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Referat und bibliographische Beschreibung

Die Anzahl der an Diabetes mellitus Typ 2-erkrankten Menschen steigt jahrlich an. Ursachlich
fir die steigende Préavalenz der Erkrankung werden genetische Faktoren, aber auch Uber- und
Fehlerndhrung sowie Bewegungsmangel verantwortlich gemacht. Auflerdem ist es bekannt, dass
Stdrungen circadianer Abldufe, sogenannte Desynchronisationen, als Ursache fir Krankheiten
gesehen werden. So beeinflusst der Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme wesentlich den
ciracdianen Rhythmus der in enger Kooperation zur Aufrechterhaltung der Blutglukose-Spiegel
arbeitenden Organe Leber und Pankreas. Damit liegt der Zusammenhang zwischen der
Zunahme Typ 2-diabetischer Erkrankungen beim Menschen und dauerhafter Missachtung
naturlicher tageszeit-abhéngiger Korperfunktionen nahe. Untersuchungen zum Einfluss des
Pinealorgan und seines Hormons Melatonin auf den Glukosestoffwechsel gehen bis auf den
Anfang des vergangenen Jahrhunderts zurlick. Zahlreiche in vitro- und tierexperimentelle
Untersuchungen konnten den engten funktionell-physiologischen Zusammenhang sowie die
antagonistische Wechselwirkungen zwischen Melatonin- und Insulin-Sekretion belegen. Die
Interaktionen von Glukosestoffwechsel und biologischen Rhythmen bei Sdugetieren bilden den
Hintergrund der vorliegenden Arbeit. Im Besonderen sind die Auswirkungen der Melatonin-
Rezeptor-Deletion auf ,,die Innere Uhr* sowie den Kohlenhydratstoffwechel der Maus von
Interesse. Zur Klarung der Fragestellung dienten 4 Mauslinien: MT1-Rezeptor-knockout (MT1),
MT2-Rezeptor-knockout (MT2), Doppel-knockout (MT1/MT2) sowie eine Wildtyp-Linie als
Kontrollgruppe. Untersucht wurden molekularbiologisch die circadianen Expressionsprofile der
Uhrengene Perl und RevErba sowie die des Uhrengen-kontrollierten Gens Dbp in drei
definierten Organsystemen: Leber, Pankreas und Hypothalamus. Das verwendete Verfahren war
die real-time-RT-PCR. Flankiert wurden die Untersuchungen durch die Bestimmung der
Blutglukose-Spiegel, der radioimmunologischen Messung der Insulin-Sekretion sowie der
molekulabiologischen Bestimmung circadianer Expressionsprofile der Insulin-Transkripte. Die
Untersuchungsergebnisse lassen erkennen, dass Melatonin fiir die Aufrechterhal-tung
circadianer Oszillationen von Uhrengenen in verschiedenen Organsystemen der Maus von nicht
essentieller Bedeutung ist. Dennoch haben die unterschiedlichen Melatonin-Rezeptor-knockout-
Méuse veranderte Expressionsmuster der untersuchten Uhrengene mit konsekutiv veranderten
Amplituden und Phasenshift. Melatonin wird unter anderem eine Funktion als circadianer
Synchronisator zuerkannt. AuBerdem zeigten sich organspezifische Melatonin-Rezeptor-
Funktionen. SchlieRlich konnte der engste funktionell-physiologische Zusammenhang zwischen

Melatonin- und Insulin-Sekretion bestatigt werden.

GroB (geb. Michajlov), Elena: Molekularbiologische Untersuchungen an Melatonin-Rezeptor-
knockout-Mausen. Halle (Saale), Uni., Med. Fak., Diss. 78 Seiten, 2010.
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1. Einleitung

1.1. Ein Leben zwischen den Uhren

,, Die Zeit ist gemessene Bewegung.* So definierte Aristoteles [384-322] die Zeit. Die Bewegung
der Sonne bestimmte seine Zeit. Heutzutage richten wir uns nach unserer Armbanduhr, nach der
Bahnhofsuhr, dem morgendlichen Wecker. Uhren teilen unser Leben in Tage, Stunden, Minuten,
Sekunden. Auf die wichtigste Uhr in unserem Leben achten wir kaum: die ,,Innere Uhr. Aber
unbemerkt teilt auch die ,,Innere Uhr* unser Leben ein. In ganz besonderem Malie wird unser Leben
durch die sich taglich &ndernden Beleuchtungsverhaltnisse bestimmt. Nahezu alle Lebensvorgange,
wie Nahrungsaufnahme, Arbeits- und Ruhephasen, aber auch Stoffwechselleistungen unterliegen
der zeitlichen Organisation dieses durch den Sonnentag vorgegebenen Rhythmus. So ist zu
verstehen, dass sich zur Antizipation des Tag-Nacht-Rhythmus sehr friih in der Phylogenie
endogene Mechanismen, so genannte ,,Innere Uhren*, ausgebildet haben (Pittendrigh, 1993).
Tatsachlich zeigen neuere genetische Untersuchungen, dass molekulare Komponenten biologischer
Zeitmesser bereits in Archaebakterien und Proteobakterien entwickelt wurden (Dvornyk et al.,
2003). Diese endogenen Oszillatoren haben die Aufgabe, einen Organismus auf die nachste
Hellphase vorzubereiten, noch bevor sie eingetreten ist. Die ,,Innere Uhr*“ des Menschen verursacht
bereits vor Sonnenaufgang einen Anstieg von Herzfrequenz, Blutdruck und Blutkortisolspiegel.
Mittlerweile konnte in einer Vielzahl von Lebensformen, angefangen von einzelligen Blaualgen bis
hin zu komplexen Organismen wie Saugetieren, endogene Oszillatoren nachgewiesen werden
(Dunlap, 1999; Johnson und Golden, 1999). Ein Wesensmerkmal der ,,Inneren Uhren® ist, dass sie
auch ohne den Einfluss aulerer periodischer Reize (Zeitgeber) in der Lage sind, einen Rhythmus
aufrecht zu erhalten (Aschoff et al., 1965). Da die Periodenlénge (t) hierbei etwa einer Tagesldnge
entspricht (Definition: 20-28 h, Peschke und Peschke, 1998), bezeichnet man solche Rhythmen als
circadian (Pittendrigh, 1960). Externe Reize, in erster Linie Licht, vermdgen die mit einem
freilaufenden Rhythmus oszillierenden ,,Inneren Uhren* zu verstellen und sie so mit der
tatséchlichen Tageslange zu synchronisieren. Somit ist es leicht vorstellbar, dass Stérungen dieser
aullergewdhnlichen Uhr, besonders bei deren Synchronisation, mit erheblicher Beeintrachtigung fiir
den ganzen Organismus einhergehen: Eine experimentell wiederholte Phasenverschiebung reduziert
bei Drosophila die Lebensdauer (Aschoff et al., 1971). Die Reproduktionsrate von verschiedenen
Cyanobakterien-Stammen ist umso niedriger, je weniger ihre Periodenlange mit den tatsachlichen
Beleuchtungsverhéltnissen tbereinstimmt (Ouyang et al., 1998). Schicht- und Nachtarbeit erhthen
beim Menschen die Krankheitshaufigkeit und mindern das Wohlbefinden (Carpentier und

Cazamian, 1981; Clemens, 1981). SchlieBlich kann der Verlust des Augenlichts zur vollstdndigen



Entkopplung des endogenen Rhythmus mit den sich &ndernden &ulReren Beleuchtungsverhaltnissen
fuhren, was mit schweren Schlaf- und Befindlichkeitsstérungen einhergeht (sog. free running
blindness, Sack et al., 1992).

Wo aber genau ist nun diese ,,Innere Uhr* lokalisiert und wie ist sie aufgebaut?

1.2. Das photoneuroendokrine System (PNS) der Sauger

Wie bei allen Tieren, bei denen ein ibergeordneter Oszillator circadiane Schrittmacherfunktion fir
den gesamten Korper libernimmt, hat auch die ,,Innere Uhr* des S&ugers ein neuronales Korrelat,
welches sich in dem paarig angelegten Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypothalamus
befindet (Klein et al., 1991). Obwohl erste anatomische Beschreibungen des SCN bereits im frithen
letzten Jahrhundert erfolgten (Gurdjian, 1927; Krieg, 1932), konnte seine funktionelle Bedeutung
als Korrelat der ,,Inneren Uhr* durch zahlreiche L&sions- und Transplantationsversuche erst viel
spater verstanden werden (Moore und Eichler, 1972; Ibuka et al., 1977; van den Pol und Powley,
1979; Sawaki et al., 1984; Lehman et al., 1987; Meijer und Rietvelt, 1989). Die Synchronisation
dieses ,,master circadian pacemaker« (Weaver, 1998) durch Lichtreize erfolgt durch seine
Ankopplung an das Auge tiber den so genannten Retinohypothalamischen Trakt (RHT; Moore und
Lenn, 1972; Moore et al., 1995). Der SCN nutzt zur Weitervermittlung seiner rhythmischen
Aktivitat an den Korper unter anderem die rhythmische Freisetzung des Neurohormons Melatonin
aus der Epiphysis cerebri. Diese drei Komponenten des circadianen Systems - der Synchronisator
(Auge und RHT), der endogene Oszillator (SCN) und der Effektor (Epiphyse und Melatonin) -

werden zum photoneuroendokrinen System (PNS) zusammengefasst (Abb. 1; Korf 1994).
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Abb. 1: Das photoneuroendokrine System (PNS) des Saugers.

Die Retina (RET) empfangt Informationen der aktuellen Photoperiode und leitet diese liber den
Retinohypothalamischen Trakt (RHT), einem gesonderten Teil des Nervus opticus, zum endogenen
Oszillator im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) weiter. VVon dort erfolgt u. a. die efferente
Projektion zum Nucleus paraventricularis (PVN). Zwischen PVN und Ganglion cervicale superius
(GCS) verlauft tber die Columna intermediolateralis (CIM) eine bisynaptische Verbindung. Vom
GCS ziehen schliel’lich sympathisch-postganglionare Nervenfasern zum Pinealorgan (PIN), das
nach Ausschittung des Neurotransmitters Noradrenalin (NA) Melatonin produziert. Melatonin
(MEL) hemmt die neuronale Aktivitat des SCN und bildet somit eine Riickkopplungsschleife im
PNS aus (modifiziert nach Korf, 1994).



Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Bausteine dieses Systems trotz ihrer unterschiedlichen
Lokalisation im Gehirn allesamt Abkémmlinge des Diencephalons sind.

1.2.1. Circadiane Photorezeption und Retinohypothalamischer Trakt (RHT)

Von der Retina des Auges werden Lichtreize der aktuellen Photoperiode wahrgenommen und in
neuronale Signale umgewandelt. Es handelt sich dabei um eine bestimmte Subpopulation retinaler
Ganglienzellen, die mit ihren axonalen Fortsétzen tiber den RHT zu den Zellen des SCN projizieren
und Melanopsin als ihr eigenes Photopigment synthetisieren (Provencio et al., 1998, 2000; Hattar et
al., 2002). Die retinofugalen Nervenfasern des RHT zweigen bereits vor dem Corpus geniculatum
laterale vom Tractus opticus ab und erreichen tiberwiegend den ventrolateralen Teil des SCN. Uber
diesen Weg wird die ,,Innere Uhr* mit der Photoperiode synchronisiert (photoentrainment;
Roenneberg und Foster, 1997). Eine Zerstdrung dieser Bahn flihrt zur so genannten ,,circadianen
Blindheit* (Johnson et al., 1988). Die Axonterminalen der retinalen Ganglienzellen enthalten die
Neurotransmitter PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) und Glutamat
(Hannibal et al., 2000; Provencio et al., 2000; Gooley et al., 2001). Diese beiden Neurotransmitter
spielen bei der Codierung von Lichtinformationen aus der Retina in chemische neuronale

Aktivitdaten im SCN eine wichtige Rolle.

1.2.2. Nucleus suprachiasmaticus (SCN)

An der Spitze des streng hierarchisch organisierten circadianen Systems des Saugers steht der SCN.
Das paarig angelegte Kerngebiet liegt am Boden des 3. Ventrikels, unmittelbar oberhalb des
Chiasma opticum. Die elektrische, metabolische und genetische Aktivitat des SCN ist bei allen bis
jetzt untersuchten Spezies hoch wéhrend des Tages und niedrig wahrend der Nacht (Weaver, 1998).
Die Neurone des SCN sind durch zahlreiche synaptische Kontakte miteinander verbunden (Guldner
und Wolff, 1996). Dariiber hinaus deuten elektrophysiologische Studien darauf hin, dass auch
interneuronale Kontakte Uber gap junctions existieren (Jiang et al., 1997). Wie Untersuchungen an
dissoziierten Zellen gezeigt haben, soll im SCN jedes einzelne Neuron einen Oszillator darstellen,
der seinen eigenen Rhythmus generiert; dies zeigt sich sowohl in der rhythmischen
Entladungsfrequenz, als auch in der Sekretion von Neuropeptiden, wie dem Vasopressin (Murakami
et al., 1991; Welsh et al., 1995). Man geht heute bei den Neuronen des SCN von einem Verbund
einzelner Oszillatoren aus, die sich gegenseitig Gber den Neurotransmitter GABA synchronisieren,
wodurch ein einheitlicher Rhythmus zustande kommt (ein sogenanntes Multioszillatorennetzwerk;
Liu et al., 1997; Liu und Reppert, 2000). Auch dem Stickstoffmonoxid (NO) und dem
Kohlenmonoxid (CO) wird eine mogliche synchronisierende Wirkung im Rahmen dieses

Netzwerkes zugeschrieben. Die Phasenverschiebung der rhythmischen Aktivitat des SCN durch



Lichtreize wird vor allem tber die Ausschiittung der exzitatorischen Aminosdure Glutamat aus
Axonterminalen der retinalen Ganglienzellen vermittelt (Liou et al., 1986). Das Neuropeptid
PACAP (Pituitary adenylate cyclase- activating polypeptide), welches ebenfalls aus den Neuronen
des RHT ausgeschttet wird, soll vorgeben, ob der Lichtreiz phasenbeschleunigend oder —
verzogernd auf den SCN wirkt (Hannibal, 2002). Neben dem RHT empfangt der SCN weitere
Signale tber neuronale Afferenzen, die unter anderem aus dem serotoninergen System stammen
und womdglich ebenfalls in das ,,entrainment “ der Uhr involviert sind. So sollen
Phasenverschiebungen durch andere Zeitgeber als Licht, wie z.B. Weckreize oder korperliche
Aktivitat, vermittelt werden (Hastings et al., 1997; van Esseveldt et al., 2000). Ein wichtiges
Ausgangssignal des SCN soll das VVasopressin sein, was sich in einer circadianen Freisetzung dieses
Transmitters in benachbarte Kerne und in den Liquor zeigt (Schwartz und Reppert, 1985;
Kruisbrink et al., 1987; Jolkkonen et al., 1988; Kalsbeek et al., 1995). Efferenzen erreichen
vornehmlich thalamische und hypothalamische Kerngebiete (Hoornemann und Buijs, 1982; Watts
et al., 1987; Watts, 1991), wodurch zahlreiche physiologische Prozesse eine circadiane
Organisation erhalten (Bujis et al., 1998). Flr das photoneuroendokrine System spielt die
Verbindung zum Nucleus paraventricularis (PVN) des Hypothalamus eine entscheidende Rolle.

Uber ihn und eine polysynaptische Neuronenkette erhilt der SCN Anschluss an das Pinealorgan.

1.2.3. Das Pinealorgan

Die Epiphysis cerebri, die wegen ihrer Ahnlichkeit mit einem Pinienzapfen auch als Zirbeldriise
oder Pinealorgan genannt wird, fand erstmals ca. 300 v. Chr. Erwahnung durch Herophilus, einem
Anatomen der alexandrinischen Schule. Der griechische Arzt Galen (130-200 n. Chr.) beschrieb die
Morphologie der Epiphyse ca. 450 Jahre spater als eine Lymphknoten-ahnliche Drise. Erst der
franzdsische Aufklarer René Descartes (1596-1650) ordnete die Epiphyse, die er als ,,Sitz des
erkennenden Teils der Seele® bezeichnete, dem optischen System zu. Gegen Ende des 19.
Jahrhunderts wurde die Epiphyse zum ersten Mal mit der Fortpflanzung in Verbindung gebracht.
GroRen Einfluss hierauf hatten Berichte von Heubner (1842-1926), der bei Patienten mit
Epiphysentumoren eine gestorte sexuelle Entwicklung beobachtete.

Die Epiphyse gehort zur Gruppe der circumventrikuldaren Organe, die sich fast ausschlieflich im
Bereich des dritten Ventrikels befinden und keine Blut-Hirn-Schranke besitzen. In Relation zum
Korpergewicht ist die Driise recht klein (50-150 mg beim Menschen, 1 mg bei der Ratte), die
Durchblutung hingegen ist beachtlich, sie wird allein durch die der Niere Ubertroffen (Arendt,
1988). Das Pinealorgan tibernimmt innerhalb des photoneuroendokrinenen Systems des Saugers die

Funktion eines neuroendokrinen Effektorsystems. Phylogenetisch betrachtet war die Zirbeldriise



ursprunglich selbst lichtempfindlich und vereinigte die drei Funktionen des PNS (Synchronisator,
Oszillator und Effektor) in jedem einzelnen Pinealozyten. Diese Fahigkeiten sind bei anderen
Vertebraten wie den Sauropsidae noch vorzufinden (Oksche, 1983; Oksche et al., 1987).

Die Epiphyse des Saugers ist weder lichtempfindlich, noch vermag sie eigene Rhythmen zu
generieren (Vollrath, 1981; Foster et al., 1989; Kramm et al., 1993). Die wichtigste Aufgabe des
Pinealorgans ist die Synthese des Neurohormons Melatonin.

1.3. Melatonin ,,Das Hormon der Dunkelzeit“

Das Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamin), ein Indolamin, wurde 1958 von der Arbeitsgruppe
um den Dermatologen Aaron B. Lerner aus Zirbeldriisen von Rindern isoliert.

Die Bezeichnung ,,Melatonin‘ leitet sich von seiner Fahigkeit ab, die Pigmentverteilung von
Melanophoren in der Haut von Amphibien zu verdndern (aufzuhellen). Seine Vorlaufersubstanzen
sind das Tryptophan und Serotonin (Lerner et al., 1958). Neben der Epiphyse konnte das Hormon in
verschiedenen Geweben wie der Retina (Hardeland et al., 1996a), der Harderschen Driise der
Rhodentia, des Iris-Ciliarkorpers, der Tranendrise, sowie in Blutleukozyten und im
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden (Arendt, 1995). Melatonin ist einer bestimmten
circadianen Sekretionsrhythmik unterworfen, insofern als es fast ausnahmslos in der Dunkelheit
freigesetzt wird. Daher wird Melatonin oft als ,,Hormon der Dunkelzeit* bezeichnet (Reiter, 1991c).
Eine weitere Besonderheit im Sekretionsmuster des Melatonins ist die Tatsache, dass sowohl tag-
als auch nachtaktive Tiere wahrend der Dunkelzeit, unabhéngig von ihrem Aktivitatszustand, einen
hohen Melatoninspiegel aufweisen, der bereits bei kurzem Lichteinfall extrem stark abféllt
(Wurtman et al., 1963; Axelrod, 1974; Lewy et al., 1992; Laakso et al., 1994; Zawieska et al.,
1995).

1.3.1. Synthese, Freisetzung und Abbau von Melatonin

Nach Aufnahme von Tryptophan aus dem Blutgefél3system in die Pinealozyten durch aktiven
Transport kommt es zur Bildung von 5-Hydroxytryptophan durch das mitochondriale Enzym
Tryptophan-5-Hydroxylase. Durch die aromatische Aminosauredecarboxylase im Zellplasma wird
5-Hydroxytryptophan zu 5-Hydroxytryptamin, dem Serotonin, decarboxyliert. Als nachster Schritt
erfolgt die N-Acetylierung des Serotonins durch die Arylalkylamin-N-Acetyltransferase (AA-NAT)
zu N-Acetylserotonin (Abb. 2).

Die AA-NAT ist das Schlusselenzym der Melatoninbiosynthese. Es bestimmt nicht nur die Bildung,
sondern auch die Abgabe von Melatonin in die Blutbahn. Die AA-NAT ist somit der molekulare

Schalter fir alle Reize, die die Melatoninbiosynthese steuern.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Melatoninbiosynthese.

