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1 EINLEITUNG 
 

1.1 Biologische Rhythmen 
 

Jeder Organismus weist endogene biologische Rhythmen auf, wobei der in 

Zellen, Geweben, oder ganzen Organismen zu findende 24-Stunden-

Rhythmus das herausragende Beispiel dafür ist. Letzteres wird grundlegend 

durch den tages- bzw. jahreszeitlich bedingten Wechsel der Beleuchtungs-

verhältnisse beeinflusst. Die Anpassung der Stoffwechselprozesse und Ver-

haltensweisen an diese Oszillationen erfolgt nicht passiv, sondern wird durch 

eine innere Uhr gesteuert (Pittendrigh 1981). Die Engrammierung und Antizi-

pation der Phasenlage und Periodenlänge von Licht und Dunkelheit durch 

eine innere Uhr ermöglicht eine optimale zeitliche Organisation der Lebewe-

sen in ihrer Umwelt. Ein Beispiel dafür ist der morgendliche Anstieg der Herz-

frequenz und des Blutdruckes beim Erwachen, wodurch der Körper auf eine 

erhöhte Leistung während der Aktivitätsphase vorbereitet wird.  

Selbst ohne äußerer, periodisch ablaufender Umgebungssignale kann der 

Körper diese tageszeitlichen Rhythmen beibehalten. Ihre Periodenlänge 

weicht auch ohne eine Synchronisation an die externe Tageszeit (d.h. im Frei-

lauf) nur geringfügig von 24 Stunden ab und man spricht deshalb von zirkadi-

anen (ungefähr eine Tageslänge dauernde) Rhythmen (Pittendrigh 1960). 

Eine wichtige Eigenschaft für die Exaktheit einer biologischen Uhr ist, dass ihr 

innerer, genetisch bedingter Rhythmus durch externe Zeigeber verstellt wer-

den kann. Licht ist dabei der wichtigste exogene Faktor für die Synchronisati-

on des endogenen Oszillators mit den aktuellen Beleuchtungsverhältnissen. 

Daher sind endogene Schrittmacher stets lichtempfindlich oder zumindest eng 

an das Lichtsystem gekoppelt.  

Der rhythmische Ablauf von Tag und Nacht haben das Leben auf der Er-

de von Anbeginn geprägt. Darum stellen lichtsensitive Organe einen selekti-

ven Vorteil für die meisten Spezies dar. Licht transportiert zwei Formen von 

Information, welche für das Überleben von großer Bedeutung sind:  

! die dreidimensionale Form, die Farbe und die Bewegung der erfassten 

Objekte 
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! das zeitliche Signal, welches Tag und Nacht unterscheidet und ihre re-

lative Dauer 

 

Der Vorteil der Lichtwahrnehmung wurde durch die Entwicklung eines endo-

genen zirkadianen Oszillators verbessert, welches den Organismus dazu be-

fähigt, die Dämmerung und das Morgengrauen, Essenszeit und die Schlafzeit 

zu antizipieren. Durch diesen selektiven Druck haben sich zwei visuelle Sys-

teme im Diencephalon im Laufe der Vertebratenevolution zur Verarbeitung 

der Lichtinformation entwickelt: 

! die seitlichen Augen, welche Abbilder von Objekten erzeugen 

! und die Epiphyse, welche die Abfolge von Licht und Dunkelheit als 

neuronaler Effektor in ein hormonelles Signal umsetzt. 

 

Bei Wirbeltieren wird der Regelkreis, der den photischen Eingang in die inne-

re Uhr, den endogenen Oszillator selbst und den neuroendokrinen Effektoren 

beinhaltet, zum photoneuroendokrinen System (PNS) zusammengefasst (zur 

Übersicht siehe Korf 1994). Im PNS wird letztlich ein photischer Reiz in ein 

neuroendokrines Signal umgewandelt. 

 

1.2 Das photoneuroendokrine System 
 

Bei Vertebraten führt also das PNS zu einer Umsetzung von Zeitinformation in 

ein Phasen-kodiertes hormonelles Signal, nämlich in die nächtlich erhöhte 

Synthese von Melatonin im Pinealorgan (Korf 1994; Korf et al., 1998; Oksche 

et al., 1987). Diese Dynamik der Melatoninsynthese wurde bis jetzt in allen 

Wirbeltierklassen gefunden und wurde während ihrer Entwicklung beibehal-

ten, unabhängig davon, ob das Tier tag- oder nachtaktiv ist. Das Hormon Me-

latonin kodiert somit die Länge der Dunkelphase (Korf et al., 1998). 

Im Gegensatz zu Amphibien, Reptilien und Vögeln, bei denen die melato-

ninproduzierenden Zellen des Pinealorgans noch direkt lichtempfindlich sind, 

erhält das Pinealorgan bei den Säugetieren die Lichtinformation über einen 

komplexen neuronalen Schaltkreis (Korf 1994, 1998; Oksche et al., 1987). In 
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der Entwicklungsgeschichte der Säugetiere haben sich überlappende Fähig-

keiten der spezialisierten Zellen in den seitlichen Augen und im Pinealorgan 

(z.B. zur Lichtwahrnehmung, Oszillation und humoralen Lichtkodierung) nicht 

durchgesetzt und es erfolgte eine Aufteilung der Aufgaben der Lichtverarbei-

tung.  

Das PNS der Säugetiere kann folgendermaßen zusammengefasst 

werden: die Retina empfängt die Lichtinformation aus der Umgebung und 

wandelt diese in ein neuronales Signal um. Dieses Signal wird über den reti-

nohypothalamischen Trakt zum Nucleus suprachiasmaticus (SCN) weiterge-

leitet (siehe Abbildung 1; Moore und Lenn, 1972).  

 

 
 

Abbildung 1: Das photoneuroendokrine System der Ratte. Lichtreize werden von 
der Retina (RET) aufgenommen und über den retinohypothalamischen Trakt (RHT) 
zum Nucleus suprachiasmaticus (SCN), dem Sitz des endogenen Oszillators, über-
tragen. Efferente Nervenfasern des SCN erreichen den Nucleus paraventricularis 
(PVN) des Hypothalamus, der seinerseits zur Columna intermediolateralis (CIM) des 
thorakalen Abschnitts des Rückenmarks projiziert. Von der CIM ziehen präganglionä-
re sympathische Nervenfasern zum Ganglion cervicale superius (SCG). Postganglio-
näre Nervenfasern des SCG ziehen zum Pinealorgan (PIN) und setzten dort den 
Neurotransmitter Noradrenalin (NA) frei. Die rhythmische NA-Freisetzung aktiviert im 
Pinealorgan die Melatoninsynthese. Das Hormon Melatonin (MEL) kann über die 
Bindung an Melatoninrezeptoren im SCN die Phasenlage der inneren Uhr beeinflus-
sen und ist somit an der Bildung einer Rückkoppelungsschleife im photoneuroendo-
krinen System beteiligt. Modifiziert nach Korf (1996), Stehle und Korf (1996) und Korf 
et al. (1996, 1998). 
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Durch Läsions- und Retransplantationsexperimente konnte gezeigt werden, 

dass der SCN als endogene biologische Uhr agiert (Moore und Eichler 1972; 

Ralph et al., 1990; Stephan und Zucker 1972). Zirkadiane Rhythmen wurden 

auch in hypothalamischen Schnittpräparaten beschrieben, wodurch belegt 

werden konnte, dass der SCN tatsächlich ein autonomer Oszillator ist (Green 

und Gillette 1982; Shibata et al., 1982). Licht ist das biologisch relevante Sig-

nal, dass die Periodenlänge der inneren Uhr im SCN beeinflussen kann (Moo-

re und Lenn 1972; Moore et al., 1973). Demzufolge dient die retinohypotha-

lamische Bahn der Synchronisation des endogenen (zirkadianen) Rhythmus 

mit den aktuellen Beleuchtungsverhältnissen. Die Signale aus dem SCN wer-

den über einen multisynaptischen Weg zum Ganglion cervicale superius 

(SCG) weitergeleitet. Aus dem SCG ziehen sympathische, postganglionäre 

Nervenfasern zum Pinealorgan (Epiphyse, Zirbeldrüse), um dort rhythmisch 

den Neurotransmitter Noradrenalin (NA) abzugeben (Klein et al., 1985; Drijf-

hout et al., 1996). Die während der Nacht erhöhte Ausschüttung von NA führt 

im Pinealorgan zur einer erhöhten Synthese von Melatonin. Melatonin wie-

derum kann über die Bindung an Melatoninrezeptoren im SCN die Aktivität 

des endogenen Oszillators beeinflussen und ist somit an der Bildung einer 

Rückkopplungsschleife im photoneuroendokrinen System beteiligt (Cassone 

et al., 1987, 1988; Shibata et al., 1989; Stehle et al., 1989). 

 

1.3 Die Melatoninsynthese im Pinealorgan 
 

Das Pinealorgan der Vertebraten stellt den Effektor des photoneuroendokri-

nen Systems dar, der das Hormon Melatonin rhythmisch mit erhöhten Werten 

während der Dunkelphase synthetisiert (Klein 1985). Die Dauer der Melato-

ninsynthese unterliegt in Abhängigkeit von der Länge der Dunkelperiode jah-

reszeitlichen Schwankungen (Reiter 1991). Die saisonalen Veränderungen 

der Beleuchtungsverhältnisse können über Melatonin die sich verändernde 

Länge der Dunkelphase kodieren. Seine Effekte übt das Hormon mit großer 

Wahrscheinlichkeit über hochaffine Melatoninrezeptoren aus, die bei Säuge-

tieren im SCN und in der hypophysären Pars tuberalis (PT), aber auch in pe-

ripheren Geweben gefunden werden konnten (Dubocovich 1995; Morgan et 

al., 1994; Vanecek et al., 1987; Vanecek 1988; Weaver et al., 1991, 1993). 



Einleitung 

 5

Melatonin hat eine Reihe von Wirkungen: so kann eine Melatoninapplikation 

beim Menschen Schläfrigkeit induzieren (Vollrath et al., 1980), Melatonin kann 

zur Resynchronisierung des endogenen Oszillator bei blinden Menschen, 

nach Perturbationen als Folge eines raschen Ortswechsels über Zeitzonen 

hinweg, oder bei Schichtarbeit therapeutisch eingesetzt werden. Die Phasen-

lage der Aktivität des SCN kann demnach nicht nur durch Licht, sondern auch 

durch Melatonin feinjustiert werden (Cassone et al., 1987; Redmann et al., 

1983; Stehle et al., 1989). In der pränatalen und frühen postnatalen Phase ist 

der Einfluß von Melatonin auf die Aktivität des SCN von besonderer Bedeu-

tung: da zu diesem Zeitpunkt die retinohypothalamischen Verbindungen noch 

nicht etabliert sind (Klein et al., 1991). Das mütterliche Melatonin wirkt präna-

tal über die Zirkulation und postnatal über die Muttermilch auf die Phasenlage 

der Aktivität des kindlichen SCN (Weaver und Reppert, 1989).  

