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 1

1. Einleitung	

1.1 Diabetes	mellitus	

Der	 Diabetes	 mellitus	 umfasst	 eine	 ätiologisch	 und	 pathogenetisch	 heterogene	 Gruppe	

chronischer	 Erkrankungen	 des	 Kohlenhydratstoffwechsels,	 wobei	 die	 Hyperglykämie	 das	

gemeinsame	 Charakteristikum	bildet.	 Laut	 Definition	 der	 American	Diabetes	 Association	wird	

zwischen	dem	Typ	1‐	und	Typ	2‐Diabetes	mellitus	sowie	einem	Gestationsdiabetes	und	anderen	

spezifischen	Diabetestypen	unterschieden	[1].	

Aktuellen	 Studien	 zufolge	 leiden	 derzeit	weltweit	 366	Millionen	Menschen	 an	 einem	Diabetes	

mellitus	[2].	Dabei	entfallen	90%	der	Erkrankten	auf	den	Typ	2‐Diabetes	mellitus	(T2DM)	und	

5–10%	 auf	 die	 Insulin‐abhängige	 Form,	 den	 Typ	 1‐Diabetes	 mellitus	 (T1DM)	 [3].	

Folgeerkrankungen	 des	 Diabetes	 mellitus	 wie	 Bluthochdruck,	 diabetische	 Retinopathie	 und	

Neuropathie,	 kardiovaskuläre	 Krankheiten	 sowie	 Mikro‐	 und	 Makroangiopathien	 stellen	

aufgrund	 der	 steigenden	 Prävalenz	 eine	 zunehmende	 Belastung	 der	 Gesellschaft	 und	 ihrer	

Gesundheitssysteme	dar.	

Der	 T2DM	 wird	 ausgelöst	 durch	 eine	 Insulinresistenz,	 welche	 meist	 mit	 einer	 Störung	 der	

Insulinsekretion	 einhergeht.	 Uǆ bergewicht	 und	 Bewegungsmangel	 sowie	 genetische	 Faktoren	

gelten	als	die	wichtigsten	Ursachen,	um	an	einem	T2DM	zu	erkranken	 [4].	 Im	Gegensatz	dazu	

entsteht	 der	 T1DM	 durch	 eine	 autoimmunologische	 Zerstörung	 der	 pankreatischen	 β‐Zelle.	

Dabei	 hat	 der	 T1DM	 ebenso	 wie	 der	 T2DM	 auch	 multifaktorielle	 Ursachen,	 welche	 sowohl	

genetische	als	auch	umwelt‐	und	ernährungsbedingte	Faktoren	einschließen.	Beispielsweise	sind	

mehr	als	20	Regionen	des	humanen	Genoms	in	die	genetische	Veranlagung	des	T1DM	involviert.	

Neben	Genen	der	HLA‐Region	des	Chromosoms	6	spielen	vor	allem	auch	das	Ins‐Gen	sowie	das	

Ctla‐4‐Gen	eine	Rolle	in	der	Genetik	des	T1DM	[5].	Als	Umweltfaktoren	wurden	Enteroviren	wie	

das	 Coxsackie‐Virus	 B	 [6]	 und	 die	 steigende	 Exposition	 mit	 Kuhmilchprotein	 in	 der	

frühkindlichen	Ernährung	[7]	sowie	ein	Vitamin‐D‐Mangel	identifiziert	[8].	

1.2 Die	„innere	Uhr“	

Viele	Vorgänge	des	menschlichen	Körpers	wie	z.	B.	Schlaf‐Wach‐Verhalten,	Nahrungsaufnahme,	

Körpertemperatur	 und	 Blutdruck	 aber	 auch	 Stoffwechselfunktionen	 wie	 die	 Sekretion	 von	

Hormonen	unterliegen	einem	täglich	wiederkehrenden	Rhythmus	[9,10].	Die	Anpassung	unseres	

Körpers	an	die	tageszeitlich	wechselnden	Lichtverhältnisse	stellt	einen	wichtigen	Aspekt	in	der	

Evolution	des	Lebens	dar.	
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Hauptcharakteristikum	 „innerer	 Uhren“	 ist	 die	 Erzeugung	 eines	 endogenen	 Rhythmus,	 der	

unabhängig	 von	 äußeren	 Einflüssen	 (sogenannten	 „Zeitgebern“)	 vorliegt	 [11].	 Dieser	 innere	

Rhythmus	 besitzt	 unter	 freilaufenden	 Bedingungen,	 z.	 B.	 konstanter	 Dunkelheit,	 eine	

Periodenlänge	 von	 ca.	 24	 h,	 und	 wird	 daher	 auch	 als	 „circadian“	 (lat.	 circa	 „um	 (herum),	

ungefähr“	 und	dies	 „Tag“)	 bezeichnet	 [12].	Beim	Menschen	beträgt	 die	 Periodenlänge	24,5	bis		

25	 h	 [13],	 bei	 bestimmten	Hamsterarten	 22,5	 h	 [14].	 Verschiedene	 Zeitgeber	 korrigieren	 und	

synchronisieren	diesen	endogenen	Rhythmus	mit	der	geophysikalischen	Tageslänge	von	genau	

24	 h,	 was	 als	 Entrainment	 bezeichnet	 wird	 [15].	 Temperatur,	 soziale	 Signale	 und	 Melatonin	

stellen	 neben	 dem	 natürlichen	 Tag‐Nacht‐Lichtwechsel,	 als	 wichtigsten	 externen	 Reiz,	 einige	

weitere	Synchronisatoren	dar	[16].	Ein	auf	diese	Weise	angepasster	Rhythmus	wird	als	„diurnal“	

bezeichnet.	 Grundsätzlich	 sollte	 daher	 zwischen	 circadianen,	 freilaufenden	 (circadiane	 Zeit,	

circadian	time,	CT)	und	diurnalen,	synchronisierten	Abläufen	(Zeitgeberzeit,	zeitgeber	time,	ZT)	

unterschieden	 werden.	 Die	 Zeitgeberzeit	 diurnaler	 Rhythmen	 entspricht	 dabei	 den	

Versuchsbedingungen	 des	Hell‐Dunkel‐Rhythmus	 (L:D).	 Bei	 einem	Rhythmus	 von	 L:D	 =	 12:12	

bedeutet	 dies,	 dass	mit	 ZT	 0	 die	 Hellphase	 beginnt	 und	 ZT	 12	 dem	 Beginn	 der	 Dunkelphase	

entspricht.	

1.3 Der	zentrale	circadiane	Oszillator	

Nach	heutiger	Auffassung	ist	die	„innere	Uhr“	der	Säugetiere,	welche	als	photoneuroendokrines	

System	(PNS)	bezeichnet	wird,	 aus	drei	Grundbausteinen	 zusammengesetzt	 [11].	 Zuerst	 leiten	

Photorezeptoren	des	Auges	 Informationen	aus	der	Umwelt	an	einen	zentralen,	den	endogenen	

Rhythmus	 generierenden	 Schrittmacher	 (Nucleus	 suprachiasmaticus,	 SCN).	 Konsekutiv	

vermitteln	 neuronale	 und	 neuroendokrine	 Effektorzellen,	 z.	 B.	 Pinealozyten	mittels	Melatonin	

die	Informationen	weiter	in	die	Peripherie.	

Die	 oberste	 Steuereinheit	 und	 das	 neurologische	Korrelat	 für	 die	 Generierung	 des	 endogenen	

circadianen	 Rhythmus	 befindet	 sich	 im	 paarig	 angelegten	 SCN	 des	 ventralen	 Hypothalamus	

[14,17]	(Abb.	1).	Der	zentrale	Schrittmacher	wird	auch	als	master	clock	oder	central	pacemaker	

bezeichnet	 [10].	 Diese	 Ansammlung	 von	 Nervenzellen	 des	 SCN	 befindet	 sich	 oberhalb	 der	

Sehnervenkreuzung,	 Chiasma	 opticum,	 und	 besteht	 bei	 Ratten	 und	 Mäusen	 aus	 ca.	 20.000	

einzelnen	Neuronen	[18].	 Jedes	Neuron	ist	 in	der	Lage,	einen	eigenen	Rhythmus	zu	generieren	

und	 endogen	 mit	 einer	 Periode	 von	 etwa	 24	 h	 zu	 oszillieren	 [17].	 Die	 Synchronisation	 der	

Aktivität	des	SCN	an	einen	24‐stündigen	Tag‐Nacht‐Rhythmus	geschieht	über	photische	Signale	

aus	 dem	 Stratum	 ganglionare	 der	 Retina.	 In	 der	 Retina	 befinden	 sich	 zum	 einen	 blaues	 Licht	

absorbierende	 Melanopsin‐enthaltende	 Ganglienzellen	 und	 zum	 anderen	 grünes	 Licht	
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absorbierende	 Zapfen,	 welche	 zu	 den	 Neuronen	 des	 SCN	 projizieren	 [19‐21].	 Uǆ ber	 eine	

multisynaptische	 Neurotransmission	 hat	 der	 SCN	 Anschluss	 an	 die	 Epiphysis	 cerebri,	 wo	 die	

Bildung	 und	 Freisetzung	 des	 Neurohormons	 Melatonin	 gesteuert	 wird	 [22].	 Die	 Bindung	 von	

Melatonin	 an	 hochselektive	 Melatoninrezeptoren	 des	 SCN	 führt	 einerseits	 zur	

Aktivitätshemmung	 des	 SCN,	 andererseits	 besteht	 die	 Möglichkeit	 der	 Feineinstellung	 der	

circadianen	Phase	[23‐25].	

1.4 Epiphysis	cerebri	–	vom	Licht	zum	Melatonin	

Die	ersten	Erwähnungen	der	Epiphysis	cerebri	(Pineal	gland,	Glandula	pinealis,	Epiphyse)	gehen	

bis	auf	das	3.	Jahrhundert	zurück,	wobei	Erasistratos	von	Keos	und	Herophilos	von	Chalkedon,	

zwei	Anatomen,	spekulierten,	die	Epiphyse	würde	als	ein	Ventil	agieren	und	so	den	Fluss	unserer	

Gedanken	 kontrollieren	 [26].	 Im	 17.	 Jahrhundert	war	 es	 Descartes,	 der	 die	 Epiphyse	 in	 einen	

Zusammenhang	mit	der	Wahrnehmung	von	photischen	Signalen	aus	der	Umwelt	brachte	 [22].	

Anatomisch	 wird	 sie	 sowohl	 zum	 Epithalamus	 als	 auch	 zu	 den	 zirkumventrikulären	 Organen	

gerechnet,	und	liegt	als	kleine	zapfenförmige	Struktur	an	der	Hinterwand	des	3.	Ventrikels	über	

der	Vierhügelplatte	des	Mittelhirns	[27].	

Als	 Effektor	 des	 PNS	 geschieht	 die	 Regulation	 der	 epiphysären	 Melatoninsynthese	 über	

zahlreiche	 neuronale,	 endokrine	 und	 parakrine	Mechanismen,	 hauptsächlich	 jedoch	 über	 eine	

noradrenerge	 sympathische	 Erregung	 [22].	Während	 Pinealozyten	 niederer	Wirbeltiere	 direkt	

lichtempfindlich	sind,	einen	endogenen	Rhythmus	generieren	und	Melatonin	als	Ausgangssignal	

produzieren,	 wurden	 sie	 im	 Zuge	 der	 Phylogenese	 bei	 den	 Mammalia	 zu	 rein	 sekretorischen	

Zellen,	deren	circadiane	Schrittmacher‐Funktion	vom	SCN	übernommen	wurde	[28].	

Während	 der	 Hellphase	 aktiviert	 kurzwelliges,	 blaues	 Licht	 über	 eine	 retinohypothalamische	

Projektion	 (Glutamatsekretion)	 die	 Neurone	 des	 SCN,	 welche	 über	 die	 Ausschüttung	 von		

γ‐Aminobuttersäure	 die	 Aktivität	 des	 hypothalamischen	 Nucleus	 paraventricularis	 (PVN)	

hemmen	 [29].	 Infolgedessen	 wird	 die	 Melatoninsynthese	 gehemmt.	 Umgekehrt	 führt	 die	

während	 der	 Dunkelheit	 resultierende	 abnehmende	 Aktivität	 des	 SCN	 zu	 einer	 Glutamat‐

vermittelten	 Aktivierung	 des	 PVN.	 Die	 konsekutive	 Ausschüttung	 von	 Noradrenalin	 (NA)	 aus	

postganglionären	 Neuronen	 des	 Ganglion	 cervicale	 superius	 (SCG)	 stimuliert	 die	

Melatoninsynthese.	 Bei	 tag‐	 sowie	 nachtaktiven	 Säugetieren	wirkt	 die	 Epiphyse	 als	 Vermittler	

circadianer	Prozesse	[24].	Uǆ ber	die	Freisetzung	von	Melatonin	passt	sie	den	Organismus	an	die	

photoperiodisch	wechselnden	Verhältnisse	des	Tages	an.	
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Abb.	1:	Darstellung	des	photoneuroendokrinen	Systems	der	Säuger.	Uǆ ber	 lichtempfindliche	Ganglienzellen	des	
Stratum	ganglionare	retinae	(RET)	gelangt	Lichtinformation	über	den	Tractus	retinohypothalamicus	(RHT)	zum	paarig	
angelegten	 Nucleus	 suprachiasmaticus	 (SCN)	 des	 Hypothalamus.	 Der	 SCN	 innerviert	 über	 eine	 kurze	 Bahn	 zum	
benachbarten	Nucleus	paraventricularis	 (PVN).	Vom	PVN	projizieren	 lange	Bahnen	zu	den	sympathischen	Neuronen	
der	 Columna	 intermediolateralis	 (IMC),	 welche	 mit	 präganglionären	 Fasern	 das	 Ganglion	 cervicale	 superius	 (SCG)	
innerviert.	Postganglionäre	Fasern	des	SCG	enden	unter	anderem	an	der	Epiphyse	(PIN),	und	bewirken	während	der	
Dunkelheit	 durch	 die	 Freisetzung	 von	 Noradrenalin	 (NA)	 die	 Synthese	 und	 Sekretion	 von	 Melatonin	 (MEL).	 Uǆ ber	
Melatoninrezeptoren	wirkt	Melatonin	 negativ	 rückkoppelnd	 auf	 den	 SCN.	 Die	 eingefügte	 Abbildung	 beschreibt	 die	
Schwankung	der	Melatoninkonzentration	 in	der	humanen	Epiphyse	 über	den	Tag	 (angegeben	als	pmol/mg	Protein,	
Abbildung	nach	Maronde	und	Stehle,	2007	[30]).	

1.5 Melatonin	

Melatonin	 (N‐Acetyl‐5‐methoxytryptamin),	 das	wichtigste	 Sekretionsprodukt	 der	 Epiphyse,	 ist	

ein	sich	von	der	essentiellen	Aminosäure	L‐Tryptophan	(Trp)	ableitendes	Indolamin	[31].	Neben	

der	 Epiphyse	 wurde	 es	 in	 zahlreichen	 anderen	 Organen	 und	 Zellen	 wie	 dem	

Gastrointestinaltrakt,	dem	Knochenmark,	 in	Leukozyten,	 im	 Innenohr,	der	Haut	sowie	anderen	

Regionen	 des	 zentralen	 Nervensystems	 und	 der	 Retina	 nachgewiesen	 [32].	 Durch	 den	

hemmenden	 Einfluss	 auf	 die	 neuronale	 Aktivität	 des	 SCN	 synchronisiert	 Melatonin	 als	

humoraler	 Zeitgeber	 die	 „innere	 Uhr“	 mit	 der	 tatsächlichen	 Tageszeit	 [33].	 Neben	 seiner	

Funktion	 als	 Zeitgeberhormon	 hat	 Melatonin	 auch	 einen	 Einfluss	 auf	 die	 Reproduktion,	 das	

Schlafverhalten	sowie	die	Entstehung	von	Krebs	und	Diabetes	mellitus	[29].	

NA	 besitzt	 bei	 Säugetieren	 eine	 Schlüsselrolle	 für	 die	 Regulation	 der	Melatoninsynthese	 [22].	

Während	der	Nacht	wird	NA	in	einer	bis	zu	100‐fach	höheren	Konzentration	aus	den	Endigungen	

postsynaptischer	Neurone	des	SCG	in	den	perivaskulären	Raum	freigesetzt	[34].	Die	Bindung	von	

NA	an	β1‐	und	α1B‐adrenerge	Rezeptoren	der	postsynaptischen	Membran	von	Pinealozyten	führt	

zur	 konsekutiven	 Aktivierung	 von	 Proteinkinasen.	 Diese	 wiederum	 beeinflussen	 sowohl	 auf	

Transkriptionsebene	 als	 auch	 auf	 Ebene	 der	 Enzymaktivität	 und	 ‐stabilität	 die	 Enzyme	 der	
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Melatoninsynthese	 und	 fördern	die	Melatoninproduktion.	Uǆ ber	α2‐adrenerge	Rezeptoren	 kann	

NA	aber	auch	hemmend	auf	die	Synthese	von	Melatonin	wirken	[35,36].	

Trp	 ist	das	Substrat	 für	 die	 Synthese	von	Melatonin,	welches	von	den	Pinealozyten	aktiv	 über	

einen	neutralen	Aminosäuretransporter	der	Monocarboxylattransporter‐Familie	 aufgenommen	

wird	 [37].	 Die	 mitochondriale	 Tryptophanhydroxylase	 1,	 welche	 durch	 NA	 stimuliert	 wird,	

katalysiert	die	Umwandlung	von	Trp	zu	5‐Hydroxytryptophan,	welches	anschließend	durch	die	

zytosolische	 Aromatische‐L‐Aminosäure‐Decarboxylase	 zu	 Serotonin	 (5‐Hydroxytryptamin)	

umgewandelt	 wird.	 Serotonin	 wird	 durch	 die	 Arylalkylamin‐N‐acetyltransferase	 (AANAT)	 zu		

N‐Acetylserotonin	umgesetzt.	Die	sich	anschließende	O‐Methylierung	durch	die	Hydroxyindol‐O‐

methyltransferase	 (HIOMT),	 welche	 den	 Cofaktor	 S‐Adenosyl‐L‐methionin	 benötigt,	 führt	 zur	

Bildung	von	Melatonin	[29]	(Abb.	2).	

Die	 AANAT	 stellt	 das	 geschwindigkeitsbestimmendes	 Enzym	 der	 Melatoninsynthese	 dar	 [38].	

Die	Mechanismen,	welche	zum	nächtlichen	Anstieg	der	Melatoninkonzentration	führen,	weisen	

jedoch	 deutliche	 Spezies‐spezifische	 Unterschiede	 auf.	 Die	 Regulation	 kann	 dabei	 sowohl	 auf	

Ebene	der	Transkription	als	auch	auf	Ebene	der	Enzymaktivität	und	‐stabilität	erfolgen	[28].	Der	

nächtliche	 Anstieg	 der	 Melatoninsynthese	 ist	 bei	 Ratten	 und	 Mäusen	 beispielsweise	

hauptsächlich	 auf	 eine	 circadiane	 Erhöhung	 der	 Aanat‐Transkription	 und	 in	 Konsequenz	 der	

AANAT‐Aktivität	 zurückzuführen	 [22].	 Zusätzlich	 konnte	 bei	 Ratten	 gezeigt	 werden,	 dass	

posttranslationale	Mechanismen	die	Aanat‐Transkription	 sowie	 das	AANAT‐Protein	 regulieren	

[28].	Beim	Menschen	wiederum	führt	die	konstitutive	Expression	des	Aanat‐Transkripts	zu	einer	

konstanten	 Bildung	 des	 AANAT‐Proteins,	 welches	 während	 der	 Hellphase	 unverzüglich	

proteasomal	abgebaut	wird	[28].	

Das	stark	 lipophile	Melatonin	diffundiert	direkt	nach	der	Synthese	 in	den	perivaskulären	Spalt	

und	gelangt	von	dort	ins	Blut	[22].	Seine	Halbwertszeit	im	Blut	beträgt	in	etwa	20	Minuten	[39].	

Beim	Menschen	steigt	die	Melatoninsynthese	kurz	nach	Beginn	der	Dunkelheit	an,	erreicht	ihren	

Höhepunkt	 in	 der	Mitte	 der	Nacht	 (10‐	 bis	 15‐facher	Anstieg),	 und	 fällt	während	 der	 zweiten	

Hälfte	 der	 Nacht	 wieder	 ab	 [40].	 Die	 Plasma‐Melatoninkonzentrationen	 unterliegen	 zudem	

saisonalen	 Schwankungen,	 wobei	 es	 während	 der	 Wintermonate	 zu	 einer	 verlängerten	

Sekretionsdauer	 und	 erhöhten	 Werten	 kommt	 [41].	 Außerdem	 schwankt	 die	 Plasma‐

Melatoninkonzentration	 in	 Abhängigkeit	 vom	 Alter	 [42].	 So	 weisen	 bis	 zu	 drei	 Monate	 alte	

Säuglinge	 eine	 sehr	 geringe	 Sekretion	 von	 Melatonin	 auf,	 wohingegen	 die	 Sekretion	 im	

Kleinkindalter	ansteigt,	eine	circadiane	Rhythmik	erhält	und	zwischen	dem	4.	und	7.	Lebensjahr	

ihr	Maximum	erreicht	(im	Mittel	1400	pmol/l).	Danach	fällt	sie	um	10	‐	15%	pro	Lebensdekade	

ab.	 Tag‐Nacht‐Unterschiede	 in	 der	 Melatoninsekretion	 fehlen	 bei	 älteren	 Menschen	 [42].	 Bei	
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gesunden	 Jugendlichen	 konnten	 im	 Mittel	 Werte	 von	 40	 pmol/l	 während	 des	 Tages	 und		

260	pmol/l	während	der	Nacht	gemessen	werden	[43].	Entsprechende	Normwerte	der	Plasma‐

Melatoninkonzentration	der	Ratte	sind	43	‐	86	pmol/l	am	Tag	und	344	‐	430	pmol/l	in	der	Nacht.	

 

Abb.	2:	Schematische	Darstellung	der	Melatoninsynthese.	Abbildung	modifiziert	nach	Kleszczynski,	2012	[44].	

Obwohl	 Melatonin	 membrangängig	 ist,	 vermittelt	 es	 seine	 Hauptwirkung	 über	 zwei	

membranständige	 Melatoninrezeptor‐Isoformen,	 die	 als	 Melatoninrezeptor	 MT1	 und	 MT2	

bezeichnet	 werden	 [45,46].	 Dabei	 handelt	 es	 sich	 um	 Pertussistoxin‐sensitive	 inhibitorische		

G‐Protein‐gekoppelte	Membranrezeptoren.	Sie	wirken	als	Homodimere,	möglicherweise	auch	als	

Heterodimere,	 und	 sind	 durch	 sieben	 Transmembran‐Domänen	 gekennzeichnet	 [47].	 Beide	

Rezeptortypen	kommen	in	zahlreichen	Organen	und	Geweben	[48],	einschließlich	des	Pankreas	
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[49,50],	 vor.	 Die	 Melatonin‐vermittelte	 Aktivierung	 der	 Melatoninrezeptoren	 führt	 über	 eine	

Hemmung	 der	 Adenylatcyclase	 zur	 Senkung	 der	 Konzentration	 an	 zyklischem	

Adenosinmonophosphat	 (cAMP)	 [22].	 Zudem	 sind	 Einflüsse	 auf	 die	 intrazelluläre	 Calcium‐

Konzentration	 über	 Pertussistoxin‐insensitive	 Gq/11‐Proteine	 bekannt	 [51].	 Der	 MT2‐Rezeptor	

wiederum	 senkt	 zusätzlich	 über	 eine	 Hemmung	 der	 Guanylatcyclase	 die	 Konzentration	 des	

zyklischen	Guanosinmonophosphats	(cGMP)	[48].	

Der	 Abbau	 des	 im	 Blut	 zirkulierenden	 Melatonins	 erfolgt	 zu	 92	 ‐	 97%	 in	 der	 Leber	 durch	

Monooxygenasen	der	Cytochrom	P450‐Familie	CYP1A1,	CYP1A2	und	CYP1B1	 [32].	Durch	eine	

sich	 anschließende	 Konjugation	 können	 die	Metabolite	 über	 den	 Urin	 ausgeschieden	werden,	

davon	50	‐	80%	als	sulfatiertes	Derivat	und	5	‐	30%	als	Glukuronid	[52].	

1.6 Molekulare	Grundlage	der	„inneren	Uhr“	

Für	die	Funktion	der	„inneren	Uhr“	sind	eine	Reihe	zentraler	Uhrengene,	die	sogenannten	„core	

clock	 genes“,	 welche	 in	 nahezu	 allen	 Zellen	 des	 Körpers	 aktiv	 sind,	 bedeutungsvoll.	 Die	

Proteinprodukte	 dieser	 Uhrengene	 funktionieren	 als	 sich	 gegenseitig	 beeinflussende	

Rückkopplungsschleifen,	welche	ihre	eigene	Transkription	und	Translation	regulieren	[10].	

Im	 Zentrum	 des	 Uhrenmechanismus	 der	 Säuger	 stehen	 die	 beiden	 Uhrengene	 Circadian	

locomotor	 output	 cycle	 kaput	 (Clock)	 und	Brain	 and	muscle	 aryl	 hydrocarbon	 receptor	 nuclear	

translocator‐like1	 (Bmal1)	 als	 aktivierender	 Teil	 der	 Uhr	 [53]	 (Abb.	 3).	 Ihre	 Proteinprodukte	

stellen	 Transkriptionsfaktoren	 der	 basic	 helix‐loop‐helix	 (bHLH)‐PAS‐(Period‐Arnt‐Single‐

minded)‐Familie	 dar.	 Uǆ ber	 ihre	 PAS‐Domäne	 bilden	 sie	 zu	 Beginn	 des	 subjektiven	 Tages	

Heterodimere,	welche	 hochselektiv	 an	 spezifische	DNA‐Elemente,	 sogenannte	Enhancer‐Boxen	

mit	 der	 Nukleotidsequenz	 CACGTG,	 binden.	 Bmal1	 wird	 im	 SCN	 rhythmisch	 mit	 maximalen	

Werten	während	des	Licht‐Dunkel‐Wechsels	exprimiert	[54].	Im	Gegensatz	dazu	weist	weder	die	

mRNA‐Expression	 noch	 die	 Proteinsynthese	 des	 Heterodimerpartners	 Clock	 im	 SCN	

tageszeitliche	Schwankungen	auf	[55,56].	

CLOCK‐BMAL1‐Heterodimere	 führen	 zu	 einem	 Anstieg	 der	 circadianen	 Expression	 der	

Uhrengene	Period	 (Per1,	Per2	 und	Per3)	 sowie	Cryptochrome	 (Cry1	 und	Cry2),	 wobei	 sich	 die	

Expression	antiphasisch,	d.	h.	um	12	h	verschoben,	zu	der	des	Bmal1	verhält	[57]	(Abb.	3).	PER	

und	 CRY	 fungieren	 als	 negativer	 Ast	 der	 Schleife,	 indem	 sie	 die	 Aktivität	 DNA‐gebundener	

CLOCK‐BMAL1‐Komplexe	sowie	die	eigene	Transkription	der	Per‐	und	Cry‐Gene	hemmen.	

CLOCK‐BMAL1‐Heterodimere	binden	außerdem	an	E‐Boxen	im	Promotor	des	Orphan‐Rezeptors	

Reverse	 erythroblastosis	 virus‐α	 (Rev‐erbα)	 sowie	 des	 Retinoic	 acid‐related	 orphan	 receptor‐α	
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(Rorα)	 [58].	 Deren	 Proteinprodukte	 bilden	 über	 die	 Bindung	 an	 Retinoic	 acid–related	 orphan	

receptor	 response	 elements	 (ROREs)	 eine	 zusätzliche	 transkriptional‐translational	 regulierende	

Schleife	und	stabilisieren	so	den	Uhrenmechanismus	 [59].	REV‐ERBα	 führt	 als	Repressor	 über	

seine	Bindung	im	Bmal1‐Promotor	zu	einer	verminderten	Transkription	von	Bmal1,	während	die	

Transkription	 von	 Per	 und	 Cry	 gefördert	 wird	 [58,60].	 PER2	 wiederum	 greift	 positiv	 in	 die	

Transkriptionskontrolle	 ein,	 indem	 es	 die	 Transkription	 von	 Rev‐erbα	 inhibiert	 [61].	 Indem	

RORα	mit	REV‐ERBα	um	die	Bindungsstellen	des	Bmal1‐Promotors	konkurriert,	 steigert	er	als	

Aktivator	die	Expression	von	Bmal1	[62].	

 

Abb.	 3:	 Schematische	 Darstellung	 des	 circadianen	 Uhrenmechanismus.	 B,	 Bmal	 =	 Brain	 and	 muscle	 aryl	
hydrocarbon	receptor	nuclear	translocator‐like	1;	CK	=	Caseinkinase;	C,	Clock	=	Circadian	locomotor	output	cycle	kaput;	
Cry	 =	 Cryptochrome,	 E‐Box	 =	 Enhancer	 Box;	 Per	 =	 Period;	 Rev‐erbα	 =	 Reverse	 erythroblastosis	 virus‐α;	 ROREs	 =	
Retinoic	acid–related	orphan	 receptor	 response	 elements;	 Rorα	=	Retinoic	acid‐related	orphan	 receptor‐α	 (Abbildung	
modifiziert	nach	Reppert	und	Weaver,	2002	[10]).	

1.7 Der	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	

Auch	 das	 Insulin	 zeigt	 beim	 Menschen	 eine	 diurnale	 Rhythmik,	 allerdings	 mit	 höheren	

Serumkonzentrationen	während	des	Tages	und	abfallenden	Werten	in	der	Nacht	[63,64].	Obwohl	

die	 Blutglukosekonzentration	 in	 Korrelation	 zur	 Nahrungsaufnahme	 steht,	 konnte	 bei	

nüchternen	 Ratten	 gezeigt	 werden,	 dass	 der	 diurnale	 Rhythmus	 der	 Insulinsekretion	

unabhängig	 von	 Veränderungen	 der	 Blutglukose	 aufrechterhalten	 bleibt	 [65].	 Auch	 weisen	

sowohl	die	Glukosetoleranz	als	auch	die	Insulinsensitivität	beim	Menschen	[66]	und	bei	Nagern	
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[67]	eine	deutliche	diurnale	Rhythmizität	auf.	Dies	lässt	vermuten,	dass	außer	des	funktionalen	

Zusammenhangs	zwischen	Insulin	und	Glukose	weitere	Schrittmacher	die	diurnalen	Variationen	

dieser	beiden	Merkmale	hervorrufen.	

Die	 Wechselwirkung	 zwischen	 Melatonin	 und	 Insulin	 sowie	 dem	 damit	 verbundenen	

Blutglukosespiegel	wird	kontrovers	diskutiert	[68].	Zum	einen	konnte	gezeigt	werden,	dass	eine	

chirurgische	 Entfernung	 der	 Epiphyse,	 Pinealektomie	 genannt,	 zu	 stark	 erniedrigten	 Plasma‐

Insulinkonzentrationen	 und	 erhöhten	 Blutglukosekonzentrationen	 führt	 [69].	 Andererseits	

existieren	 jedoch	 auch	 Untersuchungen,	 in	 denen	 eine	 Pinealektomie	 einen	 Anstieg	 der	

Insulinkonzentration	 in	Verbindung	mit	 einem	Abfall	 der	Blutglukose	nach	 sich	 zieht	 [70].	Bei	

Blinden	 wiederum	 waren	 hohe	 Serum‐Melatoninkonzentrationen	 begleitet	 von	 erhöhten	

Blutglukosekonzentrationen	 [71].	 Demgegenüber	 existieren	 Studien,	 die	 keinen	 Einfluss	 von	

Melatonin	auf	die	Glukose‐induzierte	Insulinsekretion	feststellen	konnten	[72,73].	

Trotz	der	widersprüchlichen	Datenlage	hat	sich	die	Auffassung	des	hemmenden	Einflusses	von	

Melatonin	 auf	 die	 pankreatische	 β‐Zelle	 verstärkt	 [74,75].	 Dieser	 hemmende	 Einfluss	 umfasst	

sowohl	 eine	 Erniedrigung	 des	 Insulinspiegels	 [63]	 als	 auch	 einen	 Abfall	 der	 Glukosetoleranz	

[76].	Grundsätzlich	wird	dabei	von	einer	Senkung	der	stimulierten	Insulinsekretion	gesprochen	

[74,77,78],	während	andere	auch	einen	Beeinflussung	der	basalen	Insulinsekretion	finden	[79].	

Zusätzlich	 wird	 jedoch	 auch	 die	 Wirkung	 von	 Insulin	 auf	 die	 Melatoninsynthese	 diskutiert.	

Während	 gezeigt	 wurde,	 dass	 eine	 Insulin‐induzierte	 Hypoglykämie	 zu	 einem	 Anstieg	 der	

Aktivität	der	AANAT	sowie	des	epiphysären	Melatoningehaltes	führt	[80],	wird	in	einer	anderen	

Studie	hingegen	ein	Abfall	der	Melatoninkonzentration	nach	 Insulininjektion	beschrieben	[81].	

Trotz	gegensätzlicher	Erkenntnisse	wird	ein	funktioneller	Zusammenhang	zwischen	Insulin	und	

Melatonin	 bestehen.	 Zudem	 wird	 der	 Insulinrezeptor	 (Insr)	 sowohl	 in	 zahlreichen	

Gehirnregionen	 [82]	 als	 auch	 in	 der	 Epiphyse	 [64]	 exprimiert.	 Für	 eine	 Interaktion	 zwischen	

Insulin	 und	 Melatonin	 spricht	 ebenfalls	 die	 Feststellung,	 dass	 die	 Melatoninsynthese	 mit	

steigendem	Alter	sinkt,	während	die	Synthese	von	Insulin	und	die	Wahrscheinlichkeit	an	einem	

T2DM	zu	erkranken,	ansteigt	[83].	

