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I. Einleitung

l. Einleitung

Bisherige Veroffentlichungen auf dem Arbeitsgebiet der zirkadianen Melatonin-
rhythmik des Hausschweines basieren ausnahmslos auf radioimmunologischen
Nachweismethoden. Hierbei zeigte sich in einer neueren Untersuchung, dass
bestimmte Antiseren aufgrund unzureichender Spezifitat fur die Anwendung am
Schwein generell ungeeignet sind. Aus diesem Grund hat sich seither die
Anwendung eines G280-Antimelatonin-Antiserums durchgesetzt. Doch auch diese
polyklonalen Antikorper wiesen Unterschiede zu der physikalisch-chemischen, gas-
chromatographischen Referenzmethode auf. Radioimmunologische Methoden unter
Verwendung von Antiseren sind stets mit dem Risiko von Kreuzreaktionen der
polyklonalen Antikdrper mit anderen Probeninhaltsstoffen verbunden, da einige
Melatoninvorstufen oder Metaboliten eine dem Melatonin ahnliche chemische
Struktur aufweisen.

Mit einer Hochleistungs-FlUssigkeits-Chromatographie (High Performance Liquid
Chromatography; HPLC) -Methode ist die Unterscheidung zwischen Melatonin und
seinen Vorstufen oder Metaboliten moglich. Die Verwendung der HPLC-Methode
konnte in zuklUnftigen Untersuchungen dazu dienen, prazisere Ergebnisse Uber den
Lichtbedarf von Schweinen zur Ausbildung einer Melatoninrhythmik zu erhalten.
Deshalb sollte in dieser Untersuchung die Anwendung einer HPLC-Methode fur die
Anwendung am Hausschwein etabliert werden. Neben Plasmaproben sollten auch
Speichelproben untersucht werden, um die Korrelation der Melatoninkonzentrationen
beider Medien vergleichen zu kénnen. Da die Gewinnung von Blutproben nur unter
Anwendung von Zwangsmalinahmen madglich ist und zur Belastung der Tiere flhrt,
die sich negativ auf die Melatoninsekretion auswirken konnte, sollte geklart werden,
ob Plasmaproben zur Melatoninbestimmung in zukunftigen Untersuchungen durch

die minimal-invasive Methode der Speichelprobengewinnung ersetzt werden kdnnen.
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1. Melatonin

Melatonin wurde 1958 durch LERNER et al. in bovinem Epiphysengewebe entdeckt.
Das Auftreten von Melatonin ist jedoch nicht auf die Klasse der Wirbeltiere
beschrankt, sondern wurde bereits in den frihen evolutiondren Stufen der
Prokaryonten gefunden. Melatonin wurde bei den Photosynthese betreibenden
Bakterien Rhodospirillum rubrum (MANCHESTER et al., 1995), Erythrobacter longus
(TILDEN et al., 1997) sowie bei verschiedenen eukaryotischen Einzellern (z.B.
Lingulodinium polyedrum) nachgewiesen (POEGGELER et al., 1991; HARDELAND, 1999)
und wurde auch in Pflanzen und Pilzen identifiziert (HATTORI et al., 1995; REITER et
al.,, 2001; VAN TAsseL und O'NEILL, 2001; TAN et al., 2002). Wahrend es bei
Bakterien, einzelligen Organismen, Pflanzen und Pilzen keine hormonellen, sondern
regulative Funktionen erfullt (MANCHESTER et al., 2000; VAN TASSEL und O NEILL,
2001), hat Melatonin im Tierreich verschiedene physiologische Funktionen
ubernommen, die Uberwiegend auf seinen hormonellen Eigenschaften beruhen.
Dazu zahlen bei den Wirbeltieren z.B. die Regulation der jahreszeitlichen
Fortpflanzung (REITER, 1991; MALPAUX et al., 1997), die Modulation des
Immunsystems (MAESTRONI, 1993; LOPEZ-GONZALEZ et al., 1998) und der zirkadianen
(GWINNER et al., 1997) sowie zirkannualen Rhythmen (WEHR, 1997; BERTOLUCCI et
al., 2002).

1.1. Ort der Melatoninsynthese

Das im Blutsystem zirkulierende Melatonin wird hauptsachlich in der Epiphyse
gebildet. Die Epiphyse (syn. Pinealorgan, Zirbeldrise) ist ein Teil des Zwischenhirns.
Sie entstent wahrend der Embryonalentwicklung aus einer Ausstllpung des
Zwischenhirndaches (CALvO und Boya, 1981b), die sich durch Epithelfaltungen und
der Einwanderung von Pinealoblasten zu einem soliden Organ entwickelt (CALVO und
BoyA, 1981a, b; FUJIEDA et al., 1997). Mit Ausnahme der Saugetiere besitzt die
Epiphyse photorezeptive Eigenschaften, da die Melatoninproduktion in vitro auch
ohne sympathische Innervation rhythmisch bleibt (MEISSL und BRANDSTATTER, 1992;
TosINI und MENAKER, 1998; BERTOLUCCI et al., 2003). Bei den Saugetieren werden
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dem Pinealorgan durch das sympathische Nervensystem Informationen Uber die den
Organismus treffende Lichtmenge zugeleitet, und sekretorische Zellen (Pinealozyten)
bilden dann das Hormon Melatonin (MOORE, 1996).

Die Zirbeldruse weist eine speziesspezifische Form und Grolie auf. Beim Schwein ist
sie von roggenkornahnlicher Gestalt mit einer Lange von 10 mm, einer Breite von 5
mm und einem Gesamtgewicht von 50 mg (GUTTE und GRUTZzE, 1979).

Neben der Epiphyse wird Melatonin beispielsweise auch in der Retina gebildet, wo
es regulative Aufgaben erflllt (STEINLECHNER et al., 1995), des weiteren wurde seine
Synthese im Gastrointestinaltrakt des Schweines (BUBENIK et al., 1998, 1999 ,2000)
nachgewiesen. Extrapineal gebildetes Melatonin hat jedoch keinen deutlichen
Einfluss auf den zirkadianen Rhythmus des zirkulierenden Melatonins (REITER, 1991;
TAN et al., 2003).

1.2. Bildung von Melatonin

Die Ausgangssubstanz der Melatoninsynthese bildet die essentielle Aminosaure
Tryptophan, die aus dem Blutsystem in die Pinealozyten gelangt (CARDINALI und
WURTMAN, 1975; MINNEMAN und WURTMAN, 1976). In Abb. 3 ist die Melatoninsynthese
schematisch dargestellt. In den Pinealozyten wird der Indolring des Tryptophan-
gerusts in Cs-Position durch Aktivitdt des Enzyms Tryptophanhydroxylase
hydroxyliert (SITARAM und LEES, 1978), woraus das Zwischenprodukt 5-Hydroxy-
tryptophan entsteht. Aus 5-Hydroxytryptophan wird nach Abspaltung von
Kohlendioxid unter Beteiligung der Aromatischen-L-Aminosauren-Decarboxylase
Serotonin gebildet (CARDINALI, 1981). Der Abbau von Serotonin kann auf
unterschiedlichen Wegen erfolgen. Die Acetylierung von Serotonin erfolgt unter
Verbrauch von Acetyl-CoA durch die Aktivitat der Serotonin-N-Acetyltransferase
(SNAT) und fuhrt zur Bildung von N-Acetyl-Serotonin und Coenzym A. SNAT stellt
das Schlusselenzym in der Melatoninsynthese dar (KLEIN et al., 1970; KLEIN et al.,
1997), da es infolge seiner Lichtempfindlichkeit nur nachts aktiv ist und damit sowohl
geschwindigkeitsbestimmend als auch konzentrationslimitierend wirkt (KLEIN und
WELLER, 1970). Das N-Acetyl-Serotonin wird durch die Aktivitat des Enzyms
Hydroxyindol-O-Methyl-Transferase (HIOMT) und dem Cosubstrat S-Adenosyl-
Methionin methyliert, woraus Melatonin (N-Acetyl-5-Methoxytryptamin) (Abb. 1)
gebildet wird (AXELROD und WEISBACH, 1961).
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O

]
CH,O CH,CH,NH—C— CH,
: SN
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Abb. 1: Strukturformel von Melatonin

1.3. Zwischenprodukte der Melatoninsynthese

Neben Melatonin sind auch dessen Zwischenprodukte im Blut sowie in der Epiphyse
nachgewiesen worden (YOUNG und ANDERSON, 1982; MEFFORD et al.,1983; FOOLEY
und CAIRNCROSS,1987).

Tryptophan (Abb.2)

Die essentielle Aminosdure Tryptophan HN HO
wird (iber die Nahrung aufgenommen. lhre CH,C C - OH
Aufnahme aus dem Blutkreislaufsystem in @j

die  Pinealozyten stellt den die m

Serotoninsynthese limitierenden Faktor

dar (SUGDEN, 1989). Die pineale Abb. 2: Strukturformel von Tryptophan
Tryptophankonzentration ist sehr hoch

(YOUNG und ANDERSON, 1982; MEFFORD et al., 1983), korreliert jedoch nicht mit der
Serum-Tryptophankonzentration (SUGDEN, 1979). Wahrend MEFFORD et al. (1983)
bei Ratten keine zirkadianen Unterschiede der Tryptophankonzentration in der
Epiphyse feststellten, konnten YOUNG und ANDERSON (1982) einen pinealen
Tagesrhythmus mit niedrigen Konzentrationen wahrend der Dunkelheit und hohen
Konzentrationen bei Helligkeit nachweisen. Auch nach einer einstindigen

Lichtexposition von Ratten wahrend der Nachtphase trat ein Anstieg der pinealen

Tryptophankonzentration auf (YOUNG und ANDERSON, 1982).

Tryptophanhydroxylase

Tryptophanhydroxylase ist das limitierende Enzym der Serotoninsynthese
(LOVENBERG et al., 1967; JEQUIER et al.,1969). Sie ubertragt eine OH-Gruppe auf das
Tryptophanmolekul (SITARAM und LEES, 1978).

4
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Abb. 3: Melatoninsynthese und Metabolisierung

PINEALOZYT

Tryptophan

N-Acetyl-Serotonin
(N-Acetyl-5-Hydroxytryptamin)
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HIOMT

Melatonin
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7 >
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(1991) modifiziert
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Die Aktivitat der Tryptophanhydroxylase besitzt z.B. bei Ratten einen zirkadianen
Rhythmus und ist nachts um das Doppelte hoher als tagsuber (EHRET et al., 1991;
BESANGCON et al.,, 1996). Die pineale Tryptophanhydroxylase-Konzentration kann
durch cAMP (EHRET et al., 1991), sowie durch Noradrenalin (SHEIN und WURTMAN,
1971; SITARAM und LEES, 1984) stimuliert werden.

Hydroxytryptophan (Abb. 4)

Pineales Hydroxytryptophan ist der ITIHZ (H)
Vorlaufer von Serotonin, es kann HO CH,CH-C—OH
jedoch auch durch das Enzym \Qj

HIOMT methyliert werden und somit m

eine weitere Vorstufe von Melatonin

darstellen (CARDINALI, 1981). Abb. 4: Strukturformel von Hydroxytryptophan

Aromatische-L-Aminosauren-Decarboxylase

Das Enzym katalysiert in der Epiphyse die Decarboxylierung von Hydroxytryptophan
zu Hydroxytryptamin (Serotonin) (CARDINALI, 1981). Es ist in den meisten Geweben
des Korpers vorhanden (RAHMAN et al., 1981) und tritt z.B. im SCN (TILLET et al.,
1994; Nowak und NUNEz, 1998), wo es an der Dopaminsynthese beteiligt ist, sowie
in bestimmten Abschnitten der Hypophyse auf (JOHNSTON et al., 1984).

Serotonin (Abb. 5)

Serotonin  besitzt  verschiedene HO CH,CH,NH,
Funktionen im Organismus: so stellt \Qj

es nicht nur einen Melatonin- N

. ) H
vorlaufer dar, sondern es wirkt auch

als  Neurotransmitter sowie als Abb. 5: Strukturformel von Serotonin
Neurohormon. Pineales Serotonin

(5-Hydroxytryptamin) weist z.B. bei Ratten einen zirkadianen, der Melatoninrhythmik
entgegengesetzten Rhythmus mit Maximalkonzentrationen wahrend des Tages auf
(YOUNG und ANDERSON, 1982; MEFFORD et al., 1983). FOOLEY und CAIRNCROSS
(1987) konnten dagegen in einer Studie an Ratten einen infradianen, episodischen
Verlauf der pinealen Serotoninkonzentration mit zwei Peaks wahrend der Nacht- und

einem Peak wahrend der Tagphase nachweisen. YOUNG und ANDERSON (1982)
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zeigten bei Ratten einen Konzentrationsanstieg der pinealen Melatoninkonzentration
nach einstundiger Lichtexposition wahrend der Nachtphase. Pineales Serotonin wird
durch eine noradrenerge Stimulation freigesetzt (SUGDEN et al.,, 1989). Ein
zirkadianer Rhythmus der Serotoninfreisetzung ist auch im SCN von Ratten
vorhanden, der durch niedrige Tagwerte, einen starken Konzentrationsanstieg zum
Zeitpunkt der Tag/Nacht-Transition und Maximalkonzentrationen zu Beginn der
Nachtphase gekennzeichnet ist (BARASSIN et al., 2002).

Serotonin-N-Acetyltransferase

Durch die Aktivitat des pinealen Enzyms Serotonin-N-Acetyltransferase (SNAT) wird
unter Verbrauch von Acetyl-CoA eine Acetylgruppe auf das Serotoninmolekiil
Ubertragen, wodurch der direkte Melatoninvorlaufer N-Acetyl-Serotonin entsteht
(SUGDEN, 1989; KLEIN et al., 1997). Die Acetylgruppe stammt von dem Cosubstrat
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA), dessen Konzentration durch das Enzym Acetyl-
CoenzymA-Hydrolase reguliert wird (NAMBOODIRI et al., 1979). Die Enzymaktivitat
wird durch Lichteinfall gehemmt, wahrend die Aktivitdt nachts in Abwesenheit von
Licht durch Noradrenalinfreisetzung ansteigt (KLEIN und WELLER, 1970; SUGDEN,
1989). Das Schlusselenzym SNAT wirkt damit sowohl geschwindigkeitsbestimmend
als auch konzentrationslimitierend auf die Melatoninsynthese (KLEIN et al., 1970). Die
Regulation der Enzymaktivitat erfolgt Uber die zirkadiane Noradrenalinfreisetzung
aus den sympathischen Nervenendigungen der Epiphyse unter Beteiligung von a4-
und B-Rezeptoren (SUGDEN, 1989). Die schematische Regulation der
Enzymsynthese und Aktivitat ist der Abb. 8 zu entnehmen. Schweine weisen den
Ergebnissen von REITER et al. (1987) zufolge keinen nachtlichen Anstieg der
pinealen SNAT-AKktivitat, und unter naturlichen Lichtverhaltnissen auch keinen mit
der Nachtlange korrelierenden Unterschied zwischen Frihsommer und Winter auf.
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N-Acetylserotonin (Abb. 6)

N-Acetylserotonin ~ (NAS)  besitzt ﬁ)
infolge der Aktivitat des an der HO CH,CH,NH — C— CH;
Synthese beteiligten lichtsensitiven \Qj

Enzyms SNAT eine dem Melatonin ”

analoge Rhythmik mit nachtlichem

Konzentrationsmaximum. Nachts Abb. 6: Strukturformel von N-Acetylserotonin
tritt z.B. in der Epiphyse der Ratte

ein 50-facher Konzentrationsanstieg auf (MEFFORD et al., 1983). Auch YOUNG und
ANDERSON (1982) zeigten einen starken Anstieg wahrend der frGhen und mittleren
Nachtphase, ebenso wie FOOLEY und CAIRNCROSS (1987), die einen periodischen
Konzentrationsverlauf mit drei nachtlichen NAS-Peaks in Rattenepiphysen

nachweisen konnten.

Hydroxyindol-O-Methyl-Transferase

Das Enzym Hydroxyindol-O-Methyl-Transferase  (HIOMT) Ubertragt eine
Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin auf den Melatoninvorlaufer N-Acetyl-
Hydroxytryptamin (NAS), woraus das Melatoninmolekul (N-Acetyl-Methoxytryptamin)
entsteht. GUCHHAIT und MONJAN (1981) sowie auch McLEOD und CAIRNCROSS (1993)
konnten z.B. in der Epiphyse der Ratte einen zirkadianen Rhythmus der HIOMT-
Aktivitat nachweisen, der in der Mitte der Dunkelphase einen 1,5-fachen Aktivitats-
anstieg besitzt. Weitere Methylgruppen-Akzeptormolekile im  Serotonin-
metabolismus sind Hydroxytryptophan, Hydroxyindolessigsaure, Hydroxytryptophol,
und Hydroxyindolacetaldehyd (CARDINALI, 1981; BECK et al., 1981; SUGDEN, 1989),
deren Enzymaffinitat jedoch 10-20-fach niedriger sind als fur NAS (AXELROD und
WEISBACH, 1961). Die Aktivitat der pinealen HIOMT unterliegt der adrenergen
Regulation und wird durch Noradrenalin gefordert. Ihre Aktivitat kann durch das
Lichtspektrum beeinflusst werden, wobei rotes Licht die HIOMT-Aktivitat nicht
beeinflusst und grunes Licht eine Unterdrickung ihrer Aktivitat (CARDINALI et al.,
1972) bewirkt. Bei Schweinen konnte unter naturlichen Lichtverhaltnissen kein
nachtlicher Aktivitatsanstieg der pinealen HIOMT-Aktivitat beobachtet werden
(REITER et al., 1987).
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1.4. Requlation und Ausschiittung von Melatonin

Die Melatoninsynthese wird vom Nucleus suprachiasmaticus (SCN) ausgehend
gesteuert, der Uber den Neurotransmitter Noradrenalin die Impulse zur Synthese und
Sekretion wahrend der Nacht aussendet (REITER, 1993). Die lichtinduzierte
Suppression der Melatoninsynthese ist in Abb. 7 dargestellt und beginnt mit dem
Eintreffen eines Lichtreizes auf spezielle Photorezeptoren in der Netzhaut des
Auges, die sich in ihrem Absorptionsmaximum sowohl von den retinalen Stabchen-
als auch von den Zapfenzellen unterscheiden (BRAINARD et al.,, 2001). Die
Lichtenergie wird in Form elektrischer Reize mittels Aktionspotentialen Uber
Nervenfasern der Retino-Hypothalamischen-Bahn (RHT), die innerhalb des
Sehnerven (N. opticus) verlauft, zum SCN des Hypothalamus geleitet (REITER, 1993).
Diese Informationen hindern den SCN daran, Noradrenalin (NA) freizusetzten.

Bei Lichtabwesenheit wird Noradrenalin freigesetzt wodurch die Information zum
Nucleus paraventricularis (PVN) des Hypothalamus, und Uber dessen absteigende
Bahnen zum Zwischenhorn des Halsmarks (REITER, 1991, 1993) gelangt. Uber die
praganglionaren Nervenfasern wird der Reiz schlieBlich in das Ganglion cervicale
craniale (SCG) geleitet (REITER, 1993; GEOFFRIAU et al., 1998). Uber den N. caroticus
internus und die Nervi conarii erfolgt die Noradrenalinausschuttung an den Synapsen
zur Epiphyse (GEOFFRIAU et al., 1998).

Die Stimulation der Melatoninsynthese wird durch das an den Synapsen freigesetzte
Noradrenalin gefordert. In Abb. 8 ist die Signaltransduktion in den Pinealozyten
dargestellt. Noradrenalin bindet an o und an p-Rezeptoren der
Pinealozytenmembran. Die Stimulation der B-Rezeptoren fuhrt Uber ein Gs-Protein
zur Aktivierung des Enzyms Adenylatcyclase und bewirkt einen Anstieg der cAMP-
Konzentration, die fur die Aktivierung des Schlusselenzyms SNAT verantwortlich ist
(SUGDEN, 1989). Durch Induktion der SNAT-Aktivitat, die auf dem Niveau der
Transkription wirkt, wird Serotonin zu N-Acetylserotonin acetyliert und anschliessend
durch HIOMT zu Melatonin methyliert. Durch cAMP wird die Aktivitat von SNAT und
HIOMT aufrecht erhalten (KLEIN et al.,, 1979; SUGDEN und KLEIN, 1983). Die
Stimulation der as-Rezeptoren bewirkt einerseits durch Offnung der Ca**-Kanile
einen intrazelluldren Ca®*-Konzentrationsanstieg (SUGDEN et al., 1987), andererseits
die Spaltung von Phosphoinositol, wobei eines der Produkte, Diacylglycerol,

gemeinsam mit Ca®* das Enzym Proteinkinase C aktivieren.
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Abb. 7: Neuronale Regulation der Melatoninsekretion

Lichtenergie Licht
n Photonen
v v
Photorezeptoren der Retina Retina
Aktionspotentiale (AP)

v
Retino-Hypothalamische Bahn (RHT)

l

Nucleus suprachiasmaticus (SCN)

Nucleus paraventricularis (PVN)

Zwischenhorn des Halsmarks Ruckenmark

v
praganglionare Nervenfasern

v
Ganglion cervicale craniale (SCG)

@<_

v
N. caroticus internus

v
Nn. conarii

v v
Epiphyse Epiphyse

Nach CARDINALI (1981), REITER (1993), GEOFFRIAU et al. (1998) modifiziert
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Abb. 8: Noradrenerge Stimulation der Melatoninsynthese

Noradrenalin

a-Rezeptor -Rezeptor

!

— G,-Protein

Phospholipase C Offnung der Ca-Kanale l
— Adenylatcyclase
v |
Pl IP + DG CaK
\ a” Konz. CAMP
' |
Proteinkinase C ~—— SNAT
Legende: l
Pl:  Phosphatidylinositol
IP:  Inositolmonophosphat Melatonin

DG: Diacylglycerol

Nach SUGDEN (1989) modifiziert

Proteinkinase C bewirkt eine Potenzierung der B-adrenergen Wirkungen und fuhrt
durch eine Phosphorylierung von Gs und von Adenylatcyclase zu einem extrem
hohen cAMP-Konzentrationsanstieg (SUGDEN, 1989).

Die Begrenzung der Melatoninsynthese erfolgt auf der Ebene der a- und B-
Rezeptoren, sowie des cAMPs. Durch einen negativen Feedback-Mechanismus, an
dem wiederum malfgeblich Proteinkinase C beteiligt ist, werden Dauer und Ausmafl}
des cAMP-Anstieges reguliert: Proteinkinase C phosphoryliert unmittelbar nach
Aktivierung des cAMP-Levels den o4-Rezeptor, der dadurch desensibilisiert und
inaktiviert wird (SUGDEN, 1988). Die Dichte der f-Rezeptoren auf der Pinealozyten-
membran unterliegt einem Tagesrhythmus. Sie ist zu Beginn der Dunkelheit maximal
und sinkt mit zunehmender Stimulationsdauer bzw. Nachtlange ab (ROMERO et al.,

1975; PANGERL et al., 1990). Durch den Noradrenalin-induzierten Anstieg der cAMP-
11
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Konzentration wird die Aktivitat des Enzyms cAMP-Phosphodiesterase erhoht, das
den Abbau des cAMPs verstarkt (MINNEMAN und IVERSEN, 1976).

Infolge seines hormonellen Charakters und seiner hochlipophilen Eigenschaften ist
Melatonin in der Lage, biologische Barrieren (z.B. Blut-Hirn-Schranke) zu durch-
dringen (PARDRIGE und MIETUS, 1980; REITER, 1993). Die Freisetzung von Melatonin
in den Blutkreislauf erfolgt wahrend der Nacht, und zwar unabhangig davon, ob es
sich um eine tagaktive oder um eine nachtaktive Tierart handelt (REITER, 1991,
1993). Der Transport zu den Zellen erfolgt zu 60-70% an Albumin gebunden, die
restlichen 30% liegen in freier Form vor (CARDINALI et al., 1972; PARDRIGE und
MieTus, 1980). Melatoninbindungsstellen wurden an Membranen des bovinen
mediobasalen Hypothalamus, der Grof3hirn- und Kleinhirnrinde (CARDINALI et al.,
1979; GITLER et al.,, 1990; FERREIRA et al, 1996), im Zytosol von
Rattenhypothalamus, Hippocampus, Striatum und Mittelhirn (NILES et al., 1979),
sowie in verschiedenen Gehirnregionen anderer Spezies nachgewiesen (BROWN et
al., 1980; NILEs et al., 1987). Auch in peripheren Organen wie der Harderschen
Druse (GUERRERO et al.,, 1994), den primaren und sekundaren lymphatischen
Organen (POON et al., 1994; POON und PANG, 1996; CARDINALI et al., 1996), Herz und
Lunge (PANG et al., 1996), dem Gastrointestinaltrakt (CHow et al. 1996), der Niere
(SONG et al.,, 1995), den Nebennieren (BROWN et al., 1994), der Milchdrise
(CARDINALI et al., 1992), sowie den mannlichen und weiblichen Geschlechtsorganen
(AYRE und PANG, 1994; SHIU et al., 1996) sind Melatoninbindungsstellen vorhanden.

1.5. Abbau von Melatonin

Der Melatoninabbau im Pinealozyten beginnt mit der Abspaltung einer Acetylgruppe
durch das Enzym Melatonindeacetylase woraus 5-Methoxytryptamin entsteht (siehe
Abb. 3). 5-Methoxytryptamin kann auch durch direkte Methylierung von Serotonin
durch HIOMT (CARDINALI, 1981) gebildet werden. Aus Methoxytryptamin entsteht
durch oxidative Desaminierung, die von einer Monoaminoxidase (MAO A) (RAYNAUD
und PEeVeET, 1991) katalysiert wird, das instabile Zwischenprodukt
5-Methoxyindolacetaldehyd. Dieses wird durch eine Alkoholreduktase bzw. eine
Alkoholdehydrogenase zu 5-Methoxytryptophol bzw. zu 5-Methoxyindolessigsaure
abgebaut.

12
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Im Gehirn wird Melatonin abgebaut, indem es zunachst zu N-Acetyl-N-Formyl-5-
Methoxykynurenamin oxidiert und anschlief3end die Formylgruppe abgespalten wird.
Das Endprodukt ist N-Acetyl-5-Methoxykynurenamin, welches in einer Konzentration
von bis zu 15% Uber den Urin ausgeschieden wird (CARDINALI, 1981).

In der Leber konnte ein rascher Abbau der Melatoninkonzentration gezeigt werden,
der mit 92% bis 97% einem Single-pass-Effekt unterliegt (PARDRIDGE und MIETUS,
1980). In den Hepatozyten wird Melatonin zu 6-Hydroxymelatonin hydroxyliert
(PARDRIDGE und MIETUS, 1980). Nach Konjugation erscheint Melatonin zu 70-80% als
6-Hydroxymelatoninsulfat und zu 5% als 6-Hydroxymelatoninglucuronid im Urin. Bis
zu 1% des Melatonins wird in unveranderter Form und bis zu 0,5% als Methoxyindol-
essigsaure (PARDRIDGE und MIETUS, 1980) Uber den Urin ausgeschieden. Melatonin
wird auch nach Demethylierung zu seiner Ausgangssubstanz N-Acetylserotonin
konjugiert (LEONE und SILMAN, 1985; YOUNG et al., 1985;) und als N-Acetyl-Serotonin-
Glucuronid, sowie N-Acetyl-Serotonin-Sulfat ausgeschieden (LEONE et al., 1987).

1.6. Abbauprodukte von Melatonin

Methoxytryptamin (Abb. 9)

Die Konzentration von 5-Methoxytryptamin CH,0 CH,CH,NH,
ist tagsuber erhoht und hat eine dem @j

Serotonin analoge Tagesrhythmik. ”

(RAYNAUD und PEVET, 1991). FOOLEY und

Abb. 9: Strukturformel von

CAIRNCROSS (1987) wiesen jedoch keinen ,
Methoxytryptamin

zirkadianen Rhythmus in Rattenepiphysen

nach. Methoxytryptamin wurde in der Epiphyse von Schaf, Rind und Schwein
nachgewiesen, wobei das Schwein eine 10 bzw. 20-fach hohere Methoxytryptamin-
Konzentration besal}, als das Rind bzw. das Schaf (BEcK et al., 1981).
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Monoaminoxidase

Durch das Enzym Monoaminoxidase (MAO) wird eine Amingruppe von
Methoxytryptamin abgespalten, woraus das instabile Zwischenprodukt Methoxyindol-
acetaldehyd entsteht. In der Epiphyse wurden sowohl MAO Typ-A, als auch Typ-B
nachgewiesen, wobei MAO A bei Ratten in den noradrenergen Nervenendigungen
lokalisiert ist, wahrend MAO B innerhalb der Pinealzellen auftritt (MASSON-PEVET und
PEVET, 1989). Methoxytryptamin wird in der Epiphyse und im Plasma von
Goldhamstern durch MAO A abgebaut (RAYNAUD und PEVET, 1991). KING et al.
(1982) konnten nach Applikation eines MAO-Inhibitors einen Anstieg der pinealen
Melatoninkonzentration  infolge  der induzierten erhdohten  SNAT-Aktivitat
dokumentieren. In einer Untersuchung uUber die zirkadiane Rhythmik der MAO A und
B, war die Aktivitat der MAO A wahrend der Lichtphase erhdht, wahrend die der
MAO B einen gegenlaufigen Rhythmus zeigte (KAMASE, 1980).

