurden fir ca. 48 h mit 4 %igem Paraformaldehyd in 0,1
M PBS (pH 7,4) bei 4 T fixiert. Einer Entwadsserung (uber eine aufsteigende
alkoholische Reihe sowie Isopropanol, Methylbenzoat und Toluol schloss sich die
Einbettung in Paraffin und die Herstellung von 5 um dicken Paraffinschnitten an. Die
Schnitte wurden zuerst durch Einstellen der Objekttrager in einem Warmeschrank
(61C) fur etwa 3 h entparaffiniert, gefolgt von einer zweifachen Behandlung in Xylol
und einer jeweils einmaligen Spulung in der absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol
[100%)], Ethanol [96; 80; 70; 60%]). Es folgten zwei 30-mindtige Waschschritte in Aqua
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tridestillata und phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS, pH 7,4; KH,PO, und
Na,HPO,, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Die unspezifischen
Antikorperbindungsstellen wurden in den Schnitten durch eine einstiindige Inkubation
mit einem mit PBT (0.3% Triton X-100; Calbiochem, San Diego, California, USA; in
PBS) versetzten 5%-igen Ziege- bzw. Esel-Normalserum (ZNS bzw. ENS, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA) blockiert. Die Primarantikérper
(Tab. 2) wurden im entsprechenden Normalserum verdinnt, es folgte die Inkubation
der Schnitte bei 4T fur ca. 24 h. Der Cyanin-3-kon jugierte Sekundarantikorper (Esel-
Anti-Ziege bzw. Ziege-Anti-Kaninchen, Dianova, Hamburg, Deutschland) wurde in
einer Endkonzentration von 20 pg/ml genutzt. Nach 16 bis 24 h wurden durch
wiederholte PBS-Spulungen nichtgebundene Antikdrper entfernt. Es folgten eine kurze
Spulung in Aqua tridestillata, Trocknung und Eindecken in Entellan (Merck, Darmstadt,
Deutschland).

Die wiederholten unabhangigen Beurteilungen der immunmarkierten Schnitte wurden
im Blindversuch vorgenommen. Zur Beurteilung der Intensitat Fluoreszenz-positiver
Strukturen wurden analog zur steigenden Intensitdt Symbole von — bis +++ fir die

entsprechende Abstufung genutzt.

Die weitere Auswertung und Dokumentation der immunmarkierten Schnitte erfolgte am
konfokalen Laserscanning-Mikroskop (DMRBE, Leica, Wetzlar, Deutschland), das mit
einem Argon-Helium-Neon Laser ausgestattet war. Mit einem Olimmersionsobjektiv
und verschiedenen Zoomfaktoren wurden Bildserien aus 30 bis 35 Einzelbildern (z-
Serie) in Scanabstanden von jeweils ca. 0,2 ym bei einer jeweiligen Scanschichtdicke
von ca. 6,2 ym und einem Scanbereich von 250 x 250 um aufgenommen. Diese
wurden dann zu einem Gesamtbild (512 x 512 Pixel) mit Hilfe der Software Scanware
(Leica, Wetzlar, Deutschland) nach dem Prinzip der Maximalprojektion kombiniert. Die
Scanware-Einstellungen, wie z. B. Laserspannung, wurden fir die jeweilige
Immunmarkierung fur alle Praparate konstant gehalten, um eine unmittelbare

Vergleichbarkeit der Immunreaktion der einzelnen Schnitte zu erméglichen.

Tab. 2: Zusammenstellung der verwendeten Primarantikorper.
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Antigen

Wirtsspezies

Antikérpertyp,

verwendete Verdinnung

Firma

MT,-Rezeptor, | Ziege Polyklonal Santa Cruz Biotechnology,
C-Terminus- (MEL-1A-R, R-18), Inc., Santa Cruz, CA, USA
naher Peptid 1:5 oder 1:10

von der Ratte

MT,-Rezeptor, | Kaninchen Polyklonal GeneTex, Inc.

synthetisches (MT2; synthetisch), (bezogen Uber Acris
Peptid 1:100 Antibodies GmbH, Herford,
Deutschland)

Pankreatisches | Meerschwein | Polyklonal DAKO, Carpinteria, CA,
Insulin vom (Anti-Insulin), USA
Schwein 1:100
Glukagon vom | Kaninchen Polyklonal DAKO, Carpinteria, CA,
Menschen (Anti-Glukagon), USA

1:100
Synthetisches Kaninchen Polyklonal DAKO, Carpinteria, CA,
zyklisches (Anti-human USA
Somatostatin Somatostatin),

1:300
GLUT?2, Kaninchen Polyklonal Chemicon, Hofheim,

Peptid von der
Ratte

(Glut2, AB1342),
1:100

Deutschland

3.5 Statistische Auswertung und grafische Darstellu

Die aufgefuihrten Werte der Ergebnisse entsprechen den jeweiligen Mittelwerten und

den zugehdrigen Standardmessfehlern (standard error of the mean [SEM]). Die

statistische Auswertung sowie die Arbeit mit den Rohwerten erfolgten mit der Software
GraphPadPrism 4.00 (San Diego, CA, USA). Die Signifikanzen wurden mit dem
ANOVA- bzw. MANN-WHITNEY-U-Test gepruft. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p

< 0,05 wurden die beobachteten Unterschiede als statistisch signifikant bezeichnet und

mit * gekennzeichnet. Signifikanzen mit p < 0,01 sind mit **, diejenigen mit p < 0,001

mit *** versehen.

4 Ergebnisse
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4.1 Merkmale der Wistar- und GK-Ratten zu Versuchsb  eginn

4.1.1 Gewicht zu Versuchsbeginn

Die mittleren Korpergewichte von Wistar- und GK-Ratten waren zu Versuchsbeginn
statistisch nicht signifikant unterschiedlich. Der Vergleich der mittleren Korpergewichte
der ca. acht Wochen alten Versuchstiere lie3 ein erniedrigtes Korpergewicht der GK-
Ratten (GKM) gegenuber dem Gewicht der Wistar-Ratten (WM) erkennen (p < 0,05;
Abb. 1). Diese Situation anderte sich in der dritten Behandlungswoche (Abb. 5).

300+
S 200
=
O
o
& 100-

0= T
GKC GKM
Versuchsgruppen

Abb. 1. Mittelwerte * SEM des Korpergewichtes von acht Wochen alten
unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 239,3 + 3,27 ¢g; n = 16), Melatonin-behandelten
Wistar-Ratten (WM; 243,3 + 3,14 g; n = 16), unbehandelten GK-Ratten (GKC; 234,8 +
3,17 g; n = 16) sowie Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 232,4 + 3,18 g; n = 16).

4.1.2 Blutglukose zu Versuchsbeginn

Die Abb. 2 verdeutlicht eine ausgepragte Hyperglykdmie des GK-Stammes im
Vergleich zum metabolisch unauffalligem, normoglykdmischen Wistar-Stamm. Im Alter
von 6 sowie von 42 Wochen war die Hyperglykamie der diabetischen Versuchstiere
statistisch signifikant (im Alter von 6 sowie von 42 Wochen: p < 0,001). Weiterhin
stellte sich ein fortschreitender Blutzuckeranstieg der 42 Wochen alten GK-Ratten in
der ersten Halfte der Dunkelperiode heraus. Tagsiiber war die zusatzliche néchtliche
hyperglykdmische Blutglukoseentgleisung riicklaufig, die Blutglukose blieb dennoch auf
einem hyperglykamischen Niveau im Vergleich zu den Glukosekonzentrationen der
normoglykamischen Wistar-Versuchsgruppe.
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Abb. 2: Blutglukose-Tagesprofile von Wistar- (gebrochene Linie) und GK-Ratten
(durchgezogene Linie) verschiedenen Alters, (oben, a: 6 Wochen; unten, b: 42
Wochen) jeweils Mittelwert + SEM, 4 < n < 12 (Grafik Gbernommen von
zurickliegenden Untersuchungen der Halleschen GK- und Wistar-Kolonie [Frese,

Thomas, 2009; Dissertation, Medizinische Fakultat der Universitat Halle]).

4.2  Versuchsbegleitende Befunde

Es wurde beobachtet, dass die lokomotorische Aktivitat der GK-Ratten im Vergleich zu
den Wistar-Ratten verringert war. Bei den Versuchstieren, denen jede Nacht Melatonin
im Trinkwasser verabreicht wurde, manifestierten sich keinerlei akut auftretende oder
chronisch einschleichende Verhaltensunterschiede (kein aggressives Verhalten, keine
Apathie) oder Veranderungen im auf3erlichen Aussehen (Fellfarbe, Fellqualitat, kein
UberméaRiges Nasenlaufen, keine Augensekretion) im Vergleich zu den jeweiligen

Kontrollen.

4.2.1 Wasseraufnahme
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Die Aufnahme der Flussigkeitsmenge der Melatonin-behandelten Versuchstiere war
bei den Wistar- sowie GK-Ratten im Vergleich zu den Kontrollen statistisch signifikant
erniedrigt (p < 0,001). Die Trinkmengen der diabetischen Tiere der Behandlungs- bzw.
der Kontrollgruppe waren gegeniber den jeweiligen Wistar-Versuchsgruppen leicht
erhoht (Abb. 3).

35- l—*** —
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Abb. 3. Mittelwerte + SEM der wdchentlichen Trinkmengen [Gramm pro Tier und
Nacht] von unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 31,09 = 0,65), Melatonin-behandelten
Wistar-Ratten (WM; 26,15 + 0,41), unbehandelten GK-Ratten (GKC; 33,05 = 0,82)
sowie Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 27,33 + 0,34) Uber den gesamten

Applikationszeitraum von neun Wochen (n = 9).

4.2.2 Futteraufnahme

Nach regelmafiger neunwdchiger Melatoninapplikation wéhrend der Nachtperiode
(12 h) zeichnete sich eine geringere nachtliche Futteraufnahme der Wistar- sowie GK-
Versuchstiere ab. Der Unterschied bei den metabolisch unauffélligen Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten erwies sich im Vergleich zu den unbehandelten Wistar-
Ratten als statistisch signifikant (p < 0,01). Weiterhin konnte eine markante Absenkung
der nachtlichen Futteraufnahme der unbehandelten GK-Ratten im Vergleich zu den
unbehandelten Wistar-Ratten festgestellt werden (p < 0,01; Abb. 4).
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Abb. 4: Mittelwerte + SEM der Futteraufnahme [Gramm pro Ratte und Nacht Gber 37
Nachtperioden] von unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 24,02 = 0,38), Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten (WM; 22,78 + 0,40), unbehandelten GK-Ratten
(GKC; 23,09 + 0,27) sowie Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 22,54 + 0,28). Die
Futteraufnahme war bei den GK-Ratten im Vergleich zu den Wistar-Ratten erniedrigt
(p < 0,01), ebenso bewirkte die Melatoninapplikation bei den Wistar-Ratten eine
Reduktion der Futteraufnahme (p < 0,01).