Interessanterweise	kann	der	funktionale	Zusammenhang	zwischen	Melatonin	und	Insulin	auch	

beim	Krankheitsbild	des	Diabetes	mellitus	beobachtet	werden.	So	weisen	diabetische	Patienten	

eine	 gestörte	 Melatoninrhythmik	 auf	 [84].	 Peschke	 et	 al.	 konnten	 zeigen,	 dass	 bei	 Typ	 2‐

diabetischen	 Patienten	 und	 Typ	 2‐diabetischen	 Goto‐Kakizaki(GK)‐Ratten	 signifikant	 erhöhte	

Plasma‐Insulinkonzentrationen	 mit	 erniedrigten	 Melatoninkonzentrationen	 koinzidieren	 [64].	

Im	Gegensatz	dazu	verursachte	die	Behandlung	von	Ratten	mit	dem	Diabetogen	Streptozotocin	

(STZ),	 welches	 die	 Entwicklung	 einen	 T1DM	 und	 folglich	 stark	 erniedrigte	 Insulinwerte	 nach	
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sich	 zieht,	 eine	 deutliche	 Erhöhung	 der	 Plasma‐Melatoninkonzentration	 [85].	 In	 einer	

Untersuchung	an	Typ	2‐diabetischen	Otsuka	Long‐Evans	Tokushima	Fatty(OLETF)‐Ratten	konnte	

außerdem	 nachgewiesen	 werden,	 dass	 die	 Gabe	 von	 Melatonin	 die	 durch	 den	 T2DM	 erhöhte	

Plasma‐Insulinkonzentration	senkt	[86].	

Die	Bedeutung	von	Störungen	der	„inneren	Uhr“	im	Zusammenhang	mit	der	Genese	des	Diabetes	

mellitus	 konnte	 insofern	untermauert	werden,	 als	 Schichtarbeit	 das	Risiko	 für	 die	 Entstehung	

eines	 T2DM	 erhöht	 [87].	 Genomweite	 Assoziationsstudien	 haben	 außerdem	 gezeigt,	 dass	

Einzelnukleotid‐Polymorphismen	(Single	nucleotide	polymorphisms,	SNPs),	wie	man	sie	auch	im	

Gen	 des	 Melatoninrezeptor	 MT2	 (MTNR1B)	 gefunden	 hat,	 mit	 einem	 erhöhten	 Nüchtern‐

Blutglukosespiegel	 sowie	 einem	höheren	Risiko	 an	 einem	T2DM	 zu	 erkranken,	 assoziiert	 sind	

[88‐90].	

Der	 Mechanismus,	 der	 hinter	 diesem	 Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	 steht,	 ist	 weitgehend	

ungeklärt.	Dabei	wird	vermutet,	dass	die	Katecholamine	Adrenalin	 (ADR)	und	NA	den	 Insulin‐

Melatonin‐Antagonismus	kontrollieren.	Es	ist	bekannt,	dass	Insulin	die	NA‐vermittelte	Synthese	

von	 Melatonin	 über	 posttranskriptionale	 Vorgänge	 verstärkt	 [91].	 Interessanterweise	 ist	 der	

Einfluss	von	Insulin	jedoch	zeitabhängig,	wie	eine	Untersuchung	an	ex	vivo‐kultivierten	und	mit	

NA‐synchronisierten	 Epiphysen	 zeigte	 [92].	Während	 bestimmter	 Zeitfenster	 führte	 Insulin	 in	

dieser	Studie	jedoch	auch	zu	einer	verringerten	Melatoninsynthese.	Zudem	haben	Peschke	et	al.	

niedrige	 ADR‐	 und	 NA‐Konzentrationen	 im	 Plasma	 Typ	 2‐diabetischer	 GK‐Ratten	 im	

Zusammenhang	mit	geringen	Plasma‐Melatoninkonzentrationen	gefunden	[93].	

1.8 Periphere	Oszillatoren	

Der	Mechanismus	 der	 „circadianen	Uhr“	 ist	 keinesfalls	 nur	 auf	 den	 SCN	beschränkt.	 Vielmehr	

konnten	 zahlreiche	 neuronale	 und	 periphere	 Gewebe	 identifiziert	werden,	 die	 eine	 circadiane	

Expression	 von	 Uhrengenen	 zeigen,	 und	 daher	 als	 periphere	 Oszillatoren	 bezeichnet	 werden	

[10].	

Ex	 vivo‐Kulturen	 isolierter	 peripherer	 Gewebe	 transgener	 Mäuse	 weisen	 einen	 circadianen	

Rhythmus	von	2	 ‐	7	Zyklen	auf	 [94].	Die	Phase	 „peripherer	Uhren“	 ist	 im	Vergleich	zu	der	des	

SCN	 um	 3	 ‐	 9	 h	 verzögert	 [95].	 Dies	 verdeutlicht,	 dass	 „periphere	 Uhren“	 synchronisierende	

Signale	 aus	 dem	 SCN	 erhalten	 müssen,	 da	 sie	 selbst	 nicht	 lichtempfindlich	 sind	 [96].	 Eine	

Verletzung	 des	 SCN	 führt	 zu	 einer	 Dämpfung	 der	 peripheren	 Oszillation	 [97].	 In	 einem	

hierarchischen	 Modell	 ist	 der	 SCN	 also	 der	 zentrale	 Stimulator,	 der	 seinen	 Rhythmus	 selbst	

generiert,	und	für	das	Funktionieren	„peripherer	Uhren“	unabdingbar	ist.	Für	die	Beibehaltung	

der	 peripheren	 circadianen	 Rhythmik	 ist	 der	 SCN	 aber	 nicht	 zwingend	 notwendig.	 Neue	
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Untersuchungen	 zeigen,	 dass	 isolierte	 Zellen	 aus	 peripheren	 Geweben	 einen	 sich	 selbst	

aufrechterhaltenden	 Rhythmus	 über	mehr	 als	 20	 Zyklen	 aufweisen	 [98].	 Der	 SCN	 koordiniert	

und	synchronisiert	vielmehr	die	„peripheren	Uhren“	der	Gewebe	untereinander	[98,99].	

Wie	 der	 SCN	mit	 den	 peripheren	 Geweben	 kommuniziert	 und	 diese	 synchronisiert,	 ist	 bisher	

weitgehend	unbekannt.	Zahlreiche	Beobachtungen	unterstützen	die	Hypothese,	dass	dies	 über	

neuronale	Signale	des	autonomen	Nervensystems	in	Kombination	mit	humoralen	Faktoren	wie	

Melatonin,	 Glukokortikoiden	 und	 Retinsäure	 vermittelt	 wird	 [100‐102].	 Obwohl	 Licht	 der	

Hauptstimulus	 des	 SCN	 ist,	werden	 „periphere	Uhren“	 bestimmter	Organe,	wie	 beispielsweise	

die	der	Leber,	sehr	stark	durch	die	Nahrung	beeinflusst	[103].	Zahlreiche	Nahrungsfaktoren	wie	

Glukose,	 Ethanol,	 Adenosin,	 Koffein	 und	 Thiamin	 synchronisieren	 die	 circadianen	 Rhythmen	

peripherer	 Organe	 [104].	 Die	 Temperatur	 greift	 ebenfalls,	 unabhängig	 vom	 SCN,	 in	 das	

Entrainment	„peripherer	Uhren“	ein	[105].	

Genexpressionsuntersuchungen	 haben	 gezeigt,	 dass	 in	 Geweben,	 die	 eine	 rhythmische	

Uhrengenexpression	 aufweisen	 (z.	 B.	 Leber,	 Fettgewebe,	 Skelettmuskulatur),	 2	 ‐	 10%	 aller	

Transkripte	circadian	oszillieren	[10].	Diese	Gene	verfügen	 im	Promotor	 über	E‐Box‐Elemente.	

So	können	sie	durch	CLOCK‐BMAL1‐Heterodimere	direkt	reguliert	und	kontrolliert	werden.	Man	

bezeichnet	 sie	 daher	 als	 Uhrengen‐kontrollierte	 Gene	 (CCGs).	 Ein	 wichtiges	 CCG	 ist	 D	 site	

albumin	 promoter	 binding	 protein	 (Dbp),	 welches	 als	 Transkriptionsfaktor	 in	 die	 rhythmische	

Transkription	von	Schlüsselenzymen	zahlreicher	metabolischer	Abläufe	der	Leber	involviert	ist	

[106].	 Ein	weiterer	wichtiger	 Transkriptionsfaktor	 ist	E4	promoter‐binding	protein	4	 (E4BP4),	

dessen	 Expression	 antiphasisch	 zu	 der	 des	 Dbp	 ist	 [107],	 sowie	 die	 Peroxisome	 proliferator‐

activated	receptors	(PPAR)	α	und	γ,	welche	in	zahlreiche	biologische	Prozesse	wie	der	Regulation	

des	Lipid‐	und	Energiestoffwechsels	involviert	sind	[108].	Interessanterweise	werden	diese	CCGs	

nicht	 nur	 über	 den	 zentralen	 Uhrenmechanismus	 reguliert,	 der	 Metabolismus	 beeinflusst	

umgekehrt	auch	die	„circadiane	Uhr“	[109].	

1.8.1 Periphere	Oszillatoren	und	Diabetes	mellitus	

Zusammen	 mit	 der	 weltweit	 steigenden	 Prävalenz	 des	 T2DM	 haben	 auch	 chronische	

Schlafstörungen	 über	 die	 letzten	 zwei	 bis	 drei	 Dekaden	 stark	 zugenommen	 [110].	 Vor	 dem	

Hintergrund	der	oben	beschriebenen	Wechselwirkung	zwischen	Melatonin	und	Insulin	kann	ein	

Zusammenhang	 zwischen	 Störungen	 der	 „inneren	 Uhr“	 und	 der	 Entstehung	 eines	 Diabetes	

mellitus	vermutet	werden.	Im	umgekehrten	Sinne	ist	jedoch	auch	denkbar,	dass	der	Diabetes	mit	

seinen	 metabolischen	 Veränderungen	 den	 Mechanismus	 der	 „inneren	 Uhr“	 stört.	 So	 zeigen	

Mäuse	mit	 einer	Mutation	 im	Clock‐	 und/oder	Bmal1‐Gen	 eine	 gestörte	 Glukosetoleranz,	 eine	
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veränderte	Glukose‐stimulierte	 Insulinsekretion	 sowie	 ein	Defizit	 in	der	Größe	pankreatischer	

Inseln	[111‐114].	Neueste	Studien	fanden	zudem	Polymorphismen	im	Uhrengen	Bmal1,	die	mit	

einem	 erhöhten	 Risiko	 für	 T2DM	 assoziiert	 sind	 [115].	 Umgekehrt	 verändert	 ein	 T2DM	 die	

Expression	von	Uhrengenen	in	der	Leber,	 im	viszeralen	Fettgewebe	[116]	sowie	 in	Leukozyten	

[117].	 STZ‐behandelte	 diabetische	 Mäuse	 zeigen	 zudem	 eine	 stark	 verringerte	 circadiane	

Expression	des	Uhrengens	Per2,	wohingegen	die	Gabe	von	Insulin	diesen	Effekt	aufhebt	[118].	

In	zahlreichen	Untersuchungen	werden	unter	dem	Krankheitsbild	des	T1DM	Veränderungen	der	

Leberfunktion,	 wie	 z.	 B.	 der	 Gallensäureproduktion	 [119],	 des	 Fremdstoffmetabolismus	 [120]	

sowie	 des	 Glukosemetabolismus	 [121]	 hervorgehoben.	 Gleichzeitig	 existieren	 Verbindungen	

zwischen	Uhrengenen,	CCGs	 sowie	der	Funktion	der	Leber	 [122,123].	Bislang	 existieren	keine	

Studien,	 die	 den	 Effekt	 eines	 spontanen	 T1DM,	 vergleichbar	 mit	 dem	 Zustand	 im	 humanen	

System,	auf	die	„circadiane	Uhr“	der	Leber	beleuchten.	

1.9 Die	LEW.1AR1‐iddm‐Ratte	–	Modell	des	spontanen	Typ	1‐Diabetes	

Untersuchungen	 zum	 Einfluss	 von	 Melatonin	 auf	 die	 Funktion	 der	 pankreatischen	 β‐Zelle	

beschränken	 sich	 weitgehend	 auf	 Zellkulturmodelle,	 wie	 das	 der	 Insulin‐produzierenden	

Ratteninsulinomazelle	 INS1	 [74].	 Tiermodelle	 bieten	 darüber	 hinaus	 eine	 Möglichkeit,	 die	

komplexen	 Wechselwirkungen	 zwischen	 Insulin	 und	 Melatonin	 im	 Gesamtorganismus	 zu	

betrachten.	 Dabei	 können	 sowohl	 die	 Epiphysen‐Insel‐Achse	 als	 auch	 die	 komplexen	

Auswirkungen	eines	Diabetes	mellitus	mit	in	die	Untersuchungen	einbezogen	werden.	

Grundsätzlich	 muss	 zwischen	 spontan	 und	 induzierten	 Typ	 1‐diabetischen	 Nagermodellen	

unterschieden	 werden.	 Zur	 Induktion	 eines	 T1DM	 werden	 die	 Chemikalien	 Alloxan	 und	 STZ	

genutzt	[124].	Uǆ ber	die	Bildung	von	Radikalen	kommt	es	hierbei	zur	Nekrose	der	pankreatischen	

β‐Zelle,	 wodurch	 ein	 absoluter	 Insulinmangel	 entsteht.	 Zu	 den	 spontan	 diabetischen	

Nagetiermodellen	 zählen	 die	Non‐obese‐diabetic(NOD)‐Maus,	 die	BioBredding(BB)‐Ratte	 [125]	

und	die	LEW.1AR1‐iddm‐Ratte	[126].	

Durch	 eine	 Spontanmutation	 im	 congenen	 Inzuchtstamm	 LEW.1AR1	 entstand	 2001	 die	

LEW.1AR1‐iddm	 Ratte.	 Um	 den	 60.	 Lebenstag	 entwickeln	 diese	 Tiere	 das	 Vollbild	 eines	

klassischen	 T1DM,	 hervorgerufen	 durch	 eine	 rasche	 autoimmunologische	 Zerstörung	 der		

β‐Zelle.	Zu	den	wichtigsten	Charakteristika,	der	durch	Rückkreuzung	entstandenen	Population,	

zählen	eine	schwere,	progrediente	Hyperglykämie	(>	10	mmol/l),	Gewichtsabnahme,	Polydipsie,	

Polyurie,	 Glukosurie,	 Ketonurie	 und	 Ketoazidose	 [126].	 Diese	 Merkmale	 prägen	 auch	 das	

klinische	 Bild	 eines	 unbehandelten	 humanen	 T1DM.	 Im	 Gegensatz	 zu	 vergleichbaren	

Versuchstiermodellen,	 wie	 der	 NOD‐Maus	 oder	 der	 BB‐Ratte,	 weist	 die	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratte	
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jedoch	weder	 eine	Geschlechtspräferenz	 noch	 eine	 Lymphopenie	 auf,	was	 ein	weiterer	 Vorteil	

dieses	 Stammes	 ist	 [126].	 Im	 Unterschied	 zu	 den	 Alloxan‐	 oder	 STZ‐induzierten	 Typ	 1‐

diabetischen	Modellen	entwickelt	sich	der	Untergang	pankreatischer	β‐Zellen	in	diesem	Modell	

aufgrund	 apoptotischer	 Prozesse	 [127].	 Andere	 Organe	 wie	 Leber,	 Niere,	 Dünndarm,	 Milz,	

Thymus,	Schilddrüse,	Nebenniere	und	Speicheldrüsen	sind	durch	den	Gendefekt	morphologisch	

nicht	verändert	[128].	

1.10 Zielstellung	der	Arbeit	

Zahlreiche	Untersuchungen	haben	einen	Zusammenhang	zwischen	Insulin	und	Melatonin	zeigen	

können.	 Melatonin	 beeinflusst	 die	 Insulinsekretion	 der	 pankreatischen	 β‐Zelle	

Melatoninrezeptor‐vermittelt,	 während	 Insulin	 in	 die	 Melatoninsynthese	 des	 Pinealozyten	

regulierend	eingreifen	kann.	Untersuchungen	an	hyperinsulinämischen	Typ	2‐diabetischen	GK‐

Ratten	 konnten	 zeigen,	 dass	 ihre	 Plasma‐Melatoninkonzentration	 stark	 erniedrigt	waren	 [64].	

Diese	 in	 vivo‐Beobachtung	 ist	 jedoch	 noch	 kein	 Nachweis	 für	 einen	 funktionellen	

Zusammenhang	dieser	beiden	Hormone.	In	einer	weiterführenden	Studie	waren	STZ‐behandelte	

Typ	1‐diabetische	Wistar‐Ratten	von	einer	signifikant	erhöhten	Plasma‐Melatoninkonzentration	

gekennzeichnet	 [85].	 Mit	 Hilfe	 des	 Tiermodells	 der	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratte,	 welches	 dem	

humanen	 T1DM	 sehr	 ähnelt,	 soll	 die	 vorliegende	 Arbeit	 die	 Hypothese	 eines	 bestehenden	

Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	untersuchen	und	einen	möglichen	Ansatz	zur	Uǆ bertragung	auf	

den	Menschen	bieten.	

Im	ersten	Teil	dieser	Arbeit	wurde	

 die	 Hypothese	 des	 Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	 durch	 die	 diurnale	 Erfassung	 von	

Merkmalen	wie	der	Blutglukosekonzentration,	Melatonin‐	und	 Insulinkonzentration	 im	

Plasma	 anhand	 des	 spontan	 Typ	 1‐diabetischen	 Modells	 der	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratte	

verfolgt.		

 des	Weiteren	der	Einfluss	einer	Insulinsubstitution	auf	diese	Merkmale	analysiert.	

 mittels	real‐time	RT‐PCR‐Untersuchungen	an	der	Epiphyse	die	Expression	von	Enzymen	

der	 Melatoninsynthese,	 des	 Insr	 sowie	 des	 Adrb1	 einerseits	 und	 über	 die	

immunologische	Bestimmung	der	ADR‐	 und	NA‐Konzentration	 im	Plasma	 andererseits	

Beiträge	 zur	 Aufklärung	 von	 Ursachen	 und	 Mechanismen	 des	 Insulin‐Melatonin‐

Antagonismus	geliefert.	

 mittels	 real‐time	 RT‐PCR‐Untersuchungen	 die	 pineale	 Expression	 der	 Uhrengene	 Per1	

und	 Bmal1	 im	 diurnalen	 Tagesgang	 charakterisiert,	 um	 mögliche	 Störungen	 der	

„zentralen	Uhr“	zu	erkennen.	
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Veränderungen	und	Störungen	der	„peripheren	circadianen	Uhr“	der	Leber	sind	immer	wieder	

im	Zusammenhang	mit	einem	Diabetes	mellitus	beobachtet	wurden.	Dennoch	stützen	sich	auch	

diese	 Befunde	 weitgehend	 auf	 Typ	 2‐diabetische	 bzw.	 Alloxan‐	 oder	 STZ‐induzierte	 Typ	 1‐

diabetische	Tiermodelle.	

Im	zweiten	Teil	dieser	Arbeit	wurde	daher	

 der	 Einfluss	 eines	 spontanen	 T1DM	 auf	 die	 diurnale	 hepatische	 Expression	 wichtiger	

Uhrengene	 (Per1,	 Per2,	 Bmal1,	 Clock,	 Rev‐erbα,	 Rorα)	 und	 CCGs	 (Dbp,	 E4bp4,	 Pparα,	

Pparγ)	anhand	des	LEW.1AR1‐iddm‐Rattenmodells	mittels	real‐time	RT‐PCR	untersucht.	

 ferner	 analysiert,	 inwieweit	 die	 durchgeführte	 Insulinsubstitution	 die	 Expression	

genannter	Uhrengene	und	CCGs	der	Leber	beeinflusst.	
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2. Material	

2.1 Chemikalien	und	Reagenzien	

Agarose	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Bromphenolblau	 Sigma‐Aldrich,	Taufkirchen,	Deutschland	

Chloroform	 	 Sigma‐Aldrich,	Taufkirchen,	Deutschland	

Diethylpyrocarbonat	(DEPC)	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

Ethanol	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

Ethidiumbromid	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Ethylendiamintetraessigsäure	(EDTA)	 Merck,	Darmstadt,	Deutschland	

Fluoreszenzfarbstoff	EvaGreen®	 Biotum,	Hayward,	CA,	USA	

Formaldehyd	 	 	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

Formamid	 	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Glutathion,	reduziert		 	 Sigma‐Aldrich,	Taufkirchen,	Deutschland	

Glycerin	 	 Sigma‐Aldrich,	Taufkirchen,	Deutschland	

Heparin‐Natrium	 Ratiopharm,	Ulm,	Deutschland	

Isofluran	Forene®	 	 Abbott,	Wiesbaden,	Deutschland	

Isopropanol	 	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

3‐(N‐Morpholino)‐propansulfonsäure	(MOPS)	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

Natriumacetat		 	 Sigma‐Aldrich,	Taufkirchen,	Deutschland	

Nuklease‐freies	Wasser	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Paraformaldehyd	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

PCR‐Mastermix	 	 	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Peq	GOLD	TriFast™	 Peqlab,	Erlangen,	Deutschland	

Povidon‐Jod	Braunol®	 	 Ratiopharm,	Ulm,	Deutschland	

Primer		 Tib	Molbiol,	Berlin,	Deutschland	

Tris	 	 Carl	Roth,	Karlsruhe,	Deutschland	

Insulinpellet	Linplant®	 LinShin,	Toronto,	ON,	Kanada	

BenchTop	100	bp	DNA	Ladder	 	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Ultra	Low	Range	DNA	Ladder	 Fermentas,	St.‐Leon‐Rot,	Deutschland	
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2.2 Systeme	

DNase‐Kit	DNA‐free™	 	 Ambion,	Austin,	TX,	USA	

Insulin‐RIA‐Kit	(Coat‐A‐Count®	Insulin)	 Siemens,	Eschborn,	Deutschland	

Melatonin‐RIA‐Kit	(Melatonin	rat	RIA)	 Labor	Diagnostika	Nord,	Nordhorn,	Deutschland	

AMV	Reverse	Transcriptase‐Kit	 	 Promega,	Mannheim,	Deutschland	

Adrenalin‐	und	Noradrenalin‐ELISA‐Kit	 Labor	Diagnostika	Nord,	Nordhorn,	Deutschland	

(2‐CAT	(A‐N)	Research	ELISA™)	 	

2.3 Zubehör	und	Geräte	

Autoklav	SFE	500	 Memmert,	Schwabach,	Deutschland	

Blutzuckermessgerät	 Abbott,	Wiesbaden,	Deutschland	

(MediSense®Precision®	Xtra)	 	

Blutzuckerteststreifen	 Abbott,	Wiesbaden,	Deutschland	

(MediSense®Precision®	Xtra	Plus)	 	

Einmalspritze	 Braun,	Melsungen,	Deutschland	

Elektrophoresekammern	 Biometra,	Göttingen,	Deutschland	

γ‐Counter	Multi	Crystal	LB	2111	 Berthold	Technologies,	Bad	Wildbad,	Deutschland	

Gelatineschwamm	Gelaspon®	 	 Chauvin	ankerpharm,	Berlin,	Deutschland	

Harnglukose‐Teststreifen	Biophan	G	 Kallies	Feinchemie,	Sebnitz,	Deutschland	

Kanüle		 Becton	Dickinson,	Heidelberg,	Deutschland	

Magnetrührer	RCT	basic	 IKA‐Werke,	Staufen,	Deutschland	

Mikroplattenleser	Spectra	II	 SLT	Labinstruments,	Crailsheim,	Deutschland	

pH‐Meter	765	Calimatic	 Knick,	Berlin,	Deutschland	

Pipettenspitzen	 Brand,	Wertheim,	Deutschland	

Pipettenspitzen,	gestopft	 Peqlab,	Erlangen,	Deutschland	

Reagenz‐	und	Zentrifugenröhrchen	 Sarstedt,	Nümbrecht,	Deutschland	

Reaktionsgefäße,	1,5	ml,	2	ml	 	 Eppendorf,	Hamburg,	Deutschland	

Reaktionsgefäße,	0,2	ml,	0,1	ml	 LTF	Labortechnik,	Wasserburg,	Deutschland	

Schüttler	KS	15A	 Edmund	Bühler,	Hechingen,	Deutschland	

Spannungsgeräte	 Biometra,	Göttingen,	Deutschland	

Spektrophotometer	NanoVue™	Plus	 GE	Healthcare,	München,	Deutschland	

Dispergiergerät	T	25	basic	Ultra‐Turrax®	 IKA‐Werke,	Staufen,	Deutschland	

Thermocycler	Rotor‐Gene™	6000	 Corbett	Research,	Mortlake,	VIC,	Australien	

Thermomixer	comfort	5355	 Eppendorf,	Hamburg,	Deutschland	
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UV‐Dokumentationseinrichtung	CN	2000W	 LTF	Labortechnik,	Wasserburg,	Deutschland	

Vortexer	Vortex	Genie	2	 Scientific	Industries,	New	York,	NY,	USA	

Wasserbad	W12	 Prüfgeräte‐Werk,	Medingen,	Deutschland	

Zentrifugen	 	

Multifuge	4KR	 Heraeus,	Hanau,	Deutschland	

Biofuge	primo	R	 Heraeus,	Hanau,	Deutschland	

5415D	 Eppendorf,	Hamburg,	Deutschland	

2.4 Gebrauchslösungen	und	Puffer	

Die	verwendeten	Lösungen	und	Puffer	wurden,	sofern	nicht	anders	beschrieben,	mit	Wasser	aus	

der	Reinstwasseranlage	EASYpure	RF	(Barnstead,	Dubuque,	IA,	USA)	hergestellt.	

DEPC‐Wasser	 0,1%	DEPC	

	 24	h	bei	37°C	

	 Autoklavieren	

10	x	MOPS‐Puffer	 200	mmol/l	MOPS	

	 50	mmol/l	Natriumacetat	

	 10	mmol/l	EDTA	

	 pH	7,0	ad	1	l	mit	DEPC‐Wasser

10	x	TAE‐Puffer	 50	mmol/l	Tris	

	 50	mmol/l	Natriumacetat	

	 2	mmol/l	EDTA	

pH	8,0	

Proben‐Puffer	 87%	Glycerin	

	 0,05%	Bromphenolblau	

	 250	mmol/l	EDTA	

	 pH	8,0	

 

 

 



  Material 

 18

2.5 Analysensoftware	

Bio1D	 	 Vilber	Lourmat,	Eberhardzell,	Deutschland	

Easy	WIN	fitting	 Tecan	Deutschland,	Crailshaim,	Deutschland	

Rotor‐Gene™	6000	Series	Software	1.7	 Corbett	Research,	Mortlake,	VIC,	Australien	

Time	Series	Analysis	Serial	Cosinor	5.1	 Expert	Soft	Technologie,	Esvres,	Frankreich	

Statistiksoftware	GraphPad	Prism®	4.0	 GraphPad	Software,	La	Jolla,	CA,	USA	
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3. Methoden	

3.1 Versuchsaufbau	

Für	 die	 Untersuchungen	 wurden	 männliche	 normoglykämische	 LEW.1AR1‐Ratten	 (congen,	

Medizinische	Hochschule	Hannover;	im	Folgenden	als	„Kontrolle“	bezeichnet),	Typ	1‐diabetische	

LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (coisogen,	Medizinische	 Hochschule	 Hannover;	 als	 „Iddm“	 bezeichnet)	

sowie	 Insulin‐substituierte	 Typ	 1‐diabetische	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (als	 „Iddm	 +	 Insulin“	

bezeichnet)	 herangezogen.	 Die	 Verpaarung	 des	 LEW.1AR1‐Hintergrundstammes	 sowie	 des	

LEW.1AR1‐iddm‐Stammes	 erfolgte	 durch	 Inzucht.	 Wie	 beschrieben	 erkrankt	 die	 LEW.1AR1‐

iddm‐Ratte	mit	einer	Inzidenz	von	ca.	30%	im	Alter	von	etwa	60	Tagen	an	einem	T1DM	[126].	

Die	metabolische	 Stoffwechselentgleisung	 würde	 innerhalb	 weniger	 Tage	 ohne	 eine	 adäquate	

Insulintherapie	zum	Tod	der	Tiere	 führen.	Ab	dem	45.	Lebenstag	erfolgte	daher	alle	48	h	eine	

Bestimmung	 der	 Harnglukose	 mittels	 Harnglukose‐Teststreifen.	 Positiv	 als	 Typ	 1‐diabetisch	

diagnostizierte	 Tiere	 wurden	 einem	 der	 beschriebenen	 Tageszeitpunkte	 zugeordnet	 (Kapitel	

3.3).	Zusätzlich	wurden	Typ	1‐diabetische	Ratten	mit	Insulin	substituiert	(Kapitel	3.2).	

3.1.1 Haltung	und	Fütterung	der	Versuchstiere	

Die	 Haltung	 der	 Versuchstiere	 in	 den	 genannten	 Gruppen	 erfolgte	 zu	 zweit	 oder	 zu	 dritt	 in	

durchsichtigen	 Polycarbonat‐Käfigen	 (Makrolon,	 Typ	 III)	 auf	 einem	 staubfreien	

Weichholzgranulat	 in	 den	 Versuchstierlabors	 des	 Zentrums	 für	 Medizinische	

Grundlagenforschung	 der	 Martin‐Luther‐Universität	 Halle‐Wittenberg.	 Im	 Versuchstierraum	

wurde	eine	mittlere	Temperatur	von	22	±	1°C	und	eine	relative	Luftfeuchtigkeit	von	50	 ‐	60%	

gewährleistet.	 Das	 Lichtregime	 des	 Versuchstierraumes	 entsprach	 einem	 durch	 Kunstlicht	

vorgegebenen	Hell‐Dunkel‐Rhythmus	von	L:D	=	12:12	h	(Abb.	4).	Die	Versuchstiere	erhielten	ein	

kommerzielles,	 pelletiertes	 Standardfutter	 (Altromin	 1314;	 Altromin,	 Lage,	 Deutschland).	

Wasser	 und	 Futter	 standen	 den	 Tieren	 ad	 libitum	 zur	 Verfügung.	 Die	 Haltung	 und	 Pflege	 der	

Versuchstiere	 erfolgte	 in	 Uǆ bereinkunft	 mit	 der	 Tierversuchsrichtlinie	 nach	 Maßgabe	 der	

Europäischen	Union	(Direktive	86/209/EEC).	
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Abb.	4:	 Schematische	Darstellung	des	 Lichtregimes	während	des	Versuches.	Die	 Versuchstiere	 wurden	 unter	
einem	 Licht‐Dunkel‐Regime	 von	 L:D	 =	 12:12	 h	 gehalten.	 Tötung	 der	 Tiere	 und	 Probegewinnung	 erfolgte	 in	 3	 h‐
Intervallen.	ZT	bezeichnet	die	Zeitgeberzeit.	ZT	0	entspricht	dem	Zeitpunkt	des	Beginns	der	Lichtphase.	

3.2 Insulinsubstitution	der	Typ	1‐diabetischen	Tiere	

Alle	 tierexperimentellen	 Untersuchungen	 bzw.	 Eingriffe	 erfolgten	 nach	 Prüfung	 und	

Genehmigung	 durch	 die	 ansässige	 Tierversuchs‐Ethik‐Kommission	 des	

Landesverwaltungsamtes	 (Nr.	 2‐737	 MLU).	 Diabetische	 Ratten	 wurden	 für	 die	

Insulinsubstitution	 kurzzeitig	 mit	 dem	 Inhalationsnarkotikum	 Isofluran	 betäubt.	 Der	 Eingriff	

erfolgte	grundsätzlich	während	der	Hellphase,	um	eine	Beeinflussung	des	Melatoninrhythmus	zu	

vermeiden.	Durch	Kappen	der	 Schwanzspitze	 konnte	Blut	 für	 die	Bestimmung	der	peripheren	

Blutglukosekonzentration	gewonnen	werden,	welche	mit	Hilfe	eines	kommerziellen	Blutglukose‐

Messgeräts	 bestimmt	wurde	 (Kapitel	 3.4).	Konzentrationen	 über	 10	mmol/l	wurden	dabei	 als	

diabetisch	 eingestuft.	 Die	 Blutung	 der	 Schwanzspitze	 wurde	 mittels	 eines	 sterilen	

Gelatineschwammes	 gestillt.	 Die	 Insulinsubstitution	 erfolgte	 mit	 Hilfe	 eines	 Pellets,	 das	 laut	

Herstellerangaben	innerhalb	von	24	h	zwei	Internationale	Einheiten	(IE)	Rinderinsulin	freisetzt,	

eine	 Dosis,	 welche	 für	 bis	 zu	 40	 Tage	 garantiert	 wird.	 Für	 die	 Applikation	 des	 Insulinpellets	

wurden	die	Ratten	in	einen	kurzen	Isofluran‐Rausch	(Narkosestadium	III)	versetzt.	Das	Fell	 im	

Bereich	 des	 Nackens	 wurde	 vorsichtig	 entfernt	 und	 mit	 einer	 10%igen	 Povidon‐Jod‐Lösung	

desinfiziert.	Nach	Vorstechen	der	Implantationsstelle	mit	einer	sterilen	Nadel	wurde	das	Insulin‐

Implantat,	 mit	 Hilfe	 des	 zuvor	 desinfizierten	 Trokars	 und	 Mandrins,	 subkutan	 platziert.	 Die	

Einstichstelle	 wurde	 anschließend	 mit	 Povidon‐Jod‐Lösung	 gereinigt.	 Aufgrund	 des	 noch	

geringen	Körpergewichtes	zum	Zeitpunkt	der	Manifestation	des	T1DM	wurde	den	Tieren	nur	ein	

halbes	Implantat	verabreicht.	Die	Insulinsubstitution	dauerte	im	Mittel	zehn	Tage.	Die	Kontrolle	

der	Harnglukose	erfolgte	weiterhin	im	Abstand	von	48	h,	um	eine	metabolische	Entgleisung	trotz	

Insulingabe	auszuschließen.	Am	Ende	der	zehntägigen	Insulinsubstitution	wurden	die	Tiere	zu	

den	 entsprechenden	 Tageszeitpunkten	 (Abb.	 4)	 durch	 Herzventrikelpunktion	 (Kapitel	 3.3)	

getötet.	
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3.3 Probengewinnung	

Für	 die	 Charakterisierung	 von	 Merkmalen	 im	 diurnalen	 Tagesgang	 wurden	 mindestens	 fünf	

Tiere	 der	 drei	 Versuchsgruppen	 ab	 Beginn	 der	 Hellphase	 (ZT	 0,	 Abb.	 4)	 im	 Abstand	 von	 3	 h	

getötet.	 Eine	 schematische	 Darstellung	 des	 Licht‐	 sowie	 Probengewinnungsregimes	 sind	 in		

Abb.	4	dargestellt.	Zur	Vermeidung	von	Störungen	des	Melatoninhaushaltes	wurde	während	der	

Dunkelphase,	 aufgrund	 reduzierter	 Wahrnehmung	 der	 Tiere	 für	 langwelliges	 Licht,	 mit	 einer	

Rotlichtlampe	gearbeitet.	Die	Ratten	wurden	mit	dem	Inhalationsnarkotikum	Isofluran	betäubt,	

das	 Körpergewicht	 bestimmt,	 die	 Schwanzspitze	 gekappt	 und	 die	 periphere	

Blutglukosekonzentration	 ermittelt.	 Für	 die	 Durchführung	 der	Herzventrikelpunktion	 und	 der	

Organentnahme	wurden	Bauch‐	und	Brustraum	eröffnet.	Nach	einer	teilweisen	Zertrennung	des	

Zwerchfells	 und	 einer	 stumpfen	Präparation	des	Herzens	wurde	 zentralvenöses	Blut	mit	Hilfe	

einer	heparinisierten	Einmalspritze	durch	Punktion	des	rechten	Herzventrikels	entnommen.	Zur	

Gewinnung	von	Blutplasma	wurde	das	Vollblut	anschließend	 in	Reaktionsröhrchen,	die	250	µl	

8%iges	EDTA	zur	Gerinnungshemmung	enthielten,	überführt.	Im	Anschluss	wurden	Organe	und	

Gewebeanteile	 (Leber,	 Niere,	 Darm,	 Pankreas,	 Muskulatur	 und	 Fettgewebe)	 entnommen	 und	

asserviert.	Nach	Dekapitation	des	Tieres	erfolgte	die	Präparation	und	Gewinnung	der	Epiphyse.	

