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Referat 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Halle’sche Population der GOTO-KAKIZAKI 

(GK)-Ratten, ein Typ 2-diabetisches Tiermodell, hinsichtlich der diabetischen Stoffwechsel-

lage, des pinealen Melatoninstoffwechsels und der Melatoninplasmakonzentration unter-

sucht. Als Kontrolltiere dienten metabolisch gesunde Wistar-Ratten. Es wurde gezeigt, dass 

Hyperglykämie und Hypoinsulinämie bei neugeborenen und bis zu 3 Wochen alten GK-

Ratten auf einer reduzierten Anzahl pankreatischer β-Zellen, vermindertem Insulingehalt der 

β-Zellen und Störungen des glucose-sensing bei verminderter Glucokinase-mRNA-

Expression beruhen. Glukosetransporter 2 (GLUT 2) und Glucokinase zeigen ein tageszei-

tliches Muster ihrer mRNA-Expression. Dies führt zum zeitgleichen Maximum der Glukose-6-

Phosphorylierung mit der Fressphase der Ratten, verstärkt die Glukose-stimulierte 

Insulinsekretion und vermindert die postprandiale Hyperglykämie. Der Rhythmus der 

Expression von Genen des Glukose-Sensor-Komplexes ist bei GK-Ratten nicht gestört. Bei 6 

und 24 Wochen alten GK-Ratten zeigt sich eine kompensierte Hyperglykämie. Dies ist durch 

nahezu normale GLUT 2-mRNA-Expression und Hyperinsulinämie bedingt, obwohl die 

Glucokinase-mRNA-Expression erniedrigt ist. Die Dekompensation der metabolischen 

Situation bei 42-Wochen alten GK-Ratten ist durch Zerstörung der β-Zellen mit nahezu 

fehlendem GLUT 2 in der Zellmembran und weiter verminderter Glucokinase-Expression 

bedingt. Dies zeigt sich im Blutglukose-Tagesprofil der 42 Wochen alten GK-Ratten. Der 

Einfluss von Melatonin auf die Blutglukosekonzentration und den Glukosestoffwechsel ist 

vielfach beschrieben. Der Grund für gestörte diurnale Rhythmen der Plasmamelatonin-

konzentrationen bei diabetischen Tiermodellen oder Typ 2-Diabetikern ist unklar. Deshalb 

wurden Melatonin und seine Vorstufen  (Tryptophan, 5-Hydroxytryptophan, Serotonin und N-

Acetylserotonin) in Epiphysen diabetischer GK-Ratten und stoffwechselgesunder Wistar-

Ratten mittels high performance liquid chromatography (HPLC) untersucht. Tageszeit- und 

alternsabhängige Effekte wurden berücksichtigt. Es wurde die Expression der Tryptophan-

hydroxylase-, der Arylalkylamin-N-acteyltransferase- und der Hydroxyindol-O-methyltrans-

ferase-mRNA ermittelt. Es zeigten sich Anhaltspunkte für eine verminderte Aktivität der 

Tryptophanhydroxylase mit Verminderung aller Vorstufen des Melatonins ab dem 5-Hydroxy-

tryptophan in Epiphysen diabetischer GK-Ratten. Die Plasmamelatoninkonzentrationen 

waren bei GK-Ratten erniedrigt. Beide Tierstämme wiesen das typische Tagesprofil und 

einen alternsabhängigen Abfall der Plasmamelatoninkonzentration auf. Die Ergebnisse 

belegen den hemmenden Einfluss von Insulin auf die pineale Melatoninsekretion. 

 

Frese, Thomas: Melatonin und Insulin bei diabetischen und stoffwechselgesunden Ratten – Evidenzen für 

Wechselwirkungen zwischen Pinealocyten und pankreatischen β-Zellen. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 

2009 
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1 Verzeichnis der Abkürzungen und Symbole 

 

AANAT Arylalkylamin-N-acetyltransferase 

Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A 

AS  Aminosäure 

ADP  Adenosin-5’-diphosphat 

ATP  Adenosin-5’-triphosphat 

BB  Bio-Breeding 

BHE  Bureau of Home Economics 

bp   base pairs  

cAMP  cyclisches Adenosin-3’-5’-monophosphat 

cDNA  complementary deoxyribonucleic acid 

CREB  cAMP response-elment binding protein 

DAG  Diacylglycerol 

DAPI  4,6-Diamidino-2-phenylindol 

DPBS  DULBECCO’s phosphate buffered saline 

EC n  Enzyme Comission (Einordnung in Nomenklatur durch arabische Zahlen) 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

Fn  Filialgeneration 

GCK  Glucokinase (= Hexokinase IV) 

GK  GOTO-KAKIZAKI 

GLUT n Glukosetransporter (Isoform durch arabische Ziffer bezeichnet) 

HIOMT Hydroxyindol-O-methyltransferase 

HPLC  high performance liquid chromatography 

IDE  insulin degrading enzyme 

IGF  insulin like growth factor  

IP3  Inositol-1,4,5-trisphosphat 

KD  Dissoziationskonstante 

KIR  kalium inward rectifyer 

KM  MICHAELIS-MENTEN-Konstante 

MAP  mitogen-activated protein 

MAT IIa L-Methionin-adenosyltransferase Isoform IIa 

mRNA  messenger ribonucleic acid 

NOD  non-obese diabetic 

NZO  New Zealand Obese (Mouse) 

OLETF Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (Rat) 

PALP  Pyridoxal-5’-phosphat (Vitamin B6 entsprechend) 
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PBS  phosphate buffered saline 

RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction 

RIA  Radioimmunoassay 

RNA  ribonucleic acid 

RSA  Rinderserumalbumin 

SAM  S-Adenosylmethionin 

SAHC  S-Adenosylhomocystein 

SEM  standard error of mean 

SUR  sulfonylurea-receptor 

TAE  Tris-acetic acid-EDTA 

τ  Periodendauer 

UDP  Uridin-5’-diphosphat 

ZDF  ZUCKER Diabetic Fatty (Rat) 

 

Die Bezeichnung von Maßeinheiten erfolgt nach dem Système International d’Unites. Die 

Bezeichnung von anatomischen Strukturen richtet sich nach der Terminologia Anatomica 

(Fassung des Federative Comitee on Anatomical Terminology von 1998). Soweit nicht 

anders angegeben, beziehen sich Konzentrationsangaben auf wässrige Lösungen und sind 

Masse pro Volumen-Konzentrationen. Auf Personen zurückgehende Namen sind in Kapitäl-

chen, im deutschen Sprachgebrauch in ihrer Bedeutung feststehende, fremdsprachige Be-

griffe kursiv gedruckt. Soweit nicht anders bezeichnet, handelt es sich bei Aminosäuren um 

die L-Isomere und bei Kohlenhydraten um die D-Isomere. 
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1 Einführung 
 

PAUL LANGERHANS beschrieb 1869 im Rahmen seiner Dissertation die später von LAGUESSE 

nach ihm benannten ovalen Inselkörperchen, die zwischen 75 und 500 µm groß und von 

einer Pseudokapsel umgeben sind. Sie entsprechen beim Menschen etwa 2 % der Gesamt-

masse des Pankreas und bestehen zu etwa 80 % aus zentralliegenden, insulinsezer-

nierenden β-Zellen. Eher randständige α-, δ- und PP-Zellen mit ihren Sekretionsprodukten, 

den Proteohormonen Glukagon, Somatostatin und Pankreatischem Polypeptid, komplet-

tieren im Wesentlichen die einzelne Insel [1]. Homo- und heterologe endokrin aktive Zellen 

bilden durch gap junctions ein funktionelles Synzytium [2] und durch tight junctions eine für 

die parakrine Beeinflussung relevante Kompartimentierung [3, 4]. Die Anordnung der Zell-

typen ist in Inseln des diffusen Pankreas der Nager von höherer Regelmäßigkeit als in denen 

des kompakten humanen Pankreas [5, 6]. Die Durchblutung der Inseln erfolgt durch ein bis 

zwei Arteriolen, welche in das β-Zell-Zentrum vorstoßen, sich in glomerulumartig 

angeordnete, fenestrierte Kapillaren aufzweigen [7] und das insulinreiche Blut zentrifugal-

radiär mit Passage der α- und später der δ-Zellen abführen [8]. Neben den Inseln finden sich 

aber auch disseminierte, endokrin aktive Zellen. Im August 1921 konnte durch BANTING und 

BEST erstmals Insulin aus Pankreasgewebe von Hunden [9] und später Rindern extrahiert 

werden. Die Kristallisationsfähigkeit des Insulins wurde 1926 durch ABEL gezeigt [10]. 

WINTERSTEIN wies nach, dass es sich bei Insulin um ein Polypeptid handelt, dessen Primär- 

und Tertiärstruktur durch SANGER et al. (1953) und RYLE et al. (1955) endgültig geklärt wurde 

[11-13]. Diese Erkenntnisse bildeten zunächst die Grundlage zum Verständnis der Physiolo-

gie der Glukosehomöostase und der Regulation des Intermediärstoffwechsels.  

 

ARATEUS VON CAPPADOCCIA (etwa 90-30 v.u.Z.) führte den Terminus Diabetes für ein von 

Polyurie geprägtes und bereits im Alten Ägypten bekanntes Krankheitsbild ein. Das Adjektiv 

mellitus wurde durch THOMAS WILLIS 1674 hinzugefügt [14], obwohl der typische 

Harnschaubefund schon etwa 400 v.u.Z. durch den Inder SUSRUTA beschrieben wurde [15, 

16]. Die Kenntnisse um das Insulin und seine Hauptwirkung eröffneten die Möglichkeiten von 

der – zunächst probatorischen – Substitutionstherapie insulinabhängiger Diabetesformen. 

Deren Erfolg wurde in einem verzweifelten Therapieversuch von BANTING und BEST an dem 

14-jährigen Diabetiker LEONARD THOMPSON im Jahre 1922 eindrucksvoll belegt [17] und bis 

zur Bereitung von rekombinanten Insulinen und ihren Derivaten im Industriemaßstab 

weiterentwickelt. Die ungleich häufigeren so genannten insulinunabhängigen Diabetes-

formen wurden durch Kenntnisse der Physiologie und Pathophysiologie der β-Zelle sowie 

der Insulinzielgewebe therapierbar. Letztlich bildet aber oft auch hier die Applikation 

exogenen Insulins die therapeutische ultima ratio.  
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2.1 Insulin und pankreatische β-Zelle 

 

2.1.1 Struktur der Insulingene von Menschen und Ratten 
 

Humaninsulin ist im Bereich p15.5 des Chromosoms 11 kodiert. Das humane Insulingen 

enthält zwei Introns [18]. Wie auch einige Fischarten und Mäuse besitzen Ratten zwei 

Insulingene [19]. Sie sind im chromosomalen Bereich 1q54-q55 (Ratteninsulin I) und 1q41 

(Ratteninsulin II) zu finden. Beide nichtallelischen Ratteninsulin-Gene enthalten ein 119 bp 

langes Intron 17 bp oberhalb des Initiationscodons. Das Gen für Ratteninsulin II enthält 

außerdem ein 490 bp langes Intron zwischen den für die AS 38 (Q) und 39 (V) des Proin-

sulins – also AS 8 und 9 des C-Peptides – codierenden Regionen. Ein entsprechendes 

Transkriptionsprodukt (hnRNA) wurde gezeigt [20, 21]. Prinzipiell ist zuerst das Signalpeptid, 

nachfolgend die B-Kette, das C-Peptid und die A-Kette kodiert. Mit diabetischer Stoff-

wechsellage assoziierte Punktmutationen des Insulingens sind bekannt [22]. Die Rolle von 

Polymorphismen der 5’-untranslatierten Region ist unklar [23, 24]. Eine Reihe von Transkrip-

tionsfaktoren reguliert die Expression des Insulingens [25, 26]. Dies erlaubt eine Regulation 

durch die Blutglukosekonzentration [27, 28] und die autokrine Rückkopplung [1, 29-31]. 

 

2.1.2 Übersicht über die Synthese des Insulins 
 

Nach Transkription und Abschluss aller posttranskriptionellen Modifikationen erfolgt die 

Translation zum Präproinsulin. Die in Insulinoma-Zellen und unter diabetischen Stoffwechsel-

bedingungen alternativ gespleißte Präproinsulin-mRNA wird hierbei mit höherer Effizienz 

translatiert [32, 33]. Nach Translokation in das rauhe endoplasmatische Reticulum wird das 

24 AS lange Signalpeptid abgespaltet. Es folgt die Bildung der Disulfidbrücken (1 innerhalb 

der A-Kette, 2 zwischen den Ketten). Der letzte Syntheseschritt besteht in der Abspaltung 

des C-Peptides (34 AS) aus dem Proinsulin durch spezifische Prohormon-Konvertasen 

sowohl innerhalb des GOLGI-Apparates als auch in den β-Granula. Dies impliziert die äqui-

molare Sekretion von Insulin (51 AS) und C-Peptid, frühestens 3 h nach Transkriptions-

beginn [17]. Parallel dazu erfolgt die Exozytose von Proinsulin, Split-Proinsulinen und 

Intermediärinsulinen mit einem Anteil von jeweils etwa 2% [34]. Die konzentrationsabhängige 

– insbesondere in Anwesenheit von Zn2+-Ionen – mögliche Aggregation und Speicherung 

von Insulin in Form von Dimeren und Hexameren [35] ist weithin bekannt.  

 

2.1.3 Diversität von Human- und Ratteninsulin 
 

Ein grundlegender Unterschied zwischen Human- und Ratteninsulin ist die Existenz zweier 

nonallelischer Insuline bei den Nagern, die sich in zwei Aminosäuren der B-Kette unterschei-

den (Abb. 1). Diese als Insulin I und Insulin II bezeichneten Subformen werden bei physio-



 - 3 -  

logischen Glukosekonzentrationen etwa in gleichem Maße (Verhältnis 1,4:1) synthetisiert 

und sezerniert [20, 36]. Die Aminosäuresequenzen, die molaren Massen (etwa 5800 g/mol) 

und die biologischen Aktivitäten (etwa 23,80 IU/mg) der Insuline unterscheiden sich nur 

gering. Bei den Präpro- und Proinsulinen sind die Unterschiede stärker ausgeprägt. 

 

 

Abb. 1: Aminosäuresequenz von Ratteninsulin I und II im Vergleich zu Humaninsulin. Die durch Pfeile markierten 

Aminosäuren binden an den Insulinrezeptor. Die schwarz beziehungsweise grau hinterlegten Aminosäuren sind 

an der Assoziation des Insulins zu Di- bzw. Hexameren beteiligt (modifiziert nach [17]). 

 

2.1.4 Mechanismus der pankreatischen Insulinsekretion 
 

Die Sekretion von Insulin kann durch verschiedene Stimuli ausgelöst werden. Sie beruht 

letztlich aber immer auf einer Depolarisation der Zellmembran der pankreatischen β-Zelle. 

Die folgende Öffnung spannungsabhängiger Kalziumkanäle führt zu einem Anstieg der intra-

zellulären Kalziumkonzentration. Vermittelt durch das Zytoskelett fusionieren Clathrin-

ummantelte Vesikel mit der Zellmembran. Es kommt zur exozytotischen Freisetzung von 

Insulin. Die Insulinfreisetzung erfolgt rhythmisch. Dies beruht auf einer höherfrequenten (8 s 

≤ τ ≤ 30 s) und einer niederfrequenten (150 s ≤ τ ≤ 300 s) Oszillation. Erstere wird durch 

Glukose und konsekutive Veränderugen der intrazellulären Kalziumkonzentration gesteuert. 

Sie ist für die Amplitude des Plasmainsulins relevant. Letztere beruht auf glykolytisch oder 

mitochondrial generierten Rhythmen des Glukosemetabolismus und gibt die Frequenz der 

Schwankungen des Plasmainsulins vor [37, 38]. Weiterhin erfolgt die in vivo und in vitro 

Insulinsekretion aber auch circadian-rhythmisch [39-42]. In vivo kann die Depolarisation 

durch cholinerge und β-adrenerge Innervation der neuroendokrinen β-Zelle vermittelt wer-

den. In vitro wird sie durch Arginin oder Kaliumchlorid herbeigeführt. Der stärkste Stimulus 

der Insulinsekretion ist ein Anstieg der extrazellulären Glukosekonzentration [43]. Die 

Aufnahme von Glukose in die β-Zelle erfolgt als durch GLUT 2 erleichterte Diffusion. Wie alle 

bekannten GLUT-Isoformen besitzt auch diese für β-Zellen, Hepatocyten, renale Tubulusepi-

thelien und den Intestinaltrakt spezifische Isoform zwölf hydrophobe Transmembrando-

mänen. GLUT 2 hat eine niedrige Affinität zu Glukose. Der KM-Wert liegt bei etwa 17 mmol/l 

[44]. Er ist damit wesentlich höher als bei anderen GLUT-Isoformen. Eine Sättigung des 
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GLUT 2 ist selbst in pathologischen Extremsituationen kaum möglich. Dies, sowie die – im 

Gegensatz zu GLUT 4 – ständige und insulinunabhängige Lokalisation in der Zellmembran 

führen zu einem transmembranösen Glukosetransport, dessen Diffusionsgeschwindigkeit der 

extrazellulären Glukosekonzentration direkt linear proportional ist. Wenn die Quantität von 

GLUT 2 hinreichend ist, ergibt sich eine hohe Diffusionsstromdichte mit schneller 

Angleichung von extra- und intrazellulärer Glukosekonzentration. Andere GLUT-Isoformen 

(z.B. GLUT 1) werden zwar von β-Zellen synthetisiert, haben aber letztlich keine Relevanz 

für die Glukoseaufnahme. Gemeinsam mit GLUT 2 bildet die pankreatische Isoform der 

Glukokinase (EC 2.7.1.2; Hexokinase IV) den Glukosesensor-Komplex der β-Zelle. Im 

Gegensatz zu anderen Hexokinasen besitzt die Glukokinase eine erhöhten KM-Wert für 

Glukose (etwa 11 mmol/l [45]) und die von ihr katalysierte ATP-abhängige Glukose-6-

Phosphorylierung wird nicht produktgehemmt. Letztlich ist die Glukokinase das limitierende 

Enzym für die Glukose-Utilisation der β-Zelle. Die Hexokinase I (EC 2.7.1.1, KM ≈ 215 µmol/l) 

trägt lediglich einen unwesentlichen Anteil zur Glukosephosphorylierung bei. Glukose-6-

Phosphat wird über die Glykolyse und den Citratzyklus metabolisiert. Über Umwandlungs-

produkte werden auch andere Substrate (insbesondere Aminosäuren) verwertet. Das 

entstehende ATP führt zu einem Anstieg des intrazellulären ATP/ADP-Verhältnisses und 

bindet kompetitiv an die KIR6.2-Untereinheiten eines aus jeweils vier SUR1-KIR6.2-

Heterodimeren zusammengesetzten Kaliumkanals der β-Zelle, was zum Schließen des 

Kanals mit konsekutiver Depolarisation der Zellmembran führt [1, 46]. Intrazelluläres cAMP 

kann über eine SUR1-assoziierte Bindungsstelle die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals 

herabsetzen. Weiterhin begünstigt es die Fusion insulinhaltiger Vesikel mit der Zellmembran 

[47]. So haben also alle Stimuli eine gemeinsame zellphysiologische Endstrecke. 

 

2.1.5 Insulinrezeptoren und ihre Signaltransduktion 
 

Der Insulinrezeptor gehört mit dem insulin-like growth factor(IGF)-1-Rezeptor und dem 

insulin-related-receptor zu einer gemeinsamen Unterfamilie der Rezeptor-Tyrosinkinasen. 

Durch alternatives Spleissen entstehen zwei Subformen von Insulinrezeptoren: Zum einen 

der auch durch IGF-2 aktivierbare Typ A und zum anderen der Typ B [48]. Bei ersterem wird 

der das Exon 11 des Insulinrezeptor-Gens codierende Abschnitt der hnRNA entfernt, bei 

letzterem nicht. Daher enthält die B Isoform 12 zusätzliche Aminosäuren am C-Terminus der 

α-Untereinheit [49]. Insulinrezeptoren sind heterotetramere Moleküle aus je zwei α- und β-

Untereinheiten. Die extrazellulär gelegenen α-Untereinheiten binden ein Insulinmolekül. Sie 

sind durch eine Disulfidbrücke untereinander und durch eine weitere mit der extrazellulären 

Domäne je einer β-Untereinheit verbunden. Die β-Untereinheiten sind durch eine α-helikale 

Transmembrandomäne in der Zellmembran verankert. Die Synthese des Rezeptors erfolgt 
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über ein einzelnes Polypeptid (Prorezeptor), welches posttranslational durch Proteolyse und 

Disulfidbrückenbildung zum modifiziert wird. Die Bindung eines Insulinmoleküls bewirkt die 

Autophosphorylierung von bis zu 7 der 13 intrazellulären Tyrosylreste. Der Insulinrezeptor 

kann aber auch Proteinkinase A-abhängig an Seryl- und Threonylresten phosphoryliert und 

dadurch in seiner Tyrosinkinaseaktivität vermindert werden. Die Insulinrezeptor-Substrate 

und growth factor receptor-bound protein 2(Grb2)-associated binder-1 binden als Adapter-

moleküle an den autophosphorylierten Rezeptor, werden an eigenen Tyrosylresten 

phosphoryliert und vermitteln die intrazelluläre Wirkung des Insulins über Src homology 2-

Domänen-haltige Proteine wie zum Beispiel die Phosphatidylinositol-3-Kinase und Grb2, das 

seinerseits zur Aktivierung der mitogen-activated protein-Kinasen notwendig ist. Die 

Inaktivierung des Rezeptors erfolgt durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Nach 

Internalisation des Ligand-Rezeptor-Komplexes beginnt die Reutiliserung des Rezeptors mit 

intraendosomaler Abspaltung und Zerlegung des Insulins durch das insulin degrading 

enzyme [50, 51]. Es genügt eine Besetzung von etwa 20% der verfügbaren Insulinrezeptoren 

[52], um eine maximale metabolische Wirkung auszulösen. Die Bindung von Insulin an den 

Rezeptor setzt die Affinität unbesetzter Rezeptoren herab [52]. 