Methoxytryptophol (Abb. 10)

Im Gegensatz zu FOOLEY und CH,0O CH,CH,OH
CAIRNCROSS (1987) wiesen MEFFORD et \Qj
(1983) N

al. in Rattenepiphysen einen H
zirkadianen Rhythmus mit n&chtlichem
Konzentrationsriickgang ~ nach.  Der Abb. 10: Strukturformel von

, . . Methoxytryptophol
Rhythmus dieses Melatoninmetaboliten

zeigt einen reziproken Verlauf gegenluber dem des Melatonins. Methoxytryptophol ist
in der Epiphyse von Rind, Schaf und Schwein in speziesspezifischen
Konzentrationen vorhanden, wobei in Schweineepiphysen nur ca. 1% der beim Rind

vorhandenen Konzentration existiert (BECK et al., 1981).

Methoxyindolessigsaure (Abb. 11)

In Rattenepiphysen konnten MEFFORD et (H)

al. (1983) und FOOLEY UND CAIRNCROSS CH,O CH,—C—OH
(1987) einen zirkadianen Rhythmus \Qj

nachweisen, der durch einen néchtlichen m
Konzentrationsruckgang gekennzeichnet

ist, und dem Melatoninrhythmus ent- Abb. 11: Strukturformel von

gegengesetzt verlauft. BECK et al. (1981) Methoxyindolessigsaure
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wiesen Methoxyindolessigsaure in den Epiphysen von Schweinen, Rindern und
Schafen nach, wobei Schweine eine um mehr als das 10-fache niedrigere

Konzentration besalien als die anderen beiden Spezies.

2. Exogene und Endogene Einflisse

2.1. Licht

Der wichtigste exogene Einflussfaktor auf die Melatoninsynthese ist das Licht. Unter
Anwesenheit von Licht wird die Melatoninsynthese gehemmt, bzw. durch dessen
Abwesenheit gefordert. Damit Ubermittelt die aktuelle Melatoninkonzentration die
Information von Tag oder Nacht an die verschiedenen Zielorgane und ermdglicht ein
zeitliches Bezugssystem anhand dessen die Stoffwechselvorgange abgestimmt

werden (MENAKER, 1997).

2.1.1. Einfluss der Jahreszeit

Die sich Uiber den Jahresverlauf &ndernde Nachtlange verursacht Anderungen in der
Dauer der Melatoninsekretion, die im Winter langer, und im Sommer kurzer ist. Diese
Veranderungen der nachtlichen Sekretionsdauer steuern jahreszeitliche Anderungen
im Verhalten und in der Physiologie vieler Tiere. Dazu zahlen z.B. die Fortpflanzung,
Jungtieraufzucht, Winterschlaf und Zugverhalten (WEHR, 1997).

TAsT et al. (2001,a) untersuchten Wildschweine und Hausschweine auf
Gemeinsamkeiten des jahreszeitlichen Melatoninprofils und stellten fest, dass beide
Arten sowohl ein Tag/Nachtprofil der Melatoninsekretion aufwiesen, als auch, dass
die Melatoninsekretion einem Jahresrhythmus unterlag: Die Dauer der erhdhten
nachtlichen Melatoninsekretion korreliert sowohl beim Wild- als auch beim
Hausschwein mit der jahreszeitlich beeinflussten Nachtlange, und zeigt bei beiden
Arten signifikante Unterschiede zwischen Sommer und Winter. Auch ERIKSON et al.
(1998) konnten einen Einfluss der Jahreszeit auf die Melatoninkonzentration in Milch-

und Serumproben laktierender Kihe nachweisen.
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2.1.2. Einfluss der Tageslange

Der durch das Licht gesteuerte 24-Stunden Rhythmus der Melatoninkonzentration
enthalt  wichtige chemische Informationen Uber Sonnenaufgang und
Sonnenuntergang fur die Organe (REITER, 1993; MENAKER, 1997). Anhand der
aktuellen Melatoninkonzentration kann damit sowohl zwischen ,Tag“ (niedrige
Melatoninkonzentration), und ,Nacht® (hohe Melatoninkonzentration) unterschieden
werden, als auch anhand der auftretenden Konzentrationsanderungen zwischen
,Abend“ (steigende Melatoninkonzentration) und ,Morgen“ (sinkende Melatonin-
konzentration) (REITER, 1993).

ANDERSSON et al. (2000) wiesen bei Jungebern unter natirlichen Lichtverhaltnissen
bei einer Gesamttageslange von 17-18 Stunden zirkadiane Plasmamelatoninprofile
mit nachtlichem Konzentrationsanstieg nach. Unter naturlichen Lichtverhaltnissen
erfolgte der Anstieg der Melatoninkonzentration nur wahrend der Dunkelheit, d.h. der
nachtliche Anstieg trat erst nach dem Ende der Lichtphase sowie nach
Sonnenuntergang auf, und endet vor der Morgendammerung und vor Beginn der
Lichtphase. Eine Studie Uber den Einfluss kontinuierlicher (LL, DD) und
diskontinuierlicher (LD 14:10) Helligkeit und Dunkelheit auf Funktion und
Morphologie der Epiphyse des Hausschweins von LEwWCzUK und PRZYBYLSKA-
GoRrNowiIcz (2000) fuhrte zu dem Ergebnis, dass sowohl bei kontinuierlicher
Dunkelheit, als auch bei Tag-Nacht-Lichtregime ein charakteristisches Melatoninprofil
mit nachtlicher Maximalsekretion auftrat, jedoch unter kontinuierlicher Helligkeit keine
signifikanten tageszeitabhangigen Veranderungen nachweisbar waren. Die Autoren
werten dies als Hinweis darauf, dass das Melatoninprofil endogenen Ursprungs ist
und vom umweltbedingten exogenen Lichtreiz modelliert wird. Auch MCCONNELL und
ELLENDORF (1987) untersuchten die Melatoninprofile adulter weiblicher Schweine
unter verschiedenen Lichtregimes und konnten ausschlieBlich unter aquatorialen
Lichtverhaltnissen (LD 12:12), nicht jedoch bei Langtag- (LD 16:8) oder Kurztag- (LD
8:16) Lichtbedingungen einen nachtlichen Anstieg der Plasmamelatonin-
konzentrationen nachweisen. In einer Untersuchung von GREEN et al. (1996) wurde
gezeigt, dass der nachtliche Melatoninkonzentrationsanstieg bei juvenilen sowie
adulten weiblichen Schweinen unter aquatorialen Lichtverhaltnissen grélier war als
bei abnehmender Nachtlange, jedoch kleiner als bei zunehmender Nachtlange.
Somit korrelierte die Dauer der erhohten Melatoninkonzentration positiv mit der

Nachtlange.
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2.1.3. Einfluss der Lichtintensitat

Die Lichtintensitat hat eine wichtige Bedeutung fir die Ubermittlung der Tageszeit, da
eine ausreichende Lichtenergie auf die Retina treffen muss, um eine Unterdriickung
der Melatoninsynthese zu bewirken (Aoki et al., 1998). Die daflr erforderliche
Mindestlichtintensitat unterscheidet sich zwischen tag- und nachtaktiven Spezies und
betragt z.B. beim Syrischen Hamster weniger als 1 Lux (BRAINARD et al., 1982),
wahrend bei tagaktiven Erdhdrnchen normales Laborlicht keine Suppression der
nachtlichen Melatoninkonzentration auslosen konnte (REITER et al., 1982). Bei
Hamstern (TAMARKIN et al., 1979), Schafen (ROLLAG und NISWENDER, 1976) und Affen
(PERLOW et al., 1980) war eine Lichtintensitat von 500 bis 600 Lux ausreichend, um
die Melatoninsekretion zu unterdricken. Hingegen konnten LEwyY et al. (1980)
zeigen, dass beim Menschen erst eine Lichtintensitat von 2500 Lux ausreicht, die
Plasmamelatoninkonzentration zu supprimieren. In einer weiteren Studie von AOKI et
al. (1998) am Menschen konnte eine negative Korrelation zwischen der
Lichtexpositionsdauer und der zur Suppression der Speichelmelatoninkonzentration
erforderlichen Lichtintensitat festgestellt werden. Zwei an Schweinen durchgefuhrte
Studien konnten zeigen, dass fur diese Tierart eine relativ hohe Lichtintensitat
notwendig ist, um zwischen Tag und Nacht unterscheiden zu konnen. GRIFFITH und
MINTON (1992) fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass 113 Lux im Gegensatz
zu 1783 Lux nicht ausreichend waren, um einen Melatoninrhythmus auszulésen. Zu
einem ahnlichen Ergebnis kamen MACK und UNSHELM (1997), die nur bei 1300 Lux,
nicht jedoch bei 50 Lux eine Suppression der Melatoninsynthese nachweisen
konnten. Hingegen konnten TAST et al. (2001,b) bei Schweinen keine Unterschiede
der Melatoninkonzentrationen zwischen 40 Lux, 200 Lux und 10 000 Lux feststellen.
Die Autoren schlieBen aus den Ergebnissen, dass ab einem Schwellenwert der
Lichtintensitat, der bei maximal 40 Lux liegt, ein Melatoninrhythmus bei Schweinen
existiert, und dieser auch bei steigender Lichtintensitat keine gro3ere Amplitude
aufweist. Auch in einer Studie von DIEKMANN und GREEN (1997) unterschieden sich
die Melatoninprofile weiblicher Schweine nicht zwischen den Lichtintensitadten von
700 Lux und 50 000 Lux.
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2.1.4. Einfluss der Lichtqualitat

Der Einfluss der Lichtqualitat auf die Melatoninsynthese ist noch nicht ausreichend
geklart. DIEKMAN und GREEN (1997) wiesen bei dem Vergleich der
Melatoninkonzentrationen juveniler und adulter weiblicher Schweine, die entweder
unter Kunstlichtbedingungen oder unter Freilandbedingungen gehalten wurden,
keine Unterschiede hinsichtlich der Wirkung der Lichtqualitat auf das Melatoninprofil
nach. CARDINALI et al. (1972) untersuchten die spektrale Lichtwirkung verschiedener
Lichtquellen auf die Unterdriickung der HIOMT-Aktivitat in der Epiphyse bei Ratten.
Grines (A=530 nm), blaues (A=435 nm) sowie gelbes (A=590 nm) Licht bewirkte die
am starksten ausgepragte Suppression der pinealen HIOMT-Aktivitat, wahrend rotes
Licht (A.=660 nm) keine negativen Auswirkungen zeigte, und das UV-Licht die
Enzymaktivitat stimulierte. Weilles Kaltlicht bewirkte eine starkere Enzymsuppression
als eine Lichtquelle mit einem dem Sonnenlicht ahnlichen Spektrum. Eine
Untersuchung von HONMA et al. (1992) zeigte einen Einfluss der Lichtqualitat auf die
lichtinduzierte nachtliche Melatoninsuppression bei Ratten und stellte fest, dass der
pineale sowie der plasmatische Konzentrationsruckgang sowohl von der Wellenlange
als auch von dem Zeitpunkt der nachtlichen Lichtexposition abhangig war. Grunes
Licht mit einer Wellenlange von 520 nm erwies sich zu beiden Messzeitpunkten als
starker supprimierend auf die pineale und die Plasmamelatoninkonzentration als
rotes Licht mit einer Wellenlange von 660 nm. Rotes Licht wirkte um 4 Uhr starker
supprimierend als um 24 Uhr, wo es die Plasmamelatoninkonzentration nicht

beeinflusste und die pineale Konzentration nur voribergehend sank.

2.2. Weitere Einflussfaktoren

2.2.1. Einfluss des Geschlechts

Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der Existenz einer
Melatoninrhythmik konnten bislang in keiner Studie nachgewiesen werden. In den
Studien von ANDERSSON et al. (2000) und ANDERSSON (2001) konnten bei Ebern
ebenso ein Melatoninprofil gefunden werden, wie in den Untersuchungen von
MCCONNELL und ELLENDORFF (1987), BOLLINGER et al. (1997), DIEKMAN und GREEN
(1997), TAST et al. (2001b) und ANDERSSON (2001) an weiblichen Schweinen.
ANDERSSON (2001) konnte bei geschlechtsreifen Ebern jedoch signifikant hohere
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Melatoninkonzentrationen sowohl wahrend des Tages, als auch wahrend der Nacht
feststellen, als bei weiblichen juvenilen oder adulten Tieren. Zwischen mannlichen
und weiblichen Ferkeln bestanden dagegen keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede (ANDERSSON, 2001). Auch unterschieden sich weibliche geschlechts-
reife Schweine in ihrem Melatoninspiegel nicht von weiblichen juvenilen Schweinen
(DIEKMAN und GREEN, 1997; ANDERSSON, 2001). Nach DIEKMAN und GREEN (1997)
schienen Sexualhormone keinen Einfluss auf die Melatoninsekretion bei Schweinen
zu haben. In Untersuchungen an Kkastrierten mannlichen Schweinen konnten
GRIFFITH und MINTON (1992) sowie GREEN et al. (1999) ebenfalls Melatoninprofile
feststellen. Zwischen den Kastraten und den weiblichen Tieren bestanden keine
Unterschiede (GREEN et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnten HERNANDEZ et al.
(1990) in einem Experiment an mannlichen Ratten zeigen, dass die pineale
Melatoninkonzentration nach Kastration der Versuchsgruppe geringer war, und der in
der Kontrollgruppe vorhandene nachtliche Konzentrationsanstieg fehlte. Des
weiteren entfiel nach der Kastration der in der Kontroligruppe vorhandene
Tag/Nachtrhythmus mit nokturnalem Anstieg der pinealen Noradrenalinkonzentration

sowie der pinealen Tyrosinhydroxylaseaktivitat.

2.2.2. Einfluss des Alters

GREEN et al. (1999) untersuchten weibliche Jungschweine und Kastraten im Alter von
3, 4, 5 und 6 Monaten und konnte in allen Altersgruppen einen nachtlichen
Konzentrationsanstieg zeigen. Daruber hinaus war der Prozentsatz der Tiere, die
einen nachtlichen Konzentrationsanstieg aufwiesen, im Alter von drei Monaten am
grofdten. Die Melatoninkonzentration stieg zwischen dem 3. und dem 5. Lebens-
monat an, und sank im 6. Monat wieder ab. ANDERSSON (2001) stellte in einer
Untersuchung der Melatoninkonzentrationen von Ferkeln verschiedener Muttertiere
keine Korrelation zwischen dem Trend eines altersabhangigen Konzentrations-

anstiegs oder eines Konzentrationsriickgangs fest.

2.2.3. Genetischer Einfluss

ANDERSSON et al. (2000) konnten bei dem Vergleich des Ausmales des nachtlichen
Melatoninanstiegs im Plasma von Jungebern einen genetischen Einfluss des
Vatertieres nachweisen. Die von drei Ebern abstammenden Versuchstiere aus

insgesamt sechs Wurfen zeigten hinsichtlich der wahrend der Lichtphase messbaren
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Melatoninkonzentrationen keinen Unterschied, jedoch wiesen die Plasmaproben
bezuglich der nachtlichen Konzentrationsmaxima jedoch einen signifikanten Einfluss
des Vatertiers auf. Die grofden individuelle Schwankungen im Melatoninprofil der
Schweine wurden auf genetische Faktoren mit dem Einfluss des Ebers
zuruckgefuhrt. In einer weiteren Studie (ANDERSSON, 2001) an Ferkeln verschiedener
Wirfe von zwei Ebern war der Effekt des Vatertieres nicht signifikant, wahrend
zwischen der nachtlichen Melatoninkonzentration der Ferkel und des Muttertieres
eine signifikante Korrelation bestand, und sich die nachtlichen Melatonin-
konzentrationen der Ferkel zwischen den verschiedenen Wdurfen unterschieden.
CooON et al. (1999) wiesen auch bei Lammern einen genetischen Einfluss auf das
Pinealgewicht, und die damit korrelierende Plasmamelatoninkonzentration nach. Sie
zeigten, dass diejenigen Lammer, deren Elterntiere eine extrem hohe bzw. niedrige
Plasmamelatoninkonzentration aufwiesen, eine den Elterntieren entsprechende
Plasmamelatoninkonzentration zeigten, die ihrerseits in direktem Zusammenhang mit

der GrofRe und dem Gewicht der Epiphyse stand.

2.2.4. Einfluss von Stress

Neben dem Licht kdnnen alle Manipulationen, die mit einer Aktivierung des
sympathischen Nervensystems verbunden sind, den lichtinduzierten inhibierenden
Effekt aufheben, und dadurch die Melatoninsynthese stimulieren, wobei hier
wahrscheinlich die Catecholamine von Bedeutung sind (Cardinali, 1981). FUNK und
AMIR (1999) konnten im Anschluss an eine negative Konditionierung von Ratten das
Ausbleiben des erwarteten nachtlichen Anstiegs der Melatoninkonzentration
beobachten, da die Melatoninkonzentration wahrend der Tagphase bereits den
Nachtwerten entsprach. Bei Ratten, die verschiedenen Stressoren ausgesetzt
wurden (Larm, Eiswasser, fremde Umgebung, Ether), erfolgte durch eine adrenerge
Stimulation der Melatoninsynthese ein Anstieg der Melatoninkonzentration innerhalb
von 30 Minuten (SEGGIE et al.,, 1985). PERISSIN et al. (1993) dokumentierten bei
weiblichen Mausen, die in einem Rotationsexperiment der raumlichen
Desorientierung ausgesetzt wurden, einen signifikanten Anstieg der nachtlichen
Melatoninexkretion Uber den Urin. In einer Studie von ANDERSSON (2001) wurde die
Melatoninkonzentration von Schweinen unterschiedlichen Alters und Geschlechts
bestimmt, denen durch Zwangsmalnahmen fixiert, wiederholt Blut aus der V.

jugularis entnommen wurde. Der mit diesen Zwangsmalinahmen verbundene Stress
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zeigte keine negativen Auswirkungen auf die konsekutiven
Melatoninkonzentrationen. Eine Untersuchung von ROSOCHACKI et al. (2000) zeigte
dagegen einen rassespezifischen Unterschied im Anstieg der
Catecholaminkonzentration bei der Immobilisierung von Schweinen. Dabei wiesen
Tiere der Rasse Piétrain hohere Konzentrationen der Catecholamine (Adrenalin,
Noradrenalin, Dopamin) auf als Tiere der Rasse Duroc.

2.2.5. Einfluss der Nahrungsaufnahme

Die tagliche Futteraufnahme konnte ein wichtiger externer Zeitgeber fur den
zirkadianen Rhythmus sein (INGRAM und DAUNCEY 1985). SELMAOUI et al. (2001)
untersuchten einen Zusammenhang zwischen Futterzusammensetzung, Futter-
verfugbarkeit, zirkadianem Melatoninrhythmus und pinealer NAT-Aktivitat. Dabei lies
sich dokumentieren, dass bei Ratten mit der Wahlmdglichkeit zwischen
verschiedenen Futterzusammensetzungen, die Serummelatoninkonzentration und
die Enzymaktivitat bei limitiertem Futterzugang signifikant niedriger war als bei freiem
Futterzugang (ad libitum). Bei Ratten, die keine WahIimaoglichkeit hatten, fuhrte die
zeitliche Futterverfligbarkeit zu keiner Anderung der Melatoninkonzentration und
Enzymaktivitat. Ebenso konnte in einer Studie am Menschen gezeigt werden, dass
nach einer Mahlzeit die Plasmakonzentration der Catecholamine Adrenalin,

Noradrenalin, Dopamin und Cortisol anstiegen (KNOLL et al., 1984).

3. Nachweismethoden fiir Melatonin

Melatonin lasst sich aus biologischen Untersuchungsmaterialien auf physikalisch-
chemischer (Chromatographie) oder auf immunologischer Basis (RIA, ELISA)

nachweisen.

3.1. Chromatographie

Die Chromatographie basiert auf dem Vergleich der physikalisch-chemischen
Eigenschaften einer unbekannten Substanz oder Probe mit jenen einer oder
mehrerer bekannter, definierter Referenzsubstanzen unter ebenfalls definierten

chromatographischen Verhaltnissen. Die Identitat einer Substanz wird durch den
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zeitgleichen Nachweis mit seiner Referenzsubstanz und der Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse bestatigt. Fur den chromatographischen Melatoninnachweis gibt es drei
verschiedene Methoden: 1. Festphasenchromatographie (BALEMANS et al., 1983),
2. Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), 3. Gaschromatographie (BECK
et al., 1981; DUBBELS et al., 1995).

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Mittels HPLC bestimmten YOUNG und ANDERSON (1982) die pinealen Tagesrhythmen
von Tryptophan, Serotonin, Melatonin, Hydroxytryptophol und Hydroxyindol-
essigsaure von Ratten mit Fluoreszenzdetektion sowie Amperometrie bei einem
Detektionslimit von <0,1 ng/Pinealorgan. MEFFORD et al. (1983) wiesen oxidative und
acetylierte Serotoninmetaboliten (u.a. Melatonin) in Pinealorganen von Ratten mit
HPLC und elektrochemischer Detektion bei einem Detektionslimit von 5 bis 10 pg pro
Pinealorgan nach. In einer Untersuchung von GRADY et al. (1984) wurden die
Konzentrationen der pinealen Indole in der Zirbeldrise der Haustaube (Columba
livia) mit HPLC und elektrochemischer Detektion bestimmt. Anhand HPLC und
elektrochemischer Detektion wiesen RAYNAUD et al. (1993) Melatonin und
6-Hydroxmelatonin aus Plasmaproben von Ratten mit einem Detektionslimit von
10 pg nach. In verschiedenen Organen weiblicher Grillen (Gyrillus bimaculatus)
analysierten ITOH et al. (1995) Tag-Nachtunterschiede der Melatoninkonzentration
uber ein HPLC-System mit Fluoreszenz-Detektion. HATTORI et al (1995) bestimmten
die Melatoninkonzentrationen in Pflanzen mit Reversed-Phase-HPLC und
Fluoreszenzdetektion. Auch MANCHESTER (2000) untersuchte die Melatonin-
konzentrationen in verschiedenen Saaten Uber HPLC mit elektrochemischer
Detektion. Eine Untersuchung von CONTI und MAESTRONI (1996) bestimmte die
zirkadiane Melatoninproduktion bei verschiedenen Inzucht-Mausestammen uber
HPLC mit elektrochemischer Detektion. BRANDSTATTER et al. (2001) bestimmten die
Melatoninkonzentration Uber HPLC und elektrochemischer Detektion beim
Haussperling (Passer domesticus). Eine Studie von BERTOLUCCI et al. (2003)
untersuchte die pineale Melatoninproduktion mittels der HPLC und
elektrochemischer Detektion bei einem Detektionslimit von 200 fm an Eidechsen
(Podarcis sicula). Die HPLC-Methode war auch zum Nachweis der Enzyme

Aromatische L-Aminosauren Decarboxylase (JOHNSTON et al., 1984), Serotonin-N-
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Acetyltransferase (THOMAS et al., 1990) und Monoaminoxidase (RAYNAUD und PEVET,
1991) geeignet.

3.2. Radioimmunoassay

Radioimmunoassays (RIA) basieren auf radioaktiv markierten, heterologen
(speziesfremden) Antikorpern, welche an Melatonin binden und es somit
nachweisbar machen. VAKKURI (1985) bestimmte die Melatoninkonzentration aus
menschlichem Speichel Uber einen durch HPLC validierten RIA und wies eine
zirkadiane Melatoninrhythmik in Speichelproben nach. Auch MCINTYRE et al. (1987)
zeigten zirkadiane Melatoninrhythmen in gepaarten Blut- und Speichelproben
freiwilliger Testpersonen mittels RIA, und verwiesen in diesem Zusammenhang
explizit auf die Auswirkungen einer der Probenahme voraus gegangenen Nahrungs-
aufnahme durch mogliche Interaktionen zwischen dem RIA-Antikorper und
verbliebenen Speiseresten. In einer anderen Studie stellten ILLNEROVA et al. (1993)
einen zirkadianen Melatoninrhythmus in menschlicher Muttermilch mit einem direkten
RIA fest. Die Spezifitat dieses RIAs wurde durch eine Gas-Chromatographie-
Massenspektroskopie (GCMS) Methode validiert. Die Evaluierung zweier RIA-
Methoden, die bis dato in zahlreichen Untersuchungen an Schweinen verwendet
worden waren, und der Vergleich dieser Ergebnisse mit jenen durch GCMS anhand
Parallelbestimmung durch KLUPIEC et al. (1997) offenbarte massive Diskrepanzen in
den Melatoninkonzentrationen. Das insbesondere in alteren Studien verwendete
Guildhay®-Antimelatonin-Antiserum, welches aus gegen N-Acetyl-Methoxytryptophan
immunisierten Schafen gewonnen wurde, ist bei Schweinen nicht zur
Melatoninbestimmung geeignet, da dieser RIA keine ausreichende Spezifitat fur
Melatonin besitzt und dadurch zu falsch-positiven Ergebnissen mit massiver
Uberbewertung der tatséchlich vorliegenden Melatoninkonzentration fihrt. In einigen
anderen Studien an Schweinen wurde das G280-Antimelatonin-Antiserum verwendet
(MCCONNELL und ELLENDORF, 1987; ANDERSSON, 2000; ANDERSSON et al., 2001; TAST
et al., 2001a,b,c). Das G280-Kennaway Antimelatonin-Antiserum wies keine derartig
grolien Diskrepanzen zur GCMS auf (KLUPIEC et al., 1997).

Wahrend sich das  Kennaway-G280-Antimelatonin-Antiserum  (Buhlmann
Laboratories AG, Schweiz) laut ANDERSSON (2000) aufgrund ausreichender
Sensitivitat als geeignet zur Melatoninbestimmung aus Schweineplasma erwies, und

mit Hilfe dieses Assays ein zirkadianes Melatoninprofil mit niedrigen oder nicht
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nachweisbaren Tageskonzentrationen und hohen Nachtkonzentrationen erkennbar
war, lieferte ein zweiter Assay, welcher auf Antimelatonin-Antiserum von gegen
Melatonin immunisierten Kaninchen basiert (Nichols Institute Diagnostics BV,
Niederlande) keine ausreichende Sensitivitat mit zu hohen Melatoninkonzentrationen
wahrend der Lichtphase und unspezifischen Reaktionen, die das Melatoninprofil
maskierten. Als mogliche Ursache wurde eine unspezifische Bindung an Plasma-
proteine wie z.B. Albumin genannt (ANDERSSON, 2000).
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lll. Material und Methoden

1. Tiere und Haltungsbedingungen

Der Tierversuch wurde unter dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-62/02 durch die
Regierung von Oberbayern genehmigt, und am Institut fur Tierschutz, Verhaltens-
kunde und Tierhygiene der Tierarztlichen Fakultat der LMU Munchen durchgefihrt
(August bis Oktober 2002).

Die Schweine wurden als institutseigene Nachzucht geboren. Bei den Elterntieren
handelt es sich um eine Sau der Zweirassen-Kreuzung Deutsches Edelschwein und
Piétrain, das Vatertier war ein Piétrain-Eber. Die mannlichen Ferkel wurden innerhalb
der ersten Lebenswoche kastriert. Bis zu ihrem 29. Lebenstag blieben die Ferkel
beim Muttertier, anschlieend wurden die Tiere vom Muttertier getrennt und bis zu
ihrem 75. Lebenstag in Gruppenhaltung mit Stroheinstreu auf einer Grundflache von
15,0 m? im Versuchsabteil untergebracht. Danach wurden sechs mannliche und
sechs weibliche Wurfgeschwister zufallig ausgewahlt und in Einzelbuchten mit einer
Grundflache von 5,0 m? ohne Einstreumaterial mit Gummiliegematten gehalten. Die
Stalltemperatur betrug 20°+ 2°C. Die Reinigung der Buchten erfolgte taglich
zwischen 9.30 Uhr und 11.30 Uhr.