Die	 Gewebeproben	 wurden	 in	 flüssigem	 Stickstoff	 schockgefroren	 und	 bei	 –80°C	 bis	 zur	

weiteren	Aufarbeitung	gelagert.	

3.4 Bestimmung	der	Glukosekonzentration	im	Blut	

Die	Bestimmung	der	Blutglukosekonzentration	erfolgte	mit	Hilfe	eines	kommerziell	erhältlichen	

Blutglukose‐Messgeräts	 mit	 Teststreifen,	 welches	 auf	 Basis	 der	 Glukose‐Dehydrogenase‐

Methode	funktioniert.	Die	Glukose	wird	dabei	katalytisch	durch	die	Glukose‐Dehydrogenase	zu	

Glukonolakton	 umgesetzt.	 Die	 dabei	 freiwerdenden	 Elektronen	 und	 die	 daraus	 resultierende	

Stromstärke,	 die	 zwischen	 Arbeits‐	 und	 Referenzelektrode	 entsteht,	 kann	 amperometrisch	

gemessen	werden.	

3.5 Gewinnung	des	Blutplasmas	

Für	 die	 Gewinnung	 des	 Plasmas	 wurde	 das	 entnommene	 Blut	 für	 10	 min	 bei	 1.500	 x	 g	 und	

Raumtemperatur	 (RT)	 zentrifugiert	 und	 der	 Uǆ berstand	 bis	 zur	 weiteren	 analytischen	

Verwendung	bei	–80°C	gelagert.	Um	eine	Oxidation	von	Katecholaminen	zu	verhindern,	wurde	

einem	Aliquot	Blutplasma	(500	µl)	10	µl	0,3	mol/l	Glutathion	als	Antioxidans	zugesetzt.	
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3.6 Radioimmunologische	Analytik	

3.6.1 Bestimmung	der	Melatoninkonzentration	im	Plasma	

Die	 quantitative	 Bestimmung	 der	 Melatoninkonzentration	 im	 Plasma	 erfolgte	 mit	 Hilfe	 eines	

kommerziell	 erhältlichen	 radioimmunologischen	 Kits	 [129].	 Der	 Radioimmunoassay	 (RIA)	 ist	

eine	 durch	 Yalow	 und	 Berson	 entwickelte,	 immunchemische	 Methode	 zur	 quantitativen	

Bestimmung	 kleinster	 Substanzmengen	 an	 Hormonen,	 Enzymen	 und	 pharmakologischen	

Wirkstoffen,	welche	auf	einer	Antigen‐Antikörper‐Reaktion	beruht	[130].	

Zunächst	 wurden	 20	 µl	 einer	 speziellen	 Ausgleichsmatrix	 auf	 den	 Boden	 von	 5	 ml	

Polypropylenröhchen	gegeben.	Welp	et	al.	verwenden	diese	spezielle	Ausgleichsmatrix,	um	eine	

Beeinflussung	 der	 Messergebnisse	 aufgrund	 der	 differierenden	 Zusammensetzung	 zwischen	

Standards	 und	 Probenmatrix	 zu	 verringern	 [129].	 Zu	 50	 µl	 Plasma	 wurden	 25	 µl	 einer	

pepsinhaltigen	 Enzymlösung	 hinzugefügt,	 gemischt	 und	 für	 60	 min	 bei	 RT	 inkubiert.	 Infolge	

dieser	 Reaktion	 wurde	 albumingebundenes	 Melatonin	 freigesetzt	 und	 konnte	 in	 die	

nachfolgende	 Messung	 einbezogen	 werden.	 Die	 Zugabe	 von	 50	 µl	 Assay‐Puffer	 führte	 zur	

Inaktivierung	des	Pepsins.	 Im	nächsten	Schritt	wurden	dem	Ansatz	25	µl	Melatonin‐Antiserum	

(polyklonal,	 Kaninchen)	 zugesetzt,	 gemischt	 und	 erneut	 für	 60	 min	 bei	 RT	 inkubiert.	 Nach	

Zugabe	 von	 50	 µl	 125J‐markiertem	 Melatonin	 (Aktivität	 <	 200	 kBq)	 wurde	 der	 Ansatz	 für		

20	 ‐	 24	 h	 bei	 RT	 inkubiert.	 Das	 sich	 anschließende	 Hinzufügen	 von	 1	 ml	 eisgekühltem	

Präzipitationsreagenz	 (anti‐Kaninchen	 IgG)	 für	 20	 min	 bei	 2	 ‐	 8°C	 führte	 zum	 Ausfällen	 der	

Immunkomplexe.	 Nach	 einer	 20‐minütigen	 Zentrifugation	 bei	 3.000	 x	 g	 und	 5°C	 wurden	 die	

Uǆ berstände	 vollständig	 dekantiert	 und	 die	 Radioaktivität	 der	 Immunkomplexe	 für	 1	 min	 im		

γ‐Counter	 gemessen.	 Die	 Berechnung	 der	 Melatoninkonzentration	 erfolgte	 mit	 Hilfe	 der	

Software	des	γ‐Counters	 auf	 der	Grundlage	 einer	 gemäß	des	Kits	 erstellten	Eichkurve,	welche	

einen	 Messbereich	 zwischen	 52	 pmol/l	 und	 17.220	 pmol/l	 abdeckte.	 Die	 realen	 Werte	 der	

Melatoninmessungen	lagen	in	einem	Bereich	von	48	pmol/l	bis	15.080	pmol/l.	Laut	Hersteller	

betrug	 die	 analytische	 Sensitivität,	 d.	 h.	 die	 Nachweisgrenze,	 31	 pmol/l	 für	 Plasma.	 Das	

Antiserum	 des	 Melatonin‐RIA	 zeichnet	 sich	 durch	 besonders	 niedrige	 Kreuzreaktivitäten	

gegenüber	 Substanzen	 wie	 Serotonin,	 DL‐Tryptophan	 und	 5‐Hydroxy‐L‐tryptophan	 aus.	 Die	

Intra‐Assay‐Variabilität	 rangierte	dabei	 zwischen	6,8%	und	11,7%.	Die	 Inter‐Assay‐Variabilität	

ergab	Werte	zwischen	5,4%	und	11,2%.	Die	Messungen	erfolgten	jeweils	in	Doppelbestimmung.	
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3.6.2 Bestimmung	der	Insulinkonzentration	im	Plasma	

Die	 quantitative	 Bestimmung	 der	 Insulinkonzentration	 im	 Plasma	 erfolgte	 mittels	 eines	

Festphasen‐RIA,	 wobei	 125J‐markiertes	 Insulin	 mit	 dem	 Insulin	 im	 Plasma	 um	

Antikörperbindungsstellen	 konkurriert.	 Dafür	 wurden	 200	 µl	 Plasma	 in	 die	 mit	 Insulin‐

Antikörpern	 beschichteten	 Röhrchen	 pipettiert	 und	 mit	 1	 ml	 Tracer	 für	 18	 ‐	 24	 h	 bei	 RT	

inkubiert.	 Der	 Uǆ berstand	 wurde	 dekantiert	 und	 die	 Radioaktivität	 der	 Immunkomplexe	 für		

1	min	im	γ‐Counter	gemessen.	Die	dabei	erhaltenen	Zählereignisse	pro	Minute	sind	umgekehrt	

proportional	 zur	 Insulinkonzentration	 der	 Probe.	 Die	 Berechnung	 der	 Insulinkonzentration	

erfolgte	mit	Hilfe	der	Software	des	γ‐Counters	anhand	einer	Eichkurve.	Diese	Eichkurve	wurde	

durch	 eine	 im	 Kit	 vorgegebene	 Insulin‐Verdünnungsreihe	 erstellt,	 die	 einen	 Arbeitsbereich	

zwischen	41	pmol/l	und	2807	pmol/l	abdeckte.	Die	realen	Werte	der	Insulinmessungen	lagen	in	

einem	 Bereich	 zwischen	 2,57	 pmol/l	 und	 463	 pmol/l.	 Laut	 Hersteller	 betrug	 die	 analytische	

Sensitivität	 9	 pmol/l	 für	 Serum.	 Das	 Antiserum	 des	 RIA	 ist	 hochspezifisch	 für	 Insulin	 und	

zeichnet	sich	durch	besonders	niedrige	Kreuzreaktivitäten	zu	anderen	ähnlichen	Substanzen	wie	

dem	 Connecting	 peptide	 (C‐Peptid)	 und	 Glukagon	 aus.	 Die	 Intra‐Assay‐Variabilität	 rangierte	

zwischen	3,1%	und	9,3%.	Die	 Inter‐Assay‐Variabilität	 ergab	Werte	 zwischen	4,9%	und	10,0%.	

Die	Messungen	erfolgten	jeweils	in	Doppelbestimmung.	

3.7 Enzyme‐Linked	Immunosorbent	Assay	

Der	 Enzyme‐Linked	 Immunosorbent	 Assay	 (ELISA)	 ist	 ein	 durch	 Engvall	 und	 Perlmann	

entwickeltes,	 hochspezifisches	 und	 sensitives	 Immunoassay‐Verfahren,	 welches	 basierend	 auf	

einer	 immunologischen	Reaktion	dem	Nachweis	bzw.	der	Quantifizierung	 von	Substanzen	wie	

Proteinen,	 Viren	 aber	 auch	 niedermolekularen	 Verbindungen	 dient	 [131].	 Die	 enzymatische	

Reaktion	 eines	 am	 Antikörper	 gekoppelten	 Enzyms	wird	 dabei	 anhand	 eines	 Farbumschlages	

gemessen.	 Die	 Farbreaktion	 pro	 Zeit	 ist	 umgekehrt	 proportional	 zur	 Konzentration	 des	

Probenmoleküls.	

3.7.1 Bestimmung	der	Katecholaminkonzentration	im	Plasma	

Die	Bestimmung	der	ADR‐	und	NA‐Konzentration	 im	Plasma	erfolgte	unter	Verwendung	 eines	

kommerziell	 erhältlichen	 kompetitiven	 indirekten	 ELISA‐Kits.	 Da	 ADR	 und	 NA	 licht‐	 und	

oxidationsempfindlich	 sind,	 wurde	 ein	 Stabilisator	 als	 Antioxidans	 zugesetzt.	 Hierfür	 wurden	

500	µl	des	Blutplasmas	mit	je	10	µl	0,3	mol/l	Glutathion	versetzt.	
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Für	 die	 Extraktion	 der	 Katecholamine	 aus	 dem	Plasma	wurden	 10	 µl	 Probe	mit	 jeweils	 50	 µl	

Assay‐Puffer	 und	 50	 µl	 Extraktions‐Puffer	 in	 ein	 well	 einer	 96‐well‐Platte	 gegeben	 und	 für		

60	min	 bei	 RT	 inkubiert.	 Nach	 zweimaligem	Waschen	mit	 je	 1	ml	Wasch‐Puffer	 erfolgte	 eine	

Acylierungsreaktion,	die	der	Stabilisierung	der	nachzuweisenden	Verbindungen	und	damit	der	

Erhöhung	 der	 Nachweisempfindlichkeit	 diente.	 Dies	 erfolgte	 durch	 Zugabe	 von	 150	 µl	

Acylierungs‐Puffer	sowie	25	µl	Acylierungsreagenz	und	einer	Inkubation	für	20	min	bei	RT.	Nach	

erneutem	zweimaligen	Waschen	mit	je	1	ml	Wasch‐Puffer	wurden	150	µl	0,025	mol/l	Salzsäure	

zugesetzt	und	für	10	min	bei	RT	inkubiert.	Für	die	sich	anschließende	enzymatische	Konversion	

wurden	 140	 µl	 des	 Uǆ berstandes	 mit	 50	 µl	 einer	 Enzymlösung	 versetzt	 und	 für	 2	 h	 bei	 37°C	

inkubiert.	90	µl	des	Uǆ berstandes	wurden	auf	eine	mit	dem	Antigen	markierte	Mikrotiterplatte	

gegeben	und	50	µl	des	 entsprechenden	Antiserums	 für	ADR	oder	NA	zugesetzt.	Es	 folgte	 eine	

Inkubation	von	15	 ‐	20	h	bei	4°C	und	ein	viermaliges	Waschen	mit	 je	300	µl	Wasch‐Puffer.	 Im	

nächsten	 Schritt	 wurden	 100	 µl	 des	 zweiten	Meerrettich‐Peroxidase‐gekoppelten	 Antikörpers	

hinzugefügt	 und	 für	 30	min	 bei	RT	 inkubiert.	Nach	 viermaligem	Waschen	 konnte	 das	Antigen	

detektiert	und	quantifiziert	werden.	Hierfür	wurden	100	µl	Substrat	zugegeben	und	für	30	min	

bei	RT	inkubiert.	Nach	abschließender	Zugabe	von	100	µl	Stopp‐Reagenz	konnte	die	Absorption	

bei	450	nm	innerhalb	von	10	min	spektralphotometrisch	gemessen	werden.	Die	Bestimmung	der	

Katecholaminkonzentration	 erfolgte	 mit	 Hilfe	 einer	 mitgeführten	 Standardreihe.	 Der	

Messbereich	des	ELISA	lag	für	ADR	zwischen	2,5	nmol/l	und	245,7	nmol/l	bzw.	für	NA	zwischen	

2,7	nmol/l	und	266,0	nmol/l.	Laut	Hersteller	betrug	die	analytische	Sensitivität	1,64	nmol/l	für	

ADR	 und	 1,18	 nmol/l	 für	 NA.	 Die	 Kreuzreaktivitäten	 für	 Dopamin,	 Metanephrin,	

Normetanephrine	 und	 3‐Methoxytyramin	 lagen	 bei	 Werten	 <	 0,0009%.	 Die	 realen	

Konzentrationen	 dieser	 Messungen	 befanden	 sich	 zwischen	 4,4	 nmol/l	 und	 173,1	 nmol/l	 für	

ADR	bzw.	6,5	nmol/l	und	263,6	nmol/l	 für	NA.	Die	 Intra‐Assay‐Variabilität	 rangierte	zwischen	

9,3%	und	17,1%	für	ADR,	für	NA	zwischen	8,4%	und	15,6%.	Die	Inter‐Assay‐Variabilität	ergab	

Werte	 zwischen	 11,2%	 und	 16,3%	 für	 ADR	 bzw.	 8,4%	 und	 12,2%	 für	 NA.	 Die	 Messungen	

erfolgten	jeweils	in	Doppelbestimmung.	
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3.8 Molekularbiologische	Analytik	

3.8.1 RNA‐Isolierung	

RNA	 ist	 prinzipiell	 sehr	 anfällig	 gegenüber	 der	 Degradation	 durch	 ubiquitär	 vorkommende	

RNasen.	Um	diesen	Abbau	weitgehend	 einzugrenzen,	wurde	 ausschließlich	mit	 autoklavierten	

Materialien	sowie	mit	Nuklease‐freiem	Wasser	gearbeitet.	

Die	Isolation	der	Gesamt‐RNA	erfolgte	mittels	TriFast™,	einem	stabilen	Homogenat	von	Phenol	

und	chaotropen	Salzen	wie	Guanidiumthiocyanat.	Hierbei	handelt	es	sich	um	eine	Modifikation	

der	 Guanidiniumthiocyanat‐Phenol‐Chloroform‐Extraktionsmethode	 nach	 Chomczynski	 und	

Sacchi	[132].	Für	die	Extraktion	wurde	die	gesamte	Epiphyse	bzw.	Lebergewebe	in	1	ml	TriFast™	

aufgenommen	 und	 mechanisch	 homogenisiert.	 Als	 nächstes	 wurden	 200	 l	 eisgekühltes	

Chloroform	zugegeben	und	durch	mehrmaliges	Schwenken	gemischt.	Nach	einer	Inkubationszeit	

von	 3	 min	 bei	 RT	 erfolgte	 eine	 15‐minütige	 Zentrifugation	 bei	 10.000	 x	 g	 und	 4°C.	 Das	

Guanidiniumthiocyanat	denaturiert	Proteine	einschließlich	RNasen	und	separiert	die	ribosomale	

RNA	von	den	Ribosomen.	Daraus	resultierten	drei	Schichten:	eine	obere,	wässrig‐farblose	Phase,	

in	 der	 sich	 die	 gesamte	RNA	 befindet,	 eine	mittlere	 Interphase,	 die	 Proteine	 enthält	 und	 eine	

untere	 organische	 Phenol‐Chloroform‐Phase.	 Die	 obere	 Phase	 wurde	 in	 ein	 neues	

Reaktionsgefäß	 überführt	 und	 die	 RNA	 durch	 Zugabe	 von	 500	 l	 eisgekühltem	 Isopropanol	

gefällt	 und	 durch	 Zentrifugation	 für	 15	min	 bei	 4°C	 und	 10.000	 x	 g	 als	 Pellet	 gewonnen.	 Der	

Uǆ berstand	wurde	vorsichtig	abgenommen	und	verworfen.	Nach	dem	Waschen	des	RNA‐Pellets	

mit	 1	 ml	 eisgekühlten	 70%igen	 Ethanol	 wurde	 erneut	 für	 15	 min	 bei	 4°C	 und	 10.000	 x	 g	

zentrifugiert.	Der	Uǆ berstand	wurde	abgenommen	und	verworfen.	Nach	vollständigem	Trocknen	

des	RNA‐Pellets	wurde	dieses	 in	50	µl	Nuklease‐freiem	Wasser	aufgenommen	und	 über	Nacht	

bei	4°C	gelöst.	Die	isolierte	RNA	wurde	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	–80°C	asserviert.	

Die	Messung	der	RNA‐Konzentration	erfolgte	spektralphotometrisch	bei	260	nm.	Das	Prinzip	der	

Konzentrationsbestimmung	 beruht	 auf	 der	 Tatsache,	 dass	 das	 Absorptionsmaximum	 der	

aromatischen	 Purin‐	 und	 Pyrimidinringe	 der	 Nukleinsäurebasen	 bei	 260	 nm	 liegt	 [133].	 Eine	

optische	 Dichte	 von	 1,0	 entspricht	 in	 diesem	 Fall	 einer	 RNA‐Konzentration	 von	 40	 µg/ml		

(Abb.	5).	Aussagen	über	die	Reinheit	der	RNA‐Präparation	wurden	anhand	des	Verhältnisses	der	

optischen	Dichte	der	Nukleinsäuren	(λ	=	260	nm)	zur	optischen	Dichte	von	Protein	(λ	=	280	nm)	

getroffen.	Das	Verhältnis	sollte	sich	dabei	in	einem	Bereich	von	1,8	bis	2,0	bewegen.	Quotienten	

≤	 1,8	 weisen	 auf	 eine	 Verunreinigung	 mit	 Proteinen	 oder	 Phenol,	 Werte	 über	 2,0	 auf	

Kontaminationen	mit	DNA	hin.	
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cRNA	=	A260		x	40	

cRNA	 Konzentration	an	Gesamt‐RNA	(μg/ml)	

A260	 Absorption	bei	260	nm	Wellenlänge	

40	 Multiplikationsfaktor	für	RNA	

Abb.	5:	Berechnung	der	Gesamt‐RNA‐Konzentration.	

3.8.2 RNA‐Agarosegelelektrophorese	

Um	 die	 Integrität	 der	 isolierten	 RNA	 beurteilen	 zu	 können,	 wurde	 eine	 RNA‐

Agarosegelelektrophorese	 durchgeführt.	 Die	 einzelsträngige	 RNA	 neigt	 im	 Allgemeinen	 dazu,	

Sekundärstrukturen	 durch	 intramolekulare	 Basenpaarung	 auszubilden.	 Aus	 diesem	 Grund	

wurde	 die	 Elektrophorese	 unter	 denaturierenden	 Bedingungen	 durchgeführt,	 wobei	

Formaldehyd	 als	 Denaturierungsmittel	 verwendet	 wurde.	 Bei	 intakter	 eukaryotischer	 RNA	

wurden	zwei	 scharfe	Banden	der	 ribosomalen	RNA	(rRNA),	als	28S	und	18S	rRNA	bezeichnet,	

nach	Ethidiumbromidfärbung	im	Gel	sichtbar.	

Tabelle	1:	Reagenzien	für	die	RNA‐Agarosegelelektrophorese	
Reagenz	 Ansatz

1	x	MOPS‐Puffer	 100	ml	10	x	MOPS‐Puffer,	900	ml	DEPC‐Wasser	

1,5%iges	Agarosegel	 2,25	g	Agarose,	123,75	ml	DEPC‐Wasser,	17,5	ml	MOPS‐Puffer,	
4,875	ml	37%iges	Formaldehyd	

RNA‐Probe	 6	 µl	 RNA,	 2,5	 µl	 10	 x	 MOPS‐Puffer,	 12	 µl	 Formamid,	 4	 µl	
Formaldehyd	

Für	 die	 Herstellung	 des	 Agarosegels	 wurden	 Agarose	 und	 DEPC‐Wasser	 aufgekocht,	 MOPS‐

Puffer	 sowie	 Formaldehyd	 hinzugefügt,	 gemischt	 und	 in	 den	 mit	 Kämmen	 vorbereiteten	

Gelschlitten	 gegossen	 (Tabelle	 1).	 Nach	 dem	 Aushärten	 wurde	 das	 Gel	 für	 ca.	 20	 min	 in	 1	 x	

MOPS‐Puffer	äquilibriert.	

Der	entsprechend	Tabelle	1	beschriebene	Probenansatz	wurde	bei	55°C	für	15	min	denaturiert.	

Nach	Zugabe	von	4	µl	Proben‐Puffer	wurden	die	aufgetragenen	Proben	bei	einer	Spannung	von	

80	V	elektrophoretisch	aufgetrennt.	Anschließend	wurde	das	Gel	für	10	min	im	Ethidiumbromid‐

Bad	 (0,04%	 v/v)	 gefärbt	 und	 das	 überschüssige,	 nicht	 gebundene,	 Ethidiumbromid	 durch	

Waschen	 in	 Reinstwasser	 entfernt.	 Ethidiumbromid	 interkaliert	 zwischen	 den	 Basen	 der	 RNA	

und	 fluoresziert	 im	 ultravioletten	 Licht.	 Die	 Fluoreszenz	 wurde	 mittels	 UV‐

Dokumentationseinrichtung	und	dazugehöriger	Software	erfasst.	
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3.8.3 DNase‐Verdau	

Zur	 Entfernung	 möglicher	 DNA‐Verunreinigungen	 wurde	 die	 isolierte	 RNA	 einer	 DNase‐

Behandlung	mit	DNase	 I	 unterzogen.	Des	Weiteren	wurden	 durch	diese	Behandlung	 bivalente	

Kationen,	 wie	 Magnesium	 und	 Calcium,	 die	 eine	 RNA‐Degradation	 bei	 RNA‐Erhitzung	

katalysieren	können,	entfernt.	

Zu	25	µl	RNA	wurden	2,5	µl	10	x	DNase	I‐Puffer	und	0,25	µl	DNase	I	gegeben,	gemischt	und	für	

25	 min	 bei	 37°C	 inkubiert.	 Anschließend	 wurden	 2,5	 µl	 des	 DNase	 Inaktivierungs‐Reagenz	

hinzugegeben,	gemischt	und	für	2	min	bei	RT	inkubiert.	Nach	einer	Zentrifugation	bei	10.000	x	g	

für	1	min	und	RT	wurde	der	Uǆ berstand	in	ein	neues	Reaktionsgefäß	überführt.	Die	Lagerung	der	

DNase‐behandelten	RNA	erfolgte	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	–80°C.	

3.8.4 Reverse	Transkriptionsreaktion	

Als	 Reverse	 Transkription	 bezeichnet	 man	 die	 Umschreibung	 der	 zuvor	 isolierten	

einzelsträngigen	mRNA	in	die	komplementäre	DNA	(cDNA).	Dies	erfolgte	mit	Hilfe	des	Enzyms	

AMV	Reverse	Transcriptase.	

Ein	µg	der	DNase‐behandelten	RNA	wurde	auf	9,5	µl	mit	Nuklease‐freiem	Wasser	aufgefüllt	und	

für	10	min	bei	70°C	 inkubiert,	um	Sekundärstrukturen	zu	denaturieren.	Anschließend	wurden	

10,5	µl	des	 in	Tabelle	2	beschriebenen	Ansatzes	zugesetzt.	Die	Synthese	der	cDNA	erfolgte	 für		

1	h	bei	37°C	im	Wasserbad.	Ein	Erhitzen	für	5	min	bei	99°C	inaktivierte	das	Enzym	und	trennte	

entstandene	 RNA‐DNA‐Hybridstränge.	 Die	 Proben	 wurden	 mit	 Nuklease‐freiem	 Wasser	 auf		

100	µl	aufgefüllt	und	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	–20°C	gelagert.	

Tabelle	2:	Zusammensetzung	des	Ansatzes	für	die	Reverse	Transkription	
Reagenz	 Menge

MgCl2,	25	mmol/l	 4	µl

Reverse	Transkriptase‐Puffer,	10‐fach 2	µl

dNTP‐Mix,	10	mmol/l	 2	µl

Rekombinanter	Ribonuklease‐Inhibitor	(RNasin) 0,5	µl

Oligo(dT)15Primer	(0,5	µg/µl)	 1	µl

AMV	Reverse	Transcriptase	(30	U/µl) 0,5	µl

Nuklease‐freies	Wasser 0,5	µl
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3.8.5 Polymerasekettenreaktion	

Die	 Polymerasekettenreaktion	 (PCR)	 ist	 eine	 Methode	 zur	 Vervielfältigung	 definierter	 DNA‐

Abschnitte	 mittels	 spezifischer	 Oligonukleotide	 (Primer)	 durch	 eine	 DNA‐Polymerase	 [134].	

Dadurch	ist	es	möglich,	bereits	kleinste	Mengen	DNA	nachzuweisen.	

Das	Prinzip	 der	PCR	beruht	 auf	 der	 zyklischen	Wiederholung	dreier	 Schritte.	Dafür	wird	DNA	

zunächst	 thermisch	 in	 zwei	 Einzelstränge	 aufgetrennt.	 Dieser	 Denaturierung	 folgt	 eine	

Anlagerung	 (Annealing)	 spezifischer	 Primerpaare	 an	 die	 Enden	 der	 zu	 amplifizierenden	DNA‐

Abschnitte.	 Es	 schließt	 sich	 eine	 Polymerisierungsphase	 (Elongation)	 der	 DNA	 an,	 in	 der	mit	

Hilfe	 einer	 thermostabilen	 DNA‐Polymerase	 und	 Deoxyribonukleotiden	 der	 durch	 die	 Primer	

definierte	DNA‐Bereich	amplifiziert	wird.	Durch	mehrmaliges	Wiederholen	dieses	Zyklus	kommt	

es	zu	einer	exponentiellen	Vermehrung	der	DNA.	

Im	Rahmen	 dieser	 Arbeit	wurde	 zudem	 das	 Prinzip	 der	 real‐time	Reverse	 Transkriptase(RT)‐

PCR	angewandt	 (Abb.	 6),	wodurch	 eine	Quantifizierung	der	PCR‐Produkte	 in	Echtzeit	möglich	

wurde.	 Die	 Quantifizierung	 erfolgte	 unter	 Einsatz	 eines	 Fluoreszenzfarbstoffes	 mittels	

Fluoreszenz‐Messung	am	Ende	der	 jeweiligen	Elongationsphase.	Die	 über	eine	hochauflösende	

Detektionseinheit	 des	 Cyclers	 gemessene	 Fluoreszenzintensität	 verhält	 sich	 proportional	 zur	

Menge	an	gebildeten	PCR‐Produkten.	Als	Fluoreszenzfarbstoff	wurde	EvaGreen®	genutzt.	Dieser	

Farbstoff	lagert	sich	zwischen	die	gebildeten	DNA‐Doppelstränge	und	erzeugt	Fluoreszenz	in	der	

Phase	 vorliegender	 DNA‐Doppelstränge,	 d.	 h.	 am	 Ende	 der	 Elongationsphase.	 EvaGreen®	

zeichnet	sich,	verglichen	mit	dem	üblicherweise	verwendeten	SYBR®Green,	durch	seine	höhere	

Stabilität	und	Sensitivität	aus	 [135].	Die	Quantifizierung	der	mRNA‐Expression	erfolgte	mittels	

der	durch	die	Analysensoftware	berechneten	Cycle	threshold(Ct)‐Werte.	Diese	Größe	entspricht	

der	exponentiellen	Zunahme	der	DNA,	an	dem	das	in	Echtzeit	aufgezeichnete	Fluoreszenzsignal	

über	 einen	 definierten	 Schwellenwert	 (Hintergrundwert)	 in	 der	 exponentiellen	 Phase	 der	

Amplifikation	ansteigt.	Die	am	Ende	jedes	PCR‐Laufs	erstellte	Schmelzkurve	gibt	Aufschluss	über	

die	 Spezifität	 der	 gebildeten	Produkte.	Dazu	wird	die	Temperatur	 kontinuierlich	 von	55°C	 auf	

99°C	 erhöht.	Wird	die	 für	 das	 Produkt	 spezifische	 Schmelztemperatur	 erreicht,	 kommt	 es	 zur	

Auftrennung	 des	 Doppelstranges.	 Die	 Freisetzung	 des	 eingeschlossenen	 Farbstoffes	 wird	 als	

Fluoreszenzabnahme	 registriert.	 Spezifische	 Produkte	 weisen	 dabei	 einen	 höheren	

Schmelzpunkt	als	unspezifische	Produkte	oder	Primerdimere	auf.	Außerdem	gibt	die	Höhe	des	

Peaks	Auskunft	 über	die	Menge	des	 gebildeten	Amplikons.	 Zur	Optimierung	der	 real‐time	 RT‐

PCR	 wurde	 mit	 einem	 Touchdown‐PCR‐Protokoll	 gearbeitet.	 Dadurch	 erhöht	 sich	 Spezifität,	

Sensitivität	und	Ausbeute	der	gebildeten	Reaktionsprodukte,	vor	allem	dann,	wenn	es	sich	um	

schwer	zu	amplifizierende	Templates	handelt	[136].	Die	Spezifität	der	Primerbindung	wird	dabei	
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durch	eine	Annäherung	der	Annealing‐Temperatur	an	die	zu	erwartende	Schmelztemperatur	des	

Primers	erhöht.	Der	Ablauf	der	durchgeführten	real‐time	RT‐PCR	sowie	die	Zusammensetzung	

des	Reaktionsansatzes	sind	in	Abb.	6	sowie	Tabelle	3	beschrieben.	Eigenschaften	der	für	die	real‐

time	RT‐PCR	eingesetzten	Primer	sind	in	Tabelle	4	dargestellt.	

Phase	 Temperatur Dauer 	

Initiale	Denaturierung 95°C	 120	s 	

Denaturierung	 94°C	 30	s 	

Annealing	 59°C	(Touchdown von	64°C	mit	einer	
Verringerung	von	1°C	pro	Zyklus)	

30	s

				40	Zyklen	
Elongation	 72°C	 30	s 	

Fluoreszenzbestimmung	 80°C	 15	s 	

Schmelzkurvenanalyse 55–95°C	 5	s/	1°C	 	

Abb.	6:	Schematische	Darstellung	des	Thermoprofils	der	real‐time	RT‐PCR.	

Als	Negativkontrolle	wurden	anstatt	des	Templates	4	µl	Nuklease‐freies	Wasser	eingesetzt.	Mit	

Hilfe	der	ΔΔCT‐Methode	 [137]	und	der	durch	die	Gerätesoftware	ermittelten	Ct‐Werte	wurden	

die	 relativen	 Expressionen	 der	 untersuchten	 Gene	 berechnet.	 Zur	 Normalisierung	 der	

Expressionsergebnisse	wurde	β‐Actin	als	konstitutiv	exprimiertes	Gen	verwendet.	