4.2.3 Gewichtsentwicklung

Die mittleren Gewichte der unbehandelten GK-Ratten zeigten im Vergleich zu den
unbehandelten Wistar-Ratten im Alter von vier Monaten keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Bei beiden Gruppen wurde eine kontinuierliche Gewichtszunahme
wahrend der frihen Adoleszenz bis zum vierten Monat beobachtet. Die
Melatoninapplikation verursachte jedoch eine statistisch signifikante Reduktion des
Korpergewichts der Wistar-Ratten im Vergleich zu den unbehandelten Wistar-Ratten
im Alter von vier Monaten (p < 0,01). Das mittlere, wéchentlich erfasste Kérpergewicht
der Melatonin-behandelten Wistar-Ratten lag von der dritten bis zur zehnten
Melatoninapplikationswoche signifikant unter dem mittleren Gewicht der Wistar-
Kontrollen (p < 0,01; Abb.5). Ab der siebenten Behandlungswoche manifestierte sich
ein reduziertes Kadrpergewicht der Melatonin-behandelten Wistar-Ratten sogar
gegenuber den Melatonin-behandelten GK-Ratten (p < 0,01). Unter laufender
Melatoninbehandlung setzte eine signifikante Kdrpergewichtsabnahme bei Melatonin-
behandelten Wistar-Jungtieren im Alter von 69 Tagen nach der ersten

Applikationswoche ein (p < 0,01).
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Abb. 5: Die mittleren Tiergewichte + SEM von Melatonin-behandelten Wistar-Ratten
(WM; 354,8 + 7,95 g; n =16) waren im Vergleich zu den von unbehandelten Wistar-
Ratten (WC; 384,8 £+ 6,14 g; n = 16) sowie Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 385,3
* 4,37 g) statistisch signifikant verringert (p < 0,01). Der Mittelwert der Kérpergewichte
+ SEM von unbehandelten GK-Ratten (GKC) betrug 381,4 + 4,34 g.

4.3 Untersuchungen nach Abschluss der Melatoninappl ikation

4.3.1 Melatoninplasmakonzentration und Epiphysen-AA  -NAT-mRNA

Nach Ablauf der neunwochigen Melatoninapplikation per os (tagliche Dosis: 2,5 mg/kg
KG), stellte sich im Plasma der Melatonin-behandelten Versuchstiere beider Gruppen
(Wistar + GK) eine extrem hohe Melatoninkonzentration ein. Die mit Melatonin
behandelten Wistar- bzw. GK-Ratten verfiigten erwartungsgemafd tber eine hodhere
Melatoninplasmakonzentration als die Wistar- und GK-Kontrollen (p < 0,001). Durch
chronische Melatoningaben wahrend der Nacht (jeweils 12 h) baute sich bei den
Wistar- bzw. GK-Ratten eine ca. 370-fach bzw. 11-fach erhohte
Melatoninplasmakonzentration im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen auf (Abb. 6).
Im Einzelnen wurde eine hohe Variabilitdét der Melatoninplasmakonzentrationen der

einzelnen Tiere der Melatonin-behandelten Versuchsgruppen registriert (Tab. 3).

Alle Pinealorgane wurden im Zeitraum zwischen 23:00 und 01:00 Uhr asserviert. Im
AA-NAT-mRNA-Expressionsniveau der Pinealorgane war zwischen der pinealen AA-
NAT-mRNA-Expression der unbehandelten Wistar-Ratten und der der unbehandelten

GK-Ratten kein statistisch signifikanter Unterschied zu verzeichnen (Abb. 7). Die
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pineale AA-NAT-mRNA der jeweiligen behandelten Versuchstiergruppen (WM und
GKM) war im Vergleich zu den Kontrollen (WC und GKC) ebenfalls nicht
unterschiedlich stark exprimiert (Abb. 7).

Tab. 3: Mittelwerte der Absolutwerte aus Doppelbestimmungen  der
Melatoninplasmakonzentrationen von Wistar- und GK-Ratten in der Mitte der
Dunkelperiode nach neunwéchiger Melatoninapplikation. Die Pfeile deuten jeweils die
Hoéhe der Melatoninkonzentration tGber (1) und unter (]) dem Mittelwert der jeweiligen

Versuchsgruppe an.

Melatonin im Serum [pmol/I]

Kontro llle Melatoninapplikation
wcC GKC WM GKM
1207,7 t 317,2 | 25264,1 | 17518,5
392,2 | 766,3 | 29265,4 18227,5 1
961,6 1 864,7 | 32215,3 1 2364,2 |
231,3 | 695,9 | 14730,4 | 2997,89 |
1052,0 1 3334 | 36339,1 1 15952 |
335,7 | 3708,2 1 n.m 1 25402,8 1
738,41 515,6 | 23809,1 | 3971,3 |
423,4 | 379,9 | 35784,0 1 1518,5 |
1868,1 t 11229 | 12999,2 15283,7 |
130,3 | 8430,1 1 3438,0 1 12290,7 |
961,7 1 984,2 | n.m. 1 6687,62 |
207,9 | 637,0 | 31536,5 1 38507,6 1
818,0 1 730,0 | n.m. 1 28394,4 1
930,8 1 1004,6 | n.m. 1 24675,6 1
552,6 1619,0 n.m. 1 13309,6 |
n.m. | 3795,0 1 2873,3 12252,0 |
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Abb. 6: In der Mitte der Dunkelperiode war die mittlere Melatoninplasmakonzentration
+ SEM von Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (WM; 30,74 + 6,29 nmol/l; n = 16)
bzw. GK-Ratten (GKM; 17,16 + 3,92 nmol/l; n = 16) im Vergleich zu unbehandelten
Wistar-Ratten (WC; 0,68 £+ 0,11 nmol/l; n = 16) bzw. unbehandelten GK-Ratten
(GKC; 1,65 £ 0,50 nmol/l; n = 16) nach neunwdchiger néachtlicher enteraler

Melatoninapplikation signifikant erhéht (p < 0,001).
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Abb. 7: Mittelwerte + SEM der relativen pinealen AA-NAT-mRNA-Expression von
unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 0,71 £+ 0,05; n = 11), Melatonin-behandelten
Wistar-Ratten (WM; 0,6 + 0,06; n = 12), unbehandelten GK-Ratten (GKC; 0,63 + 0,08;
n = 12) sowie Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 0,65 + 0,06; n = 12).
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4.3.2 Blutglukose

Die Melatoninapplikation hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die H6he der
Blutglukosekonzentration. Es wurden keinerlei Unterschiede beim Vergleich der
Blutzuckerkonzentration von Melatonin-behandelten  Versuchstiergruppen und
Kontrollen beobachtet. Bei den GK-Ratten (unbehandelt als auch mit Melatonin
behandelt) war jedoch eine erhohte Blutglukosekonzentration im Vergleich zu den
Wistar-Ratten zu beobachten (p < 0,001; Abb. 8).

*kk |
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Abb. 8: In der Mitte der Dunkelperiode bestimmte Mittelwerte £ SEM der Blutglukose +
von unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 6,68 = 0,17 mmol/l; n = 16) bzw. Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten (WM; 6,65 + 0,16 mmol/ll;, n = 16). Die
Glukosekonzentrationen der WC bzw. WM lagen deulich unter denen von
unbehandelten GK-Ratten (GKC; 10,47 + 0,69 mmol/l; n = 16; p < 0,001) bzw.
Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 9,76 + 0,57 mmol/l; n = 16; p < 0,001).

4.3.3 Insulin

Die neun Wochen lange Melatoninbehandlung wahrend der Nacht fur jeweils 12 h
verursachte eine statistisch signifikante Senkung der Insulinkonzentration im Plasma
aller Melatonin-behandelten Ratten (WM und GKM) im Vergleich zu allen
unbehandelten Versuchstieren (WC und GKC; p < 0,05). Die Insulinplasma-
konzentration von vier Monate alten Melatonin-behandelten sowie unbehandelten
diabetischen GK-Ratten war deutlich héher als die von gleichaltrigen Wistar-Ratten
(p <0,001; Abb. 9).
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Abb. 9: In der Mitte der Dunkelperiode lagen die Mittelwerte + SEM der
Insulinplasmakonzentration von unbehandelten Wistar-Ratten und unbehandelten GK-
Ratten (WC + GKC; 233,4 + 75,9 pmol/l) héher (p < 0,05) als die von Melatonin-
behandelten  Wistar-Ratten sowie von  Melatonin-behandelten  GK-Ratten
(WM + GKM; 197,9 + 75,0 pmol/l).

4.3.4 Insulinplasmakonzentration und pineale Insuli nrezeptor-mRNA

Die Melatoninapplikation verursachte eine statistisch signifikante Absenkung der
Insulinkonzentration im Plasma bei den Melatonin-behandelten Wistar-Ratten
(p < 0,05). Der Trend zur Reduktion der Insulinplasmakonzentration konnte auch bei
den Melatonin-behandelten GK-Ratten beobachtet werden, jedoch war diese
tendenzielle Absenkung statistisch nicht signifikant (p = 0,23). Die gegenlber den
Melatonin-behandelten Wistar-Ratten bzw. Wistar-Kontrollen erhdhte mittlere
Insulinplasmakonzentration der Melatonin-behandelten GK-Ratten bzw. GK-Kontrollen
war charakteristisch fir die Typ2-diabetischen GK-Ratten (p < 0,001, Abb. 10).

Die chronische Melatoninapplikation fiihrte zur verstéarkten Insulinrezeptor-mRNA-
Expression in den Epiphysen von Wistar-Ratten im Vergleich zu der pinealen
Insulinrezeptor-mRNA-Expression der unbehandelten Wistar-Ratten (p < 0,05). Die
scheinbare Erhéhung des relativen pinealen Insulinrezeptor-mRNA-
Expressionsniveaus nach einer chronischen Melatoninapplikation erreichte bei den
GK-Ratten keine statistische Signifikanz. Die statistische Analyse der
Expressionsstarke der pinealen Insulinrezeptor-mRNA ergab keine Unterschiede

zwischen den unbehandelten Wistar- und GK-Versuchsgruppen (Abb. 11).
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Abb. 10: Nach neun Wochen langer Melatoninapplikation in der Mitte der
Dunkelperiode erfasste Mittelwerte + SEM der Insulinkonzentration im Plasma von
unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 160,5 + 10,99 pmol/l, n = 16), Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten (WM; 123,30 £ 10,89 pmol/l; n = 16), unbehandelten GK-

Ratten (GKC; 309,30 £+ 19,55 pmol/l; n = 16) sowie Melatonin-behandelten Ratten
(GKM; 272,90 £ 19,91 pmol/l; n = 16).
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Abb. 11: In der Mitte der Dunkelperiode erfasste Mittelwerte + SEM der relativen
pinealen Insulinrezeptor-mRNA-Expression von unbehandelten Wistar-Ratten
(WC; 0,70 £ 0,07; n = 11), Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (WM: 0,99 + 0,08;
n = 12), unbehandelten GK-Ratten (GKC; 0,82 = 0,09; n = 12) sowie Melatonin-
behandelten Ratten (GKM; 0,98 + 0,22; n = 12).