Das den Tieren angebotene Futter wurde vom Lehr- und Versuchsgut der
tierarztlichen Fakultat (LMU) in Oberschleilheim (Deutschland) hergestellt und
bezogen. Die Tiere erhielten bereits vor dem Zeitpunkt des Absetzens, sowie nach
dem Absetzen bis zum 61. Lebenstag Ferkelstarter Uber einen Futterautomaten.
Vom 61. bis zum 75. Lebenstag erhielten die Tiere das Adultfutter (LAK; Tab. 1) Gber
den Futterautomaten. Ab dem Zeitpunkt der Einzelhaltung wurden die Tiere zweimal
taglich um 9.00 Uhr und 17.00 Uhr einzeln mit je 1,0 kg Futter pro Mahlzeit gefuttert.
Futterreste wurden nach 20 min vollstandig entfernt. AnschlieRend wurde den Tieren
das Maul mit lauwarmem Leitungswasser mittels 20 ml-Einwegspritzen ausgesplilt,
sowie Maulspalte, Kinn, Backenregion und Russelscheibe mit Hilfe eines feuchten
Schwammes gereinigt. Die Schweine hatten aul3erhalb der Probenentnahmezeiten
stets freien Zugang zu Trinkwasser Uber Nippeltranken.
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Tab. 1: Inhaltsstoffe Anteil in %
Zusammensetzung :
des Futtermittels Weizen 56,5
LAK Soja 16,0
Gerste 13,0
Hafer 10,0
Mineral salvana Premium 3,5
Sojadl 1,0

2. Versuchsaufbau
2.1. Lichtprogramm

Um den Einfluss des natlrlichen Tag/Nacht-Wechsels und des Sonnenlichts auf die
Melatoninrhythmik zu verhindern, wurden die Fensterscheiben mit lichtun-
durchlassiger schwarzer Plastikfolie abgedunkelt. Wahrend der zwdlfstindigen
Tagphase von 8.00 bis 20.00 Uhr wurde der Stall mittels Leuchtstoffrohren
beleuchtet. In einer Stallhalfte wurden die Buchten mittels Leuchtstofflampen
(L36W25 Universal-Weil3) und einer Lichtintensitat von 470 Lux beleuchtet. In der
anderen Stallhalfte kamen Leuchtstofflampen (L36W72 Biolux®, Osram) mit einer
Lichtintensitat von 250 Lux zum Einsatz. Von 20.00 bis 8.00 Uhr stand den Tieren ein
Orientierungslicht von maximal 1,0 Lux zur Verfligung, das auch wahrend der

Tagphase in Dauerbetrieb blieb.

2.2, Stallbelequng
Abb. 12: Belegung des Stalles wahrend des Versuches

470 Lux 250 Lux
Schwein Nr. 356, w Schwein Nr. 359, mk
Schwein Nr. 348, mk Schwein Nr. 358, w
Schwein Nr. 357, w % Schwein Nr. 354, mk
(@)]
i
Schwein Nr. 352, mk E Schwein Nr. 351, w
Schwein Nr. 350, w Schwein Nr. 353, mk
Schwein Nr. 361, mk ) Schwein Nr. 349, w
Eingang

Abkurzungen: mk = mannlich-kastriert; w = weiblich
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2.3. Trainingsphase

Ab dem 61. Lebenstag wurden die Tiere spielerisch an die Speichelproben-
gewinnung gewohnt, indem die Tiere Gelegenheit hatten, die angebotenen
Wattetupfer (Zefa, Deutschland) zu untersuchen und zu zerkauen. Ab dem 75.
Lebenstag wurden die Tiere an das Procedere des Maulspulens gewohnt, indem das
Maul spielerisch mit steigenden Mengen (20 bis 100 ml) lauwarmen Leitungswassers
(ca. 28°C) mittels 20 ml-Einwegspritzen ausgespult und gereinigt wurde. Die
Akzeptanz des Maulspulens war bei allen Probanden sehr hoch und wurde innerhalb
von 24 Stunden toleriert. Die Reinigung von Maulspalte, Kinn, Backenregion und
Russelscheibe mit Hilfe eines feuchten Schwammes wurde ab dem 77. Lebenstag

trainiert.

2.4. Legen des zentralvenosen GefaRzugangs zur Vena juqularis

Um eine haufige und stressarme Blutentnahme zu ermoglichen, wurde den 12
Versuchstieren in Narkose ein zentraler Venenverweilkatheter in die V. jugularis
gelegt. Das Katheterende wurde im Nacken in eine aus Leukoplast® (Beiersdorf,
Deutschland) gebildete Tasche gelegt und an der Haut angenaht. Der operative
Eingriff wurde freundlicherweise durch Prof. W. Erhardt (TU-Munchen, Klinikum
rechts der Isar, Abteilung fur Experimentelle Chirurgie) durchgeflhrt. Praoperativ
erfolgte ein 24-stlindiger Futterentzug, Trinkwasser stand den Tieren stets
uneingeschrankt zur Verfugung.

Die Tiere erhielten eine Neuroleptanasthesie aus Azaperon (2,6 mg/kg; Stresnil®
Janssen, Deutschland); Ketamin (20 mg/kg; Ursotamin®, Serumwerk-Bernburg,
Deutschland) und Thiamylal (7 mg/kg; Surital®, Parke-Davis, Deutschland).
Postoperativ wurden die Tiere analgetisch versorgt (25 mg/kg Metamizol; Vetalgin®
Intervet, Deutschland) und intensiv Uberwacht. In den anschlieRenden 24 Stunden
wurden Rotlicht-Warmelampen eingesetzt und alle Tiere einmalig antibiotisch
versorgt (2,8 mg/kg Enrofloxacin; Baytril® 10%, Bayer, Deutschland).

3. Versuchsdurchfuhrung

3.1. Gewinnung der Speichelproben

Die Speichelproben wurden an zwei Tagen uber je 24 Stunden entnommen.

Zwischen den beiden Untersuchungstagen lag eine 24-stindige Ruhepause ohne
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Probenentnahme. Die Probengewinnung erfolgte ab 7.00 Uhr in dreistindigen
Intervallen; wahrend der Tagphase um 10.00, 13.00, 16.00 und 19.00 Uhr, und
wahrend der Nachtphase um 22.00, 1.00, 4.00 und 7.00 Uhr des darauf folgenden
Tages. Jeweils 30 min vor Beginn der Probennahme wurde die Trankeanlage
abgeschaltet und das Restwasser aus den Leitungen entfernt. Unmittelbar vor
Entnahme der Speichelproben wurden Russelscheibe, Maulspalte, Kinn- und
Backenregion der Tiere erneut mit einem feuchten Schwamm gereinigt. Pro Tier und
Zeitpunkt wurden vier Speicheltupfer verwendet. Die Tupfer wurden nach der
Probengewinnung in stempellose Einwegspritzen gegeben und in Plastikrohrchen
lichtgeschutzt in einer Tiefkuhlbox (0° bis 4°C) eisgekuhlt. Im direkten Anschluss an
die Probengewinnung erhielt jedes Tier 20 ml Wasser mittels Einwegspritzen. Die
Proben wurden innerhalb von 30 bis 40 min nach ihrer Entnahme zentrifugiert (10
min., 5422 x g, Variofuge® 3.2 RS, Heraeus Sepatech). Die zentrifugierten Proben
der Einzeltiere wurden makroskopisch auf Verunreinigungen untersucht, und in
Portionen von je 250 ul in 1,5 ml ,Original eppendorf® safe-lock cups® bei -80°C bis

zur weiteren Analyse gelagert.

3.2. Gewinnung der Blutproben

Die Entnahme der Blutproben erfolgte aus dem zentralen Venenverweilkatheter
(Cavatheter®, Fresenius, Deutschland) der Vena jugularis mittels Monovetten® zur
Plasmagewinnung (Sicherheits—Monovetten® zur Plasmagewinnung mit Lithium-
Heparin, Sarstedt). Vor der Blutentnahme wurde der Katheter mit 3 ml
physiologischer Kochsalzlésung gespult und auf seine Durchgangigkeit gepruft.
Anschlieend wurden 5 ml Blut aspiriert und verworfen, danach erfolgte die
Entnahme der Blutprobe von 9 ml. Die Blutproben wurden lichtgeschutzt in einer
Tiefkuhlbox (0° bis 4°C) aufbewahrt. Die Zentrifugation und weitere Verarbeitung
erfolgte gemeinsam mit den Speichelproben 30 bis 40 min nach der Entnahme (10
min., 5422 x g, Variofuge® 3.2 RS, Heraeus Sepatech). Die Plasmaproben wurden in
Portionen von je 250 pl in 2,0 ml ,Original eppendorf® safe-lock cups* pipettiert und
zusammen mit den Speichelproben bei -80°C gelagert.
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4. HPLC-Analyse

Nach dem lichtgeschutzten Auftauen der Proben bei 4° bis 8°C erfolgte zunachst die

Extraktion von Melatonin nach der Methode von SipiQ (2001) in modifizierter Form.

4.1. Melatoninextraktion

Zusammenfassende Darstellung der Extraktion von Melatonin aus Plasma und

Speichel:

1.

200 ul 0,1M Natrium-Acetatpuffer (pH 4,0) in Glasvials (Neolab, Deutschland)
pipettieren

200 pl Plasma (oder Speichel), bzw. je 50 pl Methoxyindol-Standard oder
Aqua bidest. zugeben

Glasvials locker mit Alufolie und Bordel-Kappen (Neolab, Deutschland)
verschlielen

15 min bei 1200 U/min mischen (IKA Vortex-Maschine)

5. 500 pl reinstes Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland) mittels

Pfeilpipette (Gilson, Frankreich) zufligen
Glasvials mit Alufolie und Bordel-Kappen (Neolab, Deutschland) fest

verschlielen (Verschlusszange)

7. Proben 30 min bei 1200 U/min mischen (IKA Vortex-Maschine)
8. Proben 15 min zentrifugieren (13371 x g, 6°C, eppendorf® Centrifuge 5810 R)

9. Glasvials 6ffnen (Offnungszange) und gesamte organische Phase mittels

Pfeilpipette (Gilson, Frankreich) in neue Glasvials (Neolab, Deutschland)
abpipettieren (Volumina notieren)

10.Proben flr mindestens 3,5 h mittels Wasserstrahlpumpe im Exsikkator

evaporieren

11.Pellets in je 200 pl 20 %-igem Acetonitril (Baker HPLC-analyzed, Mallinckrodt

Baker, Deventer, Niederlande) rekonstituieren

12.Glasvials locker mit Alufolie und Bordel-Kappen (Neolab, Deutschland)

verschliel3en

13.Proben 5 min bei 1200 U/min mischen (IKA Vortex-Maschine)
14.Proben in Injektionsvials (Abimed, Deutschland) umpipettieren

15.Proben bis zur Melatoninmessung bei -80°C lagern
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Herstellung der Methoxyindol-Standards

Zur ldentifizierung von Melatonin wurden Methoxyindol-Standards hergestellt, die je
1,0 mg MT, MIAA, MTOL und Melatonin (MEL) (Sigma) geldst in 1 ml Methanol
(Baker HPLC-Analyzed, Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande) enthielten. Die
Ausgangskonzentration von 1,0 mg/ml wurde mit Aqua bidest. auf eine Konzentration
von 10 ng/ml und mit Fluoreszenz-Eluent auf 1 ng/ml verdinnt. Die Messung der
Referenzsubstanzen erfolgte sowohl nach Extraktion, als auch in nicht extrahiertem

Zustand als externe Standards.

Melatoninextraktion aus Futterproben

Aus dem wahrend der Versuchsphase verfutterten Schweinefutter wurde eine
Futtermittelprobe von 1,0 kg enthommen. Zur Extraktion wurden daraus 50 g
zermahlen. Die Einwaage zur Extraktion betrug 20 mg, 50 mg, 100 mg und 200 mg.
Die Chemikalienvolumina wurden entsprechend erhoht (Tab. 2). Die Extraktions-
schritte erfolgten nach demselben Schema wie die zur Extraktion aus Plasma- oder
Speichelproben, die Proben wurden nach der Rekonstitution in Acetonitril erneut

zentrifugiert und anschlief3end sterilfiltriert.

Tab. 2: Volumina der Futterproben und der verwendeten Chemikalien

Futterproben (mg) 20 50 100 200 500 1000
Na-Acetat-Puffer (ul) 200 200 200 400 1000 1000
Chloroform (ml) 0,5 1,25 25 5 12,5 25

Nach der Evaporation wurden die Proben in 400 pl Acetonitril rekonstituiert. Davon
wurden 200 pl injiziert, die restlichen 200 uyl wurden bei -80°C tiefgefroren und in
einem Folgeexperiment in zwei Verdunnungsstufen (1:1 und 1:5) mit 20 %-igem

Acetonitril erneut gemessen.

Herstellung weiterer externer Standards unter Verwendung unterschiedlicher
Losungsmittel
Zur ldentifizierung der zahlreichen im Schweinespeichel auftretenden Peaks, die

teilweise einen zirkadianen oder infradianen Konzentrationsverlauf aufwiesen,
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wurden die verfugbaren Chemikalien der im Melatoninstoffwechsel auftretenden
Vorstufen sowie Melatonin- und Serotonin-Metaboliten und die in physiologischen
Systemen nicht auftretenden Substanzen 6-Methoxyindol und 5-Methoxy-2-Methyl-3-
Indol-Acetic-Acid bezogen (Sigma). Je 1,0 mg der Referenzsubstanzen wurden in
1,5 ml eppendorf®-cups eingewogen und in Abhéngigkeit ihrer Loslichkeit in 1,0 ml
Methanol (MEL, MMIAA, MIAA, MID, MT, MTOL, NAS, HIAA, HT, HTOL), bzw. in
1,0 ml 1,0 N Salzsaure (MTP, HTP) oder in 1,0 ml 5 M Natronlauge (HMEL) gel6st.
Die Ausgangskonzentration von 1,0 mg/ml wurde mit Aqua bidest. auf eine
Konzentration von 10 ng/ml und mit Fluoreszenz-Eluent auf 1 ng/ml verdunnt. Die
Messung der externen Referenzsubstanzen erfolgte ohne vorherige Extraktion als
Doppelbestimmung von je 2 x 500 pl unter identischen chromatographischen
Bedingungen wie die einer mitlaufenden extrahierten Speichelprobe eines
Schweines (Zeitpunkt der Probengewinnung: 7.00 Uhr).

4.2. Melatoninmessung

Das verwendete HPLC-System bestand aus einer Pumpe (Bischoff, Deutschland),
einem Entgaser (Degasys DG-1310), einem Pulsdampfer und einem automatischen
Injektor (Triathlon) mit einer 200 pl Injektionsschleife und einem Rheodyne
Injektionsventil. Die Proben wurden uber eine Reversed Phase Sphaerisorb ODS2
Saule (Bischoff; 100 x 4,6 mm; 3 ym) getrennt, die in einem Variotherm Saulenofen
(Bischoff) aufbewahrt wurde. Die mobile Phase (pH 4,38) bestand aus 20 %-igem
Acetonitril und einem Eluentenpuffer aus 25 mM Zitronensaure, 25 mM Natrium-
Acetat und 0,05 mM EDTA. Die Detektion erfolgte mit einem JASCO
Fluoreszenzdetektor (Marke FP-1520) bei einer Exzitationswellenlange von 275 nm
und einer Emissionswellenlange von 340 nm. Die Identifikation von Melatonin in den
Proben erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten mit den externen
Standards, die je 1 ng/ml 5-Methoxytryptamin, 5-Methoxytryptophol, 5-Methoxyindol-
essigsaure und Melatonin enthielten.

Die Chromatogramme wurden mittels Bruker Chromstar® 4.0 Software (Chromstar
Chromatography Data and Control System, SCPA GmbH) aufgezeichnet. Nach
Integration der Peakfliche (Area Under the Curve; AUC) mittels Chromstar®
Software wurde die Melatoninkonzentration der Probe mittels GraphPad Prism®
Software (Version 3.00 fur Windows, Graph Pad Software, San Diego California,

USA, www.graphpad.com) berechnet.
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5. Statistische Auswertung

Die statistischen Tests wurden gemal® MoTuLsky (1995) ausgewahlt und mit
GraphPad Prism® Software durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung der
Ergebnisse wurden der unpaired T-Test mit 95 %-igem Vertrauensintervall und der
F-Test herangezogen. Beim Vorliegen signifikanter Varianzen (p<0,05) im F-Test
wurden die Werte Uber die Welch'sche Korrektur korrigiert. Die Berechnung der
Plasma/Speichel-Korrelationen erfolgte Uber die lineare Regression anhand des
Pearsons-Korrelations-Koeffizienten. Signifikante Unterschiede wurden bei einem
p<0,05 akzeptiert.

Zur Berechnung der mittleren Plasmamelatoninkonzentrationen der Tagproben
wurden die Probenzeitpunkte 10.00, 13.00, 16.00 und 19.00 Uhr (ZGT +2, +5, +8
und +11) der Einzeltiere, zur Berechnung der Melatoninkonzentration der
Nachtproben die Probenzeitpunkte 22.00, 1.00, 4.00 und 7.00 Uhr (ZGT +14, +17,
+20, +23 und -1) herangezogen. Zur Beurteilung des Einflusses der Transitionszeiten
auf die Tag/Nacht-Unterschiede der Melatoninkonzentrationen wurden fuar die
Berechnung der Melatoninkonzentration der Tagproben die Probenzeitpunkte 10.00,
13.00, und 16.00 Uhr (ZGT +2, +5 und +8) und flr die Nachtproben die
Probenzeitpunkte 22.00, 1.00 und 4.00 Uhr (ZGT +14, +17 und +20) verwendet. Als
Transitionszeiten wurden die 19.00 Uhr - Probe (ZGT +11) als ,Abendprobe” und die
7.00 Uhr - Proben (ZGT -1 und +23) als ,Morgenproben® definiert. Die Tiere wurden
je nach zu Grunde liegender Fragestellung als Gesamtgruppe untersucht sowie nach

Lichtintensitat bzw. Geschlecht aufgeteilt.

6. Definitionen der im Ergebnisteil verwendeten Zeitbegriffe

6.1. Allgemeine Definitionen

Transitionszeit: Als Transitionszeit wird derjenige Zeitpunkt bezeichnet, der dem
Ubergang (Transition) zwischen unterschiedlichen Lichtbedingungen innerhalb des
Lichtregimes um eine Stunde vorausgeht, d.h. vor dem Hell-Dunkel- bzw. Dunkel-
Hell-Wechsel liegt.

Zeitgeberzeit: Die Zeitgeberzeit (ZGT) ist die von den Versuchstieren
wahrgenommene Zeit. Sie wird ausschliel3lich durch die An- bzw. Abwesenheit von

Licht bestimmt und determiniert die Dauer des experimentellen ,Tages“ und der

32



I1l. Material und Methoden

experimentellen ,Nacht“. Der experimentelle Tag beginnt mit dem Einschalten des
Lichts zu ZGT 0 (entspricht 8.00 Uhr MEZ) und endet mit ZGT 12 (entspricht 20.00
Uhr MEZ); die experimentelle Nacht dauert vom Ausschalten des Lichtes zu ZGT 12

bis ZGT 24 (entspricht 20.00 Uhr bis 8.00 Uhr MEZ).

6.2. Probenentnahmezeitpunkte

Der chronologische Ablauf und die Probenentnahmezeitpunkte sind in Tab. 3

dargestellt.

Tab. 3: Darstellung der Probenentnahmezeitpunkte

Tag Nacht
Nacht 12 Stunden 12 Stunden
7.00
MEZ Uhr 8.00 — 20.00 Uhr 20.00 — 8.00 Uhr
Zeitgeberzeit (ZGT) -1 0-12 12-24
Probenentnahme-
zeitpunkte (MEZ) 7 10 13 16 19 22 1 4 7
Probenentnahme-
zeitpunkte (ZGT) mit -1 2 5 8 11 14 17 20 23
Transitionszeiten (V)
Probenentnahme-
zeitpunkte (ZGT) ohne 2 5 8 14 17 20
Transitionszeiten (KV)
Transitionszeiten (ZGT) M-A A M-E
(A /M) -1 11 23

33




IV. Ergebnisse: Optimierung der Methode

IV. Ergebnisse

1. Optimierung der Methode

1.1. Optimierung der Extraktions- und Messbedingungen

Das von Sipia (2001) etablierte Protokoll zur Melatoninextraktion aus Plasmaproben
des Haussperlings wurde durch die Erhohung des zur Extraktion eingesetzten
Probenvolumens von 50 ul auf 200 pl modifiziert, da die dem Melatoninpeak
entsprechende Flache (AUC; area under curve) bei nur 50 yl Volumen zu klein zur
Integration der Basislinie und Idealisierung des Kurvenverlaufs (Exponential
Skimming) war. Die Zentrifugationsdauer nach der Chloroformzugabe wurde von 10
auf 15 min erhoht, um eine bessere Abtrennung zwischen den sich insbesondere in
den Speichelproben zwischen der wassrigen Phase und der organischen, die
Methoxyindolamine enthaltenden Phase in einer Trennungsschicht anreichernden
Partikel zu erzielen. Die zur Chloroform-Evaporation erforderliche Zeit wurde auf
mindestens 3,5 Stunden erhoht. Das Rekonstitutionsvolumen in 20 %-igem
Acetonitril wurde aufgrund einer geanderten Injektionstechnik (flushed loop anstelle
filled loop) von 120 ul auf 200 pl, und das Injektionsvolumen von 80 ul auf 100 ul
erhoht.

Die in den Speichelproben sehr zahlreich vorhandenen Peaks wiesen teilweise eine
Retentionszeit von mehr als der im Protokoll definierten 60-minitigen Messzeit einer
Probe auf, was eine Verschleppung dieser Peaks in das Chromatogramm der
nachfolgend gemessenen Probe nach sich zog. Deshalb erfolgte nach jeder
Speichelprobe die Injektion einer Aqua bidest.-Probe, um die Auswaschung dieser
Substanzen aus der Trennsaule zu erreichen und dadurch eine Kontamination des

nachfolgenden Chromatogramms zu verhindern.
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1.2. Inter- und Intraassay-Variationen

Zur Bestimmung der Genauigkeit der Extraktions- und Messmethode wurden die
Melatoninkonzentrationen extrahierter und externer, nicht extrahierter Methoxy-
indolstandards bestimmt. Aus den Melatoninkonzentrationen der extrahierten und der
externen Standards wurde die prozentuale Wiederfindungsrate berechnet.

Die mittlere Wiederfindungsrate der Melatoninkonzentrationen der Standards in
verschiedenen Extraktionen betrug 84,23 % (£1,43 % SEM) mit einem Variations-
Koeffizienten von 7,23 %. Bezogen auf die Standards der Plasmaproben lag die
mittlere Wiederfindungsrate von Melatonin bei 84,88 % (x1,91 % SEM) und bei den
Speichelproben bei 83,72 % (22,16 % SEM). Die Variations-Koeffizienten
(Interassay) der Plasmaproben betrugen 6,36 %, die der Speichelproben lagen bei
8,16 %.

Die Unterschiede der Wiederfindungsraten der Standards innerhalb der einzelnen
Extraktionen sind in Tab. 4A fur die Plasmaextraktionen, und in Tab. 4B fur die

Speichelextraktionen dargestellt.

Tab. 4A: Intraassay-Variation in den Standards der Plasmaextraktionen

Anzahl der Mittlere Standardfehler Variations-
Standards pro | Wiederfindungs- SEM Koeffizient
Extraktion rate (%) (%) (%)
6 86,05 1,61 4,59
4 82,09 0,82 2,00
5 76,32 2,22 6,51
5 85,83 1,95 5,08
5 87,50 4,39 11,22
4 90,72 1,59 3,51
4 91,54 2,54 5,56
5 78,96 2,22 6,29
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Tab. 4B: Intraassay-Variation in den Standards der Speichelextraktionen

Anzahl der Mittlere Standardfehler Variations-
Standards pro | Wiederfindungs- SEM Koeffizient

Extraktion rate (%) (%) (%)

4 85,34 3,74 8,76

5 76,27 2,11 6,18

4 91,77 2,12 4,62

5 84,87 2,28 6,00

5 87,14 3,58 9,19

4 72,32 4,23 11,70

4 76,85 6,44 16,75

4 93,23 3,48 7,47

4 87,38 3,62 8,29

4 81,99 1,53 3,74

Unter Anwendung dieser Extraktions- und Messbedingungen konnte in Plasma- und
Speichelproben Melatonin identifiziert und quantifiziert werden, wie in den Abb.13A
bis D fur Plasma, und in den Abb.14A bis D fur Speichel dargestellt ist. Als Kontrolle
dienten extrahierte Aqua bidest.-Proben, die keine chromatographischen

Uberlagerungen mit dem Melatoninpeak aufwiesen.
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Abb. 14A bis D: HPLC
Chromatogramm eines
externen Standards (A), der
authentisches 5-Methoxy-
tryptamin (MT) (1 ng/ml), 5-
Methoxytryptophol (MTOL) (1
ng/ml), 5-Methoxyindolacetic-
acid (MIAA) (1 ng/ml), und
Melatonin (MEL) (1 ng/ml)
enthalt.

(B) Chromatogramm eines
extrahierten Standards.

(C) Chromatogramm einer
A.bidest.-Probe.

(D) Chromatogramm einer
Plasmaprobe (ZGT 2/V 1)
des Schweines Nr. 349.
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30 min

Abb. 14A bis D: HPLC
Chromatogramm eines
externen Standards (A), der
authentisches 5-Methoxy-
tryptamin (MT) (1 ng/ml), 5-
Methoxytryptophol (MTOL) (1
ng/ml), 5-Methoxyindolacetic-
acid (MIAA) (1 ng/ml), und
Melatonin (MEL) (1 ng/ml)
enthalt.

(B) Chromatogramm eines
extrahierten Standards.

(C) Chromatogramm einer
A.bidest.-Probe.

(D) Chromatogramm einer
Speichelprobe (ZGT 23 / V
1) des Schweines Nr. 349.
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1.3. Messungqg der Referenzsubstanzen

Zur ldentifizierung der zahlreichen im Schweinespeichel auftretenden Peaks wurden
die Vorstufen und Metaboliten von Melatonin in einer Konzentration von je 1,0 mg in
1,0 ml Lésungsmittel (Methanol, 1,0 N oder Salzsaure-Lésung 5 M; siehe Material
und Methoden) geldst, und ihre qualitative Bestimmung in einer Endkonzentration
von 1 ng/ml als unextrahierte Standards durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten, dass
in den Speichelproben unter den gegebenen und zur Methoxyindolamin-Extraktion
(MT, MIAA, MTOL, MEL) optimierten chromatographischen Bedingungen,
insbesondere der Zusammensetzung des Eluenten, keine routinemalige simultane
Konzentrationsbestimmung weiterer Vorstufen oder Metaboliten moglich ist. Die
Retentionszeiten der hydrophilen Hydroxyindolamine sind sehr kurz und kaum sicher
voneinander zu unterscheiden. Infolge der Konzentrationsunterschiede zwischen
Melatonin und den potentiellen Vorstufen oder Metaboliten in den Plasma- und
Speichelproben waren zur Identifikation und Quantifizierung des Weiteren
unterschiedliche Probenvolumina und damit mehrere Extraktionen je Probe
erforderlich gewesen. Da das primare Ziel dieser Untersuchung die Bestimmung der

Melatoninkonzentrationen war, wurde diese Fragestellung nicht weiter verfolgt.

1.4. Messung der Futterproben

In den Futterproben konnte kein Melatonin identifiziert werden, da sowohl die
Extraktions- als auch die Messbedingungen nur fir die Melatoninbestimmung aus
Plasma und Speichel optimiert wurden. Eine Optimierung zur Melatoninbestimmung
aus Futterproben ware durch weitere zeit- und kostenintensive Experimente, wie der
Bestimmung des optimalen Probenvolumens und der Mischungsverhaltnisse der
Chemikalien, sowie unter Verwendung anderer chromatographischer Trennsaulen,
Verdunnungsreihen, und durch Zusatz von synthetischem Melatonin mdglich
gewesen. Da dies jedoch kein primares Untersuchungsziel war, wurde auf weitere
Untersuchungen der Futterproben verzichtet. Eine definitive qualitative, sowie
quantitative Aussage Uber die Melatoninexistenz und Konzentration ist daher nicht

moglich.
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2. Asnwendung der Methode

2.1. Ergebnisse der Plasmamelatoninbestimmung

2.1.1. Gesamtgruppe

Die Plasmamelatoninkonzentrationen steigen am ersten Untersuchungstag (Abb. 15)
zwischen den bei identischer Lichtintensitat entnommenen Tag- und Abendproben
signifikant an (p=0,013), und sinken zwischen den in Lichtabwesenheit
entnommenen Nacht- und Morgenproben. Am zweiten Untersuchungstag liegen die

Konzentrationen der Tagproben, mit

Ausnahme des Konzentrations- igz_

einbruches, auf dem Niveau der 400+

Nachtproben des ersten Unter- §350'

suchungstages. Am ersten g 222:

Untersuchungstag erreicht die @ 200-

Melatoninkonzentration in der ersten = 150

Nachtprobe  das Konzentrations- 100+

maximum und sinkt Gber die 52_ R R

Nachtphase signifikant ab (p<0,001), 0 3 6 9 12 15 18 21 24
wahrend die Konzentration am zweiten Zeitgeberzeit
Untersuchungstag in der funf Stunden (ZGT 0 = Licht an)

nach  Nachtbeginn  entnommenen Abb. 15: Plasmamelatoninprofile der

Schweine am 1. Versuchstag (gefllite
Symbole) und 2. Versuchstag (offene
erreicht. Der in den Proben des zweiten Symbole). Helle Flache entspricht der

Tagphase, schraffierte Flache der

Probe ihr Konzentrationsmaximum

Untersuchungst ftretend f he

ersHEnHngstages aufiretende Nachtphase. Die Futterungszeiten sind
Standardfehler ist groer als der des durch Pfeile gekennzeichnet. Mittelwert
ersten  Untersuchungstages.  Die * SEM, n=12.