Die Steuerung der AA-NAT-AKktivitat ist speziesspezifisch unterschiedlich: wahrend bei Nagern die
Regulation vor allem auf translationeller Ebene erfolgt (Borjigin et al., 1995; Coon et al., 1995;
Roseboom et al., 1996; Maronde et al., 1999a), wird bei Huftieren und wahrscheinlich auch beim
Menschen die Melatoninsynthese tiber posttranslationelle Mechanismen, wie dem proteasomalen
Abbau der AA-NAT, gesteuert (Gastel et al., 1998; Schomerus et al., 2000; Stehle et al., 2001a;
Ganguly et al., 2002). In einem abschliefenden Schritt wird eine Methylgruppe vom S-Adenosyl-
Methionin durch das zytosolische Enzym Hydroxyindol-O-Methytransferase (HIOMT) auf das N-
Acetylserotonin tbertragen, so dass N-Acetyl-5-Methoxytryptamin, das Melatonin, entsteht. Die
Tag-Nacht-Schwankung von HIOMT ist nur gering ausgepragt (Klein et al., 1981), graduelle
Unterschiede sind nur Uber Perioden von Tagen oder Wochen erkennbar (Sugden, 1989). Melatonin
wird im Gegensatz zu vielen anderen Hormonen nicht gespeichert, sondern im Anschluss an die
Synthese aufgrund seiner hohen Lipophilie durch passive Diffusion direkt in das Blutgefalisystem
oder den Liquor cerebrospinalis abgegeben (Ilinerova et al., 1978, 1979). Die nachtliche
Melatoninsekretion des Menschen ist beim Saugling bis zu drei Monaten sehr niedrig bis nicht
messbar. Vermutlich beginnt die circadiane Melatonin-Rhythmik erst spater, nachdem die
postgangliondren sympathischen Nervenfasern in die Epiphyse eingewachsen sind (Rollag et al.,
1981). Die Sekretion erreicht in der friihen Kindheit mit ein bis drei Jahren ein Maximum
(ndchtliche Melatoninkonzentration ca. 300 pg/ml), um danach rapide bis zum Ende der Adoleszenz
(ca. 60-120 pg/ml) abzufallen. Eine weitere moderate Abnahme der Sekretion findet bis ins Senium
(ca. 20-50 pg/ml) statt (Waldhauser und Waldhauser, 1988; Touitou, 2001). Die Metabolisierung
des Hormons erfolgt zunéachst in der Leber zu 6-Hydroxymelatonin. Das hydroxylierte Produkt

kann dann sulfatiert oder glukuronidiert und mit dem Harn ausgeschieden werden (Kopin et al.,



1961; Pardridge und Mietus, 1980). Letzteres findet vor allen bei Nagetieren und beim Menschen
statt. Melatonin besitzt bei Nagetieren und dem Menschen eine recht kurze Halbwertszeit mit einem
starken hepatischen ,,first pass effect” und einer biphasischen Elimination. Die Halbwertszeit liegt
je nach Applikationsart bei etwa 2 Minuten (intravendse Gabe) und 45 Minuten (orale Gabe)
(Arendt, 1995).

1.3.2. Noradrenerge Kontrolle der Melatoninsynthese

Die Kontrolle der Melatoninsynthese erfolgt tiber Noradrenalin, das nachts durch erhhte
Entladungsraten aus postganglionaren sympathischen Nervenfasern freigesetzt wird (Drijfhout et
al., 1996) und an die B-Adrenorezeptoren der Pinealozytenmembran bindet.

Der B1-Adrenorezeptor ist an ein Gs-Protein (stimulierendes Guanin-Nukleotid-bindendes
regulatorisches Protein) gebunden, welches das Enzym Adenylatcyclase aktiviert. Durch den
Anstieg von cyclischem AMP (cAMP) und Aktivierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase (PK1)
wird die AA-NAT-AKktivitat erhoht und aufrechterhalten. Die direkte Stimulation von
al-Adrenorezeptoren hat keinen Einfluss auf die AA-NAT- Aktivitét, jedoch kann die
B1-adrenerge Stimulation von cCAMP und AA-NAT durch simultane Aktivierung von
al-Adrenorezeptoren erhoht werden. al-adrenerge Rezeptoren erhéhen das intrazelluldre Calcium
in der Zelle (Schomerus et al., 1995). Der Rhythmus der Melatoninbiosynthese kommt komplett
zum Erliegen, wenn die noradrenerge Innervation der Epiphyse ausgeschaltet wird, z.B. durch eine

hohe Querschnittslahmung bei Verletzungen des Riickenmarks.

1.3.3. Wirkung und therapeutischer Einsatz von Melatonin

Fur Melatonin sind eine Reihe von Funktionen beschrieben worden, die aber noch nicht vollstandig
erforscht und gesichert sind. Zu den mit am besten dokumentierten Wirkungen von Melatonin
gehort sein EinfluB auf die Steuerung jahreszeitlich abhangiger Reproduktionszyklen.

Der Reproduktionszyklus von sich saisonal fortpflanzenden Tieren wird primér tber die Tageslange
gesteuert. So flihren exogene Gaben von Melatonin wahrend Langtag bei Schafen zu einem
vorzeitigen Anstieg der Gonadotropin-Sekretion und einem friiheren Beginn der Paarungszeit.
Gleichzeitig nimmt dabei die Prolaktin-Sekretion ab. Dies wird auch kommerziell genutzt, um die
Zuchtsaison oder auch den Fellzyklus zu bestimmen und zu nutzen.

Auch die Fellbeschaffenheit, der Appetit und das Korpergewicht verandern sich im Verlaufe eines
Jahres (Arendt, 1988). Bei Hamstern fiihren erhéhte Melatoninkonzentrationen dagegen zur
Involution der Gonaden (Carter und Goldmann, 1983; Tamarkin et al., 1985; Cassone, 1990;
Hattori et al., 1995; Niedziela et al., 1995). Auch beim Menschen sind saisonale Muster in der

Konzeptionsrate und der Menarche zu erkennen, wobei dies durch soziokulturelle Faktoren



Uberlagert nicht so ausgeprégt wie bei vielen Tieren auftritt (Arendt, 1995). Anovulatorische
Zyklen, zum Beispiel bei hypothalamischer Amenorrhoe (Brzezinsky et al., 1988), wurden in
einigen Fallen mit verlangerter Melatoninsekretion in Verbindung gebracht. Innerhalb des Zyklus
fallt Melatonin wahrend der Follikelphase und steigt dann parallel zu dem Progesteronpeak
wahrend der Lutealphase stark an. Sehr hohe chronische Gaben von Melatonin (um 300 mg)
kdnnen bei einer normal zyklischen Frau die LH- Sekretion unterdriicken (Arendt, 1995) und somit
antigonadotrop wirken. In Anbetracht dieser Tatsache wurde der Einsatz als Kontrazeptivum in
Erwagung gezogen, wobei Langzeitwirkungen so hoher Dosen nicht untersucht wurden. Klinische
Dosen von 1 bis 10 mg sollen keinen negativen Effekt auf das Reproduktionssystem des Menschen
haben. Die antigonadotrope Bedeutung des Melatonins wird noch deutlicher durch Beobachtungen,
dass bei Epiphysen-zerstérenden Tumoren das klinische Bild der Pubertas praecox, einer sexuellen
Frihreife, auftritt (Gutzeit, 1896). Neben der Gonaden-Achse werden auch andere endokrine
Systeme durch das Melatonin beeinflusst. So hat das Melatonin einen direkten Einfluss auf den
Glucosestoffwechsel, indem es die Insulinsekretion der pankreatischen - Zelle hemmt (Peschke et
al., 1998, 2000, 2002).Beim Menschen besteht eine reziproke Beziehung zwischen der
Korperkerntemperatur und dem Melatonin-Plasmagehalt (Cagnacci et al., 1992). Exogen
zugefiihrtes Melatonin kann die Kérpertemperatur senken und helles Licht, das die
Melatoninsekretion supprimiert, hebt die Kérpertemperatur an. Dagegen zeigen Nagetiere wahrend
der Nacht erhéhte Melatonin-konzentrationen und erhéhte Kdrpertemperaturen. Mit zunehmendem
Alter nimmt die Melatoninsekretion bei gesunden Saugetieren deutlich ab (Reiter et al., 1981;
Iguchi et al., 1982; Pang und Tang, 1984; Waldhauser und Waldhauser, 1988). Dies steht nicht im
Zusammenhang mit der Kalzifikation der Epiphyse (Welsh, 1985). Etwa ein Drittel aller Menschen
tber 50 Jahre leidet an chronischer Insomnia in Form von Einschlaf- und Durchschlafstérungen.
Durch orale Gaben von Melatonin zur Nacht konnten vor allem die Einschlafstérungen vermindert
werden, ohne die REM (rapid eye movement)-Phasen zu beeintrachtigen, wie dies bei Einnahme
von Benzodiazepinen beobachtet wird (Zhdanova et al., 2001). Gestorte circadiane Rhythmen treten
auch bei Beschaftigung in Schichtarbeit, beim jet lag infolge interkontinentaler Reisen, bei einigen
Formen von Blindheit, sowie bei schweren Krankheiten auf. Sie sind oft verbunden mit verringerter
Leistungsfahigkeit und Stimmungsschwankungen. Hier ist der Einsatz von Melatonin zwecks
Resynchronisierung von Rhythmen durchaus angebracht (Arendt, 1995). In pharmakologisch hohen
Dosen verabreichtes Melatonin wirkt bei Menschen und Nagetieren schlafférdernd und sedativ.
Auch eine antikonvulsive und analgetische Bedeutung wurde beschrieben (Sugden, 1983).
Melatoninmangel wird ferner immer wieder mit psychatrischen Krankheitsbildern wie seasonal
affective disorders (SAD) (Putilov, 1999), Schizophrenie (Ferrier et al., 1982) und manisch



depressiven Psychosen in Zusammenhang gebracht. Seit Juni 2007 ist Melatonin zur kurzfristigen
Behandlung der primaren Insomnie in Deutschland zugelassen. Es konnte gezeigt werden, dass ein
bedeutender Anteil depressiver Patienten keinen normalen circadianen Melatonin-Rhythmus
aufweist (Mendlewicz et al., 1979). Ein weiterer Sekretions- und Wirkort von Melatonin bei
Wirbeltieren ist die Retina. Dort wirkt Melatonin lokal, indem es die Calcium-abhéngige Dopamin-
Freisetzung inhibiert. Daneben wirkt es sich auf das so genannte disc shedding, die
Pigmentaggregation und die Phagozytose von Photopigmentzellen aus (Tosini und Menaker, 1996).
Melatonin ist aufgrund seiner Lipophilie ein plazentagdngiges Hormon. Bei Nagetieren konnte
gezeigt werden, dass Melatonin in utero das bedeutendste humorale Signal fur die Organisation des
fetalen circadianen Systems ist (Arendt,1995). Vermutlich hat Melatonin weiter eine protektive
Wirkung auf das kardiovaskuldre System. Beim Menschen und den meisten Tieren konnte durch
Epiphysenextrakte der Blutdruck gesenkt werden. Bei Ratten fiihrte Pinealektomie zu einem
Blutdruckanstieg (Zanaboni, 1967), der durch Melatonin-Gabe gesenkt werden konnte (Krause,
1999). Bei einigen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass das Wachstum hormonabhangiger
Tumore zu einem gewissen Anteil photoperiodisch beeinflusst ist (Bartsch und Bartsch, 1981). In
einer Studie mit Ratten zeigten Tamarkin und Mitarb., dass durch 7,12-Dimathylbenz(a)Anthracen
(DMBA) induzierte Mammatumore nach Pinealektomie starkes Wachstum zeigten, das durch
tagliche Melatoningaben abnahm (Tamarkin et al., 1981). Weitere Experimente fiihrten zu der
Annahme, dass Melatonin onkostatische Eigenschaften besitzt. Weiterhin wird eine Wirkung des
Epiphysenhormons Melatonin auf das Immunsystem angenommen. So berichtet Maestroni Gber
Melatoninrezeptoren auf T-Helferzellen, deren Aktivierung zur Abgabe von Zytokinen, vor allem
Interleukin 2 (IL-2) und Gamma-Interferon (y-Interferon), fihrt. In humanen Monozyten fiihrt
Melatonin zur Produktion einer Reihe von Interleukinen (IL-1, IL-6, IL-12). Gamma-Interferon soll
wiederum auf die Epiphyse zurtickwirken, weshalb auch von einem ,,Epiphysen-Immun-
Héamatopoetischen Netzwerk™ gesprochen wird (Maestroni, 2000). Caroleo und Mitarb.
beobachteten eine erhdhte T-Helferzell-Aktivitat und erhéhte 1L-2-Produktion nach Melatonin-
Injektionen bei immunodefizienten Mausen (Caroleo et al., 1992). Melatonin wirkt als potenter
freier Radikalfanger (Reiter, 1993; Bromme et al., 2000a; Peschke et al., 2000a; Ebelt et al., 2000a).
Seine antioxidative Eigenschaft gegentiber dem hochtoxischen Hydroxylradikal (:OH) kommt durch
Elektronenabgabe zustande. Dabei wird Melatonin selber zum Radikal (Methyl-Kationen-Radikal),
das aber weitaus weniger reaktiv und weniger toxisch ist (Touitou, 2001). Durch Versuche mit
Mausen konnte gezeigt werden, dass Melatonin die Stressantwort mit Aktivierung des Sympathicus
reduzieren kann (Mutoh et al., 2003). Uber eine Verlangerung der Lebensspanne Melatonin-

substituierter weiblicher Méause berichten Anisimov et al. Sie beobachteten jedoch gleichzeitig ein



vermehrtes Auftreten maligner Tumore bei diesen Tieren (Anisimov at al., 2001). Die
Lebensspanne von Fruchtfliegen, Drosophila melanogaster, konnte durch Melatonin-angereichertes
Futter signifikant verlangert werden. Zusatzlich wurde ihre Resistenz gegen thermischen und
oxidativen Stress erhoht (Bonilla et al., 2002). VVor allem die antioxidativen, tumorsuppressiven,
immunverstarkenden und temperatursenkenden Eigenschaften von Melatonin haben im
Zusammenhang mit verschiedenen Alterstheorien zu der Spekulation gefiihrt, Melatonin kdnne den
Alternsprozess verzogern. Dies fuhrte in einigen Teilen der Welt zum Konsum unphysiologisch
hoher Dosen von Melatonin, obwohl Langzeitwirkungen und Nebenwirkungen zur Zeit noch nicht
ausreichend erforscht sind.

Die wohl wichtigste Rolle des Melatonins ist jedoch seine Bedeutung als ,,Chronobiotikum® —

sein Einfluss auf die Steuerung circadianer Rhythmen. Uber die nichtliche Melatoninbildung und -
freisetzung tbermittelt die ,,Innere Uhr* dem Organismus auf neuroendokrinem Wege das Signal
Dunkelheit. Uber die Rezeptoren im SCN bildet Melatonin eine Riickkopplungsschleife im
circadianen System. Melatonin kann die elektrische Aktivitat der SCN-Neurone unterdriicken und
zu bestimmten Zeitpunkten die Aktionsphase des circadianen Rhythmus im SCN verschieben.
Rhythmisierender Einfluss des Melatonins konnte ebenso eindrucksvoll an der pankreatischen [3-
Zelle belegt werden (Peschke et al., 1998).

1.4. Melatoninrezeptoren

1.4.1. Identifizierung von Melatonin-Rezeptoren

Die physiologische Wirkung von Melatonin im Organismus wird iber Melatoninrezeptoren
vermittelt. Melatonin ist ein stark lipophiles Molekil und kann demnach recht einfach
Zellmembranen penetrieren (Menéndez-Peldez et al., 1993; Costa et al., 1995).

Es konnten auch spezifische Bindungsstellen in Kernfraktionen von Tiergeweben gefunden werden
(Acuna-Castroviejo, 1994). Untersuchungen, die eine direkte zellinterne Funktion des Melatonins
tber nucledre Orphan-Rezeptoren postulierten (Wiesenberg et al., 1995; Missbach et al., 1996),
konnten von anderer Seite nicht bestatigt werden (Greiner et al., 1996). Es hat sich gezeigt, dass die
Melatoninwirkung Uber hochaffine Transmembranrezeptoren vermittelt wird, die zur Superfamilie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdren. Membranassoziierte Melatoninrezeptoren konnten
bei allen untersuchten Tierspezies und beim Menschen gefunden werden (Kokkola und Laitinen,
1998). Die erfolgreiche Synthese von 2-[1251]-lodomelatonin, einem hochaffinen Melatonin-
rezeptoragonisten mit hoher spezifischer Aktivitat und sein Einsatz in Bindungsassays sowie in der
Rezeptorautoradiographie ermdglichten die pharmakologische Charakterisierung und Lokalisierung
von Melatoninbindungsstellen (Vakkuri et al., 1984a; Duncan et al., 1986, 1988; Niles et al., 1987;
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Dubocovich, 1988; Pickering and Niles, 1989; Weaver et al., 1989). Die Verteilung der mit Hilfe
der Bindungsstudien nachgewiesenen Rezeptoren ist sehr stark von der Spezies abhangig. Bei fast
allen Wirbeltieren konnten im SCN und in der Pars tuberalis der Hypophyse spezifische
Bindungsstellen nachgewiesen werden (Vanecek, 1988; Weaver et al., 1989; Williams, 1989;
Morgan et al., 1994). Man geht davon aus, dass Melatonin auf die circadiane Rhythmik und die von
der Hypophyse synthetisierten Hormone Einfluss nimmt. Beim Menschen konnten neben
Bindungsstellen im SCN auch Signale im Hypothalamus, dem Kleinhirn und dem Kortex
nachgewiesen werden (Reppert et al., 1988; Fauteck et al., 1994). Melatoninbindungsstellen
konnten auch in peripheren Geweben nachgewiesen werden, wie z. B. in den Ovarien, im Darm und
in BlutgefaRen (Viswanathan et al., 1990; Evans et al., 1992; Lee und Pang, 1992). Aufgrund von
molekularbiologischen und pharmakologischen Untersuchungen konnten in den letzten Jahren die
Melatoninrezeptoren in Subtypen differenziert werden. Ausgangspunkt fiir diese weitere

Differenzierung der Rezeptoren war die Klonierung eines Melatoninrezeptors.

1.4.2. Klonierung des Melatonin-Rezeptors

Der erste hochaffine Melatoninrezeptor konnte aus den Melanophoren der Haut des
sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis kloniert werden (Ebisawa et al., 1994).
Das Gen kodiert fur ein Protein von 420 Aminoséuren mit sieben hydrophoben Segmenten, die

die Transmembrandomainen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren darstellen (Abb. 3).
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Abb. 3: Mdgliche Struktur des Melatonin-Rezeptors.