 

2.1.6 Wirkungen des Insulins 
 

Die Insulinrezeptor-vermittelten Stoffwechselwirkungen des Insulins sind bei Nagetieren und 

Menschen sehr ähnlich. Die entscheidenden Zielgewebe hierfür sind Skelettmuskel sowie 

Fett- und Lebergewebe. Es lassen sich schnelle und langsame Wirkungen unterscheiden: Zu 

den schnellen Wirkungen gehört die Steigerung des Kaliumtransportes in Leber- und 

Muskelzellen und des GLUT 4-assoziierten Glukosetransportes in Muskel- und Fettzellen 

durch Phosphatidylinositol-3-Kinase und hauptsächlich Insulinrezeptor-CAP-Cbl-vermittelte 

vermehrte Translokation des Rezeptors aus intrazellulären Membranvesikeln in die Zellmem-

bran. Dies führt zu einer regulativen Senkung der Blutglukosekonzentration auf Werte 

zwischen 3,5 und 5,5 mmol/l. Durch Aktivierung der cAMP-spezifischen Phosphodiesterase 

wird die intrazelluläre cAMP-Konzentration gesenkt. Durch die veränderten 

Phosphorylierungsverhältnisse wird die Aktivität von Enzymen anaboler Stoffwechselwege 

erhöht und die von Enzymen kataboler Stoffwechselwege vermindert. Durch Aktivierung von 

mitogen-activated protein(MAP)-Kinasen und die Senkung der intrazellulären cAMP-

Konzentrationen werden – als langsame Wirkungen – die Induktion anabol wirkender 

Transporter- und Enzymsysteme (Glukose- und Aminosäure-Transporter, Glykolyse, 

Glykogen-, Protein- und Triglyceridsynthese) und die Repression katabol wirkender 

Enzymsysteme (Glykogenolyse, Glukoneogenese, Proteolyse, Lipolyse, β-Oxidation, Keto-

genese) vermittelt. Metabolische Wirkungen und die damit verbundene spezifische Gen-

expression sind Phosphatidylinositol-3-Kinase-vermittelt. Die growth factor receptor-bound 
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protein 2- und Src homology 2-Domänen-haltige Proteine-vermittelte und MAP-Kinase-

mediierte Wirkung auf die allgemeine Genexpression soll hier nicht weiter behandelt werden. 

Der Einfluss auf Zellproliferation und -differenzierung wird über alle drei genannten Vermittler 

gesteuert. Proinsulin, Split-Proinsuline und Intermediärinsuline haben keine nennenswerten 

Stoffwechselwirkungen [53]. Das Proinsulin ist aber von hoher antigener Potenz [54]. 

 

2.1.7 Insulinabbau und Insulinclearance 
 

Als möglicher Abbauweg des Insulins wird die reduktive Spaltung der Disulfidbrücken im 

Blutplasma durch die Glutathion-Insulin-Dehydrogenase mit nachfolgender proteolytischer 

Spaltung der freien Ketten diskutiert. In allen insulinsensitiven Geweben kann Insulin nach 

Bindung an den Insulinrezeptor durch membranständiges insulin degrading enzyme 

gespalten oder aber endozytotisch aufgenommen werden [51]. Diese, überwiegend 

zytoplasmatisch lokalisierte, Metalloproteinase ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym 

des Insulinabbaus [55]. Insulin degrading enzyme-katalysiert die Spaltung der B-Kette. Im 

Anschluss erfolgt die Reduktion der Disulfidbrücken durch die Protein-Disulfid-Isomerase. 

Danach werden die freie A-Kette und die B-Ketten-Fragmente durch lysosomale Proteasen 

abgebaut. Unter physiologischen Bedingungen wird die Hälfte des portalen Insulins von der 

Leber aufgenommen. Jeweils die Hälfte des peripheren, also posthepatischen, Insulins und 

Proinsulins sowie 70% des C-Peptides werden renal – durch Filtration und Degradation – 

eliminiert [51, 56]. Die Plasmahalbwertszeit beträgt beim Menschen zwischen 4 und 6 min 

[56, 57]. Die Nebenprodukte der Insulinsynthese weisen höhere Halbwertszeiten auf [58]. 

 

2.2 Grundlagen des Diabetes mellitus 
 

Diabetes mellitus ist eine weitverbreitete Stoffwechselstörung [59, 60], die auf verminderter 

Insulinwirkung beruht und sich in erster Linie durch eine Hyperglykämie auszeichnet. Die 

Insuffizienz der Insulinwirkung kann auf verminderter Insulinsynthese (Mangel an funktions-

tüchtigen β-Zellen, Defekte im β-Zell-spezifischen Glukosemetabolismus, Mutationen des 

Insulingens oder seiner Regulatoren) sowie Rezeptor- bzw. Postrezeptordefekten (Downre-

gulation durch Hyperinsulinämie, Mutationen, falsche Phosphorylierung, insuffiziente 

Rezeptorreutilisation) beruhen. Ebenso kann das zirkulierende Insulin vermindert oder durch 

Strukturstörungen in seiner Wirksamkeit eingeschränkt sein. Prinzipiell werden diabetische 

Stoffwechselstörungen nach der Notwendigkeit der Insulinsubstitution und dem bisher 

typischen Manifestationsalter unterschieden. Formen des insulin dependent diabetes mellitus 

(IDDM) sind der klassische Typ 1 Diabetes des jungen Menschen mit immunbedingter Zer-

störung der β-Zellen sowie der late autoimmune diabetes in adults (LADA), welcher ebenfalls 

mit der Bildung von Autoantikörpern einhergeht, sich aber erst im Erwachsenenalter manifes-
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tiert. Die Formen des maturity onset diabetes of the young (MODY) stellen sich bereits im 

Kindes- und Jugendalter zum Teil als diskret manifestierende diabetische Stoffwechselstör-

ungen dar, die auf Mutationen in für die β-Zelle-relevanten Genen (Glucokinase, HNFs) 

beruhen. Der sogenannte Typ 2 Diabetes stellt die häufigste Manifestationsform beim 

Erwachsenen dar. Seine Ursachen sind vielfältig (genetische Prädisposition, hyperkalorische 

Ernährung). Häufig tritt er als „Metabolisches Syndrom“ in Komorbidität mit Adipositas, 

arterieller Hypertonie, Hyperurikämie und Hyperlipidämie auf. Letztlich kann die diabetische 

Stoffwechsellage aber auch Begleitstörung anderer endokriner Dysregulationen sein. Alle 

Diabetesformen führen ohne adäquate Therapie konsekutiv zu Gefäß- und Nerven-

schädigungen. Bedingt durch Lebensstil- und demografische Veränderungen nahm die Prä-

valenz des Typ 2 Diabetes in den letzen Jahrzehnten sehr stark zu [59, 60]. Das Manifesta-

tionsalter hat sich ebenfalls erniedrigt. Auch beim Typ 1 Diabetes findet sich eine Erhöhung 

der Prävalenz, ohne das dafür eindeutige Gründe genannt werden können [61]. Alle Formen 

des Diabetes mellitus führen zu lebenslanger Inanspruchnahme von Gesundheitsleistungen. 

 

2.3 Diabetische Tiermodelle 
 

Die ersten diabetischen Labortiere waren wohl durch MINKOWSKI und von MERING 1889 

pankreatektomierte Hunde, die durch ihre diabetische Stoffwechsellage die Relevanz des 

Pankreas für den Kohlenhydratstoffwechsel belegten [62]. Bei den meisten diabetischen 

Tiermodellen handelt es sich aber – aus rein praktischen Gründen – um Nager, in aller Regel 

Ratten und Mäuse [63, 64]. Es gibt verschiedene Modelle des insulin dependent diabetes 

mellitus (IDDM). Die diabetische Stoffwechsellage kommt durch nahezu spezifische Zerstö-

rung der pankreatischen β-Zellen mittels experimenteller Diabetogene wie Streptozotocin 

oder Alloxan [65] beziehungsweise autoimmun-bedingter Zerstörung des Inselapparates – 

zum Beispiel NOD-Mäuse, BB- und LEW.1AR1/Ztm-iddm-Ratten [66-68] – zu stande. Bei 

Modellen des non-IDDM handelt es sich meist um selektiv gezüchtete oder um in Diabetes 

relevanten Genen gezielt manipulierte [69] und daher spontan diabetische Tierstämme. Es 

lassen sich adipöse – zum Beispiel OLETF- und ZDF-Ratten sowie NZO- und KK-Mäuse – 

und nichtadipöse – zum Beispiel GK- und BHE-Ratten sowie athymic nude mice/USC-

Stämme unterscheiden. Auch subtotal pankreatektomierte Tiere finden als Modelle des non-

IDDM Verwendung [64]. Eine Sonderform stellt Psammomys obesus dar, denn die diabe-

tische Stoffwechsellage wird durch Zufuhr hochkalorischer Nahrung erzeugt [70, 71]. 

 

2.3.1 Entwicklung der GOTO-KAKIZAKI-Ratte 
 

Der Stamm der GOTO-KAKIZAKI-Ratten (GK-Ratten) wurde 1973 durch YOSHIO GOTO und 

MASAEI KAKIZAKI an der Universität Tokio etabliert. Dazu wurde mit 211 (davon 130 Männ-
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chen) Wistar-Ratten nach zwölfstündigem Fasten ein oraler Glukose-Toleranztest durch-

geführt. Als Selektionskriterium für den Inzuchtstamm dienten die kumulierten Blutglu-

kosekonzentrationen 30, 60, 90 und 120 Minuten nach Glukoseapplikation. Von den 211 

möglichen Tieren der Parental-Generation wurden 18 Tiere mit der geringsten Glukose-

toleranz, also den höchsten kumulierten Blutglukosewerten, zur weiteren Zucht ausgewählt. 

Keines dieser 18 Tiere wies einen pathologischen oralen Glukosetoleranztest oder einen 

pathologischen Nüchternblutglukosewert auf. Die 1. Filial-Generation umfasste 162 Tiere, 

von denen wiederum 25 zur weiteren Zucht selektiert wurden. Die selektive Züchtung wurde 

bis zur Verpaarung der 175 Tiere aus der 3. Filial-Generation beibehalten. Die Verpaarung 

von Geschwistern wurde ab der 4. Filial-Generation zusätzlich zur selektiven Zucht 

ausgeführt, um die Erhöhung der Intensität der abnormalen Stoffwechsellage zu 

beschleunigen [72-74]. Während der gesamten Zucht nahm die Glukosetoleranz der Tiere 

unstetig ab. Alle Tiere der 9. Filial-Generation wiesen bereits im Alter von zwei Wochen eine 

gestörte Glukosetoleranz auf. Dies wurde auch daran deutlich, dass die Rate von Tieren mit 

Glukosurie nach oralem Glukosetoleranztest mit zunehmender Generationenanzahl stieg. 

Der Nüchternblutglukosewert stieg im Verlauf des Zuchtverfahrens unstetig von 4,44 ± 0,05 

mmol/l in der Parental-Generation auf 6,12 ± 0,12 mmol/l in der 15. Filial-Generation an. 

 

2.3.2 Allgemeine Eigenschaften der GOTO-KAKIZAKI-Ratte 
 

Durch GOTO und KAKIZAKI wurde ein Tiermodell für den spontanen nicht insulinabhängigen 

Diabetes mellitus erzeugt. Das Körpergewicht der GK-Ratten liegt unter dem der alters- und 

geschlechtsgleichen, metabolisch gesunden Wistar-Ratten [72, 73, 75]. Die Glukosetoleranz 

der GK-Ratten ist gegenüber der von metabolisch gesunden Vergleichstieren vermindert. Die 

gestörte Glukosetoleranz wurde in der 8. Lebenswoche sehr deutlich, zeigte aber keine alt-

ernsabhängige Progredienz. Der Nüchternblutglukosewert stieg bis zur 15. Filial-Generation 

nur gering an. In der Mehrzahl der aktuellen Publikationen wurde für die GK-Ratten ein, im 

Vergleich zu entsprechenden Wistar-Ratten, signifikant erhöhter Nüchternblutglukosewert 

erhoben. Gleiches gilt für die Blutglukosewerte, die bei freiem Nahrungszugang ermittelt 

wurden. Im Vergleich zu Wistar-Ratten sind die gemessenen Plasmainsulinwerte der GK-

Ratten in der Regel niedriger. Es besteht eine auf einem Postrezeptordefekt beruhende 

Insulinresistenz [50]. Der „Insulinrezeptor an sich“ ist funktionstüchtig, ist aber auch in 

geringerem Ausmaße als bei gesunden Vergleichstieren in die Zellmembran von 

Lebergewebe transloziert [76]. Der (prä-)diabetische Stoffwechselzustand hat bei den GK-

Ratten eine geschlechtsunabhängige Ausprägung [72]. Trotz mehrfacher und zum Teil 

kontrovers geführter Diskussionen gibt es keinen sicheren Anhalt für eine hauptsächlich 

uniparentale, spezifisch maternale, Vererbung der für die Ausprägung des Phänotyps 

verantwortlichen Merkmale [77, 78]. GK-Ratten zeigen die typischen Spätfolgen des 
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Diabetes mellitus. Über das Auftreten einer Neuropathie mit erniedrigten Nervenleitge-

schwindigkeiten bei erhöhtem neuralen Polyol-Gehalt und neuraler Myo-Inositol-Depletion 

[79, 80], der diabetischen Katarakt und Retinopathie sowie einer altersabhängigen Nephro-

pathie mit Verdickung der glomerulären Basalmembran [81] bei GK-Ratten wurde berichtet. 

Diese Veränderungen entsprechen Spätfolgen des humanen Diabetes mellitus. 

 

2.4 Melatonin und Epiphyse 
 

Die Epiphyse (Epihysis cerebri, Corpus pineale, Glandula pinealis, Pinealorgan) war schon 

GALEN (130-200) bekannt. Die alten Griechen hielten sie für ein Ventil der Seele. DESCARTES 

(1596-1650) schrieb ihr eine Funktion als kontrollierende Schnittstelle zwischen Seele und 

Körper zu. Bis in das 19. Jahrhundert hinein galt die Epiphyse als rudimentäres Organ. 

Ausgangs des 19. Jahrhunderts wurden erste endokrine Funktionen postuliert, die im 20. 

Jahrhundert weiter konkretisiert wurden, ohne daß ein Sekretionsprodukt bekannt war [82]. 

So blieben die Funktionen der Epiphyse unklar. Eine produktive Epiphysenforschung begann 

erst mit der Entdeckung des Melatonins durch LERNER (1958) und der durch WURTMANN und 

AXELROD (1965) aufgestellten Hypothese, dass die Epiphyse durch Veränderung der Mela-

toninausschüttung der Übersetzung von Veränderungen der Umgebungshelligkeit dient [83]. 

 

2.4.1 Vorkommen des Melatonins 
 

Das dem Serotonin (5-Hydroxtryptamin; Molare Masse: 176,22 g/mol) eng verwandte Indol-

amin Melatonin (5-Methoxy-N-acetyltryptamin; Molare Masse: 232,28 g/mol) wurde 1958 aus 

Pinealorganen von Rindern durch LERNER isoliert und charakterisiert. Seinen Namen hat es 

wegen seines bleichenden Effekts (Melanophorenkontraktions-Prinzip) bekommen [82]. 

Melatonin ist ein verbreitetes Hormon. Es findet sich in Prokaryonten, Protisten und Eukar-

yonten. Insbesondere in tierischen Eukaryonten (Säugetiere, Vögel, Amphibien, Knorpel- 

und Knochenfische, Cyclostomata) wurde es intensiv untersucht. Melatonin wurde aber auch 

in Pilzen, Algen und höheren Pflanzen nachgewiesen. Der Dinoflagellat Ganyaulax polyedra 

ist für besonders hohe Melatoninkonzentrationen – bis zu 50 ng/mg Protein [84] – bekannt. 

 

2.4.2 Übersicht über die Synthese des Melatonins 
 

Bei Säugetieren wird Melatonin unter anderem in der Retina, der HARDER’schen Drüse der 

Nagetiere und in der Darmmukosa synthetisiert. Die einzig bekannten Zelltypen mit 

circadian- und circannual-rhythmischer Melatoninsynthese sind die Photorezeptorzellen der 

Retina und die Pinealocyten. Ausgangssubstanz der Melatoninsynthese ist die essentielle 

Aminosäure L-Tryptophan. Die Aufnahme erfolgt über einen hochaffinen Transporter [85]. 

Danach wird Tryptophan zunächst in den Mitochondrien der Pinealocyten durch die eisen-
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haltige Tryptophanhydroxylase (EC 1.14.16.4) [86] mit Tetrahydrobiopterin als Kofaktor an 

C5 zu 5-Hydroxytroptophan hydroxyliert. Dies ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 

der Serotoninsynthese [87, 88]. In Pinealocyten wird er durch die Isoform 1 der 

Tryptophanhydroxylase katalysiert [87, 89]. Die mRNA-Expression dieses Enzyms zeigt eine 

circadiane Rhythmik mit etwa vierfach vermehrter Expression während der Dunkelphase 

[90]. Die Tryptophanhydroxylase hat bereits am Tag eine hohe Grundaktivität und steigert 

diese in der Nacht um bis zu 100% [91, 92]. Ausgelöst wird diese Steigerung durch eine 

Stimulation der Proteinkinase A bedingt durch erhöhte cAMP-Werte nach noradrenerger 

Stimulation des Pinealocyten. Die Tryptophanhydroxylase-Protein besitzt eine Halbwertzeit 

von 75 min [93]. Die enzymatische Aktivität kann durch para-Chlorophenylalanin gehemmt 

werden [94]. Der Hydroxylierung folgt im Zytoplasma die Pyridoxalphosphat-abhängige 

Decarboxylierung (Aromatische Aminosäure Decarboxylase; EC 4.1.1.28) [95, 96] an C1 zu 

5-Hydroxytryptamin (Serotonin). Die Aromatische Aminosäure Decarboxylase ist ein relativ 

unspezifisches Enzym und der Reaktionsschritt ist nicht limitierend für die Synthese von 

Serotonin [96, 97]. Während der Hellphase wurden Serotoninmengen von bis zu 250 pmol je 

Pineal, während der Dunkelphase von unter 25 pmol je Pineal ermittelt, wobei das 

Tagesprofil invers zu dem des Melatonins ist [98, 99]. Ein Teil des Serotonins wird an der an 

C1 gebundenen Aminogruppe zu N-Acetylserotonin acetyliert. Katalysiert wird die Reaktion 

durch das Enzym Arylalkylamin-N-acetyltransferase (AANAT; EC 2.3.1.87) unter Nutzung 

des Kofaktors Acetyl-Koenzym A [100, 101]. Diese Reaktion wird als einer der 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Melatoninsynthese angesehen. Allerdings ist 

unter starker noradrenerger Stimulation das Reaktionsprodukt N-Acetylserotonin in 

ausreichender Menge vorhanden. So wird der Katalysator der Folgereaktion, die 5-

Hydroxyindol-O-methyltransferase (HIOMT), geschwindigkeitsbestimmend [102]. 

 

Es existieren zwei Typen eines Enzyms mit N-Acetyltransferase-Aktivität im Pineal: Die 

Arylamin- und die Arylalkylamin-N-Acetyltransferase (ANAT und AANAT), diese sind jeweils 

nach ihrem Vorzugssubstrat benannt [101]. Da die Affinität der AANAT für Serotonin deutlich 

höher ist, ist nur dieses Enzym für die Melatoninsynthese von Bedeutung. Die AANAT-

Aktivität unterliegt bei Ratten ausgeprägten tageszeitlichen Schwankungen [103]. So sind im 

Rattenpineal mRNA und Protein von AANAT tagsüber kaum nachweisbar, steigen nachts 

jedoch bis zu 150-fach an [104-107]. Beim Menschen hingegen wird die AANAT konstitutiv 

hoch exprimiert [108, 109], da hier das Enzym hauptsächlich post-translational reguliert ist. 