4.3.5 Insulin-mRNA im Pankreas
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Das Insulin-mRNA-Expressionsniveau war in den Pankreata der vier Monate alten
Melatonin-behandelten GK-Ratten bzw. GK-Kontrollen signifikant hoher als in den
entsprechenden  Melatonin-behandelten  Wistar-Ratten bzw. Wistar-Kontrollen
(p < 0,001 bzw. p < 0,05). Die chronische Melatoninanwendung hatte im Vergleich zu
der Insulin-mRNA-Expression der unbehandelten Wistar- und GK-Ratten keinen

erkennbaren auf die pankreatischen Insulintranskripte zu Folge (Abb. 12).
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Abb. 12: In der Mitte der Dunkelperiode erfasste Mittelwerte + SEM der relativen
pankreatischen Insulin-mRNA-Expression von unbehandelten Wistar-Ratten (WC;
0,11 + 0,05; n = 4), Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (WM; 0,11 + 0,04; n = 6),
unbehandelten GK-Ratten (GKC; 0,78 £ 0,17; n = 6) sowie Melatonin-behandelten GK-
Ratten (GKM; 0,80 + 0,24; n = 9).

4.3.6 Glukagon-mRNA im Pankreas

Bei der pankreatischen Glukagon-mRNA-Expression (Abb. 13) zeigt sich eine
umgekehrte Situation der Hormontranskripte im Vergleich zur mRNA-Expression von
Insulin (vgl. 12). Die Glukagon-mRNA war in den Pankreata der vier Monate alten GK-
Ratten schwéacher exprimiert als in denen der Wistar-Ratten (p < 0,01). Die erniedrigte
Glukagon-mRNA-Expression bestatigte sich auch bei den Melatonin-behandelten GK-
Ratten im Gegensatz zu den Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (p < 0,001). Die
Melatoninapplikation fihrte zu keinerlei statistisch signifikanten Verédnderungen der

Glukagon-mRNA-Expressionsstarke  in den pankreatischen Inseln von GK- und
Wistar-Ratten (Abb. 13).
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Abb. 13: In der Mitte der Dunkelperiode erfasste Mittelwerte + SEM der relativen
Glukagon-mRNA von unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 10,98 = 1,44; n = 4),
Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (WM; 9,76 + 2,17; n = 6), unbehandelten
GK-Ratten (GKC; 1,78 £ 0,43; n = 6) sowie Melatonin-behandelten Ratten (GKM,;
2,07 £0,45; n = 10).

4.3.7 Morphologie der pankreatischen Inseln

Die lichtmikroskopische Auswertung der mit Hamalaun-Eosin geféarbten
Pankreasschnitte ergab markante Unterschiede zwischen den mittleren und grof3en
pankreatischen Inseln von Wistar- und GK-Ratten. Wahrend die gro3en
pankreatischen Inseln von Wistar-Ratten homogene Verteilung der endokrin aktiven
Zellen um die Kapillaren aufwiesen, nahmen die grof3en pankreatischen Inseln von
GK-Ratten bereits eine typische Seesternform an. Bei den kleinen Inseln gab es keine
relevanten  Unterschiede  zwischen den  beiden  Tierlinien. Bei  der
immunhistochemischen Auswertung wurden deshalb nur die gro3en Inseln von GK-
sowie Wistar-Ratten bertcksichtigt. Die Wistar-typischen Inseln wiesen immer einen
glatt ovalen Umriss auf. Zudem erschien die intrainsuldre Architektur der kleinen bis
grol3en Inselpopulationen homogen. Der kompakte Zellverband der endokrin aktiven
Zellen wurde regelmaRig von Kapillaren durchzogen. Bei den GK-Ratten zeigten die
grol3en, manchmal auch die mittelgro3en, pankreatischen Inseln eine Auflockerung
des Verbandes der sezernierenden Inselzellen. Die Inseln wurden von
BindegewebsstralRen  durchzogen. Dabei  entstand eine  unregelmalige

Inselbegrenzung.
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4.3.8 Lokalisation der Inselhormone in den pankreat  ischen Inseln

A) Insulin- (Abb. 14 — Aa, Ab, Ac, Ad)

Alle B-Zellen der pankreatischen Inseln lassen sich bei unbehandelten Wistar-Ratten
mit dem Antikdrper gleichmafig markieren (Abb. 14 - Aa), wobei in einzelnen B-Zellen
homogen verteilte, feine Granula der Insulinimmunmarkierung bei starkeren

VergrolRerungen sichtbar werden.

Die immunmarkierten B-Zellen der Melatonin-behandelten Wistar-Ratten sind ebenfalls
homogen in der gesamten oval erscheinenden pankreatischen Insel verteilt. Die
intrazellulare Insulinimmunmarkierung ist gleichfalls homogen. In der Uberwiegenden
Anzahl der Melatonin-behandelten Wistar-Ratten &uf3ert sich der Melatonineinfluss in

Form abgeschwachter Fluoreszenzmarkierung (Abb. 14 - Ab).

Bei den unbehandelten GK-Ratten gibt es in der pankreatischen Insel zusatzlich

ausgedehnte fluoreszenzfreie Areale zwischen den markierten Zellen (Abb. 14 - Ac).

Die Melatonin-behandelten GK-Ratten weisen eine stammspezifische p-Zellverteilung
mit ausgedehnten fluoreszenzfreien Arealen zwischen den markierten Zellen auf.
AulRerdem fallt eine Abschwdchung der Immunmarkierung im Gegensatz zu den GK-
Kontrollen auf, die auf die Melatoninapplikation zurickzufiihren sein konnte
(Abb. 14 - Ad). Diese Veranderung zeigte sich bei der Mehrzahl der behandelten GK-

Ratten, die immunhistochemisch untersucht worden waren.

B) Glukagon (Abb. 14 — Ba, Bb, Bc, Bd)

Die immunmarkierten a -Zellen waren regelrecht peripher in den pankreatischen Inseln
unbehandelter Wistar-Ratten angeordnet (Abb. 14 - Ba). Es gab keine Melatonineffekte
auf die Fluoreszenzintensitat und/oder Verteilung der o-Zellen beim Vergleich von
Melatonin-behandelten und unbehandelten Wistar-Ratten (Abb. 14 - Bb, Ba).

Im Kontrast zum unbehandelten Wistarstamm zeigten die unbehandelten GK-Ratten
eine abweichende Anordnung der Glukagon-positiven Zellen (Abb. 14 - Bc). Die a-
Zellen lagen diffus in den pankreatischen Inseln verstreut. Die Glukagon-
Immunmarkierung der pankreatischen Inseln Melatonin-behandelter GK-Ratten ergab
keine Unterschiede zu den unbehandelten GK-Ratten (Abb. 14 - Bc, Bd).
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C) Somatostatin (Abb. 14 — Ca, Cb, Cc, Cd)

Die fluoreszenzmarkierten 8-Zellen waren sowohl bei den unbehandelten als auch bei
den Melatonin-behandelten Wistar-Ratten eher am Rande der Inseln lokalisiert
(Abb. 14 - Ca, Cb).

Demgegenuber waren die immunmarkierten 8-Zellen der unbehandelten sowie der
Melatonin-behandelten GK-Ratten diffus in der Insel angeordnet (Abb. 14 - Cc, Cd).

Eine Melatoninauswirkung auf die Verteilung und/oder Fluoreszenzintensitat der

Somatostatin-positiven Zellen war bei beiden Stdmmen nicht zu erkennen.

Abb. 14: Immunfluoreszenzdarstellung von Insulin (Aa-Ad), Glukagon (Ba-Bd) und
Somatostatin (Ca-Cd) in den pankreatischen Inseln von unbehandelten Wistar-Ratten
(Aa, Ba, Ca), Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (Ab, Bb, Cb), unbehandelten GK-
Ratten (Ac, Bc, Cc) und Melatonin-behandelten GK-Ratten (Ad, Bd, Cd) in der Mitte
der Dunkelperiode. Die Immunmarkierung war spezifisch und trat nur in den Inseln auf,

das exokrine Gewebe blieb unmarkiert.
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4.3.9 Glukosesensorkomplex im Pankreas

Die mittlere Expression der pankreatischen GLUT2-mRNA der Melatonin-behandelten
GK-Ratten und GK-Kontrollen war im Vergleich zu den Melatonin-behandelten Wistar-
Ratten bzw. Wistar-Kontrollen schwécher entwickelt (p < 0,01). Die
Melatoninbehandlung ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede in der
pankreatischen GLUT2-mRNA-Expressionshohe bei Wistar- und GK-Ratten (Abb. 15).

Die mittlere pankreatische Glucokinase-mRNA-Expression der Melatonin-behandelten
GK-Ratten bzw. GK-Kontrollen war im Vergleich zu den Melatonin-behandelten Wistar-
Ratten bzw. Wistar-Kontrollen geringer entwickelt (p < 0,05 bzw. p < 0,001). Die
Melatoninapplikation fuhrte zu keinerlei statistisch signifikanten Unterschieden
bezuglich der pankreatischen Glucokinase-mRNA-Expressionsstarke von Wistar- und
GK-Ratten (Abb. 16).
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Abb. 15: In der Mitte der Dunkelperiode erfasste Mittelwerte + SEM der relativen
pankreatischen GLUT2-mRNA-Expression von unbehandelten  Wistar-Ratten
(WC; 27,53 £ 12,04; n = 7), Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (WM; 18,9 + 7,59;
n = 6), unbehandelten GK-Ratten (GKC 1,26 + 0,33; n = 6) sowie Melatonin-
behandelten Ratten (GKM; 2,03 £ 0,62; n = 8).
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Abb. 16: In der Mitte der Dunkelperiode erfasste Mittelwerte + SEM der relativen
pankreatischen Glucokinase-mRNA-Expression von unbehandelten Wistar-Ratten
(WC; 14,32 + 4,30; n = 9), Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (WM; 8,49 + 2,76;
n = 6), unbehandelten GK-Ratten (GKC; 1,84 + 0,56; n = 5) sowie Melatonin-
behandelten Ratten (GKM; 1,40 £ 0,51; n= 8).

4.3.10 Immunhistochemische Untersuchung des Glucose transporter 2 (GLUT2)
in den pankreatischen Inseln

Die Immunmarkierung war bei allen unbehandelten Wistar-Ratten in der Insel

ausgepréagt und erstreckte sich nahezu liickenlos tGber die gesamte Insel. Es zeichnete

sich ein charakteristisches ,brillenférmiges® Muster ab, entsprechend der

membranstandigen Lokalisation des Transporters (Abb. 17 - Da).

Dieses GLUT2-Immunmarkierungsmuster war in den pankreatischen Inseln der
Melatonin-behandelten Wistar-Ratten ebenfalls ausgeprédgt. Zudem fiel die
Immunmarkierung in den Inseln bei einigen der Melatonin-behandelten Wistar-Ratten
kraftiger aus als bei den unbehandelten Wistar-Ratten (Abb. 17 - Db).