Dargestellt sind die sieben Transmembrandomanen mit dem extrazellularen N-Terminus

und dem intrazellularen C-Terminus, sowie einer mdglichen Glykosylierungsstelle (v) (Modifiziert
nach Ebisawa, 1994).
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Es besteht eine Kopplung an ein inhibitorisches GTP-bindendes Protein (G-protein, Gi). Die
Aktivierung des Rezeptors flhrt zur Inhibition einer Adenylatzyklase Uber einen Pertussis-Toxin-
sensitiven Mechanismus (Ebisawa et al., 1994). Der erste Rezeptor, der bei S&ugertieren kloniert
werden konnte, wurde zunéchst als Mel,,- Rezeptor bezeichnet. Er stimmt in seiner
Aminosduresequenz zu etwa 60% mit dem urspriinglichen Rezeptor des Krallenfrosches tiberein
(Reppert et al., 1994). Dieser Rezeptortyp wird nach dem Nomenclature Commitee for the
Internation Union of Pharmacology (IUPHAR) heute als MT1-Rezeptor bezeichnet (Dubocovich et
al., 1998a). Eine Expression des MT1- Rezeptors bei Sdugetieren konnte vor allem im SCN, in der
Pars tuberalis der Hypophyse und in anderen Gehirnregionen sowie in peripheren Geweben mit
einschlie’lich der pankreatischen Insel nachgewiesen werden (Morgan et al., 1994; Liu et al., 1997;
Roca et al., 1997; Peschke et al., 2000, 2002; Clemens et al., 2001; Naji et al., 2004). Uber seine
Expression im SCN wird wahrscheinlich die Wirkung von Melatonin auf die ,,Innere Uhr*
vermittelt (Reppert et al., 1994). Kaum ein Jahr spater konnte ein zweiter Melatoninrezeptor des
Menschen Kloniert werden, der sich in seinem pharmakologischen Verhalten und seiner
Gewebeverteilung deutlich von dem zuvor klonierten abgrenzte (Reppert et al., 1995a). Dieser
urspriinglich als Mely, bezeichnete Rezeptor wird nach der Nomenklatur des IUPHAR heute MT2-
Rezeptor genannt. Der MT2-Rezeptor findet sich iberwiegend in der Retina, z.B. bei Mensch und
Krallenfrosch (Reppert et al., 1995a; Wiechmann et al., 1999), in der humanen Chorionkarzinoma
(Jar)-Zelllinie (Shiu et al., 1999) sowie in humanen PAZ6-Adipozyten (Brydon et al., 2001). Die
MT2-Rezeptorexpression im SCN und in den peripheren Organen ist so niedrig, dass sie nicht
mittels Autoradiographie mit 1251-2-lodomelatonin (wie fir MT1 blich) detektiert werden kann,
sondern nur durch RT-PCR. Dennoch ist bekannt, dass der MT2 fur den phasenanpassenden Effekt
von Melatonin verantwortlich ist (Liu et al., 1997, Hunt et al., 2001). Der MT2-Rezeptor wird
ebenfalls auf der pankreatischen 3-Zelle exprimiert (Muhlbauern und Peschke, 2007; Peschke et al.,
2008). Ein dritter hochaffiner Melatoninrezeptor konnte bei Hilhnern, Amphibien und Fischen
nachgewiesen werden. Fir diesen zunéchst als Mellc bezeichneten Rezeptor ist in der Nomenklatur
des IUPHAR keine Bezeichnung vorgesehen, da er bei Saugetieren nicht exprimiert wird (Reppert
et al., 1995a). Neuerdings konnte der Mellc-Subtyp der Sauropsiden als GPR50 im Sauger
identifiziert werden (Dufourny et al., 2008). Die Melatoninrezeptorproteine haben eine Lange von
346-420 Aminosauren und ein geschétztes Molekulargewicht von 39-47 kDa. Die Rezeptoren
gehoren zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, deren gemeinsames Merkmal eine
einzige Polypeptidkette mit sieben Transmembrandoménen ist, die intra- und extrazellulare
Schleifen miteinander verbinden. Rezeptoren dieser Superfamilie zeigen extrazellulare N-Termini,

intrazellulare C-Termini und einige konservierte Aminosaurereste. Melatoninrezeptoren zeigen
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jedoch wenig Ahnlichkeit zu den meisten prototypischen Rezeptoren dieser Gruppe. Die kodierende
Region aller bisher geklonten Melatoninrezeptoren besteht aus zwei Exons, die durch ein relativ
langes Intron (> 2 kb) getrennt werden.

1.4.3. Signaltransduktionswege der Melatoninrezeptoren

Die Melatoninrezeptoren sind an ein inhibitorisches G-Protein gekoppelt (Gi). Ihre Aktivierung
fiihrt zur Hemmung der Adenylatzyklase tiber einen Pertussistoxin sensitiven Mechanismus. Nach
Hormonbindung treten membranstandige Melatoninrezeptoren durch Konformationsénderung mit
einem inhibitorischen G-Protein (Gi) in Kontakt und aktivieren dieses. Das Protein bindet bei
Aktivierung GTP und dissoziiert in eine Ga-GTP-Untereinheit und eine Gfy-Untereinheit.
Anschlielend tritt die Ga-GTP-Untereinheit in Kontakt mit der Adenylatzyklase und hemmt so die
Neubildung von cAMP aus ATP. Durch seine intrinsische GTPase-Aktivitdt kommt es zur
Reassoziation des Gi-Proteins (Reppert et al., 1994, 1995; Conway et al., 2000). Neben der bereits
beschriebenen Inhibition der cAMP Kaskade in der pankreatischen Insel hat sich kiirzlich gezeigt,
dass Kopplung des Melatoninrezeptors MT1 auch an die IPs/Ca**-(Peschke et al., 2007; Bach et al.,
2007) sowie uber den MT2 an die cGMP- Signaltransduktionskaskade (Stumpf et al., 2008, 2009)

mdglich ist.

1.5. Die molekulare ,,Jnnere Uhr

Lange Zeit war die Erforschung circadianer Rhythmen rein phanomenologischer Natur, und
mehrere Modelle Uber die Funktionsweise des zelluldren Oszillators blieben theoretische
Spekulationen. Die Erforschung der molekularen Grundlagen fiir die Erzeugung eines circadianen
Rhythmus hat zur Entdeckung von sog. ,,Uhrengenen® gefiihrt, deren Translationsprodukte als
aktivierende oder hemmende Transkriptionsfaktoren die Expression von Genen beeinflussen
kénnen. Die molekulare Basis der Rhythmusgenerierung in den Zellen des SCN besteht aus
interagierenden transkriptionellen/translationellen Riickkopplungsschleifen, in denen Uhrengen und
die von ihnen kodierten Transkriptionsfaktoren miteinander interagieren (Abb. 4). Der zentrale
Mechanismus ist eine Aktivierung der Transkription der Uhrengene aus der Period (Perl1-2)- und
Cryptochrom (Cry 1,2)-Familie durch die aktivierenden basic-helix-loop-helix-
Transkriptionsfaktoren CLOCK und BMALL. CLOCK- sowie BMALZ1-Heterodimere bilden die
aktivierenden Elemente des Uhrwerks und sind fiir sein Funktionieren unabdingbar (King et al.,
1997; Gekakis et al., 1998; Bunger et al. 2000; Hogenesch et al., 2000). Die Expression von
BMAL1-mRNA im SCN ist rhythmisch (Oishi et al. 2000; Shearman et al. 2000b). CLOCK wird
hingegen konstant exprimiert (Tei et al. 1997; Shearman et al. 1999, 2000b). Nach

Zusammenlagerung zu CLOCK-BMAL1-Heterodimeren, werden diese in den Zellkern transloziert

13



und induzieren dort nach Bindung an die E-Box die Expression der Uhrengene Perl, 2; Cryl, 2 und
RevErba, die fir hemmende Faktoren kodieren.
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Abb. 4: Molekulare Grundlage der circadianen Rhythmogenese in SCN des Saugers.

Positiv wirkende Elemente sind mit diinnen grinen Pfeilen dargestellt, negative mit dicken roten.
CLOCK (C, Kreis) und BMALL (B, Kreis) bilden Heterodimere und aktivieren die Transkription
von Perl-2, Cryl-2 und RevErba, indem sie an E-Box-Elemente in deren Promotor binden. Wenn
PER (P, Kreis) im Cytosol ansteigt, bildet es mit CRY (C, Raute) und CK1¢/8 (&/6, Kreis) einen
heterotrimeren Komplex, der phosphoryliert wird (p). Im Kern lagert sich der Komplex aus CRY -
PER-CK1¢/6 an das Heterodimer CLOCK-BMALL, dessen Aktivitat dadurch unterdriickt wird,
obwohl es weiterhin an DNA gebunden ist (negative Schleife). Die positive Schleife wird gebildet,
indem RevErba tiber Rev-Erb/ROR response-Elemente im Promotor von Bmall dessen
Transkription unterdriickt. Durch die CRY-/PER-vermittelte Hemmung der Transkription von
RevErbo wird die Expression von Bmall enthemmt. Ein Aktivator (A, Kreis), z.B. das RORa soll
die Transkription von Bmall aktivieren (u. U. ist hierin auch PER2 involviert). Mdglicherweise
spielen auch andere Kinasen als CK1¢/3 in der Phosphorylierung von Uhrengen-Proteinen eine
Rolle (Modifiziert nach Reppert & Weaver, 2002).

f—

Auch hier werden Heterodimere gebildet, z.B. von PER1/CRY1. Im Zytosol lagern sich PER1 (iber
zwei verschiedene Bindungsstellen mit CRY1 und CK1g zu einem hemmenden Regulatorkomplex
zusammen; dieser wird in den Kern transportiert und unterdrtickt mit zeitlicher Verzdgerung die
aktivierende Wirkung des CLOCK/BMAL1-Heterodimers. Dadurch wird die Rickkopplungs-
schleife geschlossen. Die Konzentration von PER1-Protein wird durch den Grad der
Phosphorylierung durch die Caseinkinasen 1¢/6 (CK1¢/3) bestimmt; phosphoryliertes PER-Protein
wird proteosomal abgebaut (Reppert und Weaver, 2002). Erst wenn geniigende Menge von nicht-
phosphoryliertem PER1 zur Verfugung steht, kommt es zur Bildung von PER1/CRY1-Komplexen
(Lee et al. 2004, Takano et al. 2004). Die Phosphorylierung von Uhrengen-Proteinen durch
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CK1e/6 spielt eine wichtige Rolle in der Feinabstimmung der ,,Inneren Uhr*, deren Bedeutung
deutlich wird, wenn man sich das Krankheitsbild FASPS (familial advanced sleep phase syndrome)
vor Augen flhrt. Das familidr auftretende FASPS basiert auf einer missense-Mutation innerhalb der
CKle-Bindungsstelle im Per2-Gen, die die Phosphorylierung von PER2-Protein verhindert und eine
verkirzte Periode mit gestértem Schlaf-Wach-Verhalten zur Folge hat (Toh et al. 2001). RevErba,
ein orphan nuclear receptor, dessen eigene Transkription tber eine CLOCK-BMAL1-getriebene E-
Box rhythmisch aktiviert wird, bindet an RevErb/ROR response-Elemente im Promotor von Bmall,
dessen Expression somit gehemmt wird (Preitner et al. 2002, Uedea et al. 2002). In der Folge fallt
der Bmall-mRNA-Gehalt, wahrend Per- und Cry-mRNA ansteigen. Die CRY-PER-vermittelte
Hemmung der Genexpression Uber Interaktion mit CLOCK-BMALL1 beinhaltet auch eine
Unterdriickung von RevErba, wodurch Bmall enthemmt wird (Preitner et al. 2002; Yu et al. 2002).
Fur die positive Transkriptionskontrolle von Bmall wurde lange Zeit Per2 verantwortlich gemacht
(Shearman et al. 2000b). Derzeit wird jedoch angenommen, dass hier das Uhrengen RORa
involviert ist, das tiber RevErb/ROR-Elemente (RRE) im Promotor von Bmall bindet und fur
dessen normale Expression notwendig ist (Sato et al., 2004; Akashi und Takumi, 2005).

Zuséatzlich zu dem molekularen Mechanismus der ,,Inneren Uhr¢, wie er hier beschrieben wurde,
regulieren auch die rhythmisch exprimierten Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren DBP (D-Box
binding protein) und E4BP4 antagonistisch (ber eine D-Box im Promotor von Perl dessen
Expression (Yamaguchi et al. 2000; Mitsui et al. 2001). Den molekularen Ausgang der circadianen
Rhythmogenese im SCN bilden so genannte Uhren- kontrollierte Gene (clock-controlled genes,
ccg), deren Transkription durch CLOCK/BMAL1 aktiviert und durch PER/CRY inaktiviert wird
und wodurch Stoffwechselvorgange rhythmisiert werden. Diese werden durch die ,,Innere Uhr*
Uber strukturelle cis-aktive Sequenzen (auch Kontrollelemente oder Enhancer genannt) beeinflusst.
Enhancer (eng. Verstarker) sind bestimmte Gensequenzen, deren VVorhandensein zu einer
vielfachen Steigerung der Transkription dieser Gene flihrt; sie liegen meist einige hundert bis
tausend Basenpaare oberhalb der Promotorregion, kénnen jedoch in Einzelfallen auch unterhalb
oder innerhalb des Gens lokalisiert sein. Zu den Kontrollelementen werden heute gezéhlt: die E-
Box, RevErbo/ROR-Elemente und Dbp- Bindungsstellen (Ueda et al., 2002). Zu den E-Box-
gesteuerten CCGs gehoren unter anderem das Neuropeptid Vasopressin (Jin et al., 1999) sowie
Arylalkylamin-N-Acetyltransferase (AA-NAT) das Schlusselenzym der Melatoninbiosynthese. Ein
anderes bekanntes Beispiel ist der bereits erwahnte Transkriptionsfaktor DBP, dessen Transkription
tiber eine E-Box rhythmisch reguliert wird. In der Leber steuert er direkt die Expression von
Cytochromen, die in den Metabolismus von Cholesterol, Aminosauren, Arzneimitteln und

Androgenen involviert sind (Lavery et al., 1999).
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1.6. Uhrengene in der Peripherie: die Zelle als kleinste Einheit der ,,Jnneren Uhr

Die rhythmische Expression von Uhrengenen wird nicht nur im SCN, dem zentralen circadianen
Rhythmusgenerator, beobachtet, sondern auch in zahlreichen Geweben aul3erhalb dieses
Kerngebietes. Mit der Klonierung rhythmisch exprimierter Gene (v. a. von Per) im SCN wurden im
Laufe der letzten Jahre eine Vielzahl von Organen identifiziert, die ebenfalls eine oszillierende
Uhrengenexpression zeigen, wie z.B. Leber, Leukozyten, Skelettmuskulatur sowie das Pankreas
(Oishi et al., 1998Db; Zylka et al., 1998; McNamara et al., 2001; Nonaka et al., 2001; Mihlbauer et
al., 2004, 2009). Diese sind als periphere Oszillatoren zu betrachten und auch hier tragen die
Uhrengene zur Aufrechterhaltung der circadianen Rhythmik bei. Diese peripheren Rhythmen
scheinen normalerweise (s.u. Damiola et al., 2000) vom SCN vorgegeben zu sein, da die Phasenlage
peripher oszillierender Uhrengene zeitlich 3-6 h im Vergleich zum SCN verzdgert ist (Reppert und
Weaver, 2001).Wesentliche Unterschiede zwischen zentralem Oszillator und peripheren
Schrittmachern finden sich in der Beeinflussbarkeit der Systeme wieder. Im Gegensatz zum
zentralen Oszillator im SCN ist die rhythmische Expression von Uhrengenen in peripheren
Oszillatoren abhangig von einem rhythmisierenden endokrinen und/oder neuronalen Signal.
Waéhrend der SCN vorwiegend durch Licht als Zeitgeber synchronisiert wird, gelten fir Organe wie
Leber und Herz humorale Faktoren wie Glukose (Hirota et al., 2002) oder Hormone wie
Glukokortikoide (Balsalobre et al., 2000) oder Melatonin (Peschke und Peschke, 1998, Rutter et al.,
2002) als magliche Zeitgeber. Periphere Oszillatoren kénnen sich von der Rhythmusvorgabe durch
die ,,Zentraluhr* - dem SCN - abkoppeln lassen (Damiola et al., 2000). Mittels Futterrestriktion
wahrend der Lichtphase wurde nach einigen Tagen eine Umkehr der Expressionskinetik von Perl,
Per2 und Per3 sowie Cryl beobachtet, allerdings nur in Leber, Niere und Pankreas, nicht jedoch im
SCN. Diese Befunde zeigen, dass die ,,peripheren Uhren anderen Zeitgebern folgen als die
Zentraluhr, wobei Futter als Zeitgeber fungieren kann. Die Auspragung einer circadianen Rhythmik
ist nicht nur Eigenschaft von Organismen, Organen oder Geweben, sondern lasst sich auch auf
Ebene einzelner Zellen nachweisen (Schibler et al., 2003). Zahlreiche Untersuchungen wie von
Balsalobre et al. (1998), Yagita und Okamura (2000) sowie Grundschober et al. (2001) konnten den
Nachweis einer circadianen Schwingung in immortalisierten Saugerzellen nachweisen. Dass der
Zellteilungszyklus in manchen Geweben des Saugers einem Tagesrhythmus folgt, konnte in
Untersuchungen an intestinalem Epithel (Buchi et al., 1991), der Cornea (Sasaki et al., 1995) und in
Keratinozyten (Garcia et al., 2001) belegt werden. Die Bedeutung von Uhrengenen auf zellularer
Ebene wird durch Daten von Matsuo et al. (2003) verdeutlicht und fiir die Kontrollfunktion

mitotischer Prozesse erweitert.
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2. Zielstellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Auswirkungen des Melatonin-Rezeptor-knockouts auf ,,die
Innere Uhr und den Glukosestoffwechsel der Maus in Abhdngigkeit vom knockout-Typ (entweder
MT1-Rezeptor, MT2-Rezeptor oder Doppel-knockout beider Rezeptoren) auf molekular-
biologischer Ebene untersucht werden.

Zunéchst soll der Nachweis des Melatonin-Rezeptor-knockouts in den Tierlinien MT1-, MT2- und
MT1/2 erbracht sowie die Existenz der intakten MT1- und MT2-Rezeptoren im Wildtyp gezeigt
werden.

Zur Untersuchung der Auswirkungen des Rezeptor-knockouts auf ,,die Innere Uhr* sollen jeweils
ein Vertreter der Uhrengen-Gruppen, die Gber drei bis lang bekannte Kontrollelemente ihre
regulierende Wirkung entfalten, ausgesucht und deren mRNA-Expression im circadianen Profil
analysiert werden.

Diese Uhrengene oder Uhrengen-gesteuerten Gene (clock-controlled output genes) sind im
Einzelnen: Perl, das Uber E-Box agiert, Dbp als Vertreter der Giber D-Box (oder auch Dbp/E4BP4-
binding elements genannter Bindungssequenz) wirkende Gene und schlie8lich RevErbo — mit
Wirkung ber RREs (auch RevErba/ROR-binding elements genannt) an Zielgenen.

Dabei soll insbesondere auf mégliche Amplitudenanderungen sowie Phasenverschiebungen der
Genexpression in Abhéngigkeit vom knockout-Typ eingegangen werden.

Ferner wird das Ziel verfolgt, Aussagen Uber eventuelle organspezifische Auswirkungen des
Melatonin-Rezeptor-knockouts treffen zu kdnnen. Dazu soll die Expression der oben genannten
Uhrengene Perl, Dbp und Rev.Erb.a in drei Organsystemen, die fiir die Glukose-Regelung wichtig
sind, namlich: Pankreas, Leber und Hypothalamus untersucht werden.

In Anlehnung und in Erganzung zu gut bekannten Wirkungen des Melatonins auf die
Insulinsekretion, erarbeitet an in vitro Versuchen in Superfusion, sollen nun die circadiane Insulin
MRNA-Expression und Blut-Glukose-Profile in den knockout-Tierlinien untersucht werden.
Zusétzlich dazu sollten Bestimmungen der circadianen Insulin-Konzentrationen in Seren der

jeweiligen Tierlinien mittels Insulin-Radioimmunoassay erfolgen.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstierhaltung und Materialgewinnung

Als Versuchstiere standen 4 Mauslinien: Wildtyp, MT1-Rezeptor-knockout-, MT2-Rezeptor-
knockout sowie MT1/MT2-Rezeptor-Doppel-knockout zur Verfligung (Abb. 5). Fir die
Untersuchungen wurden ausschlie3lich 6 bis 8 Wochen alte mannliche und weibliche Tiere
herangezogen.

Die Melatoninrezeptor-knockout-Mause wurden urspringlich aus der C57 black-Maus, einem
Melatonin-defizienten Stamm, entwickelt, die mit der C3H-Maus, einem Melatonin-profizienten
Stamm, riickgekreuzt wurden (Literatur, siehe Tab. 1):

Tab. 1: Charakterisierung der Tierlinien

Tierlinie MT1- MT2- Literatur
Rezeptor Rezeptor
Wildtyp (WT)
MelAABB exprimiert exprimiert

MT1-knockout
MelaaBB deletiert exprimiert Liuetal., 1997
MT1-/-

MT2-knockout
MelAAbb exprimiert deletiert Jin et al., 2003
MT2-/-

Doppel-knockout
Melaabb deletiert deletiert Jinet al., 2003
MT1/2-/-
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Abb. 5: Versuchstierlinien-Ubersicht:
(A) Wildtyp-Maus [Mel AABB], (B) Doppel-knockout-Maus [Mel aabb],
(C) MT1-knockout-Maus [Mel aaBB], (D) MT2-knockout-Maus [Mel AAbb]
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Die Tiere wurden in fensterlosen, klimatisierten Versuchstierrdumen mit einem Hell-Dunkel-
Regime von 12 h Licht und 12 h Dunkelheit (Beginn der Lichtphase um 6:00 h) gehalten und mit
einem handelsublichen pelletierten Trockenfutter und Wasser ad libitum versorgt.