Melatoninkonzentrationen der innerhalb

der einzelnen Untersuchungstage vor und nach der Futteraufnahme gemessenen
Plasmaproben unterscheiden sich nicht signifikant. Die Melatoninkonzentration ist an
beiden Tagen in den nach der Abendfutterung entnommenen Proben hoher als in
den ihr vorausgehenden.
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Bei der Einteilung der Proben in ,Tag” und ,Nacht® ist, wie aus Abb. 16A ersichtlich,
nur fur den Mittelwert Uber beide Versuchstage ein signifikanter Unterschied
zwischen den Tag- und Nachtmelatoninkonzentrationen nachweisbar (p=0,015),
wobei zumindest am zweiten Untersuchungstag ein tendentieller Unterschied besteht
(p=0,058). Im Gegensatz dazu sind bei Ausschluss der Transitionszeiten (Abb. 16B)
am ersten (p<0,001) und zweiten Untersuchungstag (p=0,020), sowie im Mittelwert
uber beide Versuchstage (p<0,001) signifikante Konzentrationsunterschiede
vorhanden. Der Konzentrationsanstieg zwischen dem ersten und dem zweiten
Untersuchungstag ist sowohl unter Einbeziehung, als auch unter Ausschluss der
Transitionszeiten in den Tagproben und in den Nachtproben nicht signifikant; weist in
den Nachtproben unter Einbeziehung der Transitionszeiten jedoch eine Tendenz zur
Signifikanz auf (p=0,089).

A) B)
500 500
450 450+ HKkk * * * *
*
4004 S ns 4004
= 350 =" 350+
E T E T
S 3004 T L S 300- T
[«X [«X
= 250- = 2504
m m 200
L 200- u
150 150
100- 100-
50+ 50+
0 0
V1 V2 V 1+2 KV 1 KV 2 KV 1+2

Abb. 16A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der Gesamtgruppe unter
Einbeziehung (A) und unter Ausschluss der Transitionszeiten (B) am 1. Versuchstag
(V 1, KV 1) und 2. Versuchstag (V 2, KV), sowie im Mittelwert Gber beide
Versuchstage (V 1+2, KV 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert +
SEM, n=12, nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,001 (***).

In Abb. 17 wird deutlich, dass die erste Morgenprobe des ersten
Untersuchungstages eine signifikant niedrigere Melatoninkonzentration enthalt, als
alle anderen zeitgleichen Proben (pm1-ami-£)=0,036; pm1-am2-4=0,007; pm1-amo2-
£y=0,015). Auch die mittlere Melatoninkonzentration der Morgenproben des ersten
Untersuchungstages ist signifikant niedriger als die des zweiten Untersuchungstages
(p=0,029).
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Die Melatoninkonzentrationen der 500
Abendproben (ZGT 11) unterscheiden

sich nicht zwischen den Dbeiden

Untersuchungstagen. Die Melatonin-
konzentrationen der Morgen- und
Abend-Transitionszeiten unterscheiden
sich nur am ersten Untersuchungstag
signifikant (p=0,030).

Die  Unterschiede zwischen den

M1-A M1-E M2-A M2-E
Versuchstag 1  Versuchstag 2

Melatoninkonzentrationen der Morgen-
und der Tagproben, sowie der Abend-

und Nachtproben sind nicht signifikant, Abb. 17: Plasmamelatoninkonzentra-
tionen der um 7.00 Uhr enthommenen
Proben am 1. und 2. Versuchstag
Nacht und Morgen in den Mittelwerten (ZGT —1 und 23). Mittelwert + SEM,

n=12, p<0.05 (*), p<0.01 (**).

wahrend die Unterschiede zwischen

uber beide Tage signifikante

Unterschiede (p=0,008) zeigen.

2.1.2. Abhangigkeit vom Geschlecht

Das Plasmamelatoninprofil der mannlichen Tiere weist am ersten Untersuchungstag
einen kontinuierlichen Konzentrationsanstieg Uber die Tagphase auf, wahrend die
Konzentrationen bei den weiblichen Tieren erst ab der zweiten Tageshalfte ansteigen
und in der letzten wahrend der Tagphase entnommenen Probe das Niveau der
Nachtproben erreicht (Abb. 18A). Im Gegensatz zu den mannlichen Tieren ftritt bei
den weiblichen Tieren in der letzten Nachtprobe ein Konzentrationsrickgang auf. Am
zweiten Untersuchungstag (Abb. 18B) liegen die Melatoninkonzentrationen der
Tagproben bei den mannlichen Tieren auf dem Niveau der Nachtproben und bei den
weiblichen Tieren zwischen dem Niveau der Tag- und der Nachtproben des ersten
Untersuchungstages. Nur bei den weiblichen Tieren wird der Konzentrationseinbruch
von einem signifikanten (p=0,003) Konzentrationsanstieg gefolgt. Dartuber hinaus
kommt es bei den weiblichen Tieren zu einem signifikanten Konzentrations-
unterschied (p=0,049) zwischen der Abendprobe und den ihr vorausgehenden
Tagproben. In der zweiten Nachthalfte erreichen die mannlichen Tiere hohere

Plasmamelatoninkonzentrationen als die weiblichen Tiere. Die Konzentrations-
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unterschiede zwischen den jeweils vor und nach den Futterungen entnommenen
Proben sind bei den mannlichen und weiblichen Tieren an beiden

Untersuchungstagen nicht signifikant.

A) 1. Versuchstag B) 2. Versuchstag
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Abb. 18A und B: Plasmamelatoninprofile der mannlichen (geflllte Symbole) und
weiblichen Tiere (offene Symbole) am 1. Versuchstag (A) und 2. Versuchstag (B).
Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache der Nachtphase. Die
Fltterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet. Mittelwert + SEM, n=6.

Bei den mannlichen Tieren sind die Konzentrationsunterschiede zwischen den Tag-
und Nachtproben an beiden Untersuchungstagen sowohl unter Einbeziehung (Abb.
19A), wie auch unter Ausschluss der Transitionszeiten nicht signifikant, wahrend sich
die Mittelwerte Uber beide Untersuchungstage signifikant (p=0,026) unterscheiden
(Abb. 20A). Hingegen liegen bei den weiblichen Tieren am ersten (p<0,001) und
zweiten Untersuchungstag (p=0,029), sowie in den Mittelwerten Uber beide
Untersuchungstage (p<0,001) unter Ausschluss der Transitionszeiten signifikante
Tag/Nacht-Unterschiede vor (Abb. 20B), jedoch nicht unter Einbeziehung der
Transitionszeiten (Abb. 19B).

Zwischen dem ersten und dem zweiten Untersuchungstag tritt sowohl bei den
mannlichen, als auch bei den weiblichen Tieren ein nicht signifikanter
Konzentrationsanstieg in den Tag-, sowie den Nachtproben auf. Die

Melatoninkonzentrationen der mannlichen Tiere sind an beiden Untersuchungstagen
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A) mannliche Tiere B) weibliche Tiere
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Abb. 19A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der mannlichen (A) und
weiblichen Tiere (B) am 1. Versuchstag (V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im
Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht.
Mittelwert £ SEM, n=6, nicht signifikant (ns).

héher als die der weiblichen Tiere und unterscheiden sich unter Einbeziehung der
Transitionszeiten Uber die Nachtphase des zweiten Versuchstages (p=0,039), sowie
in den Mittelwerten der Nachtphasen uber beide Untersuchungstage (p=0,034)

signifikant von denen der weiblichen Tiere.
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Abb. 20A und B: Plasmamelatoninprofile der mannlichen (A) und weiblichen Tiere
(B) unter Ausschluss der Transitionszeiten am 1. Versuchstag (V 1) und
2. Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2). Helle
Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert + SEM, n=6, nicht signifikant (ns),
p<0.05 (*), p<0.001 (***).
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Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Konzentrationen unter Ausschluss der
Transitionszeiten Uber die Tagphase des zweiten Untersuchungstages signifikant
(p=0,026) zwischen den Geschlechtern.

Wie aus Abb. 21A ersichtlich, unterscheidet sich bei den mannlichen Tieren die
Melatoninkonzentration der ersten Probe des ersten Versuchstages (M1-A)
signifikant (p=0,048) von der zur gleichen Uhrzeit enthommenen letzten Probe des
zweiten Untersuchungstages (M2-E). Bei den weiblichen Tieren (Abb. 21B) steigt die
Melatoninkonzentration Uber den ersten Untersuchungstag signifikant zwischen der
ersten und der letzten Plasmaprobe an (p=0,002). Die Melatoninkonzentrationen der
Morgenproben des ersten Untersuchungstages unterscheiden sich bei den
weiblichen Tieren signifikant (p<0,001) von der Konzentration der Nachtproben. Am
zweiten Untersuchungstag sind die Melatoninkonzentrationen der Morgenproben bei
den mannlichen Tieren signifikant hoher als bei den weiblichen Tieren (p=0,039).

Die Melatoninkonzentrationen der Abendproben (ZGT 11) weisen weder
geschlechtsspezifische, noch Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden
Untersuchungstagen auf. Bei den weiblichen Tieren sind die Konzentrations-
unterschiede zwischen der mittleren Tag- und den mittleren Abendwerten tUber beide
Untersuchungstage signifikant (p=0,004).
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Abb. 21A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben bei mannlichen (A) und weiblichen Tieren (B) am 1. und 2. Versuchstag
(ZGT -1 und 23). Mittelwert + SEM, n=6, p<0,05 (*).
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2.1.3. Abhangigkeit von der Lichtintensitat

In der bei 470 Lux Lichtintensitat gehaltenen Versuchsgruppe ist am ersten
Untersuchungstag, wie in Abb. 22A dargestellt, ein nokturnales Plasma-
melatoninprofil mit einem signifikanten (p=0,032), dem Nachtbeginn vorausgehenden
Konzentrationsanstieg vorhanden, wahrend in den Plasmaproben der 250 Lux
Versuchsgruppe kein am Lichtregime orientiertes Melatoninprofil ausgebildet ist. Am
zweiten Untersuchungstag (Abb. 22B) liegen die Konzentrationen der Tagproben
beider Gruppen nur wenig niedriger als die der Nachtproben des ersten
Untersuchungstages. Daruber hinaus kommt es in beiden Versuchsgruppen funf
Stunden nach Tagesbeginn zu einem Konzentrationseinbruch, der in der 250 Lux
Gruppe eine Signifikanz (p=0,004) aufweist.
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Abb. 22A und B: Plasmamelatoninprofile der bei 470 Lux (offene Symbole) und bei
250 Lux Lichtintensitat (geflllte Symbole) gehaltenen Tiere am ersten (A) und
zweiten Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache
entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Mittelwert + SEM, n=6.
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Zwischen den jeweils vor und nach der Futterung entnommenen Plasmaproben sind
die Konzentrationsunterschiede am ersten Versuchtag nach der Morgenfltterung in
der 250 Lux Gruppe signifikant (p=0,002), wahrend sie Uber den restlichen

Untersuchungszeitraum, sowie in der 470 Lux Gruppe nicht signifikant bleiben.
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Abb. 23A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der bei 470 Lux (A) und bei 250
Lux Lichtintensitat (B) gehaltenen Tiere am ersten Versuchstag (V 1) und zweiten
Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2). Helle
Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert £ SEM, n=6, nicht signifikant (ns),
p<0,05(%).

In der 470 Lux Gruppe sind, wie in den Abb. 23A und 24A dargestellt, die Tag/Nacht-
Unterschiede der Melatoninkonzentrationen am ersten Untersuchungstag und im
Mittel Gber beide Tage sowohl unter Einbeziehung (py1=0,034; pv1+2=0,047), als auch
unter Ausschluss der zu den Transitionszeiten entnommenen Proben (pky1<0,001;
pkv1+2=0,003) signifikant, wahrend die Konzentrationsunterschiede am zweiten
Untersuchungstag nicht signifikant sind. In der 250 Lux Gruppe kommt es am ersten
Untersuchungstag nur unter Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,036) zu einem
signifikanten Tag/Nacht-Unterschied, wahrend am zweiten Untersuchungstag sowohl
unter Einbeziehung (p=0,024), als auch unter Ausschluss der Transitionszeiten
(p=0,013) signifikante Tag/Nacht-Unterschiede vorhanden sind (Abb. 23B und 24B).
Die Mittelwerte Uber beide Untersuchungstage weisen nur unter Ausschluss der
Transitionszeiten  signifikante  Tag/Nacht-Unterschiede (p=0,001) auf. Die
Konzentrationen der Nachtproben steigen zwischen den Versuchungstagen in der

250 Lux Gruppe unter Einbeziehung der Transitionszeiten signifikant (p=0,009) an.
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A) 470 Lux B) 250 Lux
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Abb. 24A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der bei 470 Lux (A) und bei 250
Lux Lichtintensitat (B) gehaltenen Tiere unter Ausschluss der Transitionszeiten am
ersten Versuchstag (KV 1) und zweiten Versuchstag (KV 2), sowie im Mittelwert Gber
beide Versuchstage (KV 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert £
SEM, n=6, nicht signifikant (ns), p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).

Die Tagproben der 470 Lux Tiere enthalten sowohl unter Einbeziehung, als auch bei
Ausschluss der Transitionszeiten, eine geringere Melatoninkonzentration als die
Proben der 250 Lux Gruppe, wobei die Konzentrationsunterschiede der Tagproben
am ersten Untersuchungstag sowohl unter Berlcksichtigung (p=0,010), wie auch
unter Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,006) signifikant sind, wahrend am
zweiten Untersuchungstag keine Unterschiede mehr vorhanden sind. Die
Konzentrationsunterschiede zwischen den Nachtproben der beiden
Versuchsgruppen bleiben stets nicht signifikant.

In den Morgenproben sind die Konzentrationsunterschiede in der 470 Lux Gruppe
sowohl innerhalb eines Untersuchungstages, als auch zwischen den beiden
Untersuchungstagen nicht signifikant, wie aus Abb. 25A ersichtlich ist. Im Gegensatz
dazu steigt die Melatoninkonzentration in der 250 Lux Gruppe wahrend des ersten
Untersuchungstages signifikant (p=0,007) an und nimmt bis zu Beginn des zweiten
Untersuchungstages weiter zu (Abb. 25B). Der Unterschied zwischen den jeweils
ersten Proben beider Untersuchungstage ist signifikant (p=0,002). Die
Melatoninkonzentration der ersten Probe des ersten Untersuchungstages (M1-A)
unterscheidet sich ebenfalls signifikant (p=0,012) von der zeitgleich enthommenen

letzten Probe des zweiten Untersuchungstages (M2-E).
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Abb. 25A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr enthommenen
Proben der bei 470 Lux (A) und bei 250 Lux Lichtintensitat (B) gehaltenen Tiere am
ersten und zweiten Versuchstag (ZGT-1 und 23). Mittelwert + SEM, n=6, nicht
signifikant (ns), p<0,05 (*), p<0,01 (**).

Im Gegensatz zur 470 Lux Gruppe, bei der keine signifikanten Konzentrations-
unterschiede zwischen den Morgenproben und den Nachtproben, oder zu den bei
hoherer Lichtintensitat entnommenen Tagproben auftreten, unterscheidet sich die
Melatoninkonzentration der Morgenproben in der 250 Lux Gruppe am ersten
Untersuchungstag sowohl von den bei hdherer Lichtintensitdt entnommenen
Tagproben (p=0,043), als auch von den bei identischer Intensitdt entnommenen
Nachtproben signifikant (p<0,001). Auch am zweiten Untersuchungstag ist in der 250
Lux Gruppe der Konzentrationsunterschied zwischen den Morgen- und Tagproben
signifikant (p=0,032). Die mittleren Melatoninkonzentrationen der Morgenproben des
ersten Untersuchungstages sind in der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe signifikant
niedriger (p=0,002) als die des zweiten Untersuchungstages. Die Konzentrations-
unterschiede der einzelnen Morgenproben sind zwischen der 470 Lux und der 250
Lux Gruppen nicht signifikant. Die Abendproben enthalten an beiden
Untersuchungstagen bei den Tieren der 250 Lux Gruppe eine nicht signifikant héhere
Melatoninkonzentration als in der 470 Lux Gruppe. Im Gegensatz zu der 250 Lux
Gruppe sind die Melatoninkonzentrationen der Abendproben der 470 Lux Tiere am
ersten Untersuchungstag (p=0,032) signifikant hoher als die der bei identischer

Lichtintensitat entnommenen Tagproben.
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2.1.4. Abhangigkeit vom Geschlecht bei 470 Lux

Die Plasmamelatoninprofile der 470 Lux Gruppe weisen bei den mannlichen Tieren
am ersten Untersuchungstag einen kontinuierlichen Konzentrationsanstieg wahrend
der Tagphase und einen diskontinuierlichen Konzentrationsrickgang Uuber die
Nachtphase auf. Das Plasmamelatoninprofil der weiblichen Tiere zeigt dagegen, wie
aus Abb. 26A ersichtlich ist, am ersten Untersuchungstag ein klares Profil mit
nokturnalem Verlauf. Uber den Verlauf des zweiten Untersuchungstages (Abb. 26B)
ist bei den mannlichen Tieren kein lichtabhangiges Tagesprofil mehr vorhanden. Die
Tagwerte des zweiten Untersuchungstages liegen bei den weiblichen Tieren auf
demselben Niveau wie die des ersten Untersuchungstages. Im Anschluss an den
funf Stunden nach Tagesbeginn auftretenden Konzentrationseinbruch steigt die
Melatoninkonzentration ab der zweiten Tageshalfte signifikant an (p=0,044) und
erreicht das Niveau der nachfolgenden Nachtmelatoninkonzentrationen. Die
Melatoninkonzentrationen der mannlichen Tiere sind insbesondere wahrend den

Tagphasen hoher als die der weiblichen Tiere. Daruber hinaus ist der Standardfehler
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Abb. 26A und B: Plasmamelatoninprofile der bei einer Lichtintensitat von 470 Lux
gehaltenen mannlichen (gefullte Symbole) und weiblichen Tiere (offene Symbole) an
1. Versuchstag (A) und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase,
schraffierte Flache entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Mittelwert + SEM, n=3.
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in der Gruppe der mannlichen Tiere stets grolRer als bei den weiblichen Tieren. Die
Konzentrationsunterschiede zwischen den jeweils vor und nach den Futterungen
entnommenen Proben sind sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen

Tieren an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant.
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Abb. 27A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von
470 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am 1. Versuchstag
(V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert Uber beide Tage (V 1+2). Helle
Balken Tag, dunkle Balken Nacht; Mittelwert + SEM, n=3, nicht signifikant (ns),
p<0,05 (*).
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Abb. 28A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von
470 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) unter Ausschluss der
Transitionszeiten am 1. Versuchstag (KV 1) und 2. Versuchstag (KV 2), sowie im
Mittelwert Uber beide Versuchstage (KV 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken
Nacht; Mittelwert + SEM, n=3, nicht signifikant (ns), p<0,05 (*), p<0,001 (***).

51



IV. Ergebnisse der Plasmamelatoninbestimmung

Die Tag/Nacht-Unterschiede der Plasmamelatoninkonzentrationen sind bei den
mannlichen Tieren an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant (Abb. 27A und
28A). Im Gegensatz dazu treten bei den weiblichen Tieren, wie in den Abb. 27B und
28B dargestellt, am ersten Untersuchungstag und in den Mittelwerten Uber beide
Untersuchungstage sowohl unter Einbeziehung (pv1=0,025; pv1+2=0,032), wie auch
unter Ausschluss der Transitionszeiten (pkyv1<0,001; pkv1+2<0,001) signifikante
Tag/Nacht-Unterschiede auf. Am zweiten Untersuchungstag sind die Tag/Nacht-
Unterschiede nur unter Ausschluss der Transitionszeiten signifikant (p=0,028).

Die Tagproben weisen unter Ausschluss der Transitionszeiten am zweiten
Untersuchungstag (p=0,090) und in den Mittelwerten der Tagproben beider
Untersuchungstage (p=0,071) eine Tendenz zu signifikanten geschlechts-
spezifischen Konzentrationsunterschieden auf, wahrend sich die Konzentrationen der

Nachtproben stets nicht signifikant unterscheiden.

In den Morgenproben sind weder bei den mannlichen (Abb. 29A), noch bei den
weiblichen Tieren (Abb. 29B) an beiden Untersuchungstagen uber die je 24-stindige
Phase der Probengewinnung, sowie zwischen den beiden Untersuchungstagen

signifikante Konzentrationsunterschiede vorhanden.
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Abb. 29A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben der mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am 1. und 2. Versuchstag
(ZGT -1 und 23). Mittelwert £ SEM, n=3, nicht signifikant (ns).
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Die geschlechtsabhangigen Unterschiede der Melatoninkonzentrationen in den
Abendproben (ZGT 11) sind an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant. Im
Gegensatz zu den mannlichen Tieren sinkt die Plasmamelatoninkonzentration bei
den weiblichen Tieren am ersten (p=0,004) und zweiten Untersuchungstag
(p=0,039), sowie in den Mittelwerten Uber beide Untersuchungstage (p<0,001)
signifikant zwischen den Nacht- und Morgenproben.

2.1.5. Abhangigkeit vom Geschlecht bei 250 Lux

Die Plasmamelatoninprofile der mannlichen, bei 250 Lux gehaltenen Tiere weisen,
wie in Abb. 30A dargestellt ist, Uber den Verlauf der Tagphase des ersten
Untersuchungstages einen kontinuierlichen Konzentrationsanstieg und nahezu
identische Melatoninkonzentrationen der Tag- und Nachtproben auf. Bei den
weiblichen Tieren kommt es wahrend der Tag- und wahrend der Nachtphase des
ersten Untersuchungstages zu einem diskontinuierlichen Konzentrationsanstieg im

Plasmamelatoninprofil (Abb. 30A). Am zweiten Untersuchungstag (Abb. 30B) liegen
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Abb. 30A und B: Plasmamelatoninprofile der bei einer Lichtintensitat von 250 Lux
gehaltenen mannlichen (geflllte Symbole) und weiblichen Tiere (offene Symbole) am
1. Versuchstag (A) und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase,
schraffierte Flache entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Mittelwert + SEM, n=3.
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die Konzentrationen der Tagproben bei den mannlichen, sowie bei den weiblichen
Tieren, mit Ausnahme des Konzentrationseinbruches, der bei den weiblichen Tieren
im signifikanten Bereich liegt (p=0,046), auf dem Niveau der Nachtwerte des ersten
Untersuchungstages. Die Konzentrationsunterschiede zwischen den jeweils vor und
nach den Fatterungen enthommenen Proben sind bei den mannlichen Tieren nach
der Morgenfutterung des ersten Untersuchungstages signifikant (p=0,040), wahrend
sie nach den restlichen Futterungen sowie bei der weiblichen Versuchsgruppe

generell an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant sind.
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Abb. 31A und B: Plasmamelatoninkonzentration der bei einer Lichtintensitat von 250
Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am 1. Versuchstag (V 1)
und 2. Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2).
Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert £ SEM, n=3, nicht signifikant (ns);
p<0,01 (**).

Bei den mannlichen Tieren sind die Tag/Nacht-Unterschiede am ersten
Untersuchungstag nicht signifikant (Abb. 31A und 32A). Am zweiten
Untersuchungstag treten sowohl unter Einbeziehung (p=0,003), als auch unter
Ausschluss der Transitionszeiten signifikante Tag/Nacht-Unterschiede auf (p=0,006).
Unter Ausschluss der Transitionszeiten sind bei den mannlichen Tieren auch die
Tag/Nacht-Unterschiede der Mittelwerte beider Untersuchungstage signifikant
(p=0,008). Bei den weiblichen Tieren (Abb. 31B und 32 B) ist nur am ersten
Untersuchungstag unter Ausschluss der Transitionszeiten ein signifikanter

Konzentrationsunterschied vorhanden (p=0,039). Zwischen dem ersten und zweiten
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Untersuchungstag steigen die Melatoninkonzentrationen der Nachtproben in der
Gruppe der mannlichen Tiere, im Gegensatz zu den weiblichen Tieren, unter
Einbeziehung (p=0,002), sowie nach Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,023)
signifikant an. Die Nachtmelatoninkonzentrationen der mannlichen Tiere sind am
zweiten Untersuchungstag sowohl unter Einbeziehung (p=0,020), als auch nach
Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,043), signifikant hoher als die der weiblichen

Tiere.
A)  mannliche Tiere B) weibliche Tiere

550 550

5004 NS ** * * 500d % ns ns
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Abb. 32A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von
250 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) unter Ausschluss der
Transitionszeiten am 1.Versuchstag (V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im
Mittelwert Uber beide Versuchstage (V1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht.
Mittelwert £ SEM, n=3, nicht signifikant (ns), p<0,05 (*), p<0,01 (**).

Die Melatoninkonzentrationen der Morgenproben steigt am ersten Untersuchungstag
bei den mannlichen (p=0,018) und bei den weiblichen Tieren (p=0,035) signifikant
an, wie in den Abb. 33A und B zu sehen ist. Die jeweils ersten Proben beider
Untersuchungstage unterscheiden sich nur bei den mannlichen Tieren signifikant
(p=0,010). Die Konzentrationsunterschiede zwischen der ersten Probe des ersten
Untersuchungstages und der letzten Probe des zweiten Untersuchungstages sind
sowohl bei den mannlichen (p=0,030), als auch bei den weiblichen Tieren (p=0,006)
signifikant. Die Mittelwerte der Morgenproben des ersten und zweiten Unter-
suchungstages unterscheiden sich nur bei den mannlichen Tieren signifikant
(p=0,035).Die Konzentrationsunterschiede der Abendproben (ZGT 11) zwischen den

mannlichen und den weiblichen Tieren sind an beiden Untersuchungstagen nicht
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signifikant. Der Konzentrationsunterschied zwischen den Nacht- und den
Morgenproben der weiblichen Tiere ist am ersten Untersuchungstag (p=0,001),
sowie in den Mittelwerten beider Untersuchungstage (p=0,039) signifikant, wahrend

er in der Gruppe der mannlichen Tiere nicht signifikant ist.

A)  mannliche Tiere B) weibliche Tiere

5504 | * %

M1-A M1-E M2-A  M2-E M1-A M1-E M2-A M2-E
Versuchstag 1  Versuchstag 2 Versuchstag 1  Versuchstag 2

Abb. 33A und B: Plasmamelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben der mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am 1. und 2. Versuchstag
(ZGT -1 und 23). Mittelwert £ SEM, n=3, p<0,05 (*), p<0,01 (**).

2.1.6. Abhangigkeit vom Geschlecht und der Lichtintensitat

Die Plasmamelatoninprofile der mannlichen Versuchsgruppen unterscheiden sich am
ersten Untersuchungstag im Konzentrationsverlauf der Tagproben (Abb. 34A). Die
Konzentration der 470 Lux Gruppe steigt Uber den Tagesverlauf kontinuierlich an,
erreicht jedoch erst in der letzten Tagprobe das Niveau der Nachtproben. Die
Melatoninkonzentrationen in der 250 Lux Gruppe bleibt im Anschluss an den
signifikanten Konzentrationsanstieg (p=0,040) zwischen den vor sowie nach
Tagesbeginn entnommenen Proben, ganztagig auf diesem Niveau. Am zweiten
Untersuchungstag liegen die Konzentrationen wahrend der Tagphase bei den
mannlichen 470 Lux Tieren auf dem Niveau der Nachtproben des ersten
Untersuchungstages (Abb. 34B).
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A ) mannliche Tiere, 1. Versuchstag B ) mannliche Tiere, 2. Versuchstag
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Abb. 34A und B: Plasmamelatoninprofile der mannlichen Tiere bei 470 Lux (offene
Symbole) und bei 250 Lux (geflllte Symbole) am ersten Versuchstag (A) und
zweiten Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache
entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Mittelwert + SEM, n=3.

In der bei 250 Lux Lichtintensitat gehaltenen Versuchsgruppe kommt es am zweiten
Untersuchungstag zu einem Konzentrationsrickgang wahrend der Tagphase
aufgrund des funf Stunden nach Tagesbeginn auftretenden Konzentrations-
einbruches.

Die bei 470 Lux gehaltenen weiblichen Tiere zeigen am ersten Untersuchungstag ein
klares nokturnales Konzentrationsprofil mit niedrigen, eine Plateauphase bildenden
Tagwerten und einem dem Nachtbeginn vorausgehenden Konzentrationsanstieg, der
sich bis zur zweiten Nachthalfte fortsetzt (Abb. 35A). Dagegen erfolgt in der 250 Lux
Gruppe am ersten Untersuchungstag ein unregelmafiger Konzentrationsanstieg, mit
einem geringen weiteren Anstieg der nachtlichen Konzentration, wobei sich die
Konzentrationen der Nachtproben kaum von den Konzentrationen der Tagproben
unterscheiden. Am zweiten Untersuchungstag bleibt das Melatoninprofil in der
weiblichen 470 Lux Gruppe erhalten, wobei das Konzentrationsniveau der
Nachtproben bereits ab der zweiten Tageshalfte durch einen signifikanten
Konzentrationsanstieg (p=0,044) erreicht wird (Abb. 35B).