Die immunmarkierten Inselzellen unbehandelter GK-Ratten wiesen cytosolische
Immunfluoreszenz, entsprechend der fortgeschrittenen Membrandissoziation des
Transporters auf (Abb. 17 - Dc).
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Der Nachweis von GLUT2-Immunmarkierungsverteilung in den pankreatischen Inseln
Melatonin-behandelter GK-Ratten fiel &hnlich aus wie bei den unbehandelten GK-
Ratten (Abb. 17 — Dd, Dc). Aber auch hier konnte, vergleichbar zu den Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten (Abb. 17 - Db), eine verstarkte GLUT2-
Immunfluoreszenzintensitat in den pankreatischen Inseln Melatonin-behandelter GK-
Ratten (Abb. 17 - Dd) im Gegensatz zu den pankreatischen Inseln unbehandelter GK-
Ratten (Abb. 17 - Dc) festgestellt werden.

Abb. 17: Immunfluoreszenzdarstellung von GLUTZ2 in den pankreatischen Inseln von
unbehandelten Wistar-Ratten (Da), Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (Db),
unbehandelten GK-Ratten (Dc) sowie Melatonin-behandelten GK-Ratten (Dd) in der
Mitte der Dunkelperiode. Die Immunmarkierung trat nur in den Inseln auf, das exokrine
Gewebe blieb unmarkiert.

4.3.11 MT;-Rezeptor-mRNA im Pankreas

Bei 17 Wochen alten Versuchstieren fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Expressionstarke der MT;-mRNA in den Pankreata der
diabetischen GK-Ratten im Vergleich zu den metabolisch unauffalligen Wistar-Ratten.
Keiner der beiden Stdmme zeigte eine statistisch signifikante Veranderung der

relativen MT;-mRNA-Expressionhohe nach chronischer Melatoninapplikation (Abb. 18).
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Abb. 18: Mittelwerte + SEM der relativen MT-Rezeptor-mRNA-Expression im
Pankreas von unbehandelten Wistar-Ratten (WC; 1,08 + 0,15; n = 4), Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten (WM; 0,82 + 0,32; n = 5), unbehandelten GK-Ratten (GKC);
0,93 £ 0,46; n = 5) und Melatonin-behandelten Ratten (GKM; 0,53 + 0,16; n = 7).

4.3.12 Immunhistochemische Untersuchung des MT j-Rezeptors in den
pankreatischen Inseln

Das exokrine pankreatische Gewebe von unbehandelten, ebenso wie von Melatonin-

behandelten Wistar-Ratten blieb generell unmarkiert. Die Immunreaktion in der Insel

erstreckte sich bevorzugt auf das Cytosol der Zellen, wobei die Zellkerne weitgehend

unmarkiert blieben. Durch eine detaillierte Analyse mittels Konfokalmikroskopie wurde

eine cytoplasmatische Feingranulierung sichtbar (Abb. 19 - Ea, Eb).

Eine Auswirkung von Melatonin auf die Immunfluoreszenzintensitéat der MT;-Rezeptor-
positiven Strukturen in den pankreatischen Inseln der Melatonin-behandelten Wistar-
Ratten (Abb. 19 - Eb) war beim Vergleich zu den unbehandelten Wistar-Ratten
(Abb. 19 - Ea) nicht zu erkennen.

Die Immunfluoreszenz-positiven Signale waren bei allen unbehandelten, ebenso wie
bei den Melatonin-behandelten Wistar-Ratten (Abb. 19 - Ea, Eb) im Vergleich zu den
unbehandelten sowie Melatonin-behandelten GK-Ratten (Abb. 19 - Ec, Ed) homogen in
den Inseln verteilt. Im Vergleich zum Wistar-Stamm (Abb. 19 - Ea, Eb) war eine
kraftigere MT;-Rezeptor-Immunmarkierung der meisten pankreatischen Inseln des GK-
Stammes nachweisbar (Abb. 19 - Ec, Ed). Auch hier war das exokrine Gewebe nicht
immunreaktiv. Weiterhin stellte sich bei allen unbehandelten als auch Melatonin-
behandelten GK-Ratten eine deutliche Umverteilung der MT-Rezeptor-
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Immunmarkierung dar. Dabei fiel im Unterschied zu den Inseln der Wistar-Ratten eine
verstarkte Immunfluoreszenzakkumulierung in einzelnen Inselzellen auf (Abb. 19 - Ec,
Ed). Die Umrisse einzelner Zellen traten dadurch deutlich hervor und es konnten

immunmarkierte und nichtmarkierte Zellen unterschieden werden.

Ein Effekt von Melatonin auf die MT;-Rezeptor-immunreaktiven Strukturen in den

pankreatischen Inseln von unbehandelten sowie Melatonin-behandelten GK-Ratten

wurde nicht nachgewiesen.

Ed
20 pum

Abb. 19: Immunfluoreszenzdarstellung der MT;-Rezeptoren (Ea-Ed) in den

pankreatischen Inseln unbehandelter Wistar-Ratten (Ea), Melatonin-behandelter
Wistar-Ratten (Eb), unbehandelter GK-Ratten (Ec) sowie Melatonin-behandelter GK-
Ratten (Ed) in der Mitte der Dunkelperiode. Die pankreatischen Inseln der GK-Ratten
wurden aufgrund starker Fluoreszenz unter einer niedrigeren Spannung mit dem Laser
Scanning Konfokalmikroskop aufgenommen. Die Immunmarkierung trat nur auf Inseln

auf, das exokrine Gewebe blieb unmarkiert.

4.3.13 MT,-Rezeptor-mRNA im Pankreas
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Die MT,-Rezeptor-mRNA-Expression war bei Melatonin-behandelten Wistar-Ratten im
Vergleich zu den unbehandelten Wistar-Kontrollen erhéht (p < 0,05), ebenso war das
MT,-Rezeptor-mRNA-Expressionsniveau des GK-Stammes im Vergleich zu Wistar-
Kontrollen statistisch signifikant erhoéht (p < 0,05). Die perorale Melatoninapplikation
supprimierte die pankreatische MT,-Rezeptor-mRNA-Expression bei den GK-Ratten
(Abb. 20).
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Abb. 20: Mittelwerte + SEM der relativen MT,-Rezeptor-mRNA-Expression im
Pankreas unbehandelter Wistar-Ratten (WC; 0,18 + 0,11; n = 4), Melatonin-
behandelter Wistar-Ratten (WM; 0,65 + 0,23; n = 5), unbehandelter GK-Ratten
(GKC; 0,67 £ 0,24; n = 5) und Melatonin-behandelter Ratten (GKM; 0,29 £ 0,08; n = 7).

5 Diskussion
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Eine Substanzapplikation im Tierversuch ist fur die Vorhersagbarkeit von Reaktionen
beim Menschen auf neue Wirkstoffe hilfreich. Das ,Schlafhormon“ Melatonin erfreut
sich aufgrund seiner sogenannten pleiotropen Effekte in Fach- und Laienkreisen einer
vielseitigen Anwendung. In Deutschland ist es jedoch erst seit April 2008 als
-Einschlafmittel“ fur Gber 55 Jahre alte Menschen mit einer priméren Insomnie
zugelassen. Jedoch koénnen die erwinschten Wirkungseffekte wvon vielfaltigen
unerwinschten Nebenwirkungen begleitet werden. Bisher liegen jedoch keine
Klinischen Studien vor, welche moglichen Nebeneffekte einer chronischen
Melatoninanwendung systematisch getestet haben.

Die durch eine chronische Melatoninapplikation via Trinkwasser erreichten
supraphysiologischen (pharmakologischen) Melatoninplasmakonzentrationen in der
Mitte der Dunkelperiode bildeten die Grundlage zur in vivo-Prifung der bekannten
Melatoninrezeptor-vermittelten Insulinsekretions-hemmenden Wirkung in vitro. Im
Rahmen der chronischen Melatoninapplikation im ,Ganztiermodell* via Trinkwasser
wurden alle Befunde in der Mitte der Dunkelperiode erhoben, da dieser Zeitpunkt am
reprasentativsten fur die untersuchten Parameter ist. Dies wird aus deren 24-
Stundenprofilen erkennbar (Peschke et al., 2006b; Frese et al., 2007). Zudem nehmen
die Ratten wahrend der Dunkelperiode, ihrer Aktivitatsphase, ihre Nahrung auf. Somit

wurde die physiologische Situation der stimulierten Insulinsekretion genutzt.

Insulin

Das bereits etablierte Tiermodell des T2DM, die GK-Ratte, ist dem menschlichen
T2DM besonders &hnlich (Portha et al., 2008) und war deswegen bei der Fragestellung
der Melatoninauswirkung auf Insulinplasmakonzentrationen in vivo besonders
geeignet. Die metabolisch unauffallige Wistar-Ratte stellt insofern eine excellente
Kontrolle dar, da ihr Erbgut die Grundlage fur die Zichtung der GK-Ratte war (Portha
et al, 2008). Bei GK-Ratten ebenso wie beim Menschen gehen hohe
Insulinplasmaspiegel mit erniedrigten Melatoninkonzentrationen im Plasma einher,
wahrend beim experimentell induzierten Typl Diabetes (T1DM) bei der Ratte eine
genau umgekehrte Hormonspiegelsituation zu finden ist (Peschke, 2008). Durch
Melatoninapplikation via Trinkwasser Uber neun Wochen, immer zur Nacht fir
insgesamt 12 h, konnten die Effekte der chronischen Melatonineinwirkung unter
anderem auf das Pankreas und das Pinealorgan der Typ2-diabetischen GK-Ratten
analysiert werden. Es wurde eine ungewdhnliche Konstellation herbeigefiihrt, die intra
vitam nicht beobachtet wird: Die Kombination diabetischer Hyperinsulinamie und

exogen verursachter Melatoniniberschuss (Abb. 6, 9, 10).
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Wahrend des Lebens einer GK-Ratte treten unterschiedliche Insulinspiegel auf. Im
pradiabetischen Stadium (bis zur dritten Lebenswoche) wird ein Insulinmangel
beobachtet, der in langsam ansteigende Insulinspiegel bis hin zur Hyperinsulindmie
Ubergeht (Peschke et al., 2006b; Frese et al.,, 2007). Die sich bereits im jungen
Erwachsenenalter von vier Monaten manifestierende Hyperinsulindmie bei GK-Ratten
der Halleschen Kolonie, im Vergleich zu gleichaltrigen Wistar-Ratten (Abb. 9, 10), ist
Ausdruck der sich entwickelnden metabolischen Stérung der GK-Ratten. Dazu passt
das immunhistochemische Blid mit beginnender lickenhafter Verteilung von Insulin-
immunmarkierten Inselstrukturen (Abb. 14, Ac). Dieser Befund ist vereinbar mit einem
typischen, sich anschlielBenden (-Zellverlust (Movassat et al., 2007). Die Fluoreszenz-
Intensitat der einzelnen Insulin-immunmarkierten Zellen ist bei der Mehrzahl der
unbehandelten mannlichen GK-Ratten im vierten Lebensmonat nicht wesentlich
unterschiedlich im Vergleich zu den Insulin-positiven Zellen gleichaltriger Wistar-Ratten
(Abb. 14, Aa). Im Gegensatz dazu wird bei einer GK-Ratte, welche im Alter von sechs
Wochen normale Insulinkonzentrationen aufweist, eine schwéachere
Fluorezsenzintensitat der Insulin-immunmarkierten Strukturen in der pankreatischen
Insel beobachtet (Frese et al., 2007). Die Beschreibungen verschiedener GK-Kolonien
variieren bezilglich des Alters bei der Manifestation der Hyperinsulinamie und der
prozentualen Anzahl an 3-Zellen in den pankreatischen Inseln (Ostenson und Efendic,
2007). Wahrend sich bei zwei Monate alten GK-Ratten der Pariser Kolonie keine
erhohte Insulinkonzentration im Plasma im Vergleich zu gleichaltrigen Wistar-Ratten
erkennen lieBen (Tourrel et al.,, 2002), ist eine Hyperinsulinamie bei zwei bis drei
Monate alten GK-Ratten der Pariser Kolonie sowie einer schwedischen und einer
japanischen Kolonie bereits manifest (Sener et al., 1993; Plachot und Portha, 2001;
Satoh et al., 2005). Die Hyperinsulinamie der GK-Ratten der Halleschen Kolonie war
im Alter von 42 Wochen deutlich ausgepragt (Frese et al., 2007). Durch die eigenen
Untersuchungen, die bereits bei 16 Wochen alten GK-Ratten durchgefuhrt wurden,
konnte gesichert werden, dass die GK-Ratten bereits in diesem frihen Alter

hyperinsulindmisch waren (Abb. 9, 10).