Zur Paarung wurden Mannchen und Weibchen Uber einen Zeitraum von 14 Tagen
zusammengesetzt, anschlieend wurden die tragenden Weibchen isoliert. Die Jungtiere wurden 21
Tage bei dem Muttertier belassen und anschliefend nach Geschlechtern getrennt in Gruppen von
vier bis sechs Tieren gehalten. Bis zum Alter von 14 Tagen erndhrten sich die Jungtiere
ausschliellich von Muttermilch. Ab der dritten Lebenswoche wurde zusétzlich pelletiertes Futter
aufgenommen, welches zur leichteren Verfugbarkeit fir die Jungtiere auf den Ké&figboden gelegt
wurde. Nach dem Absetzen erhielten die Tiere ausschlielich Pellets und Wasser ad libitum.

Zur Erfassung circadianer Unterschiede wurden jeweils 3- 4 Versuchstiere zu 8 festgelegten
Zeitpunkten (8:00, 11:00, 14:00, 17:00, 20:00, 23:00, 2:00 und 5:00 Uhr), also in 3-Stunden-
Intervallen, mit Ather betdubt. Nach Er6ffnung des Thorax wurde durch Punktion des rechten
Herzventrikels Blut mit einer heparinisierten Kantle entnommen. Zeitgleich erfolgte die
Bestimmung des Blutzuckers mit einem handelsublichen Mel3gerat. In der Folge wurden Pankreas,
Leber (linker Leberlappen) und Hypothalamus entnommen. Das Pankreas wurde nach Entnahme
sofort in ein 12 ml Zentrifugenréhrchen mit Schraubverschlul? verbracht, welches das
Konservierungsregenz RNA-Later ™ der Firma Ambion (Ambion Inc. TX, USA) in einem
empfohlenen Verhéltnis von 5 x Vol RNA-Later zu 1 x Vol Gewebe enthielt. RNA-Later dient vor
allem dem Schutz der RNA. Das ist vor allem beim Pankreas notwendig, um die Autolyse des
Gewebes durch die eigenen Enzyme zu verhindern. Die anderen Organe wurden in Aluminiumfolie
in Flussigstickstoff (- 196 °C) schockgefroren. Dauerkonservierung erfolgte fiir schockgefrorene
Gewebe bei -80°C. RNA-Later-konserviertes Gewebe wurden tiber Nacht bei 4°C gelagert und
anschlielend bei - 20°C dauerhaft asserviert. Das Serum wurde durch die anschlie}ende
Zentrifugation des Blutes (fiir 6 min bei 6500 rpm) gewonnen. Die Materialgewinnung wahrend der
Dunkelheit-Phase (20:00, 23:00, 2:00 und 5:00) wurde mit Hilfe einer Rotlicht-Lampe durchgefihrt
um durch Lichteinfall bedingte unphysiologische Einfliisse auf das melatoninproduzierende

Pinealorgan und andere circadiane Prozesse der Versuchstiere zu vermeiden.

3.2. Molekularbiologische Untersuchungen

3.2.1. RNA-Isolierung

Die am héaufigsten verwendete Technik zur Isolierung von RNA, die Methode nach Chomzynski

und Sacchi (1987), basiert auf der Grundlage, dass das Gewebe in einer Guanidinisothiocyanat-
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I6sung lysiert und dabei sehr effektiv Proteine samt RNAsen denaturiert werden. Im sauren Milieu
des zugegebenen Phenols sammeln sich Proteine und kleinere DNA-Fragmente, wobei grofiere
DNA-Molekiile sich nach der Zentrifugation in der Interphase befinden. Die RNA ist in der
wassrigen Phase (Supernatant) vorhanden und kann durch Zugabe von Alkohol gefallt werden.

In dieser Arbeit wurde RNA mit dem TRIzol®-Reagenz isoliert, dessen Funktionsweise auf der
oben beschriebenen Methode beruht. Im Folgenden sind die einzelnen, leicht modifizierten

Arbeitsschritte der RNA-Isolierung kurz aufgefiihrt:
RNA-Extraktion:

Zugabe von TRIzol (1 ml/100 mg Gewebe) zu dem zu extrachierenden Gewebe
Homogenisieren der Probe r:ittels ULTRA-TURRAX
1. Inkubationsschritt bei R:umtemperatur fur 5 min
Zugabe von Chloroformv(o,z ml/ 1ml TRIzol)

<

Die Probe manuell intensiv ca. 15 sek schiitteln

2. Inkubationsschritt bei R;Jmtemperatur fiir 2-3 min
Zentrifugation bei 8450 rpmv10000 Xg (2-8 °C) fiir 15 min
Transfer der wasserigen Phase (ca.v2 ml) in ein neues Zentrifugenréhrchen
Fallung mit Isopropanvol (0,5 ml/ 1ml TRIzol)
3. Inkubationsschritt bei F;:lumtemperatur fiir 10 min
Zentrifugation bei 8450 rpm 1v0000 Xg (2-8 °C) fiir 15 min
Uberstand vorsic;tig dekantieren
Pellet mit 70 % Ethanol (1 :ﬂ/ 1ml TRIzol) waschen
Abldsen des Pellets vom Zentrh‘vugenrt')hrchen durch das Vortexen
Zentrifugation bei 8450 rpmv10000 Xg (2-8 °C) fiir 10 min
Uberstand vorsichtig dekantieren :nd Pellet 5-10 min lufttrocknen lassen
v

Losen des Pellets in RNA-freien Wasser (ca. 500 pl)
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Der erste Inkubationsschritt nach Zugabe des TRIzol®-Reagenz und Erreichen eines Homogenisates
mittels ULTRA-TURRAX® T25 basic diente der vollstandigen Dissoziation der Nukleotid-
komplexe. Die Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 1 ml TRIzol-Reagenz ermdglichte die
Abtrennung der tbrigen Gewebsbestandteile von der RNA. Mittels anschlieRender Zentrifugation
wurde eine Phasentrennung erreicht. Die Zugabe von Isopropanol zu der zuvor abgenommenen
wassrigen Phase diente der RNA-Prazipitation. Das gewonnene RNA-Pellet wurde anschliefend
mit 70% Alkohol gewaschen. RNA ist stdndig der Gefahr ausgesetzt, von RNAsen enzymatisch
abgebaut zu werden. Da RNAsen duRerst stabil sind und im Gegensatz zu den verwandten DNAsen
keine Cofaktoren wie z.B. Mg, fur ihre katalytische Aktivitat benétigen, muss eine Kontamination
mit RNAsen vermieden werden. Aus diesem Grund erfolgte das Lésen der RNA-Pellets in RNAse-
freiem Wasser. AulRerdem wurde grundsétzlich mit RNAse-freien Materialien (Pipettenspitzen,
EinweggefaRe etc. gearbeitet). Die Konzentrationsbestimmung von RNA-LGdsungen erfolgte
photometrisch tUber die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm.

Die Konzentration der erhaltenen Gesamt-RNA lie3 sich nach folgender Formel berechnen:

ng RNA/ml = (Absorption 260nm) x 40 x Verdinnungsfaktor

Zusétzlich wurde zur Kontrolle der RNA-Reinheit die Absorption bei einer Wellenlange von 280
nm gemessen, um aus dem Quotienten von OD260 nm/OD280 nm den Reinheitsgrad der RNA-

Losung zu bestimmen und eine Aussage Uber Proteinkontamination treffen zu kénnen.

3.2.2. RNA-Gelelektrophorese

Die qualitative Kontrolle der RNA erfolgte mittels Auftrennung der Proben in der Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurden 0,6 g Agarose mit 33 ml destilliertem Wasser versetzt und auf
dem Magnetrihrer bei ca. 180 °C gel6st. Nach dem Abkutihlen und Zugabe von 4,6 ml MOPS-
Puffer (Morpholino-Propan-Sulfonsaure-Puffer; Zusammensetzung siehe unter 3.5.1.) sowie 1,3 ml
Formaldehyd zur Hemmung der Ausbildung von Sekundarstrukturen der RNA wurde das Gel in
einen Geltrager gegossen. Als Laufpuffer wurde nach dem Erstarren des Gels 300 ml des 1:10
verdiinnten MOPS-Puffers in die Kammer gegeben. Vor dem Pipettieren in die Geltaschen wurden
die Proben entsprechend vorbereitet. Es erfolgte eine Zugabe von je 2,5 ul MOPS-Puffer, 12 ul
Formamid und 4 pl Formaldehyd zu je 6 pl Proben. AnschlieBend folgten ein Denaturierungsschritt
bei 55 °C fuir 15 min, Abkiihlen auf Eis sowie Zugabe von je 4 ul Blue Juice. Bei einer Spannung
von 40 V/80 mA wanderten die Proben fur etwa 2 Stunden. Das Gel wurde fir 10 min in

Ethidiumbromid gefarbt und nach 24 Stunden wassern in destilliertem H,O war die Detektion
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mittels einer UV-Licht-Photoeinrichtung mdglich. Bei der Extraktion wird die gesamte sich im
Zytoplasma befindliche RNA: ribosomale RNA (rRNA), transfer-RNA (tRNA) und messenger-
RNA (mRNA) isoliert. Das Vorliegen intakter zytoplasmatischer RNA ist anhand von zwei fir die
28S-rRNA und die 18rRNA charakteristischen Banden erkennbar. Weitere RNA-Produkte sind im
Gel aufgrund ihrer geringen Konzentration nicht als separate Bande sichtbar. Exemplarisch ist so
ein RNA-Gel in Abb. 6 dargestellt:

— 28S rRNA 4,8 kb

18S rRNA
1,8 kb

Abb. 6: RNA-Qualitatskontrolle nach Extraktion aus Maus-Pankreata.

3.2.3. cDNA-Synthese

Um eine vollstandige Eliminierung verbleibender DNA in den Proben zu erreichen, ging der
cDNA-Synthese ein DNA-Verdauungs-Schritt mittels des Enzyms DNAse voraus. Verwendet
wurde ein System (RNAfree) von Ambion Inc.

Im Folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte kurz aufgefiihrt:

DNAse-Behandlung von RNA-Proben

Zugabe von 10 ul DNAse-Puffer zu je100 ul RNA in Lésung im 1,5 ml
Eppendorfgefal auf Eis

Zugabe von 1 pul DNAse-Enzym (2U)

Die Proben vortexen

Inkubation bei 37 °C fur 25 min

Zugabe von 10 pul DNAse-Inaktivierungsreagenz

Die Proben vortexen

Inkubation bei Raumtemperatur fur 2 min; zwischendurch die Proben vortexen
Zentrifugation 1 min (Eppendorfzentrifuge 12000 rpm, bei Raumtemperatur)
Uberstand (DNA-freie RNA) in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tibertragen

=

wCooNUk~WN

Um die Expression bestimmter Gene auf mMRNA-Ebene mittels PCR-Techniken zu untersuchen,

wurde zunéchst die gewonnenen Gesamt-RNA mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase
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(retroviralen Ursprungs) mittels random, d.h. zuféllig entlang des RNA-Stranges bindender
Hexanukleotid-Primer, in cONA umgeschrieben. Die Transkription der mRNA in cDNA erfolgte
mittels eines RT-Kits (Promega Inc. Wi, USA). Dazu wurde je 1 pg der Proben-RNA mit RNAse-
freiem Wasser auf ein Volumen von 9,5 ul aufgefiillt und nach 10miniitiger Inkubation bei 70 °C
zur thermischen Denaturierung im Thermomixer und Abkiihlen auf Eis mit 10,5 pl Mastermix
(Tab. 2) versetzt. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz bei 37 °C fiir 60 min inkubiert und fir 5
min auf 99 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurden die Reaktionsansétze mit je 80 pl
Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 100 pl aufgefiillt und bei - 20 °C aufbewahrt.

Tab. 2: Mastermix (MM)-Zusammensetzung fiir die RT-Reaktion

Reagenz Menge

- Reverse Transkriptase 10 x Buffer 2 ul

- dNTP Mischung 10 mmol/I 2 ul

- Recombinanter RNasin ® Ribonuclease 0,5 ul
Inhibitor

- Random Primer 1 ul

- AMV Reverse Transkriptase 1l

3.2.4. Real-time-RT-PCR

Mit Hilfe einer ,,Polymerasekettenreaktion” (Polymerase Chain Reaktion, PCR) kann ein beliebiger
DNA-Abschnitt in vitro selektiv und exponentiell vermehrt werden. VVoraussetzung ist, dass die
Sequenz des zu vermehrenden DNA-Abschnittes bekannt ist um Startsequenzen (Primer) flr die
DNA-Polymerase synthetisieren zu kénnen. Diese Startermolekiile sind synthetisch hergestellte
DNA-Oligonucleotide, bestehend aus 20-30 Basenpaaren. Von deren 3’-Ende aus synthetisiert eine
thermostabile DNA-Polymerase (meist Thermus aquaticus DNA-Polymerase oder kurz Tag-
Polymerase) einen komplementaren DNA-Strang. Durch die Auswahl von Primern mit
komplementéren Sequenzen auf gegeniiberliegenden Strangen der Template-DNA kann gezielt die
DNA-Sequenz zwischen den Primern amplifiziert werden. Die Reaktion verlduft in sog.
Thermocyclern, Maschinen, die temperaturkonstante DNA Vermehrungs-Zyklen garantieren. Ein
PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-
Doppelstranges, der in zwei einzelstrangige DNA-Matrizenmolekiile aufgeschmolzen wird
(Denaturierung). Danach kiihlt das Reaktionsgemisch auf eine Temperatur ab, die es den im
Uberschuss befindlichen Primern erlaubt, sich an die komplementére Zielsequenz der Matrizen-

DNA anzulagern (Annealing). Diese Temperatur ist primerspezifisch. Im weiteren wird die
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Temperatur auf das Temperaturoptimum der DNA-Polymerase erhéht, wobei der Primer durch
Einbau von komplementéren Nucleotidtriphosphaten verlangert wird, bis wieder eine
doppelstréngige DNA vorliegt (Elongation). Wiederholt man mehrfach diese drei Schritte, erreicht
man mit jedem Zyklus eine Verdopplung, durch die Aneinanderreihung (Kette) mehrerer solcher
Zyklen eine exponentielle Anreicherung der Ziel-DNA. Im Idealfall kommt es nach 30 Zyklen zu
einer etwa 10°-fachen Vervielfaltigung der anfangs eingesetzten DNA-Menge. Die PCR-Produkte
kdnnen zur Kontrolle des PCR-Produktes in einem Agarose-Gel nach Anfarbung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff wie Ethidiumbromid, unter langwelligem UV-Licht, sichtbar gemacht werden.
Im Verlauf der Arbeit wurde eine Variante der konventionellen RT-PCR (reverse transcription,
PCR), namlich die real-time RT-PCR eingesetzt. Bei diesem technischen Ansatz lassen sich die
PCR-Produkte in ,,Echtzeit” (real-time) erfassen und aufzeichnen. Der Vorteil der real-time RT-
PCR ist, dass auf Grund ihrer hohen Sensitivitat bei deutlich weniger Amplifikationszyklen auch
Unterschiede des mMRNA-Gehaltes bei schwach exprimierten Genen dargestellt werden kénnen. Das
Prinzip der real-time RT-PCR beruht darauf, dass man zum PCR-Ansatz einen Fluoreszenzfarbstoff
(hier: EVA Green® Biotrend Chemikalien GmbH, KdIn, Deutschland) zugibt, der mit neu
synthetisierter DNA interagiert. Am Ende eines jeden Amplifikationszyklus kann die Fluoreszenz
gemessen und auf den Gehalt an vorhandener DNA riickgeschlossen werden. Dabei ist die
Fluoreszenzintensitat proportional zur Menge der DNA im Reaktionsansatz. Die Messung der
Fluoreszenz erfolgte am Ende eines jeden Elongationsschrittes. Die PCR wurde unter folgenden
Reaktionsbedingungen durchgefihrt (Tab. 3). Jeder Reaktions-ansatz mit einem Volumen von 20 pl
enthielt 4 pl der entsprechenden cDNA, 4, 5 ul Nuklease-freies Wasser, 0,25 ul des Fluoreszenz-
farbstoffes Eva Green®, je 0,5 ul der Primer sowie 10 ul eines Mastermix (Promega Inc., Madison,
WI, USA), welcher das Enzym Tag-Polymerase (50 units/ml), MgCl, (3 mmol/l) und die Basen
dATP, dGTP, dTTP und dDTP (je 400 pmol/l) enthélt. Die Amplifikation wurde mittels
computergesteuertem Thermocycler Rotorgene 2000 (Corbett-Research Inc., Mortlake, NWS,
Australien) durchgefiihrt. Die quantitative Auswertung erfolgte durch eine Doppelbestimmung der
jeweiligen Proben und Berechnung der Mittelwerte. Die Quantifizierung der Amplifikationskurven
erfolgte mit Hilfe der Analysesoftware Rotorgene V. 4.6 (Corbett Research Inc., Mortlake, NSW,
Awustralien) Uber den cycle-threshold (Ct- Wert). Dieser Wert beschreibt die zyklusabhangige
Fluoreszenzzunahme bis zum Erreichen eines definierten Schwellenwertes, der im linearen Bereich
der sigmoidalen Amplifikationskurve liegen sollte (siehe Abb. 7). Zur Berechnung der relativen
mRNA-Konzentration eignet sich die AACt-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Dazu ermittelt
man zunichst den ACt-Wert als Differenz der Ct-Werte des Standard-Gens, welches konstant

exprimiert wird (in dieser Arbeit - B-Aktin), und der Zielgene (z.B. Perl) fir jede Probe.
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Tab. 3: Reaktionsbedingungen der RT-PCR

5. Schrittweise Denaturierung und Messung von 50 auf 99 °C

Reaktionszyklus Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
2. Amplifikation (40-45 Zyklen)
2.1. Denaturierung 94 °C 30s
2.2. Primeranlagerung 62- 64 °C 30s
2.3. Elongation 72 °C 30-40s
2.4. Messung des Fluoreszenzsignals 80-85°C 15s
3. Halt (Abkihlung) 40 °C 2 min
4. Halt (Erwarmung) 50 °C 1 min

1 °C/min

Die Differenz aus den ACt-Werten des Standards und der Proben ergibt den AACt-Wert. Mit Hilfe

der Gleichung 2 *“ konnten die relativen Konzentrationen der mRNA der zu untersuchenden Gene

bestimmt werden. Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer sind Tab. 4 zu

entnehmen.

y s o
06
- Altin \
Per 1 / /
1700 /
04 /
;- 3 /
4 Per 1
/ 23:00
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S = ot "
g 1% X X %

Abb. 7: Ergebnis eines real-time RT-PCR-Laufes, welcher die relative Fluoreszens-Akkumulation

von R-Aktin und Per1-Produkten, ausgehend von cDNA aus der Maus- Pankreata-RNA, darstellt.