Tabelle	3:	Reaktionsansatz	für	die	real‐time	RT‐PCR	

Reagenzien	 Menge

PCR‐Mastermix	 10	µl	

EvaGreen®	 0,25	µl

Vorwärtsprimer	(25	µmol/l)	 0,5	µl

Rückwärtsprimer	(25	µmol/l)	 0,5	µl	

Nuklease‐freies	Wasser 4,75	µl

Template	 4	µl
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Tabelle	4:	Eigenschaften	der	für	die	real‐time	RT‐PCR‐Untersuchungen	verwendeten	Primer	

Gen	 	 Primersequenz	 Produktlänge	

(bp)	

Genbank‐Nr.	

Aanat	 For.	 5‘	GAAGGGAGACAGCAGTTC	3’	 144		 NM	012818.2	

	 Rev.	 5‘	GTCCTGGTCTTGCCTTTG	3‘ 	 	

Adrb1	 For.	 5’	GTAGTGGGCAACGTGTTGGT	3’	 199		 NM	012701.1	

	 Rev.	 5‘	CGTCTACCGAAGTCCAGAGC	3‘ 	 	

β‐Actin	 For.	 5’	ACTCCTACGTGGGCGACGAGG	3’	 389		 NM	031144.3	

	 Rev.	 5’	CAGGTCCAGACGCAGGATGGC	3’ 	 	

Bmal1	 For.	 5’	AAACTCACCGTGCTCAGGAT	3’	 173		 NM	024362.2	

	 Rev.	 5’	TTCCCTCGGTCACATCCTAC	3’ 	 	

Clock	 For.	 5’	AAGTTAGGGCTGAAAGACGGCG	3’	 173	 NM	021856.1	

	 Rev.	 5‘	TGAGCTTCTGGAGGAGGCAGAAG	3‘ 	 	

Cry1	 For.	 5’	AGTTCCCCTCCCCTTTCTCTT	3’	 101	 NM	198750	

	 Rev.	 5’	GGGTTCCCTTCCATTTTGTCA	3’ 	 	

Dbp	 For.	 5’	CCGTGGAGGTGCTAATGACCT	3’	 105		 NM	012543.2	

	 Rev.	 5’	CCTCTGAGAAGCGGTGCCT	3’ 	 	

E4bp4	 For.	 5’	GTACGCCCAAGAAATCCAGA	3’	 162	 NM	053727.2	

	 Rev.	 5‘	AGCGAGCTCTGAGGAGAGTG	3‘ 	 	

Hiomt	 For.	 5‘	GCTGGTGACTTCTTCCGTTC	3‘	 218		 NM	144759.2	

	 Rev.	 5’	TGCAGCATCATGTTGAGTGA	3’ 	 	

Insr	 For.	 5’	TCAGAACCCGATGACCCTAC	3’	 209		 NM	017071.2	

	 Rev.	 5‘	GGGATGCACTTGTTGTTGTG	3‘ 	 	

Per1	 For.	 5‘	CCAGGCCCGGAGAACCTTTTT	3‘	 403		 NM	001034125.1	

	 Rev.	 5‘	CGAAGTTTGAGCTCCCGAAGT	3‘ 	 	

Per2	 For.	 5’	GCAGCCTTTCGATTATTCTC	3’	 97	 NM	031678.1	

	 Rev.	 5’	GCTCCACGGGTTGATGAAG	3’ 	 	

Pparα	 For.	 5’	CCCGCCTGGCCACAACCATT	3’	 221	 NM	013196.1	

	 Rev.	 5’	GAGCCCTCCGAGCCTGGACA	3’ 	 	

Pparγ	 For.	 5‘	GCCTGCGGAAGCCCTTTGGT	3‘	 140	 NM	013124.3	

	 Rev.	 5‘	CAGCAAGCCTGGGCGGTCTC	3‘ 	 	

Rev‐erbα	 For.	 5’	ACAGCTGACACCACCCAGATC	3’	 101	 NM	145775.2	

	 Rev.	 5’	CATGGGCATAGGTGAAGATTTCT	3’ 	 	

Rorα	 For.	 5’	GTCAGCAGCTTCTACCTGGAC	3’	 360	 NM	001106834.1	
	 Rev.	 5‘	GTGTTGTTCTGAGAGTGAAAGGCACG	3‘	 	 	
Aanat	 =	 Arylalkylamin‐N‐acetyltransferase,	 Adrb1	 =	 β1‐Adrenozeptor,	 Bmal1	 =	 Brain	 and	muscle	 aryl	 hydrocarbon	
receptor	nuclear	translocator‐like1,	Cry	=	Cryptochrome,	Clock	=	Circadian	locomotor	output	cycles	kaput,	Dbp	=	D	site	
albumin	promoter	binding	protein,	E4bp4	=	E4	promoter	binding‐protein	4,	Hiomt	=	Hydroxyindol‐O‐methyltransferase,	
Insr	 =	 Insulinrezeptor,	 Per	 =	 Period,	 Ppar	 =	 Peroxisomen	 proliferator‐activated	 receptor,	 Rev‐erbα	 =	 Reverse	
erythroblastosis	virus‐α,	Rorα	=	Retinoic	acid‐related	orphan	receptor‐α.	
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3.8.6 DNA‐Agarosegelelektrophorese	

Die	Qualität	und	Spezifität	des	gebildeten	Amplikons	wurden	mittels	Agarosegelelektrophorese	

überprüft.	Zur	Herstellung	eines	1,5%igen	Agarosegels	wurden	2,25	g	Agarose	mit	15	ml	10	x	

TAE‐Puffer	 und	 135	ml	 Reinstwasser	 versetzt,	 unter	 vorsichtigem	Aufkochen	 gelöst	 und	 nach	

Abkühlen	 in	den	mit	einem	Kamm	zur	Geltaschenbildung	versehenen	Gelschlitten	gegossen.	 Je	

10	µl	Probe	wurden	mit	5	µl	Proben‐Puffer	versetzt,	gemischt	und	nach	Entfernen	des	Kammes	

in	 die	 Taschen	 gegeben.	 Für	 die	 Bestimmung	 der	 Molekülgröße	 des	 PCR‐Produktes	 und	 als	

Spezifitätsnachweis	 der	 Reaktion	wurden	 5	 µl	Molekulargewichtsstandard	mit	 5	 µl	 Nuklease‐

freiem	Wasser	und	5	µl	Proben‐Puffer	gemischt	und	ebenfalls	aufgetragen.	Die	Elektrophorese	

erfolgte	 in	 einem	 1	 x	 TAE‐Puffer	 bei	 einer	 angelegten	 Spannung	 von	 80	 V.	 Nach	 Beendigung	

wurde	das	Gel	in	einem	Ethidiumbromid‐Bad	für	10	min	gefärbt	und	in	Reinstwasser	für	30	min	

entfärbt.	Mittels	einer	UV‐Dokumentationseinrichtung	und	der	dazugehörigen	Software	wurde	

die	Größe	des	PCR‐Produktes	erfasst.	

3.9 Statistik	

Die	statistische	Auswertung	erfolgte	mittels	GraphPad	Prism®	Software.	Die	Ergebnisse	dieser	

Arbeit	 sind	 als	 Mittelwerte	 und	 dazugehörige	 Standardfehler	 (Standard	 error	 of	mean,	 SEM)	

dargestellt.	Die	diurnalen	Tagesgänge	wurden	mit	Hilfe	des	Programmes	Time	Series	Analysis	

Serial	 Cosinor	 ausgewertet.	 Bei	 der	 dabei	 angewandten	 Cosinor‐Analyse	 wird	 anhand	 der	

Methode	 der	 kleinsten	 Quadrate	 schrittweise	 eine	 Cosinusfunktion	 mit	 einer	 vorgegebenen	

Periode,	in	diesem	Fall	24	h,	an	die	Messdaten	angepasst	[138].	Sie	beschreibt	die	Rhythmizität	

der	 erfassten	 Rohdaten.	 Der	 ermittelte	 P‐Wert	 entspricht	 der	Wahrscheinlichkeit,	 bei	welcher	

die	 errechnete	 Amplitude	 gleich	 Null	 ist	 und	 somit	 kein	 Rhythmus	 vorliegen	 würde.	 Auf	

Grundlage	 dieser	 Cosinusfunktion	 ergeben	 sich	 neben	 dem	 berechneten	 Rhythmus	 der	

zugrundeliegenden	 Zeitreihen	 weitere	 chronobiometrische	 Merkmale.	 Der	 Midline‐estimating	

statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 ist	 dabei	 als	 Mittelwert	 der	 Cosinusfunktion	 definiert.	 Da	 die	

Messdaten	 in	dieser	Untersuchung	 in	 äquidistanten	 Intervallen	erhoben	wurden,	kann	er	auch	

mit	 dem	 24	 h‐Mittelwert	 gleichgesetzt	 werden.	 Die	 ermittelte	 Amplitude	 bezeichnet	 die	

Differenz	 zwischen	 dem	 Mittelwert	 und	 dem	 Minimum	 bzw.	 Maximum	 der	 Cosinusfunktion.	

Unter	der	Phase	versteht	man	die	zeitliche	Lage	eines	bestimmten	Punktes,	hier	des	Maximums	

(dann	bezeichnet	als	Akrophase),	auf	der	Cosinusfunktion	in	Bezug	auf	einen	Referenzzeitpunkt	

(ZT	 0).	 Mittelwertsvergleiche	 bzw.	 Unterschiede	 hinsichtlich	 des	 MESOR	 bzw.	 der	 Amplitude	

wurden	 mit	 dem	 nicht‐parametrischen	 Mann‐Whitney‐U‐Test	 durchgeführt.	 Irrtumswahr‐

scheinlichkeiten	 (P)	 kleiner	 als	 5%	 wurden	 als	 statistisch	 signifikant	 angesehen.	 Die	 Stern‐

Symbolik	kennzeichnet	die	Signifikanzen	wie	folgt:	*	P	<	0,05,	**	P	<	0,01	und	***	P	<	0,001.	
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4. Ergebnisse	

4.1 Untersuchungen	zur	Bedeutung	des	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	

Im	ersten	Teil	der	vorliegenden	Arbeit	wurde	der	funktionelle	Zusammenhang	zwischen	Insulin	

und	 Melatonin	 anhand	 des	 spontan	 Typ	 1‐diabetischen	 Rattenmodells	 LEW.1AR1‐iddm	

untersucht.	 Dafür	 wurden	 diurnale	 Tagesprofile	 der	 peripheren	 Blutglukosekonzentration,	

Insulin‐	und	Melatoninkonzentration	sowie	ADR‐	und	NA‐Konzentration	im	Plasma	männlicher,	

diabetischer	 Tiere	 und	 deren	 korrespondierenden	 normoglykämischen	 Kontrollen	 in	 einem	

zeitlichen	Abstand	von	3	h	erhoben.	In	der	Epiphyse	wurde	die	Genexpression	wichtiger	Enzyme	

der	Melatoninsynthese	(Aanat,	Hiomt),	zweier	zentraler	Uhrengene	(Per1,	Bmal1)	sowie	des	Insr	

und	 des	 Adrb1	 ermittelt.	 Des	 Weiteren	 wurden	 diabetische	 Tiere	 für	 zehn	 Tage	 durch	 ein	

subkutan	platziertes	Pellet	mit	 Insulin	substituiert,	und	die	beschriebenen	Merkmale	ebenfalls	

im	 Tagesverlauf	 untersucht.	 Zur	 Auswertung	 der	 Tagesgangprofile	 wurden	 die	 beobachteten	

Merkmale	 anschließend	 einer	 Cosinor‐Analyse	 unterzogen,	 um	 Veränderungen	 im	 diurnalen	

Rhythmus	sowie	den	Einfluss	des	Insulins	zu	ermitteln.	

4.1.1 Körpergewicht	

Um	die	Auswirkungen	der	diabetischen	Stoffwechselerkrankung	bzw.	der	Insulinsubstitution	zu	

erfassen,	 wurde	 zunächst	 das	 Körpergewicht	 der	 Versuchstiere	 bestimmt.	 Normoglykämische	

Kontrollen,	 Typ	 1‐diabetische	 und	 Insulin‐substituierte	 Tiere	 waren	 zum	 Zeitpunkt	 der	

Datenerhebung	60	bis	70	Tage	alt.	Das	mittlere	Körpergewicht	männlicher	normoglykämischer	

LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle)	 lag	bei	271,0	±	2,61	g.	Typ	1‐diabetische	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	

(Iddm)	wiesen	 ein	 statistisch	 signifikant	 niedrigeres	Gewicht	 im	Vergleich	 zur	Kontrollgruppe	

auf	(229,5	±	3,86	g;	P	<	0,001).	Verglichen	mit	der	diabetischen	Gruppe	führte	eine	zehntägige	

Insulinsubstitution	 (Iddm	 +	 Insulin)	 zu	 einer	 signifikanten	 Erhöhung	 des	 Körpergewichtes	

(265,2	±	3,18	g;	P	<	0,001).	

4.1.2 Glukosekonzentration	

Eines	 der	 wichtigsten	 Merkmale	 zur	 Charakterisierung	 des	 T1DM	 ist	 die	

Blutglukosekonzentration.	 Sie	 wurde	 erfasst,	 um	 einerseits	 eine	 genaue	 Zuordnung	 zur	

diabetischen	 Gruppe	 vornehmen	 zu	 können	 und	 andererseits,	 um	 die	 Wirkung	 des	

substituierten	Insulins	zu	überprüfen.	Im	Vergleich	zur	normoglykämischen	Kontrollgruppe	war	

der	 MESOR	 der	 Blutglukosekonzentration	 Typ	 1‐diabetischer	 männlicher	 Ratten	 statistisch	
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signifikant	 erhöht	 (Abb.	 7	 A,	 Tabelle	 5).	 Die	 Insulinsubstitution	 führte	 zu	 einer	 signifikanten	

Senkung	 der	 erhöhten	 Blutglukosekonzentration	 auf	 Werte	 signifikant	 oberhalb	

normoglykämischer	 Kontrolltiere.	 In	 der	 Kontrollgruppe	 wurde	 ein	 signifikanter	 diurnaler	

Rhythmus	 der	 Blutglukosekonzentration	 beobachtet	 (Abb.	 7	 B,	 Tabelle	 5).	 Im	 Gegensatz	 dazu	

konnte	 bei	 den	 Typ	 1‐diabetischen	 und	 Insulin‐behandelten	 Tieren	 kein	 Rhythmus	

nachgewiesen	werden.	

A	 B

	
	

Abb.	7:	Blutglukosekonzentration	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐
iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin,	●).	(A)	Midline‐	
estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	***	P	<	0,001	(Mann‐
Whitney‐U‐Test).	 (B)	 Diurnales	 Tagesprofil,	 welches	 den	 Mittelwert	 ±	 SEM	 mit	 n	 =	 5	 Tiere	 pro	 Tageszeitpunkt	
darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.1.3 Insulinkonzentration	

Eine	 stark	 erniedrigte	 Insulinkonzentration	 des	 Plasmas	 stellt	 ein	 weiteres	 wichtiges	

Kennzeichen	 der	 autoimmunologischen	 Inselzerstörung	 des	 Pankreas	 beim	 T1DM	dar.	 Zudem	

liefert	 die	 Bestimmung	 dieses	 Merkmals	 ein	 wichtiges	 Indiz	 für	 den	 Erfolg	 der	

Insulinbehandlung.	 Verglichen	 mit	 der	 Kontrollgruppe	 war	 der	 MESOR	 der	 Plasma‐

Insulinkonzentration	 Typ	 1‐diabetischer	 Tiere	 signifikant	 erniedrigt	 (Abb.	 8	 A,	 Tabelle	 5).	 Die	

zehntägige	 Insulinsubstitution	 führte	 zu	 einer	 statistisch	 signifikanten	 Erhöhung	 des	 Plasma‐

Insulins,	welches	das	Niveau	der	Kontrolltiere	 signifikant	 überschritt.	 Ein	 diurnaler	Rhythmus	

der	 Insulinkonzentration	war	ausschließlich	 in	den	nicht‐diabetischen	Kontrollen	nachweisbar		

(Abb.	8	B,	Tabelle	5).	
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A	 B

	

Abb.	 8:	 Insulinkonzentration	 im	 Plasma	 männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	
LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	▲)	und	 Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	
(A)	Midline‐estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	**	P	<	0,01,	
***	P	<	0,001	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	 (B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	
Tageszeitpunkt	 darstellt.	 Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	 Hell‐	 bzw.	 Dunkelphase	 des	 diurnalen	
Rhythmus.	

4.1.4 Melatoninkonzentration	

Im	 Vergleich	 zur	 nicht‐diabetischen	 Kontrollgruppe	 war	 der	 MESOR	 des	 Plasma‐Melatonins		

Typ	 1‐diabetischer	männlicher	 Tiere	 statistisch	 signifikant	 erhöht.	 Durch	 die	 Substitution	 von	

Insulin	wurden	die	Werte	normalisiert	(Abb.	9	A,	Tabelle	5).	Die	Cosinor‐Analyse	berechnete	für	

die	 nicht‐diabetischen	 Kontrollen	 einen	 signifikanten	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 Plasma‐

Melatoninkonzentration	(Abb.	9	B,	Tabelle	5).	Dieser	Rhythmus	war	bei	den	Typ	1‐diabetischen	

Tieren	 nicht	 nachweisbar.	 Jedoch	 wurde	 der	 diurnale	 Rhythmus	 durch	 Insulinsubstitution	

wiederhergestellt.	Bei	den	Kontrolltieren	und	Insulin‐substituierten	Tieren	war	ein	Anstieg	der	

Plasma‐Melatoninkonzentration	 zu	 Beginn	 der	 Dunkelphase	 feststellbar,	 welcher	 gegen	 Ende	

dieser	Periode	auf	das	Niveau	der	Hellphase	abfiel.	Im	Gegensatz	dazu	zeigten	Typ	1‐diabetische	

Tiere	 jedoch	 auch	 zu	 verschiedenen	 Zeitpunkten	 der	 Hellphase	 stark	 erhöhte	

Melatoninkonzentrationen.	 Hinsichtlich	 der	 Amplitude	 und	 der	 Akrophase	 konnten	 keine	

Unterschiede	 zwischen	 den	 normoglykämischen	 Kontrollen	 und	 den	 Insulin‐substituierten	

Tieren	beobachtet	werden	(Tabelle	5).	
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Abb.	9:	Melatoninkonzentration	 im	Plasma	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	
LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	▲)	und	 Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	
(A)	Midline‐estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05,	
***	P	<	0,001	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	 (B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	
Tageszeitpunkt	 darstellt.	 Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	 Hell‐	 bzw.	 Dunkelphase	 des	 diurnalen	
Rhythmus.	

4.1.5 Katecholaminkonzentration	

Da	 die	 Katecholamine	 ADR	 und	 NA	 sowohl	 hemmend	 auf	 die	 Insulinsekretion	 als	 auch	

stimulierend	auf	die	Melatoninsynthese	wirken,	wurden	sie	 im	Rahmen	dieser	Arbeit	ebenfalls	

untersucht.	

4.1.5.1 Adrenalinkonzentration	

Der	MESOR	 der	ADR‐Konzentration	 im	Plasma	Typ	 1‐diabetischer	 Tiere	war	 im	Vergleich	 zur	

Kontrollgruppe	signifikant	erhöht	(Abb.	10	A,	Tabelle	5).	Er	wurde	durch	die	Insulinsubstitution	

jedoch	nicht	signifikant	verändert.	Während	in	der	Kontrollgruppe	kein	diurnaler	Rhythmus	der	

Plasma‐ADR‐Konzentration	 nachweisbar	 war,	 ergab	 die	 Cosinor‐Analyse	 sowohl	 für	 die	

diabetischen	 als	 auch	 für	 die	 Insulin‐substituierten	 Tiere	 einen	 statistisch	 signifikanten	

Rhythmus	 (Abb.	10	B,	Tabelle	5).	Diabetische	und	substituierte	Tiere	unterschieden	sich	nicht	

hinsichtlich	 der	 Amplitude	 (Tabelle	 5).	 Die	 Akrophase	 der	 ADR‐Konzentration	 des	 Plasmas	

diabetischer	 Tiere	 lag	 bei	 ZT	 3	 und	 wurde	 durch	 die	 Gabe	 von	 Insulin	 um	 3	 h	 nach	 ZT	 0	

verschoben	(Tabelle	5).	
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Abb.	10:	Adrenalinkonzentration	im	Plasma	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	
LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	▲)	und	 Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	
(A)	Midline‐estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	**	P	<	0,01	
(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	
darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.1.5.2 Noradrenalinkonzentration	

Im	Vergleich	zur	Kontrolle	war	der	MESOR	der	NA‐Konzentration	des	Plasmas	diabetischer	Tiere	

nicht	verändert	(Abb.	11	A,	Tabelle	5).	Allerdings	kam	es	infolge	der	Insulinsubstitution	zu	einer	

statistisch	signifikanten	Reduktion	der	NA‐Werte.	Während	in	der	Kontrollgruppe	kein	diurnaler	

Rhythmus	vorhanden	war,	ergab	die	Cosinor‐Analyse	sowohl	bei	den	diabetischen	als	auch	bei	

den	 substituierten	 Tieren	 einen	 signifikanten	 Rhythmus	 der	 Plasma‐NA‐Konzentration		

(Abb.	11	B,	Tabelle	5).	Diabetische	und	substituierte	Tiere	unterschieden	sich	nicht	hinsichtlich	

der	Amplitude	(Tabelle	5).	Die	Akrophase	der	Typ	1‐diabetischen	Tiere	(ZT	3)	wurde	durch	die	

Insulinsubstitution	um	6	h	verschoben	(ZT	21;	Tabelle	5).	
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Abb.	 11:	 Noradrenalinkonzentration	 im	 Plasma	 männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐
diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	
Insulin,	●).	(A)	Midline‐estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	
*	P	<	0,05,	**	P	<	0,01	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	
pro	 Tageszeitpunkt	 darstellt.	Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	Hell‐	 bzw.	 Dunkelphase	 des	 diurnalen	
Rhythmus.	



  Ergebnisse 

 37

Tabelle	 5:	 Ergebnisse	 der	 mittels	 Cosinor‐Analyse	 ausgewerteten	 Blut‐	 und	 Plasmawerte	 männlicher	
LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle),	Typ	1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm)	und	 Insulin‐substituierter	
Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin)	

	 Cosinor‐Analyse
	 	 Rhythmus

P‐Wert	
MESOR	 Amplitude	 Akrophase

	
Periphere	
Blutglukose	
[mmol/l]	

Kontrolle	 0,002 6,55	±	0,08a 0,85	±	0,11	 ZT	15
Iddm	 0,357 21,50	±	0,57b / /	
Iddm	+	Insulin	 0,388 12,56	±	0,35c / /	

Plasma‐
Insulin	
[pmol/l]	

Kontrolle	 <	0,001 77,46	±	5,84a 69,33	±	11,9	 ZT	15
Iddm	 0,907 4,21	±	0,60b / /	
Iddm	+	Insulin	 0,308 113,50	±	8,02c / /	

Plasma‐
Melatonin	
[pmol/l]	

Kontrolle	 <	0,001 350,80	±	20,93a 297,9	±	52,82	 ZT18
Iddm	 0,155 2664,00	±	232,30b / /	
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 481,60	±	35,45c 444,8	±	67,6	 ZT	18

Plasma‐
Adrenalin	
[nmol/l]	

Kontrolle	 0,893 39,90	±3,05a / /	
Iddm	 <	0,001 63,26	±	4,25b 23,18	±	1,68	 ZT	3
Iddm	+	Insulin	 0,032 45,65	±	4,94ab 17,92	±	2,60	 ZT	0

Plasma‐
Noradrenalin	
[nmol/l]	

Kontrolle	 0,702 79,10	±	4,08a / /	
Iddm	 0,005 92,12	±	4,17a 25,10	±	7,76	 ZT	3
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 63,28	±	5,07b 33,12	±	4,42	 ZT	21

MESOR	=	Midline‐estimating	 statistic	of	rhythm.	Die	Daten	 repräsentieren	Mittelwerte	±	SEM	mit	n	=	40	Tieren	pro	
Gruppe	 bzw.	 n	 =	 5	 Tiere	 pro	 Tageszeitpunkt.	 Die	 statistische	 Uǆ berprüfung	 des	 Rhythmus	 erfolgte	mittels	 Cosinor‐
Analyse	(P	<	0,05	statistisch	signifikanter	diurnaler	Rhythmus).	a,	b,	c	Werte	unterscheiden	sich	signifikant	voneinander	
(P	<	0,05;	Mann‐Whitney‐U‐Test).	

4.1.6 Genexpression	der	Epiphyse	

4.1.6.1 Gene	der	Melatoninsynthese	

Um	Ursachen	 für	 die	 veränderten	Melatoninkonzentrationen	 aufgrund	der	Typ	1‐diabetischen	

Stoffwechsellage	zu	erfassen,	wurde	die	relative	mRNA‐Expression	der	Aanat	sowie	der	Hiomt,	

zwei	wichtige	Enzyme	der	Melatoninsynthese,	in	der	Epiphyse	bestimmt.	

4.1.6.1.1 Expression	der	Aanat	

Hinsichtlich	 des	 MESOR	 der	 relativen	 Aanat‐Expression	 in	 der	 Epiphyse	 wurden	 keine	

Unterschiede	 zwischen	 normoglykämischen	 Kontrollen	 und	 Typ	 1‐diabetischen	 Tieren	

beobachtet	 (Abb.	 12	 A,	 Tabelle	 6).	 	 In	 Folge	 der	 Insulinsubstitution	 kam	 es	 jedoch	 zu	 einer	

statistisch	signifikanten	Erhöhung	des	MESOR.	Für	 jede	der	drei	Gruppen	war	ein	signifikanter	

diurnaler	 Rhythmus	 der	 relativen	 Aanat‐Expression	 nachweisbar	 (Abb.	 12	 B,	 Tabelle	 6).	 Im	

Verlauf	des	diurnalen	Tagesprofils	kam	es	während	der	Dunkelphase	 in	allen	drei	Gruppen	zu	

einem	 Anstieg	 des	 Expressionsniveaus	 der	 Aanat.	 Ebenso	 wiesen	 Insulin‐substituierte	

männliche	Ratten	eine	statistisch	signifikante	Erhöhung	der	Amplitude	der	Aanat‐Expression	auf	



  Ergebnisse 

 38

(Tabelle	6).	Weder	die	diabetische	Stoffwechsellage	noch	die	Insulinsubstitution	führten	zu	einer	

veränderten	Akrophase	der	Expression	dieses	Gens	(Tabelle	6).	

A	 B

	

Abb.	12:	Relative	mRNA‐Expression	der	Arylalkylamin‐N‐acetyltransferase	(Aanat)	in	der	Epiphyse	männlicher	
LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	 Insulin‐
substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin,	●).	(A)	Midline‐estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	
dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	
welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	
die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.1.6.1.2 Expression	der	Hiomt	

Der	MESOR	der	relativen	Expression	der	Hiomt	 in	der	Epiphyse	Typ	1‐diabetischer	männlicher	

Tiere	 unterschied	 sich	 nicht	 von	 dem	 normoglykämischer	 Kontrollen	 (Abb.	 13	 A,		

Tabelle	 6).	 Verglichen	 mit	 den	 Kontrollen	 führte	 die	 Insulinsubstitution	 jedoch	 zu	 einem	

statistisch	 signifikanten	Anstieg	des	MESOR	der	Hiomt‐Genexpression.	Die	Tagesprofil‐Analyse	

der	 relativen	 Expression	 der	 Hiomt	 ergab	 ausschließlich	 für	 die	 substituierten	 Tiere	 einen	

signifikanten	diurnalen	Rhythmus	(Abb.	13	B,	Tabelle	6).	
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Abb.	 13:	 Relative	 mRNA‐Expression	 der	 Hydroxyindol‐O‐methyltransferase	 (Hiomt)	 in	 der	 Epiphyse	
männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	
Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	 (A)	Midline‐estimating	 statistic	of	 rhythm	
(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	**	P	<	0,01	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	
Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	 SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	 graue	Flächen	
charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	
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4.1.6.2 Expression	des	Insr	

Zurückliegende	 Untersuchungen	 konnten	 zeigen	 [91,92],	 dass	 Insulin	 über	 den	 Insr	 die	 NA‐

mediierte	Melatoninsynthese	der	Epiphyse	beeinflusst.	Verglichen	mit	der	normoglykämischen	

Kontrollgruppe	war	der	MESOR	der	 relativen	 Insr‐Expression	der	Epiphyse	Typ	1‐diabetischer	

Ratten	nicht	signifikant	erhöht	(P	=	0,056),	während	es	durch	die	Insulinsubstitution	zu	einem	

signifikanten	Anstieg	dieses	Merkmals	kam	(Abb.	14	A,	Tabelle	6).	Laut	Cosinor‐Analyse	wiesen	

ausschließlich	diabetische	Tiere	einen	statistisch	signifikanten	diurnalen	Rhythmus	der	relativen	

Insr‐Expression	auf	(Abb.	14	B,	Tabelle	6).	
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Abb.	14:	Relative	mRNA‐Expression	des	Insulinrezeptors	(Insr)	in	der	Epiphyse	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	
(Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	 Insulin‐substituierter	 Typ	 1‐
diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 dargestellt	 als	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	
bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.1.6.3 Expression	des	Adrb1	

Die	 Stimulation	 der	 epiphysären	 Melatoninsynthese	 wird	 in	 erster	 Linie	 über	 den	 Adrb1	

reguliert.	Eine	Beeinflussung	der	relativen	Expression	dieses	Gens	könnte	somit	auch	mit	einer	

veränderten	 Plasma‐Melatoninkonzentration	 im	 Zusammenhang	 stehen.	 Verglichen	 mit	 der	

Kontrollgruppe	wurde	bei	Typ	1‐diabetischen	Ratten	keine	Veränderung	des	MESOR	der	mRNA‐

Expression	 des	 Adrb1	 beobachtet	 (Abb.	 15	 A,	 Tabelle	 6).	 Ebenso	 zeigte	 die	 Substitution	 von	

Insulin	keinen	Einfluss	 auf	dieses	Merkmal.	Die	Cosinor‐Analyse	wies	 lediglich	 für	die	 Insulin‐

substituierten	 Tiere	 einen	 statistisch	 signifikanten	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 relativen	 Adrb1‐

Expression	auf	(Abb.	15	B,	Tabelle	6).	
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Abb.	 15:	 Relative	mRNA‐Expression	 des	 β1‐Adrenozeptors	 (Adrb1)	 in	 der	 Epiphyse	männlicher	 LEW.1AR1‐
Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐
diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 dargestellt	 als	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	
Tageszeitpunkt	 darstellt.	 Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	 Hell‐	 bzw.	 Dunkelphase	 des	 diurnalen	
Rhythmus.	

4.1.6.4 Uhrengene	

Die	 epiphysäre	mRNA‐Expression	der	wichtigen	Uhrengene	Per1	 und	Bmal1	wurde	 bestimmt,	

um	 zu	 untersuchen,	 ob	 Störungen	 der	 circadianen	 Rhythmik	 mit	 einer	 veränderten	

Melatoninsynthese	einhergehen.	

4.1.6.4.1 Expression	des	Per1	

Der	MESOR	der	relativen	Per1‐mRNA‐Expression	Typ	1‐diabetischer	Ratten	war	im	Vergleich	zur	

Kontrollgruppe	unverändert	(Abb.	16	A,	Tabelle	6).	Die	Insulinsubstitution	führte	jedoch	zu	einer	

statistisch	signifikant	erhöhten	Expression	von	Per1	verglichen	mit	der	Kontrolle.	Laut	Cosinor‐

Analyse	 zeigte	 jede	 der	 drei	 Gruppen	 einen	 signifikanten	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 Per1‐

Expression	 (Abb.	 16	 B,	 Tabelle	 6).	 Die	 Per1‐mRNA‐Expression	 befand	 sich	 während	 der	

Hellphase	 an	 der	 Nachweisgrenze,	 stieg	 jedoch	 während	 der	 Dunkelphase	 stark	 an.	 Eine	

Veränderung	 der	 Akrophase	 der	 relativen	mRNA‐Expression	 von	Per1	 war	 zwischen	 den	 drei	

Gruppen	nicht	zu	beobachten	(Tabelle	6).	
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Abb.	 16:	Relative	mRNA‐Expression	 des	Uhrengens	 Period1	 (Per1)	 in	 der	 Epiphyse	männlicher	 LEW.1AR1‐
Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐
diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 	 dargestellt	 als	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	**	P	<	0,01	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	
bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.1.6.4.2 Expression	des	Bmal1	

Im	Vergleich	zur	Kontrollgruppe	hatte	weder	der	T1DM	noch	die	Substitution	von	Insulin	einen	

Einfluss	 auf	 den	 MESOR	 der	 relativen	 Bmal1‐Expression	 (Abb.	 17	 A,	 Tabelle	 6).	 Die	

Cosinoranalyse	 der	 relativen	 Expression	 zeigte	 für	 jede	 der	 Gruppen	 einen	 statistisch	

signifikanten	 diurnalen	Rhythmus	 (Abb.	 17	 B,	 Tabelle	 6).	 Die	 Akrophase	 der	 relativen	mRNA‐

Expression	der	Kontrollgruppe	lag	bei	ZT	0	(Tabelle	6).	Durch	den	T1DM	wurde	sie	um	3	h	(ZT	

3)	 verschoben.	 Die	 Substitution	 von	 Insulin	 (ZT	 3)	 führte	 zu	 keiner	 Veränderung	 dieser	

Phasenlage.	
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Abb.	 17:	 Relative	 mRNA‐Expression	 des	 Uhrengens	 Brain	 and	 muscle	 aryl	 hydrocarbon	 receptor	 nuclear	
translocator‐like1	 (Bmal1)	 in	der	Epiphyse	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	
LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	▲)	und	 Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	
(A)	Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 dargestellt	 als	 Mittelwert	 ±	 SEM	 mit	 n	 =	 40	 pro	 Gruppe.	 (B)	
Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	graue	
Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	
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Tabelle	6:	Ergebnisse	der	mittels	Cosinor‐Analyse	 ausgewerteten	 relativen	mRNA‐Expression	 ausgewählter	
Gene	 der	 Epiphyse	 männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	
(Iddm)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin)	

	 Cosinor‐Analyse
	 	 Rhythmus

P‐Wert	
MESOR Amplitude	 Akrophase

	

Aanat	
Kontrolle	 <	0,001 0,131	±	0,014a 0,20	±	0,02a	 ZT	18		
Iddm	 <	0,001 0,128	±	0,015a	 0,18	±	0,02a	 ZT	18	
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 0,217	±	0,021b 0,31	±	0,02b	 ZT	18	

Hiomt	
Kontrolle	 0,348 0,460	±	0,078a / /	
Iddm	 0,697 0,661	±	0,128ab / /	
Iddm	+	Insulin	 0,001 0,640	±	0,083b 0,30	±	0,05	 ZT	18		

Insr	
Kontrolle	 0,729 0,443	±	0,042a / /	
Iddm	 0,017 0,590	±	0,065ab 0,19	±	0,05		 ZT	9		
Iddm	+	Insulin	 0,072 0,615	±	0,036b	 / /	

Adrb1	
Kontrolle	 0,579 0,577	±	0,070 / /	
Iddm	 0,605 0,932	±	0,211	 / /	
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 0,743	±	0,045	 0,43	±	0,06		 ZT	15	

Per1	
Kontrolle	 <	0,001 0,144	±	0,009a 0,13	±	0,02a	 ZT	15		
Iddm	 0,030 0,269	±	0,086ab 0,28	±	0,15ab	 ZT	15		
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 0,229	±	0,023b 0,20	±	0,02b	 ZT	15	

Bmal1	
Kontrolle	 0,050 1,151	±	0,236	 0,87	±	0,22		 ZT	0		
Iddm	 <	0,001 1,139	±	0,148	 0,66	±	0,19	 ZT	3		
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 1,356	±	0,048	 1,11	±	0,12	 ZT	3			

Aanat	 =	 Arylalkylamin‐N‐acetyltransferase,	 Adrb1	 =	 β1‐Adrenozeptor,	 Bmal1	 =	 Brain	 and	muscle	 aryl	 hydrocarbon	
receptor	 nuclear	 translocator‐like1,	 Hiomt	 =	 Hydroxyindol‐O‐methyltransferase,	 Insr	 =	 Insulinrezeptor,	 MESOR	 =	
Midline‐estimating	statistic	of	rhythm,	Per	=	Period.	Die	Daten	repräsentieren	Mittelwerte	±	SEM	mit	n	=	40	Tieren	pro	
Gruppe	 bzw.	 n	 =	 5	 Tiere	 pro	 Tageszeitpunkt.	 Die	 statistische	 Uǆ berprüfung	 des	 Rhythmus	 erfolgte	mittels	 Cosinor‐
Analyse	(P	<	0,05	statistisch	signifikanter	diurnaler	Rhythmus).	a,	b	Werte	unterscheiden	sich	signifikant	voneinander	
(P	<	0,05;	Mann‐Whitney‐U‐Test).	