Seit 1997 ist bekannt, dass das Melatonin die spezifisch sowie unspezifisch stimulierte
Insulinsekretion hemmt (Peschke et al., 1997, 1998, 2000, 2002). Diese Feststellung
wurde mehrfach bestétigt (Kemp et al., 2002; Picinato et al., 2002b). Des Weiteren
wurden die entsprechenden intracellularen Mechanismen aufgeklart (Peschke et al.,
2000, 2002, 2006a; Kemp et al., 2002; Picinato et al., 2002a,b). Es ist heute bekannt,
dass die B-Zelle Uber Melatoninrezeptoren verfigt und dass sie Uber mehrere

Signalkaskaden die Insulinsekretion (Hemmung sowie Forderung) modulieren.
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Allerdings Uberwiegt beim Zusammenspiel beider Melatoninrezeptoren eine Senkung
der Insulinsekretion (Peschke, 2008). Die Ergebnisse der chronischen Auswirkung von
Melatonin auf die Typ2-diabetische GK-Ratte sind zur Erganzung der Vorkenntnisse
unverzichtbar. Analog zu der hemmenden Wirkung von Melatonin auf die
Insulinsekretion nach Stimulation (z. B. durch Glukose) wurde die Stimulation der
Insulinsekretion intra vitam im Rahmen der vorliegender Untersuchungen lediglich
durch die nachtliche Futteraufnahme mdglich. Bisher wurde keine ahnliche
Untersuchung bei der GK-Ratte vorgenommen und damit tragen die Ergebnisse
zusatzlich zum Verstandnis der Pathophysiologie der GK-Ratte nach einer Intervention
bei.

Es gibt zurlckliegende Berichte Uber eine Insulinsenkung durch chronische
Melatoninapplikation in vivo. Im Rahmen einer Melatoninapplikation durch das
Trinkwasser wurde bereits in verschiedenen Tiermodellen eine Senkung der
Insulinplasmakonzentrationen gezeigt (Bailey et al., 1974; Das, 1999, 2005;
Rasmussen et al., 1999, 2001; Wolden-Hanson et al., 2000; Nishida, 2002, 2005; Rios-
Lugo et al., 2010). Auch die diabetischen Otsuka Long-Evans Tokushima-Fatty Ratten
(OLETF) wurden in eine Melatoninlangzeitbehandlung einbezogen, welche ebenfalls
zur Reduktion der Insulinplasmaspiegel fiihrte (Nishida et al., 2002). Diese in vivo
Befunde unterstiitzen die Beobachtung, dass Melatonin die Insulinsekretion in vitro
senkt (Peschke et al., 2000, 2002; Kemp et al., 2002; Ramracheya et al., 2008;
Lyssenko et al., 2009). Im Gegensatz dazu belegen Literaturbefunde, dass keinerlei
Verédnderung des Insulinspiegels nach einer kurzen, dreiwochigen, hochdosierten
Melatoninapplikation per os, vor Beginn der Dunkelperiode, bei lipidreich gefitterten
Ratten, auftrat (Prunet-Marcassus et al., 2003), sondern erst nach Uber 70 Tage
andauernder Melatoninapplikation bei Rattenmannchen mittleren Alters auftritt
(Rasmussen et al.,, 1999). Somit zeigen die eigenen Ergebnisse nach einer
Melatoninapplikation von ca. 65 Tagen, also zu einem relativ frihen Zeitpunkt, einen
Insulin-senkenden Effekt nach chronischen Melatoningaben im Ganztiermodell bei der
metabolisch unauffalligen Wistar-, sowie bei der diabetischen GK-Ratte (Abb. 9, 10).
Damit korreliert eine Abschwéachung der Immunfluoreszenz der Insulin-positiven -
Zellen in den pankreatischen Inseln ausschliel3lich bei den mit Melatonin behandelten
Wistar- sowie GK-Ratten (Abb. 14, Ab, Ad). Im Rahmen der untersuchten Parameter
nach chronischer Melatoninapplikation gibt es keine Hinweise fir eine schadigende
Wirkung auf metabolisch gesunde bzw. diabetische Ratten. Vielmehr kdnnte bei der
Typ2-diabetischen Hyperinsulindmie, Insulinresistenz und erhdhte pankreatische

Melatoninrezeptorexpression eine Melatonin-induzierte Senkung des
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Insulinplasmaspiegels glnstige Effekte auf die Insulinresistenz haben. Die
Insulinsensitivitdt fordernde Wirkung von Melatonin und Melatoninagonisten wurde
unléngst beschrieben (Ha et al., 2006; She et al., 2009). Es ist ferner bekannt, dass
Melatonin die futterinduzierte Insulinantwort bei Ratten verstarkt (la Fleur et al., 2001).
Eine einzige Studie postuliert eine verminderte Insulinsensitivitit nach einer
Melatoninapplikation, allerdings bei élteren Frauen und teilweise unter einer laufenden
Hormonersatztherapie (Cagnacci et al., 2001). Die Unbedenklichkeit der Senkung der
Insulinkonzentration bei der metabolisch unauffalligen Wistar-Ratte ist fraglich. Aber
junge GK-Ratten, bei denen sich verhaltnismaRig hohe Insulinplasmaspiegel
entwickelten, kénnen theoretisch von der Insulin-senkenden Wirkung des Melatonin
profitieren. Melatonin kann demzufolge eine Schutzfunktion vor einer fortschreitenden,
langfristig ungezlgelten und somit einer toxischen Hyperinsulindmie, Insulinresistenz

und progredienten sekretorischen Insuffizienz der pankreatischen 3-Zellen bewirken.

Nebenbefunde
Bei den sechs Wochen alten GK-Ratten fallt eine erhéhte Blutglukosekonzentration im
Vergleich zu den Wistar-Kontrollen auf (Abb. 2). Dies entspricht den bislang
publizierten Befunden bei gleichaltrigen GK- und Wistar-Ratten (Takita et al., 2004).
Auf die Bestimmung von BZ-Werten vor und wahrend der Melatoninapplikation wurde
bewusst verzichtet, um die Tiere nicht zu alterieren. Eine VorsichtsmalRnahme, die bei
chronobiologischen Experimenten wichtig ist. Es standen jedoch bereits zuvor
erhobene Vergleichswerte zur Verfigung (Abb. 2). Die mannlichen GK-Tiere der
Halleschen Kolonie wiesen im Alter von sechs Wochen eine Hyperglykdmie auf. In
allen bisher untersuchten Altersstadien der eigenen Zucht waren Wistar-Ratten
normoglykamisch (Frese et al., 2007). Die Glukoseverwertung hangt von der
regelrechten Funktion des pankreatischen Glukosesensors ab, bestehend aus GLUT2
und Glucokinase. Als Ausdruck des chronischen diabetischen Status mit (-
Zellbelastung bei Hyperglykamie und Insulinresistenz wird die Glucokinaseaktivitat
gesenkt. Bei GK-Ratten im 4. Lebensmonat koinzidierte eine Downregulierung der
GLUT2-mRNA-Expression (Abb. 17) mit der Verlagerung des nichtfunktionsfahigen
GLUT2-Proteins ins Cytoplasma (Abb. 20) und einer reduzierten Glucokinase-mRNA-
Expression (Abb. 18). Dies steht im Einklang mit den bereits publizierten Daten zur
alternsassoziierten Abnahme der GLUT2-mRNA-Expression der hyperinsulinamischen
GK-Ratte (Frese et al., 2007). Melatonin konnte die charakteristischen diabetogenen
Verédnderungen bezlglich der Transkription des pankreatischen Glukosesensor-
komplexes nicht beeinflussen. Dies entspricht der Beobachtung, dass das Melatonin,

ohne die Glukoseoxidation zu beeinflussen, die B-Zellsyntheseleistung moduliert
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(Picinato et al., 2002b). Ein Einfluss von Melatonin auf Menge und intracellulare bzw.
intrainsulare Verteilung des GLUT2 war konfokalmikroskopisch und anhand der
MRNA-Expression im Vergleich zu den unbehandelten Wistar- und GK-Ratten nicht
feststellbar. In Anbetracht der Insulinspiegelsenkung nach Melatoninapplikation verlauft
die Langzeitregulation der GLUT2-mRNA-Expression und vermutlich auch seiner
Funktion Melatonin-unabhéngig. Immunhistochemisch konnte eine Tierlinien-
spezifische Verteilung des GLUT2-Proteins in den pankreatischen Inseln der 17
Wochen alten Wistar- und GK-Ratten dargestellt werden (Abb. 20). Die Feinstruktur
war bei den Kontrolltieren sowie bei den Melatonin-behandelten Versuchstieren beider
Stamme vergleichbar (Frese et al., 2007). Konkret wurde ein ,brillenférmiges” Muster
bei den 17 Wochen alten Wistar-Ratten und eine Tendenz zur diffusen Anreicherung
der GLUT2-Immunmarkierung im Zellplasma bei gleichaltrigen GK-Ratten bestatigt.
Die Effekte chronischer Melatoninbehandlung kénnten effektiv genug sein um a) durch
ein feedback den Nucleus suprachiasmaticus (SCN) im Sinne einer circadianen
Rhythmuskontrolle (la Fleur et al., 2001) und b) durch Einfluss auf die basale
Glukosekontrolle (La Fleur et al., 1999) die Blutglukose zu beeinflussen. Da eine
Infusion von Melatonin oder auch Melatonin mit 2-Desoxy-D-Glukose in den
Hirnventrikel bei der Ratte zum Glukoseabfall fihrt, erkennen die Autoren dem SCN
eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Glukosehomdostase zu (Shima et al., 1997).
Die Meinungen Uber die Wirkung von Melatonin auf die Blutglukosekonzentration
widersprechen sich dennoch erheblich. Einige Autoren beschreiben eine fehlende
Reaktion der Blutglukose auf die akute bzw. chronische Melatoningabe bei der Ratte,
andere beschreiben einen Blutglukose-senkenden oder gar -fordernden Effekt
(Peschke, 2008). Bei vier Monate alten hyperglykdmischen GK- und
normoglykamischen Wistar-Ratten findet keine Veranderung der Blutglukose nach
chronischer Melatoninapplikation statt (Abb. 8). Studien, die bezlglich des
Versuchssettings die meisten Gemeinsamkeiten untereinander und mit dem
beschriebenen Versuchsdesign haben, stehen in Einklang mit den vorgestellten
Ergebnissen (Wolden-Hanson et al., 2000; Markova et al., 2004). Das Melatonin
interagiert bei Beeinflussung der 3-Zelle nicht mit der Glukose (Picinato et al., 2002b).
Dies bestatigen auch die Befunde zur Glukagon-, Glucokinase- und GLUT2-mRNA-
Expression nach chronischer Melatoninapplikation per os (Abb. 8, 13, 14B, 15, 16 und
17). Darlber hinaus bleibt die Blutglukosekonzentration auch im Modell des
chronischen Melatoninentzugs, aufgrund des Fehlens von MT;-, MT-, oder beider
Melatoninrezeptoren in  knockout-Mausmodellen, im Vergleich zum Wildtyp
unverandert (Muhlbauer et al., 2009). Zu vermuten ist, dass nicht die langfristigen,

jedoch die akuten Melatoningaben zu Blutglukose-Schwankungen fiihren kénnen.
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Die Melatoninapplikation Uber neun Wochen verursach t bei den