H,O dient hier als PCR-Negativkontrolle.
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Tab. 4: Primersequenzen der in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide

Protein Primersquenz Primersequenz Amplikon Publizierte

vor ruck Grolde Sequenz
R-Aktin ACTCCTACGTGGGCGACGAAGG CAGGTCCAGACGCAGGATGGC 389 bp NM_007393
Actb
Per 1 CCAGGCCCGGAGAACCTTTTT CGAAGTTTGAGCTCCCGAAGT 403 bp NM_011065
Per 1
RevErba  ACAGCTGACACCACCCAGATC CATGGGCATAGGTGAAGATTTCT 101 bp NM_ 145434
Nrldl
Dbp CCGTGGAGGTGCTAATGACCT CCTCTGAGAAGCGGTGCCT 105 bp NM_ 016974
Dbp
Insulin 2 TCTTCTACACACCCATGTCCC GGTGCAGCACTGATCCAC 149 bp NM_ 008387
Ins2
Mella (MT1) GCAGACCTCGTGGTGGCTGT ATCGTGTACGCTGAGCTGAC 353 bp NM_ 008639
MTNR1
Mellb (MT2) CCCATCTACATCAGCCTCGT ATTCGCAGGTAGCAGAAGGA 197 bp AY 145850
MTNR2

Primersequenzen, die zur Genotypisierung der Tierlinien verwendet wurden:

— (Liuet al., 1997) Mella (MT1) — knockout:
Primer A: GAGTCCAAGTTGCTGGGCAGTGGA
Primer B: GAAGTTTTCTCAGTGTCCCGCAATGG

— (Jinet al., 2003) Mellb (MT2) — knockout:
Exon 1 vor: CCAGGCCCCCTGTGACTGCCCGGG
Exon 1 rev.. CCTGCCACTGAGGACAGAACAGGG
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3.2.5. DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Trennverfahren, bei dem die Wanderung von geladenen
Molekilen in einem elektrischen Feld durch Interaktion mit einer festen Matrix mit definierter
PorengroRRe zu deren Trennung genutzt wird. Die hierbei verwendeten horizontalen Platten-Gele
bestehen aus einer elektrisch neutralen, festen Gelmatrix aus Agarose in einem Puffer, zum
Beispiel TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer, Zusammensetzung siehe unter 3.5.1.). Das
Wanderungsverhalten von Makromolekiilen hangt von der Stéarke des angelegten elektrischen
Feldes, der Nettoladung, der Form und GroRe der Makromolekiile, sowie der lonenstarke, der
PorengroRRe der inerten Matrix und der Temperatur des Systems ab. Nukleinséuren sind
aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Ruckgrats in dem verwendeten Puffersystem negativ geladen.
Deshalb wandern sie im elektrischen Feld in Richtung Anode. Die Motilitat wird von der GroRe
und Konformation der Molekiile bestimmt. Je kleiner ein Fragment ist, desto schneller kann es
sich durch das Gel bewegen. Zur Langenbestimmung oder Konzentrationsbestimmung von
DNA-Fragmenten werden DNA-Langenmarker auf das Gel aufgetragen. Der Farbstoff
Ethidiumbromid, der dem Gel zugesetzt wird, interkaliert mit den Nukleinsduren und macht sie
im UV-Licht als Banden sichtbar (Sambrook et al., 1989; Rickwood und Hames, 1990). Um die
DNA-Fragmente entsprechend ihrer GroRRe aufzutrennen und damit eindeutig das amplifizierte
PCR-Produkt zu identifizieren wurde Agarose in verdinntem TAE-Puffer unter stindigem
Rihren geldst und gekocht. Je nach erwarteter Anzahl der Basenpaare des DNA-Abschnittes
variiert man der Anteil der Agarose. Verwendet wurden meist 1,5%ige oder 3%ige Gele. Nach
kurzem Abkiihlen konnte die Flussigkeit in eine horizontale Gelkammer gegossen werden und
erstarte nach etwa 20 min. Die Kammer wurde mit einer TAE-Pufferlésung als Laufpuffer
gefullt, so dass das Gel vollstandig bedeckt war. Jeweils 10 ul des PCR-Produktes wurde mit 5
ul Blue-Juice versetzt und in die Kavitdten des Gels pipettiert. Zusatzlich zu den Proben wurde
je nach erwarteter Anzahl der Basenpaare des PCR-Produktes ein 50bp- oder 100bp-
Langenstandard (GeneRuler " 50bp/100bp DNA-ladder) aufgetragen, um die GréRe der
entsprechenden Banden zuordnen zu kénnen. Bei 80 V wanderten die DNA-Fragmente
entsprechend ihrer MolekulgréRe 3 bis 5 Stunden. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte
mittels einer UV-Licht-Photoeinrichtung nach Auftrennung der PCR-Produkte und
Ethidiumbromid-Fluoreszenzfarbung. Zur Bestimmung der GroRe der im Gel sichtbare PCR-
Produkte wurde mithilfe der Software BiolD die jeweilige Bande der Probe mit dem
Molekulargewichtsstandart verglichen und konnte auf Grund seiner Wanderungsstrecke in

Relation zum MolekilgroRenstandard errechnet werden.

3.2.6. Restriktionsanalyse

Die Restriktionsanalyse wird zur Bestatigung der Identitét der amplifizierten Sequenzen
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durchgefiihrt. Die sog. Restriktionsendonukleasen kommen nur bei Bakterien vor.

Bakterien schiitzen sich mit Hilfe dieser Enzyme vor dem Eindringen fremder DNA.

Ein Restriktionsenzym schneidet das amplifizierte PCR-Produkt hochspezifisch innerhalb einer
Sequenz von 4 bis 8 Nukleotiden; es entstehen zwei Fragmente mit einem spezifischen
Molekulargewicht. Nach dem Pipettieren von je 10 ul des zu analysierenden PCR-Produktes, 6
ul RNase-freies Wasser, 2 pl des Restriktionsenzyms und 2 pl des zugehorigen Puffers in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal erfolgte eine Inkubation der Proben im Wasserbad entsprechend der
Angaben des Herstellers. Die spezifischen Enzyme, Grilie der Amplifikationsprodukte sowie
erwartete Molekulargewichte der Fragmente sind Tab. 5 zu entnehmen.

Tab. 5: Restriktionsanalyse: Enzyme und Reaktionsbedingungen sowie Molekulargewichte der
Ausgangs- und Restriktionsprodukte

Ausgangs- Enzym Temperatur Dauer Grolie des
Restriktions- PCR-Produkts
Produte Fragmente
Perl Pst | 37°C 6h 403bp 333+ 70bp
Dbp Bsm | 37°C 6 h 105bp 55 + 60bp
RevErba Ava | 37°C 6h 101bp 66 + 35bp

Durch Auftrennung mittels DNA-Gelelektrophorese lielen sich die Fragmente in Relation zu
den nicht geschnittenen PCR-Produkten und einem Molekulargewichtsstandart identifizieren.

Exemplarisch ist so ein DNA-Gel in Abb. 8 dargestellt:

MolekiilgriBen
Standard
(100bp Leiter)

Ulira low
range Leiier

400bp —» Ausgangsprodukt
300hp —» E4BP4 162bp
200n —

r Restriktionsprodukt
100bp —» 124bp

Abb. 8: Beispiel einer Restriktionsanalyse am Ausgangsprodukt E4BP4.
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3.2.7. DNA-Extraktion

Zur Genotypisierung der Melatoninrezeptor-knockout-Mause wurde die DNA-
Extraktionsmethode angewandt. Dazu wurde jeweils ein konserviertes Leberstiick von allen vier

Tierlinien verarbeitet. Im Folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte kurz aufgefuhrt:

DNA-Extraktion aus Gewebe

Ca. 0,5 g Gewebe in 2 ml Eppendorf- Gefall mit 500 ul STE- Puffer,
50 ul Proteinase K (20 ug/pl) und 50 pl 20% SDS versetzen
v

Ansatz vortexen
v
Inkubation ca. 2 h bei 50 °C; zwischendurch vortexen, bis sich das Gewebe aufgeldst hat

<

Extraktion mit 1 x Vol Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1)

<

Zentrifugation mit 12000 rpm zur Phasentrennung

<

Abnahme des wassrigen Uberstandes in ein neues 2 ml Eppendorf-Gefal

<

Zugabe von 1/10 Vol 3M Na-Acetat und 2 x Vol eiskaltem 70% Ethanol

<

Fallung Uber Nacht (-20 °C) oder 2-3 h bei -80 °C

<

Zentrifugation 15 min bei max. Geschwindigkeit in einer Eppendorf-Zentrifuge

<

Waschen des Pellets mit 70% Ethanol

<

Trocknen des Pellets bei Raumtemperatur

<

Losen des Pellets in 500 pl Nuklease-freiem H,O

3.3. Insulin-RIA (Radioimmunoassay)

Die Bestimmung der Insulinkonzentrationen im Serum erfolgte mit Hilfe eines Insulin Coat-A-
Count RIAs (Firma DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland). Der Insulin Coat-A-
Count RIA ist ein Festphasen Radioimmunoassay, bei dem **J-markiertes Insulin eine
vorgegebene Zeit mit dem Insulin im Probandenserum (Einsatzmenge in der vorliegenden
Arbeit: 200 pl Maus-Serum) um die Antikorperbindungsstellen auf der Innenwand von
Polypropylen-Rérchen konkuriert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird der Uberstand
abgegossen oder abgesaugt und die an die Antikdrper gebundene Fraktion in einem Gamma-
Counter gemessen. Die Counts sind zu der Insulin-Konzentration umgekehrt proportional.
Durch Vergleich mit unter gleichen Bedingungen behandelten Standards lasst sich die

Konzentration des Insulins im Serum aus der Standardkurve ablesen.
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3.4. Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung der Ergebnisse und Signifikanstests erfolgte mit dem

Statistikprogramm GraphPad (GraphPad Software Inc., CA, USA) unter Nutzung des Mann-
Whithney U-Tests fiir nicht standardnormalverteilte VVarianzen. Die Daten wurden als

Mittelwerte mit Standardfehler angegeben (*/ - SEM). Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p)

kleiner als 5% (p < 0,05) wurden die Ergebnisse als statistisch signifikant angesehen.

3.5. Chemikalien und Gerate

3.5.1. Chemikalien

Agarose

Blue Juice

Chloroform
Diethylether
DNAse- Enzym
EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid

EVA Green®
Formaldehyd
Formamid
Heparin
Isoamylalkohol
Isopropanol

Léangenstandard

MOPS- Puffer

PCR- Mastermix
Phenol

Proteinase K

peq Lab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Zusammensetzung: 87 % Glycerin, 0,25 mol/l EDTA,
0,05 % Bromphenolblau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Universitatsapotheke Halle / Saale, Deutschland
DNAse-Kit DNA-free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA
Ethylendiamintetraacetat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ethidium Bromide Solution, 10 mg/ml, PROMEGA,
Madison, WI, USA

Biotum, Hayward, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

PROMEGA, Madison, WI, USA

Liquemin® N 25 000, Roche

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

GeneRuler ™50bp/100bp DNA- ladder,

Fermentas GmbH, St.- Leon- Rot, Deutschland
Morpholino- Propan- Sulfonsaure- Puffer
Zusammensetzung: 0,2 mol/l MOPS, 0,5 mmol/l EDTA,

3 mol/l Natriumacetat, 40 mol/l NaOH, pH 7,0
PROMEGA, Madison, WI, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
PROMEGA, Madison, WI, USA
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Restriktionsenzyme:

Kpnl, Bsml, Ava |
Pvu Il
Xho I, Pst |

RNAse- freies
Wasser
RNA-Later ™
RT- Kit

SDS (20%)
STE- Puffer

TAE- Puffer

TRIzol® - Reagenz

Fermentas GmbH, St.- Leon- Rot, Deutschland
PROMEGA, Madison, WI, USA

Roche, Mannheim, Deutschland

PROMEGA, Madison, WI, USA

Ambion Inc. Austin, TX, USA

PROMEGA, Madison, Ml, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sodium- Tris- EDTA- Puffer
Zusammensetzung: 10 mM Tris, 100 mM NacCl,
1 mM EDTA, pH-Wert: 8,0
Tris-Acetat-EDTA- Puffer

Zusammenstzung: 50 mol/l Tris, 2 mmol/l EDTA,

50 mmol/l Natriumacetat, pH 8,0

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

3.5.2. Geriéte

Analysesoftware Rotorgene V. 4.6 Corbett Research Inc., Mortlake, NSW, Australien
Eppendorf Centrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Photometer SPECORD S100, Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Software BiolD

Vilber Lourmat, France

Strom/ Spannungsmessgerat Standard Power Pack P25, Biometra GmbH, Géttingen,

Deutschland

Thermomixer comfort 5355 Eppendorf- Netheler- Hinz GmbH, Hamburg,

Thermocycler

Deutschland
Corbett- Research Inc., Mortlake, NSW, Australien

ULTRA — TURRAX® T25 basic IKA® Werke GmbH, Staufen, Deutschland

Zentrifuge

Biofuge 15, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode,
Deutschland
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4. Ergebnisse

4.1. Nachweis des Melatonin-Rezeptor-knockouts

Die kodierende Region der Melatoninrezeptoren MT1 und MT2 besteht aus 2 Exons und einem
dazwischen liegendem Intron. Die Melatonin-Rezeptor-,.knockout“-Mutation wurde durch eine
gezielte Disruption des Exon 1 unter Insertion einer Phosphoglycerat-Neomycin-Kassette
(PGK-neo) geschaffen (Abb. 9):

Exon 1 Exon 2

BamH1  Sacl smal pomH1

A | o » L
BamH 1
L

PGK- neo

BamH 1 Sacl BamH 1

c | i sA—

PGK- neo

Abb. 9: Schaffung einer Melatoninrezeptor-,,knockout“-Mutation, modifiziert nach Jin et al.,
2003; (A)Wildtyp-Allel, (B) targeting vector, (C) Mutiertes Allel.

Der Nachweis des Melatonin-Rezeptor-knockouts im vorliegenden Tiermodell erfolgte mittels
PCR-Analyse der genomischen DNA unter Verwendung bestimmter Primer-Sets entsprechend
der Beschreibung nach Liu et al., (1997) und Jin et al., (2003); siehe dazu auch ,,Material und
Methoden‘“-Abschnitt.

Die hierfiir verwendete DNA wurde jeweils aus dem linken Leberlappen der Tiere mit Hilfe der
unter 3.2.7 beschriebenen Methode zur DNA-Gewinnung isoliert.

Anhand der Auftrennung der spezifischen Produkte mittels PCR-Gelelektrophorese konnte die
Existenz des jeweiligen Melatonin-Rezeptor-knockouts eindeutig belegt werden:
Genotypisierung mit MTNR1a-spezifischen Primern (Abb. 10A) sowie Genotypisierung mit
MTNR1b-spezifischen Primern (Abb. 10B). Insertion der Neo-Kassette verhindert die Bildung
des spezifischen PCR-Produktes ausgehend vom Wildtyp-Allel.
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480bp »

LS 1 2 3 4 5

Abb. 10 A: Nachweis des MT1-Rezeptor-knockouts in DNA aus Lebergewebe der MT1-
knockout (2)- und der MT1/MT2-Doppel-knockout (4)-Mauslinien; die beiden Amplikons
weisen eine MolekulargréBRe von 480bp auf. Nachweis des MT1-Rezeptors in Wildtyp (1)- und
MT2-knockout (3)-Tierlinie. (5) H,O-Kontrolle; LS-Molekulargréfienstandard (100bp ladder).

272bp ¥

Abb. 10 B: Nachweis des MT2-Rezeptor-knockouts in DNA aus Lebergewebe der MT2-
knockout (3)- und der MT1/MT2-Doppel-knockout (4)-Mauslinien; die beiden Amplikons
weisen eine MolekulargréBe von 272bp auf. Nachweis des MT2-Rezeptors in Wildtyp (1)- und
MT1-knockout (2)-Tierlinie. (5) H,O-Kaotrolle; LS-MolekulargréRenstandard (100bp ladder).

4.2. Nachweis der Melatonin-Rezeptoren in verschiedenen Organsystemen der Wildtyp-
Maus

Wie bereits oben erwéhnt, besteht die mMRNA der Gene fir die Melatoninrezeptoren MT1 und
MT2 aus 2 Exons und einem dazwischen liegenden Intron. Zur Beweisfiihrung der Expression
beider Gene in Organsystemen der Wildtyp-Maus wurde die Existenz eines Ausschnittes der
MRNA im Exon 2 (berprift. Anhand der Auftrennung der spezifischen Produkte mittels PCR-
Gelelektrophorese konnte eindeutig die Amplifikation der erwarteten Produkte des mRNA-
Abschnittes des MT1-Rezeptors mit einer Grofie von 353bp und des MT2-Rezeptors mit einer

GroRe von 197bp in allen untersuchten Organen nachgewiesen werden (Abb. 11).
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-500bp 300bp
MT1 -400bp
MT2
353bp > 197bp > -200bp
-300bp
-100bp
-200bp
B
-500bp 3006p
MT1 -400bp MT2
353bp > 197bp > -200bp
-300bp
-200bp -100bp
C
MT1 -400bp
353bp > -300bp
MT?2
197bp > -200bp

Abb. 11: Analyse des PCR-Produktes mit MT1- bzw. MT2-Rezeptor-spezifischen Primern in
verschiedenen Organsystemen der Wildtyp-Maus.

Nachweis der Melatonin-Rezeptoren in (A) Langerhansschen Insel, (B) Leber und

(C) Hypothalamus. Abgebildet sind PCR-Produkte nach Auftrennung im 3%igen

Agarosegel und anschlieender Farbung mit dem UV-anregbaren Farbstoff

Ethidiumbromid sowie einem Molekulargroenstandard (LS: 100bp-ladder).

4.3. Nachweis der Uhrengenexpression in verschiedenen Organsystemen der Wildtyp-
Maus

Eines der Ziele dieser Dissertation war die Untersuchung des maglichen Einflusses des
Melatonin-Rezeptor-knockouts auf das chronobiologische System der Maus. Zur Beweisfiihrung
der Expression der zu untersuchenden Uhren- bzw. Uhrengen-gesteuerten Gene Perl, Dbp und
RevErba in verschiedenen Organsystemen der Maus wurden Pankreata, Leber und
Hypothalamus entsprechend aufgearbeitet und revers transkribiert. AnschlieRend erfolgte die

RT-PCR-Untersuchung der Proben mit Maus-spezifischen Primern fur Per1, Dbp und RevErba.
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Anhand der Auftrennung der PCR-Produkte mittels PCR-Gelelektrophorese konnte eindeutig
die Amplifikation von Perl mit einer GroRRe von 403bp sowie Dbp und RevErba mit einer
Grof3e von 105 bzw. 101bp in allen drei Organsystemen nachgewiesen werden (Abb. 12).
Zusatzlich zu den Proben des Gesamtpankreas wurde hier die Expression der Gene Perl, DBP
und RevErba direkt in der Langerhansschen Insel nachgewiesen.

A
403bp » D W — -400

-300

Ls 1 2 3 4 5 LS

(-200

-100

C -300
RevErba -200
10l1bp » - -100

Ls 1 2 3 4 5 LS

Abb. 12: Gelelektrophoretischer Nachweis der Transkripte von Perl (A), Dbp (B) und RevErba
(C) mit Hilfe der RT-PCR-Technik in Hypothalamus (1), Leber (2),

Pankreas (3) und der Langerhansschen Insel (4) der Wildtyp-Maus. Die H,0-Kontrolle (5) ohne
Einsatz von cDNA diente zum Nachweis eventueller unspezifischer DNA-Verschleppung; LS-
Molekulargroenstandard (100bp-ladder).

Zur Bestétigung der Identitat der amplifizierten Produkte erfolgte zusatzlich eine
Restriktionsanalyse. Wie in Abb. 13 dargestellt, wurden die Amplifikationsprodukte sowohl bei
Perl als auch bei Dbp und RevErba durch die spezifischen Restriktionsenzyme Pst I, Bsm I
bzw. Ava | im Bereich der charakteristischen Erkennungssequenzen geschnitten. Nach der
Auftrennung der entstandenen Fragmente durch die Gelelektrophorese resultierten Banden an

den erwarteten Positionen fur die entsprechenden Restriktionsprodukte.
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< 403bp

<333bp

400-

300~

105bp »
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101bp »
66bp »

Abb. 13: Darstellung der Restriktionsanalyse zur Bestatigung der Identitét der durch Per 1, DBP
und RevErba-spezifischen Primern generierten Amplifikationsprodukte. Dargestellt sind jeweils
die nichtgeschnittenen Ausgangsprodukte sowie die gréReren Fragmente nach der Restriktion
(*). Kleinere Spaltprodukte wandern aufgrund ihrer geringeren MolekulargréRe schneller im
elektrischen Feld und sind im Agarosegel oft nicht mehr detektierbar. Die MolekulargréBRe der
PCR-Produkte in Relation zum Molekularstandard (LS-100bp ladder; ULS-ultra low rage
ladder ) ist in Basenpaaren (bp) angegeben.
(A) Restriktionsanalyse des Per-Amplifikationsproduktes durch das Enzym Pst I in die
erwarteten Fragmente mit einer GroRe von 333 und 70bp. Das 70bp Spaltprodukt ist
nicht abgebildet.
(B) Nachweis der spezifischen Fragmente von 55 und 50bp nach Restriktionsanalyse des
Dbp-Amplifikationsproduktes durch das Enzym Bsm |. Beide Spaltprodukte liegen
hier aufgrund fast gleicher GréRenverhéltnisse Uberlagert vor und sind somit schwer
trennbar.
(C) Restriktionsanalyse des RevErba-Amplifikationsproduktes durch das Enzym Ava |
in die Fragmente von 66 und 35bp. Das 35bp Fragment ist wegen geringer
Molekulargréfie nicht mehr nachweisbar.

4.4, Untersuchungen der diurnalen Uhrengenexpressions-Profile in verschiedenen
Organsystemen der Wildtyp-Maus

Um herauszufinden, ob die Expression der Uhrengene Perl, RevErba und des Uhrengen-
kontrollierten Gens Dbp in verschiedenen Organsystemen der Wildtyp-Maus einem circadianen
Rhythmus folgt, wurden jeweils Pankreas, Leber und Hypothalamus entsprechend aufgearbeitet

und mit Hilfe der quantitativen real-time-RT-PCR untersucht.
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In allen drei untersuchten Organsystemen konnten eindeutig circadiane Anderungen der
Genexpression nachgewiesen werden (Abb. 14).