Ein weiterer bedeutender Effekt von Melatonin ist die Vermittlung der 

Jahreszeiten auf die Aktivität der hypothalamisch-hypophysären-gonadalen 

Achse (Reiter 1991). Der Wirkungsort für Melatonin ist dabei wahrscheinlich 

die hypophysäre PT, da dort in allen bisher untersuchten Spezies eine sehr 

hohe Dichte von Melatoninrezeptoren gefunden wurde (Morgan et al., 1994; 

Weaver et al., 1991, 1993). Melatonin soll dort auf die Freisetzung gonadotro-

per Hormone Einfluss nehmen (Morgan et al., 1996; Nakazawa er al., 1991). 

Die Melatoninbiosynthese im Pinealorgan beginnt mit der Aufnahme von 

Tryptophan aus der Blutbahn, das von der Tryptophanhydroxylase zu 5- 

Hydroxytryptophan hydroxyliert wird (Lovenberg et al., 1967). Danach wird 

das 5-Hydroxytryptophan durch eine Decarboxylase in Serotonin umgeformt 

(siehe Abbildung 2) (Snyder et al., 1965). Serotonin wird von der Arylalkyl-

amin N-Acetyl-transferase (AANAT) in N-Actylserotonin umgesetzt (Weiss-

bach et al., 1960), das im letzten Schritt von der Hydroxyindol-O-

Methyltransferase (HIOMT) in Melatonin umgewandelt wird (Axelrod und 

Weisbach, 1960).  
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Abbildung 2: Links sind die einzelnen Syntheseschritte der Melatoninbiosynthese, 
ausgehend von Serotonin, dargestellt. Rechts sind die diurnalen Schwankungen der 
Enzymaktivitäten von AANAT und HIOMT sowie der Substratkonzentration von Sero-
tonin und N-Acetylserotonin, und von Melatonin im Pinealorgan der Ratte aufgezeigt 
(modifiziert nach Klein 1985). 

 

Das neugebildete, lipophile Melatonin wird ohne Speicherung direkt in die 

Blutbahn abgegeben. Somit wird die Rate der Hormonabgabe durch die Neu-

synthese von Melatonin bestimmt. Die rhythmische Melatoninsynthese basiert 

in allen untersuchten Wirbeltieren auf dem nächtlichen Anstieg der Aktivität 

des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Melatoninsynthese, der 

(AANAT) (Klein und Weller, 1970). Für die Regulation der AANAT-

Enzymaktivität werden in der Ratte hauptsächlich transkriptionelle Mechanis-

men verantwortlich gemacht: der Anstieg und der zeitliche Verlauf der 

AANAT-mRNA, der Proteinmenge und der Enzymaktivität korrelieren eng 

miteinander (Borjigin et al., 1995; Roseboom et al., 1996). Die Menge der 

AANAT-mRNA, ebenso wie die Aktivität dieses Enzyms, ist im Rattenpinea-

lorgan während des Tages niedrig und steigt um das 150-fache während der 

Nacht an (Borjigin et al., 1995; Roseboom et al., 1996).  

In vivo und in vitro steigt die AANAT-mRNA Menge in Rattenpinealorgan in-
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nerhalb von 1 h nach einer NA-Stimulation an (Borjigin et al., 1995; Rose-

boom et al., 1996). NA wird in synaptischen Vesikeln in den sympathischen 

Nervenendigungen gespeichert und freigesetzt (Drijfhout et al., 1996). Es 

wirkt stimulierend auf die AANAT über den ß-adrenergen Rezeptor und die 

Aktivierung des cAMP-Signaltransduktionsmechanismus (Klein et al., 1997). 

Die Auslösung der Transkription wird durch eine cAMP-abhängige Phospho-

rylierung des Transkritionsfaktors CREB (cyclic-AMP response element bin-

ding protein) durch die katalytische Untereinheit der Proteinkinase A eingelei-

tet (Maronde et al., 1999; Roseboom et al., 1995). Phospho-CREB stimuliert 

dann die Transkription des cAMP-induzierbaren Gens der AANAT (Roseboom 

und Klein 1995; Stehle et al., 2002). 

Der inhibitorische Transkriptionsfaktor ICER (inducible cAMP early re-

pressor) ist in der Abschaltung der erhöhten Melatoninsynthese am Ende der 

Nacht involviert (Maronde et al., 1995; Pfeffer et al., 2000; Stehle et al., 1993). 

Die Aktivität von ICER wird ausschließlich durch seine vorhandene Menge 

bestimmt, da diesem die randständige Phophorylierungsdomäne fehlt. Die 

Transkription von ICER erfolgt ebenfalls durch die NA-induzierte Aktivierung 

der cAMP-Signalkaskade und wird auch durch die PKA II vermittelt. Der 

ICER-Proteinspiegel steigt nach dem Absinken des phospho-CREB-Spiegels 

und als Konsequenz einer höheren Menge von ICER hemmt es die cAMP-

induzierbare Gen-Transkription. (siehe Abbildung 3)  
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Abbildung 3: Konzept der Rolle von Transkriptionsfaktoren bei der Signalübertra-
gung im Pinealorgan der Ratte. Die Stimulation durch den Neurotransmitter NA er-
höht die intrazelluläre cAMP-Konzentration im Pinealorgan und führt zur Aktivierung 
der Proteinkinase A (PKA). Die PKA phosphoryliert den Transkriptionsfaktor CREB 
an der Aminosäure Serin in Position 133. pCREB induziert die Transkription von Ge-
nen, die ein CRE-Element in der Promotorstruktur besitzen. Im Promotor des 
Transkriptionsfaktors ICER-, des AANAT- und des "1-ADR-Gens konnten CREs ge-
funden werden. ICER kann pCREB entweder von CRE-Elementen verdrängen oder 
durch Heterodimerisierung inaktivieren. Dies führt dann zur Hemmung der Transkrip-
tion von cAMP-sensitiven Genen. Abkürzungen: AANAT, Arylalkylamin N-
Acetyltransferase; "1-ADR, "1-adrenerger Rezeptor; CRE, cAMP responsive ele-
ment; CREB, cAMP responsive element binding protein; ICER; inducible cAMP early 
repressor; pCREB, phosphoryliertes CREB (modifiziert nach Stehle und Korf, 1996). 

 

 

1.4 Die cAMP-Signaltransduktionskaskade 
 
cAMP ist im Zentralnervensystem ein verbreiteter zweiter Botenstoff, der Ver-

änderungen der Genexpression vermitteln kann (Armstrong und Montminy, 

1993; Murdock et al., 1982). Alle bekannten Effekte von cAMP werden über 

die katalytische Aktivität der cAMP-abhängigen PKA reguliert. Dieses Enzym 

besteht aus katalytischen und regulatorischen Untereinheiten, die sich nach 

der cAMP-Erhöhung trennen. Die katalytischen Untereinheiten können im Zy-

toplasma konstitutiv exprimierte Proteine phosphorylieren, oder nach Verlage-

rung in den Zellkern die Genexpression beeinflussen. Dort phosphorylieren 
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sie Transkriptionsfaktoren und verändern damit deren Bindungsaffinität zu 

cAMP-sensitiven Elementen (CREs) in der Promotorstruktur von cAMP-

sensitiven Genen (Hunter und Karin, 1992; Hagiwara et al., 1993). 

Im Pinealorgan der Ratte ist die Stimulation des cAMP-Signal-

transduktionsweges für die rhythmische Melatoninsynthese von entscheiden-

der Bedeutung, da sie zur Induktion, Aufrechterhaltung und Beendigung der 

AANAT-Enzymaktivität führt (Borjigin et al., 1995; Gastel et al., 1998; Klein 

1985; Roseboom et al., 1996; Stehle et al., 1993). Die nächtliche Freisetzung 

von NA stimuliert !1- und ß1-adrenergen Rezeptoren in der Pinealozyten-

membran. Die Stimulation des membranständigen "1-adrenergen Rezeptors 

("1-ADR) aktiviert die Adenylatzyklase, was zur intrazellulären Erhöhung der 

cAMP-Konzentration führt (Vanecek et al., 1985). In vitro kann der "1-

adrenerge Effekt auf die cAMP-Akkumulation durch die gleichzeitige Stimula-

tion des #1-adrenergen Rezeptorsubtyps potenziert werden (Vanecek et al., 

1985). Dieses wird durch den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

und der nachfolgenden Aktivierung der phopholipidabhängigen Proteinkin- 

ase C (PKC) erreicht (Sugden et al., 1985). Eine alleinige Stimulation des #1- 

adrenergen Rezeptors ist allerdings nicht in der Lage die cAMP-Akkumulation 

und damit die Melatoninsynthese zu induzieren. 
 

 

1.5 Melatoninsynthese beim Säugetier 
 

Die rythmische Melatoninsynthese ist durchweg in der gesamten Entwicklung 

der Vertebraten erhalten geblieben. Jedoch ist in Pinealozyten bei Säugetie-

ren durch Veränderungen der neuronalen Progenitor-Zellenabstammung die 

Fähigkeit einen autonomen zirkadianen Rhythmus zu generieren verloren ge-

gangen (Ekström 2003). 

Die zirkadiane Master Uhr befindet sich im SCN (Hastings et al., 2003; 

Reppert, 2002). Die Beleuchtungsverhältnisse der Umgebung prägen über die 

retinohypothalamische Bahn die SCN Uhr. Pinealozyten des Säugers funktio-

nieren einzig als SCN -gesteuerter neuroendokriner Signalgeber, welcher die 

neuronale Lichtinformation der Dunkelheit hormonell kodiert (Kalsbeek et al., 

2006; Korf et al., 1998; Maronde et al., 1999; Simonneaux et al., 2003; Stehle 
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et al., 2001). Ungeachtet der morphologischen Spezialisierung der Pinealozy-

ten des Säugers mit der Gehirnentwicklung, ist der nächtliche Anstieg der Me-

latoninbiosynthese erhalten geblieben. Bei allen Vertebraten sind für die Me-

latoninsynthese die gleichen Schritte und Enzyme notwendig (s. Kapitel 1.3). 

Bemerkenswert ist, dass bei allen bisher untersuchten Säugetieren die Mela-

toninbiosynthese im Pinealorgan während der Nacht erhöht ist und tagsüber 

fast nicht nachweisbar ist (Klein 1985; Korf et al., 1998; Weaver 1999).  