Die Promoterregion des AANAT Gens der Ratte enthält mit einem cAMP-Response-Element 

eine Bindungsstelle für phosphoryliertes cAMP-Response-Element-Binding-Protein sowie 

eine CCAAT-Box [110]. Dies belegt, wie entscheidend der noradrenerge, cAMP-

stimulierende Signalweg für die Melatoninsynthese ist. Ferner ist eine durch ein Uhrengen-
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Heterodimer von BMAL1/CLOCK aktivierbare E-Box im ersten AANAT-Gen-Intron 

beschrieben. In der Retina ist eine Aktivierung der AANAT durch Uhrengene belegt. Im 

Rattenpineal soll dieser spezielle Weg allerdings nicht angelegt sein [111]. Die AANAT 

besitzt eine sehr kurze Halbwertzeit von nur 3 bis 5 Minuten. Nach einem nächtlichen 

Lichtpuls oder zu Ende der Dunkelphase sinkt innerhalb weniger Minuten die Aktivität der 

AANAT. Die Verringerung der Transkription auf mRNA Ebene hinkt diesem Aktivitätsverlust 

hinterher, so dass hier post-transkriptionale oder post-translationale Regulationen diskutiert 

werden [106]. Je nach Spezies steht entweder die transkriptionelle (z.B. Ratte) oder die post-

translationale (z.B. Mensch) Regulation der AANAT im Vordergrund. Charakteristisch für die 

post-transkriptionale Regulation ist eine prozessbedingte längere Verzögerung zwischen 

gesteigerter Genexpression und gesteigerter Enzymaktivität, während die post-translationale 

Regulation sehr schnell die Enzymaktivität steigert [112, 113]. Die AANAT ist ein an zwei 

Serin-Resten phosphorylierbares Enzym. Die Protein-Kinase-A-abhängige Phosphorylierung 

erhöht die Reaktionsgeschwindigkeit der von ihr katalysierten N-Acetylierung. Weiterhin ist 

die katalytische Aktivität der AANAT vom intrazellulären Redoxzustand abhängig, da die 

Oxidierung zweier freier Sulfhydrylgruppen zur Ausbildung einer intramolekularen 

Disulfidbrücke führt, wodurch das aktive Zentrum weniger frei liegt und die 

Reaktionsgeschwindigkeit sinkt [114]. In Nebenwegen kann Serotonin zu 5-

Methoxytryptophan [115, 116], zu 5-Methoxytryptamin [117, 118] sowie über 5-Hydroxyindol-

acetaldehyd und 5-Hydroxyindolessigsäure zu 5-Methoxyindolessigsäure verstoffwechselt 

werden. Im letzten Reaktionsschritt wird N-Acetylserotonin zu Melatonin umgewandelt. Es 

erfolgt die S-Adenosylmethionin-abhängige O-Methylierung durch die HIOMT (EC 2.1.1.4) 

[117]. Die HIOMT überträgt eine Methylgruppe vom Cofaktor S-Adenosyl-L-methionin auf 

verschiedene Indole [119]. S-Adenosylmethionin wird in einer Nebenreaktion aus ATP und 

Methionin durch die L-Methionin-adenosyltransferase Isoform IIa (MAT IIa) synthetisiert. Die 

HIOMT hat im Gegensatz zur AANAT eine sehr lange Halbwertzeit von 24 h. Ein schwacher 

nächtlicher Aktivitätsanstieg um 40% konnte gezeigt werden [120, 121]. Im Gegensatz zur 

AANAT ist dieser Aktivitätsanstieg nicht kurzfristig durch Noradrenalin oder cAMP-

stimulierende Substanzen induzierbar, sondern erst über mehrere Tage und Wochen vermag 

eine noradrenerge Modulation die HIOMT-Aktivität zu verändern [120]. Ohne nächtliches 

Noradrenalin sinkt die Aktivität des Enzyms innerhalb von zwei Wochen auf 50 % des 

normalen Tagesniveaus ab [121]. Andere Neurotransmitter wie Neuropeptid-Y spielen bei 

der annualen Regulation der HIOMT ebenfalls eine Rolle [120]. Es wurde gezeigt, dass in 

der Dunkelphase die AANAT-Aktivität so hoch ist, dass die HIOMT Aktivität geschwin-

digkeitsbestimmend für die Melatoninsynthese wird. Die HIOMT ist nur langfristig regulierbar 

und wird als entscheidendes Stellglied annualer Regulation angesehen. Die beiden 

wesentlichen Enzyme bei der Synthese von Melatonin sind die AANAT und die HIOMT. Die 
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Aktivität der AANAT bestimmt bis zu einem Spezies-spezifischem Maximum die Dauer der 

nächtlichen Melatoninsynthese, während die Aktivität der HIOMT die Amplitude beeinflusst. 

Die Lage des Melatoningipfels innerhalb der Dunkelphase ist Spezies-spezifisch. 
 

Abb. 2: Übersicht über die Synthese und den Abbau des Melatonins. 

 

2.4.3 Mechanistik der pinealen Melatoninabgabe 
 

Melatonin diffundiert leicht durch Zellmembranen [122]. Es wird folglich im Pinealocyten nicht 

gespeichert und diffundiert unmittelbar nach der Synthese [123] in das umgebende Gewebe 

und den Liquor cerebrospinalis. Durch die Verteilung im Liquorraum und Diffusion in die 

umgebenden Gewebe und Blutgefäße erfolgt die Verteilung im Organismus [122]. 

 

2.4.4 Melatoninrezeptoren und ihre Signaltransduktion 
 

Bisher wurden drei Typen von Melatoninrezeptoren gefunden und in ihren Eigenschaften 

charakterisiert. Sie wurden als MT1-, MT2- und MT3-Rezeptoren bezeichnet. Als Synonyme 

wurden früher die Bezeichnungen MT1a-, MT1b-, MT1c-Rezeptor verwendet [124, 125]. Die 
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zellmembranständigen MT1- und MT2-Rezeptor finden sich in zahlreichen Geweben. In 

pankreatischen β-Zellen von Ratten, Mäusen und Menschen sowie in der Ratten-Insulinoma 

Zelllinie INS1 ging man zunächst nur von der Existenz des MT1-Rezeptor aus [126, 127]. 

Jüngere Untersuchungen belegen aber auch hier das gleichzeitige Vorhandensein des MT2-

Rezeptor [128]. Es handelt sich dabei um Gi-Protein-gekoppelte Proteine mit sieben 

Transmembrandomänen. Sie vermitteln eine die Adenylatcyclase inhibierende und die 

intrazelluläree cAMP-Konzentration senkende Wirkung. Der MT1-Rezeptor ist aber auch Gq-

Protein-gekoppelt, wodurch die Stimulation der Phospholipase C und konsekutiv die Erhöh-

ung der intrazellulären DAG-, IP3- und Kalziumkonzentration in der β-Zelle ermöglicht wird 

[129]. Er wird circadian-rhythmisch exprimiert. Hohe Melatoninkonzentrationen vermindern 

die Synthese des MT1-Rezeptors [130]. Über den MT2-Rezeptor wird zusätzlich auch die 

lösliche Guanylat-Cyclase inhibiert, was zum Abfall der intrazellulären cGMP-Konzentration 

führt [131]. Die KD beträgt für beide Rezeptorsubtypen zwischen 10 und 200 pmol/l. Bei dem 

MT3-Rezeptor handelt es sich um eine Bindungsstelle und keinen Rezeptor [132]. Er weist 

ein anderes Bindungsverhalten und andere kinetische Eigenschaften als die Rezeptoren auf. 

Er ist deutlich hydrophober und nicht in der Zellmembran lokalisiert. Die KD ist etwa 5 nmol/l, 

liegt also deutlich über der der MT1- und MT2-Rezeptoren. Letztlich handelt es um ein 

Analogon der humanen Chinonreduktase 2 [133, 134]. Auch durch die Bindung von 

Melatonin an andere intrazelluläre Proteine – zum Beispiel aus der Familie der Kalzium-

bindenden Proteine [135] – kann ein regulativer Einfluss zu Stande kommen. Neben den 

beschriebenen membranständigen wird die Relevanz nukleärer Melatoninrezeptoren disku-

tiert. Es wurde bereits gezeigt, dass die zur Subfamilie RZR und ROR gehörigen Proteine 

Melatonin mit KD-Werten im nanomolaren Bereich binden können [136]. Dass die RZR/ROR-

gesteuerte Transkription von Genen melatoninabhängig erhöht ist wurde ebenfalls gezeigt 

[137]. Es sind bisher keine anderen natürlichen Liganden dieser Rezeptoren bekannt, wohl 

aber existiert eine Reihe von Regulatoren. Die genaue Bedeutung nukleärer 

Melatoninrezeptoren ist derzeit noch unklar.  

 

2.4.5 Wirkungen des Melatonins 
 

Melatonin hat äußerst vielfältige Effekte. Diese reichen von der Übersetzung abiotischer 

Umweltfaktoren (Helligkeit, Photoperiode, Temperatur) und der Antizipation wiederkehrender 

Umweltveränderungen bis zum Schutz vor extern oder intern generierten, schädigenden 

Einflüssen wie zum Beispiel oxidativem Stress oder UV-induzierter Photooxidation in 

Pflanzen und niederen Organismen [138, 139]. Im Allgemeinen wirkt Melatonin hemmend 

auf die Sekretion endokriner Drüsen. Beim Menschen hat Melatonin blutdrucksenkende und 

hypotherme Wirkung. Auch wirkt es „schlaf-vermittelnd“. Melatonin – und teilweise auch 

seine Metaboliten – werden onkostatische [140], antiinflammatorische und immunmodula-
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torische Funktionen zugeschrieben [122, 141]. Die Einflüsse von Melatonin auf den 

Stoffwechsel wurden vielfach untersucht. Melatonin senkt die Insulinsekretion von Ratten-

Insulinom (INS-1) Zellen und LANGERHANS’sche Inseln von Ratten und Mäusen [127, 142]. 

Melatonin vermindert die Insulinresistenz und kann Dyslipidämien bei diabetischen Tieren 

(Rodentia) und Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 ausgleichen [143]. 

 

2.4.6 Melatoninabbau und Melatoninclearance 
 

Der hauptsächlich hepatische Abbau des Melatonins beginnt mit der Hydroxylierung an C6 

und anschließender Sulfatierung – seltener Glucuronidierung – und folgender renaler 

Elimination. In extrahepatischen Geweben kann die De-Acetylierung durch verschiedene 

Enzyme erfolgen [122]. Melatonin und seine Metaboliten sind in Speichel und Urin 

nachweisbar. Wegen der vielfach beschriebenen radical-scavenger-Funktion des Melatonins 

wird ein Melatoninverbrauch durch Reaktion mit freien Radikalen diskutiert [122]. Die 

Plasmahalbwertszeit des Melatonins beträgt bei Ratten, Hamstern und Hunden etwa 20 

Minuten [144-146], bei Affen und Menschen dagegen etwa 35 Minuten [147], was einer 

geringeren hepatischen Clearance zugeschrieben wird [145]. Die Plasmahalbwertszeit 

unterliegt bei Nagern keinen tageszeitlichen Schwankungen [144, 148]. 

 

3 Ziele der Arbeit 
 

Ziel und Absicht der hier vorgelegten Arbeit ist es, 

 

-  Typ 2 diabetische GK-Ratten in verschiedenen Altersstufen bezüglich allgemeiner 

Merkmale und hinsichtlich der Ausprägung der diabetischen Stoffwechsellage im 

Vergleich zu metabolisch gesunden Wistar-Ratten zu charakterisieren, 

 

- die tageszeitliche Variabilität von Blutglukose und Plasmainsulin in Abhängigkeit von 

Alter und Stoffwechselsituation der Tiere zu untersuchen, 

 

-  den Glukose-Sensor-Komplex der pankreatischen β-Zelle stoffwechselgesunder Wistar-

Ratten und Typ 2 diabetischer GK-Ratten unter Berücksichtigung tageszeitlicher und 

alternsabhängiger Veränderungen morphologisch (Konfokale Laser Scanning 

Mikroskopie), molekularbiologisch (real-time RT-PCR) und funktionell (Perifusions-

system) zu untersuchen, 

 

- Plasmamelatoninkonzentrationen bei Typ 2 diabetischen GK-Ratten und stoffwechsel-

gesunden Wistar-Ratten unter Berücksichtigung von Alter und Tageszeit zu erfassen, 
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- pineales Melatonin und seine Vorstufen in Abhängigkeit von Tageszeit sowie Alter und 

Stoffwechsellage der Ratten durch high performance liquid chromatography zu 

detektieren und die mRNA-Expression von Enzymen der pinealen Melatoninsynthese 

durch real-time RT-PCR zu untersuchen, 

 

- um das Phänomen erniedrigten Plasmamelatonins bei diabetischen Individuen unter 

Einbeziehung von Tiermodellen zu klären. 

 

4 Material und Methoden 

 

4.1 Tierhaltung und Tierzucht 
 

GOTO-KAKIZAKI-Ratten (Generation Tokohudu F42 + 6, M&B Animal Models, Ry, Dänemark) 

und Wistar-Ratten (Stamm Han:WIST, Tierzucht GmbH Schönwalde, Schönwalde, 

Deutschland) wurden räumlich getrennt unter gleichen Bedingungen in Übereinkunft mit den 

gültigen Tierschutzrichtlinien gehalten. Die einzelnen Haltungskäfige waren altersabhängig 

mit zwei bis vier Tieren des gleichen Geschlechts besetzt. Alle Ratten hatten freien Zugang 

zu Wasser und Pelletfutter (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage, Deutschland). Die Weib-

chen beider Stämme erhielten ab der Verpaarung bis zum Absetzen der Jungtiere im Alter 

von vier Wochen höherkalorisches Pelletfutter (Altromin 1314, Altromin GmbH, Lage, 

Deutschland). Die Vermehrung der seit 1999 gehaltenen Wistar-Ratten erfolgte durch 

Auszucht (Rotationszucht nach RAPP). Eine Verpaarung von Geschwistertieren fand nicht 

statt. Die GOTO-KAKIZAKI-Ratten wurden durch Inzucht vermehrt. Die relative Luftfeuchte 

betrug, bei einer Temperatur von 22 ± 1 °C, zwischen 60 und 70%. Das Lichtregime 

umfasste je 12 h Hell- und Dunkelphase (L:D = 12:12). Das Licht wurde um 07:00 Uhr MESZ 

angeschaltet. 

 

4.2 Tiertötung 
 

1.) 8 bis 10 Tage alte Wistar- und GOTO-KAKIZAKI-Ratten wurden nach Bestimmung des 

Körpergewichts dekapitiert. Die ersten Tropfen des dabei austretenden Blutes wurden 

verworfen, ein weiterer Tropfen zur Bestimmung der Blutglukosekonzentration mittels der 

Glukose-Oxidase-Methode (konfektionierte Teststreifen) verwendet. Nach schichtweiser 

Präparation und medianer Laparotomie wurde das diffuse Pankreas teilweise stumpf von 

umgebenden Strukturen gelöst und zur Inselseparation verwendet. 

2.) Die Tötungen älterer Tiere erfolgten 5 h nach Beginn der Hellphase. Für die 

Untersuchung von Merkmalen im Tagesgang wurden die Tiere ausgehend von oben 

genanntem Zeitpunkt in einem zeitlichen Abstand von jeweils 3 h getötet. Ein weiterer 
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Tötungszeitpunkt wurde 6,5 h nach Beginn der Dunkelphase in das Raster eingefügt. Die 

von verschiedenen Zuchtpaaren geworfenen Wistar- beziehungsweise GOTO-KAKIZAKI-

Ratten wurden im Alter von 3, 6, 24 und 42 Wochen getötet. Die Tiere wurden unter 

Beachtung der zeitpunktentsprechenden Lichtverhältnisse und Zuhilfenahme einer 

Rotlichtlampe aus den Käfigen entnommen und mit Diethylether (Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe, Deutschland) narkotisiert. Anschliessend wurde das Körpergewicht bestimmt und 

durch Kappen der Schwanzspitze Blut zur Bestimmung der Blutglukosekonzentration (siehe 

dort) gewonnen. Nach Fixierung des jeweiligen Tieres erfolgte durch schichtweise 

Präparation eine mediane Laparotomie mit anschliessender, etwa linksmedioklavikulärer, 

Thorakotomie. Das Diaphragma wurde im Bereich des Centrum tendineum teilweise 

zertrennt und das Herz spitzenseitig durch stumpfes Präparieren freigelegt. Es folgte die 

Entnahme von zentralvenösem Blut durch Punktion des rechten Herzventrikels mit einer 

heparinisierten (LiqueminN, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) 

Spritze. Anschließend wurde das diffuse Pankreas von den umgebenden Strukturen gelöst, 

entnommen und in 4% Paraformaldehyd bzw. – zur Verhinderung der RNA-Degradation – in 

RNA-Later (Ambion Europe Ltd., Huntingdon, Cambridgeshire, Großbritannien) asserviert. 

Weiterhin wurde ein keilförmiges Stück aus dem linken Leberlappen entnommen. Die 

anschliessende Entnahme von Gehirn und Corpus pineale erfolgte nach suboccipitaler 

Dekapitation und beidseitiger Durchtrennung des Schädels. Vom Foramen magnum 

ausgehend parallel zur Sutura squamosa bis auf Höhe der Sutura coronalis, so dass die 

beiden Ossa parietalia gemeinsam mit dem mittleren Anteil des Os occipitale mühelos abge-

hoben werden konnten. Nach dem gegebenenfalls notwendigen Entfernen von Anteilen der 

Dura mater wurde das Corpus pineale von den Meningen gelöst, in ein 2 ml-Eppendorf-Tube 

verbracht, anschliessend in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. 

 

4.3 Bestimmung der Blutglukosekonzentration 
 

Zur Bestimmung der Blutglukosekonzentration wurde die Glukose-Oxidase-Methode genutzt. 

Es wurde ein handelsübliches Gerät (MediSensePrecision Xtra) mit Teststreifen 

(MediSensePrecisionPlus, Abbott Diagnostika, Wiesbaden, Deutschland) verwendet. 

 

 

4.4 Gewinnung des Blutplasmas 
 

Das durch Ventrikelpunktion (siehe oben) gewonnene Vollblut wurde 6 Minuten bei 700 × g 

zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert, in 2 ml-Eppendorf-Tubes aliquotiert und bis zur 

weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. 
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4.5 Inselseparation 
 

Das den neonaten Tieren entnommene Gesamtpankreas und das milznahe Drittel des 

Pankreas der 6 Wochen alten Tiere wurde mehrfach geteilt und in 30 ml HANKS’-Medium (4  

°C, ohne RSA) verbracht. 2 mg Kollagenase (Serva 178 9, SERVA Electrophoresis GmbH 

Heidelberg, Deutschland) wurden mit 2 ml HANKS’-Medium (RSA-frei) in einem 5 ml fassen-

dem Borosilikatröhrchen gelöst. Die Kollagenaselösung wurde nach Zugabe der Pankreas-

teile 5 bis 6 Minuten in der Hand stark geschüttelt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die 

erhaltene Suspension in ein Becherglas mit 40 ml HANKS’-Medium (4 °C, 2 mg RSA pro ml) 

gegossen. Nach 10 min wurden 30 ml des Mediums abgegossen und sofort durch das glei-

che Volumen frischen Mediums ersetzt. Nach weiteren 10 min wurden erneut 30 ml des 

Mediums abgegossen und der verbleibende Rest mit den sedimentierten LANGERHANS-Inseln 

in eine Petrischale überführt. Unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskopes (Stemi SV6, 

Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) und einer Kaltlichtquelle (KL1500 electronic, Schott 

AG, Mainz, Deutschland) wurden die einzelnen Inseln mit einer Glaskapillare aufgenommen 

und in ein Augenschälchen mit HANKS’-Medium (4 °C, 2 mg RSA pro ml) übertragen. Es 

folgte ein Aufreinigungsschritt durch erneutes Übertragen in ein weiteres Augenschälchen. 

Danach wurden die Perifusionssäulen mit den LANGERHANS’schen-Inseln befüllt (siehe 

Superfusion). Für molekularbiologische Untersuchungen wurden die 2 ml-Eppendorf-Tubes 

vor der Zugabe der Inseln mit 1,5 ml HANK’s-Medium (2 mg RSA pro ml) befüllt und 

anschliessend 10 min bei 150 × g zentrifugiert, das überstehende Medium abpipettiert und 

nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml DULBECCO’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, 

Cambrex BioScience, Verviers, Belgien) sofort zur RNA-Extraktion (siehe dort) verwendet 

beziehungsweise bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. 

 

4.6 Perifusion 
 

Die Perifusionstechnik – modifiziert nach CSERNUS et al. [149] – ist eine etablierte Methode 

zur Untersuchung der Sekretionsleistung endokriner Gewebe unter Berücksichtigung kine-

tischer und quantitativer Gesichtspunkte. Sie wurde von PESCHKE et al. [39] ausführlich be-

schrieben. Etwa 250 bis 300 separierte LANGERHANS’sche-Inseln wurden mit Sephadex G10 

(Sartorius, Göttingen, Deutschland) in jeweils eine Perifusionssäule eingebettet. Die von 

einem Wassermantel umgebenen und dadurch gewärmten Perifusionssäulen wurden mit 

einer Flussrate von 0,33 ml/min mit temperiertem (37 °C) und begastem Nährmedium (Medi-

um 199, Glukose insgesamt 8,6 mmol/l, 1,75 g/l RSA, 80 mg/l Gentamycin; sämtlich Sigma-

Aldrich GmbH, München, Deutschland) durchströmt. Ein vor der Perifusionssäule ange-

brachtes 4-Wege-Ventil (Rheodyne Typ50; Rheodyne Europe GmbH, Alsbach, Deutschland) 

erlaubte die definierte Zufuhr von ebenfalls temperierten Stimulanzien. Die konstante 
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Flussrate wurde durch regulierbare Peristaltikpumpen (Ismatec, Glattbrugg, Schweiz) 

gewährleistet. Mit Hilfe eines automatischen Fraktionssammlers Retriever II (Fa. Isco, 

Lincoln, NJ, USA) wurden 1- bzw. 3-Minutenfraktionen in 5 ml fassende Borosilikatröhrchen, 

die um einen Abbau des Insulins zu vermeiden 25 µl des Protease-Inhibitors Aprotinin 

(Trasylol®) enthielten, aufgenommen und für den Insulin-Radioimmunoassay asserviert.  