Die Konzentrationsunterschiede zwischen den jeweils vor und nach den Futterungen

enthommenen Proben sind bei den mannlichen 250 Lux Tieren nach der
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Morgenfutterung des ersten Untersuchungstages signifikant (p=0,040), wahrend sie
nach den restlichen Futterungen, sowie bei der 470 Lux Gruppe generell nicht

signifikant sind.

A ) weibliche Tiere, 1. Versuchstag B ) weibliche Tiere, 2. Versuchstag
550 550
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Abb. 35A und B: Plasmamelatoninprofile der weiblichen Tiere bei 470 Lux (offene
Symbole) und bei 250 Lux Lichtintensitat (geflllte Symbole) am 1. Versuchstag (A)
und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache
entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Mittelwert £ SEM, n=3.

Die mannlichen Tiere der 470 Lux und der 250 Lux Gruppe unterscheiden sich
hinsichtlich der Existenz signifikanter Tag/Nacht-Unterschiede. Wahrend diese in der
470 Lux Gruppe fehlen, sind die Unterschiede in der 250 Lux Gruppe am zweiten
Untersuchungstag sowohl unter Einbeziehung (p=0,003) als auch unter Ausschluss
der Transitionszeiten (p=0,006) signifikant (Abb. 31A und 32A). In beiden Gruppen
der weiblichen Tiere ist ein signifikanter Einfluss der Lichtintensitat auf die
Plasmamelatoninkonzentration der Tagproben vorhanden. Unter Einbeziehung der
Transitionszeiten sind die Melatoninkonzentrationen in den Tagproben der
weiblichen 250 Lux Gruppe am ersten Untersuchungstag (p=0,042) und in den
Mittelwerten Uber beide Tagphasen signifikant (p=0,009) hdher als die der 470 Lux
Gruppe. Unter Ausschluss der Transitionszeiten werden die Konzentrations-
unterschiede zwischen den Tagproben des ersten Untersuchungstages (p=0,010)
und den Mittelwerten Uber die Tagphasen beider Untersuchungstage (p=0,003)
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zwischen den beiden Gruppen groRer. Bei der 470 Lux Gruppe sind unter
Einbeziehung der Transitionszeiten am ersten Untersuchungstag (p=0,025) und in
den Mittelwerten Uber beide Tage (p=0,032) signifikante Tag/Nacht-Unterschiede
vorhanden (Abb. 27B), wahrend sie in der 250 Lux Gruppe nicht signifikant bleiben
(Abb. 31B). Nach Ausschluss der Transitionszeiten ist in der 250 Lux Gruppe
ausschlief3lich am ersten Untersuchungstag ein signifikanter Unterschied vorhanden
(p=0,039) (Abb. 32B). Im Gegensatz dazu sind die Tag/Nacht-Unterschiede nach
Ausschluss der Transitionszeiten in der 470 Lux Gruppe auch am zweiten
Untersuchungstag signifikant (p=0,028). Die Melatoninkonzentrationen der
Morgenproben unterscheiden sich weder bei den mannlichen (Abb. 29A und 33A),
noch bei den weiblichen Tieren signifikant zwischen den beiden Lichtintensitaten
(Abb. 29B und 33B). Der Mittelwert der Melatoninkonzentration der beiden
Morgenproben des ersten Untersuchungstages ist in der weiblichen 470 Lux Gruppe
nicht signifikant unterschiedlich zur 250 Lux Gruppe, hingegen ist der Mittelwert am
zweiten Untersuchungstag signifikant niedriger als in der 250 Lux Gruppe (p=0,031).
Die Melatoninkonzentration der Abendproben (ZGT 11) sind sowohl bei den
mannlichen, als auch bei den weiblichen Tieren der 250 Lux Gruppen an beiden
Untersuchungstagen hoher als bei den 470 Lux Gruppen, die Unterschiede sind
jedoch nicht signifikant. Bei den weiblichen Tieren sind die Konzentrations-
unterschiede zwischen den Nacht- und den Morgenproben am ersten
Untersuchungstag (p470x=0,004; p250x=0,001) und in den Mittelwerten Uber beide
Untersuchungstage in  beiden Versuchsgruppen signifikant  (p70x<0,001;
p250x=0,039). Daruber hinaus ist dieser Unterschied in der 470 Lux Gruppe auch am
zweiten Untersuchungstag signifikant (p=0,039). Bei den mannlichen Tieren sind
diese Konzentrationsunterschiede nur am zweiten Untersuchungstag und nur in der
250 Lux Gruppe signifikant (p=0,028).
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2.2. Ergebnisse der Speichelmelatoninbestimmung

2.2.1. Gesamtgruppe

Die Speichelmelatoninkonzentrationen aller Tiere (Abb. 36) weisen am ersten

Untersuchungstag einen diurnalen Konzentrationsverlauf mit einem Uber die

Tagphase nahezu kontinuierlichen Anstieg der Melatoninkonzentrationen und einem

Konzentrationsmaximum in der letzten Tagprobe auf. Nach Tagesende sowie Uber

die Nachtphase sinken die Melatoninkonzentrationen deutlich gegenuber den

Tagwerten ab. Am zweiten Unter-
suchungstag befinden sich die
Konzentrationen der Tagproben auf
dem Niveau der Nachtproben des
ersten Untersuchungstages. Sie sind
jedoch niedriger als die ihnen
vorausgegangenen Tagproben. Die
Konzentrationsunterschiede sind auf
Grund des groRen Standardfehlers
stets nicht signifikant.

An beiden Untersuchungstagen ist der
Konzentrationsunterschied  zwischen
den jeweils vor und nach den
Fltterungen entnommenen Speichel-

proben ebenfalls nicht signifikant.

Die Speichelproben weisen weder
unter Einbeziehung, noch unter
Ausschluss  der  Transitionszeiten
signifikante  Tag/Nacht-Unterschiede

der Melatoninkonzentrationen auf, wie

0 T T T IT T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Zeitgeberzeit

(ZGT 0 = Licht an)

Abb. 36: Speichelmelatoninprofil der
Schweine am 1. Versuchstag (gefullte
Symbole) und am 2. Versuchstag
(offene  Symbole). Helle Flache
entspricht der Tagphase, schraffierte
Flache entspricht der Nachtphase. Die
Futterungszeiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Mittelwert + SEM,
n=12.

aus den Abb. 37A und B ersichtlich ist. Am ersten Untersuchungstag, sowie in den

Mittelwerten Uber beide Untersuchungstage enthalten die Tagproben unter

Einbeziehung, sowie unter Ausschluss der Transitionszeiten eine deutlich hohere

Melatoninkonzentration als die Nachtproben. Die Tag/Nacht-Unterschiede sind
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aufgrund des groRen Standardfehlers stets nicht signifikant (pw1)=0,142;
p(Kv1)=0,362).

A) B)
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Abb. 37A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der Gesamtgruppe unter
Einbeziehung (A) und unter Ausschluss der Transitionszeiten (B) am 1. Versuchstag
(V 1, KV 1) und 2. Versuchstag (V 2, KV 2), sowie im Mittelwert Uber beide
Versuchstage (V 1+2, KV ). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert +
SEM, n=12, nicht signifikant (ns).

Die  Mittelwerte  der  Melatonin- 3000
konzentrationen weisen ebenfalls keine 2500
signifikanten Konzentrationsunterschie-
de zwischen dem ersten und zweiten £ 2000
o
Untersuchungstag auf. In Abb. 38 wird i: 1500-
deutlich, dass die Speichelmelatonin- w
= 1000
konzentrationen der um 7.00 Uhr (ZGT
-1 und 23) enthommenen Proben am 500+
ersten Untersuchungstag zwischen der o
ersten (M1-A) und der letzten M1-A M1-E M2-A  M2-E
Speichelprobe (M1-E) leicht sinkt. Sie Versuchstag 1 Versuchstag 2
steigt bis zu Beginn des zweiten
. Abb. 38: Speichelmelatonin-
Untersuchungstages  (M2-A)  jedoch konzentrationen der um 7.00 Uhr
deutlich an und Uberschreitet die zu entnommenen Proben am 1. und 2.
. Versuchstag (ZGT -1 und 23).
Beginn des ersten Untersuchungstages Mittelwert + SEM, n=12, nicht
gemessene Konzentration. Am zweiten signifikant (ns).
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Untersuchungstag ist die Konzentration der ersten Probe (M2-A) mit der der letzten
Probe (M2-E) identisch.

Die Melatoninkonzentration der Abendproben (ZGT 11) ist am ersten
Untersuchungstag deutlich hdher als am zweiten Untersuchungstag, der Unterschied

ist aufgrund der individuellen Unterschiede jedoch ebenfalls nicht signifikant.

2.2.2. Abhangigkeit vom Geschlecht

Die Speichelmelatoninprofile der mannlichen und der weiblichen Tiere unterscheiden
sich sowohl in ihrem Konzentrationsverlauf, als auch in den Melatonin-
konzentrationen. Das Speichelmelatoninprofil der mannlichen Tiere weist am ersten
Untersuchungstag einen unregelmalligen Konzentrationsverlauf auf (Abb. 39A). Im
Gegensatz dazu weist das Speichelmelatoninprofil der weiblichen Tiere am ersten
Untersuchungstag einen diurnalen Konzentrationsverlauf mit einem deutlichen
Konzentrationsanstieg nach Tagesbeginn und einem deutlichen Konzentrations-
rickgang nach Tagesende auf. Am zweiten Untersuchungstag ist in keiner der

beiden Gruppen ein mit dem ersten Untersuchungstag Ubereinstimmendes

A) 1.Versuchstag B) 2. Versuchstag
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1000+ 1000
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(ZGT 0 = Licht an) (ZGT 0 = Licht an)

Abb. 39A und B: Speichelmelatoninprofil der mannlichen (gefillite Symbole) und
weiblichen Tiere (offene Symbole) am 1. Versuchstag (A) und 2. Versuchstag (B).
Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache entspricht der Nachtphase.
Die Futterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet. Mittelwert £+ SEM, n=6.
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Melatoninprofil ausgebildet, da unregelmalige Konzentrationsschwankungen
auftreten (Abb. 39B). Wahrend die Melatoninkonzentrationen der mannlichen Tiere
an beiden Untersuchungstagen nach der ersten Tageshalfte sinken, und in den flnf
und acht Stunden nach Tagesbeginn entnommenen Proben am geringsten sind,
enthalten die funf und acht Stunden nach Tagesbeginn entnommenen
Speichelproben der weiblichen Tiere an beiden Untersuchungstagen die hochsten
Konzentrationen der Tagphasen. Die Melatoninkonzentrationen der jeweils vor und
nach den Futterungen entnommenen Proben unterscheiden sich sowohl bei den

mannlichen, als auch bei den weiblichen Tieren an beiden Untersuchungstagen nicht

signifikant.
A) mannliche Tiere B) weibliche Tiere
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Abb. 40A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der mannlich-kastrierten (A) und
weiblichen Tiere (B) am 1. Versuchstag (V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im
Mittelwert Uber beide Versuchstage (V1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht.
Mittelwert £ SEM, n=6, nicht signifikant (ns).

Unter Einbeziehung der Transitionszeiten konnen weder bei den mannlich-
kastrierten, noch bei den weiblichen Tieren signifikante Tag/Nacht-Unterschiede
festgestellt werden. Im Gegensatz zu den mannlich-kastrierten Tieren (Abb. 40A), die
nachts stets hdhere Melatoninkonzentrationen erreichen als tagsiber, sind die
Konzentrationen bei den weiblichen Tieren am ersten Untersuchungstag und in den
Mittelwerten (Abb. 40B) Uber beide Untersuchungstage tagsuber deutlich hoher.
Zwischen den beiden Untersuchungstagen sinkt die Speichelmelatoninkonzentration

der Tagproben bei den mannlichen Tiere signifikant (p=0,047). Die weiblichen Tiere
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erreichen an beiden Untersuchungstagen sowohl in den Tag- als auch in den
Nachtproben deutlich hdhere Speichelmelatoninkonzentrationen als die mannlichen
Tiere. In den Tagproben sind die Konzentrationsunterschiede zwischen den
weiblichen und den mannlichen Tieren am ersten Untersuchungstag (p=0,045) und
am zweiten Untersuchungstag (p=0,011) signifikant. In den Nachtproben sind die
Konzentrationsunterschiede am ersten Untersuchungstag nicht signifikant, wahrend
sie sich am zweiten Untersuchungstag signifikant (p=0,025) unterscheiden. Die
Mittelwerte Uber beide Untersuchungstage unterscheiden sich in den Tagproben
(p=0,002) und in den Nachtproben (p=0,010) ebenfalls signifikant.

Unter Ausschluss der Transitionszeiten sind die Tag/Nacht-Unterschiede der
mannlichen Tiere nur in den Mittelwerten Uber beide Tage signifikant (p=0,010),
wahrend am ersten Untersuchungstag eine Tendenz zur Signifikanz (p=0,059) auftritt
und diese auch am zweiten Untersuchungstag in etwas weniger ausgepragter Form
(p=0,093) vorhanden ist (Abb. 41A). Die Melatoninkonzentrationen der Nachtproben
sind bei den mannlichen Tieren stets hdher als die der Tagproben.

Die Tag/Nacht-Unterschiede sind in den Proben der weiblichen Tiere weder unter
Einbeziehung (Abb. 40B), noch unter Ausschluss der Transitionszeiten (Abb. 41B)
signifikant, wobei die Konzentrationen der Tagproben unter Ausschluss der

A) mannliche Tiere B) weibliche Tiere
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Abb. 41A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der mannlichen (A) und der
weiblichen Tiere (B) unter Ausschluss der Transitionszeiten am 1. Versuchstag (V 1)
und 2. Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert tGber beide Versuchstage (V 1+2).
Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert £ SEM, n=6, nicht signifikant (ns),
p<0,01 (**).
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Transitionszeiten an beiden Untersuchungstagen hoher sind als die der

Nachtproben.
A)  mannliche Tiere B) weibliche Tiere
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Abb. 42A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben bei mannlichen (A) und weiblichen Tieren (B) am 1. und 2. Versuchstag
(ZGT -1 und 23). Mittelwert £ SEM, n=6, nicht signifikant (ns).

Wie aus den Abb. 42 A und B ersichtlich, unterscheiden sich die Melatonin-
konzentrationen der Morgenproben an beiden Untersuchungstagen weder bei den
mannlichen, noch bei den weiblichen Tieren. Die Speichelmelatoninkonzentrationen
der Morgenproben sind bei den weiblichen Tieren stets héher als bei den mannlichen
Tieren, die Konzentrationsunterschiede sind aufgrund der bei den weiblichen Tieren
insbesondere  am  zweiten  Untersuchungstag auftretenden individuellen
Konzentrationsunterschiede stets nicht signifikant. Die Melatoninkonzentrationen der
Abendproben (ZGT 11) sind bei den weiblichen Tieren an beiden Unter-
suchungstagen nicht signifikant hdher als bei den mannlichen Tieren, wahrend die
Mittelwerte Uber die Abendproben beider Untersuchungstage eine Tendenz zu
geschlechtsspezifischen Konzentrationsunterschieden aufweisen (p=0,061). Bei den
mannlichen Tieren ist die Melatoninkonzentration der Morgenproben am ersten
Untersuchungstag signifikant niedriger (p=0,041) als die der Abendproben. Beim
Ubergang zwischen Tag- und Nachtphase sowie umgekehrt sind die Konzentrations-
unterschiede sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen Tieren an

beiden Untersuchungstagen stets nicht signifikant.
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2.2.3. Abhangigkeit von der Lichtintensitat

Die Speichelmelatoninprofile der bei 470 Lux und der bei 250 Lux Lichtintensitat
gehaltenen Tiere unterscheiden sich sowohl in den Melatoninkonzentrationen, als
auch in ihrem Konzentrationsverlauf. Das Speichelmelatoninprofil der bei 470 Lux
Lichtintensitat gehaltenen Versuchsgruppe weist am ersten Untersuchungstag, wie in
Abb. 43A dargestellt, einen diurnalen Konzentrationsverlauf mit einem deutlichen,
aber nicht signifikanten Konzentrationsanstieg wahrend der Tagphase und einem
ebenfalls nicht signifikanten Konzentrationsrickgang nach Tagende auf. Im
Gegensatz dazu kommt es im Melatoninprofil der 250 Lux Tiere Uber die Tagphase
zu einem kontinuierlichen Konzentrationsrickgang und zu einem Konzentrations-
anstieg in der letzten Tagprobe. Am zweiten Untersuchungstag sind die Profile
beider Versuchsgruppen nicht mehr ausgebildet (Abb. 43B). In der 470 Lux Gruppe
liegen die Melatoninkonzentrationen der Tagphase Uber dem Niveau der Nachtwerte,
aber noch unter den Tagwerten des ersten Untersuchungstages. In der 250 Lux
Gruppe sind die Melatoninkonzentrationen sowohl wahrend der Tag-, als auch

wahrend der Nachtphase niedriger als am ersten Untersuchungstag.
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Abb. 43A und B: Speichelmelatoninprofile der bei 470 Lux (offene Symbole) und bei
250 Lux Lichtintensitat (gefullte Symbole) gehaltenen Tiere am 1. (A) und
2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache
entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Mittelwert + SEM, n=6.
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Die Melatoninkonzentrationen der jeweils vor und nach den Fuitterungen
entnommenen Proben unterscheiden sich sowohl in der bei 470 Lux Lichtintensitat,
als auch in der bei 250 Lux Lichtintensitat gehaltenen Tieren an beiden

Untersuchungstagen nicht signifikant.
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Abb. 44A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der bei 470 Lux (A) und bei
250 Lux (B) gehaltenen Tiere am 1. Versuchstag (V 1) und 2. Versuchstag (V 2),
sowie im Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2). Helle Balken Tag, dunkle
Balken Nacht. Mittelwert + SEM, n=6, nicht signifikant (ns).

In  beiden Versuchsgruppen sind die Tag/Nacht-Unterschiede sowohl bei
Einbeziehung, als auch nach Ausschluss der Transitionszeiten nicht signifikant.
Wahrend in der bei 470 Lux Lichtintensitat gehaltenen Versuchsgruppe, wie in den
Abb. 44A und 45A dargestellt, die Melatoninkonzentrationen der Tagphase am
ersten Untersuchungstag und in den Mittelwerten Uber beide Untersuchungstage
deutlich, infolge der grofen individuellen Konzentrationsunterschiede aber nicht
signifikant hoher sind als die der Nachtphase, weisen die Speichelproben der 250
Lux Versuchsgruppe an beiden Untersuchungstagen einen geringen nachtlichen
Konzentrationsanstieg auf, wie den Abb. 44B und 45B zu entnehmen ist. Die
Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden Untersuchungstagen sind in den
Tagproben der 250 Lux Gruppe unter Einbeziehung der Transitionszeiten signifikant
(p=0,016) und weisen in den Nachtproben beider Gruppen eine Tendenz zur
Signifikanz (p2s0x=0,064; p470x=0,072) auf.
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A) 470 Lux B) 250 Lux
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Abb. 45A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der bei 470 Lux (A) und bei
250 Lux Lichtintensitat (B) gehaltenen Tiere unter Ausschluss der Transitionszeiten
am 1. Versuchstag (KV 1) und 2. Versuchstag (KV 2), sowie im Mittelwert Gber beide
Versuchstage (KV 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert + SEM,
n=6, nicht signifikant (ns).

Die wahrend der Tagphase entnommenen Speichelproben der 470 Lux
Versuchsgruppe enthalten sowohl unter Einbeziehung, als auch nach Ausschluss der
Transitionszeiten deutlich héhere Melatoninkonzentrationen als die Proben der 250
Lux Versuchsgruppe. Wahrend der Tagphase ist die Konzentration am ersten
Untersuchungstag unter Ausschluss der Transitionszeiten aufgrund des immensen
Standardfehlers nicht signifikant hoher (p=0,056), wahrend sie unter Einbeziehung
der Transitionszeiten signifikant (p=0,028) hoher ist als in der 250 Lux Gruppe.
Wahrend der Tagphase des zweiten Untersuchungstages unterscheiden sich die
Konzentrationen zwischen den beiden Versuchsgruppen sowohl unter Einschluss
(p=0,002), als auch unter Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,011) signifikant. Die
Konzentrationsunterschiede zwischen den Nachtproben der beiden Versuchs-
gruppen sind an beiden Untersuchungstagen sowohl unter Einbeziehung (py1=0,047;
pv2<0,001), als auch unter Ausschluss der Transitionszeiten (pxv1=0,042;
pkv2=0,011) signifikant. Die Mittelwerte Uber beide Untersuchungstage unterscheiden
sich ebenfalls in den Tagproben (pv:+2<0,001; pkv1+2=0,002) sowie in den
Nachtproben  (pv1+2<0,001;  pkv1+2=0,001) signifikant zwischen den Dbei
unterschiedlicher Lichtintensitat gehaltenen Tieren.
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In beiden Versuchsgruppen sind die zwischen den einzelnen Morgenproben
auftretenden Konzentrationsunterschiede nicht signifikant (Abb. 46A und B). Die
Melatoninkonzentrationen der Morgenproben sind in der 470 Lux Gruppe am zweiten
Untersuchungstag (p=0,046) sowie in den Mittelwerten aller Morgenproben (p=0,038)
signifikant hoher als in der 250 Lux Gruppe.
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Abb. 46A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben der bei 470 Lux (A) und bei 250 Lux Lichtintensitat (B) gehaltenen Tiere am
1. und 2. Versuchstag (ZGT -1 und 23). Mittelwert + SEM, n=6, nicht signifikant (ns).

Die Melatoninkonzentrationen der Abendproben (ZGT 11) unterscheiden sich in
beiden Versuchsgruppen nicht signifikant zwischen dem ersten und dem zweiten
Untersuchungstag. Ebenso sind die Konzenterationsunterschiede der Abendproben

zwischen den Versuchsgruppen stets nicht signifikant.
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2.2.4. Abhangigkeit vom Geschlecht bei 470 Lux

Die Speichelmelatoninprofile der mannlichen und weiblichen bei 470 Lux
Lichtintensitat gehaltenen Tiere unterscheiden sich sowohl in den Melatonin-
konzentrationen, als auch in ihrem Konzentrationsverlauf. Wahrend die
Melatoninprofile der mannlichen Gruppe Uuber beide Untersuchungstage einen
ahnlichen Konzentrationsverlauf mit einem Konzentrationsanstieg in den
Abendproben und einem Konzentrationsmaximum in den Nachtproben zeigen (Abb.
47A und B), weist das Speichelmelatoninprofil der weiblichen Tiere am ersten
Untersuchungstag einen diurnalen Konzentrationsverlauf mit deutlich hdheren
Konzentrationen in den Tag-, als in den Nachtproben auf. Am zweiten
Untersuchungstag ist dieses Profil nicht mehr ausgebildet und die Konzentrationen
befinden sich unabhangig vom Lichtregime auf einem zwischen den Konzentrationen
der Tag- und der Nachtproben des ersten Untersuchungstages liegenden Niveau.
Die Konzentrationsunterschiede zwischen den vor und nach den Futterungen
entnommenen Speichelproben sind bei den mannlichen und den weiblichen Tieren

nach beiden Futterungen der beiden Untersuchungstage nicht signifikant.
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Abb. 47A und B: Speichelmelatoninprofile der bei einer Lichtintensitat von 470 Lux
gehaltenen mannlichen (gefullte Symbole) und weiblichen Tiere (offene Symbole)
am 1. (A) und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte
Flache entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Mittelwert + SEM, n=3.
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Die Tag/Nacht-Unterschiede sind in beiden Versuchsgruppen sowohl bei
Einbeziehung, als auch nach Ausschluss der Transitionszeiten an beiden
Untersuchungstagen nicht signifikant. Wie aus den Abb. 48A und 49A ersichtlich ist,

weisen die mannlichen Tiere unter Einbeziehung der Transitionszeiten nur am
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Abb. 48A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von
470 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am 1. Versuchstag
(V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert Gber beide Untersuchungstage
(V 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht; Mittelwert £ SEM, n=3, nicht
signifikant (ns). (Man beachte die unterschiedliche Skalierung.)

zweiten Untersuchungstag  einen leichten  Anstieg  der  nachtlichen
Melatoninkonzentrationen auf, der nach Ausschluss der Transitionszeiten deutlicher
wird und in den Mittelwerten Uber beide Untersuchungstage eine Tendenz zur
Signifikanz erkennen lasst (p=0,088). Im Gegensatz zu den mannlichen weisen die
weiblichen Tieren am ersten Untersuchungstag um ein Vielfaches hohere Tag- als
Nachtmelatoninkonzentrationen auf, die unter Einbeziehung der Transitionszeiten
(Abb. 48B) knapp neben dem signifikanten Bereich liegen (p=0,051). Am zweiten
Untersuchungstag gleichen sich die Melatoninkonzentrationen der Tag- und
Nachtproben der weiblichen Tiere (Abb. 48B und 49B). Die Konzentrations-
unterschiede zwischen den beiden Untersuchungstagen sind in beiden
Versuchsgruppen sowohl unter Einbeziehung, als auch unter Ausschluss der

Transitionszeiten nicht signifikant.
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A) mannliche Tiere B) weibliche Tiere
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Abb. 49A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von
470 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) unter Ausschluss der
Transitionszeiten am 1. Versuchstag (V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im
Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht;
Mittelwert + SEM, n=3, nicht signifikant (ns). (Man beachte die unterschiedliche
Skalierung.)

Die Melatoninkonzentration der Nachtproben weisen unter Einbeziehung der
Transitionszeiten bei den weiblichen Tieren eine Tendenz zur Signifikanz auf
(p=0,071).

Die weiblichen Tiere der bei 470 Lux gehaltenen Gruppe erreichen an beiden
Untersuchungstagen sowohl unter Einbeziehung als auch nach Ausschluss der
Transitionszeiten in den Tagproben (py1=0,012; pkv1=0,030; pv2=0,006; pkv2=0,016;
Pv1+2<0,001; pkv1+2=0,001), und in den Nachtproben (pyv1=0,001; pkv1=0,017;
pv2=0,005; pkv2=0,031; pv1+2<0,001; pkv1+2=0,002) signifikant hohere Speichel-
melatoninkonzentrationen als die mannlichen Tiere.

In den Morgenproben treten sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen
Tieren an beiden Untersuchungstagen nicht signifikante Konzentrationsunterschiede
auf, wie in den Abb. 50A und B dargestellt ist. Dabei sind die Konzentrationen der
weiblichen Tiere erneut deutlich hdher als die der mannlichen Tiere. Die
Konzentrationsunterschiede zwischen den Einzelproben der mannlichen und
weiblichen Tiere bleiben mit Ausnahme der ersten Speichelprobe (pm1-4=0,009) nicht
signifikant. Die Melatoninkonzentrationen des ersten Untersuchungstages zeigen
eine Tendenz zu einem signifikanten geschlechtsspezifischen Konzentrations-
unterschied (p=0,060) und erreichen im Gesamtmittelwert aller Morgenproben einen
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signifikanten Unterschied (p=0,036). Die geschlechtsspezifischen Konzentrations-
unterschiede in den Abendproben (ZGT 11) sind an beiden Untersuchungstagen
nicht signifikant und sinken sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen
Tieren vom ersten auf den zweiten Untersuchungstag. Bei den mannlichen Tieren
sind in den Mittelwerten Uber beide Untersuchungstage die Melatonin-
konzentrationen der Abendproben signifikant (p=0,041) hoher als die der Tagproben.
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Abb. 50A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben der bei 470 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am
1. und 2. Versuchstag (ZGT-1 und 23). Mittelwert + SEM, n=3, nicht signifikant (ns).
(Man beachte die unterschiedliche Skalierung.)
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2.2.5. Abhangigkeit vom Geschlecht bei 250 Lux

Die Speichelmelatoninprofile der mannlichen, bei einer Lichtintensitat von 250 Lux
gehaltenen Tiere weisen an beiden Untersuchungstagen Uber die erste Tageshalfte
einen kontinuierlichen Konzentrationsrickgang auf (Abb. 51A und B). Auch die
Speichelmelatoninprofile der weiblichen Tiere weisen am ersten Untersuchungstag
uber die erste Tageshalfte einen kontinuierlichen Konzentrationsrickgang auf. Ab
der zweiten Halfte des ersten Untersuchungstages sowie Uber die Nachtphase
kommt es zu Konzentrationsschwankungen zwischen den sonst auf demselben

Konzentrationsniveau liegenden Speichelproben, wie in Abb. 51A deutlich wird.
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Abb. 51A und B: Speichelmelatoninprofile der bei einer Lichtintensitat von 250 Lux
gehaltenen mannlichen (geflllte Symbole) und weiblichen Tiere (offene Symbole) am
1. Versuchstag (A) und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase,
schraffierte Flache entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Mittelwert + SEM, n=3.