Veränderungen der Lichtperiode führen zu einer Anpassung der Mela-

toninsynthese und informieren den Körper durch Länge und Amplitude der 

Hormonausschüttung über die Dauer der Dunkelheit (Illnerova and Sumova 

1997). In niederen Vertebraten wird diese Anpassung durch im Pinealorgan 

stattfindende, intrinsische Signalkaskaden gewährleistet (Korf et al., 1998), in 

Säugetieren erfolgt diese durch ein photoperiodisches Gedächtnis, welches 

sich während der Phylogenese aus dem Pinealorgan in den SCN verlagert 

hat.  

 

 

1.6 Profil der Melatoninsynthese beim Syrischen Hamster (Mesocrice-
tus auratus)  

 

Der Syrische Hamster weist ein photoperiodisches Verhalten auf. Kurze Tage 

führen in diesem saisonalen Säuger zur Unterdrückung des Reproduktions-

verhalten und der Gonadenfunktion (Gauer et al., 1994; Honrado et al., 1991), 

zu einer Zunahme des Fellwachstums, sowie der Felldichte (Paul et al., 2007) 

und leiten den Winterschlaf ein (Masson-Pevet et al., 1994). Daher eignet sich 

diese Spezies zur Untersuchung der saisonalen Regulation der physiologi-

schen Funktionen und hierbei insbesondere der Reproduktion. 

Der Melatoningehalt im Pinealorgan des Syrischen Hamsters zeigt ei-

nen eindeutigen Tag-/Nacht-Rhythmus auf, mit einem Maximum in der späten 

Phase der Nacht (Tamarkin  et al., 1979). Verschiedene Versuche haben ge-

zeigt, daß die nächtliche Melatoninsynthese im Syrischen Hamster durch NA 

stimuliert wird (Pangerl et al., 1990; Reiter et al., 1991; Steinlechner et al., 

1984). Verabreichung von ß-adrenergen Antagonisten oder die Lichtexpositi-

on während der Nacht hemmen die AANAT-Aktivität und somit die Melatonin-
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synthese (Lipton et al., 1981; Steinlechner et al., 1985; Vanecek et al., 1982). 

Zusätzlich zeigen die Synthese und die Menge an NA und Dopamin tageszeit-

lich abhängige Schwankungen auf, mit einem Maximum während der Nacht 

(Craft et al., 1984; Miguez et al., 1995). 
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Abbildung 4: Menge an Melatonin im Pinealogan Syrischer Hamster unter Kurztag-
(LD 10:14) und Langtag- (LD 14:10) Bedingungen (Tamarkin et al., 1979).  

 
 
1.7 Bedeutung der Melatoninsynthese für den Syrischen Hamster 
 

Es konnte gezeigt werden, daß beim Syrischen Hamster, ähnlich wie bei Rat-

te und Maus, die Melatoninkonzentration im Pinealorgan als auch im Blut 

während der Nacht bei einem Tag-/Nacht Zyklus zunimmt (Panke et al., 1979; 

Rollag et al., 1979, 1980; Tamarkin et al., 1979;). In Säugetieren persistiert 

der Rhythmus der Melatoninausschüttung, wenn das Tier unter konstanter 

Dunkelheit gehalten wird, wird aber durch eine akute Lichtexposition unter-

drückt (Klein 1979). Für den Syrischen Hamster spielt Melatonin unter ande-

rem bei der Hemmung der hypothalomo-hypophysären-gonadalen Achse eine 

Rolle. Ein Tag-/Nacht-Zyklus mit weniger als 12,5 h Licht führt beim Syrischen 

Hamster durch das verlängerte nächtliche Melatoninsignal zu einer Unterdrü-
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ckung der gonadalen Funktion, was sich beim Männchen mit einer 80% Ge-

wichtsabnahme der Gonaden, der Einstellung der Spermatogenese und ei-

nem verringerten Testosteronspiegel im Serum manifestiert (Berndtson et al., 

1974; Gaston et al., 1967; Hoffman et al., 1965). Nach 28 Wochen Kurztag 

Photoperiode kommt es zu einer spontanen Reaktivierung der Gonadenfunk-

tion. Die so genannte Photorefrakterität ist gekennzeichnet durch eine Zu-

nahme des Gonadotropin Plasmaspiegels auf Normalwerte, gefolgt von der 

Wiederaufnahme der Spermatogenese und der Einstellung des Normalge-

wichtes der Gonaden (Matt 1979; Nelson et al., 1987; Stetson et al., 1981). 

Durchtrennt man die postganglionären sympathische Fasern, die zur Epiphy-

se führen oder entfernt das Pinealorgan des Hamsters, so kann kein Einfluss 

mehr durch unterschiedliche Photoperioden auf die gonadale Funktion aus-

geübt werden (Reiter et al., 1966). Da Licht die Aktivität der Epiphyse unter-

drückt, führt die Unterbrechung der hypothalamo-hypophyserären-gonadalen 

Achse zu einer Hemmung der Reproduktivität. Dieser relativ einfach durchzu-

führende chirurgische Eingriff zeigt deutlich den Einfluß des Pinealorgans, der 

durch den Licht/Dunkelheits-Zyklus, auf die Gonaden des syrischen Hamsters 

diktiert wird. Die Dauer der nächtlichen Melatoninsynthese ist direkt proportio-

nal zur Länge der Dunkelperiode und stellt durch den tageszeitliche abhängi-

gen Rhythmus für den syrischen Hamster somit einen endokrinen Kode dar, 

welcher die photische Information verschlüsselt enthält. Dies sichert den op-

timalen Zeitpunkt z.B. für die saisonalen Reproduktion, den Winterschlaf, Mig-

ration oder dem täglichen Schlaf. 
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1.8 Nichtinduzierbarkeit der Melatoninsynthese beim syrischen  
 Hamster 
 

Anders als bei der Ratte kommt es beim Syrischen Hamster, nach Aktivierung 

der ß-adrenergen Rezeptoren während des Tages, zu keinem Anstieg der 

Melatoninkonzentration im Pinealorgan (Abb.5) (Lipton 1982; Steinlechner 

1984, 1985). Für die fehlende Induzierbarkeit der Melatoninsynthese während 

des Tages beim syrischen Hamster gibt es unterschiedliche Hypothesen. Eine 

Erklärung ist ein Abfall der Sensitivität der Adrenorezeptoren während des 

Tages. Dagegen spricht die Tatsache, daß #- als auch "-adrenerge Bin-

dungsstellen eine Tag/Nacht-Schwankung aufweisen, mit maximalen Werten 

während des Tages (Pangerl et al., 1990).  

Die Verabreichung von #-und "-adrenergen Antagonisten während der 

Nacht führen zu einer Abnahme an AANAT m-RNA und des Melatoningehal-

tes (Garidou et al., 2003). Dies bedeutet ein synergistisches Wirken von NA 

über #- als auch "-adrenerge Rezeptoren welche die Transkription des 

AANAT-Gens und der Melatoninsynthese stimulieren (Garidou et al., 2003). 

Die Hypothese, dass beim syrischen Hamster ein stimulierender proteinähnli-

cher Faktor die AANAT-Genexpression induziert, konnte durch die Verabrei-

chung eines Proteinsynthese-Inhibitors während der frühen Dunkelphase, 

bestätigt werden (Garidou et al., 2003). Hierbei kommt es zur deutlichen Ab-

nahme der AANAT-mRNA. Wird der Proteinsynthese-Inhibitor in der späten 

Dunkelphase und anschließend ein adrenerger Agonist dem syrischen Hams-

ter zugeführt, so kommt es zu einem Anstieg der AANAT-mRNA Werte, die 

vergleichbar sind mit dem während der Nacht beobachteten Niveau. Dieses 

Ergebnis läßt vermuten, dass ein inhibitorischer proteinähnlicher Faktor in der 

späten Dunkelphase synthetisiert wird und während des Tages aktiv ist, um 

die Stimulation der Melatoninsynthese zu unterdrücken (Garidou et al., 2003). 

Bei Ungulaten und Primaten kommt es bereits kurz nach Anbruch der Dun-

kelheit zu einem Anstieg der Melatoninsynthese. Durch einen tags und nachts 

konstant bleibenden AANAT-mRNA Spiegel muss nicht wie bei der Ratte oder 

beim Hamster erst AANAT transkribiert werden, sondern hier kann die Mela-

toninsynthese direkt aktiviert werden (Ackermann et al., 2006; Coon et al., 
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2002; Klein et al., 1997; Schomerus et al., 2000). Als zentrales Element der 

Regulation der Melatoninsynthese bei Ungulaten ist der sofortige Abbbau des 

konstitutiv generierten AANAT Proteins durch proteasomale Proteolyse; erst 

mit dem nächtlichen Anstieg der NA-Freisetzung wird diese gehemmt und es 

kommt zu einem raschen Anstieg der Melatoninbiosynthese. 

 

 

Abbildung 5: Melatoninbiosynthese beim Ungulaten, Primaten. 

 

 

1.9 Transkriptionsfaktoren im Pinealorgan 
 

Transkriptionsfaktoren können durch ihre Bindung an Promotor- oder Enhan-

cer-Sequenzen, die oberhalb der Transkriptionsstartseite liegen, die Aktivität 

der DNA-Polymerasen modulieren. Dies kann zu einer Aktivierung oder 

Hemmung der Transkription von Genen führen und ist somit ein fundamenta-

ler Schritt zwischen einem externen Reiz und einer zellulären Antwort. In den 

vergangenen Jahren wurde im Pinealorgan eine Reihe von Transkriptionsfak-

toren gefunden und deren mögliche Rolle bei der Regulation der Melatoninbi-

osynthese untersucht. Diese Studien haben gezeigt, dass insbesondere 

Transkriptionsfaktoren, die durch den NA/cAMP-Signaltransduktionsweg kon-
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trolliert werden, bei der Regulation der Melatoninsynthese eine Rolle spielen.  