 

4.7 Melatonin-Radioimmunoassay 
 

Zur Bestimmung der Melatoninplasmakonzentration wurde ein handelsüblicher RIA 

(Bühlmann Laboratories AG, Allschwil, Schweiz) verwendet. Das Blutplasma wurde wie 

beschrieben gewonnen, bei -80 °C gelagert und unmit telbar vor der weiteren Verwendung 

bei Raumtemperatur aufgetaut. Um ein Verstopfen der Extraktionssäulen durch 

Fibringerinnsel zu vermeiden, wurden die Plasmaproben kurz zentrifugiert. In jede Säule 

wurde 1 ml Probenmaterial gefüllt und 1 min bei 200 × g zentrifugiert. Es folgten zwei 

Waschschritte mit je 1 ml 10% (v/v) Methanol in Aqua tridestillata und ein Waschschritt mit 

1 ml reinem Hexan (HPLC-grade, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 1 min bei 500 × 

g. Nach dem Umsetzen der C-18-Säulen in neue Borsilikatglasröhrchen wurden die Proben 

mit je 1 ml reinem Methanol für 1 min bei 200 × g eluiert. Das Methanol wurde verdampft und 

die Proben mit 1 ml Inkubationspuffer rekonstituiert, gevortext und 30 min bei 

Raumtemperatur äquilibriert. Je 400 µl der rekonstituierten Extrakte wurden in zwei 

Polystyrol-Röhrchen abpipettiert und jeweils 100 µl Melatonin-Antiserum sowie 100 µl 125J-

Melatonin Tracer dazu gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 16 h bei 4 °C. Nach 

Zugabe von 100 µl der Sekundär-Antikörper-Suspension wurde weitere 15 min bei 4 °C 

inkubiert. Es wurde je 1 ml Aqua tridestillata (4 °C)  zugegeben und anschliessend 5 min in 

der Kühlzentrifuge (3-5 °C) bei 2000 × g zentrifugiert. Der Überstand wurde durch 

Dekantieren entfernt und die Aktivität der Proben 2 min im Gamma Counter (LSC 1400 

Wallac Incorporated, USA) gemessen. Die Berechnung der den Aktivitäten entsprechenden 

Melatoninplasmakonzentrationen erfolgte mit der Software des Gamma Counters auf Basis 

der gemäß dem Kit erstellten Eichkurve. 

 

4.8  Insulin-Radioimmunoassay 
 

Die Bestimmung der Insulinkonzentrationen erfolgte mit einem handelsüblichem RIA (DPC 

Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland). Die Standards wurden mit den mitgelieferten 

Komponenten gemäß der Anleitung zum RIA erstellt. Bei den Tierproben wurden zu 205 µl 

Rattenplasma 205 µl Zellkulturmedium (Medium 199; Sigma-Aldrich GmbH, München, 

Deutschland) pipettiert, das erhaltene Gemisch gevortext und für die Doppelbestimmung in 

zwei Proben zu je 200 µl in die vorgesehenen antikörperbeschichteten Polypropylenröhrchen 
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aufgeteilt. Zur Auswertung der Perifusionen wurden jeweils 200 µl unverdünntes Superfusat 

eingesetzt. Nach Zugabe von 1 ml 125J-Insulin Tracer (etwa 400 cpm) wurden Proben und 

Standards 20 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Dekantieren und kurzem Trocknen 

durch Ausklopfen wurden die Proben 1 min im Gamma Counter gemessen. Die Berechnung 

der den Aktivitäten entsprechenden Insulinkonzentrationen erfolgte mit der Software des 

Gamma Counters auf Basis der gemäß dem Kit erstellten Eichkurve für Humaninsulin, da 

Ratteninsulin kommerziell nicht verfügbar war. 

 

4.9 High Performance Liquid Chromatography-Bestimmungen 
 

Blutplasma wurde wie oben beschrieben gewonnen. Als Antikoagulanz wurde EDTA (200 µl 

8% auf 10 ml Vollblut) verwendet. Die Lagerung der Proben erfolgte auf Crash-Eis für 

höchstens 1 h. Es wurde 5 min bei 2200 x g in einer Kühlzentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Zur 

Ausfällung aller Proteine wurden 250 µl Plasma in ein 1,5 ml-Eppendorf-Tube mit 500 µl 4%-

iger HClO4-plus (2 mM EDTA sowie 1% Ascorbat und 0,1% Cystein) gegeben. In der Probe 

enthaltener Sauerstoff wurde mit einer Argongasdurchströmung (5 s) ausgetrieben. Nach 

weiterer Zentrifugation (20 min, 20.000 x g bei 4 °C) wurde der Überstand in neues 

Eppendorf-Tube überführt. Die schockgefrorenen Proben wurden bei -80 °C gelagert. 

 

Bei denselben Ratten, von denen die Plasmaproben stammten, wurden die Epiphysen nach 

Entnahme sofort in ein vorher ausgewogenes, gekühltes (4 °C) 200 µl-Eppendorf-Tube mit 

50 µl vorgelegtem 4%-ige HClO4-plus gegeben. Die Kühlung wurde während des gesamten 

weiteren Procedere beibehalten. Es erfolgte die Bestimmung des Feuchtgewichtes der 

Epiphysen durch Differenzwägung und anschließend die Homogenisierung (1 min) der 

Epiphyse nach Überführung in ein Homogenisierungsgläschen. Das Homogenisat wurde mit 

25 µl frischer HClO4 (als Spülflüssigkeit) in ein frisches Eppendorf-Tube gegeben. In der 

Probe enthaltener Sauerstoff wurde mit einer Argongasdurchströmung (20 s) ausgetrieben. 

Nach weiterer Zentrifugation (20 min, 20000 x g bei 4 °C) wurde der Überstand in neue 

Eppendorf-Tubes überführt, der Rest verworfen. Die Proben wurden schockgefroren und bis 

zur Messung bei -80 °C gelagert. Nach Auftauen der Proben erfolgte (unter weiterer Kühlung 

bei 4 °C und Durchmischung am Vortex-Mixer) die Neu tralisierung mit 10%-iger NaOH- 

Lösung. Für Plasmaproben waren ca. 13-15 µl 10%-ige NaOH-Lösung auf 100 µl und für 

Epiphysenproben ca. 8,5-10 µl 10%-ige NaOH-Lösung auf 50 µl notwendig. Unmittelbar 

nach Neutralisation erfolgte die HPLC-Vermessung mit einer handelsüblichen Anlage 

(Agilent Series 1100; Agilent Technologies Deutschland GmbH, Böblingen, Deutschland) 

und einer LiChroCART 125-4-Säule. Der Fluss betrug 0,6 ml/min, das Injektionsvolumen 10 

µl. Als Laufmittel diente eine Mischung aus 600 ml KH2PO4-Pufferlösung (pH 4,5, Einwaage 

pro Liter: 5 g KH2PO4, 170 mg Octansulfonsäure und 60 mg EDTA) und 200 ml Methanol. 
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Die Wellenlängen für Extinktion und Emission waren 285 und 345 nm. Mittels der aus der 

Eichkurve ermittelten Geradengleichung wurden die jeweiligen Konzentrationen (c) 

berechnet (Formel 1). 

 

     c = (Area - bo) / b1   (1)  
 

    Vf = m / ρ   (2) 
 

    x1 = (75 µl + Vf) / Vf  (3) 
 

    x2 = (40 µl + Vn) / 40 µl (4) 
 

     n = c * x1 * x2 / Vf  (5) 

 

Berechnung des ersten Verdünnungsfaktors: Das Feuchtvolumen (Vf) wurde aus dem 

Feuchtgewicht (m) der Epiphyse in [mg] mit einer angenommenen Dichte (ρ)von 1,33 mg/µl 

berechnet (Formel 2). Hierzu wurden 75 µl addiert (50µl Perchlorsäure Aufnahme + 25 µl 

Perchlorsäure zum Spülen des Homogenators) und durch das Feuchtvolumen geteilt 

(Formel 3). Berechnung des zweiten Verdünnungsfaktors: Das entnommene Volumen (40 µl) 

wurde mit dem Volumen (Vn) an 10%-iger Natronlauge, welches zur Neutralisation nötig war 

(9 µl) addiert und durch das entnommene Volumen geteilt (Formel 4). Beide Verdünnungs-

faktoren wurden nun mit der Konzentration multipliziert und durch das Feuchtvolumen geteilt, 

um die Substanzmenge zu erhalten (Formel 5). 

 

4.10 Hämalaun-Eosin-Färbung 
 

5 µm dicke Pankreas-Paraffinschnitte wurden in Xylol zweimal 5 min entparaffiniert, in einer 

absteigenden Alkoholreihe gewässert (Isopropanol [100%], Ethanol [96; 80; 70; 60%] je 3 

min, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), zweimal kurz in Aqua destillata gewaschen 

und 5 min mit Hämalaun gefärbt, danach 10 min in fliessendem Wasser gespült und 7 min in 

0,04%igem Eosin gefärbt. Nach kurzem Waschen wurden die Schnitte in einer aufsteigen-

den Alkoholreihe (Ethanol [60; 70; 80; 96%], Isopropanol [100%], je 3 min) entwässert und 

nach zweimal 5 min in Xylol mit Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt. 

4.11 Immunhistochemie zur Markierung von Insulin, GLUT 2 und Glucokinase 
 

5 µm dicke Paraffinschnitte wurden 3 h im Trockenschrank bei 60 °C und im Anschluss bei 

Raumtemperatur zweimal 5 min in Xylol entparaffiniert. Die Wässerung erfolgte in einer 

absteigenden Alkoholreihe (siehe oben). Es folgte ein Waschschritt in Aqua dest und eine 

zehnminütige Äquilibrierung in PBS (0,02 mol/l KH2PO4, 0,1 mol/l Na2HPO4; pH = 7,4). 

Reines Ziegenormalserum (ZNS; Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, 
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USA) wurde durch Zugabe von PBT (PBS mit 0,3% Triton X-100 [Calbiochem, San Diego, 

California, USA]) zur Endkonzentration von 5% verdünnt. Auf die Schnitte wurden jeweils 35 

µl des 5%igen ZNS pipettiert. Nach einstündiger Inkubation in einer feuchten Kammer 

wurden 35 µl der 1:100 mit PBT verdünnten Primärantikörperlösung (siehe Tab. 1) aufge-

tragen und die Schnitte in einer feuchten Kammer bei 4 °C über Nacht inkubiert. Anschlies-

send wurde dreimal 20 min in PBS gewaschen und danach die 1:100 mit PBT verdünnte 

Sekundärantikörperlösung (Cyanin3-konjugiertes Ziege-anti-Hase-IgG; Jackson ImmunoRe-

search, West Grove, Pennsylvania, USA) aufgetragen. Alle weiteren Schritte erfolgten unter 

Lichtabschluss. Nach einstündiger Inkubation wurde abermals dreimal 20 min in PBS 

gewaschen. Die Fluoreszenzmarkierung der Zellkerne erfolgte durch DAPI (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Hierfür wurden jeweils 35 µl des 1:1000 

verdünnten Farbstoffes für 3 min auf jeden Schnitt aufgetragen und anschließend 20 min mit 

PBS und kurz mit Aqua dest gewaschen. Danach wurden die Schnitte in einer Kammer 

getrocknet und mit Entellan eingedeckt. Die Schnitte wurden bis zur fluoreszenz-

mikroskopischen Betrachtung und digitaler Fotodokumentation im Kühlschrank aufbewahrt. 

 

Tabelle 1: Zur Immunhistochemie verwendete Primärantikörper 
 

Zielantigen Spezifität Lieferant 

Insulin Meerschweinchen-anti-Mensch Dako GmbH, Hamburg, Deutschland 

GLUT 2 Kaninchen-anti-Ratte Chemicon international, Temecula, CA, USA 

Glucokinase Kaninchen-anti-Ratte Medizinische Hochschule, Hannover, Deutschland 

 

4.12 RNA-Isolation und DNAse-Behandlung 
 

Pankreata wurden entnommen, zur Inaktivierung der Pankreas-RNAsen 24 h bei 4 °C in 

RNA-Later (Ambion Europe Ltd., Huntingdon, Cambridgeshire, Großbritannien) 

zwischengelagert und bis zur RNA-Extraktion in RNA-Later bei -20 °C aufbewahrt. 

LANGERHANS’sche-Inseln wurden nach der Separation zweimal mit je 1 ml DPBS (Cambrex 

BioScience, Verviers, Belgien) gewaschen und nach Zentrifugation (10 min bei 150 × g) der 

Überstand abpipettiert. Alle anderen Gewebeproben wurden sofort nach der Entnahme 

verpackt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschliessend bei -80 °C gelagert. Zur 

RNA-Extraktion wurden die Proben aufgetaut, das RNA-Later abgegossen, und das 

Gesamtpankreas in 6 ml Trizol (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) mit einem T 25 

basic ULTRA-TURRAX® (IKA Labortechnik GmbH, Staufen, Deutschland) homogenisiert. 

Für andere Organproben wurde bei gleichem Vorgehen 1 ml Trizol je 100 mg Gewebe 

verwendet. Die homogenisierten Proben wurden 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 
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Anschließend wurden 0,2 ml Chloroform (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) je 1 ml 

Trizol zugegeben und die Proben etwa 15 s stark geschüttelt. Nach Inkubation (3 min bei 

RT) wurde 15 min bei 6 °C und 10000 × g zentrifugiert und die wässrige Phase je nach 

Volumen in ein neues 12 ml Zentrifugenröhrchen oder 2 ml-Eppendorf-Tube übernommen. 

Pro 1 ml Trizol wurden 0,5 ml Isopropanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 

zugesetzt, um die RNA zu präzipitieren. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde erneut 15 min 

bei 6 °C und 10000 × g zentrifugiert. Zum Waschen der RNA wurden je 1 ml Trizol und 

0,75 ml 75%iges Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) zugesetzt, die Probe 

kurz gevortext und anschließend 5 min bei 7500 × g und 6 °C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde durch Dekantieren entfernt, das RNA-Pellet luftgetrocknet und - je nach ursprünglicher 

Gewebemenge - durch Zugabe von 50 µl bis 1 ml nucleasefreiem Wasser (ProMega, 

Madison, Wisconsin, USA) und Inkubation über Nacht bei 4 °C gelöst. Die gelöste RNA-

Probe wurde in ein 1,5 ml-Eppendorf-Tube übertragen und bei -20 °C gelagert. 100 µl 

gelöster RNA wurden nach Zugabe von 10 µl DNAse Puffer und 1 µl (2 IU entsprechend) 

DNAse I leicht gemischt und 30 min bei 37 °C inkubi ert. Nach dem Resuspendieren und Zu-

gabe von 10 µl Reagenz wurde gevortext und 2 min bei RT inkubiert. Der durch Zentrifugier-

en entstandene Überstand wurde in im Eppendorf-Tube bei -20 °C gelagert. Es erfolgte die 

photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung (Absorption bei 260 nm) und 

Gelelektrophorese (1,3% denaturierendes Formaldehyd-Agarose Gel). Als Qualitäts-

merkmal der RNA galt die Darstellbarkeit von 28S und 18S rRNA nach Ethidiumbromid-

färbung des Gels. 

 

4.13 Reverse-Transkriptase-Reaktion 
 

Das 1 µg RNA entsprechende Volumen gelöster RNA wurde im 1,5 ml-Eppendorf-Tube für 

10 min bei 70 °C inkubiert, auf Eis abgekühlt und a bzentrifugiert. Nach Zugabe von 4 µl 25 

mmol/l MgCl2, 2 µl Reverse Transcription Buffer, 2 µl 10 mmol/l dNTP Mix, 0,5 µl RNAse 

Inhibitor, 1 µl Random Primer und 1 µl (15 IU entsprechend) AMV Reverse Transcriptase 

wurde das Volumen mit nucleasefreiem Wasser auf 20 µl aufgefüllt und 1 h bei 37 °C inku-

biert. Nach Erhitzen (5 min, 99 °C) und Abkühlen au f Eis wurde abzentrifugiert. Der mit 

nucleasefreiem Wasser auf 100 µl aufgefüllte cDNA-Ansatz wurde bei -20 °C gelagert. 

 

4.14 Quantitative real-time RT-Polymerase-Chain-Reaction 
 

Die real-time RT-PCR wurde im Rotor-Gene-2000 Real-Time-Cycler (LTF Labortechnik 

GmbH, Wasserburg, Deutschland) durchgeführt. Zur Dokumentation wurde die 

gerätezugehörige Software, RotorGene Version 4.6., benutzt. Das Probenvolumen betrug 

jeweils 20 µl und setzte sich aus 10 µl MasterMix (ProMega, Madison, Wisconsin, USA), 0,5 
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µl SybrGreen (Biotrend Chemikalien GmbH, Köln, Deutschland), 4,5 µl nucleasefreiem 

Wasser (ProMega, Madison, Wisconsin, USA), jeweils 0,5 µl Primer vorwärts und rückwärts 

(25 nmol/ml, Primersequenzen siehe Tab. 2) für beide Transkriptionsrichtungen sowie 4 µl 

cDNA-Probe zusammen. In den Kontrollansätzen wurden statt der cDNA-Probe 4 µl 

nucleasefreies Wasser eingesetzt.  

 

Tabelle 2: Verwendete Primer und resultierende Amplikonlängen. 
 

    
Ziel-mRNA Richtung Nukleotidsequenz Amplikonlänge [bp] 

    
    

vorwärts 5’-GTA CTG GGC ATT GAG GCT GT-3’ RNA-Polymerase 2 
rückwärts 5’-TGT GCA GCT GCT TCC ATA AG-3’ 

233 

vorwärts 5’-TGG GTT CCT TCC AGT TC G-3’ GLUT 2 rückwärts 5’-AGG CTG GTG TCG TAT G-3’ 186 

vorwärts 5’-AAG CAC AAG AAA CTG CCC CTG G-3’ Glucokinase 
rückwärts 5’-TTG CCA CCA CAT CCA TCT CAA AG-3’ 

187 

vorwärts 5’-AAA CTG GCA ACG TGC TAC TT –3’ Tryptophanhydroxylase 1 
rückwärts 5’-TTG GCA AAT TCT CTC ATC TTC T -3’ 

254 

vorwärts 5’-GAA GGG AGA CAG CAG TTC-3’ AANAT rückwärts 5’-GTC CTG GTC TTG CCT TTG-3’ 144 

vorwärts 5’-GCT GGT GAC TTC TTC CGT TC-3’ HIOMT 
rückwärts 5’-TGC AGC ATC ATG TTG AGT GA-3’ 

218 

    

 

Zu Beginn der real-time RT-PCR erfolgte die zweiminütige Denaturierung der Probe bei      

95 °C. Jeder der 40 durchlaufenen Zyklen setzte sic h aus vier Temperaturstufen zusammen: 

94 °C, 64 °C und 72 °C für jeweils 30 s sowie absch ließend 80 °C für 15 s. Durch Nutzung 

der Touchdown-Option wurde die niedrigste Temperaturstufe in den ersten sechs Zyklen von 

64 °C auf 59 °C reduziert und für die restlichen Zy klen beibehalten. Nach Durchlaufen aller 

Zyklen erfolgten zwei Temperaturschritte bei 40 °C (für 2 min) und 50 °C (für 1 min). Die 

Schmelzkurve wurde bei einem Temperaturanstieg von 1 °C pro 5 s bis zu einer 

Maximaltemperatur von 99 °C aufgezeichnet. Nach Abk ühlen der Proben wurden diese aus 

dem Thermocycler entnommen und bei 4 °C zwischengel agert. Zur Überprüfung der 

Amplikonlänge wurden 10 µl der Probe mit 5 µl BlueJuice (1,5 ml 0,25 mol/l EDTA, 2 ml 

Glycerin, 0,4 ml 0,5% Bromphenolblau) versetzt. 5 µl eines in DNA-Fragmente von 100 bp 

graduierten Längenstandards wurden mit 5µl nukleasefreiem Wasser und 5 µl BlueJuice 

versetzt. Proben und Standard wurden auf ein 3%iges Argarosegel aufgetragen. Als Lauf-

puffer und Gelgrundlage diente TAE (pH = 8,0). Bei einer Spannung von 80 V und einer 

Stromstärke von 200 mA erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proben. Nach 

Ethidiumbromidfärbung (0,0001%, 15 min) und Wässerung in Aqua dest (etwa 30 min) 
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erfolgte die fotografische Dokumentation nach UV-Fluoreszenzanregung. Die Auswertung 

der PCR-Ergebnisse erfolgte nach der 2dd-Methode [150] insofern die Effizienz der Reaktion 

[151] größer 1,9 war.  