Zu Beginn des zweiten Untersuchungstages (Abb. 51B) treten Ileichte
Konzentrationsunterschiede auf, ab der zweiten Tageshalfte und wahrend der
Nachtphase gleichen die Konzentrationen jenen des ersten Untersuchungstages. Die
Konzentrationsunterschiede zwischen den vor und nach den Futterungen
entnommenen Speichelproben sind bei den mannlichen und den weiblichen Tieren

an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant.
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Die Melatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von 250 Lux gehaltenen
mannlichen, sowie auch der weiblichen Tiere weisen weder unter Einbeziehung
(Abb. 52A und B), noch unter Ausschluss der Transitionszeiten (Abb. 53A und B)

signifikante Tag/Nacht-Unterschiede auf.

A) mannliche Tiere B) weibliche Tiere
1500 1500
ns ns ns ns ns ns
1250 1250
? 1000 ? 1000
2 T 2
~ 750+ — 7504
m m -
= 500- T = 500- T
250+ 250+
0 0
V1 V2 V142 V1 V2 V142

Abb. 52A und B: Speichelmelatoninkonzentration der bei einer Lichtintensitat von
250 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) am 1. Versuchstag
(V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im Mittelwert Gber beide Versuchstage (V 1+2).
Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht. Mittelwert + SEM, n=3, nicht signifikant (ns).

Im Gegensatz zu den Nachtproben unterscheiden sich die Konzentrationen der
Tagproben der mannlichen Gruppe unter Einbeziehung (p=0,007) sowie nach
Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,010) signifikant zwischen dem ersten und
zweiten Untersuchungstag, wie aus den Abb. 52A und 53A ersichtlich ist. Nach
Ausschluss der Transitionszeiten weisen die Mittelwerte Uber beide
Untersuchungstage eine Tendenz zu signifikanten Tag/Nacht-Unterschieden auf
(p=0,059). Im Gegensatz dazu erreichen die weiblichen Tiere nach Ausschluss der
Transitionszeiten wahrend der Tagphase hohere Melatoninkonzentrationen als
nachts (Abb. 53B). Die Melatoninkonzentrationen der weiblichen Tiere unterscheiden
sich nicht signifikant zwischen den beiden Untersuchungstagen.

Obwohl die Speichelproben der mannlichen, wie auch die der weiblichen Tiere am
ersten Untersuchungstag unter Einbeziehung der Transitionszeiten identische Tag-,

und Nachtmelatoninkonzentrationen enthalten, wie den Abb. 52A und B zu
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entnehmen ist, treten hier signifikante geschlechtsspezifische Konzentrations-
unterschiede auf: Die Speichelproben der mannlichen Tiere enthalten am ersten
Untersuchungstag unter Einbeziehung der Transitionszeiten wahrend der Tagphase
eine signifikant hohere Melatoninkonzentration (p=0,036) wie die der weiblichen
Tiere. Auch wahrend der Nachtphase des ersten Untersuchungstages sind die
Konzentrationen der mannlichen Tiere unter Einbeziehung der Transitionszeiten
(p=0,042) und nach deren Ausschluss (p=0,020) signifikant hoher als die der
weiblichen Tiere. Am zweiten Untersuchungstag treten keine signifikanten
geschlechtsspezifischen Konzentrationsunterschiede auf. In den Mittelwerten Uber
beide Untersuchungstage unterscheiden sich die Konzentrationen der Nachtproben

unter Einbeziehung (p=0,009), und nach Ausschluss der Transitionszeiten (p=0,004)

signifikant.
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Abb. 53A und B: Speichelmelatoninkonzentrationen der bei einer Lichtintensitat von
250 Lux gehaltenen mannlichen (A) und weiblichen Tiere (B) unter Ausschluss der
Transitionszeiten am 1. Versuchstag (V 1) und 2. Versuchstag (V 2), sowie im
Mittelwert Uber beide Versuchstage (V 1+2). Helle Balken Tag, dunkle Balken Nacht.
Mittelwert £ SEM, n=3, nicht signifikant (ns).

Die Speichelmelatoninkonzentrationen der Morgenproben sinken, wie in den Abb.
54A und B zu sehen ist, bei den mannlichen, wie auch bei den weiblichen Tieren der
bei 250 Lux gehaltenen Versuchsgruppe jeweils uber den Verlauf beider
Untersuchungstage, sowie zwischen den Melatoninkonzentrationen des ersten und

des zweiten Untersuchungstages. Die Konzentrationsunterschiede zwischen den
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Morgenproben sind, ebenso wie die geschlechtsspezifischen Unterschiede zwischen
den Morgenproben, nicht signifikant.

025 A) mannliche 'Il'iere 9250 B) weiblichcla Tiere
20004 ns i ns 20004 ns i ns
1750- i 1750- i
T 1500 | T 1500 |
g 1250 i g 1250 i
=1 1000 i =1 1000- i
= 750- | = 750- |
500 i 500 i
250 ! 250- I
0- 0
M1-A M1-E M2-A M2-E M1-A M1-E M2-A M2-E
Versuchstag 1  Versuchstag 2 Versuchstag 1  Versuchstag 2

Abb. 54A und B: Speichelmelatoninkonzentration der um 7.00 Uhr entnommenen
Proben der bei einer Lichtintensitat von 250 Lux gehaltenen mannlichen (A) und
weiblichen Tiere (B) am 1. und 2. Versuchstag (ZGT -1 und 23). Mittelwert + SEM,
n=3, nicht signifikant (ns).

In den Abendproben (ZGT 11) sinken die Konzentrationen bei den mannlichen und
den weiblichen Tieren Ubereinstimmend nicht signifikant zwischen dem ersten und
dem zweiten Untersuchungstag. Die Melatoninkonzentrationen der mannlichen Tiere
sind nur am ersten Untersuchungstag deutlich, aber nicht signifikant hoher als die
der weiblichen.

7



IV. Ergebnisse der Speichelmelatoninbestimmung

2.2.6. Abhangigkeit vom Geschlecht und der Lichtintensitat

Die Speichelmelatoninprofile der mannlichen, bei unterschiedlichen Lichtintensitaten
von 470 Lux und 250 Lux gehaltenen Tiere zeigen am ersten Untersuchungstag
einen ahnlichen Konzentrationsverlauf, der sich, wie aus Abb. 55A ersichtlich ist, nur
in Form der deutlich hoheren Konzentrationen der bei 250 Lux gehaltenen Tiere
zwischen den beiden Gruppen unterscheidet.
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Abb. 55A und B: Speichelmelatoninprofile der mannlichen Tiere bei einer
Lichtintensitat von 470 Lux (offene Symbole) und bei 250 Lux (gefullte Symbole) am
1. Versuchstag (A) und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase,
schraffierte Flache entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Mittelwert + SEM, n=3.

Die im Tagesverlauf auftretenden Konzentrationsanderungen zeigen bei den
mannlichen Versuchstieren am ersten Untersuchungstag (Abb. 55A) grolde
Ubereinstimmungen zwischen den unterschiedlichen Lichtintensitaten. Im Gegensatz
dazu sind am zweiten Untersuchungstag (Abb. 55B) die Speichelmelatonin-
konzentrationen in der 470 Lux Gruppe etwas hdher als bei 250 Lux. In den beiden
Gruppen der weiblichen Tiere ist im Gegensatz zu den mannlichen Tieren ein
deutlicher Einfluss der Lichtintensitat auf das Melatoninprofil zu erkennen, wie in den
Abb. 56A und B zu sehen ist.
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A) weibliche Tiere, 1. Versuchstag B ) weibliche Tiere, 2. Versuchstag
12000+ T 12000+
10000 T 10000
€ soood T E 80004
o o -
2 2
1 6000+ = 6000-
L L
= 4000+ = 4000+ )
2000+ 2000+
0 T T T I T T T T 0 E-IT.I/EI\III—“T-“—I_—,I/.I_i_l'
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Zeitgeberzeit Zeitgeberzeit
(ZGT 0 = Licht an) (ZGT 0 = Licht an)

Abb. 56A und B: Speichelmelatoninprofile der weiblichen Tiere bei 470 Lux (offene
Symbole) und bei 250 Lux Lichtintensitat (geflllte Symbole) am 1. Versuchstag (A)
und 2. Versuchstag (B). Helle Flache entspricht der Tagphase, schraffierte Flache
entspricht der Nachtphase. Die Futterungszeiten sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Mittelwert + SEM, n=3.

Die bei 470 Lux gehaltenen weiblichen Tiere erreichen mit Ausnahme der ersten
Speichelprobe um ein Vielfaches hohere Melatoninkonzentrationen als die bei 250
Lux gehaltenen Tiere. Die bei 470 Lux gehaltene Versuchsgruppe zeigt am ersten
Untersuchungstag ein diurnales Konzentrationsprofil mit hohen Tagwerten und
einem deutlichen nachtlichen Konzentrationsriickgang. Die Nachtwerte bilden
annahernd ein Plateau. Im Gegensatz dazu sinken die Melatoninkonzentrationen der
bei 250 Lux gehaltenen Tiere uber die erste Tageshalfte und bilden anschliel3end,
sowie auch Uber die Nachtphase ein annahernd einheitliches Konzentrationsplateau.
Am zweiten Untersuchungstag ist das Profil des ersten Untersuchungstages in der
bei 470 Lux gehaltenen Gruppe nicht mehr erkennbar, wahrend das der bei 250 Lux
gehaltenen Gruppe ab der zweiten Tageshalfte, sowie uber die Nachtphase mit dem
Profil des ersten Untersuchungstages identisch ist. Die Konzentrationsunterschiede
zwischen den vor und nach den Futterungen enthommenen Speichelproben sind
unabhangig vom Geschlecht und der Lichtintensitat in allen vier Versuchsgruppen
stets nicht signifikant.

Im Gegensatz zu den mannlichen Tieren, deren Speichelmelatoninkonzentrationen

nach Ausschluss der Transitionszeiten sowohl bei 470 Lux, als auch bei 250 Lux an
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beiden Untersuchungstagen einen nachtlichen Konzentrationsanstieg aufweisen
(Abb. 49A und Abb. 53A), sind in den beiden Gruppen der weiblichen Tiere die
Melatoninkonzentrationen nachts niedriger als tagsiber (Abb. 49B und 53B).
Dennoch unterscheiden sich die Melatoninkonzentrationen der mannlichen, und
insbesondere die der weiblichen Tiere deutlich in Abhangigkeit von der
Lichtintensitat: bei den mannlichen Tieren sind die Konzentrationen der Tagproben
der 470 Lux Versuchsgruppe am zweiten Untersuchungstag signifikant (p=0,030)
hoéher als die der 250 Lux Tiere, und weisen unter Ausschluss der Transitionszeiten
am ersten Untersuchungstag eine Tendenz zur Signifikanz auf (p=0,057). In den
beiden weiblichen Versuchsgruppen sind die Konzentrationen der Tagproben am
ersten und zweiten Untersuchungstag sowohl unter Einbeziehung (pv1=0,011;
pv2=0,003), als auch nach Ausschluss der Transitionszeiten (pkv1=0,032; pxv2=0,012)
bei den 470 Lux Tieren signifikant hoher als bei den 250 Lux Tieren. Auch die
Konzentrationen der Nachtproben sind am ersten und zweiten Untersuchungstag
sowohl unter Einbeziehung (pv1<0,001; pv2=0,001), als auch nach Ausschluss der
Transitionszeiten (pkv1=0,003; pkv2=0,011) bei den 470 Lux Tieren signifikant hdher
als in der 250 Lux Gruppe. Die Mittelwerte Uber jeweils beide Untersuchungstage
unterscheiden sich sowohl unter Einbeziehung, als auch nach Ausschluss der
Transitionszeiten signifikant (jeweils p<0,001) zwischen den unterschiedlichen
Lichtintensitaten.

Die Melatoninkonzentrationen der Morgenproben steigen Uber den Gesamt-
untersuchungszeitraum sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen
Tieren der 470 Lux Gruppe vom ersten auf den zweiten Untersuchungstag an,
wahrend sie im Gegensatz dazu bei den mannlichen sowie den weiblichen Tieren
der bei 250 Lux untergebrachten Gruppe vom ersten auf den zweiten
Untersuchungstag sinken. Die Gesamtmelatoninkonzentrationen der Morgenproben
beider Untersuchungstage sind bei den weiblichen 470 Lux Tieren signifikant hoher
(p=0,029) als bei den 250 Lux Tieren. Die Melatoninkonzentrationen der
Abendproben unterscheiden sich stets nicht signifikant zwischen den vier

Tiergruppen.
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2.3. Ergebnisse der Plasma/Speichel-Korrelation

2.3.1. Gesamtgruppe

Gesamtgruppe, 1. Versuchstag
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Die Speichelmelatoninkonzentrationen sind an beiden Untersuchungstagen um ein
Vielfaches hoéher (jeweils p<0,001) als die der zeitgleich enthommenen
Plasmaproben. Eine signifikante Korrelation der Melatoninkonzentrationen zwischen
Plasma und Speichel besteht am ersten (p=0,011) Untersuchungstag bei
gemeinsamer Korrelation der Tag- und der Nachtproben, wahrend am zweiten
Untersuchungstag keine signifikante Korrelation auftritt  (p=0,056). Die

Konzentrationen korrelieren negativ miteinander, wie aus der Abb. 57 ersichtlich ist.

2.3.2. Abhangigkeit vom Geschlecht

Die Speichelmelatoninkonzentrationen sind sowohl bei den mannlichen, als auch bei
den weiblichen Tieren an beiden Untersuchungstagen signifikant hoher als die
Plasmamelatoninkonzentrationen (jeweils p<0,001). Wahrend die Melatonin-
konzentrationen der Speichel- und Plasmaproben bei den mannlichen Tieren weder
am ersten, noch am zweiten Untersuchungstag signifikant korrelieren, tritt bei den
weiblichen Tieren am ersten Untersuchungstag (Abb. 58) eine signifikante negative
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Korrelation zwischen Speichel- und Plasmaproben auf (p=0,002). Am zweiten

Untersuchungstag ist keine Korrelation vorhanden.

weibliche Tiere, 1. Versuchstag
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2.3.3. Abhangigkeit von der Lichtintensitat

Abb. 58: Korrelation und

lineare Regression
zwischen  Plasma- und
Speichelmelatonin der

weiblichen Tiere am 1.
Versuchstag. Gestrichelte
Linien entsprechen dem
95%-igem Vertrauens-
intervall der Regressions-
linie, n=6, p=0,002.

Die Speichelmelatoninkonzentrationen sind sowohl bei den bei 470 Lux, als auch bei

den bei 250 Lux gehaltenen Tieren an beiden Untersuchungstagen signifikant hoher

als die Plasmamelatoninkonzentrationen (pv1/470x<0,001; Pv2/4701x<0,001;

Pv1/250x<0,001; pv2250x=0,017). Die Speichel/Plasma-Korrelationen sind unabhangig

von der Lichtintensitat an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant.
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2.3.4. Abhangigkeit vom Geschlecht und der Lichtintensitat

weibliche Tiere bei 470 Lux, 1. Versuchstag
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Die Speichel/Plasma-Korrelationen zeigen einen Einfluss der Lichtintensitat auf die
zwischen den mannlichen und weiblichen Tieren bestehenden geschlechts-
spezifischen Unterschiede. Sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen
Tieren der bei 470 Lux gehaltenen Gruppe sind die Speichelmelatonin-
konzentrationen an beiden Untersuchungstagen signifikant hoher als die
Plasmamelatoninkonzentrationen  (jeweils p<0,001). Die Speichel/Plasma-
Korrelationen der bei 470 Lux gehaltenen mannlichen Tiere sind stets nicht
signifikant. Im Gegensatz dazu weisen die weiblichen Tiere der 470 Lux Gruppe am
ersten Untersuchungstag eine signifikante negative Korrelation der Plasma- und
Speichelmelatoninkonzentrationen auf (p=0,016), wie aus Abb. 59 ersichtlich ist.

Auch in der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe der mannlichen Tiere ist der
Konzentrationsunterschied zwischen Speichel- und Plasmaproben an beiden
Untersuchungstagen signifikant (jeweils p<0,001). In der Gruppe der weiblichen 250
Lux Tiere sind die Konzentrationen der Speichelproben nur am ersten
Untersuchungstag signifikant (pyv1w=0,035), am zweiten Untersuchungstag hingegen
nicht signifikant hoher als die der Plasmaproben. Wahrend die Speichel/Plasma-

Korrelationen der mannlichen Tiere an beiden Untersuchungstagen nicht signifikant
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sind, korrelieren die Speichelmelatoninkonzentrationen der weiblichen, bei 250 Lux

gehaltenen Tiere sowohl am ersten (p=0,001), als auch am zweiten Tag (p=0,005)

signifikant negativ mit den Plasmamelatoninkonzentrationen, wie in den Abb. 60A

und B dargestellit.
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Abb. 60A  und B:

Korrelation und lineare
Regression zwischen
Plasma- und Speichel-

melatonin der weiblichen,
bei 250 Lux gehaltenen
Tiere am 1. (A) und 2.
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V. Diskussion: Methodendiskussion

V. Diskussion

1.Diskussion der Methoden

1.1. Experimentelles Design

1.1.1. Tierauswahl

In der vorliegenden Untersuchung wurden 12 Schweine verwendet, bei denen es
sich um Wurfgeschwister handelte. Somit wurde der von ANDERSSON (2001)
dokumentierte genetische Einfluss der Muttertiere berucksichtigt und umgangen. In
der Versuchsplanung wurde — ebenfalls entsprechend den Ergebnissen aus den
Studien von GREEN et al. (1999) und ANDERSSON (2001) — nicht von geschlechts-
abhangigen Unterschieden der Plasmamelatoninkonzentration bei juvenilen Tieren
dieser Altersgruppe ausgegangen. Die sechs mannlichen Ferkel wurden
routinemafig innerhalb der ersten Lebenswoche kastriert. Die Ergebnisse dieser
Dissertation weisen jedoch Unterschiede zwischen den weiblich-intakten, und den
mannlich-kastrierten Tieren auf. Die Verwendung von kastrierten Versuchstieren
konnte ein wesentlicher Einflussfaktor auf die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung darstellen, da die Tiergruppe nicht nur durch die Verwendung
verschieden geschlechtlicher (mannlicher und weiblicher) Tiere beeinflusst wird,
sondern daruber hinaus auch nicht zwischen mannlich-kastrierten, und mannlich-
intakten Tieren unterschieden werden kann. Demzufolge konnten Unterschiede
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren nicht unbedingt auf geschlechts-
spezifische Unterschiede zurlickzufuhren sein, sondern koénnten auch auf der
Kastration beruhen, und damit eher einen Unterschied zwischen kastrierten und
intakten Tieren darstellen. Der mogliche Einfluss der Kastration mannlicher Ferkel
auf die pineale Melatoninsynthese bedarf weiterer Untersuchungen. HERNANDEZ et al.
(1990) zeigten in einem Experiment an kastrierten Ratten nicht nur einen Einfluss der
Kastration auf die pineale Melatoninkonzentration, sondern auch auf das an der
Noradrenalinsynthese beteiligte Enzym Tyrosinhydroxylase. Nach der Kastration
sank die Melatoninkonzentration unabhangig von den Lichtverhaltnissen sowie
infolge eines fehlenden nachtlichen Konzentrationsanstieges gegenuiber der intakten

mannlichen Kontrollgruppe. Die Tag-/Nachtrhythmik der pinealen Tyrosin-
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hydroxylase-Aktivitat und der Noradrenalin-Konzentration verlief in der kastrierten
Versuchsgruppe entgegengesetzt zur mannlichen Kontrollgruppe. Auch fur die direkt
an der Melatoninsynthese beteiligten Enzyme (SNAT, HIOMT) und sekundaren
Botenstoffe (CAMP) konnte ein Einfluss der Kastration nachgewiesen werden (NAGLE
et al., 1974; KARASEK et al., 1978; RUDEEN und REITER, 1980).

1.1.2. Haltungsbedingungen

Die Versuchstiere der vorliegenden Untersuchung wurden aufgrund der Moglichkeit
einer gegenseitigen Kathetermanipulation isoliert in Einzelbuchten mit akustischem,
sowie visuellem Kontakt zu den Artgenossen gehalten. Ein direkter sozialer Kontakt
war jedoch nahezu unmaoglich. Laut BARNETT et al. (1981) ist bereits die Isolation der
Tiere aus der Gruppe und die zum Schutz der Venenkatheter erforderliche
Einzeltierhaltung fur die Tiere mit Stress verbunden, sodass moglicherweise die
Basis-Melatoninkonzentrationen der Versuchstiere durch die noradrenerge
Stimulation der Melatoninsynthese erhdht waren (SEGGIE et al., 1985; BENSON et al.,
1986; ROOZEN et al., 1995). Gegen eine mdgliche Adaptation an die Einzelhaltung
sprechen die Ergebnisse von RAMPACEK et al. (1984), die zwischen Schweinen in
Einzelhaltung oder Gruppenhaltung selbst nach einer Adaptationszeit von 100 bis
170 Tagen Unterschiede feststellen konnten.

Zwischen den beiden Buchtenreihen bestanden Unterschiede in der Art der
verwendeten Lampen, woraus ungleiche Lichtverhaltnisse zwischen den Gruppen
resultierten. Die Tiere einer Buchtenreihe (n=6) erhielten eine Lichtintensitat von 470
Lux wahrend der zwdlfstindigen Tagphase, wahrend den Tieren der zweiten
Buchtenreihe (n=6) eine Lichtintensitat von 250 Lux angeboten wurde. Dieser
Unterschied wurde bei der Versuchsplanung nicht als mogliche Fehlerquelle
eingestuft, da die Literatur allgemein der Tageslange, die in diesem Experiment bei
beiden Gruppen identisch war, eine groRere Bedeutung beimisst als der
Lichtintensitat (z.B. TAST et al., 2001b) und andere Untersuchungen bereits bei einer
deutlich geringeren Lichtintensitat Konzentrationsunterschiede zwischen Tag- und
Nachtproben feststellen konnten (GREEN et al., 1999; TAST et al., 2001a, b, c¢). Auch
Uberschritt die Lichtintensitat von 250 Lux die gemaly Schweinehaltungsverordnung
(vom 18.02.1994; z. Zt. aulder Kraft) vorgeschriebene Lichtintensitat von 50 Lux um

das Funffache. Zudem hatten die Ergebnisse der vorangegangenen Dissertation
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(TEUBNER, 2002) bei der dieselben Lampen verwendet wurden, keinen Einfluss der
Lichtintensitat auf die Melatoninkonzentration erkennen lassen.

Die Versuchstiere wurden zweimal taglich mit einer am Bedarf dieser Altersgruppe
orientierten Futtermenge versorgt, zu deren Aufnahme ihnen jeweils 20 Minuten zur
Verfugung standen. Die tatsachliche Futteraufnahme unterschied sich zwischen den
Einzeltieren, sie wurde jedoch nicht dokumentiert. Obwohl die Tiere in der
Versuchsvorbereitungsphase uber 22 Tage an die Futterrestriktion gewdhnt wurden,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass dies — zumindest von einzelnen Tieren —
als Stressor wahrgenommen worden sein konnte; sowie dass die moglicherweise
aufgetretene Langeweile der Versuchstiere mangels Manipulations- oder
Interaktionsmaoglichkeiten mit Artgenossen oder anderen Objekten durch die
Futterabwesenheit noch verstarkt wurde. Daruber hinaus kdonnte mdglicherweise
auch die einstreulose, reizarme Unterbringung der Tiere einen Einfluss auf den
zirkadianen Rhythmus gehabt haben. DEJONG et al. (2000) konnten zeigen, dass
Schweine, die unter reizarmen Haltungsbedingungen aufwuchsen, im Vergleich zu
Tieren denen eine Beschaftigungsmoglichkeit mit Stroh geboten wurde, einen

schwacheren zirkadianen Rhythmus der Speichel-Cortisolkonzentration aufwiesen.

1.2. Probengewinnung

Die Proben wurden im direkten Kontakt des Untersuchungsteams mit den
Versuchstieren gewonnen. Im Vorfeld der Probengewinnung hatten die Tiere die
tagliche Katheterkontrolle und Spulung zur Thrombusprophylaxe trotz ihnen
bekannten Bezugspersonen nicht toleriert, was am ersten Untersuchungstag die
Ablenkung der Tiere durch eine zweite Hilfsperson erforderlich machte. Auch die
Maoglichkeit einer direkten Kontamination der Speichelproben Uber die in der
Maulspalte der Tiere verbliebenen Futterreste von einer vorhergehenden
Futteraufnahme, kann trotz der im Anschluss an die Fltterungen sowie im Anschluss
an jede Probengewinnung durchgefihrten Spulung der Maulhdhle mit
Leitungswasser, und der Reinigung der exponierten Gesichtsregionen mit einem
Schwamm vor jeder Probengewinnung nicht prinzipiell ausgeschlossen werden. Die
Endvolumina der Speichelproben waren trotz der Verwendung von je vier

Speicheltupfern pro Tier und Entnahmezeitpunkt individuell sehr unterschiedlich,
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sodass das zur Melatoninextraktion erforderliche Probenvolumen — insbesondere

nachts — nicht immer ausreichend war.

1.3. HPLC-Methode
Das in vorliegender Untersuchung zur Melatoninextraktion erforderliche Plasma-

oder Speichelvolumen ist mit 200 ul sehr gering und unterschreitet das zur
radioimmunologischen Melatoninbestimmung erforderliche Volumen. Letztere
Methode bendtigt ein Probenvolumen von 500 pl (MCCONNELL und ELLENDORF, 1987;
TEUBNER, 2002) oder sogar von 1000 pl (ANDERSSON, 2001). Derartige Volumina
waren hinsichtlich der Messung der Speichelmelatoninkonzentration haufig nicht
vorhanden gewesen.

Die Chloroformextraktion von Melatonin aus Plasmaproben des Haussperlings wurde
durch Sipiq (2001) validiert. Die Probenverdinnung betragt nach Modifikation des
Probenvolumens in dieser Methode 1:4,5 (Probe zu Puffer und Chloroform). Ein
neuerer und fur porcines Plasma durch KLUPIEC et al. (1997) validierter RIA (der
Firma Buhlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz) fuhrt in dem von
ANDERSSON (2001) angewandten Protokoll dagegen bereits bei der Melatonin-
extraktion zu einer Probenverdinnung von 1:10. Daraus konnte bei diesem
Arbeitsschritt ein Unterschied in der Sensitivitat der RIA-Methode, verglichen mit der
HPLC-Methode resultieren.

Wahrend die Evaporation des Chloroforms in der Extraktion dieser HPLC-Methode
mittels Wasserstrahlpumpe unter Lichtausschluss und maximal bei Raumtemperatur
unter dem Abzug erfolgt, wendet ANDERSSON (2001) zur Evaporation des
Diethylethers bei der RIA-Methode ein Wasserbad bei 37°C an, wobei dies
hinsichtlich der Stabilitdt von Melatonin bei Korpertemperatur und in Abwesenheit
eines Puffers moglicherweise als kritisch zu beurteilen ist. In dem von ANDERSSON
(2001) beschriebenen Extraktionsprotokoll erfolgt die Pufferzugabe — und damit das
Ende aller eventuellen Abbauvorgange wahrend der Extraktion — erst nach der
Evaporation, wahrend der Puffer in der hier angewendeten Extraktionsmethode den
ersten Arbeitsschritt darstellt und die Puffervorlage noch vor der Probenzugabe
erfolgt.