Die mRNA des transcriptionell Gber E-Box agierenden inhibierenden Faktors Perl zeigen ein
typisches Expressionsmuster mit einem Maximum um 17 Uhr (Pankreas) bzw. 14 Uhr (Leber
und Hypothalamus), sowie einem Expressionsminimum zwischen 5 und 8 Uhr. Auch fir den
tber die Dbp-Box transcriptionell regulierend wirkenden Faktor Dbp konnte eine circadiane
Expressionsdnderung nachgewiesen werden. Das Maximum der Expression liegt hierbei bei 14
Uhr in Hypothalamus und Pankreas und bei 17 Uhr in der Leber, das Minimum ist in allen 3
Organsystemen zwischen 5 und 8 Uhr. Die Transkripte des RevErb/ROR-Box Faktors RevErba
weisen ebenso ein charakteristisches circadianes Muster der Genexpression auf. Im
Hypothalamus und Pankreas liegt das Maximum der RevErba-Expression bei 14 Uhr, in der
Leber ist das Maximum bei 11 Uhr und somit um 3 Stunden vorverlagert. Auch hier liegen die
Expressionsminima bei allen 3 untersuchten Organsystemen zwischen 5 und 8 Uhr.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in den untersuchten Organen die Wildtyp-Maus
tber funktionelle circadiane Oszillatoren verfiigt, was sich im charakteristischen
Expressionsmuster der untersuchten Uhrengene Perl, RevErba und des Uhrengen-
kontrollierten Faktors Dbp &uRRert. Weiterhin kann man von einer mdglichen Organspezifitat im

Expressionsmuster dieser Uhrengene sprechen.
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Abb. 14: Graphische Darstellung der diurnalen Uhrengen-Expressionsprofile in verschiedenen Organsystemen der Wildtyp-Maus.
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4.5. Auswirkungen des Melatonin-Rezeptor-knockouts auf die diurnale

Uhrengenexpression

Um Aussagen tiber mdgliche Veranderungen im chronobiologischen System der Maus in Folge
des Melatoninrezeptor-knockouts treffen zu konnen, wurden die Expressionsprofile der
Uhrengene Perl, Dbp und RevErba in Pankreas, Leber und Hypothalamus im Direktvergleich
zwischen knockout-Tieren und Wildtyp-Tieren (Kontrolle) analysiert. Besonders geachtet wurde
dabei auf mogliche Anderungen der Expressionsamplitude sowie Phasenverschiebungen im

Expressionsmuster der mittels real-time-RT-PCR gewonnenen Befunde.

4.5.1. Pankreatische Uhrengen-Expression

Die circadianen Untersuchungen der Expressionsprofile von Perl, Dbp und RevErba an
Pankreata der knockout-Tiere lassen erkennen, dass die circadiane Rhythmik der Expression
dieser Gene trotz des Rezeptor-knockouts erhalten bleibt (Abb. 15A-C).

Im Expressionsmuster fur Perl in Pankreata der knockout-Tiere zeichnen sich Phasen-, jedoch
keine Amplitudenveranderungen ab (Abb. 15A). Es wird eine leichte Tendenz fur eine
Phasenverschiebung im pankreatischen Expressionsmuster der MT2-knockout-Linie sichtbar.
Bei der Doppel-knockout-Linie lassen sich dagegen deutliche Verdnderungen im Per1-
Expressionsmuster nachweisen. Es zeigt sich hier eine Phasenverschiebung von 6 Stunden mit
einem Maximum der Expression um 23 Uhr. So sind die Expressionsunterschiede zwischen
Wildtyp- und Doppel-knockout-Linien zum 20 Uhr-Zeitpunkt signifikant unterschiedlich mit
einem p < 0,01 (n = 4 - 6) bei einem 2,3fach hoheren Expressionsprofil um 20 Uhr und 4,8fach
héherem Expressionsprofil um 23 Uhr (n = 4, p = 0,0571). Die circadianen Expressionsprofile
fiir RevErba zeigen in allen 3 knockout-Linien einen Anstieg der Transkriptionsamplitude im
Vergleich zum Wildtyp (Abb. 15B). Das RevErba- Expressionsniveau in Pankreata der MT1-
knockout-Linie liegt um 11 Uhr 4,1fach tber dem des Wildtyps und ist somit signifikant héher
(n=4-5, p<0,05). Untersuchungen der pankreatischen RevErba-Expression in der MT2-
knockout-Linie zeigen ebenfalls einen signifikanten Anstieg der Transkriptionsamplitude im
Vergleich zum Wildtyp.Wahrend das Expressionsmuster fur Dbp mit einem Maximum bei 17
Uhr in den Pankreata der Doppel-knockout-Tiere dem des Wildtyps vergleichbar ist (Abb. 15C),
liegen die Expressionsmaxima bei MT2- und MT1-knockout-Linien bei 14 Uhr. Es zeigen sich
aullerdem deutliche Unterschiede der Dbp-Expressionsamplitude bei MT2-knockout-Typ: so ist
die Dbp-Expressionsamplitude der MT2-knockout-Linie zu fast allen Tageszeitpunkten
signifikant hoher und liegt Gber der des Wildtyps (p < 0,0001, two-way ANOVA flr knockout-
Effekt). Zum 14 Uhr-Zeitpunkt ist sie 5fach hoher als die Expressionsamplitude des Wildtyps (n
=7-8,p<0,01). Die Expressionsamplitude bei der Doppel-knockout-Linie ist der des Wildtyps
ahnlich.
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4.5.2. Hepatische Uhrengen-Expression

Auch in der Leber der Wildtyp-Linie folgen die Perl-Expression einem circadianen Muster mit
einem Transkriptions-Maximum um 17 Uhr und einem Minimum um 5 Uhr.

Das hepatische Per1-Expressionsprofil in der MT1-knockout-Linie zeigt eine ebenfalls
circadiane, jedoch im Gegensatz zum Wildtyp stark herabgesetzte Amplitude (Abb. 14D, 16A).
Das Expressionsniveau flr Perl ist im Lebergewebe der Wildtyp-Linie zum 17 Uhr-Zeitpunkt
5,2fach hoher und damit signifikant Gber dem von MT1-knockout-Mé&usen (n = 4, p <0,05).
Ein umgekehrt-proportionales Bild zeigt das Per1-Expressionsmuster im Lebergewebe der
MT2-knockout-Tiere: bei einem Expressionsmaximum um 17 Uhr liegt die
Expressionsamplitude 5fach und zum Zeitpunkt um 20 Uhr 2,4fach hoher, verglichen mit dem
Wildtyp (n = 4, p <0,05). Die hepatische Per1-Expression in den Doppel-knockout-Mé&usen ist
mit der des MT1-knockout-Typs vergleichbar: zu den meisten Zeitpunkten kénnen hier
niedrigere Amplituden im Vergleich zum Wildtyp registriert werden, allerdings kann zu keinem
Zeitpunkt die Signifikanzgrenze erreicht werden.

Circadiane Expressionsmuster lassen sich auch fir RevErba im Lebergewebe der knockout-
Linien nachweisen (Abb. 16B). Die Expressionsamplitude in MT1-knockout-Linie ist im
Vergleich zum Wildtyp reduziert und unterscheidet sich signifikant von dieser zu den
Zeitpunkten 11 und 17 Uhr (n = 4, p < 0,05). Bei der MT2-knockout-Linie zeigen sich dagegen
zu den meisten untersuchten Zeitpunkten erhohte Expressionsspiegel fiir RevErba. Dabei sind
die Expressionsunterschiede fur den Zeitpunkt 14 Uhr signifikant erhéht (n = 4, p < 0,05).

Der Doppel-knockout der Melatonin-Rezeptoren fiihrt zu einer gedampften Expressions-
amplitude von RevErba.

Bei den Untersuchungen der hepatischen Dbp-Expressionsprofile wird eine Phasenverschiebung
des Expressionsmusters in allen 3 knockout-Linien sichtbar: wéhrend sich das
Expressionsmaximum fur Dbp im Wildtyp bei 17 Uhr befindet, wird dieses in allen 3 knockout-
Linien um 14 Uhr gemessen (Abb. 16C). Diese Unterschiede sind in MT1- und Doppel-
knockout-Linien signifikant (n = 4 - 6, p < 0,05). AulRerdem zeigt sich bei den knockout-Tieren
im Gegensatz zum Wildtyp eine leichte Amplitudenddmpfung der Dbp-Expression. So kann
z.B. nur eine 205fache Differenz zwischen Dbp-Expressionsmaximum und —minimum bei der

MT2-knockout-Linie verglichen mit einer 373fachen Differenz im Wildtyp registriert werden.

4.5.3. Hypothalamische Uhrengen-Expression

Im Vergleich zu dem Perl-Expressionsmuster im hypothalamischen Gewebe der Wildtyp-Maus
wird eine Dampfung der Transkriptionsamplitude bei den MT1-knockout-Tieren sichtbar (Abb.
17A): die Maximum-Minimum-Differenz betragt hier nur das 2,2fache gegeniiber einem

5,5fachen Unterschied zwischen den beiden Extrema beim Wildtyp. AufRerdem findet sich bei

41



der MT1-knockout-Linie eine signifikante Phasen-Vorverlagerung des Expressionsmaximums
auf den 8 Uhr Zeitpunkt (n = 5, p < 0,05).

Bei den MT2-knockout-Tieren lasst sich eine geringfligige Steigerung der Perl1-Transkription zu
den Zeitpunkten 17 und 20 Uhr beobachten, zu allen anderen Zeitpunkten findet sich jedoch
eine reduzierte Expressionsamplitude. Der Per1-Expressionsvergleich zwischen Doppel-
knockout-Mausen und dem Wildtyp zeigt signifikante Unterschiede zu den Zeitpunkten 8, 14
und 23 Uhr (n=4 -5, p < 0,05).

Das RevErba-Expressionsmuster weist auch im hypothalamischen Gewebe der knockout-Tiere
einen circadianen Rhythmus auf (Abb. 17B). Bei den MT1-knockout-Tieren I&sst sich eine
starke Expressionsamplituden-Erhéhung (3,6fach hoher gegenliber dem Wildtyp) beobachten.
Signifikante Unterschiede werden besonders zu den Zeitpunkten 11, 14 und 5 Uhr sichtbar

(p < 0,05). Der MT2-Rezeptor-knockout fiihrt auch hier analog zum Dbp-Expressionsprofil
(Abb. 17C) zu einer Dampfung der RevErba-Expressionsamplitude mit signifikant hoheren
Transkriptwerten zu den Zeitpunkten 14, 2 und 5 Uhr beim Wildtyp (p < 0,05). Im
hypothalamischen Gewebe des Doppel-knockout-Typs zeigt sich eine extrem niedrige RevErba-
Expression mit zu fast allen untersuchten Zeitpunkten signifikant erniedrigten Transkript-
spiegeln (Ausnahme: 8 Uhr).

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei den Dbp-Expressionsprofilen im hypothalamischen
Gewebe der knockout-Mé&use (Abb. 17C). Das Fehlen eines funktionellen MT1-Rezeptors fiihrt
zu einer Phasen-Vorverlagerung der Dbp-Expression verbunden mit einer gleichzeitigen
Steigerung des Expressionsmaximums. So liegt der Dbp-Expressionsspiegel der MT1-knockout-
Linie zum 8 Uhr Zeitpunkt signifikant tber dem des Wildtyps (n = 5, p < 0,05). Im Gegensatz
dazu sind Dbp-Expressionsamplitude und -maximum im hypothalamischen Gewebe der MT2-
knockout-Tiere dem des Wildtyps vergleichbar, obwohl sich eine leichte Tendenz zur
Phasenvorverlagerung abzeichnet. Zu den Zeitpunkten 14 und 5 Uhr kénnen hier signifikant
reduzierte Dbp- Transkriptionsspiegel beobachtete werden (n = 6, p < 0,05). Bei der Doppel-
knockout-Linie fallt eine Amplitudendampfung der Dbp-Expression auf: Der Unterschied
zwischen Maximum und Minimum ist hier nur 3fach im Vergleich zur 4,5fachen Extrema-
Differenz beim Wildtyp. Signifikante Expressionsunterschiede werden hier aulerdem

bei 14 und 5 Uhr Zeitpunkten sichtbar (n = 4, p < 0,05).

4.6. Auswirkungen des Melatonin-Rezeptor-knockouts auf die Glukose-Homeostase

Melatonin hat nachweislich einen malgeblichen Einfluss auf den Glucosestoffwechsel.
Dieser auRert sich unter anderem in der direkten rezeptorvermittelten Hemmung der
Insulinsekretion durch das Hormon Melatonin sowie seinem rhythmisierenden Einfluss auf die

pankreatische B-Zelle (Peschke et al., 2002). Der zweite Teil dieser Dissertation befasst sich mit
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moglichen Auswirkungen des Melatonin-Rezeptor-knockouts auf die Glukosehomeostase.Um
diese zu erfassen, wurden circadiane Insulin-Transkriptionsprofile sowie Plasma-Insulin-
Spiegel im Tagesverlauf untersucht. Erganzend dazu wurden Blutglukose-Profile im Tagesgang
erstellt.

4.6.1. Untersuchungen der Insulin-Transkriptionsprofile im Tagesgang

Real-time-RT-PCR-Untersuchungen im Tagesgang der pankreatischen Insulin-Transkripte

(des Ins2 Gens) zeigen Unterschiede im Expressionsmuster zwischen den Wildtyp- und MT1-
knockout-Tieren (Abb. 18A). Transkriptspiegel in den Pankreata der MT 1-knockout-Linie sind
zwischen 8 und 14 Uhr erhoht, liegen jedoch zwischen 17 und 5 Uhr unterhalb denen des
Wildtyps. Nur zum 14 Uhr Zeitpunkt kann ein signifikanter Expressionsunterschied ermittelt
werden (n =4, p <0,05).

Auch beim MT2-knockout-Typ kommt es zur Erhéhung der Insulin-Expression im Tagesgang
mit signifikant erhthtem Transkriptspiegel um 5 Uhr (n = 4, p <0,05). Um 11, 20 und 23 Uhr
liegen hier die Insulin-Transkriptspiegel jedoch unterhalb des Wildtyp-Niveaus. Mit Hilfe des
two-way-ANOVA-Tests wird der signifikante Effekt der MT2-Linie in Hinblick auf die Insulin-
Expression sichtbar (p = 0,0062).

Der Doppel-knockout der Melatonin-Rezeptoren fiihrt ebenfalls zu einer Steigerung der Insulin-
Transkripte zu allen untersuchten Zeitpunkten mit Ausnahme des Wertes um 20 Uhr.

Die Expressionsunterschiede gegentiber dem Wildtyp sind zu den Zeitpunkten 14, 17 und 23
Uhr signifikant (n = 4, p < 0,05). Auch im two-way-ANOVA-Test lasst sich der signifikante
Unterschied zwischen den einzelnen Tierlinien nachweisen (p < 0,0001).

Die Mittelwerte der Expressionsspiegel im Tagesgang (Abb. 18B: hier ohne Berlicksichtigung
des Zeit-Effekts) zeigen signifikante Steigerung der Insulin-Transkriptmenge in MT2-knockout-
(n =32 und 31, p < 0,05) sowie Doppel-knockout-Mausen (n = 36 und 31, p < 0,001).

4.6.2. Diurnale Plasma-Insulin-Profile in Wildtyp- und Melatonin-Rezeptor-knockout-

Tieren

Um einen maglichen Effekt des Melatonin-Rezeptor-knockouts auf die Insulin-Sekretion
nachzuweisen, wurden Insulin-Plasmaspiegel in Tagesgangserien von Wildtyp- und Knockout-
Tieren mit Hilfe des Insulin-Radioimmunoassay (RIA) untersucht.

Ergebnisse dieser Untersuchung, zusammengefasst in Abb. 19A, zeigen, dass die Insulin-
Plasmaspiegel bei Wildtyp-Mausen einen circadianen Rhythmus mit Sekretionspeaks am spaten
Nachmittag (17 Uhr) sowie in der Nacht (2 Uhr) aufweisen. Dabei betrédgt der Unterschied
zwischen dem Maximum (17 Uhr) und Minimum (8 Uhr) der Insulin-Konzentration bei den
Wildtyp-Tieren bis zum 3,26fachen. Im Gegensatz dazu zeigen die MT1-knockout-Tiere eine

herabgesetzte Sekretionsamplitude mit einer nur 2,36fachen Differenz zwischen den Extremata.
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Die Insulinspiegel im Plasma der MT1-knockout-M&use liegen zu den Zeitpunkten 14, 17, 23, 2
und 5 Uhr unterhalb von deren des Wildtyps. Wie der Abb. 19B zu entnehmen ist, sind die
mittleren Insulinspiegel bei MT1-knockout-Tieren deutlich, jedoch nicht signifikant, reduziert
(27,29 + 3,550, n = 66 vs. 34,11 £ 5,037, n = 62). Bei der MT2- knockout-Linie zeigt sich ein
ahnliches Bild: wahrend zu den Zeitpunkten 8 und 11 Uhr hohere Insulin-Plasmaspiegel
gemessen werden, liegen zu allen anderen untersuchten Zeitpunkten erniedrigte Werte vor. Die
mittleren Insulinwerte in Seren der MT2-knockout-Linie weichen signifikant von denen des
Wildtyps ab (23,45 + 2,561, n = 63 vs. 34,11 £ 5,037, n = 62). Die Doppel-knockout-Tiere
weisen ebenso stark herabgesetzte Plasma-Insulin-Werte im Tagesgang mit Ausnahme des

8 Uhr Zeitpunkts auf. Auch hier wird ein signifikanter Unterschied der einzelnen Tierlinien
beim Vergleich der Insulin-Mittelwerte sichtbar (Abb. 19B: 24,99 £ 5,082, n = 61 vs. 34,11 +
5,037, n = 62, p < 0,05). Zusammengefasst lasst sich sagen, dass in Seren aller drei knockout-

Linien reduzierte Insulin-Konzentrationen im Vergleich zum Wildtyp vorliegen.

4.6.3. Diurnale Blutglukose-Profile bei Wildtyp- und Melatonin-Rezeptor-knockout-Tieren

Da Dysregulationen der circadianen Rhythmen sich auf die Zusammenarbeit der fir die
Glukose-Homeostase wichtigen Organe Pankreas, Leber und Gehirn auswirken und zu
pathologischen Stérungen der Blutglukose-Profile fiihren kénnten, wurden Blutglukose-
Konzentrationen in Seren der Wildtyp- und Knockouttiere gemessen.

Die von einer groRen Anzahl der Tiere jeder untersuchten Linie (n =8 - 17 Tiere pro Zeitpunkt)
erhobenen Daten sprechen fir das Vorliegen eines diurnalen Rhythmus der Blutglukosespiegel.
Die Ergebnisse, zusammengefasst in Abb. 20A und B, zeigen Unterschiede in Blutglukose-
Spiegeln zwischen den Wildtyp- und MT1-knockout-Tieren. Dabei liegen die gemessenen
Blutglukose-Werte beim MT 1-knockout-Typ wahrend der fast gesamten Tageszeit (Ausnahme:
14 Uhr Zeitpunkt) deutlich héher Uber denen des Wildtyps. Mit Hilfe des two-way-ANOVA.-
Tests wird der signifikante MT1-knockout-Effekt in Hinblick auf die Blutglukose-Konzentration
sichtbar (p = 0,0082). Beim Vergleich der Mittelwerte der Blutglukose-Konzentrationen aller
Wildtyp- und MT1-knockout-Tiere ohne Berlicksichtigung der Tageszeit (Abb. 15B) wird dieser
signifikante Unterschied der einzelnen Linien noch einmal deutlich (n(WT) = 104, 8.8 £ 0.15
vs. n(MT1) =124, 9.5 £ 0.16; p < 0,01 Mann-Whitney-t test; n = Anzahl der Tiere).

Der Vergleich zwischen den Wildtyp und MT2-knockout-Blutglukose-Spiegeln zeigt ein
anderes Bild: mit Ausnahme der Zeitpunkte 11 und 5 Uhr weisen die MT2-knockout-Tiere
niedrigere Blutglukose-Werte als die des Wildtyps auf. Dieser Unterschied erweist sich jedoch
als nicht signifikant (n(WT) = 104, 8.754 £ 0.1462 vs. n(MT2) = 106, 8,468 £ 0.1117). Der
Ausfall beider Melatonin-Rezeptoren in der Doppel-knockout-Linie verursacht erniedrigte

Blutglukose-Konzentrationen wéhrend der Hellphase, jedoch erhéhte Werte wahrend der
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Dunkelperiode. Auch hier ist dieser Unterschied nicht signifikant (n(WT) = 104, 8.8 £ 0.15 vs.
n(MT1/MT2) =98, 8,3 + 0.13; n = Anzahl der Tiere). Im two-way-ANOVA-Test wird jedoch
der signifikante Unterschied zwischen den einzelnen Tierlinien sichtbar (p = 0,0016).
Verallgemeinernd lasst sich feststellen, dass der Melatonin-Rezeptor-knockout einen Einfluss
auf die Blutglukose-Spiegel hat, welcher sich jedoch je nach Rezeptor-knockout-Typ
unterscheidet.
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Abb. 15: Graphische Gegenliberstellung der diurnalen Expressionsprofile von Perl (A),
RevErba (B) und Dbp (C) in Pankreata der Wildtyp- und knockout-Linien.