 

4.16 Grafische Darstellung der Ergebnisse und statistische Auswertung 
 

Die angegebenen Werte zeigen jeweils den Mittelwert und den zugehörigen Standardmess-

fehler (standard error of the mean [SEM]). Die Berechnung dieser Werte und ihre grafische 

Darstellung erfolgten mit GraphPadPrism 4.00 für Windows XP (GraphPad Software, San 

Diego, USA). Zur Prüfung auf Signifikanz wurden, je nach zugrundeliegenden Daten und 

Fragestellungen, mit der selben Software der MANN-WHITNEY-WILCOXON-Test für 

unabhängige Stichproben oder eine zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit 

anschließender Kontrasttestung mit BONFERRONI-Korrektur durchgeführt. Bei einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden beobachtete Unterschiede als signifikant 

betrachtet. Signifikanzen mit p < 0,05 sind in den Grafiken mit *, solche mit p < 0,01 mit ** 

und solche mit p < 0,001 mit *** gekennzeichnet. 
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5 Ergebnisse 

 

5.1 Allgemeine und zufällige Befunde 
 

Die Vermehrung der GK-Ratten gestaltete sich zunächst schwierig. Im Vergleich zu den 

metabolisch gesunden Wistar-Ratten waren die Anzahl der Würfe je Zuchtpaar sowie die 

Wurfgrößen geringer und die perinatale Mortalität der Jungtiere größer. Die Tierhaltung 

erwies sich hingegen als unkompliziert. Im Vergleich zu metabolisch gesunden Wistar-Ratten 

waren die GK-Ratten weniger aktiv. In ihrem Verhalten schienen die Tiere aber nicht durch 

die abnorme Stoffwechsellage beeinträchtigt zu sein. Das Gewicht der GK-Ratten lag in 

jeder Altersgruppe signifikant unter dem der Kontrolltiere. Für beide Tierstämme wurde eine 

kontinuierliche und jeweils von Altersgruppe zu Altersgruppe signifikante Gewichtszunahme 

beobachtet (Tab. 3). Die Zunahme des Körpergewichts nach dem Alter von 24 Wochen fiel 

bei den GK-Ratten deutlich geringer als bei den Wistar-Ratten aus. Grafisch sind diese 

Ergebnisse in Abb. 3 dargestellt. 
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Abb. 3: Mittelwert ± SEM des Körpergewichtes [g] von Wistar-Ratten (transparent) und GK-Ratten (grau) ,  n = 24. 

 

Tabelle 3: Mittelwert ± SEM des Körpergewichtes [g] von Wistar-Ratten und GK-Ratten, jeweils n = 24, p: 

Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

1 20,72 0,08 11,99 0,11 < 0,001 

3 77,25 1,34 59,91 0,33 < 0,001 

6 209,45 0,79 173,04 0,58 < 0,001 

24 447,53 1,67 399,31 1,24 < 0,001 

42 532,13 1,52 429,50 1,18 < 0,001 
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Bei mehreren GK-Alttieren wurde eine Katarakt festgestellt (Abb. 4). Neoplasien wurden in 

keiner der Tiergruppen beobachtet. Auffällig waren bei den GK-Ratten 3 mikrosome 

Jungtiere. Ebenso zeigte sich bei einer GK-Ratte eine linksseitig polyzystische Niere. Die 

rechtsseitige Niere war makroskopisch intakt und das Tier insgesamt unbeeinträchtigt. Bei 

den adulten Wistar-Ratten fand sich in einem Falle eine bemerkenswerte Splenomegalie, die 

mit einem geringen Hämatokritwert einherging. Auch dieses Tier war äußerlich unauffällig. 

Proben diese Tiere gingen nicht in die Untersuchungen ein. 

 

 
 

Abb. 4: Katarakt bei einer 100 Wochen alten männlichen GK-Ratte (Blutglukose 11,2 mmol/l, Gewicht 433 g). 

 

5.2 Befunde im Blut und davon abgeleiteten Proben 

 

5.2.1 Blutglukose 
 

Mit Ausnahme der neonaten Tiere zeigten GK- gegenüber Wistar-Ratten in allen 

Altersgruppen eine signifikante Hyperglykämie. Bei neonaten Tieren waren die Mittelwerte 

nicht signifikant erhöht oder erniedrigt. Bis zum Alter von 6 Wochen vergrößerte sich der 

Unterschied. Beide Tierstämme zeigten einen signifikanten Abfall der Blutglukosekonzen-

tration bei Tieren zwischen 6 und 24 Wochen (p < 0,001 bei Wistar- und p < 0,05 bei GK-

Ratten). Bei Wistar-Ratten fand sich kein Unterschied der Blutglukosewerte zwischen 24 und 

42 Wochen alten Tieren. Bei GK-Ratten zeigte sich hingegen ein signifikanter Anstieg der 

Blutglukosekonzentration (9,26 ± 0,641 vs. 11,82 ± 0,851 mmol/l; p < 0,05). Diese Ergeb-

nisse sind in Tab. 4 und Abb. 5 zusammengefasst. 
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Abb. 5: Mittelwert ± SEM der 12:00 h Blutglukosewerte [mmol/l] von Wistar-Ratten (transparent) und GK- Ratten 

(grau), jeweils n = 12. 

 

Tabelle 4: Mittelwert ± SEM der 12:00 h Blutglukosewerte [mmol/l] von Wistar- Ratten und GK-Ratten, jeweils n = 

12, p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

1 8,32 0,19 9,16 0,39 n.s. 

3 6,64 0,07 9,42 0,27 < 0,001 

6 6,99 0,19 11,02 0,22 < 0,001 

24 5,71 0,12 9,26 0,64 < 0,001 

42 5,74 0,15 11,82 0,85 < 0,001 

 

Bei 6 Wochen alten Tieren fanden sich in keinem der untersuchten Stämme signifikante 

tageszeitabhängige Veränderungen der Blutglukosekonzentration. Die ermittelten Werte 

lagen zwischen 6,64 ± 0,22 und 7,72 ± 0,19 mmol/l bei Wistar- bzw. 10,62 ± 0,74 und 11,40 

± 0,41 mmol/l bei GK-Ratten. Bei 42 Wochen alten GK-Ratten zeigte sich ein deutlicher 

Anstieg der Blutglukosekonzentrationen, der vor Beginn der Dunkelphase beginnt und sich in 

der ersten Hälfte der Dunkelphase fortsetzt. Die 42 Wochen alten Wistar-Ratten zeigten 

hingegen nur einen geringen Anstieg der Blutglukosekonzentrationen, ebenfalls in der ersten 

Hälfte der Dunkelphase. Die tageszeitlich abhängigen Unterschiede sind signifikant (p < 0,01 

für GK- und für Wistar-Ratten). Grafisch sind die Tagesgänge in Abb. 6 zusammengefasst.  
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Abb. 6: Blutglukose-Tagesprofil von Wistar-Ratten (gebrochene Linie) und GK-Ratten (durchgezogene Linie) 

verschiedenen Alters, jeweils Mittelwert ± SEM, 4 ≤ n ≤ 12; 6a: 6 Wochen, 6b: 42 Wochen. 

 

5.2.2 Insulin 
 

Die jeweils mitte Hellzeit (12:00 h) ermittelten Plasmainsulinkonzentrationen (Tab. 5 und 

Abb. 7) zeigten – im Vergleich zu Wistar-Ratten – eine signifikante Hypoinsulinämie der 

neonaten GK-Ratten (10,2 ± 1,32 vs. 16,5 ± 1,65 mIU/l; p < 0,05). Bei den 3 und 6 Wochen 

alten GK-Ratten (8,5 ± 0,7 vs. 13,9 ± 3,47 mIU/l, bzw. 17,4 ± 3,32 vs. 24,5 ± 3,97 mIU/l) 

wurde keine Hypoinsulinämie festgestellt. Bei 24 Wochen alte GK-Ratten wurde hingegen 

eine signifikante und sehr ausgeprägte Hyperinsulinämie (34,1 ± 5,81 vs. 6,9 ± 1,1 mIU/l; p < 

0,001) registriert. Bei den 42 Wochen alten Tieren war der Unterschied geringer ausgeprägt 

(18,4 ± 2,61 vs. 8 ± 1,12 mIU/l; p < 0,01). 
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Abb. 7: Mittelwert ± SEM der 12:00 h Plasmainsulinwerte [mIU/l] von Wistar-Ratten (transparent) und GK-Ratten 

(grau), jeweils n = 12. 

 

Tabelle 5: Mittelwert ± SEM der 12:00 h Plasmainsulinwerte [mIU/l] von Wistar-Ratten und GK-Ratten, jeweils n = 

12, p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

1 16,5 1,65 10,2 1,32 < 0,05 

3 13,9 3,47 8,5 0,7 n.s. 

6 24,5 3,97 17,4 3,32 n.s. 

24 6,9 1,1 34,1 5,81 < 0,001 

42 8 1,12 18,4 2,61 < 0,01 

 

Im Tagesgang fanden sich bei den 6 Wochen alten GK-Ratten Plasmainsulin-

konzentrationen, die denen der Wistar-Ratten entsprechen oder nicht signifikant erniedrigt 

sind. Während der Dunkelphase unterschieden sich die Insulinwerte der einzelnen GK-

Ratten erheblich. Im Vergleich zu entsprechenden Wistar-Ratten waren sie in der Regel 

deutlich, aber nicht signifikant, erhöht. Bei 42 Wochen alten GK-Ratten fanden sich nahezu 

im gesamten Tagesgang zum Teil signifikante Hyperinsulinämie. Bei Wistar-Ratten stiegen 

die Plasmainsulinkonzentrationen während der ersten Hälfte der Dunkelphase an und waren 

höher als bei GK-Ratten. Diese erreichten, wie auch in der Gruppe der 6 Wochen alten 

Tiere, die höchsten Werte gegen Ende der Dunkelphase. Die Ergebnisse sind in Abb. 7 und 

Abb. 8 zusammenfassend grafisch dargestellt. 
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Abb. 8: Plasmainsulin-Tagesprofil von Wistar-Ratten (gebrochene Linie) und GK-Ratten (durchgezogene Linie) 

verschiedenen Alters, jeweils Mittelwert ± SEM, 4 ≤ n ≤ 12; 8a: 6 Wochen, 8b: 42 Wochen. 

 

5.3  Befunde zur pankreatischen β-Zelle und ihrem Glukosesensorkomplex 

 

5.3.1 Allgemeine Befunde zur Morphologie der LANGERHANS’schen Inseln 
 

Die LANGERHANS’schen Inseln der Wistar-Ratten stellten sich in allen Altersgruppen rund bis 

längsoval dar. Bei beiden Rattenstämmen fand sich eine deutliche Zunahme des endokrinen 

Gewebes zwischen den 3 und 6 Wochen alten Tieren. In den beiden jüngsten Altersgruppen 

waren die Inseln auch hier in der Regel längsoval. Sie schienen aber kleiner als die von 

Wistar-Ratten zu sein. Dieser Befund wurde im Rahmen von Inselseparationen bestätigt. Bei 

den 24 Wochen alten GK-Ratten fanden sich dagegen heterogene Inseln, die entweder sehr 

groß und von unregelmäßiger Gestalt waren oder sich als kleine Gruppen Insulin-positiv 

markierten Gewebes ohne typische Inselstruktur darstellten. In der Gruppe der 42 Wochen 

alten GK-Ratten waren die selten zu findenden großen Gruppen Insulin-positiv markierter 

Zellen von Bindegewebssträngen durchzogen. Es fanden sich keine regulären Inseln, wohl 

aber zahlreiche kleine Insulin-positiv markierte Zellgruppen.  
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5.3.2 Glukosetransporter 2-mRNA 
 

Die GLUT 2-mRNA Expression war in den Pankreata 3- und 42-Wochen alter GK-Ratten sig-

nifikant niedriger als in denen von Wistar-Ratten (p < 0,01 bzw. p < 0,05). Beim Vergleich 6-

Wochen alter Tiere zeigte sich kein Unterschied. Der Unterschied beim Vergleich 24 Wochen 

alter Ratten war nicht signifikant (Abb. 9). Deutliche tageszeitabhängige Veränderungen der 

Expressionshöhe wurden sowohl bei 6-Wochen alten Wistar- als auch GK-Ratten gefunden 

(Abb. 10). Die höchsten Gehalte an GLUT 2-mRNA zeigten sich bei GK-Ratten während der 

ersten Hälfte der Dunkelphase. Bei Wistar-Ratten fand sich das Maximum an pankreatischer 

GLUT 2-mRNA zum Ende der Dunkelphase. Die Amplitude der GLUT 2-mRNA Expression 

betrug etwa das Vierfache des Minimums von Wistar-Ratten. Bei GK-Ratten war sie etwas 

geringer. Im Tagesverlauf zeigten sich in den Pankreata von GK-Ratten gering reduzierte 

Gehalte an GLUT 2-mRNA. 
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Abb. 9: Mittelwert ± SEM der GLUT 2-mRNA (12:00 h, relativ zu RP 2-mRNA) von Wistar-Ratten (transparent) 

und GK-Ratten (grau), jeweils n = 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: Tagesgang der GLUT 2-mRNA Expression (relativ zu RP 2-mRNA) in Pankreata 6 Wochen alter Wistar-

Ratten (gebrochene Linie) und GK-Ratten (durchgezogene Linie), jeweils Mittelwert ± SEM; n = 4. 
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Abb. 11: cDNA-Gel der PCR-Produkte für RNA-Polymerase 2 (233 bp), GLUT 2 (186 bp) und Glucokinase (187 

bp) aus Pankreata von Wistar- (jeweils links) und GK-Ratten (jeweils rechts) sowie H2O-Negativkontrolle. 

 

5.3.3 Glucokinase-mRNA 
 

Es zeigten sich erniedrigte Glucokinase-mRNA-Werte in den Pankreata von GK-Ratten. 

Signifikante Unterschiede wurden bei 3- und 24-Wochen alten Tieren gefunden (p < 0,05 

bzw. p < 0,01). In der Gruppe der 6-Wochen alten Tiere war der Unterschied nicht signifikant. 

Weder bei GK- noch Wistar-Ratten zeigten sich deutliche alternsabhängige Veränderungen. 

Der Gehalt an Glucokinase-mRNA war bei den 24- und 42-Wochen alten GK-Ratten 

niedriger als bei den jüngeren Tieren. Der Unterschied zu Wistar-Ratten war in der Gruppe 

der 24 Wochen alten Tiere maximal (zusammengefasst in Abb. 12). Auch der Gehalt an 

Glucokinase-mRNA zeigte eine klare tageszeitliche Abhängigkeit (Abb. 13), sowohl in den 

Pankreata 6-Wochen alter Wistar- als auch GK-Ratten. Die höchsten Werte wurden während 

der zweiten Hälfte der Hellphase gefunden, die niedrigsten während der Dunkelphase. Zu 

allen Zeitpunkten war der Gehalt an Glucokinase-mRNA in den Pankreata der GK-Ratten 

höher. Die Amplitude der Expressionshöhe war größer als jene von GLUT 2-mRNA und in 

den Pankreata von GK-Ratten höher als bei denen von Wistar-Ratten. 
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Abb. 12: Mittelwert ± SEM der Glucokinase-mRNA (12:00 h, relativ zu RP 2-mRNA) von Wistar-Ratten 

(transparent) und GK-Ratten (grau), jeweils n = 4. 
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Abb. 13: Tagesgang der Glucokinase-mRNA Expression (relativ zu RP 2-mRNA) in Pankreata 6 Wochen alter 

Wistar-Ratten (gebrochene Linie) und GK-Ratten (durchgezogene Linie), jeweils Mittelwert ± SEM; n = 4. 

 

5.3.4 Insulin-Immunhistochemie 
 

Die Insulin-Markierungen (Abb. 14) zeigten in allen Altersgruppen bei GK-Ratten eine 

geringere Intensität als bei Wistar-Ratten. Positiv markierte Zellen fanden sich bei den 3 

Wochen alten Tieren beider Stämme im Zentrum der LANGERHANS’schen Inseln. Die Markie-

rung war bei beiden Tierstämmen beim Vergleich der Einzelzellen homogen. Die 

zytoplasmatische Markierung zeigte ein feingranuläres Muster. Bei den 6 Wochen alten 

Tieren wurden gleiche Befunde erhoben. Die 24 Wochen alten GK-Ratten zeigten eine 

deutliche Aufhebung der intra-insulären Homogenität, einhergehend mit weniger geschlos-

senen positiv markierten Zellverbänden. Einzelne Zellen erschienen in gleicher Intensität wie 

bei den Wistar-Ratten. In der Gruppe der ältesten Tiere zeigte sich ein deutlicher Verlust 

Insulin-positiver Zellen bei den GK-Ratten. Die Markierung war überwiegend schwach 

ausgeprägt, dennoch war bei einzelnen Zellen die Intensität gleich derer von Wistar-Ratten. 

Das feingranuläre Verteilungsmuster blieb durch alle Altersgruppen erhalten. In den teilweise 

sehr intensiv markierten Zellen gelang allerdings keine sichere Abgrenzung. 

 

5.3.5 Glukosetransporter 2-Immunhistochemie 
 

Die fluoreszenz- und konfokalmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 15) zeigten in der Gruppe 

der 3 Wochen alten Tiere eine intensivere Markierung bei den GK-Ratten. Der Besatz der 

Zellmembranen mit GLUT 2 war jedoch bei Wistar- und GK-Ratten inhomogen und unvoll-

ständig. Eine anteilig zytoplasmatische Markierung war bei beiden Tierstämmen festzu-

stellen. Bei den 6 Wochen alten Wistar-Ratten fand sich eine intensive und distinkte Markie-

rung des ausschließlich membrangebundenen Rezeptors. Es zeigte sich ein wabenähnliches 

Muster, das die Abgrenzung von Einzelzellen ermöglichte. Bei den GK-Ratten dieser Alters-

gruppe bestand eine sehr deutliche zytoplasmatische Markierung. Es fanden sich nur einzel-

ne β-Zellen mit ausgeprägt membranständiger Markierung. Insbesondere bei den 24 

Wochen alten Wistar-Ratten ließ sich eine deutliche Zunahme der Signalintensität  
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Alter Wistar-Ratten GK-Ratten 

3 Wochen

6 Wochen

24 Wochen

42 Wochen

Abb. 13: Konfokalmikroskopische-Aufnahmen Insulin markierter Zellen in LANGERHANS’schen Inseln von 
Wistar- und GK-Ratten in verschiedenen Altersgruppen. Die Bilder entsprechen jeweils 100×100 µm. 
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Alter

3 Wochen

6 Wochen

24 Wochen

42 Wochen

Wistar-Ratten GK-Ratten 

Abb. 14: Konfokalmikroskopische-Aufnahmen GLUT 2 markierter Zellen in LANGERHANS’schen Inseln von 
Wistar- und GK-Ratten in verschiedenen Altersgruppen. Die Bilder entsprechen jeweils 100×100 µm. 
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Alter

3 Wochen

6 Wochen

24 Wochen

42 Wochen

Wistar-Ratten GK-Ratten 

Abb. 15: Konfokalmikroskopische-Aufnahmen Glucokinase markierter Zellen in LANGERHANS’schen Inseln 
von Wistar- und GK-Ratten in verschiedenen Altersgruppen. Die Bilder entsprechen jeweils 100×100 µm. 
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beobachten. Wie in der vorherigen Altersgruppe war der GLUT 2 auch hier klar 

zellmembranständig lokalisiert. Die GK-Ratten zeigten eine stark verminderte 

Signalintensität. Die Membranständigkeit war – bei zytoplasmatischer Akkumulation von 

GLUT 2 – zum Teil aufgelöst. In der Gruppe der 42 Wochen alten Ratten zeigte sich eine 

Abnahme der Intensität verbunden mit angedeutetem Verlust der Membranständigkeit des 

GLUT 2 bei Wistar-Ratten. Es wurde ein brillenähnliches Muster mit diskreter 

zytoplasmatischer Markierung sichtbar. Bei den GK-Ratten war die Membranständigkeit 

nahezu aufgehoben. 

 

5.3.6 Glucokinase-Immunhistochemie 
 

In der Gruppe der 3 Wochen alten Tiere zeigte sich bei GK-Ratten eine geringere intensive 

Markierung der pankreatischen β-Zellen. Die anteilig nukleäre Markierung war bei GK- und 

Wistar-Ratten – jeweils bezogen auf die Gesamtmarkierung – ähnlich. Bei den 6 Wochen 

alten GK-Ratten zeigte sich wiederum eine vergleichsweise schwache Markierung. Im Ver-

gleich zu den Wistar-Ratten war die deutlich häufigere Lokalisation in den Zellkernen der β-

Zellen auffällig. Die in dieser Altersgruppe erhobenen Befunde wurden in den Gruppen der 

24 und 42 Wochen alten Tiere bestätigt. Es zeigte sich hierbei eine weitere Abnahme der 

Signalintensität bei den GK-Ratten. Die Ergebnisse sind in Abb. 15 zusammengefasst. 