4.2 Untersuchungen	zum	Einfluss	von	Insulin	auf	die	Genexpression	der	

Leber	Typ	1‐diabetischer	Ratten	

Untersuchungen	konnten	zeigen,	dass	eine	diabetische	Stoffwechsellage	zu	Veränderungen	der	

„inneren	Uhr“	führen	kann	[117].	Im	umgekehrten	Sinne	kann	jedoch	eine	Störung	der	„inneren	

Uhr“	 zur	 Entstehung	 eines	 Diabetes	 mellitus	 beitragen	 [111].	 Daher	 wurde	 im	 zweiten	 Teil	

dieser	Arbeit	der	Einfluss	des	T1DM	sowie	einer	 Insulinsubstitution	auf	die	 „periphere	 innere	

Uhr“	 der	 Leber	 untersucht.	 Dafür	 wurde	 die	 relative	 mRNA‐Expression	 zentraler	 Uhrengene	

(Kapitel	4.2.1)	und	CCGs	(Kapitel	4.2.2)	im	Tagesgang	in	der	Leber	bestimmt.	
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4.2.1 Uhrengene	

4.2.1.1 Expression	des	Per1	

Weder	 die	 Typ	 1‐diabetische	 Stoffwechsellage	 noch	 die	 Insulinsubstitution	 beeinflussten	 den	

MESOR	 der	 mRNA‐Expression	 von	 Per1	 in	 der	 Leber	 (Abb.	 18	 A,	 Tabelle	 7).	 In	 allen	 drei	

untersuchten	 Gruppen	 war	 ein	 statistisch	 signifikanter	 diurnaler	 Rhythmus	 der	 hepatischen	

Per1‐Expression	 nachweisbar,	 wobei	 die	 mRNA‐Expression	 während	 der	 Hellphase	 des	

Tagesganges	anstieg,	und	mit	Beginn	der	subjektiven	Nacht	abfiel	(Abb.	18	B,	Tabelle	7).	Ebenso	

blieb	die	Amplitude	der	mRNA‐Expression	von	Per1	unbeeinflusst	(Tabelle	7).	Der	T1DM	hatte	

im	Vergleich	zur	Kontrolle	keinen	Einfluss	auf	die	Lage	der	Akrophase	(ZT	9),	wohingegen	die	

Substitution	von	Insulin	zu	einer	Verschiebung	der	Akrophase	(ZT	12)	führte	(Tabelle	7).	

A	 B

 

Abb.	18:	Relative	mRNA‐Expression	des	Uhrengens	Period1	(Per1)	in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	
(Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	 Insulin‐substituierter	 Typ	 1‐
diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 	 dargestellt	 als	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	
Tageszeitpunkt	 darstellt.	 Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	 Hell‐	 bzw.	 Dunkelphase	 des	 diurnalen	
Rhythmus.	

4.2.1.2 Expression	des	Per2	

Der	 MESOR	 der	 relativen	 Per2‐Genexpression	 wurde	 durch	 den	 T1DM	 statistisch	 signifikant	

erniedrigt	(Abb.	19	A,	Tabelle	7).	Die	Insulinsubstitution	hatte	jedoch	keinen	normalisierenden	

Einfluss	auf	dieses	Merkmal.	Der	diurnale	Rhythmus	des	Uhrengens	Per2	war	weder	durch	den	

T1DM	noch	durch	die	Substitution	von	Insulin	verändert	(Abb.	19	B,	Tabelle	7).	 Im	Tagesprofil	

wies	die	Per2‐mRNA‐Expression	einen	Anstieg	gegen	Ende	der	Hellphase	auf,	welcher	zu	Beginn	

der	Dunkelphase	abfiel.	Die	durch	den	T1DM	verringerte	Amplitude	der	Per2‐Expression	wurde	

durch	 die	 Substitution	 von	 Insulin	 auf	 ein	 Niveau	 der	 nicht‐diabetischen	 Kontrollgruppe	

normalisiert	 (Tabelle	 7).	 Hinsichtlich	 der	 Akrophase	 der	 Genexpression	 ergaben	 sich	 keine	

Unterschiede	zwischen	den	drei	Gruppen	(Tabelle	7).	
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Abb.	19:	Relative	mRNA‐Expression	des	Uhrengens	Period2	(Per2)	in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	
(Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	 Insulin‐substituierter	 Typ	 1‐
diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 	 dargestellt	 als	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	
Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	
bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.2.1.3 Expression	des	Bmal1	

Der	 MESOR	 der	 Bmal1‐mRNA‐Expression	 wurde	 durch	 den	 T1DM	 statistisch	 signifikant	

erniedrigt	 (Abb.	 20	 A,	 Tabelle	 7).	 Die	 Behandlung	 mit	 Insulin	 führte	 jedoch	 nicht	 zu	 einer	

Normalisierung	 dieses	 Merkmals.	 Entsprechend	 der	 Cosinor‐Analyse	 zeigte	 jede	 der	 drei	

untersuchten	 Gruppen	 einen	 signifikanten	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 Bmal1‐Expression		

(Abb.	 20	 B,	 Tabelle	 7).	 Das	 diurnale	 Tagesprofil	 wies	 ein	 Maximum	 der	 Bmal1‐Expression	

während	der	Hellphase	auf.	Mit	Beginn	der	Dunkelphase	fiel	die	Expression	ab,	jedoch	am	Ende	

dieser	 Periode	 stieg	 sie	 wieder	 auf	 das	 Ausgangsniveau	 an.	 Auch	 die	 Amplitude	 der	 Bmal1‐

mRNA‐Expression	wurde	 durch	 den	 T1DM	 signifikant	 erniedrigt,	wohingegen	 die	 Behandlung	

mit	 Insulin	 keinen	 Effekt	 hatte	 (Tabelle	 7).	 Im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 (ZT	 3)	 war	 die	

Akrophase	 der	 relativen	 Bmal1‐Expression	 der	 Typ	 1‐diabetischen	 Tiere	 (ZT	 21)	 deutlich	

verschoben,	 worauf	 die	 Substitution	 von	 Insulin	 jedoch	 lediglich	 einen	 leichten	

normalisierenden	Einfluss	hatte	(ZT	0;	Tabelle	7).	
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Abb.	 20:	 Relative	 mRNA‐Expression	 des	 Uhrengens	 Brain	 and	 muscle	 aryl	 hydrocarbon	 receptor	 nuclear	
translocator‐like1	 (Bmal1)	 in	 der	 Leber	 männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	
LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	▲)	und	 Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	
(A)	Midline‐estimating	statistic	of	rhythm	(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwerte	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05	
(Mann‐Whitney‐U‐Test).	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	
darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.2.1.4 Expression	des	Clock	

Der	 MESOR	 der	 Clock‐mRNA‐Expression	 Typ	 1‐diabetischer	 Tiere	 war	 im	 Vergleich	 zur	

Kontrollgruppe	 nicht	 verändert	 (Abb.	 21	 A,	 Tabelle	 7).	 Jedoch	 war	 dieses	 Merkmal	 bei	 den	

Insulin‐substituierten	Tieren	statistisch	signifikant	vermindert.	Während	in	der	Kontrollgruppe	

ein	 signifikanter	 diurnaler	 Rhythmus	 der	 Clock‐Expression	 nachweisbar	 war,	 wiesen	 Typ	 1‐

diabetische	 und	 Insulin‐substituierte	 Tiere	 keine	 rhythmische	 mRNA‐Expression	 dieses	

Uhrengens	auf	(Abb.	21	B,	Tabelle	7).	Die	diurnale	Clock‐mRNA‐Expression	der	Kontrollgruppe	

zeigte	 ein	 Maximum	 während	 der	 Hellphase	 auf,	 welches	 mit	 Beginn	 der	 Dunkelphase	 stark	

abfiel.	 Gegen	 Ende	 der	 Dunkelperiode	 erreichte	 die	 mRNA‐Expression	 jedoch	 wieder	 das	

Ausgangsniveau.	
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Abb.	 21:	 Relative	mRNA‐Expression	 des	Uhrengens	 Circadian	 locomotor	 output	 cycles	 kaput	 (Clock)	 in	 der	
Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	
Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	 (A)	Midline‐estimating	 statistic	of	 rhythm	
(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	 (B)	Diurnales	
Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	 SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	 graue	Flächen	
charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	
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4.2.1.5 Expression	des	Cry1	

Im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 wurde	 der	 MESOR	 der	 relativen	 mRNA‐Expression	 des	

Uhrengens	 Cry1	 weder	 durch	 den	 T1DM	 noch	 unter	 dem	 Einfluss	 der	 Insulinsubstitution	

verändert	 (Abb.	 22	 A,	 Tabelle	 7).	 In	 jeder	 der	 drei	 Gruppen	 war	 ein	 statistisch	 signifikanter	

diurnaler	 Rhythmus	 der	 relativen	 Cry1‐mRNA‐Expression	 der	 Leber	 nachweisbar	 (Abb.	 22	 B,	

Tabelle	 7),	 wobei	 ein	 Maximum	 der	 Cry1‐Expression	 während	 der	 Dunkelphase	 beobachtet	

wurde.	 Ebenso	 ergaben	 sich	 hinsichtlich	 der	 Amplitude	 keine	 Unterschiede	 zwischen	 den	

untersuchten	Gruppen	(Tabelle	7).	Im	Vergleich	zur	Kontrollgruppe	(ZT	21)	war	die	Akrophase	

der	relativen	hepatischen	Cry1‐mRNA‐Expression	diabetischer	Tiere	um	6	h	verschoben	(ZT	15).	

Die	Substitution	von	Insulin	erbrachte	eine	Normalisierung	(ZT	21;	Tabelle	7).	
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Abb.	22:	Relative	mRNA‐Expression	des	Uhrengens	Cryptochrome	1	(Cry1)	in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐
Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐
diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 dargestellt	 als	
Mittelwerte	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	
Tageszeitpunkt	 darstellt.	 Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	 Hell‐	 bzw.	 Dunkelphase	 des	 diurnalen	
Rhythmus.	

4.2.1.6 Expression	des	Rev‐erbα 

Der	 MESOR	 der	 hepatischen	 Rev‐erbα‐mRNA‐Expression	 Typ	 1‐diabetischer	 Ratten	 war	 im	

Vergleich	zur	Kontrollgruppe	statistisch	signifikant	erhöht	(Abb.	23	A,	Tabelle	7).	Dieser	wurde	

in	 Folge	 der	 Insulinsubstitution	 signifikant	 auf	Werte	 unterhalb	 des	Niveaus	 der	 Kontrolltiere	

gesenkt.	 In	 jeder	 der	 drei	 untersuchten	 Gruppen	 zeigte	 sich	 einen	 signifikanter	 diurnaler	

Rhythmus	 der	 hepatischen	 Rev‐erbα‐mRNA‐Expression	 (Abb.	 23	 B,	 Tabelle	 7),	 welcher	 ein	

Maximum	in	der	Hellphase	aufwies.	Die	Amplitude	der	Rev‐erbα‐mRNA‐Expression	wurde	durch	

die	Insulinsubstitution	vermindert	(Tabelle	7).	 Im	Vergleich	zur	Kontrollgruppe	(ZT	9)	war	die	

Akrophase	durch	den	T1DM	um	3	h	(ZT	6)	verschoben	und	wurde	durch	die	Insulinsubstitution	

wieder	normalisiert	(ZT	9;	Tabelle	7).	
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Abb.	23:	Relative	mRNA‐Expression	des	Uhrengens	Reverse	erythroblastosis	virus‐α	 (Rev‐erbα)	 in	der	Leber	
männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	
Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	 (A)	Midline‐estimating	 statistic	of	 rhythm	
(MESOR)	dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	*	P	<	0,05	(Mann‐Whitney‐U‐Test).	 (B)	Diurnales	
Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	 SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	 graue	Flächen	
charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.2.1.7 Expression	des	Rorα 

Im	Vergleich	zur	nicht‐diabetischen	Kontrollgruppe	führte	der	T1DM	zu	keiner	Veränderung	des	

MESOR	 der	 hepatischen	 Rorα‐mRNA‐Expression	 (Abb.	 24	 A,	 Tabelle	 7).	 Ebenso	 hatte	 die	

Substitution	 von	 Insulin	 keinen	 Einfluss	 auf	 die	 Expression	 dieses	 Uhrengens.	 Ein	 diurnaler	

Rhythmus	 der	 hepatischen	 Rorα‐mRNA‐Expression	 war	 in	 keiner	 Gruppe	 nachweisbar		

(Abb.	24	B,	Tabelle	7).	

A	 B

	

Abb.	24:	Relative	mRNA‐Expression	des	Uhrengens	Retinoic	acid‐related	orphan	receptor‐α	(Rorα)	in	der	Leber	
männlicher	 LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	 ■),	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 (Iddm,	 ▲)	 und	
Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	 (Iddm	+	 Insulin,	●).	 (A)	Midline‐estimating	 statistic	of	 rhythm	
(MESOR)		dargestellt	als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	(B)	Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	
SEM	 mit	 n	 =	 5	 Tiere	 pro	 Tageszeitpunkt	 darstellt.	 Weiße	 bzw.	 graue	 Flächen	 charakterisieren	 die	 Hell‐	 bzw.	
Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	
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Tabelle	 7:	 Ergebnisse	 der	 mittels	 Cosinor‐Analyse	 ausgewerteten	 relativen	 mRNA‐Expressionen	 von	
Uhrengenen	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	
(Iddm)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin)	

	 Cosinor‐Analyse
	 	 Rhythmus

P‐Wert	
MESOR Amplitude	 Akrophase

Per1	
Kontrolle	 0,019 2,52	±	0,64 2,57	±	0,87	 ZT	9	
Iddm	 0,044 3,10	±	0,36	 1,35	±	0,50	 ZT	9	
Iddm	+	Insulin	 0,006 1,81	±	0,28 1,35	±	0,41	 ZT	12

Per2	
Kontrolle	 <	0,001 4,68	± 0,50a 3,67	±	0,72a	 ZT	15
Iddm	 0,048 1,99	±	0,20b 0,73	±	0,28b	 ZT	15
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 2,01	±	0,20b 1,89	±	0,27a	 ZT	15

Bmal1	
Kontrolle	 <	0,001 2,98	±	0,26a 3,11	±	0,37a	 ZT	3	
Iddm	 <	0,001 1,90	±	0,21b 1,79	±	0,30b	 ZT	21
Iddm	+	Insulin	 0,001 1,76	±	0,31ab 1,79	±	0,45ab	 ZT	0	

Clock	
Kontrolle	 <	0,001 3,50	±	0,35a 2,96	±	0,51	 ZT	3	
Iddm	 0,232 3,54	±	0,86a / /	
Iddm	+	Insulin	 0,305 0,88	±	0,13b / /	

Cry1	
Kontrolle	 0,036 3,26	±	0,42 1,61	±	0,58	 ZT	21
Iddm	 0,013 2,23	±	0,26 1,16	±	0,37	 ZT	15
Iddm	+	Insulin	 0,040 1,86	±	0,45 1,76	±	0,63	 ZT	21

Rev‐erbα	
Kontrolle	 <	0,001 9,00	±	1,30a 13,5	±	1,80a	 ZT	9	
Iddm	 <	0,001 14,8	±	1,81b 12,9	±	2,53ab	 ZT	6	
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 6,38	±	0,85c 8,16	±	1,20b	 ZT	9	

Rorα	
Kontrolle	 0,428 6,26	±	0,53 / /	
Iddm	 0,167 6,38	±	0,54 / /	
Iddm	+	Insulin	 0,139 4,18	±	0,91 / /	

Bmal1	 =	Brain	and	muscle	aryl	hydrocarbon	 receptor	nuclear	 translocator‐like1,	 Clock	 =	Circadian	 locomotor	output	
cycles	kaput,	 Cry	=	Cryptochrome;	MESOR	=	Midline‐estimating	 statistic	of	 rhythm,	 Per	 =	Period,	 Rev‐erbα	 =	Reverse	
erythroblastosis	virus‐α,	Rorα	=	Retinoic	acid‐related	orphan	receptor‐α.	Die	Daten	repräsentieren	Mittelwerte	±	SEM	
mit	n	=	40	Tieren	pro	Gruppe	bzw.	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt.	Die	statistische	Uǆ berprüfung	des	Rhythmus	erfolgte	
mittels	 Cosinor‐Analyse	 (P	 <	 0,05	 statistisch	 signifikanter	 diurnaler	 Rhythmus).	 a,	 b,	 c	 Werte	 unterscheiden	 sich	
signifikant	voneinander	(P	<	0,05;	Mann‐Whitney‐U‐Test).	

4.2.2 Uhrengen‐kontrollierte	Gene	

4.2.2.1 Expression	des	Dbp	

Im	 Vergleich	 zur	 normoglykämischen	 Kontrollgruppe	 wiesen	 Typ	 1‐diabetische	 Tiere	 einen	

statistisch	signifikant	erhöhten	MESOR	der	hepatischen	Dbp‐mRNA‐Expression	auf	(Abb.	25	A,	

Tabelle	8).	In	Folge	der	Insulinsubstitution	kam	es	zu	einer	Senkung	dieses	Merkmals	auf	Werte,	

die	mit	denen	nicht‐diabetischer	Kontrolltiere	korrespondierten.	In	jeder	der	drei	untersuchten	

Gruppen	 wurde	 ein	 signifikanter	 diurnaler	 Rhythmus	 der	 relativen	 Dbp‐mRNA‐Expression	

beobachtet	(Abb.	25	B,	Tabelle	8).	Das	Maximum	der	mRNA‐Expression	zeigte	sich	gegen	Ende	

der	 Hellphase	 und	 fiel	 mit	 Beginn	 der	 Dunkelphase	 ab.	 Ebenso	 war	 die	 Amplitude	 der	Dbp‐

Expression	 statistisch	 signifikant	 erhöht	 und	 wurde	 durch	 Substitution	 von	 Insulin	 auf	 das	
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Niveau	 der	 Kontrollgruppe	 normalisiert	 (Tabelle	 8).	 Auf	 die	 Akrophase	 der	 diurnalen	 Dbp‐

mRNA‐Expression	hatte	weder	der	T1DM	noch	die	Insulinsubstitution	einen	Einfluss	(Tabelle	8).	

A	 B

	

Abb.	 25:	 Relative	mRNA‐Expression	 des	Uhrengen‐kontrollierten	 Gens	D	 site	 of	 albumin	 promoter	 binding	
protein	(Dbp)	in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐
Ratten	 (Iddm,	▲)	 und	 Insulin‐substituierter	 Typ	 1‐diabetischer	 Ratten	 (Iddm	 +	 Insulin,	 ●).	 (A)	 Midline‐
estimating	 statistic	of	rhythm	 (MESOR)	 	dargestellt	 als	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	40	pro	Gruppe.	 *	P	<	0,05	 (Mann‐
Whitney‐U‐Test).	 (B)	 Diurnales	 Tagesprofil,	 welches	 den	 Mittelwert	 ±	 SEM	 mit	 n	 =	 5	 Tiere	 pro	 Tageszeitpunkt	
darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.2.2.2 Expression	des	E4bp4	

Im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	 war	 der	 MESOR	 der	 hepatischen	 E4bp4‐mRNA‐Expression	

diabetischer	 Tiere	 statistisch	 signifikant	 erhöht	 (Abb.	 26	 A,	 Tabelle	 8).	 Die	 Substitution	 von	

Insulin	 hob	 diesen	 Effekt	 auf.	 Der	 Einfluss	 des	 T1DM	 auf	 die	 hepatische	 E4bp4‐mRNA‐

Expression	sowie	die	Normalisierung	in	Folge	der	Insulinsubstitution	waren	besonders	während	

der	 Dunkelphase	 nachweisbar	 (Abb.	 26	 B).	 Bei	 Typ	 1‐diabetischen	 Tieren	 kam	 es	 zu	 einem	

Verlust	 des	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 hepatischen	E4bp4‐mRNA‐Expression,	welcher	 durch	 die	

Substitution	 von	 Insulin	 wiederhergestellt	 wurde	 (Abb.	 26	 B,	 Tabelle	 8).	 Im	 Vergleich	 zur	

Kontrollgruppe	(ZT	3)	kam	es	nach	Insulinsubstitution	zu	einer	Verschiebung	der	Akrophase	um	

6	h	(ZT	21;	Tabelle	8).	
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Abb.	26:	Relative	mRNA‐Expression	des	Uhrengen‐kontrollierten	Gens	E4	promoter‐binding	protein	4	(E4bp4)	
in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	(Iddm,	
▲)	und	 Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	 Insulin,	●).	(A)	Midline‐estimating	statistic	of	
rhythm	 (MESOR)	 dargestellt	 als	Mittelwert	 ±	 SEM	mit	 n	 =	 40	 pro	 Gruppe.	 *	 P	 <	 0,05	 (Mann‐Whitney‐U‐Test).	 (B)	
Diurnales	Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	graue	
Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.2.2.3 Expression	des	Pparα 

Im	Vergleich	zur	Kontrollgruppe	hatte	weder	der	T1DM	noch	die	Substitution	von	Insulin	einen	

Einfluss	 auf	 den	MESOR	 der	 hepatischen	Pparα‐mRNA‐Expression	 (Abb.	 27	 A,	 Tabelle	 8).	 Ein	

statistisch	 signifikanter	 diurnaler	 Rhythmus	 konnte	 in	 keiner	 der	 drei	 Gruppen	 beobachtet	

werden	(Abb.	27	B,	Tabelle	8).	

A	 B

	

Abb.	 27:	 Relative	 mRNA‐Expression	 des	 Uhrengen‐kontrollierten	 Gens	 Peroxisome	 proliferator‐activated	
receptor	α	(Pparα)	 in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐
iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin,	●).	(A)	Midline‐
estimating	 statistic	 of	 rhythm	 (MESOR)	 dargestellt	 als	 Mittelwert	 ±	 SEM	 mit	 n	 =	 40	 pro	 Gruppe.	 (B)	 Diurnales	
Tagesprofil,	welches	den	Mittelwert	±	 SEM	mit	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt	darstellt.	Weiße	bzw.	 graue	Flächen	
charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

4.2.2.4 Expression	des	Pparγ 

Im	 Vergleich	 mit	 der	 normoglykämischen	 Kontrollgruppe	 führte	 die	 Typ	 1‐diabetische	

Stoffwechsellage	 zu	 einer	 statistisch	 signifikanten	 Erniedrigung	 des	 MESOR	 der	 hepatischen	

Pparγ‐mRNA‐Expression	 (Abb.	 28	 A,	 Tabelle	 8).	 Die	 erniedrigte	 Expression	 wurde	 durch	 die	
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Substitution	von	Insulin	nicht	beeinflusst.	Dieser	Effekt	zeigte	sich	am	deutlichsten	während	der	

Hellphase	(Abb.	28	B).	Der	T1DM	führte	außerdem	zu	einem	Verlust	des	signifikanten	diurnalen	

Rhythmus	der	Pparγ‐Expression,	welcher	durch	die	 Insulinsubstitution	nicht	wiederhergestellt	

wurde	(Abb.	28	B,	Tabelle	8).	

A	 B

	

Abb.	 28:	 Relative	 mRNA‐Expression	 des	 Uhrengen‐kontrollierten	 Gens	 Peroxisome	 proliferator‐activated	
receptor	 γ	 (Pparγ)	 in	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	 (Kontrolle,	■),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐
iddm‐Ratten	(Iddm,	▲)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin,	●).	(A)	Midline‐
estimating	 statistic	of	 rhythm	 (MESOR)	dargestellt	 als	Mittelwert	 ±	 SEM	mit	 n	 =	 40	pro	Gruppe.	 *	 P	 <	 0,05	 (Mann‐
Whitney‐U‐Test).	 (B)	 Diurnales	 Tagesprofil,	 welches	 den	 Mittelwert	 ±	 SEM	 mit	 n	 =	 5	 Tiere	 pro	 Tageszeitpunkt	
darstellt.	Weiße	bzw.	graue	Flächen	charakterisieren	die	Hell‐	bzw.	Dunkelphase	des	diurnalen	Rhythmus.	

 

Tabelle	 8:	 Ergebnisse	 der	mittels	 Cosinor‐Analyse	 ausgewerteten	 relativen	mRNA‐Expressionen	Uhrengen‐
kontrollierter	Gene	der	Leber	männlicher	LEW.1AR1‐Ratten	(Kontrolle),	Typ	1‐diabetischer	LEW.1AR1‐iddm‐
Ratten	(Iddm)	und	Insulin‐substituierter	Typ	1‐diabetischer	Ratten	(Iddm	+	Insulin)	

	 Cosinor‐Analyse
	 	 Rhythmus

P‐Wert	
MESOR Amplitude	 Akrophase

Dbp	
Kontrolle	 <	0,001 4,09	±	0,78a 6,01	±	1,12a	 ZT	9	
Iddm	 <	0,001 8,15	±	1,07b	 10,9	±	1,52b	 ZT	9	
Iddm	+	Insulin	 <	0,001 4,76	±	0,63a 6,06	±	0,90a	 ZT	9	

E4bp4	
Kontrolle	 0,006 0,60	±	0,05a 0,24	±	0,07	 ZT	3	
Iddm	 0,202 1,21	±	0,15b / /	
Iddm	+	Insulin	 0,008 0,82	±	0,09a 0,42	±	0,12	 ZT	21	

Pparα	
Kontrolle	 0,991 15,32	±	3,87 / /	
Iddm	 0,122 17,66	±	1,98 / /	
Iddm	+	Insulin	 0,219 8,47	±	3,22	 / /	

Pparγ	
Kontrolle	 0,003 3,17	±	0,28a 1,50	±	0,40	 ZT	3	
Iddm	 0,141 1,14	±	0,13b / /	
Iddm	+	Insulin	 0,070 0,95	±	0,10b / /	

Dbp	=	D	site	of	albumin	promoter	binding	protein,	E4bp4	=	E4	promoter‐binding	protein	4,	MESOR	=	Midline‐estimating	
statistic	of	rhythm,	Ppar	=	Peroxisome	proliferator‐activated	receptor.	Die	Daten	repräsentieren	Mittelwerte	±	SEM	mit	
n	=	40	Tieren	pro	Gruppe	bzw.	n	=	5	Tiere	pro	Tageszeitpunkt.	Die	statistische	Uǆ berprüfung	des	Rhythmus	erfolgte	
mittels	 Cosinor‐Analyse	 (P	 <	 0,05	 statistisch	 signifikanter	 diurnaler	 Rhythmus).	 a,	 b	 Werte	 unterscheiden	 sich	
signifikant	voneinander	(P	<	0,05;	Mann‐Whitney‐U‐Test).	



  Diskussion 

 52

5. Diskussion	

Derzeit	 sind	 weltweit	 ca.	 366	 Millionen	 Menschen	 an	 einem	 Diabetes	 mellitus	 erkrankt	 [2],	

wobei	 die	 Prävalenz	 in	 Deutschland	 bei	 7,2%	 liegt	 [139].	 Laut	 Schätzungen	 der	 International	

Diabetes	Federation	wird	die	Anzahl	der	an	Diabetes	Erkrankten	auf	der	Welt	 in	20	 Jahren	auf	

über	 592	 Millionen	 angewachsen	 sein.	 Dieser	 weltweite	 Anstieg	 der	 Diabetesprävalenz	 stellt	

eine	 zunehmende	 finanzielle	 und	 auch	 sozioökonomische	 Belastung	 der	 öffentlichen	

Gesundheitssysteme	dar.	Zur	Prävention	und	Therapie	dieser	Erkrankung	 ist	es	notwendig,	die	

zugrundeliegenden	Pathomechanismen	genauer	zu	verstehen.	

So	 wurde	 bereits	 nachgewiesen,	 dass	 das	 Indolamin	 Melatonin	 die	 Insulinsekretion	 der	

pankreatischen	 β‐Zelle	 beeinflusst	 [99].	 Ebenso	 wurde	 gezeigt,	 dass	 Insulin	 vermutlich	 die	

Synthese	 und	 damit	 Sekretion	 von	 Melatonin	 reguliert	 [64].	 Ziel	 dieser	 Arbeit	 war	 es	 daher,	

diesen	Insulin‐Melatonin‐Zusammenhang	anhand	eines	spontan	Typ	1‐diabetischen	Tiermodells	

vor	und	nach	einer	zehntägigen	Insulinsubstitution	zu	charakterisieren.	

Neben	der	zentralen	„inneren	Uhr“,	welche	ihren	Sitz	im	SCN	hat,	weisen	zahlreiche	Organe	wie		

z.	 B.	 Pankreas	 [99]	 und	 Leber	 [98]	 eigene	 „periphere	 Uhren“	 auf,	 welche	 durch	

Stoffwechselerkrankungen	 wie	 den	 Diabetes	 mellitus	 gestört	 werden	 können	 [140,141].	

Umgekehrt	 wurde	 nachgewiesen,	 dass	 Veränderungen	 des	 Uhrenmechanismus	 Störungen	 des	

Kohlenhydratstoffwechsels	zur	Folge	haben	[111,112,142].	Da	Melatonin	eine	Schlüsselfunktion	

in	 der	 Regulation	 der	 circadianen	 Rhythmik	 einnimmt,	 wurde	 im	 zweiten	 Teil	 dieser	 Arbeit	

untersucht,	 ob	die	 „circadiane	Uhr“	 der	Leber	durch	den	 spontanen	T1DM	dieses	Tiermodells	

verändert	wird	 und	 inwieweit	 eine	 Insulinsubstitution	 zur	 Normalisierung	 führt.	 Ein	 genaues	

Verständnis	über	die	Wechselwirkungen	zwischen	circadianen	Rhythmen	und	Diabetes	mellitus	

ermöglicht	 neue	 therapeutische	 Ansätze,	 um	 dieser	 sich	 weltweit	 ausbreitenden	 Erkrankung	

entgegen	zu	wirken.	

5.1 Charakterisierung	von	Tiermodell	und	Versuchsaufbau	

Für	 tierexperimentelle	 Untersuchungen	 zum	 T1DM	 stehen	 zahlreiche	 Modelle	 zur	 Verfügung,	

wobei	 Maus‐	 und	 Rattenmodelle	 am	 weitesten	 verbreitet	 sind.	 Typ	 1‐diabetische	

Nagetiermodelle	werden	in	spontan	diabetische	und	induzierte	Modelle	untergliedert	[125].	Bei	

den	 eingesetzten	 Chemikalien,	 die	 einen	 experimentellen	 Diabetes	 induzieren,	 stehen	 Alloxan	

und	STZ	im	Vordergrund	[124].	Die	zytotoxische	Wirkung	dieser	beiden	Agenzien	wird	über	die	

Generierung	von	reaktiven	Sauerstoffspezies	vermittelt	[124].	Alloxan	induziert	die	Zerstörung	

der	 β‐Zelle	 über	 die	 Bildung	 von	 Hydroxylradikalen	 sowie	 einem	 massiven	 Anstieg	 der	
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zytosolischen	Calciumkonzentration.	STZ	hingegen	gelangt	über	den	Glukosetransporter	2	in	die	

β‐Zelle	 [124].	 Es	 wirkt	 stark	 alkylierend,	 induziert	 DNA‐Strangbrüche	 und	 beeinflusst	 den	

Glukosetransport	 sowie	 die	 Funktion	 der	 Glukokinase.	 Beiden	 Substanzen	 gemein	 ist,	 dass	

Zellnekrosen	schließlich	die	Ursache	für	den	Untergang	pankreatischer	β‐Zellen	und	den	daraus	

resultierenden	Diabetes	mellitus	darstellen	[124].	