 

1.9.1 CREB (cAMP responsive element binding protein) 

 

Das 43 kDa große Polypeptid ist ein Mitglied der CREB/ATF-Familie von 

Transkriptionsfaktoren. CREB kommt im Zentralnervensystem nahezu ubiqui-

tär vor und ist an der Vermittlung zwischen neuronalen Reizen und länger 

anhaltenden intrazellulären Veränderungen beteiligt (Montminy et al., 1990; 

Yamamoto et al., 1988). CREB gehört zur Familie der leucin-zipper Proteine 

(Landschultz et al., 1988): das leucin-zipper-Motiv im carboxyterminalen Teil 

des Protein ermöglicht die für die DNA-Bindung notwendige Dimerisierung 

(Yamamoto et al., 1998). Neben der DNA-bindenden Domäne (DBD) besitzt 

der Transkriptionsfaktor CREB noch Glutamin-reiche Sequenzen (Q1, Q2), 

die für den aktivierenden Einfluß auf die Transkription notwendig sind (Gonza-

lez et al., 1991). Diese Glutamin-reichen Sequenzen flankieren eine kinase-

inducible Domäne (KID), die eine posttranskriptionale Aktivierung von CREB 

erlaubt (Gonzalez et al., 1991). Die Aktivierung von konstitutiv exprimierten 

CREB erfolgt durch Phosphorylierung der Aminosäure Serin an der Positio-

nen 133 oder 142 des Proteins und kann sowohl über die Akkumulation des 

zweiten Botenstoffes Ca2+ mit nachfolgender Aktivierung der 

Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase I oder II, über die MAP-Kinase, 

als auch über die intrazelluläre Erhöhung des zweiten Botenstoffes cAMP und 

die nachfolgende Aktivierung der PKA erfolgen (Chen et al., 1998; Gonzales 

et al., 1989; Gonzales und Montminy, 1989; Sheng et al.,1991). Die Phospho-

rylierung von CREB führt zur Homodimerisierung und/oder zur Heterodimeri-

sierung mit anderen Transkriptionsfaktoren, wodurch die Aktivität und Bin-

dungsverhalten an CREs dieser Transkriptionsfaktoren reguliert werden kann.  

Im Pinealorgan der Ratte wird die Phosphorylierung von CREB nur über die 

Stimulation der cAMP-abhängigen PKA induziert, eine Stimulation der #1-

adrenergen Rezeptoren, die zur Erhöhung der intralzellulären Ca2+-

Konzentration führen, konnte keine CREB-Phosphorylierung in Pinealozyten 

hervorrufen (Roseboom und Klein, 1995; Maronde et al., 1999; Schomerus et 

al., 1996; Tamotsu et al., 1995). Eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors 
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CREB an der Aktivierung der Melatoninsynthese liegt aufgrund der Induktion 

und der Dynamik der Phosphorylierung nahe: in mehr als 95 % aller Pinealo-

zyten konnte 30-60 min nach Stimulation mit NA oder dem "1-adrenergen  

Agonisten Isoproteronol eine maximale phosphoCREB-Immunreaktion indu-

ziert werden (Tomatsu et al., 1995). Diese Befunde können die zeitliche Lü-

cke in den biochemischen Abläufen zwischen der "1-adrenergen Rezeptorak-

tivierung und dem Anstieg der AANAT Aktivität überbrücken. Ein weiterer Be-

leg für eine Beteiligung von CREB an der Aktivierung der AANAT-

Transkription ist die Bindung dieses Transkriptionsfaktors an das CRE-

Element im Promotor des AANAT-Gens (TGACGCCA) (Baler et al., 1997; 

Foulkes et al., 1996). 
 
1.9.2 ICER (inducible cAMP early repressor) 

 
1993 konnte ein Transkriptionsfaktor aus einer cDNA-Bank des Pinealorgans 

kloniert werden, der die Transkription von cAMP-sensitiven Genen hemmt: 

der inhibitorische Transkriptionsfaktor ICER (inducible cAMP early repressor; 

Stehle et al., 1993). ICER gehört zur CREM-Familie (cAMP responsive ele-

ment modulator) (Foulkes et al., 1991), die strukturell mit CREB verwandt ist. 

ICER ist ein sehr kleiner Transkriptionsfaktor mit nur 120 Aminosäuren und 

einem relativen Molekulargewicht von 13,4 kDa. ICER hat eine hohe Affinität 

zu CRE-Elementen (Stehle et al., 1993). Von ICER sind 4 verschiedene Iso-

formen bekannt, die sich in der An- bzw. Abwesenheit einer "-Domäne und 

dem alternativen Einbau zweier DNA-Bindungsdomänen unterscheiden (Moli-

na et al., 1993; Stehle et al., 1993). Allen ICER-Isoformen gemein ist ein klei-

nes, ICER-spezifisches Exon (87 Basenpaare), das durch differentielles Zu-

sammenfügen oberhalb der "-Domäne eingeordnet wird. Im Gegensatz zu 

den anderen Mitgliedern der CREM-Familie besteht ICER lediglich aus der 

DNA-Bindungsdomäne mit dem für die Dimerisierung notwendigen leucin-

zipper-Motiv. ICER fehlen die Glutamin-reichen Domänen sowie die Phospho-

rylierungs-Domänen. Daher kann angenommen werden, dass die Wirkung 

von ICER auf die Expression von cAMP-induzierbaren Genen alleine durch 

die intrazelluläre Konzentration des Translationsproduktes bestimmt wird. Die 
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ICER-Expression wird von einem internen Promotor, P2, gesteuert (Molina et 

al., 1993), der 4 CRE-Elemente beinhaltet (Molina et al., 1993) (Abbildung 6). 

Die ICER-Transkription kann somit potentiell durch pCREB aktiviert und durch 

ICER selbst inhibiert werden (Molina et al., 1993). 

Die hemmende Wirkung von ICER auf Zielgene setzt sich aus einer 

Kompetition mit anderen Transkriptionsfaktoren um CRE-Bindungsstellen und 

einer Heterodimerisierung von ICER mit aktivierendem Transkriptionsfaktoren 

zusammen (Stehle, 1995). 

 

 
 

Abbildung 6: (a) Schematische Darstellung der Intron Struktur des CREM/ICER 
Gens; CREM Promoter; P2, ICER Promoter. Aktivierung des induzierbaren P2 Pro-
moters führt zur ICER Expression. ATG, zeigt den Beginn der Translation an; TAA 
und TAG zeigen die Stops und Codons an; DBD I und II sind die DNA Bindungsdo-
mänen I und II; bZIP, Basis Leuzin Zipper Motif. 

(b) Proteinstruktur von ICER Isoformen (Kaczmarek et al., 2003).
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2 ZIELSETZUNG DER UNTERSUCHUNG 
 

Ziel dieser Arbeit war die Vervollständigung des Verständnisses des Melato-

ninsynthese-Regel-kreises beim Syrischen Hamster. Hierzu sollte speziell 

untersucht werden, ob im Pinealorgan des Syrischen Hamsters, ähnlich wie 

bei der Ratte oder der Maus ein inhibitorischer Transkriptionsfaktor wie ICER 

vorkommt. Neben dem Nachweis des ICER-Proteins mittels immunhistoche-

mischer Analyse im perfusionsfixierten Pinealorgan, sollte des Weiteren  

 

! eine semiquantitative Auswertung des Immunsignals erfolgen, 

! die Frage geklärt werden, ob die ICER Menge im Pinealorgan des Sy-

rischen Hamsters, wie bei Maus und Ratte über den Tagesverlauf, 

fluktuiert, 

! einer eventuellen Abhängigkeit der ICER Menge im Pinealorgan von 

der Photoperiode untersucht werden und, 

! die mögliche Beteiligung von ICER an der nicht-Induzierbarkeit der 

Melatoninsynthese beim Syrischen Hamster analysiert werden. 



Material und Methode 

 19

3 MATERIAL UND METHODE 
 

3.1 Chemikalien 
 

Alle Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von der Firma 

Sigma bezogen. Alle Lösungen und Puffer wurden mit destilliertem Wasser 

(dH2O) hergestellt und autoklaviert oder sterilfiltriert (Sterilfilter: 0,2 µm Po-

renweite, Schleicher&Schuell, Dassel). 

 

3.2 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 
 

Alle Tierexperimente wurden in Übereinstimmung mit den Richtlinien für Tier-

versuche nach der Maßgabe der Europäischen Gemeinschaft (Direktive 

86/609/EEC) durchgeführt. 

Als Versuchstiere wurden männliche Syrische Hamster im Alter zwischen 26 

und 58 Tagen gewählt. Sämtliche Versuchstiere wurden unter konstanter 

Temperatur (200C) und definierten Beleuchtungsverhältnissen gehalten 

[Lichtphase (L): 230 µW/cm2; Dunkelphase (D): Dunkelrotlicht: <5 µW/cm2] 

Rotlicht dieser Wellenlänge ist ohne Einfluss auf licht-sensitive Parameter des 

photoneuroendokrinen Systems. Futter und Wasser standen ad libitum zur 

Verfügung. Bei Versuchsbeginn wurden die Tiere der Langtag-Gruppe einer 

Lichtphase von 16 h und einer Dunkelphase von 8h während eines Zeitrau-

mes von 2 Wochen unterworfen. Die Tiere der Kurztag-Gruppe wurden einer 

Lichtphase von 8 h und einer Dunkelphase von 16 h während eines Zeitrau-

mes von 12 Wochen exponiert. Die Einhaltung der 12 Wochen unter Kurztag-

Beleuchtungsverhältnissen ist für eine physiologische Antwort (z.B. der Go-

naden) beim Syrischen Hamster notwendig. 
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3.3 Manipulation der Versuchstiere 
 

Die Versuchstiere wurden innerhalb einer Photoperiode (24 h) zu definierten 

Zeitpunkten getötet, um so eine eventuelle Fluktuation der ICER-Menge fest-

stellen zu können. Dabei wurde folgender Zeitplan gewählt. 

 

 
Langtag-Zeitplan 

 ZT1 ZT4  ZT6   ZT14   ZT18  ZT21 ZT23 

 $ $  $   $   $  $ $ 

   

0h Lichtphase 16h Dunkelphase 24h

              
Kurztag-Zeitplan 

 ZT1 ZT4  ZT6   ZT14   ZT18  ZT21 ZT23 

 $ $  $   $  $  $ $ 

   

0h                Lichtphase               8h  Dunkelphase 24h

              

 

Abbildung 7: Die Hamster der Langtag- und Kurztag-Gruppe wurden zu definierten 
„Zeitgeber-Time“, ZT 1 – 23 getötet. Der hellgraue Balken zeigt die Lichtphase von 
jeweils 16 h für den Langtag und 8 h für den Kurztag, der dunkelgraue Balken zeigt 
die Dunkelphase an.  