 

5.3.7 Ergebnisse der Perifusionsversuche 
 

Die mit LANGERHANS’schen Inseln neonater Tiere durchgeführten Perifusionsuntersuchungen 

zeigten unter 45-minütiger Glukosestimulation (15 mmol/l) bei GK-Ratten nur eine geringe 

erste Phase der Insulinsekretion. Die zweite Phase stellte sich nicht wie bei den Wistar-

Ratten ansteigend, sondern auf dem Niveau der abgeklungenen ersten Phase verweilend 

dar. Das Muster der Arginin-stimulierten Insulinsekretion (45 min, 15 mmol/l) war in beiden 

Tiergruppen sehr ähnlich. Die etwa achtminütige Initialsekretion war bei Wistar-Ratten etwa 

1,5fach, bei GK-Ratten hingegen etwa 3fach stärker als unter Glukosestimulation. Ihr folgte 

eine stabile Sekretion für die restliche Stimulationsdauer, die - verglichen mit der jeweiligen 

Initialsekretion - bei Wistar-Ratten ein höheres Niveau aufwiesen. Die nach dreiminütiger 

KCl-, Glukose- und Arginin-Stimulationen (jeweils 25 mmol/l) ermittelte Insulinsekretion war 

in Ausmaß und Relation den Initialantworten der 45-minütigen Stimulationen vergleichbar. 

Forskolin führte (3 min, Reihenfolge der Konzentrationen 1, 5 und 3 µmol/l) zu einer 

deutlichen Steigerung der Insulinsekretion bei beiden Tiergruppen. Diese fiel nach 

Stimulation mit 1 µmol/l nur wenig geringer aus als nach 5 µmol/l. Die nach 3 µmol/l 

Forskolin ermittelte Antwort war hingegen deutlich geringer. Auffällig war die bei 

LANGERHANS’schen Inseln von GK-Ratten im Vergleich zur KCl-, Arginin- und Glukose-
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stimulation deutlich größere Forskolin-induzierte Steigerung der Insulinsekretion (Tab. 6 und 

Abb. 16b). Diese Ergebnisse wurden auch unter den Bedingungen von Batchkulturen 

(Ergebnisse nicht gezeigt) erhalten. Die nach Zelllyse gemessene Insulinfreisetzung war – 

bei jeweils etwa 250 berücksichtigten Inseln – von GK-Ratten 15715 nmol, bei Wistar-Ratten 

60149 nmol. 

 

Abb. 16: Grafische Zusammenfassung der Insulinantworten auf Glukose- und Arginin-Langzeitstimulation (A) 

und Kurzzeitstimulation (B) aus LANGERHANS’schen Inseln von GK- (rosè) und Wistar-Ratten (blau). 
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Tabelle 6: Zusammenfassung der absoluten und relativen (bezogen auf dreiminütige 25mmol/l KCl-Stimulation) 

Intensitäten von Insulinantworten aus LANGERHANS’schen-Inseln von GK- und Wistar-Ratten. 

 

5.4 Plasmamelatonin und Befunde zur pinealen Melatoninsynthese 

 

5.4.1 Plasmamelatonin 
 

Die Melatoninplasmakonzentration der 6 Wochen alten Tiere zeigte hauptsächlich erniedrigte 

Werte bei den GK-Ratten. An den Zeitpunkten 06:00 und 09:00 Uhr glichen sich die Werte. 

Auffällig war ein vorzeitiger Anstieg der Melatoninplasmakonzentration bei GK-Ratten, der 

sich in einem signifikant (p < 0,05) höherem 21:00 Uhr Wert widerspiegelte. Die Maximal-

werte traten in dieser Altersgruppe um 1:30 Uhr auf und betrugen 900,8 ± 233,4 bei Wistar- 

bzw. 558,8 ± 122,7 pmol/l bei GK-Ratten. Bezogen auf den gesamten Tagesgang war die 

Erniedrigung der Melatoninplasmakonzentration bei GK-Ratten signifikant (p < 0,05). Die 42 

Wochen alten GK-Ratten zeigten über den gesamten Tag niedrigere Werte als altersgleiche 

Wistar-Ratten. Zum 9:00 Uhr Zeitpunkt glichen sich die Werte nahezu an. Die maximalen 

Melatoninplasmakonzentrationen wurden bei beiden Tierstämmen in dieser Altersgruppe um 

3:00 Uhr ermittelt. Sie betrugen 361,8 ± 9,5 bei Wistar- bzw. 154,7 ± 36,1 pmol/l bei GK-

Ratten. Bezogen auf den gesamten Tagesgang war die Erniedrigung der Melatoninplasma-

konzentrationen bei GK-Ratten mit p < 0,001 signifikant. Die aus jeweils 4 Tieren pro 

Messpunkt ermittelten Ergebnisse sind in Abb. 17 grafisch dargestellt. 

 

 

 

 

Stimulation Insulin GK-Ratten [%] Insulin Wistar-Ratten [%] 

   

15mM Glukose – erste Phase 85,2 119,9 

15mM Glukose – zweite Phase 270,1 441,4 

15mM Glukose – total 355,3 561,3 

15mM Arginin – erste Phase 317,3 249 

15mM Arginin – zweite Phase 630,4 559,7 

15mM Arginin – total 947,3 808,7 

25mM KCl 100 100 

25mM Glukose 23,2 55,7 

25mM Arginin 107,2 88,1 

1µM Forskolin 83,1 38,4 

5µM Forskolin 94,1 47,3 

3µM Forskolin 72,1 29,7 

10mM HCl 6630,8 6162,8 
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Abb. 17: Tagesgang der Melatoninplasmakonzentrationen von Wistar-Ratten (gebrochene Linie) und GK- Ratten 

(durchgezogene Linie), jeweils Mittelwert ± SEM, n = 4; 17a: 6 Wochen, 17b: 42 Wochen. 

 

5.4.2 Allgemeine Befunde zu den Pinealorganen  
 

Tabelle 7: Mittelwert ± SEM der Pinealgewichte, des pinealen Protein- und RNA-Gehaltes (jeweils n = 20) bei GK- 

und Wistar-Ratten unterschiedlichen Alters. p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Pinealgewicht [mg] Pineales Protein [µg] Pinealer RNA-Gehalt [µg] 
Alter 

[Wochen] 
Wistar p GK Wistar p GK Wistar p GK 

6-8 1,44 ± 0,08 n.s. 1,45 ± 0,10 57,1 ± 3,6 < 0,05 45,4 ± 3,0 32,7 ± 0,9 n.s. 33,3 ± 1,4 

p < 0,05  n.s. < 0,001  < 0,05 n.s.  n.s. 

42-50 1,76 ± 0,07 < 0,001 1,24 ± 0,1 82,4 ± 3,5 < 0,001 30,5 ± 3,4 27,7 ± 0,8 n.s. 29,2 ± 0,4 

 

Die Gewichte und der Gesamt-RNA-Gehalt der Epiphysen (Tab. 7) zeigte in der Gruppe der 

sechs Wochen alten Tiere keine signifikanten Unterschiede. Bei den 42 Wochen alten 

Wistar-Ratten hingegen trat eine Zunahme des Epiphysengewichtes, bei den GK-Ratten 

keine signifikante Veränderung ein. Die Pinealorgane von GK-Ratten wiesen einen 

geringeren Proteingehalt als die Pinealorgane von Wistar-Ratten auf. Alternsabhängig zeigt 

sich bei Wistar-Ratten eine Zunahme, bei GK-Ratten eine Abnahme des pinealen Protein-
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gehaltes. Der Gesamt-RNA-Gehalt ist bei Epiphysen 42 Wochen alter Tiere beider Stämme 

nicht signifikant verschieden, jedoch gegenüber den 6 Wochen alten Tieren vermindert. 

 

 
 

Abb. 18: cDNA-Gel der PCR-Produkte von Tryptophanhydroxylase (254 bp), Arylalkylamin-N-acetyltransferase 

(144 bp) und Hydroxyindol-O-methyltransferase (218 bp). (Längenstandard, Reaktionsprodukte von Proben einer 

6 Wochen alten Wistar-Ratte, H2O-Kontrolle). 

 

5.4.3 Tryptophanhydroxylase-mRNA 
 

Die real-time RT-PCR-Untersuchungen wiesen eine tendenzielle Verminderung der 

Tryptophanhydroxylase-mRNA während der Dunkelphase auf. Bei den 6 Wochen alten Tiere 

traten keine Unterscheide zwischen GK- und Wistar-Ratten auf. Bei 42-Wochen alten GK-

Ratten zeigte sich im Vergleich zu den 6-Wochen alten Tieren und im Vergleich zu 

altersgleichen Wistar-Ratten eine erhöhte pineale Tryptophanhydroxylase-mRNA-

Expression. 

 

5.4.4 Arylalkylamin-N-acetyltransferase-mRNA 
 

Die Expression der AANAT-mRNA in Pinealorganen wurde im Tagesverlauf erfasst. Bei den 

6 Wochen alten Tieren fand sich bei GK-Ratten ein früherer Anstieg der Expression als bei 

Wistar-Ratten. Die Expressionshöhe unterschied sich aber in dieser Altersgruppe im 

Tagesverlauf nicht signifikant. Wie auch bei den Gruppen der 42 Wochen alten Tiere war der 

Rhythmus der Expression nicht gestört. Die höchsten Gehalte an mRNA fanden sich etwa 

um 1:30 Uhr. In Pinealorganen 42 Wochen alter GK-Ratten war die AANAT-Expression im 

Vergleich zu altersgleichen metabolisch gesunden Wistar-Ratten deutlich erniedrigt. Die 

Amplitude der pinealen AANAT-mRNA-Expression (bezogen jeweils auf den Zeitraum 

zwischen von 12:00 bis 18:00 Uhr) war etwa 140 bei 6 Wochen alten Wistar-Ratten und 115 

bei 6 Wochen alten GK-Ratten. Die Epiphysen von 42 Wochen alten Tieren zeigten - für 

beide Tierstämme gleich - eine Amplitude von 62. 
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Abb. 19: Tagesgang der AANAT-mRNA-Expression (relativ zu RP 2-mRNA) der Pineale von Wistar-Ratten 

(gebrochene Linie) und GK-Ratten (durchgezogene Linie), jeweils Mittelwert ± SEM, n = 4; 19a: 6 Wochen, 19b: 

42 Wochen). 

 

5.4.4 Hydroxyindol-O-methyltransferase-mRNA 

 

Der Vergleich der Hydroxyindol-O-methyltransferase(HIOMT)-mRNA-Expression bei 6 

Wochen alten diabetischen GK- und metabolisch gesunden Wistar-Ratten fanden sich keine 

wesentlichen Unterschiede zwischen den Tierstämmen (Abb. 20a). Im Tagesgang der 

HIOMT-mRNA-Expression zeigte sich eine vermehrte Expression zu Beginn und 

insbesondere zur Mitte der Dunkelphase. Die Amplitude der HIOMT-mRNA-Expression wies 

im Tagesgang bei 6 Wochen alten Ratten geringe Werte auf. Bei den 42 Wochen alten GK-

Ratten zeigten sich ähnliche Verhältnisse. Bei Epiphysen 42 Wochen alter GK-Ratten war 

die HIOMT-mRNA-Expression im Vergleich zu Wistar-Ratten während der Dunkelphase 

erhöht. Die Epiphysen 42 Wochen alter Wistar-Ratten wiesen keine tageszeitabhängigen 

Veränderungen der HIOMT-mRNA-Expression auf (Abb. 20b). Weitere alternsabhängige 

Unterschiede der HIOMT-mRNA-Expression wurden nicht erfasst. 
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Abb. 20: Tagesgang der HIOMT-mRNA-Expression (relativ zu RP 2-mRNA) in Pinealen von Wistar-Ratten 

(gebrochene Linie) und GK-Ratten (durchgezogene Linie), jeweils Mittelwert ± SEM, n = 4; 20a: 6 Wochen, 20b: 

42 Wochen. 

 

5.4.6  Melatonin und seine Vorstufen in Pinealorganen 
 

Alle Vorstufen des Melatonins wurden in einer Probe im Rahmen eines HPLC-Laufes 

detektiert. Die Retentionszeiten veränderten sich im Laufe der Messungen gering. Die 

erhaltenene Daten wurden durch Messungen gegen einen Standard-Gemisch der Vorstufen 

überprüft. Das Chromatogramm von zur Mitte der Hellphase gewonnenen Proben (Abb. 21a) 

zeigte 5-Hydroxytryptophan (rt = 2,4 min), Tryptophan (rt = 4,1 min) und Serotonin (rt = 5,4 

min). N-Acetylserotonin (rt = 6,1 min) hingegen war chromatographisch nur von Proben der 

Dunkelphase detektierbar (Abb. 21b). Die Retentionszeit von Melatonin betrug rt = 31,7 min. 

Auch Melatonin war nur in Proben, die Mitte der Dunkelphase gewonnenen worden waren, 

nachweisbar. 
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Abb. 21: Synoptische Darstellung von HPLC-Messungen von 10 Pinealorganen (Abb. 21a: Hellphase, Abb. 21b: 

Dunkelphase). Die gepunktete Linie spiegelt ein Gemisch aus Lösungen von 5-Hydroxytryptophan (1), 

Tryptophan (2), Serotonin (3) und N-Acetylserotonin (4) wider. 

 

Der pineale Tryptophangehalt zeigte weder tageszeitliche noch alters- oder Tierstamm-

spezifische signifikante Unterschiede. Bei sonst nur tendenzieller Verminderung (Abb. 22) 

zeigte sich beim Vergleich zwischen 42 Wochen alten GK- und Wistar-Ratten (jeweils 

Hellphase) in den Pinealen von GK-Ratten signifikant weniger Tryptophan (123,54 ± 10,589 

vs. 66,31 ± 8,555 pmol, p < 0,01; Tab. 8).  

5-Hydroxytryptophan war in Pinealorganen von GK-Ratten im Vergleich zu den metabolisch 

gesunden Wistar-Ratten statistisch signifikant erniedrigt. Einzig der Vergleich von 6-Wochen 

alten Ratten beider Stämme (Dunkelphase) zeigte keinen signifikanten Unterschied (13,62 ± 

2,091 vs. 9,56 ± 2,308 pmol; p > 0,05). Die ermittelten pinealen 5-Hydroxytryptophanmengen 

lagen zwischen 3,31 ± 0,8 und 9,58 ± 2,31 pmol bei Epiphysen von GK-Ratten sowie 11,33 ± 

2.,7 und 13,62 ± 2,09 pmol bei Epiphysen von Wistar-Ratten. Es fanden sich keine 

tageszeitlichen oder alternsassoziierten Unterschiede (Abb. 23, Tab. 9). 

a 

b 
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Abb. 22: Mittelwert ± SEM des pinealen Tryptophangehaltes [pmol] von Wistar-Ratten (transparent) und GK- 

Ratten (grau), jeweils n = 6. Grau hinterlegte Balken: Mitte Dunkelphase. 

 

Tabelle 8: Mittelwert ± SEM des pinealen Tryptophangehaltes [pmol] von Wistar- und GK-Ratten, jeweils n = 6. 

Grau hinterlegte Felder: Mitte Dunkelphase, p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

6 69,47 6,95 55,30 7,64 n.s. 

6 71,43 3,50 57,07 9,54 n.s. 

42 123,54 10,59 66,31 8,55 < 0,001 

42 99,82 11,81 80,49 7,20 n.s. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Abb. 23: Mittelwert ± SEM des pinealen 5-OH-Tryptophangehaltes [pmol] von Wistar-Ratten (transparent) und 

GK-Ratten (grau), jeweils n = 6. Grau hinterlegte Balken: Mitte Dunkelphase. 
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Tabelle 9: Mittelwert ± SEM des pinealen 5-OH-Tryptophangehaltes [pmol] von Wistar- und GK-Ratten, jeweils n 

= 6. Grau hinterlegte Felder: Mitte Dunkelphase, p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

6 12,27 2,11 5,12 0,79 < 0,05 

6 13,62 2,09 9,58 2,31 n.s. 

42 11,54 1,60 3,31 0,80 < 0,01 

42 11,33 2,17 4,99 1,19 < 0,05 

 

Der Serotoningehalt war in Epiphysen von GK-Ratten in allen zu Wistar-Ratten verglichenen 

Gruppen signifikant geringer (Tab. 10). Weiterhin zeigten sich statistisch signifikante 

tageszeitabhängige Veränderungen mit erniedrigten pinealen Serotoninmengen während der 

Dunkelphase. Alternsabhängige Unterschiede wurden nicht festgestellt (Abb. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 24: Mittelwert ± SEM des pinealen Serotoningehaltes [pmol] von Wistar-Ratten (transparent) und GK-Ratten 

(grau), jeweils n = 6. Grau hinterlegte Balken: Mitte Dunkelphase. 

 

Tabelle 10: Mittelwert ± SEM des pinealen Serotoningehaltes [pmol] von Wistar- und GK-Ratten, jeweils n = 6. 

Grau hinterlegte Felder: Mitte Dunkelphase, p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

6 827,61 87,86 489,71 64,72 < 0,05 

6 449,81 98,09 136,16 17,00 < 0,05 

42 957,77 54,85 409,03 56,29 < 0,001 

42 333,29 47,12 183,16 37,09 < 0,05 

 

N-Acetylserotonin war in Proben, die zur Mitte der Hellphase gewonnen wurden, nicht 

nachweisbar. Der Vergleich 6-Wochen alter GK- und Wistar-Ratten zeigte keinen 
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signifikanten Unterschied. In den Epiphysen von 42-Wochen alten GK-Ratten fand sich 

jedoch signifikant weniger N-Acetylserotonin als in denen von Wistar-Ratten. Der pineale N-

Acetylserotoningehalt war bei 42-Wochen alten GK-Ratten signifikant (p < 0,01) niedriger als 

bei 6-Wochen alten GK-Ratten (Abb. 25 und Tab. 11). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 25: Mittelwert ± SEM des pinealen N-Acetylserotoningehaltes [pmol] von Wistar-Ratten (transparent) und 

GK-Ratten (grau), jeweils n = 6. Grau hinterlegte Balken: Mitte Dunkelphase. Während der Hellphase war das 

pineale N-Acetylserotonin nicht zu detektieren. 

 

Tabelle 11: Mittelwert ± SEM des pinealen N-Acetylserotoningehaltes [pmol] von Wistar-Ratten (transparent) und 

GK-Ratten (grau), jeweils n = 6. Grau hinterlegte Felder: Mitte Dunkelphase, p: Signifikanzniveau für Mann-

Whitney-U-Test. Während der Hellphase war das pineale N-Acetylserotonin nicht zu detektieren. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

6 12,27 4,89 19,17 1,57 n.s. 

42 21,19 4,85 10,65 1,54 n.s. 

 

Das pineale Melatonin war ebenso wie N-Acetylserotonin nur zur Mitte der Dunkelphase 

nachweisbar. Die in Epiphysen enthaltene Stoffmenge ist mindestens 10fach geringer als die 

seiner Vorformen. Es zeigte sich eine deutliche Alternsabhängigkeit mit signifikant (jeweils p 

< 0,01) niedrigeren Werten in der Gruppe der 42 Wochen alten Tiere. Bei 6 Wochen alten 

Tieren waren die in den Proben von GK-Ratten ermittelten Werte signifikant erniedrigt. Im 

Vergleich der Tierstämme bei 42 Wochen alten Tieren zeigte sich nur eine tendenzielle 

Verminderung in den Proben von GK-Ratten (Abb. 26 und Tab. 12). 
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Abb. 26: Mittelwert ± SEM des pinealen Melatoningehaltes [pmol] von Wistar- (transparent) und GK- (grau) 

Ratten, jeweils n = 6. Grau hinterlegte Balken: Mitte Dunkelphase. Während der Hellphase war das pineale 

Melatonin nicht zu detektieren. 

 

Tbl. 12: Mittelwert ± SEM des pinealen Melatoningehaltes [pmol] von Wistar- (transparent) und GK- (grau) Ratten, 

jeweils n = 6. Grau hinterlegte Felder: Mitte Dunkelphase, p: Signifikanzniveau für Mann-Whitney-U-Test. 

Während der Hellphase war das pineale Melatonin nicht zu detektieren. 
 

Alter Wistar GK  

[Wochen] M SEM M SEM p 

6 1,27 0,16 0,86 0,18 n.s. 

42 0,50 0,21 0,21 0,11 n.s. 
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6 Diskussion 

 

Diabetische Tiermodelle dienen der Aufklärung von humanen Diabetesformen. Die GK-

Ratten sind ein etabliertes Modell des Diabetes mellitus Typ 2.  

 

Bei den GK-Ratten fällt das im Vergleich zu metabolisch gesunden Kontrolltieren vermin-

derte Körpergewicht auf (Abb. 3). Diesbezüglich sind die Ergebnisse übereinstimmend zu 

denen anderer Arbeitsgruppen [75], auch zu denen von GOTO und KAKIZAKI selbst [72, 73]; 

dies steht im Gegensatz zur Situation bei anderen diabetischen Tiermodellen wie der NZO-

Maus und der ZDF- oder OLETF-Ratte [152-154]. Für die Halle’sche Population der GK-

Ratten konnten durch regelmäßige Überprüfungen Infektionskrankheiten als Grund des 

verminderten Gewichtes ausgeschlossen werden. Vergleichend zum Typ 2 Diabetes mellitus 

des Menschen entfällt für die GK-Ratte die (Körper-betonte) Adipositas als Manifestations-

faktor, obwohl Gewichtsabnahme und Kachexie auch zu den charakteristischen Symptomen 

des unbehandelten und manifesten Typ 2 Diabetes mellitus gehören. 