Eine	weitere	Möglichkeit,	experimentelle	Untersuchungen	zum	Diabetes	mellitus	durchzuführen,	

besteht	in	der	Nutzung	spontan	Typ	1‐diabetischer	Tiermodelle,	allen	voran	die	NOD‐Maus	und	

die	 BB‐Ratte	 [125].	 Nachteil	 dieser	 Tiermodelle	 ist	 jedoch,	 dass	 die	 Inzuchtstämme	 über	

mehrere	 Generationen	 entstanden	 sind.	 Neben	 diabetisch	 relevanten	 treten	 dadurch	 auch	

zahlreiche	 weitere	 Genveränderungen	 auf,	 welche	 für	 die	 genannten	 Tiermodelle	

charakteristisch,	jedoch	ohne	Relevanz	für	die	Pathophysiologie	des	T1DM,	sind.	Beispielsweise	

ist	die	BB‐Ratte	durch	die	Ausbildung	einer	T‐Zell‐Lymphopenie	charakterisiert	[143].	

Aus	 diesen	 Gründen	 wurde	 im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 das	 Modell	 der	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratte	

gewählt.	 Hierbei	 handelt	 es	 sich	 um	 einen	 von	 der	 LEW.1AR1‐Ratte	 abstammenden,	 spontan		

Typ	1‐diabetischen	Inzuchtstamm,	ohne	Geschlechtsspezifität	oder	andere	Begleiterkrankungen	

[126,144].	 Um	 den	 60.	 Lebenstag	 entwickeln	 diese	 Tiere	 mit	 einer	 Inzidenz	 von	 20%	 das	

klassische	 Bild	 eines	 T1DM	 mit	 Hyperglykämie,	 Glukosurie,	 Ketonurie	 und	 Polyurie.	 Der	

Untergang	 pankreatischer	 β‐Zellen	 beruht	 auf	 autoimmunologisch	 vermittelten	 apoptotischen	

Prozessen,	 von	welchen	 nur	 die	β‐Zellen,	 nicht	 aber	α‐	 und	δ‐Zellen	 betroffen	 sind	 [126,145].	

Auch	sind	bisher	keine	morphologischen	Veränderungen	an	weiteren	Organsystemen	beobachtet	

worden	[128].	Da	die	Entstehung	des	T1DM	in	diesem	Tiermodell	nicht	geschlechtsspezifisch	ist,	

und	 um	 den	 Einfluss	 des	 Oǆ strus	 auf	 die	 untersuchten	 Merkmale	 vernachlässigen	 zu	 können,	

wurde	in	der	vorliegenden	Arbeit	ausschließlich	mit	männlichen	Tieren	gearbeitet.	

Uǆ ber	 ein	 Screening	 der	 Harnglukose	 wurden	 Tiere	 ab	 dem	 45.	 Lebenstag	 untersucht	 und	

diabetische	Tiere	 in	die	Studie	eingeschlossen.	Das	mittlere	Alter	von	Tieren	der	vorliegenden	

Studie	 lag	 um	 den	 60.	 bis	 70.	 Lebenstag.	 Die	 Einbeziehung	 einer	 Kontrollgruppe	 aus	 dem	

LEW.1AR1‐iddm‐Stamm	war	nicht	möglich,	da	nicht	ausgeschlossen	werden	konnte,	dass	es	nach	

dem	 100.	 Lebenstag	 zur	 Entwicklung	 eines	 T1DM	 gekommen	 wäre	 und	 so	 möglicherweise	

prädiabetische	Tiere	 in	die	Untersuchung	 eingeschlossen	worden	wären.	Des	Weiteren	konnte	

keine	Gruppe	diabetischer	Tiere	generiert	werden,	welche	nicht	mit	Insulin	behandelt	wurden,	

da	 der	 absolute	 Insulinmangel	 innerhalb	 weniger	 Tage	 zum	 Tod	 der	 Tiere	 geführt	 hätte.	 Aus	

diesen	 Gründen	 dienten	 60	 Tage	 alte	 Tiere	 des	 Hintergrundstammes	 LEW.1AR1	 als	

normoglykämische	Kontrollgruppe.	Die	Typ	1‐diabetischen	und	somit	 Insulin‐defizienten	Tiere	

wurden	 hinsichtlich	 metabolischer,	 circadianer	 und	 Uhrengen‐spezifischer	 Marker	 mit	 den	
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Kontrollen	 verglichen.	 Um	 den	 Einfluss	 des	 Insulins	 auf	 die	 veränderten	 Merkmale	 zu	

untersuchen,	 wurden	 die	 diabetischen	 Tiere	 zudem	 einer	 zehntägigen	 Insulinsubstitution	

unterzogen,	 wobei	 den	 Tieren	 ein	 Pellet	 appliziert	 wurde,	 welches	 nach	 Herstellerangaben	

gleichbleibend	2	 IE	 Insulin	pro	24	h	 über	 einen	Zeitraum	von	bis	 zu	40	Tagen	 freisetzt.	Diese	

Angaben	konnten	von	uns	bestätigt	werden.	

Mindestens	 fünf	 Stichproben	 je	 Zeitpunkt	 wurden	 während	 eines	 Zeitraumes	 von	 24	 h	 unter	

Berücksichtigung	äquidistanter	Abstände	von	3	h	erhoben.	Dies	bedeutet,	dass	in	den	Gruppen	

„Kontrolle“,	 diabetische	 „Iddm“	und	 Insulin‐substituierte	 „Iddm	+	 Insulin“	 jeweils	8	Zeitpunkte	

und	 mindestens	 40	 Tiere	 berücksichtigt	 wurden.	 Die	 so	 erhaltenen	 Daten	 ermöglichten	 eine	

Auswertung	 der	 Tagesprofile	 mittels	 der	 eigens	 für	 die	 Auswertung	 chronobiologischer	

Fragestellungen	 entwickelten	 Software	 Cosinor.	 Das	 Programm	 analysiert	 die	 Daten	mit	 Hilfe	

einer	 durch	 lineare	 Regression	 berechneten	 Cosinusfunktion.	Hierdurch	 kann	 ein	 Rückschluss	

auf	eine	diurnale	Rhythmik	der	erhobenen	Tagesprofile	erfolgen.	Um	Unterschiede	zwischen	den	

Gruppen,	 unabhängig	 von	 der	 Tagesrhythmik,	 zu	 bewerten,	 wurde	 der	 chronobiologische	

Parameter	MESOR	genutzt.	Der	MESOR	ist	als	Mittelwert	der	Cosinusfunktion	zu	verstehen,	und	

kann	 in	 etwa	 dem	 24	 h‐Mittelwert,	 unter	 der	 Voraussetzung	 einer	 äquidistanten	

Probenerhebung,	gleichgesetzt	werden.	Im	Unterschied	zum	einfachen	Mittelwert	beschreibt	der	

MESOR	 chronobiologische	 Funktionen.	 Die	 Datenanalyse	 mittels	 Cosinor	 erlaubt	 somit	

Rückschlüsse	auf	chronobiologische	Veränderungen.	

5.2 Untersuchungen	zum	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	

Zahlreiche	Studien	haben	bereits	nachgewiesen,	dass	Melatonin	die	Insulinsekretion	sowie	das	

endokrine	 Pankreas	 beeinflusst	 [64,146].	 Eine	 weitere	 Studie	 zeigte,	 dass	 Pinealektomie	 bei	

Ratten	zu	einer	 schweren	Hyperinsulinämie	 führt	 [147].	Die	meisten	Studien	gehen	dabei	 von	

einem	 hemmenden	 Einfluss	 der	 Epiphyse	 auf	 die	 pankreatische	β‐Zelle	 aus,	 da	Melatonin	 die	

Insulinsekretion	 vermindert	 [83,148].	 Dies	 führt	 zu	 einer	 Glukosetoleranzstörung,	 da	 die	

Insulin‐vermittelte	Aufnahme	der	Blutglukose	verringert	ist	[76].	Außerdem	wurde	gezeigt,	dass	

Insulin	 wiederum	 eine	Wirkung	 auf	 die	 Epiphyse	 sowie	 die	 Melatoninsekretion	 hat	 [81].	 Die	

Hypothese	 eines	 zugrundeliegenden	 Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	 wird	 gestützt	 durch	 die	

Beobachtung,	dass	hohe	nächtliche	Melatoninwerte	beim	Menschen	mit	geringen	Insulinwerten	

assoziiert	 sind	 [63].	 Vice	 versa	 findet	 man	 am	 Tag,	 wenn	 die	 Melatoninkonzentration	 stark	

erniedrigt	 ist,	 eine	Erhöhung	des	Plasma‐Insulins.	 Im	Gegensatz	 zum	Menschen	gehen	bei	der	

nachtaktiven	 Ratte	 hohe	 nächtliche	 Melatoninkonzentrationen	 mit	 hohen	 Plasma‐

Insulinkonzentrationen	einher.	 Jedoch	wurde	auch	beim	Modell	der	Ratte	beobachtet,	dass	die	



  Diskussion 

 55

abnehmende	 Melatoninsekretion	 im	 Alter	 mit	 einer	 Zunahme	 der	 Leptin‐	 und	

Insulinkonzentration	assoziiert	ist	[83].	Diese	Untersuchungen	weisen	darauf	hin,	dass	zwischen	

den	Hormonen	Insulin	und	Melatonin	ein	funktioneller	Antagonismus	besteht.	

In	 vitro‐	 sowie	 tierexperimentelle	 Untersuchungen	 der	 Arbeitsgruppe	 Peschke	 konnten	 den	

Nachweis	erbringen,	dass	Melatonin	die	Forskolin‐	und	Glukose‐stimulierte	Insulinsekretion	der	

β‐Zelle	 hemmt	 [49,74,99].	 Uǆ bereinstimmend	 damit	 zeigen	 Studien,	 dass	 Melatonin,	 über	 das	

Trinkwasser	 verabreicht,	 eine	 senkende	 Wirkung	 auf	 die	 Plasma‐Insulinkonzentration	 hat	

[83,148,149].	 Die	 Wirkung	 von	 Melatonin	 wird	 dabei	 durch	 die	 Bindung	 an	 die	 β‐Zell‐

spezifischen,	membranständigen	 G‐Protein‐gekoppelten	 Rezeptoren	MT1	 [49,74,150]	 und	MT2	

[50,78,146]	 vermittelt.	 Konsekutiv	 kommt	 es	 zur	 Verminderung	 der	 intrazellulären	

Konzentration	 von	 cAMP	 [74]	 und	 cGMP	 [151,152].	 Die	 Ergebnisse	 mehrerer	 genomweiter	

Assoziationsstudien	 belegen	 zudem,	 dass	 genetische	 Varianten	 des	 humanen	MT1‐	 [153]	 und	

MT2‐Rezeptors	[88‐90,154‐156]	mit	erhöhten	Nüchtern‐Blutglukosespiegeln,	einer	pathologisch	

veränderten	Insulinsekretion	sowie	einem	erhöhten	T2DM‐Risiko	assoziiert	sind	[88‐90].	

Als	 Voraussetzung	 für	 die	 gegenseitige	 Beeinflussung	 von	 Epiphyse	 und	 β‐Zelle	 wurde	 von	

Peschke	et	al.	der	Nachweis	erbracht,	dass	der	Pinealozyt	den	Insr	exprimiert	[64].	Jedoch	sind	

die	 Untersuchungen	 zum	 Einfluss	 von	 Insulin	 auf	 die	 Melatoninsekretion	 der	 Epiphyse	

widersprüchlich	und	weisen	Spezies‐spezifische	Unterschiede	auf.	Während	ein	experimentelles	

Uǆ berangebot	von	Insulin	zu	einer	Erhöhung	des	epiphysären	Melatoningehaltes	bei	Ratten	führt,	

wurde	das	Gegenteil	beim	Hamster	beobachtet	[81].	Andere	Studien	mit	Ratten	haben	dagegen	

weder	 Effekte	 eines	 T1DM	 noch	 von	 Insulin	 auf	 die	 epiphysäre	 Aktivität	 von	 Enzymen	 der	

Melatoninsynthese	erbracht	[157,158].	

Mittels	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurde	 gezeigt,	 dass	 Typ	 1‐diabetische	 Iddm‐Ratten	 ein	

signifikant	 niedrigeres	 Körpergewicht	 als	 Tiere	 der	 normoglykämischen	 Kontrollgruppe	

aufwiesen.	 Diese	 Beobachtung	 kann	 als	 Konsequenz	 des	 starken	 Insulinmangels	 angesehen	

werden	 [85,159,160].	 Die	 zehntägige	 Insulinsubstitution	 führte	 zu	 einer	 Normalisierung	 des	

Körpergewichts,	 was	 durch	 die	 normalisierte	 Stoffwechsellage,	 die	 anabole	 Funktion	 des	

Insulins	sowie	die	natürliche	Gewichtszunahme	der	Tiere	innerhalb	des	Behandlungszeitraumes	

erklärt	werden	kann.	

Trotz	 der	 Normalisierung	 des	 Körpergewichts	 wiesen	 Typ	 1‐diabetische	 Insulin‐substituierte	

Iddm‐Ratten	 erhöhte	 Blutglukosewerte	 (>	 10	 mmol/l)	 auf,	 welche	 auf	 eine	 diabetische	

Stoffwechsellage	 hindeuten.	 Dies	 ist	 hervorzuheben,	 da	 die	 Plasma‐Insulinkonzentration	 der	

substituierten	Tiere	höher	war	als	die	der	Kontrollen.	Ein	Mangel	an	Insulin	kann	daher	nicht	als	
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Ursache	 für	die	erhöhten	Blutglukosewerte	angesehen	werden.	Aufgrund	der	gleichbleibenden	

Insulinsubstitution	 durch	 die	 applizierten	 Pellets	 kann	 es	 innerhalb	 des	 zehntägigen	

Substitutionszeitraumes	 jedoch	 zur	 Entwicklung	 einer	 Insulinresistenz	 gekommen	 sein.	 Dies	

würde	die	erhöhten	Blutglukosekonzentrationen	erklären,	da	eine	zunehmende	Insulinresistenz	

auch	bei	Typ	1‐Diabetikern	beobachtet	wurde	[161].	

Die	 Kontrollgruppe	 der	 vorliegenden	 Untersuchung	 zeigte	 sowohl	 für	 die	

Blutglukosekonzentration	 und	 als	 auch	 für	 die	 Plasma‐Insulinwerte	 eine	 diurnale	 Rhythmik,	

welche	 bei	 den	 Typ	 1‐diabetischen	 Tieren	 unter	 Insulinmangel	 verloren	 ging	 und	 durch	 die	

gleichbleibende	Insulinsubstitution	mittels	Pellet	nicht	wiederhergestellt	werden	konnte.	Der	in	

der	Kontrollgruppe	beobachtete	starke	Anstieg	der	Insulinkonzentration	am	Ende	der	Hellphase,	

was	 dem	 Ende	 der	 Schlafphase	 entspricht,	 kann	mit	 der	 gesteigerten	 Nahrungsaufnahme	mit	

Beginn	der	Aktivitätsperiode,	also	postprandial,	erklärt	werden.	

Die	 Steuerung	 der	 circadianen	 Rhythmik	 der	 basalen	 Blutglukosekonzentration	 sowie	 der	

Melatoninkonzentration	erfolgt	ausgehend	vom	SCN	über	 ähnliche	Mechanismen	[29,162,163].	

Das	 Zeitgeberhormon	Melatonin	wird	dabei	mit	 einer	deutlichen	diurnalen	Rhythmik von	der	

Epiphyse	 synthetisiert	 und	 zeitgleich	 sezerniert	 [28].	 Beim	 tagaktiven	Mensch	 koinzidiert	 der	

erhöhte	Sympathikotonus	während	der	Hellphase	mit	niedrigen	Melatoninkonzentrationen	[24].	

Das	 Gegenteil	 wird	 bei	 nachtaktiven	 Tieren	 wie	 Ratten	 und	 Mäusen	 beobachtet.	 Anhand	

isolierter	pankreatischer	Inseln	der	Ratte	haben	Peschke	und	Peschke	1998	nachgewiesen,	dass	

auch	 die	 basale	 Insulinsekretion	 einer	 circadianen	 Rhythmik	 folgt	 [99,164].	 Die	 Autoren	

vermuten	dabei	die	Existenz	eines	endogenen	Oszillators	in	der	pankreatischen	β‐Zelle,	der	die	

circadiane	 Insulinsekretion	 reguliert	 [99].	 Der	 Antagonismus	 zwischen	Melatonin	 und	 Insulin	

zeigte	sich	ebenfalls	bei	Typ	2‐diabetischen	Patienten	und	GK‐Ratten,	bei	denen	erhöhte	Plasma‐

Insulinkonzentrationen	 mit	 verminderten	 Konzentrationen	 des	 Plasma‐Melatonins	 sowie	

epiphysärer	 Melatonin‐Vorstufen	 einhergingen	 [36,64,165].	 Bei	 Insulin‐defizienten	 Typ	 1‐

diabetischen	Ratten	wurden	dagegen	stark	erhöhte	Melatoninkonzentrationen	beobachtet	[85].	

Uǆ bereinstimmend	 damit	 wiesen	 auch	 die	 in	 dieser	 Arbeit	 untersuchten	 Typ	 1‐diabetischen	

Iddm‐Ratten	 eine	 Erhöhung	 der	Melatoninkonzentration	 im	 Plasma	 auf.	 Das	 erhöhte	 Plasma‐

Melatonin	wurde	 in	 Folge	 der	 Insulinsubstitution	 gesenkt,	war	 jedoch	 signifikant	 höher	 als	 in	

den	 korrespondierenden,	 nicht‐diabetischen	 Kontrolltieren.	 Außerdem	 zeigte	 sich,	 dass	 die	

deutliche	diurnale	Rhythmik	der	Plasma‐Melatoninkonzentration,	welche	bei	den	Kontrolltieren	

nachweisbar	 war,	 bei	 Typ	 1‐diabetischen	 Ratten	 verlorenging.	 Vergleichbare	 Studien	 aus	

zurückliegenden	 Untersuchungen	 STZ‐behandelter	 Typ	 1‐diabetischer	 Wistar‐Ratten	 sowie	
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weiblicher	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 ließen	 jedoch	 einen	 erhaltenen	 diurnalen	 Rhythmus	

erkennen	[85,160].	

Die	 Aussagen	 zum	 Einfluss	 von	 Insulin	 auf	 die	 Melatoninsynthese	 sind	 sehr	 kontrovers	

[80,85,91,166].	 Die	 Gruppe	 um	 Champney	 beobachtete	 keinen	 modulierenden	 Einfluss	 von	

Insulin	 auf	 die	 Melatoninsynthese	 [167],	 wohingegen	 Untersuchungen	 von	 Peschke	 et	 al.	

belegen,	dass	Insulin	hemmend	auf	die	Melatoninsynthese	der	Epiphyse	wirkt	[85].	Dabei	wurde	

mittels	 Superfusionsuntersuchungen	 an	 explantierten	 Epiphysen	 gezeigt,	 dass	 die	 Stimulation	

mit	 NA	 und	 gleichzeitige	 Inkubation	 mit	 Insulin,	 die	 Melatoninsekretion	 der	 Pinealozyten	

hemmt.	In	einer	weiterführenden	Studie	der	Arbeitsgruppe	[160]	sowie	in	dieser	Arbeit	wurde	

außerdem	 gezeigt,	 dass	 erhöhte	 Plasma‐Melatoninkonzentrationen	 Typ	 1‐diabetischer	 Ratten	

durch	 Insulinsubstitution	 gesenkt	 und	 die	 verlorengegangene	 Rhythmik	 wiederhergestellt	

werden	konnte.	Es	kann	daher	davon	ausgegangen	werden,	dass	der	hemmende	Insulineffekt	auf	

die	Melatoninsekretion	 stärker	 ist	 als	 die	 stimulierende	Wirkung	 von	NA.	 Dennoch	 existieren	

Arbeiten,	 welche	 unter	 veränderten	 experimentellen	 Bedingungen,	 wie	 Konzentration	 und	

Dauer	 der	 Gabe	 von	 NA	 und	 Insulin,	 eine	 Steigerung	 der	 epiphysären	 Melatoninsekretion	

feststellen	 konnten	 [91].	 Die	 Autoren	 diskutieren,	 dass	 Insulin	 über	 eine	 Phosphoinositid‐3‐

Kinase‐abhängige	 Signalkaskade	 die	 NA‐vermittelte	 Melatoninsynthese	 fördert	 [92].	 In	 ihrer	

Studie	 wurde	 die	 Epiphysen	 jedoch	 ex	 vivo	 inkubiert,	 während	 die	 in	 der	 Superfusion	

verwendeten	Bedingungen	eher	der	 in	vivo‐Situation	entsprechen	 [168].	 In	 einer	 erst	 kürzlich	

erschienenen	 Arbeit	 identifizierten	 jedoch	 auch	 Peliciari‐Garcia	 et	 al.	 gewisse	 Zeitfenster,	 in	

denen	 Insulin	 die	 NA‐synchronisierte	 Melatoninsekretion	 ebenfalls	 hemmte	 [92].	

Zusammenfassend	ist	festzuhalten,	dass	anhand	der	Beobachtungen	der	vorliegenden	Arbeit	die	

Existenz	eines	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	auch	innerhalb	des	verwendeten	spontan	Typ	1‐

diabetischen	 Tiermodells	 bestätigt	 werden	 konnte,	 wobei	 Insulin	 hemmend	 auf	 die	

Melatoninsynthese	wirkte.	

Aufgrund	 der	 fehlenden	 Blut‐Hirn‐Schranke	 und	 des	 reich	 fenestrierten	 Endothels	 gelangt	

Insulin	 vermutlich	 ungehindert	 an	 membranständige	 Insulinrezeptoren	 des	 Pinealozyten	

[64,85,160].	 Dabei	 zeigte	 sich,	 dass	 hyperinsulinämische	 Typ	 2‐diabetische	 GK‐Ratten,	welche	

durch	erniedrigte	Plasma‐Melatoninkonzentrationen	gekennzeichnet	sind,	eine	verringerte	Insr‐

Expression	 sowie	 eine	 verminderte	 epiphysäre	 AANAT‐Aktivität	 aufwiesen	 [64].	 Anhand	 der	

Daten	der	vorliegenden	Arbeit	sowie	weiterer	Studien	[85,160]	konnte	gezeigt	werden,	dass	bei	

Typ	1‐diabetischen	Ratten	die	epiphysäre	mRNA‐Expression	des	Insr	unter	Insulinmangel	leicht	

erhöht	 ist.	 In	 der	 gesteigerten	 Expression	 des	 Insr	 kann	 eine	 Art	 Gegenregulation	 vermutet	

werden,	 um	 der	 verringerten	 Konzentration	 des	 Insulins	 entgegen	 zu	 wirken.	 Die	
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Insulinsubstitution	 der	 hier	 untersuchten	 männlichen	 Typ	 1‐diabetischen	 Iddm‐Ratten	 hatte	

jedoch	keinen	Einfluss	auf	die	erhöhte	epiphysäre	 Insr‐Expression,	wohingegen	bei	weiblichen	

Tieren	 des	 selben	 Stammes	 das	 Gegenteil	 beobachtet	 wurde	 [160].	 Warum	 die	

Insulinsubstitution	keine	Wirkung	 auf	 die	 epiphysäre	 Insr‐Expression	männlicher	diabetischer	

Tiere	 hatte,	 kann	 nicht	 beantwortet	 werden.	 Andererseits	 kann	 die	 fehlende	 Herabregulation	

jedoch	 auch	 mit	 einer	 zunehmenden	 Insulinresistenz	 durch	 die	 gleichbleibend	 hohe	

Insulinsubstitution	 erklärt	 werden.	 Diese	 Hypothese	 wird	 gestützt	 durch	 die	 vorherigen	

Ergebnisse	dieser	Untersuchung.	

Anhand	von	Studien	der	Arbeitsgruppe	Peschke	kann	vermutet	werden,	dass	eine	wechselseitige	

Beeinflussung	 des	 noradrenergen	 und	 Insulin‐vermittelten	 Signalweges	 auf	 die	

Melatoninsynthese	 der	 Epiphyse	 besteht	 [160,169],	 da	 NA	 die	 Insulinsekretion	 über	mehrere	

Mechanismen	 hemmt	 [170].	 So	 zeigten	 Studien	 an	 Typ	 2‐diabetischen,	 hyperinsulinämischen	

GK‐Ratten,	 dass	 neben	 Melatonin	 auch	 NA	 in	 Epiphyse	 und	 Plasma	 stark	 erniedrigt	 waren	

[165,169].	Typ	1‐diabetische	Tiere	der	vorliegenden	Arbeit	wiesen	einen	deutlichen	Anstieg	der	

Konzentration	des	Plasma‐ADR	jedoch	nicht	des	Plasma‐NA	auf.	Das	Ergebnis	der	gesteigerten	

Katecholaminkonzentration	 bei	 Typ	 1‐diabetischen	 Ratten	 bestätigt	 die	 Befunde	 zahlreicher	

anderer	 Autoren	 [171‐174].	 Als	 Ursache	 für	 die	 Erhöhung	 der	 ADR‐Konzentration	 im	 Plasma	

könnten	 Veränderungen	 des	 katecholaminergen	 Metabolismus	 angesehen	 werden	 [175].	 So	

wurde	 bei	 STZ‐behandelten	 diabetischen	 Ratten	 beispielsweise	 ein	 verminderter	

Katecholaminkatabolismus	beschrieben	[176].	Die	erhöhten	Katecholaminkonzentrationen	sind	

wiederum	 als	 Ursache	 einer	 gesteigerten	 Melatoninsynthese	 zu	 sehen.	 So	 haben	 Dagnino‐

Subiabre	 et	 al.	 nachgewiesen,	 dass	 die	 Stress‐induzierte	 Katecholaminerhöhung	 bei	 Ratten,	

vermittelt	durch	β1‐adrenerge	Rezeptoren,	zu	einem	Anstieg	der	Melatoninsynthese	führt	[177].	

Weiterhin	 ist	 bekannt,	 dass	 die	 epiphysäre	 Katecholaminkonzentration	 einer	 circadianen	

Rhythmik	 folgt,	 und	 bei	 der	 Ratte	 höhere	Werte	während	 der	 Dunkelphase	 nachweisbar	 sind	

[178],	was	 einer	 gesteigerten	nächtlichen	Melatoninsynthese	 entspricht	 [29].	Die	Bestimmung	

der	 Plasma‐Katecholaminkonzentration	 bei	 nicht‐diabetischen	 Kontrolltieren	 ergab	 jedoch	

keinen	 circadianen	Rhythmus.	Bei	 Typ	1‐diabetischen	Ratten	war	 ein	diurnaler	Rhythmus	der	

erhöhten	ADR‐Konzentration	des	Plasmas	nachweisbar,	welcher	auch	unter	Insulinsubstitution	

erhalten	 blieb.	 Auch	 hier	 kann	 mit	 einer	 Insulinresistenz	 argumentiert	 werden,	 welche	 einer	

Normalisierung	 der	 Werte	 nach	 Insulinsubstitution	 entgegenwirkte.	 Die	 Plasma‐

Katecholaminkonzentration	 spiegelt	möglicherweise	 nicht	 den	Zustand	 in	 der	Epiphyse	wider.	

Da	keine	Werte	 über	die	 epiphysären	Katecholaminkonzentrationen	vorliegen,	kann	die	Frage,	

ob	 die	 Plasma‐Katecholamine	 die	 Melatoninsynthese	 direkt	 beeinflussen,	 nicht	 abschließend	
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beantwortet	 werden.	 Zusammenfassend	 kann	 festgestellt	 werden,	 dass	 Plasma‐ADR	 und	 ‐

Melatonin	bei	Typ	1‐diabetischen	Tieren	erhöht	sind	und	durch	Insulinsubstitution	normalisiert	

werden.	 Aufgrund	 dessen	 kann	 vermutet	 werden,	 dass	 Insulin	 die	 noradrenerg‐stimulierte	

Melatoninsynthese	moduliert	und	sich	ein	möglicher	Zusammenhang	zwischen	Insulin,	Plasma‐

Katecholaminen	 und	 Melatonin	 herleiten	 lässt.	 Weiterführende	 Untersuchungen	 des	

Katecholaminstoffwechsels	der	Epiphyse	sollten	perspektivisch	eine	Rolle	spielen.	

Um	 dennoch	 Rückschlüsse	 auf	 die	 Vorgänge	 in	 der	 Epiphyse	 treffen	 zu	 können,	 wurde	 im	

weiteren	 Verlauf	 der	 Studie	 die	 epiphysäre	 Expression	 des	 β1‐Adrenozeptors	 sowie	 wichtiger	

Gene	 der	 Melatoninsynthese	 untersucht.	 Die	 Freisetzung	 von	 NA	 aus	 postganglionären	

Nervenendigungen	führt	bei	Rodentia	über	die	Bindung	an	β1‐	und	α1‐adrenerge	Rezeptoren	zu	

einer	gesteigerten	Transkription	und	Translation	von	Enzymen	der	Melatoninsynthese	 [25].	 In	

zurückliegenden	Arbeiten	wurde	gezeigt,	dass	die	epiphysäre	Expression	des	β1‐Adrenozeptors	

STZ‐behandelter	 Wistar‐Ratten	 sowie	 weiblicher	 Typ	 1‐diabetischer	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	

signifikant	erhöht	und	das	Gen	tageszeitabhängig	unterschiedlich	stark	exprimiert	war	[85,160].	

Die	 Daten	 der	 vorliegenden	 Untersuchung	 zeigen	 jedoch	 keine	 Veränderung	 und	 keinen	

diurnalen	 Rhythmus	 der	 epiphysären	 mRNA‐Expression	 des	 β1‐Adrenozeptors	 bei	 Typ	 1‐

diabetischen	 männlichen	 Iddm‐Ratten.	 Die	 Abweichung	 zur	 vorausgegangenen	 Untersuchung	

mit	weiblichen	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	kann	durch	geschlechtsspezifische	Unterschiede	bedingt	

sein	und	auf	Unterschieden	in	der	Datenauswertung	beruhen	[160].	Zusammenfassend	kann	an	

dieser	 Stelle	 festgestellt	 werden,	 dass	 die	 beobachtete	 Erhöhung	 der	 Plasma‐

Melatoninkonzentration	 bei	 männlichen	 Typ	 1‐diabetischen	 Iddm‐Ratten	 nicht	 mit	

Veränderungen	 der	 epiphysären	 mRNA‐Expression	 des	 β1‐Adrenozeptors	 korreliert.	 Weitere	

adrenerge	Rezeptoren,	welche	auf	der	Pinealozytenmembran	 lokalisiert	 sind	und	die	Synthese	

bzw.	Freisetzung	von	Melatonin	beeinflussen,	sind	der	ADR‐sensitive	β2‐Adrenozeptor	sowie	der	

NA‐sensitive α2‐Adrenozeptor	[22,179].	Die	Aktivierung	des	β2‐Adrenozeptors	resultiert	in	einer	

gesteigerten	 Bereitstellung	 von	 cAMP	 sowie	 einer	 Erhöhung	 der	 Aktivität	 der	 AANAT,	 dem	

Schlüsselenzym	der	Melatoninsynthese.	Als	Hinweis	für	eine	Wechselwirkung	dieses	Rezeptors	

mit	Insulin	kann	angesehen	werden,	dass	bei	STZ‐behandelten	diabetischen	Ratten	eine	erhöhte	

Expression	 des	 β2‐Adrenozeptor	 im	 Skelettmuskel	 nachweisbar	 ist	 [180].	 Im	 Rahmen	 der	

eigenen	 Untersuchung	 wurde	 die	 Expression	 des	 β2‐Adrenozeptors	 jedoch	 nicht	 bestimmt.	

Dennoch	 könnte	 die	 erhöhte	 Konzentration	 an	 ADR	 über	 die	 Stimulation	 des	 β2‐adrenergen	

Rezeptors	zur	Erhöhung	der	Melatoninsynthese	beigetragen	haben.	

Eine	der	Hauptfunktionen	der	Epiphyse	ist	die	Umsetzung	des	vom	SCN	generierten	circadianen	

Rhythmus	 in	 eine	 rhythmische	 Freisetzung	 von	 Melatonin.	 Der	 nächtliche	 Anstieg	 der	
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Melatoninsynthese	geschieht	 über	eine	Verknüpfung	der	umgebenden	Lichtverhältnisse	an	die	

Expression	der	Aanat	 [181].	Allgemein	wird	die	AANAT	als	das	 geschwindigkeitsbestimmende	

Enzym	angesehen	 [22].	Dennoch	wurde	 jüngst	 auch	vermutet,	 dass	bei	Ratten	die	HIOMT	das	

geschwindigkeitsbestimmende	 Enzym	 der	 nächtlichen	 Melatoninsynthese	 darstellt	 [182].	 Die	

Aanat‐Expression	 wird	 vorwiegend	 durch	 eine	 NA‐stimulierte	 Phosphorylierung	 des	 cAMP	

response	element‐binding	protein	 (CREB)	kontrolliert	[181],	da	die	Phosphorylierung	von	CREB	

der	 entscheidenden	 Faktor	 in	 der	 transkriptionalen	 Aktivierung	 der	 Aanat	 über	 ein	 cAMP	

response	 element	 ist	 [183].	 Im	 Gegensatz	 zum	Menschen,	 bei	 dem	 die	 Regulation	 der	 AANAT	

posttranskriptional	 verläuft,	 kommt	 es	 bei	 der	 Ratte	 innerhalb	 von	 2	 h	 nach	 Beginn	 der	

Dunkelheit	 zu	 einem	 etwa	 100‐fachen	 Anstieg	 der	 Transkription	 der	 Aanat	 [28].	 Kurze	 Zeit	

später	 steigen	 AANAT‐Proteinmenge	 und	 auch	 die	 AANAT‐Aktivität.	 Während	 die	 Aanat	

circadian	 exprimiert	 wird,	 zeigt	 sich	 hinsichtlich	 der	 Hiomt	 eine	 konstitutive	 Expression	

[22,184].	Die	mRNA‐Expression	der	Hiomt	steigt	über	die	Stimulation	β1‐adrenerger	Rezeptoren	

während	 der	 Dunkelphase	 nur	 um	 das	 Zweifache	 [184].	 Die	 Aktivität	 der	 HIOMT	 wird	 im	

Gegensatz	 zur	 AANAT	 posttranslational,	 vermutlich	 unabhängig	 vom	 β1/α1‐adrenergen	 Weg,	

über	nicht‐noradrenerge	Transmitter	wie	Neuropeptid	Y	reguliert	[184].	