Demnach treten bei der HPLC-Methode keine Verluste der originaren

Melatoninkonzentrationen auf. Daruber hinaus betragt das zugefugte Puffervolumen
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dieser HPLC-Methode nur 200 pl, wahrend MCCONNEL und ELLENDORF (1987) 500 ul,
und ANDERSSON (2001) 1000 ul Puffer hinzufigen, was eine weitere Verdunnung
nach sich zieht. Im Gegensatz zu dieser HPLC-Methode, die nach der Chloroform-
Evaporation und Resuspendierung des Melatoninpellets im HPLC-Eluenten eine
sofortige Probeninjektion in das HPLC-System ermoglicht, erfolgt in der RIA-Methode
z.B. bei MCCONNEL und ELLENDORF (1987), sowie ANDERSSON (2001) eine Zugabe
von Antiserum (Kennaway G280) und markiertem Antikdrper (z.B. *H-Melatonin; '2°J-
Melatonin) mit einer anschlie3enden Probeninkubation tber 16 bis 24 Stunden bei 2°
bis 8°C, bzw. bei TEUBNER (2002) Uber 36 bis 48 Stunden bei Raumtemperatur. Das
Ausmal der erfolgten Bindung der polyklonalen Antikbrper an Melatonin und der
Verdrangung von Melatonin durch den Antikdrper kann bei der einzelnen Probe nicht
nachvollzogen werden, wahrend bei der HPLC-Detektion ein zeitliches Elutionsprofil
erscheint, das etwaige Probenkontaminationen, d.h. Uberlagerungen des potentiellen
Melatonins mit anderen chemisch diesem sehr ahnlichen Substanzen, sowie deren
Konzentrationen direkt erkennbar macht, und damit die verlasslichere Methode
darstellt. Wahrend der langen Inkubationsdauer der RIA-Methoden ist ein
Melatoninverlust durch einen Temperatureinfluss moglich und durch einen
Lichteinfluss wahrscheinlich. Selbst bei einer Kreuzreaktivitat von unter 0,05%
(ANDERSSON, 2001) wurden die in vorliegender Untersuchung teilweise sehr hohen
und aulerhalb des Messbereichs des Fluoreszenzdetektors liegenden
Konzentrationen potentiell melatoninverwandter Substanzen bei der Uber RIA
ermittelten Melatoninkonzentration zu einer Uberbewertung der Melatonin-
konzentrationen fihren. MCCONNELL und ELLENDORF (1987) und KENNAWAY et al.
(1982) geben die Kreuzreaktivitat des von ihnen verwendeten G280 Antiserums mit
0,4% an. Die im RIA-Protokoll (ANDERSSON, 2001) anschlieBende Applikation des
zweiten Antikorpers, die erneute Inkubation und die Versetzung mit destilliertem
Wasser stellen weitere potentielle Ursachen fur einen Melatoninverlust dar. Der
direkte Vergleich zwischen der indirekten Melatoninbestimmung Uber RIA und der
direkten Messung Uber HPLC zeigt, dass letztere Methode ein weniger zeitintensives
Extraktionsprotokoll beinhaltet, wodurch die Wahrscheinlichkeit eines Melatonin-
verlustes minimiert wird. Der Zeitpunkt des Reaktionsendes liegt durch Pufferzugabe
vor Extraktionsbeginn und ein Konzentrationsverlust durch Reaktionsablaufe
innerhalb der Extraktionsschritte wird damit verhindert; die erforderlichen Proben-

und Chemikalienvolumina sind deutlich geringer und bewirken damit eine geringere
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Verdunnung der ursprunglich in der Probe vorhandenen Melatoninkonzentration. Ein
negativer Einfluss durch Lichteinfall auf die Melatoninkonzentration wird bei der

Anwendung des HPLC-Protokolls konsequent vermieden.

1.4. Einteilung der Probengewinnungszeitpunkte und der statistischen

Auswertung
Unter naturlichen Lichtverhaltnissen finden Transitionen, d.h. kontinuierliche

Lichtanderungen im Verlauf eines Tages am Morgen sowie am Abend statt. Durch
eine kontinuierliche Anderung der Lichtintensitaten wird dem Hypothalamus (iber das
Sinken der Lichtintensitat am Abend mitgeteilt, dass die Nacht kommt, und Uber die
Zunahme der Intensitat am Morgen, dass der Tag anbricht. Diese langsamen
Transitionen werden abends durch einen kontinuierlichen Anstieg der pinealen
Melatoninsynthese infolge der negativ mit der Lichtintensitat korrelierenden
Freisetzung von Noradrenalin an den Organismus Ubersetzt. Morgens sinkt die
pineale Melatoninsynthese durch die retinale Wahrnehmung der steigenden
Lichtintensitat kontinuierlich ab. Der Koérper hat somit vier unterschiedliche
Moglichkeiten zur zeitlichen Orientierung: niedrige Melatoninkonzentration (Tag),
hohe Melatoninkonzentration (Nacht), steigende Melatoninkonzentration (Abend),
sinkende Melatoninkonzentration (Morgen) (REITER, 1993). Daher haben die Uber
den SCN auf neuronalem, sowie hormonellem Wege (Melatonin) weitergeleiteten
Dammerungszustande eine wichtige Funktion, den Korper Uber die Lichtmenge zu
informieren (MENAKER, 1997). Da nach LEwczuk und PRzYBYLSKA-GORNoOWICZ (2000)
auch bei absoluter Dunkelheit ein Melatoninrhythmus zu beobachten ist, missen
neben dem Licht auch noch andere Faktoren dazu beitragen, die
Melatoninkonzentration zu beeinflussen. Der Nachweis unterschiedlicher
Melatoninkonzentrationen zwischen den Transitionszeiten und den unter identischen
Lichtbedingungen entnommenen vorangehenden Proben deutet darauf hin, dass
lichtunabhangige Regulationsvorgange vorhanden sind. Gleiches gilt fur fehlende
Konzentrationsunterschiede zwischen den Transitionszeiten und den ihnen
anschlieRenden, bei einer hoheren bzw. niedrigeren Lichtintensitat entnommenen
Proben. Aus diesem Grund kdnnte den Transitionszeiten im Melatoninrhythmus eine

besondere Bedeutung zukommen.
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2. Diskussion der Ergebnisse

2.1. Plasmamelatoninkonzentrationen

2.1.1. Gesamtgruppe

Der Vergleich der beiden Untersuchungstage zeigt deutliche Unterschiede in den
Melatoninkonzentrationen. Wahrend am ersten Untersuchungstag ein Profil mit
niedrigeren Tag- als Nachtwerten ausgebildet ist, so ist am zweiten
Untersuchungstag aufgrund héherer Tagkonzentrationen kein deutlicher Tag/Nacht-
Unterschied mehr festzustellen. Die Melatoninkonzentration steigt wahrend der
Tagphase des ersten Untersuchungstages kontinuierlich an, was gegen die Existenz
eines alleine durch das Lichtregime geformten nokturnalen Sekretionsrhythmus
spricht (REITER, 1993). Auf das zu Beginn der Nachtphase entstandene
Konzentrationsmaximum folgt ein kontinuierlicher Konzentrationsrickgang, der auf
einer sinkenden Stimulation der pinealen Melatoninsynthese beruhen konnte, da die
Dichte der p-Rezeptoren der Pinealozytenmembran einen eigenen zirkadianen
Rhythmus aufweist und Uber den Verlauf der Nacht abnimmt (ROMERO et al., 1975,
PANGERL et al., 1990). Am zweiten Untersuchungstag sind die Melatonin-
konzentrationen meist bei jeder Probenentnahme hoher als am ersten Tag. Die
Steigerung der pinealen Melatoninsynthese wahrend der Tagphase des zweiten
Tages konnte auf eine mit der Probengewinnung des ersten Tages verbundenen
stressinduzierten Cortisol-, sowie Noradrenalinfreisetzung und der noradrenergen
Stimulation der Melatoninsynthese zurtickgefuhrt werden, wie SEGGIE et al. (1985) an
Ratten, sowie BENSON et al. (1986) und ROOzEN et al. (1995) an Schweinen zeigen
konnten. Dies wurde darauf hindeuten, dass die Tiere durch die Probengewinnung
des ersten Untersuchungstages so gestresst wurden, dass die mittlere
Melatoninkonzentration der Tagproben des zweiten Untersuchungstages, trotz einer
24-stiindigen Pause, sich bereits auf dem hohen Konzentrationsniveau der Proben
der vorhergehenden, sowie der anschliefenden Nachtphase befindet, wodurch der
zu erwartende nachtliche Konzentrationsanstieg ausbleibt. Dies konnte wiederum ein
Hinweis darauf sein, dass sich die pineale Melatoninsynthese der Schweine bereits
wahrend der Tagphase des zweiten Untersuchungstages im Maximalbereich befindet
und nachts das Limit der Synthesekapazitat erreicht wird. ZARAZAGA et al. (1998a, b),
CooN et al. (1999) und CHEMINEAU et al. (2002) konnten an Schafen zeigen, dass die
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pineale Melatoninsynthesekapazitat genetisch determiniert ist und vom Gewicht der
Epiphyse abhangig ist. Daruber hinaus kann die Unterdrickung der pinealen
Melatoninsynthese durch das Tageslicht wahrend der Tagphase durch aversive
Reize unterbunden werden (FUNK und AMIR, 1999), wodurch der hier am zweiten
Untersuchungstag in den Tagproben auftretende Konzentrationsanstieg beeinflusst
worden sein konnte.

Die Unterschiede im Profil zwischen dem ersten und zweiten Tag zeigen, dass das
Plasmamelatoninprofil der Schweine nur unzureichend stabil ist und durch exogene
Faktoren beeinflusst werden kann. Nach INGRAM und DAUNCEY (1985) sind die
angeborenen Rhythmen der Korperfunktionen (z.B. Korperinnentemperatur,
Stoffwechsel, Aktivitat) bei Schweinen sehr schwach ausgepragt und kénnen leicht
durch exogene Faktoren gestért werden. Die Epiphyse scheint unter den hier
gewahlten Versuchsbedingungen nicht in der Lage zu sein, ein stabiles
Sekretionsprofil zu formen. Da zwischen den beiden Untersuchungstagen eine 24-
stindige Pause liegt, in der keine Proben gewonnen wurden, kdnnen die Ursachen
fur die Unterschiede zwischen den Profilen nicht eindeutig geklart werden.
Moglicherweise war diese 24-stindige Unterbrechung fur die Tiere nicht
ausreichend, um sich vom Stress der Probennahme zu erholen und den
Melatoninspiegel auf das Niveau der ersten Probennahme zu senken.

An keinem der beiden Einzeltage ist ein signifikanter Tag/Nacht-Unterschied der
Plasmamelatoninkonzentrationen vorhanden, was den Ergebnissen von REITER et al.
(1987) und DIEKMAN und GREEN (1997) entspricht. Hingegen konnten MCCONNELL
und ELLENDORF (1987), ANDERSSON et al. (2000), LEwczuK und PRZYBYLSKA-
GoRNowIcz (2000) und TAST et al. (2001a, b, c¢) in ihren Arbeiten unter Verwendung
der RIA-Methode signifikante nachtliche Konzentrationsanstiege feststellen. Der
fehlende Tag/Nacht-Unterschied am ersten Untersuchungstag ist darauf zurtck zu
fuhren, dass die Konzentration in der zweiten Halfte der Tagphase kontinuierlich
ansteigt, wahrend die Konzentration Uber die Nachtphase kontinuierlich abnimmt. Am
zweiten Untersuchungstag tritt funf Stunden nach Tagesbeginn ein Einbruch der
mittleren Melatoninkonzentration auf, welcher das ansonsten konstant hohe
Konzentrationsniveau kurzzeitig unterbricht. Die Ursache fur diesen Konzentrations-
einbruch bleibt jedoch unklar.

Nach Ausschluss der Transitionszeiten sind die Tag/Nacht-Unterschiede dagegen

nun an beiden Untersuchungstagen signifikant. Aus dieser Tatsache und dem
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Melatoninprofil des ersten Tages ist ersichtlich, dass die Plasmamelatonin-
konzentration und damit die pineale Melatoninsynthese, nicht vollstandig mit dem
Lichtregime synchronisiert war. Die Bedeutung des Lichtregimes wird in der Arbeit
von MCCONNELL und ELLENDORF (1987) deutlich, die ausschlieRBlich unter einem
aquatorialen Lichtregime (LD 12:12), nicht jedoch unter LD 16:8 oder auch unter LD
8:16 einen signifikanten nachtlichen Konzentrationsanstieg des Plasmamelatonin-
profils nachweisen konnten. Alternativ oder auch zusatzlich kdnnten ein oder
mehrere weitere, neben dem Lichtregime als Zeitgeber dienende exogene
Einflussfaktoren (INGRAM und DAUNCEY, 1985) oder ein lichtunabhangiger endogener
Rhythmus wirksam sein. LEwCzuK und PRzYBYLSKA-GORNowICZ (2000) erhielten bei
Schweinen trotz vdlliger Dunkelheit (Lichtintensitat < 1 Lux) eine Rhythmik der
Plasmamelatoninkonzentration, die nach ihrer Meinung jedoch auch durch den
Zeitpunkt der taglichen Futterungen und Reinigung hervorgerufen sein konnte.

Der signifikante Konzentrationsanstieg zwischen der ersten Morgenprobe des ersten
Untersuchungstages und allen anderen Morgenproben kann als Hinweis auf die Uber
den Versuchszeitraum zunehmende Stimulation der Melatoninsynthese infolge von
Stress interpretiert werden (SEGGIE et al.,1985; BENSON et al., 1986; ROOZEN et
al.,1995), die bereits innerhalb des ersten Untersuchungstages erfolgt. Besonders
bemerkenswert sind die signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen Tag- und
Abendproben, sowie zwischen Nacht- und Morgenproben am ersten Versuchstag,
obwohl die Lichtintensitat jeweils identisch ist. Hervorzuheben ist auch die Tatsache,
dass die Unterschiede zwischen Morgen- und Tag-, sowie zwischen Abend- und
Nachtproben nach der Anderung der Lichtintensitat keine Signifikanz aufweisen, was
in diesem Zusammenhang wiederum fur eine fehlende Synchronisation mit dem
Zeitgeber ,Licht" spricht. Am zweiten Untersuchungstag kommt es zu keinem
derartigen signifikanten Unterschied mehr, da gegenuber dem ersten
Untersuchungstag ein genereller Konzentrationsanstieg auftritt.

Dem potentiellen Zeitgeber ,Futter* kdonnte eventuell ebenfalls eine Bedeutung
zukommen. Nach INGRAM und DAUNCEY (1985) kann der Zeitpunkt des Futter-
angebots, sowie auch die Futteraufnahme per se die Rhythmen der Korperfunktionen
beeinflussen. KNOLL et al. (1984) konnten in einer Untersuchung am Menschen
zeigen, dass Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin und Cortisol eine deutliche
Abhangigkeit von der Essenseinnahme aufweisen. Dies kdnnte auch auf das

Melatoninsekretionsprofil zutreffen. SELMAOUI et al. (2001) zeigte in einer Studie an
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Ratten, dass die Wahlmaoglichkeit zwischen kohlenhydratreichem und proteinreichem
Futter zu signifikant hoheren nachtlichen Melatoninkonzentrationen und
Enzymaktivitaten bei den Tieren mit unlimitiertem Futterzugang, verglichen mit den
Tieren mit zeitlich limitiertem Zugang fuhrt, wahrend sich die zeitliche Verfigbarkeit
von Alleinfutter nicht auf die Melatoninkonzentration auswirkt. In der vorliegenden
Arbeit ist aufgrund des angewandten Futterungsregimes, bei dem den
Versuchstieren zwei Mal taglich je 20 min zur Aufnahme von maximal je 1 kg
Alleinfutter zur Verfugung standen, somit kein Einfluss der zeitlichen Futterlimitierung
auf die Melatoninkonzentration zu erwarten. Die Konzentrationsunterschiede der vor
und nach der Futterung enthommenen Proben sind nicht signifikant. Da aber die
Proben morgens und abends in ungleichen Abstadnden zur Futterung gewonnen
wurden, ist es nicht mdglich, eine konkrete Aussage Uber den Einfluss der

Futteraufnahme zu treffen.

2.1.2. Abhangigkeit vom Geschlecht

Zwischen den mannlich-kastrierten und den weiblichen Tieren existieren geringe
Unterschiede in den Plasmamelatoninprofilen. In der Gruppe der kastrierten Tiere tritt
am ersten Untersuchungstag ein kontinuierlicher Konzentrationsanstieg wahrend der
Tagphase auf, hingegen steigt die Konzentration bei den weiblichen Tieren erst ab
der zweiten Tageshalfte deutlicher an. Die Konzentrationsunterschiede zwischen
Tag- und Nachtproben der mannlich-kastrierten Tiere sind sowohl unter
Einbeziehung, wie auch unter Ausschluss der Transitionszeiten nicht signifikant,
weisen im letzteren Falle aber tendenzielle Unterschiede auf. Der fehlende
Tag/Nacht-Unterschied zeigt — gestltzt durch den kontinuierlichen Konzentrations-
anstieg wahrend der Tagphase, — dass die Tiere nicht ausreichend mit dem
Lichtregime synchronisiert waren. Dies konnte darauf hinweisen, dass die
vorhandene Lichtintensitat (250 bis 470 Lux) nicht ausgereicht hat, um einen stabilen
pinealen Melatoninsekretionsrhythmus bei kastrierten mannlichen Tieren zu formen.
HERNANDEZ et al. (1990) zeigten, dass durch die Kastration ein Wegfall der
testosteronbedingten Stimulation der Melatoninsynthese resultiert. In seiner
Untersuchung fuhrte die Kastration mannlicher Ratten zu einem Rickgang des
nachtlichen Anstiegs der pinealen Melatoninkonzentration, da die Tag/Nacht-

Rhythmik des an der Noradrenalinsynthese beteiligten Enzyms, sowie auch die des
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Neurotransmitters Noradrenalin selbst, aufgehoben, sowie ihre Konzentrationen
wahrend der Tagphase erhoht wurden. Durch anschlieRende Testosteronapplikation
konnten die pinealen Tag/Nacht-Rhythmen von Noradrenalin und Melatonin teilweise
wieder hergestellt werden. Weitere Studien (NAGLE et al., 1974; KARASEK et al., 1978;
RUDEEN und REITER, 1980) konnten ebenfalls einen Einfluss der Kastration auf die an
der Melatoninsynthese beteiligten Enzyme (SNAT, HIOMT) und sekundaren
Botenstoffe (cCAMP) nachweisen.

Bei den weiblichen Tieren sind die Tag/Nacht-Unterschiede der Plasmamelatonin-
konzentrationen aufgrund der jeweils vor Anderung des Lichtregimes auftretenden
Konzentrationsanderungen nur unter Ausschluss dieser Transitionsproben
signifikant. Dies deutet wiederum darauf hin, dass das Plasmamelatoninprofil
wahrend der Tagphase nicht vollig mit dem Lichtregime synchronisiert war, wahrend
der nachtliche Konzentrationsriickgang den Erwartungen entspricht (ROMERO et al.,
1975; PANGERL et al., 1990).

Am zweiten Untersuchungstag stimmt der Verlauf der Plasmamelatonin-
konzentrationen weder bei den mannlich-kastrierten, noch bei den weiblichen Tieren
mit dem des ersten Untersuchungstages uberein. Die Melatoninkonzentrationen der
mannlich-kastrierten sind auch am zweiten Untersuchungstag hoher als die der
weiblichen Tiere. Diese Ergebnisse widersprechen der Arbeit von GREEN et al.
(1999), die keine Unterschiede in den Serummelatoninkonzentrationen der Tag- und
der Nachtproben zwischen den juvenilen weiblichen, sowie den kastrierten
mannlichen Schweinen feststellen konnten. Dagegen fand Andersson (2001) bei
Ebern hohere Plasmamelatoninkonzentrationen als bei Sauen und weiblichen
Jungschweinen, was den an juvenilen Tieren gewonnenen Ergebnissen dieser
Untersuchung entspricht. Der Konzentrationseinbruch am zweiten Untersuchungstag
ist bei den weiblichen Tieren starker ausgepragt als bei den mannlich-kastrierten
Tieren. Jedoch liegen die Melatoninkonzentrationen der Tagproben, mit Ausnahme
des kurzzeitigen Konzentrationseinbruchs, auf dem Niveau der Nachtproben des
ersten Untersuchungstages. Dies deutet darauf hin, dass die noradrenerge
Stimulation der pinealen Melatoninsynthese den sie inhibierenden Lichteinfluss
uberwiegt (FUNK und AMIR, 1999). Zu einem weiteren geschlechtsspezifischen
Unterschied kommt es am zweiten Untersuchungstag bei den um jeweils 7 Uhr
entnommenen Proben. Wahrend bei den weiblichen Tieren die Melatonin-

konzentration in den Morgenproben gegenuber den Nachtproben auch am zweiten
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Untersuchungstag leicht sinkt, so bleibt bei den mannlich-kastrierten Tieren die
Konzentration nahezu auf dem gleich hohen Niveau der Nachtwerte. Man konnte
daraus schlielRen, dass der urspringliche Konzentrationsrickgang in den frihen
Morgenstunden (ROMERO et al., 1975; PANGERL et al., 1990) bei den kastrierten
mannlichen Tieren starker durch eine noradrenerge Stimulation der pinealen
Melatoninsynthese gestort wird als bei den weiblichen Tieren, wodurch sich auch der
signifikante Konzentrationsunterschied zwischen den Kastraten und weiblichen
Tieren in den Morgenproben des zweiten Untersuchungstages erklart. Eine Studie
uber die Cortisolrhythmik im Speichel junger Schweine wies keine
geschlechtsabhangigen Unterschiede der basalen Cortisolkonzentration nach,
jedoch trat bei den mannlichen Tieren unter Isolationsstress ein starkerer
Konzentrationsanstieg auf als bei den weiblichen Tieren (Ruis et al., 1997), wodurch
obige Hypothese gestutzt wird.

Ein potentieller Einfluss der Futteraufnahme auf die Plasmamelatoninkonzentration
(KNoLL et al., 1984; SELmAOUI et al., 2001) ist weder fur die mannlich-kastrierten
Tiere, noch fir die weiblichen Tiere nachweisbar. Die jeweils vor und nach der

Fatterung entnommenen Proben unterscheiden sich nicht signifikant.

2.1.3. Abhangigkeit von der Lichtintensitat

Bei Betrachtung der Plasmamelatoninprofile in Abhangigkeit von der wahrend der
Tagphase angebotenen Lichtintensitat sind deutliche Unterschiede zwischen den
Profilen der bei 470 Lux und der bei 250 Lux gehaltenen Tiere erkennbar.

In der bei 250 Lux gehaltenen Tiergruppe ist am ersten Untersuchungstag kein Profil
der Plasmamelatoninkonzentration vorhanden. Die Konzentrationen der Tagproben
liegen auf demselben Niveau wie die der nachfolgenden Nachtproben. Demnach
sind 250 Lux nicht ausreichend, um die Melatoninsynthese wahrend der Tagphase
vollstandig zu unterdricken. In der Arbeit von GRIFFITH und MINTON (1992) stellte sich
eine Lichtintensitat von 113 Lux, im Gegensatz zu 1783 Lux als nicht ausreichend
heraus, um einen Tag/Nacht-Unterschied der Plasmamelatoninkonzentrationen zu
bewirken. Auch in der Untersuchung von MACK und UNSHELM (1997) waren 50 Lux im
Gegensatz zu 1300 Lux nicht ausreichend. Hingegen waren in den Arbeiten von
TAST et al. (2001a, b) bereits ab einer Lichtintensitat von 40 Lux bis 250 Lux

deutliche Tag/Nacht-Unterschiede vorhanden.

96



V. Diskussion der Plasmamelatoninkonzentrationen

Im Gegensatz dazu ist in der bei 470 Lux gehaltenen Gruppe am ersten
Untersuchungstag ein nokturnales Melatoninprofil ausgebildet. Nach Beginn der
Tagphase sinkt die Konzentration und bleibt wahrend der ersten 9 Stunden auf
diesem Niveau, was auf eine lichtinduzierte Suppression der Melatoninsynthese
hinweist. In der letzten Probe der Tagphase steigt die Melatoninkonzentration aber
bereits bis auf das Niveau der Nachtproben, was zu diesem Zeitpunkt wiederum
gegen eine lichtinduzierte Suppression der Melatoninsynthese spricht.

Die Tag/Nacht-Unterschiede sind sowohl unter Ausschluss, als auch unter
Einbeziehung der Transitionszeiten in der bei 470 Lux gehaltenen Gruppe signifikant.
Dies kann als Synchronisation der Tiere mit dem Lichtregime interpretiert werden.
Der signifikante Konzentrationsanstieg zwischen den Abendproben und der mittleren
Konzentration der vorhergehenden Tagproben zeigt aber moglicherweise, dass auch
eine Lichtintensitat von 470 Lux noch nicht ausreicht, um in weitestgehend mit dem
Lichtregime synchronisiertem Zustand den Anstieg der pinealen Melatoninsynthese
vor Ende der Tagphase zu verhindern. Bei GRIFFITH und MINTON (1992) war das
Melatoninprofil bei der Lichtintensitat von 1783 Lux vollstandig mit dem Lichtregime
synchronisiert. Es ware vorstellbar, dass eine Intensitat von Uber 470 Lux notwendig
ist, um ein ausschlieldlich lichtabhangiges nokturnales Sekretionsprofil der Epiphyse
zu induzieren. Der verfrihte Melatoninanstieg in den Abendproben kdnnte durch die
regelmalige Abendfutterung (KNoLL et al., 1984) und der Erwartung der bevor-
stehenden Nachtphase hervorgerufen worden sein.

Die Plasmamelatoninprofile der beiden Versuchsgruppen unterscheiden sich am
ersten Untersuchungstag durch die signifikant hdheren Melatoninkonzentrationen in
den Tagproben der 250 Lux Gruppe. Die in der Nachtphase auftretenden
Melatoninkonzentrationen unterscheiden sich dabei nicht. Der fehlende
Konzentrationsunterschied zwischen den Nachtwerten, sowie der gegen Nachtende
auftretende Konzentrationsrickgang in beiden Versuchsgruppen entspricht den
Erwartungen, da die pineale Melatoninsynthese beider Tiergruppen nachts durch
eine identische Lichtintensitat von 0,1 bis maximal 1,0 Lux stimuliert wurde, und die
Wirkung der durch die Dunkelheit induzierten pinealen Stimulation Uber die
Nachtlange abnimmt (RoMERO et al., 1975; PANGERL et al., 1990). Auch in der
Untersuchung von TAST et al. (2001b) unterscheiden sich die nachtlichen
Melatoninkonzentrationen bei unterschiedlichen Lichtintensitaten wahrend der

Tagphase nicht voneinander.
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Am zweiten Untersuchungstag ist in keiner der beiden Gruppen der am ersten
Untersuchungstag vorhandene Konzentrationsverlauf wiederzufinden. In der 250 Lux
Tiergruppe ist am zweiten Untersuchungstag die Ausgangsmelatoninkonzentration
signifikant hoher als jene des ersten Tages und liegt auf dem Niveau der
Nachtmelatoninkonzentrationen. Der Konzentrationsverlauf des zweiten Unter-
suchungstages zeigt, dass die Tiere — verstarkt durch die noradrenerge Stimulation
der Melatoninsynthese durch das Handling (ROOzEN et al. 1995; Ruis et al., 1997;
FUNK und AMIR, 1999; RosocCHACKI et al., 2000) — keinen lichtinduzierten Rhythmus
der Melatoninsekretion aufweisen.

In der bei 470 Lux gehaltenen Tiergruppe konnte am zweiten Untersuchungstag das
am ersten Tag vorhandene Profil durch den wahrend der Tagphase fruher
auftretenden Konzentrationsanstieg Uberdeckt sein. Die nicht signifikanten
Tag/Nacht-Unterschiede des zweiten Untersuchungstages konnten darauf
hinweisen, dass das Melatoninprofil der Schweine nur unzureichend stabil ist
(INGRAM und DAUNCEY, 1985; LEwczUK und PRzYBYLSKA-GORNOwICZz, 2000) und
durch exogene Faktoren wie die noradrenerge Stimulation der Melatoninsynthese bei
der Probengewinnung beeinflusst werden kann. ROSOCHACKI et al. (2000) wiesen
wahrend der Fixierung von Schweinen einen Konzentrationsanstieg von Adrenalin,
Noradrenalin, Dopamin und Cortisol nach, und konnten rassespezifische
Unterschiede im Ausmal® des Konzentrationsanstiegs zwischen der auch in
vorliegender Untersuchung verwendeten stressempfindlichen Rasse Piétrain und der
stressresistenten Rasse Duroc zeigen. Die Melatoninkonzentration sinkt Uber die
erste Tageshalfte kontinuierlich ab, ist jedoch hdher als die wahrend der ersten
Halfte des ersten Untersuchungstages gemessene Konzentration. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass der stressbedingte Konzentrationsanstieg erst durch eine
langere Lichteinwirkung gesenkt werden kann. Auch ist schlielllich ein
Zusammenwirken exogener (Licht) und endogener Faktoren (Noradrenalin) an der
Regulation der pinealen Aktivitat moglich (FUNK und AMIR, 1999). Der Verlauf der
Plasmamelatoninkonzentrationen des zweiten Untersuchungstages unterscheidet
sich zwischen den beiden Tiergruppen deutlicher wahrend der Tag- als wahrend der
Nachtphase, was wiederum zeigt, dass die Lichtintensitat einen direkten Einfluss auf
die Tagesmelatoninkonzentration hat. Dieses Ergebnis steht in direktem Widerspruch
zu TAST et al. (2001b), die keinen Einfluss der Lichtintensitat wahrend der Tagphase
auf die Tagesmelatoninkonzentration feststellen konnten. Die Melatonin-
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konzentrationen der 250 Lux Gruppe sind in den Morgenproben des zweiten
Untersuchungstages signifikant hoher als die der 470 Lux Gruppe, was auf das
Zusammenwirken der stressinduzierten Stimulation der Melatoninsynthese mit der
bei 470 Lux ausgebildeten Melatoninrhythmik hindeuten kdnnte. Nach Tagesbeginn
sowie uUber die Nachtphase sind die Konzentrationsunterschiede zwischen den
Proben der unterschiedlichen Lichtintensitaten nicht signifikant, was hinsichtlich der
Nachtproben den Erwartungen entspricht.