 

Zur Entnahme des Pinealorgans wurden die Tiere entsprechend ihrer mo-

mentanen Beleuchtungsverhältnisse unter hellem Weißlicht oder Dunkelrot-

licht getötet. Nach erfolgter Ethernarkose wurde den Hamstern 0,8 ml Chlo-

ralhydrat intraperitoneal injiziert und sofort nach Eintritt des narkotisierenden 

Effektes wurde dann der Brustkorb eröffnet, um so mittels einer Kanüle über 

die linke Herzkammer 0,1 ml Heparin in den Kreislauf zu bringen, welches 

eine vorzeitige Blutgerinnung in den Gefäßen verhindern sollte. Anschließend 

erfolgte eine Applikation von physiologischer Kochsalzlösung (0,9% NaCl), 

um möglichst alle Erythrozyten aus den zu perfundierenden Geweben auszu-
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schwemmen. Als Perfusionslösung diente 4% Paraformaldehyd (PFA) in 

phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS-Puffer). Nach erfolgter Perfusion 

des Hamsters wurde die Dekapition und Präparation des Pinealorgans durch-

geführt. Zur Freilegung der Epiphyse wurde zunächst die Calvaria durch Ein-

schnitt vom Foramen Magnum zu beiden Seiten hin mobilisiert. Von der Cal-

varia wurden dann unter Benutzung eines Operationsmikroskops die Menin-

gen vorsichtig abpräpariert, welche das Pinealorgan enthalten. Das Pinealor-

gan konnte so in toto mit dem gesamten Gehirn durch Durchtrennung der 

beiden Nn.opticii von der Schädelbasis gelöst werden. 

Die Gehirne samt Pinealorgan wurden für mindestens 4 h in einer 4% PFA-

Lösung nachfixiert und anschließend in Saccharoselösung kryoprotektiert. 

Dabei wurden diese zunächst in 10%-, dann in 20%- und schließlich in 30%- 

Saccharoselösung eingelegt. 

Die Gehirne wurden nach Entnahme aus der Saccharoselösung mit 

Hilfe von Trockeneis schockgefroren und am Kryostaten in Frontalebene in 14 

µm starke Schnittpräparate geschnitten. Die Aufnahme der Schnittpräparate 

erfolgte auf Chromalaun/Gelatine-beschichteten Objektträgern (Merck, Darm-

stadt), welche bis zur immunzytochemischen Färbung ständig bei – 200C ge-

lagert wurden. 

Um den Einfluß der unterschiedlichen Photoperioden auf den Syrischen 

Hamster zu bestätigen, wurden zu jedem Zeitpunkt der jeweiligen Photoperi-

ode die Gonaden der Tiere gesammelt und gewogen. Gemäß den erfolgten 

Beobachtungen ist unter einer Kurztag Photoperiode (8 h Licht, 16 h Dunkel-

heit) eine Unterdrückung der Funktion der hypothalomo-hypophysären-

gonadalen Achse zu erwarten. 
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3.4 Immunzytochemische Methode 
 

Durch die Immunzytochemie ist es möglich in Gewebeschnitten Proteine oder 

Peptide (Antigene) spezifisch nachzuweisen und zu lokalisieren. Unter den 

verschiedenen Färbemethoden (direkte, indirekte, PAP-und Avidin-Biotin-

Methode) wurde die Avidin-Biotin-Methode gewählt, da diese eine sehr hohe 

Empfindlichkeit bietet und auf fixiertem Material hervorragende Ergebnisse 

erzielt. 

Diese Methode basiert auf der Fähigkeit des Eiweißglykoproteins Avi-

din, 4 Molekühle des Vitamins Biotin physikalisch zu binden. Es werden drei 

Reagenzien benötigt: das erste ist ein Primärantikörper, der spezifisch gegen 

das zu bestimmende Antigen gerichtet ist. Der Sekundärantikörper, der an der 

ersten binden kann, ist mit Biotin konjugiert. Das dritte Reagenz ist ein Pero-

xidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex. Die freien Stellen der Avidinmole-

kühls ermöglichen die Bindung an das Biotin des Sekundärantikörpers. Das 

Enyzm Peroxidase und damit das gesuchte Antigen wird mit einem geeigne-

ten Chromogen sichtbar gemacht. Die Substrat-Chromogenreaktion, die be-

nutzt wird, um die Peroxidase sichtbar zu machen, ! ass!  keine Unterschei-

dung zu, ob es sich bei dem nachgewiesenen Enzym um das Enzym handelt, 

das durch die Immunreaktion das zelluläre Antigen lokalisiert, oder ob es sich 

um enzymatische Aktivität handelt, die im Präparat schon vor Beginn der An-

färbung vorhanden war. Vorrangig findet sich die endogene Peroxidaseaktivi-

tät in roten und weißen Blutkörperchen. Sofern diese Aktivität nicht vor Zuga-

be des markierenden Enzyms blockiert wird, ist eine positive Anfärbung nicht 

nur auf das spezifische Antigen, sondern auch auf die im Gewebe bereits 

vorhandene Peroxidaseaktivität zurückzuführen. Um die endogene Peroxida-

se irreversibel zu hemmen, werden die Gefrierschnitte in ein Bad aus 30% 

H2O2 und Methanol überführt.  

Als unspezifische Hintergrundfärbung versteht man die positive Anfär-

bung eines Präparates, die  nicht das Ergebnis einer Antigen-Antikörper-

Bindung darstellt. Die häufigste Ursache ist die Anlagerung von Proteinen an 

stark geladene Kollagen- und Bindegewebselemente der Präparate. Ist die 

erste dem Gewebspräparat zugefügte Proteinlösung der Primärantikörper, 

kann er an diese geladenen Stellen unspezifisch adsorbiert werden. Der 
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nachfolgend zugesetzte Sekundärantikörper bindet trotzdem an den Primä-

rantikörper, und es kommt zu einer Peroxidase Farbreaktion. Die positive 

Färbung an diesen Stellen ist dann nicht bedingt durch eine unspezifische 

Antikörperanlagerung an Kollagen und sonstiges Bindegewebe. Die unspezi-

fische Färbung kann  erfolgreich durch Hinzufügen einer neutralen Proteinlö-

sung vor Zugabe des Primärantikörpers vermieden werden. Dieses Protein 

lagert sich an die elektrisch geladenen Stellen und verhindert auf diese Weise 

eine Adsorbtion des Primärantikörpers.  

 

3.4.1 Protokoll der Immunzytochemie 

 

Die Gewebeschnitte wurden nach Entnahme aus dem Gefrierschrank zum 

Trocknen ausgelegt und anschließend in 70% Alkohol eingelegt. Um die en-

dogene Peroxidase zu blocken wurden dann die Gefrierschnitte in ein Bad 

aus Methanol und 30% H2O2  gelagert und anschließend erneut in 70% Alko-

hol gelegt. Die Präparate wurden in PBS/0,3%Triton-Puffer gewaschen und 

nun in Ziegenserum (1:20) mit PBS/Triton-Puffer für 30 min inkubiert, um eine 

unspezifische Hintergrundfärbung zu vermeiden. Da noch nicht bekannt war 

bei welcher Primärantikörperkonzentration es zu einer möglichen Färbung 

kommen würde, ! ass! e zunächst eine Konzentrationsreihe mit dem Primä-

rantikörper- ICER- getestet werden. Der Primärantikörper wurde in PBS/Triton 

und 1% Albumin auf die Gewebeschnitte über Nacht in verschiedenen Kon-

zentrationen (1:10.000, 1:30.000, 1:60.000, 1:80.000) gegeben. Nach erneu-

tem Waschen mit PBS/Triton wurde der Sekundärantikörper, ein mit Biotin 

konjugierter anti-Kaninchen Antikörper (1:100), in PBS/Triton für 1 h dazuge-

geben. Die Präparate wurden nochmals mit PBS/Triton gewaschen und die 

Extravidin-Peroxidase (1:100) im PBS/Triton-Puffer hinzugegeben. Schließlich 

wurden die Gefrierschnitte in PBS-Puffer und danach in Tris-Puffer gelegt, 

bevor die Färbung in Diaminobenzidin/Tris mit 30% H2O2 erfolgte. Vor der ab-

schließenden Eindeckelung mit Entellan (Merck, Darmstadt) wurden alle Prä-

parate ein einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-100%) und in Xylol entwäs-

sert. 
Zur Erfolgskontrolle der Immunzytochemie wurde immer ein Gewebeschnitt 

vom Pinealorgan der Ratte mitgefärbt, da bisher nicht bekannt war, ob es 
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beim Syrischen Hamster zu einer positiven ICER-Immunoreaktion im Pineal-

organ kommt. 

 

Primäre Antikörper 
Antigen Hersteller Arbeitskonzentration 
ICER Protein Dr. C.A. Molina, UMDNJ,NJ, 

USA 
1:10.000 

 

Sekundärer Antikörper 
Antigen Hersteller Arbeitskonzentration 
Anti-Kaninchen/IgG-
Biotin 

Santa Cruz Biotechnology, 
INC. 

1:100 

 

Tabelle 1: Liste der verwendeten Antikörper. 

 

 

3.5 Semiquantiative und densitometrische Auswertung der immunzy-
tochemischen Färbung 

 

Die semiquantitative Auswertung aller Präparate wurde an einem VIDAS-

Bildanalysesystem (KS 300, Kontron) durchgeführt. Die immunzytochemi-

schen Präparate wurden zunächst von einer Videokamera (AVT Horn, Aalen) 

aufgenommen, die mit einem Mikroskop (Axioplan, Zeiss, Göttingen) verbun-

den war. Die Daten wurden mit einer Auflösung von 512 x 512 Bildpunkten 

und 8 Bits (Grauwerte von 0-255) digitalisiert und an das Bildanalysesystem 

weitergegeben. 

Zur densitometrischen Analyse wurde die Intensität der spezifischen Signale 

anhand der Grauwertskala von 0 (schwarz) bis 225 (weis) ermittelt. Der ermit-

telte Grauwert wurde invertiert und mit der entsprechenden Fläche des Sig-

nals verrechnet. Die Ergebnisse wurden als corrSUMDENS (corrected sum of 

densities) ausgedrückt (Wicht et al., 1999). Um verschiedene Ergebnisse ver-

gleichbar zu machen, wurden alle Werte als Prozent des maximalen corr-

SUMDENS Wertes angegeben. Zur statistischen Absicherung wurden min-

destens 3 zufällige Präparate ausgewertet. 
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3.6 Quantifizierung der ICER-Expression 
 

Die in der Immunzytochemie nachgewiesenen ICER-Signale wurden mit ei-

nem computerunterstützten Analysesystem ausgewertet (Vidas 21; Fa.Zeiss). 

Hierbei wurden sowohl die Menge, als auch die Intensität der gefärbten Zell-

kerne einbezogen. Von jedem Zeitpunkt wurden von drei verschiedenen 

Hamstern zufällig gewählte Bereiche, die ca. 100 Zellen umfassten, blind 

ausgewertet (Vergrößerung 600x). Zur Evaluation der Daten einer Versuchs-

reihe wurde der höchste corrSUMDENS-Wert (Maximalwert) als 100% ge-

setzt und die korrespondierenden Werte als Prozent des Maximalwertes aus-

gedrückt. 