Versuchstieren zahlreiche Nebeneffekte:
1. GK-Ratten besitzen im Alter von sechs als auch von 42 Wochen ein
niedrigeres Korpergewicht als Wistar-Ratten gleichen Alters (Frese et al., 2007). Vor
der Melatoninapplikation waren acht Wochen alten GK-Ratten leichter als die
gleichaltrigen Wistar-Ratten (Abb. 1). Die Ergebnisse entsprechen mithin bisherigen
publizierten Ergebnissen (Frese et al., 2007; Movassat et al., 2008). Im gesamten
Zeitraum der Melatoninapplikation wuchsen die jungen mit Melatonin behandelten GK-
Ratten im Rahmen der stammspezifischen Entwicklung adéquat heran. Die
Gewichtszunahme unterschied sich unter laufender Melatoninbehandlung im Vergleich
zu den GK-Kontrollen statistisch nicht signifikant. Nach Melatoninapplikation im
Trinkwasser setzte eine Koérpergewichtsabnahme bei Wistar-Ratten bereits im Alter
von 69 Tagen ein, also schon nach der zweiten Applikationswoche. Die
Korpergewichte von Melatonin-behandelten Wistar-Ratten blieben bis zur neunten
Applikationswoche im Gegensatz zu den unbehandelten Wistar-Ratten erniedrigt
(Abb. 5). Die Gewichtsreduktion blieb bei den diabetischen hyperinsulindmischen
Melatonin-behandelten GK-Ratten aus (Abb. 5). Zu prifen ware, ob eine Melatonin-
induzierte Beeinflussung des Gewichts der GK-Ratte héheren Alters oder aber beim
Einsatz hoherer Melatonindosen auftritt. Eine Melatonin-induzierte
Kdrpergewichtssenkung wurde bereits bei verschiedenen Rattenmodellen ausfuhrlich
und differenziert untersucht (Prunet-Marcassus et al., 2003; Puchalski et al., 2003).
Melatoninapplikation senkte das Kdrpergewicht ménnlicher Ratten und baute viscerale
Fettmassen adipdser und alter werdender méannlichen Ratten ab, bei weiblichen Tieren
bewirkte Melatonin eher das Gegenteil (Markova et al., 2003). Das
Gesamtkorpergewicht wurde aber bei beiden Geschlechtern von Spraque-Dawley-
Ratten gesenkt (Bojkova et al., 2008). Die Arbeitsgruppe um Rasmussen (Rasmussen
et al., 2001) diskutierte dabei, ob sich diese Phanomene lber eine Zunahme der
peripheren Insulinsensitivitdt nach chronischer Melatoninhehandlung erklaren lassen
(Wolden-Hanson et al., 2000). Dieser Auffassung haben sich weitere Autoren
angeschlossen (la Fleur et al.,, 2001; Markova et al., 2003). Schlie3lich ist eine
verstarkte periphere Insulinwirksamkeit nach Melatoninapplikation bekannt. Da das
Melatonin auch die Gewichtszunahme von metabolisch unauffélligen, sehr jungen
Ratten im Wachstumsalter senkt (Abb. 5), ware zu vermuten, dass nicht nur die
Adipositas unterschiedlichen Ursprungs eine Voraussetzung fir eine Melatonin-
induzierte Gewichtssenkung ist, sondern dass die GK-Ratten bestimmte
Kompensationsmechanismen besitzen, die sie vor Gewichtssenkung durch Melatonin

schitzen.
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2. Einzelhaltung bei sozial lebenden Tieren wie der Ratte bedeutet Stress.
Einzeln gehaltene Ratten zeigen Verhaltensauffalligkeiten, welche sich z. B. in einer
Vorliebe zu hypercalorischem  Futter, Abnahme der Trinkmenge und
Gewichtsszunahme im Vergleich zu sozial lebenden, in Gruppen gehaltenen, Tieren
aullert (Scalera, 1992). Da in der vorliegenden Untersuchung die vom
Kohlenhydratstoffwechsel abhangigen Parameter untersucht werden sollten, wurden
die Tiere in Gruppen gehalten. Damit wurde der Notwendigkeit genlige getan, sozial
lebende Tiere auch im Experiment artentsprechend zu halten. Dennoch traten einige
Verhaltensauffalligkeiten bezlglich der Nahrungsaufnahme auf. Die Ursachen der
Abweichungen bezlglich der Futtermengen lagen a) in den stammspezifischen
Verhaltensweisen und b) in der chronischen Applikation von Melatonin:

a) Bekannterweise nehmen die nachtaktiven Ratten wahrend der Dunkelperiode
ca. 80 bis 90% der taglichen Nahrungsmengen zu sich. Die diabetischen
unbehandelten GK-Versuchstiere verhielten sich wahrend der Nacht hypophag
(Abb. 3, 4), wahrend des Tages jedoch im Vergleich zu den unbehandelten Wistar-
Ratten hyperphag. Daraus ist zu schlieBen, dass die GK-Ratten wéhrend der
Lichtperiode, normalerweise einer Ruhephase der Ratten, nicht nur grof3ere Mengen
Futter konsumierten, sondern auch wahrend der Hellperiode aktiver und wéhrend der
Dunkelperiode weniger aktiv waren. Auch beim Menschen koinzidieren
Schlafverhaltensstérungen mit erhdhter Diabetespréavalenz und Insulinresistenz
(Turek et al., 2005; Mulder et al., 2009). Das gestorte Futter-Konsumverhalten der GK-
Ratte gegentuber der metabolisch unauffalligen Wistar-Ratte ist ein Hinweis auf eine
Desynchronisierung des circadianen Rhythmus der GK-Ratte. Sie geht also beim
Typ2-diabetischen Menschen, einschliesslich eigener Beobachtungen bei der Typ2-
diabetischen Ratte, mit Komorbiditaten wie Insulinresistenz und Hyperglykamie einher.
b) Die mit 30 ug Melatonin/ml behandelten Versuchstiere, Wistar- wie GK-Ratten,
konsumierten wahrend der Dunkelperiode (12 h) geringere Mengen an Pelletfutter und
Trinklésung als die jeweiligen unbehandelten Kontrollen (Abb. 3, 4). Hingegen
unterschied sich die Uber 24 h gemessene Futteraufnahme der mit Melatonin
behandelten Ratten nicht von der der unbehandelten Tiere (Wolden-Hanson et al.,
2000). Die Futteraufnahme-senkende Bedeutung von Melatonin ist also abhangig von
der eingesetzten Dosis. Die aufgenommene Futtermenge der Melatonin-behandelten
Wistar-Ratten war niedriger als die der Unbehandelten (Abb. 4). Dies spricht gegen die
Ergebnisse anderer Autoren, die nach Melatoningabe keine Anderung im
Futterkonsum registrierten (Puchalski et al., 2003; Rios-Lugo et al., 2010). Die fur die
Melatonin-induzierte Reduktion der Futteraufnahme verantwortlichen Mechanismen

sind noch nicht genau bekannt. Eine naheliegende Ursache konnte in den

-53-



Verschiebungen der Monoaminhomdgostase im Gehirn (Chuang et al., 1993) und/oder
der verédnderten Hormonausschittung aus dem Endokrinium (Zellen der
pankreatischen Insel, Thyreocyten usw.) liegen. Es wird Uber eine verbesserte,
Melatonin-induzierte Leptinsensitivitdt und die darauf abgestimmte Futteraufnahme

spekuliert (Wolden-Hanson et al., 2000).

Um Versuchstiere nicht durch desynchronisierende Reize bei der Melatoninapplikation
zu alterieren, erfolgte die Melatoninverabreichung minimalinvasiv, mit dem Trinkwasser
(Slotten et al., 1999). Aus der Literatur geht hervor, dass Melatonin im Trinkwasser

(0,2 - 0,4 pg Melatonin/ml) das Trinkverhalten nicht beeinflusst (Wolden-Hanson et al.,
2000), obwohl Ratten im Allgemeinen auf3erst sensibel auf Gerliche und Aromata
reagieren (Scalera et al., 1979). Die eigenen Versuchsergebnisse belegen, dass
Melatonin im Trinkwasser (30 pug Melatonin/ml) zu einer verminderten individuellen
Wasseraufnahme der behandelten Versuchstiere fihrt (Abb. 3). Daraus folgt, dass eine
Aversion gegen eine Behandlung mit Melatonin bereits bei einer niedrigen Dosis von
2,5 mg/kg KG (entspricht 30 pg Melatonin/ml Trinkwasser) auftritt. Nach der bisherigen
Datenlage wird eine Abneigung gegen die enteralen Melatoningaben ab einer Dosis
von 50 mg/kg KG beschrieben (Jahnke et al., 1999). Trotz Erreichens eines Vielfachen
der physiologischen Melatoninplasmakonzentration hatten die Melatonin-behandelten
GK-Ratten nicht die extrem hohen Konzentrationen der Melatonin-behandelten Wistar-
Ratten  erreicht. Dariber  hinaus fielen individuell — deutlich  variable
Melatoninkonzentrationen in beiden Tierlinien auf. Vermutlich sind die Wistar-Ratten
die besseren Responder im Vergleich zu den GK-Ratten hinsichtlich der
Melatoningaben, basierend auf unterschiedlichen Metabolisierungsraten des exogen
verabreichten Melatonins der einzelnen Stamme. Die chronische Melatoninapplikation
per os fuhrte bei den Wistar- wie bei den GK-Ratten zu supraphysiologisch hohen
systemischen Melatoninkonzentrationen im Plasma (Abb. 6), ohne dabei die AA-NAT-
MRNA-Expression zu beeinflussen (Abb. 7). Die bekannterweise hochregulierte AA-
NAT-mRNA-Expression der sechs Wochen alten GK-Ratten im Vergleich zu den
Wistar-Ratten (Peschke et al., 2006b), konnte bei der vier Monate alten unbehandelten
GK-Ratten in der Mitte der Dunkelperiode nicht bestétigt werden (Abb. 7).