Der schwarze Balken gibt die Zeitdauer der Dunkelphase an. Signifikante Linienunterschiede
sind durch einen Stern * gekennzeichnet.
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Abb. 16: Graphische Gegenliberstellung der diurnalen Expressionsprofile von Perl (A),

RevErba (B) und Dbp (C) der Leber von Wildtyp- und knockout-Linien. Der schwarze Balken

gibt die Zeitdauer der Dunkelphase an. Signifikante Linienunterschiede
sind durch einen Stern * gekennzeichnet.
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Abb. 17: Graphische Gegeniiberstellung der diurnalen Expressionsprofile von Perl (A),
RevErba (B) und Dbp (C) in Hypothalami von Wildtyptieren und den der knockout-Linien.
Der schwarze Balken gibt die Zeitdauer der Dunkelphase an. Signifikante Linienunterschiede
sind durch einen Stern * gekennzeichnet.
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Abb. 18: Ubersicht tiber Insulin (Ins2)-Expression in Pankreata von Wildtyp- und knockout-

Tieren. Signifikante Expressionsunterschiede zwischen den Tierlinien wurden mit * (p < 0,05)

bzw. mit *** (p < 0,001) gekennzeichnet.

Der schwarze Balken gibt die Zeitdauer der Dunkelphase an.

(A) Graphische Darstellung der relativen diurnalen Insulin-Expressionsprofile in
Pankreata von MT1-, MT2- und Doppel-knockout-Tieren im Direktvergleich zum

Wildtyp (Kontrolle).

(B) Darstellung der Mittelwerte der Insulin-Expressionsspiegel im Balkendiagramm.

49



90- - WT
- A-
80- MT1
T ¥ MT2
70+ --6- MT1/MT2
601
: 50-
©
g 401
o
301
201
104
O 1 1 1 1 1 1 1 1
8 11 14 17 20 23 2 5
Zeit [h]

pmol/I

MT2 MT1/MT2

Abb. 19: Ubersicht tiber Insulin-Sekretion bei Wildtyp- und knockout-Tieren.

Signifikante Expressionsunterschiede zwischen den Tierlinien wurden mit * (p < 0,05) bzw. mit

** (p < 0,01) gekennzeichnet. Der schwarze Balken gibt die Zeitdauer der Dunkelphase an.

(A) Graphische Darstellung der diurnalen Plasma-Insulinprofile in MT1-, MT2- und
Doppel-knockout-Tieren im Direktvergleich zum Wildtyp (Kontrolle).

(B) Darstellung der Mittelwerte der Insulin-Sekretionsspiegel im Balkendiagramm.
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Abb. 20: Ubersicht tiber Glukose-Konzentrationen in Seren der Wildtyp- und knockout-Tiere.

Signifikante Expressionsunterschiede (p < 0,05) zwischen den Tierlinien wurden mit *

gekennzeichnet. Der schwarze Balken gibt die Zeitdauer der Dunkelphase an.

(A) Graphische Darstellung der diurnalen Blutglukose-Profile bei MT1-, MT2- und
Doppel-knockout-Tieren im Direktvergleich zum Wildtyp (Kontrolle).

(B) Darstellung der Mittelwerte der Blutglukose-Konzentrationen im Balkendiagramm.



5. Diskussion

Der regelméRige Wechsel von Tag und Nacht hat tiefgreifende Auswirkungen auf alle Bereiche
des Lebens. Infolgedessen laufen zahlreiche physiologische VVorgénge wie z. B.Schlaf/
Wachverhalten, Stoffwechselaktivitat, Blutdruck, Kdrpertemperatur und Hormonproduktion
rhythmisch ab. Die Rhythmen sind an unsere 24-stiindige Photoperiode gekoppelt (Hastings et
al., 2003). Melatonin vermittelt Veranderungen in der Photoperiode an den Sdugerorganismus.
Die Wichtigkeit der tageszeitlichen Abhangigkeit physiologischer Prozesse fiir die Regulation
der Glucose-Hom@ostase wurde in zahlreichen Publikationen verdeutlicht. Die Arbeitgruppe um
Boden (Boden et al., 1996b, 1999) konnte tagesperiodische Schwankungen der Insulinsekretion
beim Menschen nachweisen und folgerte daraus, dass Storungen der endogenen Rhythmik
sowie deren Fehlsteuerung ein Teil des Ursachenkomplexes fiir den Diabetes Typ 2 darstellen.
Es ist aullerdem bekannt, dass auch der Blutglucosespiegel circadian-rhythmisch reguliert wird
(in vivo-Versuche Gagliardino et al., 1984; in vitro-Versuche Peschke und Peschke 1998).

Die bisherigen Untersuchungen sowohl am Menschen, als auch am Tiermodell der Typ 2
diabetischen Ratte, sprechen flr einen Antagonismus zwischen Melatonin und Insulin. Es hat
sich gezeigt, dass Patienten mit Typ 2 Diabetes bei erhohten Insulinwerten verringerte
Melatoninspiegel wahrend der Nacht aufweisen (Peschke et al., 2006b).

Weiterhin sprechen RT-PCR-Analysen von humanem Pankreasmaterial, im Vergleich mit
altersgleichen normoglykamischen Kontrollen, fir eine Aufregulation von MT1- als auch MT2-
Rezeptoren bei Typ 2 diabetischen Patienten (Peschke et al., 2007). Dies ist ein Befund, der als
Kompensation des Systems flr die in einer friheren Studie gemessenen, erniedrigten
Melatoninspiegel gewertet werden kann (Peschke et al., 2006b).

Ein &hnliches Bild zeigten Untersuchungen am Tiermodell der Typ 2 diabetischen Goto-
Kakizaki (GK)-Ratte. Auch hier wurden erhdhte Insulinspiegel und verringerte Plasma-
Melatoninwerte bei erhéhter pankreatischen MT1-Rezeptorexpression registriert (Peschke et al.,
2006b), ohne dass bislang die Ursache-Wirkungsbeziehungen vollstandig aufgeklart worden
sind. Die erhobenen Befunde sprechen jedoch fiir eine enge Kopplung beider Hormonsysteme
im in vivo-System. Schliel3lich unterstiitzen Befunde an einem kiinstlich induzierten Typ 1
diabetischen Modell der Ratte, bei dem durch das radikalgenerierende Streptozotocin die B-
Zellen spezifisch zerstort wurden, die zuvor postulierte Hypothese. Hier zeigte sich ndmlich,
dass, in Umkehrung des NIDDM Typ 2-diabetischen Tiermodells, niedrige oder nicht messbhare
Insulinspiegel mit sehr hohen Melatoninwerten koinzidieren. Der circadiane Rhythmus der
Melatoninsynthese, begleitet von circadianen mRNA-Profilen der Uhrengenexpression, blieb
dabei erhalten. Da sowohl PCR-technisch, als auch immuncytochemisch Insulinrezeptoren im
Pinealorgan nachweisbar sind, lassen diese Ergebnisse Riickkopplungseffekte des Insulins auf

die Melatoninsynthese vermuten (Peschke et al., 2008). Anfang 2009 wurden mehrere Studien
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zur genetischen Assoziation des MT2-Rezeptors mit diabetogenen Veréanderungen der
Stoffwechsellage des Menschen publiziert und bekréftigen damit mdgliche Funktionen des
MT2-Rezeptors im Zusammenhang mit den bekannten glukosehom@ostatischen Wirkungen der
pankkreatischen Insel (Bouatia-naji et al., 2009; Lyssenko et al., 2009; Propenko et al., 2009;
Staiger et al., 2009). Die Mitarbeiter um Prokopenko analysierten in mehreren Studien das
gesamte Erbgut von ca. 37.000 Personen und verglichen das stoffwechselgesunder Personen
und Typ 2 Diabetiker. Dabei wurde man auf eine Variante in dem Gen aufmerksam, welches fur
die Bildung des Melatonin-Rezeptors MT2 verantwortlich ist. Bei Personen, die diese Variante
trugen, fanden sich in bis zu 20 % der Falle ein erhdhtes Niichtern-Blutzucker oder ein Typ 2-
Diabetes (Prokopenko et al., 2009). Eine andere zeitgleich veroffentliche Publikation liefert eine
mogliche Erklarung fir den Zusammenhang zwischen Melatonin und dem Risiko, an Typ 2-
Diabetes zu erkranken: Lyssenko und Mitarbeiter bestétigten Befunde von Mihlbauer und
Peschke (2007), Peschke et al. (2007) sowie Ramracheya et al. (2008), dass die Melatonin-
Rezeptoren MT2 auch in den Insulin-produzierenden Zellen des Pankreas vorhanden sind. Die
R-Zellen der Personen mit der oben beschriebenen Genvarianten bilden offenbar besonders viele
Melatonin-Rezeptoren vom Typ MT2 aus. Durch Versuche mit Zellkulturen wurden friihere
Befunde von Peschke et al. (2007), Stumpf et al. (2008, 2009) bestétigt, dass Melatonin die
Insulinausschiuttung aus den R3-Zellen verringert (Lyssenko et al., 2009).

Bislang ist wenig Uber die synchronisierende Funktion des Melatonins beztiglich anderer
Organe oder Zellsysteme bekannt. Da membanstandige Melatoninrezeptoren jedoch an
mehreren anderen Zellsystemen beschrieben worden sind (Pars tuberalis; von Gall et al., 2002;
Gehirn, Herz, Lunge, Leber, und Niere, Naji et al., 2004), ist von einer allgemeinen
Zeitgeberfunktion dieses Hormons im Sauger auszugehen. Peschke und Peschke (1998) konnten
erstmalig an endokrinen Ratteninseln nachweisen, dass unter in vitro-Bedingungen ein
peripherer Oszillator die tagesrhythmische Sekretionsleistung der pankreatischen R-Zelle steuert
und dass Melatonin eine Zeitgeberfunktion auf die Inselsekretion ausibt, indem es eine
Verschiebung (Vorverlegung) der Sekretionsphasen um 9 Stunden bewirken kann. Delattre et
al. (1999) sowie Picinato et al. (2002) konnten diese Ergebnisse bestétigen. Eine kausale
Erklarung fiir die beobachteten circadian-rhythmischen Sekretionsprozesse der pankreatischen
Insel steht noch aus, man halt aber einen direkten oder indirekten Einfluss von Uhrengenen fir
mdglich. Molekulare Komponenten der ,,Circadianen Uhr mit ihren charakteristischen
Expressionsmustern von Uhrengenen konnten am Modell des Rattenpankreas eindeutig
nachgewiesen werden (Muhlbauer et al., 2004).

Neben dem endokrinen Pankreas spielt auch die Leber eine wichtige Rolle in der Glucose-
Homdostase. Damiola et al. (2000) konnten zeigen, dass Fitterungszeiten bei Ratten ein
wesentlicher Zeitgeber flr die Expressionsdynamik von Uhrengenen und damit fiir die Funktion

der ,,Circadianen Uhr* in der Leber ist. Aul3erdem liefern sie den Nachweis, dass die
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,peripheren Uhren” anderen Zeitgebern folgen als die (tageslichtabhédngige) ,,Zentraluhr* im
SCN und belegen damit die Existenz peripherer Oszillatoren, mit denen Organe selbst ihre
internen Funktionen circadian-rhythmisch steuern. Dieser Aspekt ist insofern von klinischer
Bedeutung, als allgemein Stérungen circadianer Ablaufe im Zusammenhang mit
krankheitsgenerierenden Ursachen gesehen werden (Arendt et al., 2006). So kdnnte die
Zunahme Typ 2-diabetischer Erkrankungen beim Menschen als moglicher Ausdruck einer
dauerhaften Stérung natirlicher tageszeitabhangiger Korperfunktionen erklaren. Es ist bekannt,
dass der Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme wesentlich den circadianen Rhythmus der Leber und
mit Sicherheit des Pankreas beeinflusst (Damiola et al., 2000). Uber welchen Weg die
Einflussnahme erfolgt, ist jedoch noch weitgehend unbekannt.

Ziele dieser Arbeit waren Untersuchungen an MT-Rezeptor-knockout-Mausen (Linien MT1,
MT2 und MT1/MT2), um festzustellen, welchen Einflul} fehlende Melatonin-Rezeptoren auf
die Glucose-Homoostase im Tiermodell haben.

Zwei vorrangige Fragen galt es zu beantworten:

(1) Wie &uRert sich der durch Rezeptor-kockout fehlende Melatonin-Einfluss auf die
Expression der Uhrengene, resultieren daraus organspezifische Amplituden- und/oder

Phasenveranderungen?

(2) In wiefern wird die Glucose-Homdostase durch den Wegfall der Melatonin-

Signaltransduktionskaskaden beeinflusst?

Die hier vorliegenden Ergebnisse der Experimente an Melatonin-Rezeptor-knockout-Mausen
sollten in Hinblick auf diese Fragen diskutiert werden.

Es soll aber auch vergleichend betrachtet werden, in wie weit die in der vorliegenden Arbeit
dokumentierten Befunde vergleichbar sind mit den Daten, die bereits zuvor von anderen
Arbeitsgruppen erhoben wurden, bzw. ob die gewonnenen Befunde zur kausalanalytischen

Klarung offener Fragen beitragen kénnen.

5.1. Das untersuchte Tiermodell

Die bereits oben angesprochenen Fragestellungen dieser Arbeit wurden an den ebenfalls zuvor
charakterisierten transgenen Tiermodellen der Hausmaus (Mus musculus) untersucht. Die 4
Tierlinien der urspriinglich im Labor der Arbeitsgruppe um Steven M. Reppert (Laboratory of
Developmental Chronobiology, Pediatric Service Massachusetts General Hospital and Harvard
Medical School, Boston, Massachusetts, USA) erzeugten (melatoninprofizienten) Stamme,
namlich die des Wildtyps (WT), sowie die des MT1-Rezeptor-knockouts, des MT2-Rezeptor-

knockouts und des Doppel-knockouts standen uns aufgrund einer Kooperation mit Jorg Stehle
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(Goethe-Universitat Frankfurt) zur Verfligung. Die Vorteile der Nutzung dieses Tiermodells
liegen zum einen darin, dass das reproduktive System der Hausmaus verhaltnisméfig
unempfindlich gegeniiber Anderungen der Photoperiode ist.

Das reproduktive Alter ist bei der Maus mit ca. 6 Wochen nach der Geburt erreicht, pro Wurf
sind ca. 6 bis 8 Jungtiere zu erwarten, was eine ziigige Zusammenstellung der zu
untersuchenden Zeit-Gruppen ermdglicht. Zum anderen bietet sich die Maus als Versuchstier
an, da die genetische Manipulation dieser Spezies dank embryonaler Stammzelllinien gut
etabliert ist, so dass knockout-Modelle erzeugt werden kénnen.

Nachteilig wirken sich vor allem Zuchtschwierigkeiten wie beispielsweise Kannibalismus und
Viruserkrankungen aus, die unter Umstanden langere Arbeitspausen nach sich ziehen, sowie

geringe Blut- und Organvolumina der Tiere.

5.2. Melatonin-Rezeptor-knockout und nachfolgende Auswirkungen auf die
Uhrengenexpression

Seit dem Nachweis der MT1-Rezeptor-Expression in verschiedenen Organen wie der
pankretischen B-Zelle (Peschke et al., 2000, 2002; Kemp et al., 2002), dem Hypothalamus (Liu
et al., 1997) und der Leber (Naji et al., 2004), war es nur eine Frage der Zeit bis zur
Generierung eines knockouts dieser Isoform. Man erhoffte sich damit, einen besseren Einblick
in die organspezifischen Funktionen zu gewinnen, die Melatonin Uber diesen Rezeptor
moduliert, vor allem aber die Bedeutung fiir den SCN. Aber auch der knockout der zweiten
Rezeptor-Isoform, des MT2-Rezeptors, war vom grof3en Interesse, denn er trug mafigeblich zur
Aufklarung der synchronierenden Melatonin-Wirkung bei.

Naji und Mitarbeiter konnten jedoch im Gegensatz zu den Befunden dieser Arbeit keine MT2-
Rezeptor-Transkripte im Lebergewebe der Maus nachweisen (Naji et al., 2004), was
mdglicherweise durch eine, verglichen mit der des MT1, viel schwachere MT2-Rezeptor-
MRNA-Expression, auch verbunden mit einem wenig spezifischen Primerdesign, zu erklaren
ist. Analog zu den charakteristischen Expressions-Profilen der molekularen Komponenten der
,,Circadianen Uhr* im Rattenpankreas (Mihlbauer et al., 2004) konnten auch in dieser Arbeit
vergleichbare Expressionsmuster der Uhren- sowie Uhrengen-kontrollierter-Gene in den
untersuchten Organsystemen sowohl im Wildtyp als auch in den Melatonin-Rezeptor-knockout-
Linien nachgewiesen werden. Dies spricht fuir den Erhalt der intakten circadianen Uhr in diesen
Mausorganen, auch flir den Fall der Meltoninrezeptordeletion (MT1, MT2, MT1/MT2). Im
Einklang mit den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen an Leber und Pankreas beobachteten
Dinet und Korf (2007) ebenfalls eine intakte Tag/Nacht-Rhythmik der CREB- und Uhrengen-
Proteine, allerdings einhergehend mit einer Amplituden-Erhéhung in der Retina von MT1- oder
MT2-knockout-Mé&usen.
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5.2.1. Melatonin-Rezeptor-knockout und die Uhrengenexpression im Pankreas

Hinsichtlich der pankreatischen Per1-Expression in MT1-knockout-Mé&usen konnte nur eine
geringfiigige Phasenverschiebung beobachtet werden, auch das Amplitudenprofil blieb
weitgehend unveréndert, was wiederum fir eine funktionell intakte ,,Circadiane Uhr* in diesem
Organ trotz des MT1-Rezeptor-knockouts spricht. Auch die Expressionsmuster von RevErba
und dem ,,Output-Gen™ Dbp zeigen nur marginale Veranderungen: fiir RevErba eine leichte
Erhohung der Amplitude sowie, wie auch fur Dbp, eine Phasen-Vorverlagerung um 3 Stunden.
Ausgehend von den erhobenen Expressionsbefunden kann man von einer weitgehenden MT1-
Rezeptor-Unabhangigkeit der ,,Circadianen Uhr im Maus-Pankreas sprechen.

Effekte des MT2-Rezeptor-knockouts tiberschreiten die des MT1-knockouts insofern, als eine
starke (signifikante) Erhéhung der Expressionsamplitude fiir RevErbo und Dbp beobachtet
wurde, was flr ein mogliches Indiz fiir Fehlfunktion der ,,Inneren Uhr* im Pankreas auf Grund
der MT2-Rezeptordeletion angesehen werden kann. Im Expressionsmuster von Perl in den
Pankreata von MT2-knockout-Tieren deutet sich auch eine leichte Phasenverschiebung (im
Sinne einer Ruckverlagerung um 3 Stunden des Expressionsmaximums) an.

Der Melatonin-Rezeptor-Doppel-knockout fiihrt zu einer Phasen-Riikverlagerung von 6 Stunden
im Expressionsmuster des Uhrengens Perl. Die Tatsache, dass Melatonin einen
synchronisierenden Effekt auf das Pankreas und die pankreatische Insel ausibt (Peschke und
Peschke, 1998), wird vor allem durch diesen in vivo Befund unterstrichen. Die Uberzeugung,
dass synchronisierende Wirkungen des Melatonins im SCN ausnahmslos tiber MT2-
Rezeptorsignale vermittelt werden (Liu et al., 1997; Jin et al., 2003), erwies sich mehr als
tUberraschend, berlicksichtigt man die sehr schwachen Expressionsergebnisse dieser Rezeptor-
Isoform. Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Daten sprechen dafr, dass dieser Sachverhalt
auch fur das Pankreas zutreffen konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen auch dafiir, dass
der synchronisierende Effekt des Melatonins vorwiegend MT2-Rezeptor mediiert ist. Dabei ist
die MT2-Rezeptor-Expression in diesem Tiermodell vergleichbar niedrig, verglichen mit
Ratten- oder humanem Material (Muhlbauer und Peschke, 2007; Peschke et al., 2007). Dem
MT1-Rezeptor fallt hier eine eher unterstiitzende Rolle zu. Bezliglich der Expression von
Melatonin-Rezeptoren in der humanen pankreatischen 3-Zelle existieren kontroverse
Vorstellungen. Wahrend einige Autoren die Expression beider Rezeptor-Isoformen in der 3-
Zelle nachweisen konnten (Lyssenko et al., 2008), gehen andere Wissenschaftler davon aus,
dass die MT1-Rezeptor-Isoform gar nicht in der R-Zelle des Menschen, aber in der der Maus

(Min6 R-Zelllinie der Maus) exprimiert wird (Ramracheya et al., 2008).