 
 
3.7 Statistische Auswertung 
 
Die Daten der densitometrischen Analyse wurden mit SPSS durch ANOVA 

mit anschließendem Bonferroni Test für mehrfache Vergleiche mit p<0,05 als 

Kriterium für Signifikanz und Standardabweichung (± SEM) dargestellt. 

Die Ausführung und Auswertung des Versuchs erfolgte nach den Kriterien 

einer Doppel-Blind-Studie, so wurden die einzelnen Tiere den Versuchsein-

heiten (ZTs) nach dem Zufallsprinzip zugeordnet und die ermittelten Mess-

werte wurden ebenfalls durch eine Randomisierungsfunktion, des für die sta-

tistischen Auswertung verwendete Programms (SPSS), ausgewählt. 
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4 ERGEBNISSE 
 
Im Pinealorgan des Syrischen Hamsters zeigten alle Zellen eine auf den Kern 

begrenzte spezifische ICER Immunoreaktion auf. Es konnte unabhängig von 

der Photoperiode (LD/SD) unter welcher die Tiere gehalten wurden, eine sig-

nifikante Tagesfluktuation der ICER Signalintensität festgestellt werden.  

 

4.1 ICER-Proteinexpression in der Langtag-Gruppe 

 

Abbildung 8: Immunzytochemische Färbung der Hirnschnitte aus dem Pinealorgan 
des Syrischen Hamsters bei einer Photoperiode von 16h Licht und 8h Dunkelheit 
(Langtag). Zeitpunkte ZT 1 bis 10. Die ICER-Immunoreaktion ist ausschließlich im 
Zellkern nachweisbar. Maßstabsbalken (Ausschnitt): 50 µm; Maßstabsbalken (Über-
sicht): 100 µm. 

 

ZT 1 ZT 4 

ZT 6 ZT 10 
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Abbildung 9: Immunzytochemische Färbung der Hirnschnitte aus dem Pinealorgan 
des Syrischen Hamsters bei einer Photoperiode von 16h Licht und 8h Dunkelheit 
(Langtag). Zeitpunkte ZT 14 bis ZT23. Die ICER-Immunoreaktion ist ausschließlich 
im Zellkern nachweisbar. Maßstabsbalken (Ausschnitt): 50 µm; Maßstabsbalken (Ü-
bersicht): 100 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ZT 14 ZT 18 

ZT 21 ZT 23 
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In den Pinealorganen der LD Gruppe stiegen die ICER Werte über den Ta-

gesverlauf stetig an und erreichten maximale Werte 2 h vor dem 

Licht/Dunkelheit – Wechsel. Bei Einbruch der Dunkelphase kam es zu einem 

rapiden Abfall der ICER Immunoreaktion mit niedrigsten Werten etwa 5 h 

nach Beginn der Phase. Zum Ende dieser Phase kam es dann aber erneut zu 

einem Anstieg der Werte.  

 

Abbildung 10: Diurnale Fluktuation des ICER Proteins im Pinealorgan des Syri-
schen Hamster mit einer Langtag (LD) Photoperiode von 16h Licht und 8h Dunkel-
heit. Die relative optische Dichte der ICER-Immunoreaktion ist als % des absoluten 
Maximalwertes von der Langtag–Gruppe dargestellt. Die grau unterlegte Fläche stellt 
die Dunkelphase dar; Der Zeitpunkt ZT 14 (** p<0.01) ist signifikant zu allen anderen 
Zeitpunkten unterschiedlich. Der Zeitpunkt ZT 21 (** p<0,01) und ZT 6 (** p<0,01) 
unterscheidet sich signifikant zu ZT: 4, 14.  
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Für die Gewichte der Gonaden der Langtag-Gruppe wurden für die jeweiligen 

Zeitpunkte folgende Werte gemessen: 

 

Zeitpunkt Gonadengewichte 

ZT 1 10,26g 

ZT 4 7,93g 

ZT 6 9,53g 

ZT 10 11,2g 

ZT 14 7,12g 

ZT 18 10,25g 

ZT 21 10,81g 

ZT 23 10,58 g 

Tabelle 2: Gonadengewichte in der Langtag-Gruppe. Die grau unterlegten Felder 
zeigen die Werte für die Nacht an und die weißen die für den Tag. 
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4.2 ICER-Proteinexpression in der Kurztag-Gruppe 

 
Abbildung 11: Immunzytochemische Färbung der Hirnschnitte aus dem Pinealorgan 
des Syrischen Hamsters bei einer Photoperiode von 8h Licht und 16h Dunkelheit 
(Kurztag). Zeitpunkte ZT1 bis ZT10. Die ICER-Immunoreaktion ist ausschließlich im 
Zellkern nachweisbar. Maßstabsbalken (Ausschnitt): 50 µm; Maßstabsbalken (Über-
sicht): 100 µm. 

 

ZT 1 ZT 4 

ZT 6 ZT 10 
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Abbildung 12: Immunzytochemische Färbung der Hirnschnitte aus dem Pinealorgan 
des Syrischen Hamsters bei einer Photoperiode von 8h Licht und 16h Dunkelheit 
(Kurztag). Zeitpunkte ZT14 bis ZT23. Die ICER-Immunoreaktion ist ausschließlich im 
Zellkern nachweisbar. Maßstabsbalken (Ausschnitt): 50 µm; Maßstabsbalken (Über-
sicht): 100 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ZT 14 ZT 18 
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Die ICER Werte der Hamster aus der SD Gruppe wiesen ein ähnliches Ver-

laufsmuster auf wie die der LD Gruppe, jedoch mit einem insgesamt gedämpf-

teren Profil. Hierbei wurden die Maximalwerte um die Mittagszeit ca. 4 h vor 

dem Licht/Dunkelheits-Wechsel erreicht und zeigten, wie auch in der LD 

Gruppe, zu Beginn der Dunkelphase einen Abfall mit einem Minimum 6 h 

nach Beginn der Dunkelphase, um dann wieder während der zweiten Hälfte 

der Dunkelphase anzusteigen. 

 

 

Abbildung 13: Diurnale Fluktuation des ICER Proteins im Pinealorgan des Syri-
schen Hamster mit einer Kurztag Photoperiode von 8 h Licht und 16 h Dunkelheit. 
Die relative optische Dichte der ICER-Immunoreaktion ist als % des absoluten Maxi-
malwertes der Kurztag-Gruppe dargestellt. Die grau unterlegte Fläche stellt die Dun-
kelphase dar. ZT 4 und ZT 14 (*** p<0.001) sind signifikant zu allen anderen Zeit-
punkten unterschiedlich. ZT 18(* p<0.05) unterscheidet sich signifikant zu ZT: 14, 10, 
1, 4, 6. 
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Für die Gewichte der Gonaden der Kurztag-Gruppe wurden für die jeweiligen 

Zeitpunkte folgende Werte gemessen: 

 

Zeitpunkt Gonadengewichte 

ZT 1 6,25g 

ZT 4 5,57g 

ZT 6 3,28g 

ZT 10 5,85g 

ZT 14 5,64g 

ZT 18 6,6g 

ZT 21 6,85g 

ZT 23 3,67g 

Tabelle 3: Gonadengewichte in der Kurztag-Gruppe. Die grau unterlegten Felder 
zeigen die Werte für die Nacht an und die weißen, die für den Tag. 
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4.3 Vergleich der ICER-Expression in der Langtag- und Kurztag-
Gruppe 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit der beiden Gruppen wurden die Originaldaten 

der LD Gruppe um 8 h phasenverschoben, so dass der Beginn der Dunkel-

phase mit der der SD Gruppe zeitlich übereinstimmte (Abbildung 14). 

Insgesamt betrachtend ist der Anstieg der ICER Werte größer und erreicht 

höhere Werte während des Tages bei Hamstern, welche einer kurzen Nacht 

ausgesetzt waren (LD Bedingungen) im Vergleich zu denen der SD Gruppe. 

 

 

Abbildung 14: Vergleichende Darstellung der diurnalen Fluktuation des ICER Prote-
ins im Pinealorgan des Syrischen Hamster mit einer Kurztag Photoperiode (SD) von 
8 h Licht und 16 h Dunkelheit vs. einer Langtag Photoperiode (LD) von 16 h Licht 
und 8 h Dunkelheit. Die relative optische Dichte der ICER-Immunoreaktion ist als % 
des absoluten Maximalwertes von der Langtag- bzw. Kurztag-Gruppe dargestellt. Die 
dunkelgrau unterlegte Fläche stellt die Dunkelphase der Kurztag Gruppe dar; die 
hellgrau unterlegte Fläche stellt die Dunkelphase der Langtag Gruppe dar. LP und 
SP Gruppe unterscheiden sich signifikant im Zeitpunkt (p<0.05) und in der Photope-
riode(0,01). *** p<0.001 ist für die Zeitpunkte: 6 h nach Licht aus und 4 h nach Licht 
an in der SD Gruppe gegen alle anderen Werte. ** p<0.01 ist für die Zeitpunkte 5h 
nach Licht aus und 14h nach Licht in der LD Gruppe gegen alle anderen Werte.  
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Auswertung: 
 

Die Abhängigkeit der gemessenen ICER Konzentrationen im Pinealorgan des 

Syrischen Hamsters von den Tageszeitpunkten ZT der jeweiligen Photoperio-

de wurden zunächst jeweils für den Langtag und Kurztag über ANOVA über-

prüft. Das Testergebnis ergab bei einem Signifikanzniveau von 0,05, dass 

zwischen den Mittelwerten zu den jeweiligen Faktorstufen, bzw. ZT Zeitpunk-

ten sowohl beim Langtag als auch beim Kurztag hoch signifikante Unter-

schiede bestehen (Abbildung 14).  

Die Ermittlung der einzelnen Mittelwerte der ICER-Konzentrationen erfolgte 

mittels Bonferoni-Test und es ergaben sich die in Abbildung 14 dargestellten 

Signifikanzen. 

Anschließend wurde der Frage nachgegangen, ob sich die Langtagkonzentra-

tion von ICER von denen der Kurztagkonzentration im Mittel unterscheiden. 

Der T-Test ergab, dass sich die ICER-Konzentrationen von LD und SD im 

Mittel auf einem Signifikanzniveau von 0,05 unterscheiden. 

Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Mittelwerte des Tages von denen der 

Nacht zu vorgegebenem Signifikanzniveau von 0,05 unterscheiden. Dazu 

wurden die Mittelwerte zu 2 neuen Gruppen zusammengefasst: den Mittel-

werten des Tages und der Nacht. Anschließend wurde mit Hilfe linearer Kon-

traste verglichen. Dieser Test (lineare kontrast test) ergab signifikante Unter-

schiede zwischen den Tages- und Nachtmitteln beim Langtag als auch beim 

Kurztag (s. Abbildung 14).  

Die Bestätigung einer Unterdrückung der Funktion der hypothalomo-

hypophysären-gonadalen Achse unter Kurztag Photoperiode (8 h Licht, 16 h 

Dunkelheit) wird durch die gesammelten Gewichte der Gonaden der 

Syrischen Hamster in Abbildung 15, 16 dargestellt. Die Kurztag Photoperiode 

führt zu einer signifikanten Abnahme der Gonadengewichte beim syrischen 

Hamster (s. Abbildung 16). 
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Abbildung 15: Gonadengewichte des Syrischen Hamsters unter Langtag Photoperi-
ode (grüne Balken) und Kurztag Photoperiode (violette Balken). Es sind für die ein-
zelnen Zeitpunkte die Mittelwerte von jeweils 3 Tieren gebildet worden. 
 

 

Abbildung 16: Gonadengewichte des Syrischen Hamsters unter Langtag Photoperi-
ode (grüner Balken) und Kurztag Photoperiode (violetter Balken). Die Gonadenge-
wichte der Langtaggruppe sind signifikant höher (* P< 0.01) als die der Kurztaggrup-
pe. Der Standardmittelwert Fehler ist für den Kurztag ±SEM 0,46 und für den Lang-
tag ±SEM 0,51. n= 24 Tiere pro Gruppe. 
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5 DISKUSSION 
 

Im Pinealorgan der Ratte, der Maus und des Syrischen Hamsters ist der nächtliche 

Anstieg der Melatoninsynthese entscheidend von der Aktivierung der cAMP-

Signaltransduktionskaskade (von Gall et al., 2000; Klein et al., 1970; Santana et al., 

1988) und von der transkriptionalen Regulation der Aanat-mRNA Menge abhängig 

(Coon et al., 1995; Gauer et al., 1999; Roseboom et al., 1998). Des weiteren gibt es 

zahlreiche Untersuchungen, die eine Regulation der Transkription des Aanat-Gens 

durch zwei Transkriptionsfaktoren, dem Aktivtor CREB und dem Inhibitor ICER, die 

durch die cAMP-Signaltransduktionskaskade aktiviert werden, zumindest in der Ratte 

und in der Maus bestätigt haben (von Gall et al., 2001; Roseboom und Klein 1995; 

Maronde et al., 1999). Die hier dargestellte Fluktuation des ICER Proteins im Pinea-

lorgan des Syrischen Hamsters deutet auf eine Mitbeteiligung des inhibierenden 

Transkriptionsfaktors ICER bei der Hemmung der nächtlich erhöhten Melatonin-

synthese auch in dieser Spezies hin, ähnlich wie dies bereits in der Ratte und der 

Maus gezeigt werden konnte (Foulkes et al., 1996; von Gall et al., 2000; Pfeffer et 

al., 1999; Maronde et al., 1999; Stehle et al., 1993).  

Im Pinealorgan des Syrischen Hamsters sind die ICER Werte niedrig zum Be-

ginn der Nacht und steigen zum Ende der Dunkelperiode an, unabhängig davon, ob 

die Tiere unter LD oder SD Bedingungen gehalten wurden. ICER Minimalwerte wer-

den unter LD und SD Bedingungen jeweils 5 und 6 h nach Beginn der Dunkelperiode 

erreicht. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass mit Beginn der Dunkelphase ein 

aktiver ICER Abbau gleichzeitig mit der NA-Ausschüttung aus den sympathischen  

Nervenendigungen stattfindet (Miguez et al., 1998; Steinlechner et al., 1984). Im Pi-

nealorgan der Ratte konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von ICER zu ei-

ner Desinhibition von cAMP-induzierbaren Genen führt (Maronde et al., 1999; Pfeffer 

et al., 1998, 2000; Stehle et al., 1993). Garidiou et al. Zeigte in einem Versuch am 

Syrischen Hamster bei Verabreichung eines Proteinsyntheseinhibitors in der zweiten 

Hälfte der Nacht, dass eine adrenerge Stimulation, also eine Aktivierung der Aanat 

Gen Expression und so auch der Melatoninsynthese, während des Tages möglich ist 

(Garidou et al., 2003). Die Beobachtung der nicht-Induzierbarkeit der Melatonin-

synthese unter natürlichen Verhältnissen ist eine Besonderheit des syrischen Hams-

ters, welcher im Unterschied zur Ratte und der Maus einen während des ganzen Ta-
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ges erhöhten ICER-Protein Spiegel aufweist. Wird der Proteinsynthese-Inhibitor erst 

3 Stunden nach Licht an gegeben, ist eine adrenerge Stimmulation während des Ta-

ges beim Syrischen Hamster nicht möglich (Garidou et al., 2003), da bereits in der 

ersten Stunde nach Lichtexposition der ICER Protein Spiegel so weit erhöht ist, dass 

seine inhibierende Wirkung nicht mehr durch den Proteinsyntheseinhibitor unter-

drückt werden kann (s. Abb. 14). Wird dagegen der Proteinsyntheseinhibitors zum 

Ende der Nacht verabreicht, kann eine adrenerge Stimulation, also auch die Melato-

ninsynthese während des Tages induziert werden (Garidou et al., 2003). Diese Be-

obachtung kann zusammen mit unseren Ergebnissen die Beteiligung von ICER an 

der nicht-Induzierbarkeit der Melatoninsynthese beim Syrischen Hamster während 

des Tages erklären. 

Bemerkenswert ist die kürzlich beschriebene Beteiligung einer proteosomalen- 

und NA-abhängigen Regulation eines transkriptionellen Inhibitors des Aanat Genes 

in Pinealozyten der Ratte (Terriff et al., 2005). Der Regelkreis der Ubiquitin-

vermittelten proteasomalen Proteolyse spielt eine entscheidende Rolle in der Regula-

tion etlicher zellulärer Prozesse, wie zum Beispiel beim Zellzyklus, bei der Zelldiffe-

renzierung, bei der Modulation der Zelloberflächenrezeptoren und Ionenkanälen, bei 

der Regulation der Immun- und Entzündungsantwort, bei der DNA-Reparatur, und 

schließlich auch bei der Regulation von Transkriptionsfaktoren. Im Pinealorgan der 

Ratte wird der AANAT Proteinspiegel außer durch eine transkriptionale und die trans-

lationale Regulation auch noch durch einen proteasomalen Abbau reguliert (Zheng et 

al., 2003; Ganguly et al., 2005). In stimmulierten Pinealozyten wird AANAT durch die 

cAMP-abhängige Proteinkinase phosphoryliert und reagiert so mit dem Protein 14-3-

3 (Ganguly et al., 2005). Diese Verbindung verhindert eine proteasomale Proteolyse 

von AANAT und erhöht somit die Enzymaktivität. Zum Ende der Dunkelphase wird 

dann schließlich AANAT dephosphoryliert und durch das Proteasom abgebaut 

(Gastel et al., 1998). Die Untersuchungen von Teriff et al., 2005 haben einen stimu-

lierenden, als auch hemmenden Effekt auf den adrenerg regulierten AANAT Protein-

spiegel bestätigt, welcher von dem Zeitpunkt der Proteasomaussetzung abhängig ist. 

Eine zusätzliche Behandlung der Pinealozyten mit Cyclohexamid, einem Protein-

syntheseinhibitor, führte zu einer Unterdrückung des inhibierenden Effektes des Pro-

teasoms auf die Aanat Transkription (Teriff et al., 2005). Diese Beobachtung bestä-

tigt die Vermittlung der proteasomalen Regulation der Aanat Transkription durch ein 

inhibierendes Protein. ICER ist als inhibierendes Protein am wahrscheinlichsten, da 
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es tagsüber synthetisiert wird und so beim Syrischen Hamster eine Hemmung der 

Aanat Transkription während des Tages, und einen Abbau des AANAT Spiegels zum 

Ende der Nacht, wenn ICER Werte ansteigen, bewirken könnte. Im Pinealorgan des 

Syrischen Hamsters erreicht das ICER Protein seinen Minimalwert exakt zum Zeit-

punkt wenn die Aanat mRNA anfängt zu steigen, sowohl unter LD als auch unter SD 

Bedingungen (Garidou et al., 2003; Diaz et al., 2003). Der Zusammenhang zwischen 

niedrigen ICER Werten und einer Zunahme der cAMP sensitiven Genexpression im 

Pinealorgan des Syrischen Hamster wird durch die Tatsache unterstützt, dass die 

Icer mRNA ebenfalls nach 3 h in der Dunkelperiode zunimmt, unabhängig von der 

Photoperiode, unter der die Syrischen Hamster gehalten wurden (Diaz et al., 2003). 

Der schnelle Anstieg der Icer mRNA verglichen zu dem der Aanat mRNA lässt sich 

durch die beschriebene höhere Sensitivität des Icer Genes erklären (Pfeffer et al., 

1999), welche auf das Vorhandensein von 4 CRE Promotor Elementen (Molina et al., 

1993) im Vergleich zum Aanat Promotor, mit nur einem einzigen CRE Element zu-

rückzuführen ist (Baler et al., 1997). 

Wie auch in der Ratte und in der Maus, steigen die ICER Werte im Pinealor-

gan beim Syrischen Hamster bereits während der Nacht an. Die markantere Dyna-

mik der ICER Werte der Hamster, welche einer kurzen Nacht (LD Bedingungen) 

ausgesetzt waren, im Vergleich zu der der SD Gruppe kann als Resultat einer frühe-

ren Stagnation der proteasomalen Proteolyse von ICER unter LD Bedingungen inter-

pretiert werden. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass hypophysäre 

GH3-Zellen 3h nach Stimmulation der cAMP Signaltransduktionskaskade einen Lac-

tocystein-sensitiven proteasomalen Abbau von mehr als 50% des ICER Pools auf-

weisen (Folco und Koren 1997). Durch die rasche Proteolyse von ICER kann ein so-

fortige Umschaltung stattfinden, wodurch eine präzise Regulation der cAMP-

induzierten transkriptionellen Antwort möglich wird und erklärt letztlich die beobachte-

te Situation im Pinealorgan des Syrischen Hamsters zu Beginn der Nacht. 