3. Aus der Cauda pancreatis stammende Inseln, die im Rahmen dieser
Studie vorrangig immuncytochemisch untersucht worden waren, bestehen bei der
Ratte zu 66% aus p-Zellen, zu 28% aus o-Zellen und zu 4% aus &-Zellen. Den Rest
bilden pankreatisches Polypeptid- und Ghrelin-positive Zellen (Suckale und Solimena,
2008). Mit Einschrankung der Vergleichbarkeit unserer 4 Monate alten Wistar-Ratten

zu 30 Monate alten Wistar-Ratten (Ogneva und Nikolov, 1999) kann dennoch eine
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Ubereinstimmung der Lokalisation von a-, B- und 3-Zellen in den pankreatischen Inseln
bestétigt werden (Abb. 14). Die einzeln verstreuten Glukagon- sowie Somatostatin-
immunmarkierten Zellen in den pankreatischen Inseln entsprechen der bekannten
Fibrosierung und Veranderung der Inselarchitektur der GK-Ratten (Homo-Delarche et
al.,, 2006). Die morphologischen Veranderungen der GK-Ratten gingen mit einer
Aufregulierung der pankreatischen Glukagon-mRNA-Expression einher und weisen
somit auf Abweichungen der parakrinen und endokrinen Sekretionsvorgange in
diabetischen GK-Inseln hin (Abb. 13). Aufgrund von Melatonin-induzierter, cAMP-
abhangiger Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren wére eine Veranderung der
Expression des Glukagon- sowie Somatostatin-Gens bei Melatonin-behandelten
Versuchstieren durchaus zu erwarten, da beide CREB/CRE-gesteuerte Gene sind
(Vallejo et al., 2007). Im Gegensatz dazu fanden bei Melatonin-behandelten GK- und
Wistar-Ratten  weder Veranderungen der Glukagon- bzw. Somatostatin-
Immunreaktivitat (Abb. 14) noch der mRNA-Expression von Glukagon- (Abb. 13) und
der Somatostatin-mRNA-Expression statt (Peschke et al., 2010).

4. Zu bericksichtigen ist ebenfalls die Tatsache, dass das exogene
Melatonin eine Reihe von komplexen pratranskriptionellen Effekten, die u. a. cAMP
response element (CRE)-abhangig sind, auslésen kann. Denn nach der
Melatoninrezeptor-vermittelten Senkung des intrazellularen cAMP (Peschke et al.,
2002, 2006a), konnen weitere, dem cAMP nachgeschaltete, intracellulare Prozesse
ausgelost werden. Neueren Untersuchungen zur Folge hat Melatonin auch Einfluss auf
eine Melatoninrezeptor-vermittelte Glukagonsekretionssteigerung in menschlichen

pankreatischen Inseln (Ramracheya et al., 2008).

Melatoninrezeptoren

Im Zeitraum von 23:00 Uhr bis 1:00 Uhr liegen die Melatoninplasmakonzentrationen
sowie die Expressionsstarke des Schlisselenzyms der Melatoninsynthese (AA-NAT-
MRNA) von GK- sowie Wistar-Ratten auf ungefahr gleichem Niveau (Abb. 7). Die
Melatoninplasmakonzentration von Ratten erreicht ihr Maximum wenig spater ebenso
wie die Differenzen der Melatoninplasmakonzentrationen von GK- im Vergleich zu
Wistar-Ratten. Zudem ist die pineale AA-NAT-mRNA bekannterweise bei GK-Ratten im
Vergleich zu Wistar-Ratten kompensatorisch erhéht, wahrend das Enzym nachts eine
Aktivitditsverminderung bei den Melatonin-armeren diabetischen GK-Ratten zeigt
(Peschke et al., 2006b). Die endogene Melatoninproduktion in der Epiphyse wird durch
exogen zugefuhrtes Melatonin nicht beeinflusst (Abb. 7).

Bei hyperinsulindmischen GK-Ratten mit erniedrigten Melatoninspiegeln und bei Typ2-

diabetischen Patienten ist die pankreatische mRNA  von beiden
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Melatoninrezeptorsubtypen verstarkt exprimiert in Vergleich zu Wistar-Ratten bzw.
stoffwechselgesunden Patienten (Peschke et al., 2006b; Peschke et al., 2007,
Peschke, 2008). Bei der Analyse der Lokalisation der MT;-Rezeptor-positiven
Strukturen und der Expressionsstirke seiner mRNA ist die Tageszeit zu
bertcksichtigen. Im Zeitraum von 23:00 Uhr bis 1:00 Uhr liegt die pankreatische MT;-
Rezeptor-mRNA-Expressionsstarke von GK- sowie Wistar-Ratten auf ungeféhr
gleichem Niveau (Abb. 18). Auf der Proteinebene sind die MT;-Rezeptoren in den
Pankreata von diabetischen GK-Ratten immunhistochemisch starker ausgepréagt als
die von Wistar-Ratten (Abb. 19; Ea, Ec; Peschke et al., 2007). Eine &hnliche Situation
wurde bei Typ2-diabetischen Patienten beschrieben (Peschke et al., 2007). Zusatzlich
zeigen die immunhistochemischen Befunde, dass in der Mitte der Dunkelperiode ein
Teil des MT;-Rezeptors bei vier Monate alten GK- und Wistar-Ratten im Cytosol zu
finden ist (Abb. 19). Eine cytosolische Lokalisation des pankreatischen MT;-Rezeptors
(Abb. 19 Ea-d) entspricht einer Internalisation des MT;-Rezeptors und somit einem
passageren Verlust der MT;-Rezeptor-Funktion (Gerdin et al., 2004a). Die Menge der
inaktiven immunmarkierten pankreatischen MT;-Rezeptoren war in den teilweise
fibrosierten pankreatischen Inseln der vier Monate alten GK-Ratte denen von Wistar-
Ratten tberlegen (Abb. 19 Ea-d). Die enterale Melatoninapplikation verursachte keine
erwartete Suppression pankreatischer MT-Rezeptor-mRNA-Expression (Abb. 18). Die
Applikation von Melatonin Uber neun Wochen per os hatte eine signifikante
Expressionsverstarkung der pankreatischen MT,-Rezeptor-mRNA bei Wistar-Ratten
zur Folge, nicht jedoch bei den diabetischen GK-Ratten (Abb. 20). Eine Erklarung ist
derzeit noch nicht méglich. Die divergierenden Tendenzen der mRNA-Expression des
pankreatischen MT;- und des MT,-Rezeptor bei Wistar- und GK-Ratten kdonnten auf
einer den Diabetes begleitende Stérung der Melatonintransduktion oder auf einer
Melatoninresistenz beruhen. Bei den Melatonin-behandelten Wistar-Ratten war die
Insulinsenkung im Plasma starker ausgepragt als bei den Melatonin-behandelten GK-
Ratten. Sicher spielt dabei die inaddquate postprandiale Insulinausschittung der GK-
Ratte im Vergleich zur unauffalligen postprandialen Insulinantwort der Wistar-Ratten
eine Rolle (Ostenson und Efendic, 2007).

In Anbetracht der Senkung des Insulinspiegels (Abb. 9, 10) und Veranderung im MT,-
Rezeptor-mRNA-Expressionsniveau, existiert insbesondere bei den Wistar-Ratten in
der Dunkelperiode eine deutlich ausgepragte, spezifische Reaktion der B-Zelle auf die
chronische Melatoninapplikation. Diese Befunde sind im Kontext mit der kirzlich
beschriebenen erhéhten Inzidenz diabetestypischer Merkmale im Zusammenhang mit

bestimmten single-nucleotide Polymorphismen des MT,-Rezeptor-Gens zu sehen
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(Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009; Staiger et al., 2008). In diesem
Zusammenhang kam es zu Spekulationen uber eine bald mogliche therapeutische
Anwendung von Melatoninrezeptor-Antagonisten. Dadurch sollte der nachtliche,
vermeintlich diabetogene, Melatonineinfuss auf die B-Zellen beim T2DM verhindert
werden (Diabetes Deutschland-News zitiert in Peschke et al., 2009). Bislang fehlen
jedoch in vivo Belege der tatsachlichen funktionellen Relevanz, um zu beweisen, dass
ein mutierter MT,-Rezeptor entsprechende abnormale Funktion bietet. Gegen die
Anwendung von Melatoninrezeptor-Antagonisten sprechen die eigenen Befunde am
.Ganziermodell*, welche auf eine Senkung der toxischen Hyperinsulindamie beim T2DM
hinweisen (Abb. 10,11). Fir die Therapie des T2DM, im hyperinsulinamischen
Stadium, bedarf es geradezu einer Applikation von Melatonin oder von

Melatoninmimetika, um eine Senkung einer Hyperinsulinamie zu erzielen.