In	zurückliegenden	Untersuchungen	wurde	gezeigt,	dass	hyperinsulinämische	Typ	2‐diabetische	

GK‐Ratten	eine	signifikante	Erhöhung	der	epiphysären	mRNA‐Expression	der	Aanat	aufweisen,	

die	 epiphysäre	 AANAT‐Aktivität	 jedoch	 vermindert	 war	 [64].	 Die	 verminderte	

Melatoninkonzentration	 diabetischer	 Tiere	 war	 somit	 auf	 eine	 verminderte	 Aktivität	 eines	

Enzyms	 der	 Melatoninsynthese	 zurückzuführen.	 STZ‐behandelte	 Typ	 1‐diabetische	 Ratten,	

welche	durch	eine	Erhöhung	der	Plasma‐Melatoninkonzentration	gekennzeichnet	 sind,	 zeigten	

eine	Erhöhung	des	epiphysären	Transkriptniveaus	von	Aanat	und	Hiomt	[85].	Im	Gegensatz	dazu	

wurde	 bei	 den	 Typ	 1‐diabetischen	 Iddm‐Ratten	 der	 vorliegenden	 Untersuchung	 kein	

Unterschied	 der	 epiphysären	 mRNA‐Expression	 von	 Aanat	 und	 Hiomt	 beobachtet.	 In	 einer	

Voruntersuchung	mit	weiblichen	Typ	1‐diabetischen	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	wurde	jedoch	eine	

Erhöhung	 der	 mRNA‐Transkription	 von	 Aanat	 und	 Hiomt	 nachgewiesen	 [160].	

Geschlechtsspezifische	Unterschiede	könnten	eine	Erklärung	liefern,	dass	obwohl	es	sich	um	den	

gleichen	Ratten‐Stamm	handelt.	Die	Ergebnisse	dieser	Arbeit	deuten	somit	darauf	hin,	dass	die	

erhöhten	 Melatoninkonzentrationen	 nicht	 auf	 eine	 gesteigerte	 epiphysäre	 Transkription	 von	

Aanat	und	Hiomt	zurückzuführen	sind.	Möglicherweise	sind	es	posttranslationale	Prozesse,	wie	

z.	B.	die	 Inhibierung	des	Abbaus	der	AANAT,	welche	 regulierend	 in	die	Melatoninsynthese	des	

Pinealozyten	eingreifen	[28].	
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In	 Uǆ bereinstimmung	 mit	 vorherigen	 Untersuchungen	 der	 Arbeitsgruppe	 Peschke	 [85,160]	

zeigten	 die	 Typ	 1‐diabetischen	 Iddm‐Ratten	 eine	 diurnale	 Expression	 der	Aanat,	während	 die	

Hiomt	 nicht	 diurnal	 exprimiert	 wurde.	 Daher	 kann	 vermutet	 werden,	 dass	 die	 fehlende	

Rhythmik	 der	 Melatoninkonzentration	 des	 Plasmas	 diabetischer	 Tiere	 nicht	 auf	 eine	

Veränderung	der	diurnalen	Rhythmik	der	Aanat‐Expression	zurückzuführen	 ist.	Diese	diurnale	

Rhythmizität	 der	 Aanat‐Transkription	 blieb	 auch	 unter	 der	 Insulinsubstitution	 diabetischer	

Iddm‐Ratten	erhalten.	Im	Gegensatz	dazu	fand	eine	Studie	an	weiblichen	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	

eine	 Normalisierung	 der	 erhöhten	 Transkriptmengen	 von	 Aanat	 und	 Hiomt	 [160].	 Auch	 hier	

müssen	geschlechtsspezifische	Unterschiede	in	Betracht	gezogen	werden.	

Neben	 der	 NA‐vermittelten	 Steigerung	 der	 Aanat‐Transkription	 existieren	 zahlreiche	 weitere	

Signalwege,	 welche	 direkt	 regulierend	 oder	 modulierend	 auf	 die	 AANAT	 wirken	 [181].	 Der	

Mitogen‐activated	 protein(MAP)‐Kinase(MAPK)‐Signalweg	 soll	 dabei	 einen	 modulierenden	

Einfluss	auf	die	Aktivierung	der	AANAT	haben	[181].	Dabei	wird	vermutet,	dass	es	über	die	NA‐

vermittelte	 Signalkaskade	 zu	 einer	 gesteigerten	 Phosphorylierung	 der	 p42/44	MAPK	 kommt,	

welche	eine	Induktion	der	AANAT	während	der	frühen	Dunkelphase	vermittelt	[181].	Sugimoto	

et	 al.	 konnten	 in	 ihrer	 Studie	 an	 STZ‐behandelten	 diabetischen	 Ratten	 eine	 gesteigerte	

Proteinexpression	 der	 p42/44	MAPK	 peripherer	 Nerven	 finden,	welche	 durch	 Insulintherapie	

normalisiert	wurde	 [185].	Diese	Beobachtung	könnte	 einen	weiteren	Erklärungsansatz	 für	die	

erhöhten	 Melatoninkonzentrationen	 diabetischer	 Ratten	 der	 eigenen	 Untersuchung	 liefern.	

Zusammenfassend	 konnten	 die	 erhöhten	 Melatoninkonzentrationen	 des	 Plasmas	 Typ	 1‐

diabetischer	 Tiere	 nicht	 auf	 eine	 gesteigerte	 Transkription	 der	 Melatonin‐synthetisierenden	

Enzyme	 Aanat	 und	 Hiomt	 zurückgeführt	 werden.	 Ob	 und	 wie	 Insulin	 in	 mögliche	

posttranslationale	Mechanismen	eingreift,	sollte	durch	weitere	Untersuchungen	geklärt	werden.	

Die	 Epiphyse	 produziert	 Melatonin	 in	 einem	 circadianen	 Rhythmus,	 welcher	 unter	 der	

noradrenergen	 Kontrolle	 des	 SCN	 steht	 [28,96].	 Der	 endogene	 Rhythmus	 des	 SCN	 basiert	 auf	

positiven	 und	 negativen	 Rückkopplungsschleifen	 der	 Transkription	 und	 Translation	

verschiedener	Uhrengene,	welche	auch	in	der	Epiphyse	exprimiert	werden	[29].	Das	Uhrengen	

Per1,	als	Teil	der	negativen	Schleife,	wird	circadian	rhythmisch	in	der	Epiphyse	exprimiert	[186]	

und	zeigt	sein	Maximum	2	h	früher	als	das	der	Aanat	[22].	Es	gibt	Hinweise,	dass	der	Rhythmus	

des	 nächtlichen	 Anstiegs	 der	Per1‐Expression	 sich	 ebenfalls	 NA‐vermittelt	 vollzieht	 [187].	 Im	

Gegensatz	dazu	wird	Bmal1,	welches	einen	Teil	der	positiven	Rückkopplungsschleife	bildet,	nach	

dieser	Studie	unabhängig	vom	noradrenergen	Signal	des	SCN	in	der	Epiphyse	exprimiert.	

In	einer	zurückliegenden	Untersuchung	mit	STZ‐behandelten	Typ	1‐diabetischen	Ratten	konnte	

eine	signifikante	Erhöhung	der	epiphysären	mRNA‐Expression	der	Uhrengene	Per1	und	Bmal1	
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nachgewiesen	 werden	 [85].	 Die	 chronobiologische	 Auswertung	 der	 Daten	 der	 vorliegenden	

Untersuchung	ergibt	für	die	beiden	Uhrengene	Per1	und	Bmal1	eine	diurnale	epiphysäre	mRNA‐

Expression	 jedoch	 ohne	 signifikante	 Veränderungen	 des	 MESOR	 bei	 männlichen	 Typ	 1‐

diabetischen	Iddm‐Ratten.	Bei	weiblichen	diabetischen	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	wurde	hingegen	

ein	Anstieg	der	epiphysären	Expression	von	Per1	und	Bmal1	beobachtet	 [160].	Die	Expression	

von	Per1	 und	Bmal1	 zeigt	 ein	 typisches	antiphasisches	Expressionsprofil	 [188].	Dies	wurde	 in	

jeder	der	drei	untersuchten	Gruppen	der	vorliegenden	Untersuchung	festgestellt.	Auch	Wu	et	al.	

konnten	zeigen,	dass	die	Uhrengenexpression	der	Epiphyse	durch	den	T1DM	nicht	beeinflusst	

wird	[189].	

Der	 Verlust	 der	 diurnalen	 Rhythmik	 der	 Melatoninsynthese	 Typ	 1‐diabetischer	 Iddm‐Ratten	

kann	 somit	 nicht	 durch	 Veränderungen	 der	 diurnalen	mRNA‐Expression	 von	Per1	 und	Bmal1	

erklärt	werden.	Die	Epiphyse	 ist	 im	Gegensatz	zu	vielen	anderen	peripheren	Organen	stark	an	

die	 Signale	 des	 SCN	 gekoppelt	 [190].	 Fehlende	 oder	 gestörte	 Signale	 des	 SCN	 könnten	 zum	

Verlust	 der	 rhythmischen	 Uhrengenexpression	 der	 Epiphyse	 führen	 [191].	 Zusammenfassend	

kann	 gefolgert	 werden,	 dass	 die	 durch	 den	 T1DM	 bedingte	 Beeinträchtigung	 der	 Melatonin‐

Rhythmik	nicht	durch	 einen	 veränderten	Uhrengenmechanismus	der	Epiphyse	 erklärt	werden	

kann.	 Auch	 konnte	 bisher	 in	 keiner	 Studie	 gezeigt	 werden,	 dass	 Veränderungen	 des	

Uhrenmechanismus	des	SCN	einer	gestörten	Melatoninsynthese	zugrunde	liegen	[118,192].	Dem	

widerspricht	 auch	 der	 Befund	 eines	 intakten	 Rhythmus	 der	 Aanat‐Expression	 bei	 Typ	 1‐

diabetischen	Tieren,	woraus	ein	intakter	Rhythmus	des	SCN	abgeleitet	werden	kann.	

Zusammenfassend	ist	festzustellen,	dass	anhand	des	genutzten	Typ	1‐diabetischen	Tiermodells	

die	 Existenz	 eines	 Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	 nachgewiesen	 wurde.	 Niedrige	

Insulinkonzentrationen	 Typ	 1‐diabetischer	 Tiere	 koinzidieren	 dabei	 mit	 stark	 erhöhten	

Melatoninkonzentrationen,	welche	durch	Insulinsubstitution	auf	das	Niveau	normoglykämischer	

Kontrollen	 gesenkt	 wurden.	 Unter	 Insulintherapie	 wurde	 auch	 die	 durch	 die	 schweren	

metabolischen	 Veränderungen	 verlorengegangene	 diurnale	 Rhythmik	 des	 Melatonins	

wiederhergestellt.	 Es	 kann	 außerdem	 vermutet	 werden,	 dass	 Katecholamine	 Vermittler	 der	

antagonistischen	 Beziehung	 dieser	 beider	 Hormone	 darstellen,	 da	 die	 erhöhte	 ADR‐

Konzentration	 im	 Plasma	 diabetischer	 Tiere	 mit	 den	 erhöhten	 Melatoninwerten	 korreliert.	

Weiterführende	 Studien	 müssen	 untersuchen,	 ob	 auch	 Veränderungen	 der	 epiphysären	

Katecholaminkonzentrationen	 stattgefunden	 haben.	 Die	 Funktionalität	 des	 circadianen	

Uhrengenmechanismus	 der	 Epiphyse	 wurde	 durch	 den	 T1DM	 auf	 Ebene	 der	 Genexpression	

regulatorischer	 Schlüsselenzyme	 und	 Schrittmacher	 nicht	 verändert.	 Um	 die	 Ursachen	 der	
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veränderten	Melatoninkonzentration	 aufzuklären,	 sind	 Proteinexpressionuntersuchungen	 bzw.	

Aktivitätsuntersuchungen	der	Melatonin‐synthetisierenden	Enzyme	von	großer	Bedeutung.	

5.3 Wirkung	des	spontanen	Typ	1‐Diabetes	mellitus	auf	die	„innere	Uhr“	

der	Leber	

Tierexperimentelle	 Studien	 legen	 nahe,	 dass	 Veränderungen	 und	 Störungen	 der	 circadianen	

Rhythmik	 zur	 Entwicklung	 eines	 Diabetes	 mellitus	 beitragen	 [111,112,114,193].	 So	 wurde	

gezeigt,	dass	genetische	Polymorphismen	der	Uhrengene	Clock	und	Bmal1	 zur	Entstehung	von	

T2DM	und	Gestationsdiabetes	beitragen	[115,194,195].	

Der	 Uhrenmechanismus	 besteht	 aus	 positiven	 und	 negativen	 Rückkopplungsschleifen	 der	

Transkription	und	Translation	von	Uhrengenen	[196].	 Im	Zentrum	dieses	Mechanismus	stehen	

die	beiden	Transkriptionsfaktoren	CLOCK	und	BMAL1.	Das	CLOCK‐BMAL1‐Heterodimer	bindet	

an	 definierte	 Sequenzabschnitte	 der	 DNA	 im	 Promotorbereich	 der	 Uhrengene	 Per	 und	 Cry,	

sogenannte	E‐Boxen.	Die	PER‐	und	CRY‐Proteine	fungieren	als	negative	Schleife	des	molekularen	

Uhrenmechanismus,	 indem	 sie	 zeitversetzt	 die	 Transkription	 von	 Clock	 und	 Bmal1	 hemmen,	

aber	auch	ihre	eigene	Expression.	

Uhrengene	werden	neben	dem	SCN,	welcher	als	 übergeordneter	 zentraler	Rhythmusgenerator	

das	wichtigste	Steuerorgan	circadianer	Rhythmen	peripherer	Gewebe	darstellt,	 in	nahezu	allen	

peripheren	Geweben	 exprimiert	 [10].	Neuronale	 Projektionen	 des	 autonomen	Nervensystems,	

welche	vom	SCN	zu	Organen	wie	Pankreas,	Leber	und	Fettgewebe	ziehen	[196],	ermöglichen	die	

Koordinierung	 und	 Kontrolle	 „peripherer	 Uhren“.	 Eine	 Zerstörung	 des	 SCN	 führt	 zur	

Desynchronisation	 peripherer	 Gewebe,	 während	 die	 circadiane	 Rhythmik	 der	 Expression	 von	

Per2	erhalten	bleibt	[98].	Im	Gegensatz	zum	SCN,	dessen	stärkster	Synchronisator	das	Licht	ist,	

werden	„periphere	Uhren“	wie	die	der	Leber,	durch	andere	Signale	wie	die	Nahrungsaufnahme,	

beeinflusst	 [197].	 Außerdem	 wirken	 humorale	 Faktoren	 wie	 Glukokortikoide	 und	 Retinsäure	

oder	aber	auch	die	Temperatur	regulierend	auf	das	Entrainment	der	„peripheren	Uhr“	der	Leber	

[198].	Der	SCN	beeinflusst	periphere	Oszillatoren	außerdem	über	einen	indirekten	Weg,	indem	

er	 Aktivitäts‐	 und	 Ruhephasen	 synchronisiert	 und	 somit	 auch	 den	 Zeitpunkt	 der	

Nahrungsaufnahme	 beeinflusst	 [196].	 Eine	 Einschränkung	 der	 Nahrungsaufnahme	 bei	

nachtaktiven	 Tieren	 auf	 zeitlich	 limitierte	 Perioden	 während	 der	 Lichtphase	 führt	 zu	

Phasenverschiebungen	der	Uhrengenexpression	im	SCN	und	peripheren	Organen	wie	der	Leber	

bis	 hin	 zur	 vollständigen	 Umkehr	 der	 Phasen	 [197].	 Interessanterweise	 wirkt	 auch	 Insulin	

sowohl	 in	 vitro	 als	 auch	 in	 vivo	 als	 potenter	 Zeitgeber	 der	 „inneren	 Uhr“	 der	 Leber	 [199].	

Hormonrezeptoren	des	SCN	für	Ghrelin,	Leptin	und	Insulin	weisen	darauf	hin,	dass	zwischen	der	
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„inneren	 Uhr“	 und	 der	 Nahrungsaufnahme	 bzw.	 der	 Energieversorgung	 eine	 ständige	

Rückkopplung	besteht	[196].	Im	Gegensatz	dazu	schließt	eine	Studie	an	STZ‐behandelten	Ratten	

eine	Wirkung	von	Insulin	als	regulierendes	Signal	für	die	„innere	Uhr“	der	Leber	aus	[200].	

Studien	zum	Einfluss	eines	T1DM	auf	die	Uhrengenexpression	der	Leber	stellen	eine	Seltenheit	

dar	 [201,202],	 weswegen	 dem	 Einsatz	 des	 spontan	 Typ	 1‐diabetischen	 Tiermodells	 der	

vorliegenden	 Arbeit	 eine	 besondere	 Bedeutung	 zugemessen	 werden	 muss.	 Anhand	 der	

vorliegenden	 Daten	 kann	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 Uhrengenexpression	 der	 Leber	 einem	

circadianen	Muster	folgt	[197].	So	wurden	die	untersuchten	Uhrengene	Per1,	Per2,	Bmal1,	Clock	

und	Cry1	in	der	normoglykämischen	Kontrollgruppe	diurnal	exprimiert.	Bei	Typ	1‐diabetischen	

Tieren	kam	es	zum	Verlust	der	diurnalen	Rhythmik	der	mRNA‐Expression	von	Clock,	während	

die	 Expression	 der	 übrigen	 Uhrengene	 erhalten	 blieb.	 Im	 Gegensatz	 dazu	 wurde	 in	 einer	

vorangegangenen	 Untersuchung	 mit	 STZ‐behandelten	 diabetischen	 Ratten	 keine	 Veränderung	

des	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 hepatischen	 Clock‐Expression	 beobachtet	 [202].	 Die	 hier	

dargestellte	gestörte	Rhythmik	der	Clock‐Expression	wurde	durch	die	 Insulinsubstitution	nicht	

wiederhergestellt,	was	für	permanente	nicht	reversible	Veränderungen	spricht.	

Per1	und	Per2	zählen	nach	der	Auffassung	von	Balsalobre	et	al.	zusammen	mit	c‐fos	zur	Gruppe	

der	 „unmittelbar“	 frühen	 Gene	 [203],	 deren	 Transkription	 auf	 eine	 Vielzahl	 zellulärer	 Stimuli	

schnell	 und	 vorübergehend	 aktiviert	 wird,	 bevor	 andere	 Proteine	 synthetisiert	 werden.	

Untersuchungen	 an	Rat‐1‐Fibroblasten	haben	 gezeigt,	 dass	diese	Gene	unmittelbar	nach	 einer	

Stimulation	mittels	 Serum‐Schock	 transkribiert	 und	 circadian	 exprimiert	werden	 [203].	 Diese	

Gene	 reagieren	 entsprechend	 sehr	 sensitiv	 auf	 Veränderungen	 zirkulierender	 Faktoren	 wie	

Kortikosteroide	 oder	 Insulin	 [204].	 Zudem	 wurden	 genetische	 Varianten	 des	 humanen	 Per2‐

Gens	 identifiziert,	 die	 mit	 einer	 erhöhten	 Nüchtern‐Blutglukosekonzentration	 assoziiert	 sind	

[205].	

In	der	eigenen	Arbeit	wurde	der	MESOR	der	hepatischen	mRNA‐Expression	des	Uhrengens	Per1	

weder	 durch	 den	 T1DM	 noch	 durch	 die	 Insulinsubstitution	 verändert.	 Eine	 Studie	 an	 STZ‐

behandelten	 diabetischen	 Mäusen	 fand	 hingegen	 eine	 gesteigerte	 hepatische	 Expression	 von	

Per1	 [159].	 Ebenso	 zeigt	 die	 vorliegende	 Studie,	 dass	 die	 diurnale	 Rhythmik	 im	 verwendeten	

Tiermodell	 des	 T1DM	erhalten	 bleibt.	 Sowohl	 diabetische	 Iddm‐Ratten	 der	 eigenen	 Studie	 als	

auch	Untersuchungen	an	STZ‐behandelten	Mäusen	ergaben	starke	Senkungen	von	MESOR	und	

Amplitude	 der	 mRNA‐Expression	 von	 Per2	 [118,159,192].	 Es	 existieren	 jedoch	 auch	

Untersuchungen,	die	lediglich	Phasenverschiebungen	bzw.	keine	Effekte	auf	die	Expression	von	

Per2	bei	STZ‐behandelten	Ratten	beschreiben	[199,202].	In	Uǆ bereinstimmung	mit	der	Literatur	

wurde	 in	der	vorliegenden	Arbeit	gezeigt,	dass	die	Akrophase	der	hepatischen	Expression	von	
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Per1	und	Per2	phasenverschoben	war	[206].	Diese	Differenzen	wurden	von	Ogawa	et	al.	in	einem	

Modell	 der	 positiven	 transkriptionalen	Autoregulation	durch	PER1	und	PER2	 erklärt,	 die	 eine	

Verzögerung	der	Per2‐Expression	hervorruft	[207].	

Die	 Insulinsubstitution	 diabetischer	 Iddm‐Ratten	 führte	 zur	 Normalisierung	 der	 verringerten	

Amplitude	 der	 hepatischen	 Per2‐mRNA‐Expression,	 während	 der	 MESOR	 unverändert	 blieb.	

Dieses	 Ergebnis	 deutet	 darauf	 hin,	 dass	 Insulin	 im	 verwendeten	 spontan	 diabetischen	

Tiermodell	 regulierend	auf	die	Expression	von	Per2	wirkt.	Diese	Hypothese	wird	 gestützt	 von	

weiteren	Arbeiten,	die	beschreiben,	dass	Insulin	einen	wichtigen	Zeitgeber	der	„peripheren	Uhr“	

der	 Leber	 darstellt,	 und	 dass	 PER2	 als	 wichtiger	 Faktor	 der	 „Glukosehomöostase“	 fungiert	

[118,208].	In	diesen	Zusammenhang	wurde	auch	nachgewiesen,	dass	Glukose	als	Regulator	der	

Expression	von	Per1	und	Per2	wirkt	[209].	

Auch	 die	 Uhrengene	 Bmal1	 und	 Clock	 spielen	 eine	 wichtige	 Rolle	 in	 der	 Regulation	 der	

„Glukosehomöostase“.	 So	 wurde	 gezeigt,	 dass	 eine	 Inaktivierung	 dieser	 beiden	 zentralen	

Komponenten	 der	 „circadianen	 Uhr“	 bei	 Mäusen	 zum	 Verlust	 der	 diurnalen	 Rhythmik	 des	

Glukosespiegels	führt	[142].	Eine	Leber‐spezifische	Deletion	von	Bmal1	führt	außerdem	zu	einer	

veränderten	Regulation	wichtiger	Gene	des	Glukosestoffwechsels	[210].	Weiterhin	wurden	eine	

gestörte	 Glukosetoleranz,	 verminderte	 Insulinsekretion	 sowie	 Veränderungen	 der	 Größe	 und	

Proliferation	 pankreatischer	 Inseln	 beobachtet	 [112].	 Die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Arbeit	

zeigen,	dass	die	Bmal1‐mRNA‐Expression	bei	Typ	1‐diabetischen	 Iddm‐Ratten	vermindert	und	

phasenverschoben	 ist.	 Außerdem	 wurde	 beobachtet,	 dass	 es	 zum	 Verlust	 der	 diurnalen	

Rhythmik	 der	 Clock‐mRNA‐Expression	 kam,	 welche	 durch	 Insulinsubstitution	 nicht	

wiederhergestellt	 wurde.	 Untersuchungen	 zum	 Einfluss	 des	 T1DM	 auf	 die	 hepatische	 Clock‐

Expression	 sind	 jedoch	 sehr	 widersprüchlich.	 Während	 die	 vorliegenden	 Ergebnisse	 mit	 den	

Resultaten	 anderer	 Autoren	 übereinstimmen	 [202,211],	 fand	 eine	 Studie	 bei	 STZ‐behandelten	

Ratten	 keine	 Veränderung	 der	 hepatischen	 Clock‐Expression	 [202].	 Eine	 andere	 Studie	

wiederum	beschreibt	einen	Anstieg	des	Clock‐Transkriptniveaus	[212].	Die	Ergebnisse,	dass	eine	

Insulinsubstitution	 diabetischer	 Iddm‐Ratten	 nicht	 zur	 Wiederherstellung	 des	 diurnalen	

Rhythmus	 von	Clock	 und	 der	 Genexpression	 von	Bmal1	 führt,	 deuten	 darauf	 hin,	 dass	 Insulin	

und/oder	Glukose	nicht	allein	in	die	hepatische	Regulation	dieser	beiden	Uhrengene	eingreifen.	

Vermutlich	 sind	 andere,	 beispielsweise	 humorale	 Faktoren,	 trotz	 der	 Wiederherstellung	 des	

normoglykämischen	 Zustandes	 weiterhin	 verändert,	 was	 zur	 dauerhaften	 Störung	 der	

hepatischen	 Uhrengenexpression	 führt.	 Es	 kann	 vermutet	 werden,	 dass	 der	 Einfluss	 anderer	

Faktoren	 somit	 von	 größerer	 Bedeutung	 sein	 muss,	 als	 der	 des	 Insulins.	 Andererseits	 kann	

vermutet	werden,	dass	der	spontane	T1DM	dieses	Tiermodells	zu	permanenten	Veränderungen	
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des	 Uhrenmechanismus	 der	 Leber	 führt,	 welche	 auch	 durch	 eine	 Insulinsubstitution	 nicht	

restituiert	werden.	

Charakteristisch	 für	 die	 mRNA‐Expression	 von	 Per1	 und	 Bmal1	 ist	 ein	 antiphasisches	 Profil	

[188,213],	 welches	 anhand	 der	 vorliegenden	 Daten	 in	 jeder	 der	 drei	 untersuchten	 Gruppen	

beobachtet	 werden	 konnte.	 Aufgrund	 der	 Aufrechterhaltung	 dieses	 antiphasischen	 Rhythmus	

liegt	 es	 nahe,	 dass	 ein	 funktionierender	 diurnaler	 Uhrenmechanismus	 sowie	 eine	 stabile	

Uhrengenexpression	 bestehen.	 Aǆ hnliche	 Beobachtungen	 wurden	 auch	 in	 Studien	 an	 STZ‐

behandelten	Wistar‐Ratten	[85]	sowie	diabetischen	LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	gemacht	[160].	

Das	CLOCK‐BMAL1‐Heterodimer	 stimuliert	 über	die	Bindung	an	E‐Box‐Elemente	 im	Promotor	

die	Transkription	zusätzlicher	regulatorischer	Schleifen	von	nukleären	Rezeptoren	wie	Rev‐erbα	

und	 Rorα.	 Diese	 Transkriptionsfaktoren	 binden	 an	 ROREs	 im	 Promotorbereich	 verschiedener	

Gene	 [214,215], so	 beispielsweise	 RORα	 im	 Promotorbereich	 des	 Fibroblast	 growth	 factor	

(Fgf21),	 der	 für	 den	 Lipid‐	 und	 Glukosestoffwechsel	 in	 Hepatozyten	 von	 Bedeutung	 ist	 [216].	

Auch	der	Promotorbereich	von	Bmal1	enthält	zwei	dieser	ROREs	[58].	Während	REV‐ERBα	die	

Expression	 von	 Bmal1	 hemmt,	 führt	 RORα	 zur	 Aktivierung,	 indem	 es	 mit	 REV‐ERBα	 um	 die	

RORE‐Bindungsstellen	 im	Bmal1‐Promotor	 konkurriert	 und	 somit	 eine	 Rückkopplungsschleife	

bildet	[62].	

Die	hepatische	mRNA‐Expression	von	Rev‐erbα	erfolgt	circadian	rhythmisch	[213].	Außerdem	ist	

bekannt,	dass	eine	hepatische	Uǆ berexpression	von	Rev‐erbα	 zu	einer	verminderten	Expression	

des	 Lebertranskriptoms	 führt	 [217].	 Uǆ bereinstimmend	 mit	 einer	 Studie	 an	 STZ‐behandelten	

diabetischen	 Ratten	 [202]	 kann	 in	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 gezeigt	 werden,	 dass	 der	 T1DM	

keinen	 Einfluss	 auf	 den	 diurnalen	 Rhythmus	 der	 hepatischen	Rev‐erbα‐mRNA‐Expression	 hat.	

Allerdings	kam	es	 zum	Anstieg	der	Expression	von	Rev‐erbα,	welche	durch	 Insulinsubstitution	

auf	 das	 Niveau	 der	 normoglykämischen	 Kontrolle	 normalisiert	 wurde.	 Eine	 Untersuchung	 an	

STZ‐behandelten	 Ratten	 führte	 zu	 keiner	 veränderten	 Expression	 dieses	 Gens	 [202].	 Anhand	

dieser	 Beobachtung	 kann	 gefolgert	 werden,	 dass	 beim	 Tiermodell	 des	 spontanen	 T1DM	 die	

Expression	von	Rev‐erbα	gestört	ist	und	durch	Insulin	wiederhergestellt	wird.	Dies	wird	gestützt	

durch	die	Tatsache,	dass	Insulin	die	hepatische	Expression	von	Rev‐erbα	senkt	[218].	Möglich	ist	

dies,	 indem	 Insulin	 hemmend	 auf	 die	 Glykogensynthase‐Kinase‐3	 wirkt	 [219],	 welche	 einen	

wichtigen	 Stabilisator	 von	 REV‐ERBα	 darstellt	 [220].	 Vermutlich	 kommt	 es	 als	 Folge	 des	

Insulinmangels	 zu	 einer	 verringerten	 REV‐ERBα‐Degradation,	 woraufhin	 die	 Expression	 von	

Bmal1	 fällt.	 Der	 bei	 Typ	 1‐diabetischen	Ratten	beobachtete	Abfall	 der	Bmal1‐Expression	 kann	

daher	als	Konsequenz	des	Anstiegs	der	Rev‐erbα‐Expression	verstanden	werden.	
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Als	 Gegenspieler	 von	 REV‐ERBα	 spielt	 auch	 RORα	 eine	wichtige	 transkriptionale	 Rolle	 in	 der	

Regulation	des	circadianen	Rhythmus	sowie	des	Metabolismus	[221].	Dabei	wurde	Bmal1	als	ein	

direktes	 Zielgen	 von	 RORα	 identifiziert	 [222].	 Die	 Datenlage	 bezüglich	 der	 hepatischen	

Expression	 von	 Rorα	 ist	 jedoch	 sehr	 widersprüchlich	 [222‐224].	 In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	

wurde	in	keiner	der	untersuchten	Gruppen	eine	diurnale	Rhythmik	der	Rorα‐mRNA‐Expression	

festgestellt,	 was	 die	 Ergebnisse	 anderer	 Studien	 bestätigt	 [222,223].	 Auch	 hatte	 der	

Insulinmangel	 keinen	 Einfluss	 auf	 die	 hepatische	 mRNA‐Expression	 von	 Rorα.	 Im	 Gegensatz	

dazu	zeigte	sich	jedoch	in	einer	Voruntersuchung	bei	STZ‐behandelten	Ratten	eine	Erhöhung	der	

hepatischen	 Rorα‐Expression	 [202].	 Möglicherweise	 sind	 die	 Unterschiede	 der	 hepatischen	

Rorα‐Expression	 der	 STZ‐vermittelten	 experimentellen	 Induktion	 des	 T1DM	 geschuldet.	 Im	

vorliegenden	Modell	 des	 spontanen	T1DM	kann	 jedoch	 gezeigt	werden,	 dass	 die	 diabetischen	

Veränderungen	die	hepatische	Rorα‐Expression	nicht	beeinflussen.	

Auch	das	Uhrengen	Cry	spielt	eine	Rolle	in	der	Pathogenese	des	T2DM.	So	wurde	nachgewiesen,	

dass	 Polymorphismen	 des	 Cry1‐Gens	 mit	 einem	 erhöhten	 Risiko,	 an	 T2DM	 zu	 erkranken,	 in	

Verbindung	 gebracht	 werden	 können	 [225].	 In	 vorliegender	 Untersuchung	 wurde	 bei	

diabetischen	 Ratten	 eine	 Phasenverschiebung	 der	 hepatischen	 Cry1‐Expression	 beobachtet,	

welche	 durch	 Insulinsubstitution	 auf	 das	 Niveau	 der	 Kontrollen	 normalisiert	 wurde.	 Dieser	

Befund	 deckt	 sich	mit	 Ergebnissen	 an	 STZ‐behandelten	 Ratten,	 bei	 denen	 in	 Leber	 und	 Herz	

veränderte	 Akrophasen	 beobachtet	 wurden	 [202,206].	 Im	 Gegensatz	 zu	 den	 übrigen	

untersuchten	 Uhrengenen	 konnte	 der	 Nachweis	 erbracht	 werden,	 dass	 die	 hepatische	

Expression	von	Cry1	maßgeblich	von	der	Plasma‐Insulinkonzentration	abhängig	ist.	