Die hier präsentierten Daten lassen sich hervorragend in bereits erarbeitete 

Modelle der transkriptionellen Regulation des Aanat Gens und der posttranslationel-

len Mechanismen der Aktivierung der Melatoninsynthese beim Nagetier einfügen. 

Entscheidend ist jedoch, dass die signifikant erhöhten und während der gesamten 

Lichtperiode persistierenden ICER Werte die immer wieder beobachtete Unmöglich-

keit der Stimulation der Melatoninsynthese im Pinealorgan des Syrischen Hamsters 

während des Tages erklärt. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Der tägliche und jahreszeitliche Wechsel in den Lichtverhältnissen bedeutet für alle 

Lebewesen eine regelmäßige und fundamentale Veränderung ihrer Lebensbedin-

gungen. Mit Hilfe einer inneren Uhr können Lebewesen regelmäßige Veränderungen 

ihrer Umwelt im Tagesgang und während des Jahres antizipieren. Diese Innere Uhr 

sitzt bei Säugetieren im hypothalamischen Nucleus suprachiasmaticus (SCN) und 

generiert einen zirkadianen Rhythmus, der durch Signale des retino-

hypothalamischen Traktes mit den Umweltbeleuchtungsbedingungen synchronisiert 

wird. Bei Wirbeltieren werden die Elemente, die an der Genierung von zirkadianen 

Zeitsignalen beteiligt sind zu einem spezifischen neuronalen Schaltkreis im Gehirn, 

dem photoneuroendokrinen System (PNS), zusammengefasst. Im PNS werden im 

Pinealorgan photoperiodische Signale in die zirkadian rhythmische Synthese des 

Neurohormons Melatonin umgesetzt. Dabei ist die vom zentralen Oszillator im SCN 

gesteuerte Freisetzung von Noradrenalin (NA) aus sympathischen postganglionären 

Nervenfasern in das Pinealorgan der entscheidende Reiz zur nächtlichen Ankurbe-

lung der Melatoninbiosynthese. Melatonin wird ausschließlich in der Nacht gebildet 

und fungiert daher als ein Zeithormon. Unmittelbar nach der Synthese wird Melatonin 

in die Blutbahn abgegeben und liefert allen Zellen, die mit spezifischen Melatoninre-

zeptoren ausgestattet sind, die aktuelle Licht- und Zeitinformationen. NA bewirkt in 

allen untersuchten Säugetieren die Aktivierung des Schlüsselenzyms der Melatonin-

synthese, der Arylalkylamin N-Acetyltransferase (AANAT). Die Transkription der Aa-

nat wird durch eine cAMP-abhängige Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors 

CREB (cyclicAMP response element binding protein) eingeleitet. Der inhibitorische 

Transkriptionsfaktor ICER (inducible cAMP early repressor) ist in die Abschaltung der 

erhöhten Melatoninsyntese am Ende der Nacht involviert. Die Transkription von Icer 

erfolgt ebenfalls durch die NA-induzierte Aktivierung der cAMP-Signalkaskade.  

In Säugetieren, persistiert der Rhythmus der Melatoninausschüttung, wenn das Tier 

unter konstanter Dunkelheit gehalten wird, wird aber durch eine akute Lichtexposition 

während der Nacht unterdrückt. Beim Syrischen Hamster ist die photoperiodische 

Abhängigkeit der Melatoninsynthese für die Hemmung der hypothalamo-

hypophysären-gonadalen Achse mit Beginn des Herbstes notwendig und sichert den 

optimalen Zeitpunkt z.B. für die saisonale Reproduktion, den Winterschlaf, die Migra-
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tion oder den täglichen Schlaf. Allerdings kann im Unterschied zu Ratte und Maus 

beim Syrischen Hamster kein Anstieg der Melatoninkonzentration im Pinealorgan 

während des Tages induziert werden.  

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die fehlende Induzierbarkeit der Melatoninsynthese 

während des Tages beim Syrischen Hamster besser zu verstehen, und zu untersu-

chen, ob auch im Pinealorgan des Syrischen Hamsters, wie bei Ratte und Maus, der 

inhibitorische Transkriptionsfaktor ICER vorkommt und reguliert ist. Um die Nicht-

Induzierbarkeit der Melatoninsynthese zu erklären wurde eine eventuelle Abhängig-

keit der ICER Menge im Pinealorgan von der Photoperiode untersucht.  

Die Unterdrückung der Funktion der hypothalomo-hypophysären-gonadalen Achse 

unter Kurztag Photoperiode wurde durch die Gewichtsabnahme der Gonadengewich-

te bestätigt. Die immunhistochemische Analyse bestätigte das Vorkommen des ICER 

Proteins im Pinealorgan des Syrischen Hamsters und es konnte eine statistisch sig-

nifikante Korrelation zwischen der Dauer der Lichtperiode und der Expression des 

ICER Proteins gezeigt werden. Bei einer Langtag Photoperiode von 16 h Licht wurde 

ein schnellerer Anstieg und insgesamt höhere ICER Protein Werte als bei der Kurz-

tag Photoperiode beobachtet. Unabhängig von der Photoperiode, waren die ICER 

Werte niedrig zum Beginn der Nacht und stiegen zum Ende der Nacht an. ICER Mi-

nimalwerte wurden in beiden Photoperioden 5 und 6 h nach Beginn der Dunkelperio-

de beobachtet und lassen sich durch einen aktiven Abbau erklären, der zeitgleich mit 

der NA-Ausschüttung aus den sympathischen Nervenendigungen stattfindet. Wäh-

rend der gesamten Lichtphase zeigte sich unabhängig von der Photoperiode ein er-

höhter ICER Proteinspiegel im Pinealorgan des Syrischen Hamsters, der möglicher-

weise die Stimulation der Melatoninsynthese während des Tages im Unterschied zur 

Ratte und der Maus nicht ermöglicht.  

Die hier präsentierten Daten lassen sich gut in bereits erarbeitete Modelle der 

transkriptionellen Regulation des Aanat Gens und der posttranslationellen Mecha-

nismen in der Regulation der Melatoninsynthese beim Nager einfügen. Sie zeigen, 

dass auch beim Syrischen Hamster die transkriptionelle Regulation der Melatoninbi-

osynthese eine wichtige Rolle zu spielen scheint und das darin offensichtlich der in-

hibitorische Transkriptionsfaktor des cAMP Signaltransduktionsweges, ICER, ähnlich 

wie bei Maus und Ratte, involviert ist. Weiterhin könnte die erhöhte Präsenz von 

ICER während des Tages erklären, warum zu dieser Zeit eine Aktivierung des cAMP-

Signaltransduktionsweges nicht zu einem Anstieg der Melatoninbiosynthese führt. 
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7 ABSTRACT 
 

The daily and seasonal variation in lighting conditions implies for all biological organ-

isms a regularly occurring and fundamental change of their living conditions. With the 

help of an internal circadian clock animals are able to anticipate the environmental 

changes of day and night, and season. This internal clock resides in mammals in the 

hypothalamic suprachiasmatic nucleus (SCN) and is entrained to ambient lighting 

conditions and by signals stemming from the retino-hypothalamic tract. In verte-

brates, the circadian time managing structures are compiled in a neuronal circuit in 

the brain, the photoneuroendocrine system (PNS). Within the PNS the pineal gland is 

an important element, where circadian neuronal cues are converted into the noctur-

nally elevated synthesis of the hormone melatonin. This regulation of melatonin syn-

thesis is triggered by the nocturnal release of norepinephrine (NE) from sympathetic 

fibers, and is under the control of the endogenous biological clock located in the 

SCN. Melatonin is synthesized exclusively during the night and serves therefore as a 

time hormone. Directly after its synthesis melatonin is released into the bloodstream 

and provides all cells which are equipped with highly specific melatonin receptors 

with the information of daytime. In all investigated mammals, NE induces the key en-

zyme of melatonin synthesis, the arylalkylamine N-acetyltransferase (AANAT). Acti-

vation of Aanat transcription is induced by phosphorylation of the transcription factor 

CREB (cyclic-AMP response element binding protein). At the end of the night the 

inhibitory transcription factor ICER (inducible cAMP early repressor) is involved in the 

shut down of the elevated melatonin synthesis. Transcription of Icer is induced like-

wise to Aanat by an activation of the cAMP-signaling cascade. In mammals mela-

tonin synthesis persists under conditions of constant darkness, but it is suppressed 

by an acute light exposure when occurring during the night.  

In the Syrian Hamster the photoperiodic dependent melatonin synthesis is necessary 

for the inhibition of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis and ensures the ideal 

time for sexual activity, breeding, migration or daily sleep. However, in contrast to the 

rat and the mouse it is not possible in Syrian hamster to induce melatonin synthesis 

during day time in the pineal gland.  

Therefore, the aim of this study was to better understand the missing inducibility of 

melatonin synthesis during day time in the Syrian hamster, and to investigate 
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whether an inhibitory transcription factor ICER can be found in the pineal gland and 

is under circadian regulation, likewise to rat and mouse. To explain the missing in-

ducibility of melatonin synthesis in the pineal gland, a dependency of ICER amount 

from the prevailing photoperiod was investigated. Inhibition of the hypothalamus-

pituitary-gonadal axis under short day photoperiod was shown by a statistical signifi-

cant reduction of the gonadal weight. The immunocytochemical analysis proofed the 

existence of ICER protein in the pineal gland of the Syrian hamster and it was possi-

ble to demonstrate a statistical significant correlation between the duration of the light 

period and the expression pattern of ICER protein. A faster rise at the beginning of 

the dark period and higher ICER protein levels were found in animals kept under long 

day photoperiod (16 h light), as compared to short day photoperiod there . ICER val-

ues were low at the beginning of the night and increased at the end of the night, in-

dependent of the prevailing photoperiod. ICER showed minimal values under both 

photoperiods at 5 h and 6 h after the beginning of the night. This can be explained by 

an active ICER degradation, occurring simultaneously to NE-release from the sympa-

thetic fibers. During the whole light period ICER protein values were elevated in the 

pineal gland of the Syrian hamster, independent of the photoperiod. This could ex-

plain the inability of the Syrian Hamster to synthesis melatonin in contrast to rat or 

mouse.  

Here presented data can be nicely fitted into current concepts of a transcriptional 

regulation of the Aanat gene of the melatonin synthesis in the rodent pineal gland. 

They show that also in the Syrian hamster a transcriptional regulation of melatonin 

synthesis seems to be of central importance, with an involvement of the inhibitory 

transcription factor ICER, likewise to rat and mouse. In addition, elevated ICER levels 

during daytime in the Syrian hamster pineal gland can explain, why during this period 

an activation of the cAMP-signalling pathway does not lead to an elevated melatonin 

synthesis in this species.  
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