Insulinrezeptor

Nach chronischer Einwirkung von exogenem Melatonin entwickelte sich eine
aulRergewoOhnliche Konstellation bei den GK-Tieren, namlich eine gleichzeitig erhdhte
Insulin- und Melatoninkonzentration im Plasma (Abb. 6, 9, 10). Eine erhbthte
Expression der pinealen Insulinrezeptor-mRNA bei verminderten Insulinkonzentration
infolge Melatoninapplikation ist bereits bekannt (Peschke et al. 2008). Die
transkriptionelle Aufregulierung des pinealen Insulinrezeptors von Wistar-Ratten nach
chronischer enteraler Melatoninapplikation (Abb.11) ist eine Folge der stark
verminderten Insulinkonzentration der Wistar-Ratten (Abb. 9, 10). In Ubereinstimmung
dazu ist nach einer l&angeren Insulineinwirkung auf Fettzellen eine reziproke Beziehung
der Insulinrezeptor-Bindungskapazitat zur Insulinkonzentration zu erwarten (Ronnett et
al., 1982). Erwartungsgemalf findet sich auf der transkriptionellen Ebene eine pineale
Insulinrezeptor-mRNA-Downregulierung bei den hyperinsulindmischen Ratten wieder
(Abb. 11). Denn wahrend der erniedrigten Insulinplasmakonzentration (Hellphase) ist
die pineale Insulinrezeptor-mRNA-Expression von Wistar- sowie GK-Ratten deutlich
erhoht, fallt aber nach Erhéhung der Insulinplasmakonzentration in der Dunkelphase
signifikant auf das Insulinrezeptor-mRNA-Expressionsniveau der GK-Ratten ab
(Peschke et al., 2006Db).
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der chronische Einfluss von Melatonin
sowohl auf 16 stoffwechselgesunde als auch 16 Typ2-diabetische Ratten untersucht.
Die Melatoninapplikation erfolgte durch das Trinkwasser (2,5 mg/kg KG), immer zur
Dunkelperiode. Dies fihrte nach 64 Tagen zu einem statistisch signifikanten
Melatoninanstieg im Plasma. Die exogene Melatoninapplikation flhrte
interessanterweise zu keinerlei Anderungen der pankreatischen MT;-mRNA-
Expressionsstarke sowohl von stoffwechselgesunden Wistar- als auch Typ2-
diabetischen GK-Ratten. Im Gegensatz dazu zeigten die Melatonin-behandelten
Wistar-Ratten im Vergleich zu den Kontrollen ein erhéhtes pankreatisches MT,-mRNA-
Expressionsniveau. Zudem war die MT,-mRNA-Expression von unbehandelten GK-
Ratten im Vergleich zu den Wistar-Ratten erhéht. Die endogene Melatoninbiosynthese
in der Epiphyse blieb anhand der unveranderten pinealen AA-NAT-mRNA-Expression
nach chronischer enteraler Melatoninapplikation unbeeinflusst. Versuchsbegleitend
wurde u. a. eine Reduktion der Futteraufnahme sowie des Korpergewichts von
Melatonin-behandelten Wistar-, nicht jedoch von GK-Ratten, registriert. Der Einfluss
von Melatonin auf die Glukosespiegel ist eher marginal, die Melatoninbehandlung hatte
keine  wesentliche  Auswirkung auf die  Blutglukosekonzentration  der
normoglykamischen Wistar- sowie der hyperglykamischen GK-Ratten. Auch die mittels
PCR bestimmten Glukagon-, GLUT2- und Glucokinase-mRNA-Expressionsstarken in
den Pankreata von Wistar- und GK-Ratten wiesen nach der Melatoninapplikation keine
gquantitativen Unterschiede auf. Die chronische enterale Melatoninapplikation hat einen
nachhaltigen Einfluss auf die Insulinsekretion, indem das Melatonin die Insulinsekretion
rezeptorvermittelt hemmt. Die Senkung der Insulinkonzentration im Plasma nach
Melatoninapplikation wurde mittels RIA mit geringen quantitativen Unterschieden
sowohl bei normoinsulinamischen Wistar- als auch bei hyperinsulindmischen GK-
Ratten festgestellt. Begleitend wurde eine Aufregulierung der Insulinrezeptor-mRNA-
Expression in den Epiphysen von Melatonin-behandelten Wistar-Ratten gefunden. Die
Senkung der Insulinspiegel nach chronischer Melatoninapplikation sowohl von Wistar-
als auch von GK-Ratten ging mit einer abgeschwachten
Immunfluoreszenzsignalgebung immunpositiver Insulinmarkierung in den
pankreatischen Inseln einher. Die Ergebnisse bestitigen die aus der Literatur
bekannten Antagonismen zwischen Melatonin und Insulin bei der Wistar- und erstmalig
bei der Typ2-diabetischen GK-Ratte. Es spricht viel dafiir, dass Melatonin eine
Schutzfunktion  fir die  pankreatische [(-Zelle darstellt, da Melatonin
hyperinsulindmische Entgleisungen, wie sie typischerweise bei T2DM vorkommen,

reduziert.
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10.

Thesen

In den zurickliegenden 15 Jahren wurde ein enger Zusammenhang zwischen

Melatonin und Insulin festgestellt.

Die vorliegende Arbeit dient dem Ziel, den Einfluss von Melatonin sowohl auf

stoffwechselgesunde als auch auf Typ2-diabetische Ratten zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden 16 stoffwechselgesunde Wistar- und 16 Typ2-
diabetische GK-Ratten einer enteralen Melatoninapplikation (64 Tage) durch das

Trinkwasser unterzogen.
Die Versuchstiere wurden unter einem starren Lichtregime gehalten (L:D = 12:12,
Licht an: 5:30 MEZ), die Melatoninapplikation mit dem Trinkwasser erfolgte immer

wahrend der Dunkelzeit.

Versuchsbegleitend wurden folgende Merkmale erfasst:  Trinkmengen,

Futtermengen und das Kdrpergewicht.

Nach der Tiertétung in der Mitte der Dunkelperiode wurden zeitgleich Epiphysen,

Pankreata sowie das Blutplasma asserviert.

Die Blutglukosekonzentration wurde mit einem Biosensor-Glukosemeter bestimmt.

Im Plasma wurde mittels RIA die Insulin- und die Melatoninkonzentration bestimmit.
In den Pankreata wurden folgende Merkmale mittels PCR bestimmt: MTy-, MT,-,
Insulin-, Glukagon-, Glucokinase-mRNA-Expression; und weitere mittels
Immunhistochemie zur Darstellung gebracht: Insulin, Glukagon, Somatostatin,

GLUT2.

In den Epiphysen wurden folgende Merkmale mittels PCR bestimmt:

Insulinrezeptor-, AA-NAT-mRNA-Expression.
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11.

12.

13.

Nach der Melatoninbehandlung wurden erniedrigte Trinkmengen von Wistar- sowie
von GK-Ratten wahrend der Dunkelzeit registriert. Die Futteraufnahme war bei den
GK-Ratten (23,09 + 0,27 g) im Vergleich zu den Wistar-Ratten (24,02 + 0,38 Q)
erniedrigt (p < 0,01). Die Melatoninapplikation bewirkte eine Reduktion der
Futteraufnahme von Wistar-Ratten (p < 0,01; 22,78 + 0,40 g), nicht jedoch von GK-
Ratten (22,54 + 0,28). Auch die Kdrpergewichte von stoffwechselgesunden Wistar-
Ratten (Kontrollen: 384,8 + 6,14 g; Melatonin-behandelt: 354,8 + 7,95 g), nicht
jedoch der Typ2-diabetischen GK-Ratten (Kontrollen: 23,09 £ 0,27 g; Melatonin-
behandelt: 385,3 + 4,37 g) wurden durch die Melatoninapplikation statistisch
signifikant gesenkt (p < 0,01).

Erwartungsgemall wiesen die normoglykamischen Wistar-Ratten Glukosewerte
von 6,68 + 0,17 mmol/l und die Typ2-diabetischen GK-Ratten von 10,47 + 0,69
mmol/l auf. Die Melatoninbehandlung hatte keine wesentliche Auswirkung auf die
Glukosekonzentrationen im Blut von Wistar-Ratten (6,65 + 0,16 mmol/l) und von
GK-Ratten (9,76 + 0,57 mmol/l).

Folgende Ergebnisse wurden im Plasma erzielt: Die Melatoninkonzentration der
melatoninbehandelten Wistar- (30,74 + 6,29 nmol/l) und GK-Ratten (17,16 + 3,92
nmol/l) Gberstieg diejenige von den Wistar-Kontrollen (0,68 + 0,11 nmol/l) bzw. GK-
Kontrollen (1,65 + 0,50 nmol/l) ca. 370-fach bzw. 11-fach. Es wurde festgestellt,
dass die GK-Ratte der Halleschen Kolonie im Alter von ca. 120 Tagen eine
Hyperinsulinamie aufweist (309,30 + 19,55 pmol/l) wahrend die Wistar-Ratte
normoinsulinamisch  bleibt (160,5 + 10,99 pmol/l). Die chronische
Melatoninapplikation hatte eine Senkung der Insulinspiegel im Plasma der
metabolisch unauffalligen Wistar-Ratten (123,30 + 10,89 pmol/l) sowie der
hyperinsulindmischen GK-Ratten (272,90 £ 19,91 pmol/l) zu Folge.
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14. Die Pankreasuntersuchung erbrachte folgende Ergebnisse:

a.

Das pankreatische Insulin-mRNA-Expressionsniveau von
unbehandelten bzw. Melatonin-behandelten GK-Ratten lag deutlich tber
dem von unbehandelten bzw. Melatonin-behandelten Wistar-Ratten, p <
0,05 bzw. p < 0,001.

Demgegeniuber war die mRNA-Expression von Glukagon in den
pankreatischen Inseln von unbehandelten bzw. Melatonin-behandelten
GK-Ratten gegeniber der von unbehandelten bzw. Melatonin-
behandelten Wistar-Ratten herabreguliert, p <0,01 bzw. p < 0,001.
Weiterhin wurden anhand immunhistochemischer Aufarbeitung der
Pankreata die unterschiedlichen Verteilungsmuster der untersuchten
Inselhormone dargestellt.

Der Glukosesensorkomplex von Wistar- sowie GK-Ratten bleibt von der
chronischen Melatoninapplikation unbeeinflusst, denn es zeigt sich ein
erhdhtes  pankreatisches GLUT2- sowie  Glucokinase-mRNA-
Expressionniveau von unbehandelten bzw. Melatonin-behandelten
Wistar-Ratten gegeniber den unbehandelten bzw. Melatonin-
behandelten GK-Ratten.

Wahrend die pankreatische MT;-mRNA-Expression keine wesentlichen
gquantitativen Unterschiede unter den Versuchsgruppen zeigt, ist die
pankreatische MT,-mRNA-Expression von Kontroll-GK-Ratten im
Vergleich zu den Kontroll-Wistar-Ratten heraufgreguliert (p < 0,05). Die
Melatoninapplikation fiihrte zur Hochregulierung der pankreatischen
MT,-mRNA-Expression von Wistar-Ratten (p < 0,05).

15. Die Untersuchung der Epiphysen erbrachte folgende Ergebnisse:

a.

Die endogene Melatoninbiosynthese wird von einer chronischen
exogenen enteralen Melatoninapplikation mit dem Trinkwasser nicht
beeinflusst, da sich keine quantitativen Alterationen der pinealen AA-
NAT-mRNA-Expression, des Schlisselenzyms der Melatoninsynthese,
zeigen.

In Anbetracht der Insulinrezeptor-mRNA-Expression in der Epiphyse
sowie einer herabregulierten Insulinrezeptor-mRNA-Expression von
Melatonin-behandelten Wistar-Ratten nach chronischer
Melatoninapplikation ist die Existenz einer Riickkopplung von Insulin am

Pinealorgan anzunehmen.
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16.

17.

18.

19.

Im Ergebnis der einzelnen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass
Melatonin im Tierversuch einen nachhaltigen Einfluss auf die Insulinsekretion hat,
indem es die Insulinsekretion hemmt. Dieser Befund wurde mit geringen
gquantitativen Unterschieden sowohl bei normoglykdmischen Wistar-Ratten als auch

bei Typ2 diabetsichen GK-Ratten festgestellt.

Der geschilderte Einfluss von Melatonin auf die Insulinsekretion wird durch

Melatoninrezeptoren mediiert, tGber die das Pankreas verflgt.

Der Einfluss von Melatonin auf die Glukosespiegel ist eher marginal, hier wurden
keine statistisch signifikanten Anderungen der Blutglukose nach der

Melatoninapplikation gefunden.

Insgesamt kann durch die vorliegende Arbeit festgestellt werden, dass aus der
Literatur bekannte Antagonismen zwischen Melatonin und Insulin auch intra vitam
bei der Wistar-Ratte, und erstmalig bei der Typ2-diabetischen GK-Ratte, bestatigt
werden konnten. Auch wenn Erklarungsversuche fir die funktionelle Bedeutung
dieser Melatonin-Insulin-Antagonismen bislang nur pralimindren Charakters sein
koénnen, spricht viel dafiir, dass Melatonin eine Schutzfunktion fir die pankreatische
B-Zelle darstellt, da Melatonin hyperinsulindmische Entgleisungen, wie sie

typischerweise bei T2DM vorkommen, reduziert.
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