 

Die unter ad libitum-Bedingungen im Alters- und Tierstammvergleich ermittelten Blutglukose-

konzentrationen belegen die Manifestation der diabetischen Stoffwechsellage bei GK-Ratten 

zwischen der ersten und dritten Lebenswoche (Abb. 4). Einschränkend muss gesagt werden, 

dass die Erfassung der Werte mit einem für Rattenblut nicht validiertem System erfolgte. Die 

unkompliziert anzuwendenden Teststreifen (handelsübliches System, basierend auf der 

Glukose-Oxidase-Methode) wurden ausgewählt, da für Rattenblut validierte Verfahren nicht 

verfügbar waren und nur so eine schnelle Bestimmung mit minimalem Volumeneinsatz 

durchgeführt werden konnte. Da sich die Blutglukosekonzentrationen von in Diethyläthernar-

kose getöteten Ratten nicht von jenen unter einer Isoflurannarkose getöteten unterschieden 

(Daten nicht gezeigt), ist nicht von einer Beeinflussung der Absolutwerte durch Diethyläther 

auszugehen. Die für GK- und für Wistar-Ratten erhaltenen Absolutwerte stehen in Einklang 

mit den Resultaten anderer Arbeitsgruppen. Dies gilt auch für exemplarisch bestimmte 

Nüchtern-Blutglukosekonzentrationen (Daten nicht gezeigt). Blutglukosekonzentrationen bei 

GK-Ratten wurden bisher noch nicht unter Berücksichtigung von Alter- und Tageszeit 

publiziert. Vergleicht man die Blutglukosekonzentration von 3 und 6 Wochen alten GK- und 

Wistar-Ratten mit denen von 24 Wochen alten Tieren, so fällt ein signifikanter Abfall auf 

(Abb. 5 und Tab. 4). Diese Beobachtung kann mit einer geringgradig verminderten 

Glukosetoleranz bei jungen Tieren [155, 156] erklärt werden, die bei den GK-Ratten von 

einer kompensierten Hyperglykämie begleitet wird. Durch die Progression der metabolischen 

Störungen bei GK-Ratten nimmt der Unterschied in den Blutglukosenkonzentrationen beider 

Stämme mit dem Alter zu (Abb. 5). Dies belegen auch die Tageszeit-abhängigen 
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Untersuchungen (Abb. 6). Bei 6 Wochen alten GK-Ratten zeigen sich noch ausbalancierte 

Blutglukosekonzentrationen. Bei 42 Wochen alten GK-Ratten treten hingegen klare 

Tageszeit-abhängige Veränderungen auf. Diese finden sich – wenn auch nur sehr schwach 

– ebenso bei Wistar-Ratten. Hier ist das prandiale Geschehen ursächlich. Der deutlich 

höhere Anstieg bei den GK-Ratten zeigt eine schwer gestörte Glukosetoleranz an. Die 

parallel erfassten – und nicht adäquat ansteigenden – Plasmainsulinwerte (Abb. 8) machen 

deutlich, dass eine Störung der Glukose-stimulierten Insulinsekretion vorliegt. 

 

Betrachtet man die unter ad libitum-Bedingungen ermittelten Plasmainsulinwerte so zeigen 

sich bei den bis zu 6 Wochen alten GK-Ratten teilweise hypoinsulinämische Verhältnisse. 

Der bestehende Unterschied kehrt sich schliesslich in signifikante Hyperinsulinämie bei 24 

und 42 Wochen alten GK-Ratten um (Abb. 7). Andere Arbeitsgruppen publizierten Plasma-

insulinwerte von GK-Ratten im Vergleich zu metabolisch gesunden Kontrolltieren, die 

teilweise signifikant, teilweise nur tendenziell erniedrigt waren. Insofern bestätigen die in 

dieser Arbeit mitgeteilten Ergebnisse die bisher nur auf Einzelzeitpunkten beruhende 

bekannte Datenlage. Berücksichtigt man nun aber die zunächst für die 6 Wochen alten Tiere 

erhobenen Insulin-Tagesprofile – die ja auch die Zeitpunkte der Nahrungsaufnahme und das 

postprandiale Geschehen erfassen und nicht wie die meisten Untersuchungen nur punktuell 

während der Ruhephase der Tiere erfasste Werte widerspiegeln – so zeigen sich 

Hyperinsulinämie. Vor dem Hintergrund dieser Untersuchungen kann der vielfach gezogene 

Schluss, junge GK-Ratten seien hypoinsulinämisch, nur eingeschränkte Gültigkeit besitzen. 

Die zur Mitte der Hellphase ermittelten Insulinplasmakonzentrationen bestätigen die von 

anderen Arbeitsgruppen an jungen GK-Ratten durchgeführten Untersuchungen. Aber auch 

gegenteilige Daten sind publiziert [75]. Bisher wurden jedoch keine Studien durchgeführt, die 

das tageszeitliche und postprandiale Geschehen berücksichtigten. In der vorliegenden Arbeit 

wird also zum erstenmal eine nächtliche, mutmaßlich postprandiale, Hyperinsulinämie in 

jungen GK-Ratten mitgeteilt (Abb. 8). Die Ergebnisse der fluoreszenzimmunhistochemischen 

Untersuchungen belegen den mit der Dauer der diabetischen Stoffwechsellage 

zunehmenden Verlust von β-Zellen. Dies würde die bei 42 Wochen alten GK-Ratten 

geringere Hyperinsulinämie erklären. Ebenso erklärt sich der starke postprandiale Anstieg 

der Blutglukosekonzentration und das Fehlen einer postprandialen Hyperinsulinämie bei 42 

Wochen alten GK-Ratten. Bei 42 Wochen alten Wistar-Ratten zeigte sich hingegen während 

der Dunkelphase erhöhte Insulinkonzentrationen und nur ein äußerst geringer Anstieg der 

Blutglukosekonzentration (Abb. 6b und Abb. 8b). Dies belegt erstens die regelrechte 

physiologische Antwort bezüglich der Nahrungsaufnahme und zweitens die stabileren 

circadianen Rhythmen der älteren Tiere, welche - bei GK- und Wistar-Ratten - zu zeitgleicher 

Nahrungsaufnahme und synchronem Ansteigen der Plasmainsulinkonzentation führen. 
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Eine initial verminderten β-Zell-Anzahl bei GK-Ratten führt zu verminderter Insulinsekretion 

[157-159]. Dies wird dadurch bestätigt, dass die Behandlung mit glucagon-like peptide-1 

oder exendin-4 die Entwicklung der diabetischen Stoffwechsellage verzögert und abmildert 

[160]. Bei GK-Ratten besteht eine hereditäre, auf der Mutation des insulin degrading 

enzyme-codierenden Gens beruhende, Insulinresistenz [50]. Da diese Mutation auch beim 

Menschen existiert [161] entsprechen die Ergebnisse bekannten Phänomenen des humanen 

Typ 2 Diabetes. In Zusammenschau mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen zu 

Blutglukose und Plasmainsulin wird deutlich: Die verminderte Insulinwirkung führt schon in 6 

Wochen alten GK-Ratten zu einer Hyperglykämie. Die Hyperinsulinämie kompensiert den 

postprandialen Anstieg der Plasmaglukose. Die stärker verminderte Insulinwirkung führt in 

42 Wochen alten GK-Ratten zu einer deutlich stärker ausgeprägten Hyperglykämie als bei 

den jüngeren Tieren. Progredienter Verlust und Dedifferenzierung der pankreatischen β-

Zellen machen die Mehrsekretion von Insulin unmöglich. Dafür spricht der postprandiale 

Anstieg der Blutglukosekonzentration bei den 42 Wochen alten GK-Ratten. 

 

Die sichere Manifestation der diabetischen Stoffwechsellage bei männlichen GK-Ratten 

verbunden mit dem – im relativen Vergleich zum Menschen – frühen Manifestationsalter sind 

jedoch nicht charakteristisch für den humanen Typ 2 Diabetes mellitus. 

 

Glukose-Sensor 

 

Das glucose sensing ist eine grundlegende und spezifische Funktion der pankreatischen β-

Zelle. Es wird durch eine ungestörte Funktion beider Komponenten des Glukosesensors, 

GLUT 2 und Glucokinase, ermöglicht. Der Glukosetransporter ermöglicht hierbei den Ein-

strom von Glukose in die β-Zelle durch erleichterte Diffusion [162]. Die in einer gewissen Zeit 

die Zellmembran passierende Stoffmenge steigt linear mit der Konzentrationsdifferenz. 

Voraussetzung hierfür ist die hauptsächlich und insulinunabhängige Lage des Transporters 

in der Zellmembran, sein hoher KM-Wert [44] sowie eine hinreichende Menge an GLUT 2. 

Die niedrigaffine Isoform IV der Hexokinase (Glucokinase) katalysiert die ATP-abhängige 

Glukose-6-Phosphorylierung. Hierbei handelt es sich um den geschwindigkeitsbestim-

menden Schritt der Glukosemetabolisierung in der pankreatischen β-Zelle. Andere GLUT- 

und Hexokinase-Isoformen haben unter physiologischen Bedingungen keine Relevanz für 

Gukoseaufnahme und -phosphorylierung. Neben anderen Ursachen sind Störungen des 

glucose sensing einer der Hauptfaktoren, die zu einer diabetischen Stoffwechselstörung 

beitragen. Diese Störungen können hereditär – wie zum Beispiel Mutationen im Glucokinase-

gen [163] – oder erworben sein. Hyperglykämie und β-Zellstress führen zu progredienten 
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glucose sensing-Defekten und Dedifferenzierung der β-Zellen [164]. Dies umfasst auch die 

verminderte Expression und zytoplasmatische Akkumulation von GLUT 2 - ein weit 

bekanntes Phänomen bei diabetischen Tiermodellen [44, 165, 166] - und die verminderte 

Aktivität von Glucokinase. Die vermehrte Expression und Aktivität von Hexokinase I und 

Glukose-6-Phosphatase wurde in β-Zellen diabetischer Individuen ebenso beobachtet. 

Erstere kann ein bedeutendes Ausmaß annehmen [167, 168]. Letztere führt zur Dephos-

phorylierung von Glukose-6-Phosphat und dadurch zu ineffizientem glucose sensing. Dies 

wiederum führt zum indirekten Verlust von ATP, einem verminderten Glukose-induziertem 

Anstieg des ATP/ADP-Verhältnisses und somit einer verminderten Glukose-stimulierten 

Insulinsekretion [169, 170]. Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse bestätigen diese 

Beobachtungen. So konnte eine Reduktion der β-Zellanzahl und eine cytoplasmatische 

Akkumulation von GLUT 2 in β-Zellen gezeigt werden (Abb. 14). Diese Tendenzen waren 

alternsabhängig und weisen auf eine reduzierte Glukoseaufnahme der pankreatischen β-

Zellen hin. Die tageszeitabhängigen Veränderungen der GLUT 2-mRNA Expression wurden 

bisher noch nicht untersucht. Jedoch sollte bedacht werden, dass GLUT 2 unter physiolo-

gischen Bedingungen nicht der limitierende Faktor für die Glukoseutilisation der pankrea-

tischen β-Zelle ist. Andererseits kann eine Aufregulation von GLUT 2 unter diabetischen 

Bedingungen entstehende Funktionsstörungen teilweise kompensieren. Die Alterationen des 

GLUT 2-assoziierten Glukosetransportes erklären aber nicht die diabetische 

Stoffwechsellage der GK-Ratten [166]. 

 

Die verminderte Expression und vermehrt (peri-)nukleäre Lage der Glucokinase - wie durch 

real-time RT-PCR und Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie bestätigt - weisen auf eine 

gestörte Glukose-6-Phosphorylierung der pankreatischen β-Zellen von GK-Ratten hin. Die β-

Zell-Glucokinase war bisher weder Gegenstand morphologischer noch alternsabhängiger 

Untersuchungen bei GK-Ratten. Die hier vorliegenden Ergebnisse unterstützen jedoch 

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die eine verminderte Translokation von 

Glucokinase in den Hepatocyten von ZDF- und GK-Ratten zeigten [154]. Das Vorhandensein 

von Glucokinase im Zellkern von Hepatocyten ist anerkannt. Die glukoseabhängige 

Translokation vom nukleären zum cytoplasmatischen Kompartiment ermöglicht eine 

glukosestimulierte Glukose-Phosphorylierung [171, 172]. Die perinukleäre Lokalisation von 

Glucokinase in pankreatischen β-Zellen wurde von NOME et al. [173] beschrieben. Auch 

wurde eine lösliche Fraktion mit höherer enzymatischer Aktivität von einer intrazellulär 

gebundenen mit niedriger enzymatischer Aktivität unterschieden [174]. Weitere 

Untersuchungen sind notwendig um zu klären, inwiefern die glukoseregulierte intrazelluläre 

Bindung von Glucokinase - beispielsweise an Insulingranula [175] - oder die Translokation 

und Regulation der β-Zell Glucokinase identisch zu der in Hepatocyten ist. 
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Die hier vorgelegten Ergebnisse zu tageszeitlichen Veränderungen der Glucokinase-mRNA 

Expression ermöglichen eine neue Sicht der funktionellen Bedeutung des glucose sensing. 

Die unveränderte Tagesrhythmik der Expression von GLUT 2- und Glucokinase-mRNA bei 

GK-Ratten war unerwartet und gegensätzlich zu den in der Literatur geäußerten 

Vermutungen [176]. Vergleicht man die Phasen erhöhter Glucokinase-mRNA Expression 

und die postprandiale Phase – die von einem Anstieg der Blutglukose bei 42 Wochen alten 

GK-Ratten bestimmt wird (Abb. 13) – zeigt sich eine Phasenverschiebung von 3 bis 6 h. 

Nimmt man für die Synthese des enzymatisch aktiven Glucokinase-Proteins eine ebensolche 

Zeitspanne an und berücksichtigt eine Glucokinase-Halbwertszeit von 19 bis 30 h [177, 178], 

so würden die maximale Nahrungsaufnahme und die maximale Glucokinase-Aktivität 

pankreatischer β-Zellen “in Phase“ liegen. Die hierdurch optimierte Insulinsekretion führt zur 

Vermeidung postprandialer Hyperglykämie. Über rhythmische Insulinsekretion mit 

unterschiedlichen Frequenzen, zum Beispiel ultradiane [37, 38] und circadiane Rhythmen 

der Insulinsekretion wird in der Literatur mehrfach berichtet. Dieses Phänomen wurde sowohl 

unter in vivo- [40, 42, 179] als auch in vitro-Bedingungen [39] beobachtet. Die rhythmische 

Expression von Genen des Glukose-Sensor Komplexes könnte Ursache der rhythmischen 

Insulinsekretion aus pankreatischen β-Zellen der Ratten sein. 

 

Die hier dargelegten Ergebnisse legen einen progressiven Defekt des glucose sensing bei 

GK-Ratten nahe, an dem beide Komponenten des Glukose-Sensor Komplexes - GLUT 2 

und Glucokinase - beteiligt sind. 

 

Wie in den Perifusionsexperimenten an den Inseln neonater Ratten gezeigt sind Störungen 

des glucose sensing, reduzierte (erste Phase) Glukose-stimulierten Insulinsekretion und 

verminderter Insulingehalt pro Insel frühzeitige Ereignisse der Manifestation der diabetischen 

Stoffwechsellage von GK-Ratten. Hinzu kommt eine hereditäre Insulinresistenz durch 

verminderte Aktivität des insulin-degrading enzyme [50, 55]. Entgegen anderen Arbeiten 

[180] ist es unwahrscheinlich, dass die reduzierte erste Phase Glukose-stimulierten Insu-

linsekretion auf einer verminderten Anzahl zellmembrangebundener Insulingranula beruht. 

Diese Annahme wird durch die eigenen Ergebnisse der Arginin- und KCl-Stimulationen in 

den Perifusionsuntersuchungen widerlegt, da sich hierbei eine stärkere Insulinfreisetzung als 

bei alleiniger Glukosestimulation zeigte (Abb. 16). Die relative Sekretion war bei GK- und 

Wistar-Ratten ähnlich. Die absolute Sekretionsmenge war - bei gleicher Anzahl von LANGER-

HANS’schen-Inseln je Perifusionssäule - durch die bei GK-Ratten verminderte β-Zellanzahl 

verringert (Abb. 16 und Tab. 6). Dies wird durch Daten anderer Arbeitsgruppen bestätigt, da 

der Insulingehalt pro Nanogramm insulärer DNA in GK- und Wistar-Inseln ähnlich ist [75, 



 - 54 -  

169]. Entsprechend sind die LANGERHANS’schen-Inseln von GK-Ratten kleiner als jene von 

Wistar-Ratten, was den eigenen mikroskopischen Beobachtungen entspricht. Die bemer-

kenswert höhere Forskolin-induzierte Insulinsekretion der Inseln von GK-Ratten kann mit 

dem Vorhandensein einer bekannten Punktmutation im Promotorbereich des Adenylat-

cyclase-3-Gens zusammenhängen. Diese führt zur vermehrten Expression von Adenylat-

cyclyase-3 und dadurch zu einer erhöhten cAMP-Synthese der β-Zellen von GK-Ratten [181, 

182]. Die cAMP-Freisetzung von „im Batch“ kultivierten LANGERHANS’schen-Inseln der GK-

Ratten war nach Stimulation mit 3 beziehungsweise 5 µmol/l Forskolin höher als jene aus 

Inseln der Wistar-Ratten (Daten nicht gezeigt). Da GK-Ratten Inseln offensichtlich kleiner 

sind und nur den halben DNA-Gehalt der Wistar-Ratten Inseln [169] aufweisen, ergibt sich 

hieraus ein weiterer Beleg für eine relative cAMP-Überproduktion. 

 

Melatonin 

 

Die pineale Melatoninsynthese wird durch aus sympathischen Nervenendigungen 

freigesetztes Noradrenalin stimuliert [123]. Es steigert die Melatoninsynthese durch 

Erhöhung der Aktivität der Tryptophanhydroxylase, der AANAT sowie der HIOMT. Dadurch 

wird die Hypothese erniedrigter Melatoninsynthese und -freisetzung im Falle einer durch 

Diabetes hervorgerufenen Neuropathie des Sympathikus - wie von O’BRIEN et al. [183] und 

TUTUNCU et al. [184] postuliert - plausibel. Gerade für die schon bei GK-Ratten im Alter von 6 

Wochen gefundenen niedrigeren Melatoninplasmakonzentrationen scheint dieser 

Erklärungsansatz allerdings nicht plausibel, da die diabetische Stoffwechsellage nur kurz und 

mäßig ausgeprägt ist. Das beobachtete Phänomen könnte also - gerade bei 6 Wochen alten 

Tieren - auf drei prinzipielle Ursachen zurückzuführen sein: 1. Störungen der pinealen 

Melatoninsynthese, 2. Erhöhung des Verteilungsvolumens für Melatonin und 3. Erhöhte 

Melatoninclearance bei diabetischen GK-Ratten. Berücksichtigt man das niedrigere 

Körpergewicht von GK-Ratten und den amphiphilen Charakter des Melatonins, so müsste 

das Verteilungsvolumen bei GK-Ratten erniedrigt und daher die Melatoninplasma-

konzentrationen erhöht sein. Fragen des Melatoninabbaus und seiner Clearance wurden im 

Rahmen dieser Arbeit nicht bearbeitet, da pineale Prozesse im Vordergrund stehen sollten 

und andernfalls der Rahmen der Arbeit gesprengt worden wäre. Folglich wurden die 

Substrate der Melatoninsynthese und die Vorstufen des Melatonins untersucht. 

 

Die Epiphysen von GK- und Wistar-Ratten der verschiedenen Altersgruppen waren 

hinsichtlich des Gesamt-RNA-Gehaltes gleich (Tab. 7). Das Gewicht der Epiphysen 42-

Wochen alter GK-Ratten und der pineale Proteingehalt bei GK-Ratten ist gegenüber den 
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Epiphysen von Wistar Ratten vermindert. Dies kann Ausdruck einer Hypotrophie der 

Epiphysen sein, die sich bei bestehender autonomer Neuropathie entwickelt hat. 

 

Obwohl der Tryptophanplasmakonzentrationen nur bedingt mit dem pinealen 

Tryptophangehalt korreliert [185], können erniedrigte Tryptophanplasmakonzentrationen 

beim Menschen zu einer verminderten Melatoninsynthese führen [186]. Ein unter 

diabetischer Stoffwechsellage auftretender Tryptophanmangel kann eine Verminderung der 

cerebralen Serotoninsynthese bei Ratten verursachen [187, 188]. Dies könnte dann zu einer 

Verminderung der pinealen Melatoninsynthese sowie der Melatoninplasmakonzentrationen 

führen. In anderen Untersuchungen gefundene diurnale Veränderungen der Tryptophan-

plasmakonzentrationen [189] oder des pinealen Tryptophangehaltes [185] konnten in den 

eigenen Untersuchungen nicht bestätigt werden (Abb. 22). Die Tryptophan-

plasmakonzentrationen (Daten nicht gezeigt) und der pineale Tryptophangehalt war 

zwischen beiden Tierstämmen nicht signifikant verschieden. Die über ein hochaffines 

Transportersystem [85] realisierte Tryptophanaufnahme in die Pinealocyten von diabetischen 

GK-Ratten ist also ungestört. 