Zusammenfassend	 kann	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 diurnale	 Expression	 von	 Uhrengenen	 im	

verwendeten	 spontan	 Typ	 1‐diabetischen	 Tiermodell	 auf	 sehr	 unterschiedliche	 Weise	 durch	

Insulin	 beeinflusst	 wird.	 Dabei	 führt	 der	 T1DM	 zu	 einer	 veränderten	 hepatischen	

Uhrengenexpression	 (Per2,	Bmal1,	Clock,	Cry1,	Rev‐erbα).	Außerdem	kommt	es	zu	veränderten	

diurnalen	 Rhythmen,	 welche	 auch	 nach	 Erreichen	 eines	 normoglykämischen	 Zustandes	 unter	

Insulinsubstitution	nicht	wiederhergestellt	werden	(Clock).	Andere	Uhrengene	wurden	dagegen	

durch	 Insulin	 normalisiert	 (Cry1,	 Rev‐erbα)	 oder	 wurden	 durch	 den	 T1DM	 nicht	 beeinflusst	

(Per1,	 Rorα).	 Die	 Ergebnisse	 dieser	 Arbeit	 deuten	 darauf	 hin,	 dass	 Insulin	 als	 Zeitgeber	 der	

„peripheren	 Uhr“	 der	 Leber	 wirkt,	 und	 dass	 der	 hepatische	 Uhrenmechanismus	 durch	

metabolische	Typ	1‐diabetische	Veränderungen	gestört	wird.	

Microarray‐Untersuchungen	haben	gezeigt,	dass	9%	von	2000	untersuchten	Genen	des	Leber‐

Transkriptoms	circadian	exprimiert	werden	und	womöglich	unter	der	Kontrolle	des	SCN	stehen	

[226].	10	‐	15%	aller	Transkripte	verschiedener	Gewebe	sollen	circadian	reguliert	sein	[59].	Da	
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viele	dieser	Gene	E‐Boxen	in	ihren	Promotoren	enthalten,	können	sie	direkt	durch	das	CLOCK‐

BMAL1‐Heterodimer	reguliert	werden	[227].	

DBP	 gehört	 zur	 Familie	 der	 PAR‐leucin‐zipper‐Transkriptionsfaktoren	 und	 reguliert	 die	

Transkription	 zahlreicher	 Gene	 der	 Leber	 [106].	 Die	 Expression	 von	 Dbp	 der	 Leber	 erfolgt	

diurnal	 rhythmisch	 [192,213],	was	 durch	 die	 vorliegenden	 Ergebnisse	 bestätigt	werden	 kann.	

Hervorzuheben	 ist,	 dass	 dieser	 Rhythmus,	 in	 Uǆ bereinstimmung	 mit	 früheren	 Studien	

[192,202,206],	 in	 jeder	 der	 drei	 untersuchten	 Gruppen	 deutlich	 nachweisbar	 war.	 Bei	 Typ	 1‐

diabetischen	 Iddm‐Ratten	 der	 vorliegenden	 Arbeit	wurde	 jedoch	 ein	 Anstieg	 von	MESOR	 und	

Amplitude	der	hepatischen	Expression	von	Dbp	beobachtet,	welcher	bei	STZ‐behandelten	Tieren	

nicht	nachgewiesen	wurde	 [202].	 Interessanterweise	wurde	 in	einer	Voruntersuchung	gezeigt,	

dass	der	T1DM	auch	in	der	Epiphyse	zu	einer	gesteigerten	Expression	von	Dbp	unter	Erhalt	der	

diurnalen	Rhythmik	führt	[85].	Bei	Insulin‐substituierten	Tieren	der	vorliegenden	Arbeit	kam	es	

zu	 einer	 Normalisierung	 der	 erhöhten	 hepatischen	 Dbp‐Expression.	 Ein	 Befund,	 der	 darauf	

hinweist,	dass	Dbp	durch	den	Einfluss	von	Insulin	reguliert	wird.	DBP	stimuliert	seinerseits,	über	

die	Bindung	an	D‐Box‐Elemente,	gemeinsam	mit	CLOCK‐BMAL1	die	Transkription	von	Per1	und	

beeinflusst	den	zentralen	Uhrenmechanismus	[228].	Die	gesteigerte	hepatische	Expression	von	

Dbp	 bei	 diabetischen	 Iddm‐Ratten	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 hatte	 jedoch	 keine	 Erhöhung	 der	

Per1‐Expression	zur	Folge.	

E4BP4	 ist	 ein	 weiterer	 Leucin‐zipper‐Transkriptionsfaktor,	 dessen	 DNA‐Bindungsdomäne	 mit	

der	 des	 DBP	 verwandt	 ist	 [107].	 Dadurch	 entsteht	 eine	 Konkurrenz	 zwischen	 diesen	 beiden	

Transkriptionsfaktoren	im	Bereich	eines	transkriptional‐sensitiven	Bereichs	von	Zielgenen,	der	

D‐Box	 [229],	wobei	E4BP4	 im	Gegensatz	zum	DBP	 jedoch	hemmend	auf	die	Transkription	von	

Zielgenen	 wirkt	 [107].	 In	 Voruntersuchungen	 wurde	 bereits	 nachgewiesen,	 dass	 die	 mRNA‐

Expression	von	E4bp4	der	Leber	normoglykämischer	Kontrolltiere	circadian	rhythmisch	erfolgt	

[213].	 In	 Uǆ bereinstimmung	mit	 der	 Literatur	 [107]	 konnte	 in	 der	 vorliegenden	Untersuchung	

gezeigt	werden,	dass	die	hepatische	mRNA‐Expression	von	E4bp4	in	entgegengesetzter	Phase	zu	

der	 des	 Dbp	 verläuft.	 Bei	 Typ	 1‐diabetischen	 Iddm‐Ratten	 wurde	 außerdem	 ein	 Verlust	 der	

diurnalen	 Rhythmik	 bei	 gleichzeitig	 erhöhter	 E4bp4‐Expression	 der	 Leber	 beobachtet.	 Die	

Insulinsubstitution	normalisierte	sowohl	die	gestörte	Rhythmik	als	auch	die	erhöhte	Expression	

von	E4bp4	auf	den	Zustand	normoglykämischer	Kontrollen.	Im	Gegensatz	dazu	beeinflusste	ein	

durch	 STZ‐Behandlung	 experimentell	 hervorgerufener	 T1DM	 die	 Expression	 von	 E4bp4	 nicht	

[202].	Aufgrund	der	vorliegenden	Daten	kann	vermutet	werden,	dass	die	hepatische	Expression	

dieses	Gens	 im	Modell	 des	 spontanen	T1DM	durch	 Insulin	 kontrolliert	wird.	Diese	Hypothese	

wird	 gestützt	 durch	 die	 Arbeiten	 von	 Tong	 et	 al.,	 welche	 zeigen,	 dass	 Insulin	 die	 E4bp4‐
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Expression	 reguliert	 [230].	 Da	 E4BP4	 als	 Repressor	 die	 Transkription	 von	Per2	 hemmt	 [231],	

kann	 die	 bei	 Typ	 1‐diabetischen	 Tieren	 beobachtete	 verminderte	 hepatische	 Expression	 von	

Per2	 mit	 der	 erhöhten	 E4bp4‐Expression	 erklärt	 werden.	 Die	 Insulinsubstitution	 diabetischer	

Iddm‐Ratten	 führte	 einerseits	 zur	 Wiederherstellung	 der	 gestörten	 E4bp4‐Rhythmik,	

andererseits	 wurde	 die	 Amplitude	 der	 Per2‐Expression	 auf	 das	 Niveau	 der	 Kontrollen	

heraufreguliert.	 Die	 vorliegenden	 Ergebnisse	 deuten	 an,	 dass	 es	 in	 diesem	 Tiermodell	 des	

spontanen	T1DM	eine	regulatorische	Verbindung	zwischen	E4bp4	und	Per2	gibt.	

Als	wichtige	Regulatoren	des	Kohlenhydrat‐	und	Fettstoffwechsels	sowie	der	Energiehomöostase	

sind	 die	 nukleären	 Rezeptoren	 der	 PPAR‐Familie	 zu	 nennen	 [232].	 Die	 Verknüpfung	 von	

„circadianer	Uhr“	und	Metabolismus	wird	deutlich	am	Beispiel	der	rhythmischen	Expression	von	

Pparα	 [223,233],	welcher	 durch	CLOCK	 reguliert	wird	 [234].	Die	Ergebnisse	 der	 vorliegenden	

Arbeit	weisen	 jedoch	 in	keiner	der	untersuchten	Gruppen	eine	diurnale	Expression	von	Pparα	

auf.	 Auch	 hatten	weder	 der	 T1DM	 noch	 die	 Insulinsubstitution	 einen	 Einfluss	 auf	 die	mRNA‐

Expression	 von	 Pparα.	 Aǆ hnliches	 war	 auch	 in	 einer	 Studie	 an	 STZ‐behandelten	 Mäusen	

beobachtet	 worden,	 deren	 hepatische	 Pparα‐Expression	 zwar	 rhythmisch	 war,	 jedoch	 nicht	

durch	einen	Insulinmangel	beeinflusst	wurde	[234].	Mögliche	Spezies‐spezifische	Unterschiede	

könnten	 für	 diese	 Befunde	 verantwortlich	 sein.	 Die	 circadiane	 Expression	 von	 Pparα	 wird	

maßgeblich	durch	CLOCK	 reguliert	 [234].	 So	weist	Pparα	 im	 zweiten	 Intron	eine	E‐Box‐reiche	

Region	 für	 die	 Transaktivierung	 durch	 das	 CLOCK‐BMAL1‐Heterodimer	 auf	 [234].	 Darüber	

hinaus	 existieren	Hinweise,	 dass	 PPARα	 seinerseits	 die	 „circadiane	Uhr“	 der	 Leber	 beeinflusst	

[235].	 So	 ist	 PPARα	 unabdingbar	 mit	 der	 circadianen	 Expression	 von	 Bmal1	 in	 der	 Leber	

verknüpft.	Aufgrund	der	 fehlenden	diurnalen	Rhythmik	der	Pparα‐Expression	 im	verwendeten	

Tiermodell	sowie	des	ausgebliebenen	Einflusses	des	T1DM	auf	die	Pparα‐Expression	kann	eine	

Wirkung	auf	die	Uhrengene	Clock	und	Bmal1	nicht	bestätigt	werden.	Innerhalb	des	verwendeten	

spontan	Typ	1‐diabetischen	Tiermodells	 greift	 Insulin	 nicht	 in	 die	 transkriptionale	Regulation	

von	Pparα	ein.	

Neben	 PPARα	 gilt	 auch	 PPARγ	 als	 wichtiger	 Regulator	 des	 Energiestoffwechsels	 sowie	 der	

„molekularen	Uhr“	[236,237].	Eine	fehlende	Expression	von	Pparγ	führt	bei	Mäusen	zum	Verlust	

der	rhythmischen	Expression	von	Bmal1	sowie	der	Per‐	und	Cry‐Gene	[236,237].	Auch	aus	den	

Daten	der	vorliegenden	Untersuchung	wird	deutlich,	dass	die	hepatische	Expression	von	Pparγ	

diurnal	 rhythmisch	 erfolgt	 [223].	 Dieser	Rhythmus	 geht	 bei	 Typ	1‐diabetischen	Tieren	 jedoch	

verloren	und	wird	durch	Insulinsubstitution	nicht	wiederhergestellt.	Der	Verlust	der	diurnalen	

Rhythmik	der	hepatischen	Pparγ‐Expression	wurde	auch	bei	diabetischen	mit	STZ‐behandelten	

Ratten	beobachtet	[202].	Eine	mögliche	Ursache	für	den	Verlust	der	circadianen	Rhythmik	ergibt	
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sich	 aus	 der	 Regulation	 der	 Pparγ‐Transkription	 durch	 die	 Uhrengen‐kontrollierten	

Transkriptionsfaktoren	DBP	und	E4BP4	 [238].	Möglicherweise	 führt	der	Verlust	des	diurnalen	

Rhythmus	 der	 E4bp4‐Expression	 zu	 den	 beobachteten	 Veränderungen	 der	 Pparγ‐Expression.	

Während	es	unter	 Insulinsubstitution	 jedoch	zur	Wiederherstellung	der	E4bp4‐Rhythmik	kam,	

blieb	die	Pparγ‐Expression	weiterhin	verändert.	

Neben	dem	Verlust	der	diurnalen	Rhythmik	von	Pparγ	 führte	der	T1DM	zu	einer	Erniedrigung	

der	 mRNA‐Expression	 von	 Pparγ,	 welche	 im	 Gegensatz	 zu	 einer	 anderen	 Studie	 [239]	 durch	

Insulinsubstitution	 nicht	 normalisiert	wurde.	Die	 hier	 dargestellten	 Veränderungen	 von	Pparγ	

sind	 beim	 Modell	 des	 spontanen	 T1DM	 permanent	 und	 werden	 durch	 Insulintherapie	 nicht	

beeinflusst.	Diese	Ergebnisse	weisen	darauf	hin,	dass	es	bei	Typ	1‐diabetischen	Tieren	zu	einer	

gestörten	 Regulation	 der	 Pparγ‐Expression	 kommt,	 was	 weitreichende	 Folgen	 für	 den	

Stoffwechsel	 nach	 sich	 ziehen	 könnte.	 In	 weiterführenden	 Studien	 sollte	 daher	 untersucht	

werden,	ob	sich	die	nachgewiesenen	Veränderungen	auf	Proteinebene	bestätigen	lassen.	

Im	 zweiten	 Teil	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 beim	 Tiermodell	 des	

spontanen	T1DM	Störungen	des	Uhrenmechanismus	der	Leber	entstehen.	Es	bildet	sich	ein	sehr	

inhomogenes	Bild	der	Uhrengenexpression,	deren	Expression	auf	unterschiedliche	Weise	durch	

Insulin	beeinflusst	 ist.	 Es	 kann	daher	 vermutet	werden,	 dass	Teile	des	Uhrengenmechanismus	

empfindlich	 auf	 Insulin	 und	 Typ	 1‐diabetische	 Veränderungen	 reagieren,	 andere	 Stellglieder	

unabhängig	von	Insulin	funktionieren.	Auch	die	CCGs	reagierten	sehr	differenziert	auf	den	T1DM	

sowie	die	Insulinsubstitution.	Oftmals	zeigte	sich	eine	Wirkung	der	Insulinsubstitution,	während	

andere	 Gene	 trotz	 einer	 Normalisierung	 des	 metabolischen	 Zustandes	 gestört	 blieben.	

Uǆ berraschenderweise	hatte	die	nicht	 reversible	gestörte	Rhythmik	von	Clock	 keinen	Effekt	auf	

die	 diurnale	 Expression	 der	 übrigen	 untersuchten	 Uhrengene.	 Ob	 der	 Verlust	 der	 diurnalen	

Rhythmik	 der	 Pparγ‐Expression	 im	 Zusammenhang	 mit	 der	 gestörten	 Expression	 von	 Clock	

steht,	sollte	in	nachfolgenden	Untersuchungen	analysiert	werden.	Zudem	sollten	weitere	Studien	

klären,	 ob	 und	 inwiefern	 andere	 Faktoren	 regulierend	 auf	 die	 Expression	 der	 untersuchten	

Uhrengene	 und	 CCGs	 wirken.	 So	 ist	 bekannt,	 dass	 der	 T1DM	 auch	 zu	 veränderten	

Plasmakonzentrationen	 von	 Leptin	 [240],	 Kortikosteron	 [241]	 sowie	 des	Wachstumshormons	

[242]	 führt.	 Interessanterweise	wurde	 in	 einer	 Untersuchung	 an	Melatoninrezeptor‐knockout‐

Mäusen	 nachgewiesen,	 dass	 Melatonin	 neben	 seiner	 synchronisierenden	 Bedeutung	 für	 die	

pankreatische	β‐Zelle	 auch	 die	 „periphere	Uhr“	 der	 Leber	 beeinflusst	 [213].	 Die	 Ausschaltung	

des	 MT1‐	 bzw.	 MT2‐Rezeptors	 führte	 zu	 veränderten	 Amplituden	 und	 Phasen	 der	 diurnalen	

Expression	 hepatischer	 Uhrengene	 und	 CCGs.	 Die	 im	 ersten	 Teil	 dieser	 Arbeit	 beobachteten	

Veränderungen	 der	 Plasma‐Melatoninkonzentration	 könnten	 somit	 auch	 Einfluss	 auf	 die	
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„periphere	Uhr“	der	Leber	haben.	Zudem	sollte	untersucht	werden,	ob	im	verwendeten	Modell	

des	spontanen	T1DM	eine	veränderte	Uhrengenexpression	des	SCN	als	zentraler	Schrittmacher	

zugrunde	liegt,	und	dieser	womöglich	modulierend	auf	die	Expression	der	Leber	wirkt.	

Kritisch	 anzumerken	 ist,	 dass	 die	 Versuchsgestaltung	 eine	 genaue	 Differenzierung	 zwischen	

transkriptionalen	 Effekten	 des	 Insulins	 oder	 der	 Glukose	 nicht	 erlaubt.	 Die	 gleichbleibende	

Insulinabgabe	durch	die	applizierten	Pellets	führte	zu	erhöhten	Plasma‐Insulinkonzentrationen,	

welche	mit	 erniedrigten	 Blutglukosekonzentrationen	 einhergingen.	 Dennoch	 bestand	 ein	mild	

hyperglykämischer	Zustand,	welcher	vermutlich	auf	eine	Insulinresistenz	zurückführbar	ist.	Ein	

spezifischer	 Insulin‐induzierter	Effekt	 auf	die	Uhrengenexpression	wird	möglicherweise	durch	

die	gleichbleibende	zehntägige	Insulinapplikation	maskiert.	

Ein	 mittels	 STZ	 experimentell	 ausgelöster	 T1DM	 führt	 zu	 Veränderungen	 der	 metabolischen	

Funktion	der	Leber	wie	z.	B.	der	Gallensäurebiosynthese,	des	Fremdstoffmetabolismus	sowie	des	

Glukosestoffwechsels	 [119‐121].	 Andererseits	 konnte	 Untersuchungen	 belegen,	 dass	 es	

Verknüpfungen	zwischen	Uhrengenen	und	CCGs	sowie	der	Funktion	der	Leber	gibt	[122,123].	Im	

Modell	 des	 T1DM	 dieser	 Arbeit	 entstanden	 teilweise	 nicht	 reversible	 Veränderungen	 des	

hepatischen	 Uhrenmechanismus	 sowie	 Schrittmachergene	 des	 Energiestoffwechsels.	

Weiterführende	 Untersuchungen	 müssen	 klären,	 ob	 dieser	 gestörte	 Uhrenmechanismus	 die	

metabolische	Funktionsweise	der	Leber	beeinträchtigt	und	ob	die	beobachteten	Effekte	auch	auf	

Proteinebene	nachweisbar	sind.	
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6. Zusammenfassung	

Derzeit	 leiden	 in	 Deutschland	 etwa	 6	Millionen	Menschen	 an	 einem	 Diabetes	mellitus,	 wobei	

90%	auf	einen	Typ	2‐Diabetes	und	300.000	auf	den	Typ	1‐Diabetes	entfallen.	Die	Erforschung	

und	 das	 Verständnis	 pathophysiologischer	 Grundlagen	 des	 Diabetes	 mellitus	 gewinnen	 somit	

zunehmend	an	Bedeutung.	

In	zahlreichen	in	vitro‐	und	in	vivo‐Untersuchungen	konnte	gezeigt	werden,	dass	das	Indolamin	

Melatonin	 die	 Insulinsekretion	 hemmt,	 und	 dass	 Insulin	 die	 epiphysäre	 Melatoninsekretion	

reguliert.	 Die	 Existenz	 dieses	 funktionellen	 Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	 konnte	 in	 vivo	

sowohl	anhand	von	Untersuchungen	bei	Typ	2‐diabetischen	Goto‐Kakizaki‐Ratten	als	auch	bei	

Typ	 2‐diabetischen	 Patienten	 nachgewiesen	 werden.	 Für	 den	 Typ	 1‐Diabetes	 wurde	 dieser	

Zusammenhang	 jedoch	 lediglich	 im	Tiermodell	 beschrieben	und	Ansätze	 zur	Uǆ bertragung	des	

funktionellen	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus	auf	das	humane	System	fehlen	bisher.		

Zahlreiche	tierexperimentelle	Studien	deuten	außerdem	darauf	hin,	dass	es	bei	der	Entstehung	

eines	Diabetes	mellitus	zu	Veränderungen	der	„inneren	Uhr“	der	Leber,	dem	zentralen	Organ	des	

Glukosemetabolismus,	 kommt.	 Die	 zugrundeliegenden	Mechanismen	 sind	 bisher	 jedoch	 kaum	

bekannt	und	deshalb	weitgehend	unverstanden.	

Ziel	dieser	Arbeit	war	es,	die	Hypothese	des	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus,	den	Einfluss	einer	

Insulin‐Substitution	auf	diesen	Zusammenhang	sowie	den	circadianen	Uhrenmechanismus	der	

Leber	anhand	eines	spontan	Typ	1‐diabetischen	Tiermodells	zu	charakterisieren.	Die	 in	dieser	

Arbeit	 verwendeten	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten,	 welche	 sich	 durch	 ihre	 besondere	 Nähe	 zum	

humanen	System	auszeichnen,	entwickeln	um	den	60.	Lebenstag,	aufgrund	einer	progredienten	

Autoimmunzerstörung	der	pankreatischen	β‐Zelle,	das	Vollbild	eines	Typ	1‐Diabetes	mellitus.	

Zur	 Charakterisierung	 diurnaler	 Rhythmen	 wurden	 Epiphysen	 sowie	 Leberproben	 Typ	 1‐

diabetischer	 Ratten	 des	 Stammes	 LEW.1AR1‐iddm	 sowie	 normoglykämischer	 Kontrollen	 des	

Hintergrundstammes	LEW.1AR1	alle	drei	Stunden	 im	Tagesgang	gewonnen.	 In	einem	weiteren	

experimentellen	 Ansatz	 wurden	 diabetische	 LEW.1AR1‐iddm‐Ratten	 durch	 ein	 subkutan	

platziertes	Pellet	mit	Insulin	substituiert.	Am	zehnten	Tag	der	Insulinsubstitution	wurden	auch	

hier	Epiphysen	sowie	Leberproben	alle	drei	Stunden	im	Tagesgang	gewonnen.	

Bei	hypoinsulinämischen,	spontan	Typ	1‐diabetischen	Tieren	kam	es	zur	Erhöhung	der	Plasma‐

Melatonin‐Konzentration,	welche	mit	 einem	 Verlust	 der	 diurnalen	 Rhythmik	 dieses	Merkmals	

einherging.	Die	 Insulinsubstitution	 führte	bei	 den	diabetischen	Tieren	 zur	Normalisierung	der	

metabolischen	 Entgleisung,	 sowie	 zur	 Wiederherstellung	 der	 diurnalen	 Rhythmik	 und	 der	

Konzentration	 des	 Plasma‐Melatonins.	 Diese	 Beobachtung	 bestätigt	 die	 Hypothese	 eines	
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zugrundeliegenden	Insulin‐Melatonin‐Antagonismus.	Die	Erhöhung	der	Melatoninkonzentration	

Typ	1‐diabetischer	Tiere	war	 jedoch	nicht	 auf	 eine	 veränderte	 rhythmische	mRNA‐Expression	

der	Aanat,	einem	wichtigen	Enzym	der	Melatoninsynthese,	zurückführbar.	Auch	blieb	trotz	der	

schweren	 metabolischen	 Entgleisung	 die	 rhythmische	 Expression	 der	 Uhrengene	 Per1	 und	

Bmal1	in	der	Epiphyse	Typ	1‐diabetischer	Tiere	erhalten.	

Die	 epiphysäre	 Melatoninsynthese	 wird	 maßgeblich	 über	 die	 Freisetzung	 des	 Katecholamins	

Noradrenalin	 reguliert.	 Als	 eine	 mögliche	 Ursache	 für	 die	 veränderte	 Plasma‐

Melatoninkonzentration	 ist	demnach	der	Ausfall	der	hemmenden	Wirkung	des	Insulins	auf	die	

Noradrenalin‐mediierte	Melatoninsynthese	zu	nennen.	In	diesem	Zusammenhang	wurde	in	der	

vorliegenden	 Arbeit	 beobachtet,	 dass	 spontan	 Typ	 1‐diabetische	 Ratten	 eine	 Erhöhung	 der	

Plasma‐Katecholamine	aufwiesen.	

Im	zweiten	Teil	dieser	Arbeit	wurde	der	Einfluss	eines	spontanen	Typ	1‐Diabetes	mellitus	sowie	

einer	 anschließenden	 Insulinsubstitution	 auf	 die	 Expression	 von	 Uhrengenen	 und	 Uhrengen‐

kontrollierten	 Genen	 der	 Leber	 untersucht.	 Dabei	 wurde	 beobachtet,	 dass	 es	 bei	 Typ	 1‐

diabetischen	Tieren	zu	einer	veränderten	mRNA‐Expression	der	Uhrengene	Per2,	Bmal1,	Clock,	

Cry1	und	Rev‐erbα	kam.	Außerdem	wurde	ein	Verlust	der	circadianen	Rhythmik	des	Uhrengens	

Clock	 beobachtet,	 welcher	 durch	 die	 Insulinsubstitution	 nicht	 wiederhergestellt	 wurde.	

Hingegen	 führte	 die	 Insulinbehandlung	 zu	 einer	 Normalisierung	 der	 veränderten	 hepatischen	

mRNA‐Expressionen	der	Uhrengene	Per2,	Cry1	und	Rev‐erbα,	was	darauf	hindeutet,	dass	Insulin	

bestimmte	 Faktoren	 der	 peripheren	 „inneren	 Uhr“	 der	 Leber	 reguliert.	 Die	 normalisierende	

Wirkung	 von	 Insulin	 zeigte	 sich	 auch	 auf	 Ebene	 der	 Uhrengen‐kontrollierten	 Gene	 Dbp	 und	

E4bp4,	 deren	 erhöhte	mRNA‐Expression	 nach	 Insulinsubstitution	 auf	 ein	 Niveau,	 vergleichbar	

mit	 dem	 normoglykämischer	 Kontrollen,	 gesenkt	 wurde.	 Bei	 den	 Typ	 1‐diabetischen	 Tieren	

wurde	 außerdem	 ein	 Verlust	 der	 rhythmischen	mRNA‐Expression	 von	Pparγ,	 einem	weiteren	

Uhrengen‐kontrolliertes	 Gen,	 beobachtet,	 welche	 durch	 Insulinsubstitution	 nicht	 restituiert	

werden	konnte.	

Zusammenfassend	 konnte	 in	 dieser	 Arbeit	 erstmalig	 gezeigt	 werden,	 dass	 sich	 der	 Insulin‐

Melatonin‐Antagonismus	 auch	 anhand	 des	 spontan	 Typ	 1‐diabetischen	 LEW.1AR1‐iddm‐

Rattenmodells	bestätigt.	Ferner	konnte	in	diesem	Modell	gezeigt	werden,	dass	ein	spontaner	Typ	

1‐Diabetes	 mellitus	 zu	 Veränderungen	 der	 hepatischen	 Expression	 von	 Uhrengenen	 und	

Uhrengen‐kontrollierten	 Genen	 der	 Leber	 führt	 und	 dass	 diese	 Veränderungen	 durch	

Insulinsubstitution	nur	teilweise	normalisiert	werden.	In	nachfolgenden	Untersuchungen	ist	zu	

analysieren,	 welchen	 Einfluss	 dieser	 veränderte	 Uhrenmechanismus	 auf	 die	 metabolische	

Funktion	der	Leber	hat.	
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7. Summary	

In	Germany	approximately	six	million	people	suffer	from	diabetes	mellitus,	the	majority	of	90%	

accounts	 for	 type	 2‐diabetes	 and	 only	 5%	 for	 type	 1‐diabetes.	 The	 investigation	 and	

understanding	of	the	underlying	pathophysiological	mechanisms	which	lead	to	the	development	

of	diabetes	mellitus	is	of	fundamental	importance	for	the	control	and	treatment	of	that	disease.	

Numerous	in	vitro	and	in	vivo	investigations	have	shown	that	the	indoleamine	melatonin	reduces	

the	stimulated	 insulin	secretion,	whereas	 in	 turn,	 insulin	 influences	 the	secretion	of	melatonin	

from	the	pineal	gland.	The	existence	of	a	functional	insulin‐melatonin‐antagonism	was	shown	in	

type	2‐diabetic	Goto‐Kakizaki	 rats	 and	 type	2‐diabetic	patients.	An	autoregulatory	mechanism	

that	 may	 also	 play	 a	 role	 under	 type	 1‐diabetic	 conditions.	 However,	 studies	 regarding	 the	

influence	 of	 a	 functional	 insulin‐melatonin‐antagonism	 within	 the	 pathogenesis	 of	 type	 1‐

diabetes	 are	 still	 sparse.	 Data	 addressing	 this	 relationship	 related	 to	 the	 human	 system	 are	

missing.	 Various	 animal	 experiments	 suggest	 that	 the	 development	 of	 diabetes	 mellitus	

interferes	with	the	circadian	clock	of	the	liver,	the	central	organ	of	glucose	metabolism	and	the	

underlying	mechanisms	still	need	to	be	clarified.		

Using	 a	 spontaneous	 type	 1‐diabetic	 animal	 model,	 which	 is	 comparable	 to	 the	 human	

pathophysiology	of	that	disease,	the	aim	of	the	present	study	was	to	investigate	the	hypothesis	of	

an	 insulin‐melatonin‐antagonism.	Furthermore,	 the	 influence	of	an	 insulin	substitution	as	well	

as	the	impact	on	the	diurnal	clock	mechanisms	of	the	liver	was	analysed.	

Due	 to	an	autoimmunological	destruction	of	pancreatic	β‐cells,	LEW.1AR1‐iddm	 rats	develop	a	

spontaneous	type	1‐diabetes	mellitus	around	the	age	of	60	days.	To	investigate	diurnal	rhythms,	

type	 1‐diabetic	 animals	 as	well	 as	 normoglycaemic	 control	 rats	 of	 the	 strain	 LEW.1AR1	were	

sacrificed	 in	3	hour	 intervals	during	 a	24	hour	period.	Diabetic	 rats	were	 additionally	 treated	

with	a	subcutaneously	implanted	insulin	pellet	for	ten	days.		

Type	 1‐diabetic	 rats	 with	 severe	 hypoinsulinaemia	 exhibited	 a	 significant	 increase	 in	 plasma	

melatonin	 together	 with	 a	 loss	 of	 its	 diurnal	 rhythm.	 Substitution	 of	 insulin	 normalised	 the	

metabolic	disturbances	of	diabetic	animals	and	led	to	diurnal	plasma	melatonin	concentrations	

comparable	 to	 normoglycaemic	 controls.	 This	 observation	 confirms	 that	 diabetes	 mellitus‐

induced	 metabolic	 alterations	 interfere	 with	 the	 insulin‐melatonin‐antagonism.	 The	

catecholamine	 norepinephrine	 acts	 as	 the	 main	 stimulator	 of	 the	 melatonin	 synthesis	 in	 the	

pineal	 gland.	 It	 can	 be	 hypothesised	 that	 the	 loss	 of	 the	 inhibiting	 impact	 of	 insulin	 on	 the	

norepinephrine‐mediated	melatonin	synthesis	accounts	for	the	elevated	plasma	melatonin	levels	
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under	type	1‐diabetic	conditions.	In	accordance,	increased	plasma	catecholamine	concentrations	

in	type	1‐diabetic	animals	were	observed.	

Of	note,	the	increased	plasma	melatonin	levels	were	not	attributed	to	an	alteration	in	rhythmic	

mRNA	 expression	 of	 Aanat,	 a	 crucial	 enzyme	 of	 melatonin	 synthesis.	 In	 this	 context,	 the	

observed	loss	of	diurnal	rhythms	of	plasma	melatonin	in	type	1‐diabetic	rats	was	not	related	to	

an	 impaired	 diurnal	 pineal	 expression	 of	 clock	 genes	 Per1	 and	 Bmal1.	 This	 latter	 rhythm	

remained	intact	despite	severe	metabolic	disturbances.	

In	the	second	part	of	this	study	the	impact	of	spontaneous	type	1‐diabetes	as	well	as	subsequent	

insulin	 substitution	 on	 the	 hepatic	 circadian	 expression	 of	 clock	 genes	 and	 clock‐controlled	

genes	was	 investigated.	Altered	mRNA	expressions	of	clock	genes	Per2,	Bmal1,	Clock,	Cry1	and	

Rev‐erbα	under	diabetic	conditions	were	observed.	Furthermore,	a	loss	of	diurnal	rhythmicity	of	

Clock	 expression,	 which	 was	 not	 recovered	 by	 insulin	 substitution,	 was	 demonstrated.	 In	

contrast,	insulin	treatment	led	to	normalised	mRNA	expression	levels	of	Per2,	Cry1	and	Rev‐erbα,	

suggesting	that	insulin	regulates	specific	components	of	the	hepatic	clock.	Also	elevated	mRNA	

expression	 levels	 of	 clock‐controlled	 genes	 Dbp	 and	 E4bp4	 were	 normalised	 after	 insulin	

treatment	to	levels	comparable	with	normoglycaemic	control	animals.	However,	type	1‐diabetic	

conditions	also	led	to	a	 loss	of	diurnal	rhythmicity	of	mRNA	expression	of	the	clock‐controlled	

gene	Pparγ,	which	persisted	even	after	insulin	substitution.	

In	summary,	the	present	study	confirmed	the	existence	of	an	insulin‐melatonin‐antagonism	in	an	

animal	 model	 of	 spontaneous	 type	 1‐diabetes	 mellitus.	 Furthermore,	 spontaneous	 type	 1‐

diabetes	leads	to	changes	in	hepatic	expression	of	clock	genes	and	clock‐controlled	genes,	which	

was	 only	 partially	 recovered	 due	 to	 insulin	 substitution.	 Subsequent	 studies	 are	 necessary	 to	

investigate	 the	 full	 impact	 of	 alterations	 in	 the	 hepatic	 circadian	 clock	 mechanism	 and	 on	

metabolic	liver	functions.	
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1,	S.	85‐88,	Hirzel,	Stuttgart/Leipzig	2014.	
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Werken	wörtlich	oder	inhaltlich	entnommenen	Stellen	als	solche	kenntlich	gemacht	habe.	

	

	

	

	

Halle	(Saale),	den			 	 	 	 	 _______________________________________________							

	 	 	 													 	 	 	 Kathleen	Biemann	

 



  Danksagung 

 

Danksagung	
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