5.2.2. Melatonin-Rezeptor-knockout und die hepatische Uhrengenexpression

In der Leber fiihrt der MT1-knockout zu einer schweren Dampfung der Perl-Amplitude, ein

ahnliches Bild kann auch bei Doppel-knockout-Tieren beobachtet werden. Dies lasst auf eine
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starker ausgepragte Funktion dieser Rezeptor-Isoform im Lebergewebe schlielen. Zu &hnlichen
Ergebnissen kommen auch die Mitarbeiter der Arbeitsgruppe um von Gall, die sich mit den
Pinealorganen der Melatonin-Rezeptor-knockout-Tiere beschéftigten. Sie untersuchten die Pars
tuberalis (PT) von Mausen als Modellsystem eines Melatonin-abhéngigen peripheren
circadianen Oszillators mit der Fragestellung nach Funktion der Melatonin-Rezeptoren fir die
Regulation der Uhrengenexpression in der Pars tuberalis. Dabei konnten sie feststellen, dass die
MT1-knockout-Tiere im Gegensatz zum Wildtyp eine stark reduzierte Expression von Perl und
einen erhohten Prolaktinspiegel im Plasma aufwiesen (von Gall et al., 2002). Die Deletion des
MT1-Rezeptors hat auch massive Auswirkungen auf die Expression der brigen Uhrengene in
der Pars tuberalis. In der PT der MT1-knockout-Maus ist die Expression vom Cryl sowie die
der positiven Regulatorgene Bmall und Clock gegeniiber dem Wildtyp drastisch reduziert (von
Gall et al., 2005). Daher wird der MT1-Rezeptor maligeblich fiir die Aktivierung der Expression
dieser Uhrengene in der Pars tuberalis sein. Im Gegensatz dazu sind jedoch sowohl die Per2- als
auch die Cry2-mRNA in der Pars tuberalis durch die Deletion des MT1-Rezeptors nicht
beeintrachtigt (Jilg et al., 2005).

Der MT2-Rezeptor scheint fur die Regulation der Uhrengenexpression in der PT der Maus
entbehrlich zu sein (von Gall et al., 2005). Im Gegensatz dazu verursacht der MT2-knockout in
der vorliegenden Arbeit eine starke Erhohung der Perl-Expression zum Zeitpunkt des
Expressionsmaximums im Lebergewebe der Wildtyp-Maus.

RevErba-Expressionsprofile zeigen entweder eine leichte Amplitudendampfung (MT1-
knockout) oder eine geringe Phasen-Verspéatung um drei Stunden, wohingegen Dbp-
Expressionsprofile aller knockout-Linien eine 3stiindige Phasen-Vorverlagerung aufweisen.
Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass aufgrund der vorgestellten Untersuchungen der
MT1-Rezeptor-knockout (auch sichtbar bei Doppel-knockout-Tieren) einen stark dampfenden
Effekt auf die Perl-Expression als Indikator circadianer Schwingung im Lebergewebe ausiibt,
und das im Gegensatz zum MT2-Rezeptor-knockout. Analysen der diurnalen Rhythmen der drei
in dieser Arbeit untersuchten Uhren- bzw.- Uhrengen-kontrollierten Gene in Pankreas und
Leber unterstiitzen den Zusammenhang zwischen einer unverzichtbar wichtigen
Melatoninwirkung sowohl in Bezug auf Periodizitat als auch auf die Amplitude der gemessenen
Transkripte. Da Leber und Pankreas in einer engen Kooperation bezliglich Sicherstellung und
Aufrecht-erhaltung von Blutglucosespiegel arbeiten, wiirde man eine Rhythmus-
Synchronisation in diesen Organen erwarten. Bei Wildtyp-Mausen scheint eine entsprechende
Rhythmus-synchronisation zwischen den beiden Organen vorzuliegen, denn Perl-, RevErba-
und Dbp-Expressionsprofile folgen in beiden Organsystemen einem ahnlichen Muster mit
einem Expressionsmaximum um die Tagesmitte. Bei den knockout-Tieren ist dieses jedoch
verandert, was wiederum als Indiz fur eine fehlende synchronisierende Wirkung des Melatonins

flr die Zusammenarbeit dieser beiden Organsysteme gewertet werden muf3.
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5.2.3. Melatonin-Rezeptor-knockout und die Uhrengenexpression im Hypothalamus

Im Hypothalamus fiihrt der MT1-knockout zu einer Phasen-Vorverlagerung im Perl-
Expressionsmuster mit einem ahnlichen, jedoch geringeren Effekt bei MT2- und Doppel-
knockout-Tieren. Deletion des MT2-Rezeptors verursacht im Hypothalamus eine signifikante
Erhéhung des Perl-Transkripts zum Zeitpunkt des Expressions-Maximums. Diese Beobachtung
kann zum einen als organspezifische MT2-Rezeptor-mediierte Wirkung des Melatonins
interpretiert werden, nadmlich eine primér synchronisiserende Funktion des Melatonins im
Pankreas und ein primér Amplituden-regulierender Effekt sowohl in der Leber als auch im
Hypothalamus. RevErba und Dbp-Expressionsprofile zeigen eine Phasen-Vorverlagerung in
den MT1-knockout-Tieren und eine Amplitudenddmpfung nach der MT2-Rezeptor-Deletion,
die noch starker ausgepragt ist in der Doppel-knockout-Linie. Melatonin kénnte als
verbindender, synchronisierender Faktor fir die drei in dieser Arbeit untersuchten Organe
fungieren. Allerdings ist denkbar, dass auch Glukose (Hirota et al., 2002) oder Glucocorticoide

(Rutter et al., 2002) als synchronisierende Substanzen wirken.

5.3. Melatonin-Rezeptor-knockout und sein Einfluss auf die Glucose-Homdostase

Zahlreiche zuriickliegende Arbeiten machen deutlich, dass die pankreatische 3-Zelle Melatonin-
Rezeptoren vom MT1-Typ aufweist und dass Melatonin-Applikation zu einer Senkung der
Insulinsekretion fiihrt (Peschke et al., 2000, 2002; Kemp et al., 2002). Der beschriebene
Mechanismus der Senkung der Insulinsekretion beruht auf einer Bindung der membran-
standigen MT1-Rezeptoren an hochaffine Pertussistoxin-sensitive inhibitorische GTP- bindende
(Gi)-Proteine. Die weitere Signaltransduktion erfolgt Gber das Adenylatcyclase-cAMP-System
mit nachfolgender cAMP-Senkung.

Lange Zeit konnten keine Anhaltspunkte fur die Existenz von MT2-Rezeptor auf der B-Zelle
gefunden werden (Kemp et al., 2003, Peschke et al., 2000). Aber auch diese Rezeptor-Isoform
wird in der pankreatischen Insel der Ratte exprimiert, allerdings bleibt die Expressionshéhe
stark hinter derjenigen des MT1-Rezeptors, namlich um das 86fache zurtick (Muhlbauer und
Peschke, 2007). Diese Befunde wurden kurz darauf am menschlichen Pankreas bzw. der Insel
bestatigt (Peschke et al., 2007).

Auch in der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis beider Melatonin-Rezeptor-Isoformen in
der pankreatischen Insel der Wildtyp-Maus (Abb. 11A), was zur Annahme fiihrt, dass die
Insulin-Expression, welche CREB moduliert ablauft (Oetjen et al., 2006), direkt durch
Melatonin beeinflusst werden kdnnte. Auch wenn die Diskussion um den Einfluss von
Melatonin auf den Glukosestoffwechsel noch nicht abgeschlossen ist, erfreut sich dieses
Themengebiet eines wachsenden Interesses. Das sich die beiden Hormonsysteme, die des
Pineals und der Insel gegenseitig beiflussen, konnte bereits eindriicklich in den anfangs

erwahnten Publikationen verdeutlich werden. Einige neuere Arbeiten diskutieren einen
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Zusammenhang zwischen Diabetes und Genvarianten des MT2-Rezeptors, ohne allerdings
einen Funktionszusammenhang zu liefern (Bouatia-Naji et al., 2009; Lyssenko et al., 2009;
Prokopenko et al., 2009). Versucht man jedoch die Datenlage in Bezug auf die Veranderungen
im Glukosestoffwechsel bei den Melatonin-Rezeptor-knockout-Tieren systematisch zu
analysieren, so findet man keine vergleichbaren Studien. Insofern sind die Ergebnisse dieser
Arbeit Neuland, die den Weg fiir weitere Untersuchungen vorbereiten.

In der vorliegenden Arbeit fiihrt insbesondere der Doppel-Rezeptor-knockout und der damit
verbundene Wegfall der inhibierenden Funktion des Melatonins auf das Adenylatcyclase-
CAMP-System zu einer stark signifikanten Erhdhung der Insulin-Transkripte (Abb. 18A/18B).
Der steigernde Effekt ist beim MT2-knockout ebenfalls (signifikant) nachweisbar, jedoch nicht
S0 ausgepréagt. Die Expressionsunterschiede zwischen dem Wildtyp und der MT1-knockout-
Linie sind hingegen nur marginal und statistisch nicht signifikant. Dieser Befund unterstreicht
die cAMP-mediierte regulierende Rolle des Melatonins und verdeutlicht seine MT2-Rezeptor
vermittelte Wirkung. Sheynzon und Korf (2006) beschrieben ebenfalls CREB-Verdnderungen
in lactotrophen Zellen der MT1/MT2-knockout-M4&use. Sie konnten zeigen, dass beide
Melatonin-Rezeptor-Isoformen in die Kontrolle des Aktititatszustandes der lactotrophen Zellen
sowie von Zellen der Pars intermedia involviert sind, jedoch mit unterschiedlichem
Auspragungsgrad. Wahrend der MT1-Rezeptor fiir die Aufregulierung der Aktivitéat der
lactotropen Zellen eine signifikante Rolle spielt, kommt dem MT2-Rezeptor, analog zu den in
der Pars tuberalis erhobenen Befunden der Arbeitsgruppe um von Gall (von Gall et al., 2005)
nur eine marginale Bedeutung zu.

Abgesehen von den Veranderungen der Uhrengen-Expression sind auch die im Rahmen dieser
Arbeit erhobenen pankreatischen diurnalen Insulin-mRNA-Profile bei MT2- und Doppel-
knockout-Tieren gegenuber dem Wildtyp betroffen. Die Beantwortung der Frage, ob eine
Dysregulation der ,,Circadianen Uhr* den erhobenen Befunden zugrunde liegt, muss durch
weiterfiihrende Untersuchungen geklart werden.

Die Tatsache, dass in allen drei knockout-Linien im Vergleich zum Wildtyp reduzierte Insulin-
Plasma-Spiegel vorliegen (Abb. 19A/19B), lasst vermuten, dass die registrierte Erhéhung der
Insulin-Transkripte hauptséchlich kompensatorischer Natur ist.

Die erzielten Daten stehen im Einklang mit Beobachtungen von Kennaway et al. (2007), die
eine Storung der Insulin-Sekretion in clock-knockout Méusen beobachteten.

Diese Tierlinie wies einen erheblich reduzierten nachtlichen Plasma-Insulin-Spiegel sowie eine
reduzierte GLUT4-mRNA-Menge in der Skelettmuskulatur auf, die eine herabgesetzte Glucose-
Toleranz in diesem Maus-Modell erklaren konnte. Es bleibt weiteren Untersuchungen
vorenthalten, ob die in unserer Arbeit gemessenen erniedrigten Insulin-Plasma-Spiegel auf der
reduzierten Synthese oder Sekretion beruhen. Trotz starker Verdnderungen, die zu einer

reduzierten Insulin-Sekretion in knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp fiihren, lassen sich
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erhéhte Blutglucose-Spiegel nur in MT1-knockout-Tieren feststellen (Abb. 20A/20B).

Es scheint demnach eine gewisse Toleranz in diesem Rezeptor-knockout-Typ gegeniiber
relativem Insulinmangel in Bezug auf Glucoseverbrauch vorzuliegen.

Ursé&chlich fiir solche Befunde kénnten Anpassungsreaktionen des Organismus auf den
systemischen Rezeptor-knockout sein, die méglicherweise zu einem antagonistischen
Mechanismus fiihren, unter anderem einer Hochregulation von Insulin-Rezeptor sowie
Glucose-Transporter. Man kdnnte auch annehmen, dass bei den MT1-knockout-Tieren die
MT2-Rezeptor-Dichte kompensatorisch erhdht ist und dass es, analog zu den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen, zu erhohten Blutzuckerwerten im Serum kommt (Lyssenko et al.,
2009; Prokopenko et al., 2009). Auch die Beantwortung dieser Frage bleibt weiteren
Untersuchungen vorbehalten. Dennoch ist es bereits heute sicher, dass Melatonin- und Insulin-
Sekretion auf engste funktionell-physiologisch zusammenhangen und dass sich beide Hormone

antagonisieren.

6. Zusammenfassung

Diabetes mellitus und damit einhergehende schwerwiegende Spatkomplikationen gehdren
weltweit zu den haufigsten Erkrankungen. Die hohen Erkrankungszahlen und die steigende
Préavalenz sowie mit der Erkrankung einhergehende Folgeschaden stellen ein grof3es
medizinisches, soziales und gesellschaftspolitisches Problem dar. Damit gewinnt die Forschung
zu Atiologie, Pravention sowie diagnostischer und therapeutischer Behandlungsmdglichkeiten
des Diabetes mellitus und seiner akuten und chronischen Komplikationen zunehmend an
Bedeutung. Die Steuerung des Glukosehaushaltes durch Inselhormone ist ein tageszeitahdngiger
Prozess. Das pineale Hormon Melatonin steuert Tag/Nacht-Rhythmen peripherer Systeme der
Glukosehomdostase, z.B. Pankreas und Leber durch Wirkung an spezifischen Rezeptoren (MT1
und/oder MT?2). Circadiane Rhythmen werden duch das Zusammenwirken von Uhrengen-
produkten wie Perl und RevErba in diesen Organen erzeugt. Es ist bekannt, dass die
Rhythmusstérungen der Insulin-produzierenden B-Zellen auch zu Sekretionsstérungen fiihren
kénnen. Damit I&sst sich ein hypothetischer Zusammenhang zwischen méglicher
Desynchronisation der Uhrengenexpression und Entwicklung von Stoffwechselstérungen, wie
beispielsweise Diabetes mellitus, vermuten.

Ziele dieser Arbeit waren Untersuchungen des fehlenden Melatonin-Einflusses auf die ,,Innere
Uhr* der Maus sowie dessen Auswirkungen auf die Glukosehomdostase dieser Tiere in
Abhangigkeit von Melatonin-Rezeptor-Deletion.

Im Ergebnis konnte der Nachweis einer funktionellen ,,Circadiane Uhr* in verschiedenen

Organsystemen der Maus erbracht werden. Die Expression der Uhrengene Perl und RevErba
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bleibt trotz der Melatonin-Rezeptor-Deletion erhalten. Es zeigt sich jedoch eine
Desynchronisation der circadianen Rhythmik bei den knockout-Tieren im Vergleich zum
Wildtyp, die sich in Phasenverschiebungen sowie Amplitudenverénderungen der
Expressionsmuster aulRert. Diese Untersuchungsergebnisse lassen darauf schlieRen, dass
Melatonin fiir die Aufrechterhaltung der circadianen Rhythmik in den untersuchten Organen
nicht erforderlich zu sein scheint. Die beobachteten Desynchronitatseffekte lassen jedoch eine
deutliche Zeitgeberfunktion des Melatonins erkennen.

Des weiteren gelang der Nachweis einer organspezifischen Melatonin-Rezeptor-Wirkung.
Waéhrend der MT1-Rezeptor-Verlust zu einer starken Dampfung der Expressionsamplitude im
hepatischen Gewebe der Tiere fiihrt, funktioniert die ,,Circadiane Uhr* im Pankreas weitgehend
MT1-Rezeptor unabhdngig. Der MT2-Rezeptor vermittelt die synchronisierende Wirkung des
Melatonins im Pankreas, wohingegen diese Rezeptor-Isoform in der Leber sowie Hypothalamus
eine primar amplitudenregulierende Funktion austibt.

Der durch Melatonin-Rezeptor-Deletion verursachte, fehlende inhibierende Melatonin-Einflu3
auf das Adenylatcyclase/cAMP-System flhrt zur Steigerung der Insulin-Transkription. Diese
erweist sich jedoch nur als kompensatorisch, da in allen drei untersuchten knockout-Linien im
Relation zum Wildtyp reduzierte Insulin-Plasmaspiegel registriert wurden.

Die zu erwartenden erhohten Blutglukose-Spiegel bleiben bei den MT2- und Doppel-knockout-
Tieren aus. Diese lassen sich nur bei dem MT 1-knockout-Typ nachweisen, was flir eine gewisse
Toleranz in diesem Rezeptor-knockout-Typ gegeniber relativem Insulinmangel in Bezug auf
Glucoseverbrauch spricht. Die Klarung dieses Sachverhaltes bleibt weiterfiihrenden
Untersuchungen vorbehalten.

Wenn auch die seit Jahrzehnten gefiihrte Diskussion tber den Einfluss von Melatonin auf die
Insulinsekretion noch lange nicht geklart ist und die Bedeutung des Hormons beim Diabetes
mellitus ebensowenig erschopfend aufgedeckt wurde, so leistet diese Arbeit doch einen kleinen
Beitrag zur Authellung der Wirkungen von Melatonin an der pankreatischen B-Zelle und ebnet

den Weg fiir weiterflihrende Untersuchungen.
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8. Thesen

1. Die Expression der beiden Melatonin-Rezeptor-Isoformen (MT1 und MT2) findet in
verschiedenen Organsystemen der Maus, einschliefflich der pankreatischen Langerhansschen
Insel statt.

2. Die Uhrengene Per1 und RevErbo sowie Uhrengen-kontrollieretes Gen Dbp werden ebenfalls

in verschiedenen Organsystemen der Maus exprimiert.

3. Die ,,Circadiane Uhr in verschiedenen Organsystemen der Maus bleibt auch nach einer

Melatonin-Rezeptor-Deletion funktionell intakt.

4. Die ,,Circadiane Uhr* im Pankreas funktioniert weitgehend MT1-Rezeptor unabhéngig;
dagegen ist der MT2-Rezeptor fur die Synchronisation der circadianen Rhythmen im Pankreas

unverzichtbar.

5. Die MT1-Rezeptor-Deletion ist mit einer starken Ddmpfung der Perl-Expression in der Leber
verbunden und weist damit auf eine starker ausgepréagte Funktion dieser Rezeptor-Isoform im
Lebergewebe als im Pankreas hin. Uber den MT2-Rezeptor wird sowohl in der Leber als auch

im Hypothalamus der amplitudenregulierende Effekt des Melatonins vermittelt.

6. Die bei den Wildtyp-Tieren vorhandene Rhythmus-Synchronisation zwischen Leber und
Pankreas, die der Aufrechterhaltung von Blutglukose-Spiegel dienen, ist in den knockout-Tieren

gestort.

7. Der Melatonin-Rezeptor-knockout fuhrt zum Wegfall der hemmenden Funktion des
Melatonins auf das Adenylatcyclase/cAMP-System und bewirkt damit eine konsekutive
Steigerung der Insulin-Transkripte; dabei wird insbesondere die MT2-Rezeptor-mediierte

regulierende Wirkung des Melatonins unterstrichen.
8. In allen drei knockout-Linien lassen sich reduzierte Plasma-Insulin-Spiegel registrieren; dies
lasst vermuten, dass die beobachtete Steigerung der Insulin-Transkripte hauptsachlich

kompensatorischer Natur ist.

9. Erhohte Blutglukose-Spiegel lassen sich nur bei der MT1-Rezeptor-knockout-Linie

feststellen.
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