 

Die in den Epiphysen von GK-Ratten deutliche - und in drei der vier verglichenen Gruppen 

auch signifikante - Erniedrigung des 5-OH-Tryptophans weist auf eine verminderte Aktivität 

der pinealen Tryptophanhydroxylase hin (Abb. 23). Trotz der bekannten circadian-rhyth-

mischen Synthese dieses Enzyms [190] und nachgewiesener Aktivitätssteigerung während 

der Dunkelphase [91, 92] zeigten sich keine circadianen Veränderungen des pinealen 5-OH-

Tryptophangehaltes. Die Tryptophanhydroxylase-mRNA-Expression zeigte keine diurnalen 

Veränderungen. Die pineale Tryptophanhydroxylase (Isoform 1; EC 1.14.16.4) katalysiert 

den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Serotoninsynthese [86-88]. Unter 

Berücksichtigung eines KM-Wertes von 7,8 ± 2,2 µmol/l [191] und der ermittelten pinealen 

Tryptophankonzentrationen (etwa 55-95 µmol/l) wird klar, dass die pineale Tryptophan-

hydroxylase im 7 bis 12-fachen halbmaximalen Sättigungsbereich - also vollständig gesättigt 

- arbeitet. Mit einer Substrathemmung muss bei Konzentrationen über 70 µmol/l gerechnet 

werden [191]. Eine Reduzierung der Tryptophanhydroxylase-Aktivität wurde bei diabetischer 

Stoffwechsellage (IDDM) beobachtet [188], dieses Phänomen war durch Insulingabe 

reversibel [187]. Die Hydroxylierung von Tryptophan erfolgt in Gegenwart von Eisen (Fe2+), 

Sauerstoff und Tetrahydrobiopterin (5,6,7,8-Tetrahydropteridin) [192, 193]. Im Rahmen einer 

diabetischen Stoffwechsellage wurden erniedrigte Tetrahydrobiopterin-Konzentrationen in 

verschiedenen Geweben von OLETF-Ratten [194], Mäusen [195] und Ratten [196] mit STZ-

induziertem Diabetes und auch im Aorten-Gewebe von GK-Ratten [197] nachgewiesen. 

Tetrahydrobiopterin spielt nicht nur bei der Melatoninsynthese eine Rolle. Es ist auch 
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essentieller Kofaktor der Tyrosinhydroxylase [193]. Hierbei handelt es sich um ein 

Schlüsselenzym der Katecholaminsynthese [198]. In Zusammenfassung mit Ergebnissen 

anderer Arbeitsgruppen sind also reduzierte Konzentrationen von Serotonin, Melatonin, 

Adrenalin und Noradrenalin sowohl bei diabetischen GK-Ratten als auch Typ 2 diabetischen 

Patienten bekannt [199, 200]. Dies wird durch publizierte Ergebnisse über reduzierte 

cerebrale [201] und hippocampale [202] Serotoninmengen bei diabetischen Ratten weiter 

gestützt. Insgesamt können die in diabetischen GK-Ratten gefundenen Verminderungen des 

pinealen 5-OH-Tryptophangehaltes - und ihre Folgen – auf einem Tetrahydrobiopterin-

Mangel beruhen. 

 

Weder bei der Tryptophanaufnahme in die Pinealocyten noch bei der Decarboxylierung des 

5-OH-Tryptophanes durch die Aromatische-Aminosäure Decarboxylase [123] tritt eine 

Sättigung ein, also sind circadiane Veränderungen des pinealen 5-OH-Tryptophangehaltes 

auch nicht zu erwarten, weil das Edukt Tryptophan im Überschuss zufließt und das Reak-

tionsprodukt 5-OH-Tryptophan (pineale Konzentration etwa 3 bis 15 µmol/l) sofort durch die 

Decarboxylase (KM-Wert etwa 19 µmol/l [203]) verbraucht wird. Letzteres wird auch durch die 

relativ geringe Stoffmenge pinealen 5-OH-Tryptophanes deutlich (vgl. Abb. 23 und Abb. 22, 

24). Cofaktor der Aromatischen-Aminosäure Decarboxylase ist Pyridoxalphosphat [95, 96]. 

Die Konzentrationen von Pyridoxalphosphat sind bei diabetischen Individuen erniedrigt. Die 

für das pineale Serotonin gezeigten Ergebnisse (Abb. 24) erklären sich aus den erniedrigten 

5-OH-Tryptophankonzentrationen in den Epiphysen diabetischer GK-Ratten. Die in den 

durchgeführten Untersuchungen bei stoffwechselgesunden Wistar-Ratten ermittelten 

pinealen Serotoninmengen (333 bis 957 pmol) sind höher als die von anderen Untersuchern 

angegebenen (25 bis 250 pmol) [98, 99]. Die Ergebnisse zeigen weiter, dass das Tagesprofil 

des pinealen Serotonins (Abb. 24) invers zu dem des Melatonins (Abb. 26) ist [99]. Dies 

könnte im Zusammenhang mit rhythmischen Änderungen der AANAT-Aktivität stehen [103]. 

In der Epiphyse von Ratten ist die AANAT-Aktivität vorwiegend transkriptionell reguliert [104-

107]. Die etwa 150fache Aufregulation der AANAT-mRNA-Expression in den 6 Wochen alten 

metabolisch gesunden Wistar-Ratten steht im Einklang zu früheren Untersuchungen anderer 

Arbeitsgruppen. In einer früheren Publikation von Peschke et al. [204] konnte eine 

unauffällige Aktivität der pinealen AANAT (je mg pinealen Gesamtproteins) beschrieben 

werden. Die Gesamt-AANAT-Aktivität (pro Pineal) war jedoch bei den diabetischen GK-

Ratten erniedrigt. Dies kann Resultat einer verminderten Noradrenalinwirkung und 

vermehrten AANAT-Abbaus sein. 

 

Die mRNA-Daten zur AANAT-Expression und die durchgeführten Aktivitätsmessungen 

belegen die bekannte circadian-rhythmische Aktivitätserhöhung in der Dunkelphase [204]. 
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Diese Aktivitätserhöhung erklärt auch die im Vergleich zur Hellphase während der 

Dunkelphase erniedrigten Serotoninwerte in Epiphysen von GK- und Wistar-Ratten (Abb. 

24). Unabhängig hiervon zeigte sich eine alternsabhängige Verminderung der pinealen 

Serotoninkonzentrationen bei GK- und Wistar-Ratten sowohl während der Hell- als auch 

Dunkelphase. Da bei den 5-OH-Tryptophankonzentrationen keine solchen Veränderungen 

auftreten und die AANAT-mRNA-Expression alternsabhängig vermindert ist, sind 

alternsabhängige Veränderungen der Aromatischen-Aminosäure Decarboxylase zwingend. 

Für dieses Enzym ist eine circadian-rhythmische Expression beschrieben, die der 

vermehrten Bereitstellung von Serotonin als Substrat der AANAT während den 

Dunkelphasen dient. 

 

Die AANAT gilt als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der pinealen Melatoninsynthese. 

Insbesondere unter der Bedingung sehr hoher AANAT-Aktivität während der Dunkelphase, 

kann jedoch die HIOMT zum geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Melatoninsynthese 

werden [123, 205]. Bei den 6 Wochen alten Ratten zeigten sich hinsichtlich der pinealen 

AANAT-mRNA-Expression keine relevanten Unterschiede zwischen GK- und Wistar-Ratten. 

Messungen der AANAT-Aktivität wiesen jedoch bei GK-Ratten eine verringerte AANAT-

Aktivität pro Pineal auf [204], wohingegen die AANAT-Aktivität pro Milligramm pinealen 

Gesamtproteins ebenso wie die mRNA-Expression kaum Unterschiede erkennen ließ. Es 

wurden keine Untersuchungen zum AANAT-Proteingehalt, dem Phosphorylierungsgrad und 

der Expression regulatorischer Proteine durchgeführt. Die AANAT-Aktivität kann auch über 

den intrazellularen Redox-Status beeinflusst werden. Dies geschieht über die Bildung 

intramolekularer Disulfidbrücken aus freien Sulfhydrylgruppen, was zu einer 

Konformationsänderung und Aktivitätsverlust des Enzyms führt. Über diesen Mechanismus 

erklärt sich auch die in vitro-Inaktivierung der AANAT durch Disulfidbrücken enthaltende 

Proteine wie Insulin [114]. Verminderungen des Glutathion-Gehaltes zu Gunsten von 

Glutathion-Disulfid im Rahmen diabetischer Stoffwechsellagen sind bekannt [206]. Ob dieser 

Mechanismus unter in vivo-Bedingungen zu einer relevanten Verminderung der AANAT-

Aktivität und folglich der Melatoninsynthese führt, bleibt fraglich. Entsprechende Untersuch-

ungen wurden bisher nicht publiziert. In der Gruppe der 42 Wochen alten Ratten zeigte sich 

eine niedrigere AANAT-mRNA-Expression in den Epiphysen von GK-Ratten (Abb. 19b). Eine 

Phasenverschiebung trat nicht auf. Die ermittelten Mengen an N-Acetylserotonin in 

Pinealorganen von 42 Wochen alten GK-Ratten waren geringer als in jenen von 6 Wochen 

alten GK-Ratten (Abb. 25). Sie verhalten sich damit ähnlich wie die ermittelten Serotonin-

mengen. Die ausschließliche Detektierbarkeit von N-Acetylserotonin während der Dunkel-

phase spiegelt die circadian-rhythmische Aktivität der AANAT wider. 
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Wie auch N-Acetylserotonin war das Melatonin nur in Proben von während der Dunkelphase 

entnommenen Epiphysen detektierbar. Betrachtet man die im Mittel detektierten Stoff-

mengen so ist eindeutig, dass Melatonin im Pinealorgan nicht gespeichert wird. Dies erklärt 

sich unter anderem aus der Amphiphilie des Melatonins. Entsprechende Aussagen finden 

sich auch in den publizierten Arbeiten anderer Gruppen [122, 123]. Die ermittelten pinealen 

Melatoninmengen der untersuchten Tiergruppen verhalten sich verhältnismäßig ebenso 

zueinander wie die Melatoninplasmakonzentrationen. Dies erklärt sich über die Diffusion des 

synthetisierten Melatonins aus den Pinealocyten und dem somit von anderen Faktoren 

unabhängigem Fließgleichgewicht zwischen intra- und extrazellulärem Melatonin. Die hier 

ermittelten pinealen Melatoninmengen waren geringer als jene bereits für Wistar-Ratten 

publizierten [207]. Andererseits lagen aber die ermittelten Melatoninplasmakonzentrationen 

über den von anderen Gruppen beschriebenen [123]. 

 

Die Rhythmizität der Melatoninplasmakonzentrationen war bei diabetischen GK-Ratten 

erhalten. Im Rahmen der erfassten Messpunkte zeigte sich keine relevante Verschiebung 

der Maxima (Abb. 17). Sowohl bei GK als auch in Wistar-Ratten zeigte sich ein deutlich 

alternsassoziierter Abfall der Melatoninplasmakonzentrationen. Auch beim Menschen ist die 

alternsabhängige Reduzierung der Melatoninplasmakonzentrationen bekannt [208, 209]. Der 

bei GK-Ratten stärker ausgeprägte relative alternsassoziierte Abfall kann auf einer 

progredienten Störung im Sinne einer Neuropathie des autonomen Nervensystems beruhen. 

Dies würde auch die im Vergleich der 42 Wochen alten GK- und Wistar-Ratten verminderte 

AANAT-mRNA-Expression erklären und mit Hinweisen auf eine Funktionseinschränkung von 

Epiphysen mit zunehmendem Alter übereinstimmen. 

 

Die Einflüsse von Melatonin auf den Stoffwechsel wurden vielfach untersucht. Melatonin 

senkt die Insulinsekretion von Ratten-Insulinom (INS-1) Zellen und LANGERHANS’ Inseln von 

Ratten und Mäusen [127, 142]. In anderen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass die 

Entfernung der Epiphyse zu einer Hyperglykämie führen kann, pinealektomierte Tiere also 

eine Diabetes-ähnliche Stoffwechselstörung entwickeln können [210-212]. Aber auch 

gegensätzliche Ergebnisse wurden publiziert. So zeigte sich nach Zufuhr exogenen 

Melatonins ein Anstieg der Blutglukose [213] und eine Verminderung der Insulinsekretion 

[214, 215]. Auch über die Reduktion der Blutglukosewerte und erhöhte 

Plasmainsulinkonzentrationen nach Pinealektomie wurde berichtet [216, 217]. Basierend auf 

der Tatsache, dass Melatonin die Insulinkonzentrationen bei Menschen [218] und Ratten 

[219, 220] senkt, besteht Konsens über eine hemmende Wirkung der Epiphyse auf die 

Insulinsekretion pankreatischer β-Zellen. Die Hemmung der Insulinsekretion durch Melatonin 

soll durch den MT2-Rezeptor pankreatischer β-Zellen mediiert werden [221]. Bestimmte 
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Genotypen des MT2-Rezeptors führen dabei zu einer verminderten Glukosetoleranz [222]. 

Der länger bekannte – und dem MT1-Rezeptor zugeschriebene – Effekt von Melatonin auf 

die pankreatische β-Zelle wurde teilweise zurückgewiesen, weil sich bei Untersuchungen an 

Goldhamstern [223], Ratten und Mäusen kein hemmender Effekt von Melatonin auf die 

Glukose-stimulierte Insulinsekretion zeigte. Auch die basale Insulinfreisetzung von Ratten- 

und Mäuse-β-Zellen blieb unbeeinflusst [224, 225]. Bei Rattenmodellen des non-IDDM zeigte 

sich nach langzeitiger Melatoningabe eine verringerte Hyperinsulinämie, die auf eine 

Minderung der Insulinresistenz zurückgeführt wird. Der Effekt kommt über eine 

Normalisierung des Profils der Plasmalipide zustande. Die Blutglukosekonzentration blieb 

unverändert [143]. Nach erfolgter Pinealektomie zeigten sich gegensätzliche Ergebnisse 

sowie ein Anstieg der Blutglukosekonzentration [226]. Aber auch eine direkte Aktivierung von 

Insulinrezeptoren durch Melatonin wurde beschrieben [227]. Bezüglich der Beeinflussung der 

diabetischen Stoffwechsellage fanden sich ähnliche Befunde auch bei Patienten mit 

Diabetes mellitus Typ 2 [228, 229]. 

 

Die pineale Melatoninsynthese wurde in Abhängigkeit von Tageszeit und Alter bei 

diabetischen GK-Ratten und metabolisch gesunden Wistar-Ratten als Kontrolltieren 

untersucht. Die bei diabetischen GK-Ratten im Vergleich zu metabolisch gesunden Wistar-

Ratten insgesamt signifikant erniedrigten Melatoninplasmakonzentrationen sind vergleichbar 

mit der bekannten Phänomenologie bei Ratten und Hamstern mit Streptozotocin-induziertem 

Diabetes [230-232] [207, 231, 232]. Letztlich kann sich aber die Situation bei diesen 

Tiermodellen mit chemisch-induziertem Diabetes von jener in spontan diabetischen GK-

Ratten unterscheiden. Aber auch bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 zeigte sich ein 

Fehlen der nocturnalen Melatoninspitzenkonzentrationen [204]. Der Einfluss von Insulin auf 

die (Noradrenalin-stimulierte) pineale Melatoninsynthese ist weniger gut untersucht. In einer 

Arbeit von GARCIA et al. [233] wird eine Stimulierung der pinealen Melatoninsynthese durch 

Insulin postuliert. Die eigenen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt) legen hingegen eine Insulin-

mediierte Verminderung der Noradrenalin-stimulierten pinealen Melatoninsynthese nahe. 

Dieser Effekt kann durch eine Aktivierung der p38-MAP-Kinase erklärt werden, da die 

Aktivierung dieser Kinase nachweislich die AANAT-Aktivität vermindert [234]. Diabetische 

STZ-Ratten, ein Tiermodell mit absolutem Insulinmangel, weisen hingegen erhöhte pineale 

Melatoninsynthese und Melatoninplasmakonzentrationen auf [235]. 
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7 Zusammenfassung 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Halle’sche Population der GOTO-KAKIZAKI 

(GK) Ratten, ein Typ 2 diabetisches Tiermodell, hinsichtlich der diabetischen Stoffwechsel-

lage, des pinealen Melatoninstoffwechsels und der Melatoninplasmakonzentration unter-

sucht. Als Kontrolltiere dienten metabolisch gesunde Wistar-Ratten. Es wurde gezeigt, dass 

Hyperglykämie und Hypoinsulinämie bei neugeborenen und bis zu 3 Wochen alten GK-

Ratten auf einer reduzierten Anzahl pankreatischer β-Zellen, vermindertem Insulingehalt der 

β-Zellen und Störungen des glucose-sensing bei verminderter Glucokinase-mRNA-

Expression beruhen. Glukosetransporter 2 (GLUT 2) und Glucokinase zeigen ein tageszei-

tliches Muster ihrer mRNA-Expression. Dies führt zum zeitgleichen Maximum der Glukose-6-

Phosphorylierung mit der Fressphase der Ratten, und verstärkt die Glukose-stimulierte 

Insulinsekretion und vermindert die postprandiale Hyperglykämie. Der Rhythmus der 

Expression von Genen des Glukose-Sensor-Komplexes ist bei GK-Ratten nicht gestört. Bei 6 

und 24 Wochen alten GK-Ratten zeigt sich eine kompensierte Hyperglykämie. Dies ist durch 

nahezu normale GLUT 2-mRNA-Expression und Hyperinsulinämie bedingt, obwohl die 

Glucokinase-mRNA-Expression erniedrigt ist. Die Dekompensation der metabolischen 

Situation bei 42-Wochen alten GK-Ratten ist durch Zerstörung der β-Zellen mit nahezu 

fehlendem GLUT 2 in der Zellmembran und weiter verminderter Glucokinase-Expression 

bedingt. Dies zeigt sich im Blutglukose-Tagesprofil der 42 Wochen alten GK-Ratten. Der 

Einfluss von Melatonin auf die Blutglukosekonzentration und den Glukosestoffwechsel ist 

vielfach beschrieben. Der Grund für gestörte diurnale Rhythmen der Plasmamelatonin-

konzentrationen bei diabetischen Tiermodellen oder Typ 2 Diabetikern ist unklar. Deshalb 

wurden Melatonin und seine Vorstufen (Tryptophan, 5-Hydroxytryptophan, Serotonin und N-

Acetylserotonin) in Epiphysen diabetischer GK-Ratten und stoffwechselgesunder Wistar-

Ratten mittels high performance liquid chromatography (HPLC) untersucht. Tageszeit- und 

alternsabhängige Effekte wurden berücksichtigt. Es wurde die Expression der Tryptophan-

hydroxylase-, der Arylalkylamin-N-acteyltransferase- und der Hydroxyindol-O-methyl-

transferase-mRNA ermittelt. Es zeigten sich Anhaltspunkte für eine verminderte Aktivität der 

Tryptophanhydroxylase mit Verminderung aller Vorstufen des Melatonins ab dem 5-

Hydroxytryptophan in Epiphysen diabetischer GK-Ratten. Die Plasmamelatoninkon-

zentrationen waren bei GK-Ratten erniedrigt. Beide Tierstämme wiesen das typische 

Tagesprofil und einen alternsabhängigen Abfall der Plasmamelatoninkonzentration auf. Die 

Ergebnisse belegen den hemmenden Einfluss von Insulin auf die pineale Melatoninsekretion. 
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9 Thesen 

 

1. GK-Ratten der Halle’schen Kolonie zeigen im Vergleich zu metabolisch gesunden 

Wistar-Ratten bereits in frühem Lebensalter Hyperglykämie und Hyperinsulinulinämie. 

 

2. Bei GK-Ratten zeigt sich frühzeitig eine gestörte Glukose-stimulierte Insulinsekretion. 

Diese wird durch die verminderte Funktion des Glukosetransporters 2 und der 

Glucokinase in den pankreatischen β-Zellen mitverursacht. 

 

3. Glukosetransporter 2- und Glucokinase-mRNA werden in pankreatischen β-Zellen 

von Wistar- und GK-Ratten circadian rhythmisch exprimiert. 

 

4. GK-Ratten weisen eine Insulinresistenz auf. 

 

5. Die durch Insulinsekretionsstörung, Insulinresistenz, gestörte Glukosetoleranz und 

Hyperglykämie charakterisierte Stoffwechselstörung von GK-Ratten ist alterns-

abhängig progredient. 

 

6. GK-Ratten sind ein geeignetes Tiermodell für den humanen Diabetes mellitus Typ 2. 

 

7. Analog zur Situation in Typ 2 diabetischen Patienten zeigen in sich bei diabetischen 

GK-Ratten im Vergleich zu metabolisch gesunden Wistar-Ratten verringerte 

Melatoninplasmakonzentrationen. 

 

8. Die in GK-Ratten verringerten Melatoninplasmakonzentrationen sind auf eine 

verminderte pineale Melatoninsynthese zurückzuführen. 

 

9. Die verminderte pineale Melatoninsynthese resultiert nicht aus einem pinealen 

Tryptophanmangel. Sie lässt sich auf eine verminderte Aktivität des Enzyms 

Tryptophan 5-Hydroxylase zurückführen. 

 

10. Verminderte Melatoninplasmakonzentrationen verschlechtern eine ohnehin 

diabetische Stoffwechsellage bei Typ 2 diabetischen Individuen. 
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