Ein potentieller Einfluss der Futteraufnahme auf die Plasmamelatoninkonzentration
ist weder eindeutig nachweisbar, noch sicher auszuschlieBen (KNOLL et al., 1984;
SELMAOUI et al., 2001). In der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe tritt am ersten
Untersuchungstag ein signifikanter Konzentrationsanstieg zwischen den vor und
nach der Morgenflitterung entnommenen Proben auf. Dies kénnte ein mdglicher
Hinweis auf einen futterungsbedingten Anstieg sein, und damit erklart werden, dass
bei unzureichender Lichtintensitat exogenen Faktoren wie dem Futterungszeitpunkt
eine grollere Bedeutung zukommt. Hingegen ist der Unterschied vor und nach der

Abendfutterung nicht vorhanden.

2.1.4. Abhangigkeit von der Lichtintensitat und dem Geschlecht

Unter Berucksichtigung des Geschlechts treten deutliche Unterschiede zwischen den
Melatoninprofilen der bei 470 Lux oder bei 250 Lux Lichtintensitat gehaltenen Tiere
auf. Aufgrund der geringen Tierzahl (n=3 je Lichtintensitat und Geschlecht) sind die
Ergebnisse dieses Kapitels vorsichtig zu interpretieren, weisen aber dennoch sehr
deutliche Tendenzen auf.

In der Gruppe der weiblichen bei 470 Lux gehaltenen Tiere weist das Melatoninprofil
am ersten Untersuchungstag ein klares nokturnales, fast vollstandig mit dem
Lichtregime synchronisiertes Profil mit einem signifikanten Tag/Nacht-Unterschied
auf. Die Existenz dieser Melatoninrhythmik entspricht den Ergebnissen von
ANDERSSON (2001), der bei adulten weiblichen Schweinen ebenfalls einen
nachtlichen Konzentrationsanstieg feststellte, jedoch betrug die aus einer
Kombination von Fensterlicht und zusatzlichem Kunstlicht verwendete Lichtintensitat
lediglich 150 bis 300 Lux. Dies kann das Fehlen einer deutlichen Melatoninrhythmik
in der weiblichen 250 Lux Gruppe nicht erklaren. In dieser Gruppe ist nur ein

unregelmaliges Melatoninprofil vorhanden. Die weiblichen 250 Lux Tiere haben im
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Gegensatz zu den 470 Lux Tieren unter Einbeziehung der Transitionszeiten an
beiden Untersuchungstagen identische Tag- und Nachtmelatoninkonzentrationen.
Die Melatoninkonzentration der wahrend der Tagphase entnommenen Proben in der
250 Lux Gruppe sind ebenfalls signifikant hdher ist als die der 470 Lux Gruppe. Aus
diesem Grund muss die Lichtintensitat von 250 Lux als nicht ausreichend beurteilt
werden, was den Ergebnissen von ANDERSSON et al. (2000), TAST et al. (2001a, b, c¢)
und TEUBNER (2002) widerspricht. Am zweiten Untersuchungstag bleibt in der 470
Lux Gruppe der weiblichen Tiere das am ersten Tag ausgebildete Profil
ausgenommen des zeitlich fruher auftretenden Konzentrationsanstiegs erhalten,
wahrend in der 250 Lux Gruppe nur noch ein diskontinuierlicher Konzentrations-
verlauf vorhanden ist. Dieser friher auftretende Konzentrationsanstieg in der 470 Lux
Gruppe kdnnte wiederum mit einer noradrenergen Stimulation der Melatoninsynthese
(ROOZEN et al., 1995; Ruis et al., 1997; FUNK und AMIR, 1999; ROSOCHACKI et al.,
2000) erklart werden. Aufgrund des erhohten Stresses durch die Probengewinnung
ist die Lichtintensitat von 470 Lux mdglicherweise nicht mehr ausreichend, um das
Melatoninprofil vollstandig mit dem Lichtregime zu synchronisieren.

Infolge des signifikanten Einflusses der Lichtintensitat auf die Melatoninkonzentration
der Tag-, nicht aber der Nachtproben, ist auch die Existenz signifikanter Tag/Nacht-
Unterschiede von der Lichtintensitat abhangig, wie auch die Arbeit von GRIFFITH und
MINTON (1992) zeigt. Somit hat die Lichtintensitat in beiden Gruppen der weiblichen
Tiere einen deutlichen Einfluss auf die Existenz signifikanter Tag/Nacht-
Unterschiede, was die Bedeutung einer ausreichenden Lichtintensitat im Hinblick auf
die Melatoninrhythmik erneut unterstreicht. Der zu erwartende néachtliche
Konzentrationsriickgang zwischen den Nacht- und den Morgenproben (ROMERO et
al., 1975; PANGERL et al.,, 1990) tritt am ersten Untersuchungstag und in den
Mittelwerten Uber beide Untersuchungstage in beiden Gruppen der weiblichen Tiere
auf. Am zweiten Untersuchungstag kommt dieser nachtliche Konzentrationsruickgang
nur bei den bei 470 Lux gehaltenen weiblichen Tieren vor, was bei der 250 Lux
Gruppe mit der kaum ausgebildeten Melatoninrhythmik am ersten Untersuchungstag
und der zusatzlich hinzukommenden noradrenergen  Stimulation der
Melatoninsynthese (ROOzEN et al. 1995; Ruis et al.,, 1997; FUNK und AMIR, 1999;
RosocHACKI et al.,, 2000) am zweiten Tag zusammenhangt. Die Konzentrations-
unterschiede zwischen den vor und nach den Futterungen enthommenen Proben

sind in beiden Gruppen der weiblichen Tiere nicht signifikant, und weisen darauf hin,
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dass der potentielle Zeitgeber der Futterungszeiten (KNoLL et al., 1984) den
Zeitgeber des Tag/Nacht-Wechsels (ALl et al., 1992) nicht Uberwiegt.

In den Gruppen der mannlich-kastrierten Tiere weist das Profil der 470 Lux und der
250 Lux Tiere am ersten Untersuchungstag einen kontinuierlichen Konzentrations-
anstieg wahrend der Tagphase auf, wobei die Melatoninkonzentrationen der
Tagproben in der 250 Lux Gruppe hoher sind als die der 470 Lux Tiere. Diese hohen
Tagwerte der 250 Lux Gruppe zeigen, dass eine Lichtintensitat von 250 Lux die
Melatoninsynthese wahrend der Tagphase kaum supprimieren kann (MINTON und
CASH, 1990; PATERSON et al., 1992; GRIFFITH und MINTON, 1992; MACK und UNSHELM,
1997). Die Tag/Nacht-Unterschiede sind nur am zweiten Untersuchungstag und auch
nur in der 250 Lux Gruppe signifikant, was vor allem durch den
Konzentrationseinbruch hervorgerufen wird. Die Tag/Nacht-Unterschiede der 250
Lux Gruppe am zweiten Untersuchungstag, und die Unterschiede zur 470 Lux
Gruppe sind aufgrund des diskontinuierlichen Konzentrationsverlaufs durch die
noradrenerge Stimulation der Melatoninsynthese (ROOZzEN et al. 1995; Ruis et al.,
1997; FUNK und AMIR, 1999; RoOsoOCHACKI et al.,, 2000) nicht schlussig zu
interpretieren. Da weder die Lichtintensitat von 250 Lux, noch die von 470 Lux am
ersten Untersuchungstag bei den mannlichen Tieren zum Auftreten eines
signifikanten Tag/Nacht-Unterschieds fuhrt, scheint flr kastrierte mannliche
Schweine selbst eine Lichtintensitat von 470 Lux als noch nicht ausreichend zu
beurteilen zu sein, wobei dies auf der Kastration beruhen konnte (HERNANDEZ et al.,
1990).

Der nachtliche Konzentrationsrickgang zwischen Nacht- und Morgenproben, der in
beiden Gruppen der weiblichen Tiere auftritt, fehlt am ersten Tag jedoch in beiden
Gruppen der mannlichen Tiere, was durch den kastrationsbedingten Wegfall der
testosteroninduzierten Stimulation der Melatoninsynthese (HERNANDEZ et al., 1990)
sowie der an der Melatoninsynthese beteiligten Enzyme und sekundaren Botenstoffe
(NAGLE et al., 1974; KARASEK et al., 1978; RUDEEN und REITER, 1980) bedingt sein
durfte, und von der Lichtintensitat unabhangig zu sein scheint. Der nach der Morgen-
futterung des ersten Untersuchungstages in der 250 Lux Gruppe der mannlich-
kastrierten Tiere signifikante Konzentrationsunterschied zwischen den vor und nach
der Fultterung entnommenen Proben koénnte darauf hinweisen, dass dieser
Tiergruppe der Futterungszeitpunkt als Zeitgeber (KNOLL et al., 1984; INGRAM und

DAUNCEY, 1985) gedient hat, und nicht, wie es den Erwartungen entsprochen hatte,
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der Tag/Nacht-Wechsel, was wiederum die Vermutung einer unzureichenden
Lichtintensitat stutzt. Die in beiden Gruppen der mannlich-kastrierten Tiere Uber
beide Untersuchungstage kontinuierlich ansteigende Melatoninkonzentration der
Morgenproben weist ebenfalls auf einen Uber den Gesamtuntersuchungszeitraum
steigenden Stresslevel mit zunehmender noradrenerger Stimulation der Melatonin-
synthese (ROOZzEN et al. 1995; Ruis et al., 1997; FUNK und AMIR, 1999; ROSOCHACKI
et al., 2000) hin.

Die anhand des direkten Vergleichs der bei identischer Lichtintensitat von 470 Lux
gehaltenen mannlichen und weiblichen Tiere gewonnenen Ergebnisse (Kap. 2.1.4)
zeigen bei den mannlich-kastrierten Tieren insbesondere wahrend der Tagphase
hdhere Melatoninkonzentrationen als bei den weiblichen Tieren, was erneut auf die
fehlende Regulation der Melatoninsynthese unter Lichtanwesenheit infolge des
kastrationsbedingten Testosteronmangels (HERNANDEz et al., 1990; NAGLE et al.,
1974; KARASEK et al., 1978; RUDEEN und REITER, 1980) hinweist. Dieser
geschlechtsspezifische Unterschied tritt auch in der bei geringerer Lichtintensitat von
nur 250 Lux gehaltenen Gruppe zwischen den mannlich-kastrierten und den
weiblichen Tieren auf, jedoch auch hier ohne eine Signifikanz im Vergleich der
Tagmelatoninkonzentrationen zu zeigen. Jedoch unterscheiden sich die Nacht-
melatoninkonzentrationen des zweiten Tages hier signifikant, was mdglicherweise
weniger auf der durch den Tag/Nacht-Wechsel induzierten, als auf der
stressinduzierten Stimulation der Melatoninsynthese (ROOZzEN et al. 1995; Ruls et al.,
1997; ROSOCHACKI et al., 2000) beruht. Ruis et al. (1997) konnten zeigen, dass
mannliche Schweine nach Isolationsstress einen hdheren Anstieg der
Speichelcortisolkonzentration aufwiesen als weibliche Tiere. Die Melatonin-
konzentration der mannlich-kastrierten Versuchstiere der 250 Lux Gruppe steigt ab
der Tagesmitte kontinuierlich, aber nicht streng lichtabhangig an.

Auch die Unterschiede zwischen den Melatoninprofilen der mannlich-kastrierten und
der weiblichen bei 470 Lux gehaltenen Tiere zeigen am zweiten Untersuchungstag
bei den kastrierten mannlichen Tieren insbesondere wahrend der Tagphase deutlich
hohere Melatoninkonzentrationen, die den Ergebnissen von Ruis et al. (1997)
hinsichtlich eines geschlechtsabhangigen Anstiegs der Cortisolkonzentration als

Stressantwort entsprechen.
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2.2. Speichelmelatoninkonzentrationen

2.2.1. Gesamtgruppe

Der Vergleich der beiden Untersuchungstage zeigt deutliche Unterschiede in den
Melatoninkonzentrationen. Wahrend am ersten Untersuchungstag ein diurnales Profil
der Melatoninkonzentrationen vorhanden ist, welches hohere Tag- als Nachtwerte
aufweist, so ist am zweiten Untersuchungstag aufgrund niedrigerer Tag-
konzentrationen kein Melatoninprofii mehr vorhanden. Diese hohen Melatonin-
konzentrationen wahrend der Tagphase und im Gegensatz dazu die niedrigen
Melatoninwerte wahrend der Nacht des ersten Untersuchungstages stehen in
Widerspruch zu den bisher veroéffentlichten Untersuchungen. Das Speichelmelatonin-
profil verlauft hier entgegengesetzt zur Lichtintensitat, was deutlich gegen eine
Synchronisation der Speichelmelatoninkonzentration mit dem Lichtregime spricht. In
den Arbeiten von VOULTSIOS et al. (1997), KENNAWAY und VOULTSIOS (1998), ZHou et
al. (2003) und GOONERATNE et al. (2003) konnte jedoch ein klarer nokturnaler
Rhythmus der Speichelmelatoninkonzentration bei Menschen verschiedener
Altersstufen nachgewiesen werden. Das Fehlen eines signifikanten Tag/Nacht-
Unterschiedes trotz deutlicher Konzentrationsunterschiede der Mittelwerte am ersten
Untersuchungstag beruht auf den grof3en individuellen Konzentrationsunterschieden,
was darauf hinweisen konnte, dass die Melatoninbestimmung aus Speichelproben
bei Schweinen sehr stérungsanfallig ist. Als mogliche Einflussfaktoren auf die
Speichelmelatoninkonzentration konnten sowohl exogene Einflisse als auch
endogene Faktoren von Bedeutung sein. DEACON und ARENDT (1994) konnten z.B.
eine Abhangigkeit der Speichelmelatoninkonzentration von der Korperhaltung
feststellen. Eine stehende Korperposition fihrte bereits nach zehn Minuten zum
Anstieg der Speichelmelatoninkonzentration, wahrend der Wechsel in eine liegende
Position einen  Konzentrationsruckgang bewirkte. Demnach beruht das
Speichelmelatoninprofil des ersten Untersuchungstages moglicherweise auf dem
Aktivitatsrhythmus der Versuchstiere, der wahrend der Tagphase bei der
Probengewinnung héher war als wahrend der nachtlichen Ruhezeiten. Auch der
Zeitpunkt der Futteraufnahme sowie der Abstand zur Probengewinnung konnte
sowohl die Speichelzusammensetzung, als auch das Speichelvolumen beeinflussen.
Obwohl eine unkontrollierte Futteraufnahme durch den zeitlich limitierten
Futterzugang verhindert wurde, und eine Kontamination der Speichelproben mit

Futterresten dartuber hinaus auch durch regelmafige Reinigung von Maulhéhle und
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-umgebung minimiert wurde, ist der Standardfehler in den Tagproben grof3er als in
den Nachtproben. Der am ersten Untersuchungstag auftretende postprandiale
Anstieg der Speichelmelatoninkonzentration stimmt mit den Ergebnissen von KNOLL
et al. (1984) und RICE et al. (1995) Uberein. Auch die nach INGRAM und DAUNCEY
(1985) mit der Futteraufnahme zeitlich in Verbindung stehende Wasseraufnahme
konnte sowohl die Speichelzusammensetzung, als auch das Speichelvolumen
beeinflussen, und wurde deshalb 30 min vor jeder Probengewinnung verhindert.
Auch eine groRere Wasseraufnahme, die das unmittelbar nach jeder Proben-
entnahme verabreichte Volumen von 20 ml pro Tier Uberschreitet, ist wahrend der
nachtlichen Ruhephase der Schweine selbst bei mehrmaliger Unterbrechung dieser
Ruhephasen weniger wahrscheinlich, als eine Wasseraufnahme wahrend der
Tagphase. Die geringen Speichelvolumina einzelner Versuchstiere, die in
Einzelfallen das zur Melatoninbestimmung erforderliche Probenvolumen von 200 pl
unterschritten, konnten auch durch eine verminderte Speichelsekretion wahrend der
Schlafphasen und in Stresssituationen hervorgerufen worden sein (GEMBA et al.,
1996). Darlber hinaus koénnte, wie DAwWEs (1975), GEmMBA et al. (1996) und
KANIKOWSKA et al. (2002) in Studien am Menschen feststellten, auch bei Schweinen
ein Tagesrhythmus der Speichelflussrate existieren, der nachts, wenn Melatonin aus
der Zirbeldrise freigesetzt wird, variiert; und daruber hinaus — analog zum Menschen

—auch durch die Gefluhlslage beeinflusst werden kdnnte (GEMBA et al., 1996).

2.2.2. Abhangigkeit vom Geschlecht

Zwischen den Profilen und den Melatoninkonzentrationen der mannlich-kastrierten
und weiblichen Tiere bestehen deutliche Unterschiede. Wahrend in der Gruppe der
weiblichen Tiere am ersten Untersuchungstag ein deutlicher diurnaler
Konzentrationsverlauf mit einem deutlichen Konzentrationsrickgang wahrend der
Nachtphase auftritt, fehlt dieses diurnale Profil bei den kastrierten mannlichen Tieren
ganzlich. Am zweiten Untersuchungstag sind die Profile weder bei den weiblichen,
noch bei den mannlich-kastrierten Tieren ausgebildet. Sowohl bei den mannlich-
kastrierten, als auch bei den weiblichen Tieren fehlen signifikante Tag/Nacht-
Unterschiede. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass weitere zusatzliche
exogene Faktoren einen Einfluss auf den Melatoningehalt im Speichel haben

konnten, als ausschlieBlich der Wechsel des Lichtregimes. Deutliche Unterschiede
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zeigen sich auch hinsichtlich des =zeitlichen Auftretens erhohter Melatonin-
konzentrationen: Wahrend sie bei den mannlich-kastrierten Tieren nachts hoher sind
als tagsuber, was den Erwartungen hinsichtlich einer lichtinduzierten Suppression
der Melatoninsynthese entspricht (MCINTYRE et al., 1987; Aokl et al., 1998; KUBOTA et
al., 2002), treten in den Speichelproben der weiblichen Tiere tagsuber hohere Werte
auf. Dieser Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren steht im
Widerspruch zur Arbeit von GOONERATNE et al. (2003), in der beim Menschen kein
geschlechtsspezifischer Unterschied im Speichelmelatoningehalt festgestellt wurde.
Die niedrigen Speichelmelatoninkonzentrationen der kastrierten mannlichen Tiere
konnten auch durch den kastrationsbedingten Wegfall der testosteroninduzierten
Stimulation der Melatoninsynthese (HERNANDEz et al. 1990), sowie die ebenfalls
kastrationsbedingte Beeinflussung der an der Melatoninsynthese beteiligten Enzyme
und sekundaren Botenstoffe (NAGLE et al., 1974; KARASEK et al., 1987; RUDEEN und
REITER, 1980) hervorgerufen worden sein, wahrend die hohen Werte tagsiber bei

den weiblichen Tieren nicht erklart werden konnen.

2.2.3. Abhangigkeit von der Lichtintensitat

Die Speichelmelatoninkonzentrationen unterscheiden sich deutlich zwischen den
beiden Lichtintensitaten. Im Gegensatz zu der bei 470 Lux gehaltenen Gruppe, die
am ersten Untersuchungstag ein diurnales Speichelmelatoninprofili mit einem
deutlichen Konzentrationsrickgang in der Nachtphase zeigt, sinkt die Speichel-
melatoninkonzentration in der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe tagsuber und steigt
erst in der letzten Tagprobe wieder an. Am zweiten Untersuchungstag treten keine
Profile mehr auf. Diese hohen Melatoninkonzentrationen der Tagproben in der bei
470 Lux gehaltenen Gruppe stehen im Widerspruch zur lichtinduzierten Suppression
der Melatoninsynthese (MCINTYRE et al., 1987; Aokl et al., 1998; KuBOTA et al.,
2002), konnte aber eventuell auf einer hoheren individuellen Bewegungsaktivitat
beruhen (DEACON und ARENDT, 1994). Es zeigt sich, dass hier andere Faktoren flr
den Melatoningehalt im Speichel verantwortlich sein mussen. KANIKOWSKA et al.
(2002) konnten z.B. zeigen, dass die Speichelsekretionsrate durch die Lichtintensitat,
sowie auch die Tageszeit beeinflusst wird: Wahrend eine Lichtintensitat von 3000
Lux morgens eine signifikant hdhere Speichelsekretion bewirken konnte als eine

Lichtintensitat von 100 Lux, war die Speichelproduktion abends bei der geringeren
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Lichtintensitat signifikant hoher. Die Tag/Nacht-Unterschiede sind in beiden Gruppen
sowohl unter Einbeziehung, als auch nach Ausschluss der Transitionszeiten an
beiden Untersuchungstagen nicht signifikant. In der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe
sind die Melatoninkonzentrationen der nachts entnommenen Speichelproben stets
hoher als tagsuber, wobei diese Konzentrationsunterschiede jedoch minimal bleiben.
Dieser nachtliche Anstieg der Speichelmelatoninkonzentration stimmt mit allen
bislang veroéffentlichten Untersuchungen wie z.B. LAAKSO et al. (1990), KENNAWAY
und VouLTsios (1998), ZHou et al. (2003) und GOONERATNE et al. (2003) Uberein.
Dementsprechend stehen die am ersten Untersuchungstag und in den Mittelwerten
uber beide Untersuchungstage tagsuber hoheren Konzentrationen der 470 Lux
Gruppe in Widerspruch zur Literatur, wahrend am zweiten Untersuchungstag auch in
dieser Tiergruppe ein nachtlicher Konzentrationsanstieg vorhanden ist. Die
Melatoninkonzentrationen der zeitgleich enthommenen Speichelproben sind in der
bei 470 Lux gehaltenen Gruppe an beiden Untersuchungstagen sowohl wahrend der
Tag- als auch wahrend der Nachtphase signifikant héher als in der bei 250 Lux
gehaltenen Gruppe. Hingegen stellten RICE et al. (1995) in einer Untersuchung tber
den Einfluss der spektralen Lichtzusammensetzung auf die Speichelmelatonin-
konzentrationen zwischen 18.00 und 24.00 Uhr bei Patienten mit
Winterdepressionen keinen Unterschied zwischen Kaltlichtlampen und Lampen, die
das natirliche Lichtspektrum abdecken, fest. In dieser Studie betrug die
Lichtintensitat der Kaltlichtlampen 3013 Lux und die der Lampen mit breiterem
Spektrum 2690 Lux. Da die Lichtintensitaten in vorliegender Untersuchung jedoch
deutlich geringer waren, st hinsichtlich der Auswirkungen geringerer
Lichtintensitaten, sowie auch uber den Einfluss der Lichtintensitat auf die
Speichelmelatoninkonzentration wahrend der Tagphase keine Aussage mdglich. In
Untersuchungen Uber die Speichelmelatoninkonzentration am Menschen wurden
bislang nur wahrend der Nachtphase bei einer Lichtintensitat von weniger als 50 Lux
Proben entnommen (VouLTsIos et al., 1997; ZHou et al., 2003; GOONERATNE et al.,
2003). In diesen Studien war stets ein nachtlicher Anstieg der Speichelmelatonin-
konzentration vorhanden. Aokl et al. (1998) konnten nach einer nachtlichen
Lichtexposition eine Suppression der menschlichen Speichelmelatoninkonzentration
nachweisen, die mit steigender Lichtintensitat sowie steigender Expositionsdauer
zunahm. Eine einstindige nachtliche Lichtexposition bei einer Lichtintensitat von ca.

3000 Lux fuhrte in einer Untersuchung von MCINTYRE et al. (1987) zur Suppression
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der Melatoninkonzentration in Plasma- und Speichelproben. Auch diese Ergebnisse
sind nicht auf die vorliegende Untersuchung uUbertragbar, da die Versuchstiere hier
nur wahrend der Tag-, nicht aber wahrend der Nachtphase bei unterschiedlichen
Lichtintensitaten gehalten wurden. Demnach kann die Frage, ob die Speichel-
melatoninkonzentration durch die Lichtintensitat wahrend der Tagphase beeinflusst
wird, nicht geklart werden und bleibt deshalb vorlaufig noch unklar.

2.2.4. Abhangigkeit von der Lichtintensitat und dem Geschlecht

Unter Berucksichtigung des Geschlechts treten deutliche Unterschiede zwischen den
Melatoninprofilen der bei 470 Lux oder bei 250 Lux Lichtintensitat gehaltenen Tiere
auf. Paradoxerweise verhalten sich die geschlechtsabhangigen Unterschiede
zwischen den beiden Lichtintensitaten entgegengesetzt.

In der Gruppe der weiblichen Tiere weisen nur die bei 470 Lux gehaltenen Tiere am
ersten Untersuchungstag einen diurnalen Konzentrationsverlauf auf, wahrend die bei
250 Lux gehaltenen Tiere wahrend der Tagphase einen Konzentrationsrickgang
aufweisen. DarlUber hinaus sind die Melatoninkonzentrationen der bei 470 Lux
gehaltenen weiblichen Tiere — mit Ausnahme der Transitionszeiten — an beiden
Untersuchungstagen signifikant hoher als die der bei 250 Lux gehaltenen weiblichen
Tiere. Obwohl die bei 470 Lux gehaltenen weiblichen Tiere eine hohere
Lichtintensitat hatten als die bei 250 Lux gehaltenen Tiere, treten hdhere
Melatoninkonzentrationen im Speichel auf. Dies steht wiederum im Widerspruch zu
der allgemeinen Erwartung einer lichtinduzierten Suppression der Melatoninsynthese
(MCINTYRE et al.,, 1987; Aokl et al., 1998; KuBoTA et al.,, 2002), lieRe sich aber
eventuell durch eine hdhere individuelle Bewegungsaktivitat (DEACON und ARENDT,
1994) erklaren. DarUber hinaus sind die Speichelmelatoninkonzentrationen nach
Ausschluss der Transitionszeiten in beiden Gruppen der weiblichen Tiere wahrend
der Tagphase hoher als nachts. Demnach unterscheiden sich sowohl das
Speichelmelatoninprofil, als auch die absoluten Melatoninkonzentrationen der
weiblichen Tiere deutlich zwischen den beiden Lichtintensitaten, wahrend der
nachtliche Konzentrationsrickgang zwischen beiden Gruppen Ubereinstimmt.
Welche Faktoren flr die hohen Tagwerte der bei 470 Lux gehaltenen weiblichen
Tiere verantwortlich sind, kann auch hier nicht eindeutig geklart werden, wobei sich

in dieser Gruppe die individuellen Unterschiede starker bemerkbar machen, die
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wiederum auf einer hoheren individuellen Bewegungsaktivitat (DEACON und ARENDT,
1994) beruhen konnten.

In der Gruppe der mannlich-kastrierten Tiere weisen beide Gruppen am ersten
Untersuchungstag ein einander ahnliches Melatoninprofil auf. Ebenso tritt sowohl in
der bei 470 Lux, als auch in der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe der mannlich-
kastrierten Tiere ein Konzentrationsmaximum in der Nacht auf. Im Gegensatz zu den
weiblichen Tieren erreichen bei den kastrierten mannlichen Tieren die bei 250 Lux
gehaltenen Tiere am ersten Untersuchungstag eine hdohere Melatoninkonzentration
als die bei 470 Lux gehaltenen Tiere. Dies steht in Einklang mit Aokl et al. (1998), die
nach nachtlicher Lichtexposition eine von der Lichtintensitat sowie der
Expositionsdauer abhangige Suppression der Speichelmelatoninkonzentration
zeigen konnten. Am zweiten Untersuchungstag haben schlieBlich die bei einer
Lichtintensitat von 470 Lux gehaltenen mannlich-kastrierten Tiere, wie auch die bei
entsprechender Lichtintensitat gehaltenen weiblichen Tiere eine hohere Speichel-
melatoninkonzentration als die bei 250 Lux gehaltenen mannlich-kastrierten Tiere.
Welche Faktoren fir die Umkehrung dieses Verhaltnisses verantwortlich sind, kann
nicht geklart werden, jedoch zeigt sich, dass die Melatoninkonzentration im Speichel
leicht durch exogene Faktoren und auch durch individuelle Unterschiede beeinflusst
werden kann (RICE et al., 1995). In beiden Gruppen der kastrierten mannlichen Tiere
sind die Speichelmelatoninkonzentrationen nach Ausschluss der Transitionszeiten in
der Nacht hoher als am Tag. Dies zeigt, dass sich bei den mannlich-kastrierten
Tieren das Speichelmelatoninprofil sowie die absoluten Melatoninkonzentrationen
der Tiere kaum zwischen den beiden Lichtintensitaten unterscheiden und der
nachtliche Konzentrationsanstieg zwischen beiden Gruppen Ubereinstimmt.

Die mannlich-kastrierten Tiere zeigen nokturnale Melatoninprofile, wahrend bei den
weiblichen Tieren eher eine Tendenz zu diurnalen Profilen vorhanden ist. Des
Weiteren weisen die Speichelproben der mannlich-kastrierten Tiere unabhangig von
der Lichtintensitat nach Ausschluss der Transitionszeiten einen nachtlichen
Konzentrationsanstieg auf, was den Erwartungen hinsichtlich einer an den
Lichtverhaltnissen orientierten Melatoninrhythmik entspricht (MCINTYRE et al., 1987;
AoKI et al., 1998; KuBOTA et al., 2002), wahrend bei den weiblichen Tieren ebenfalls
unabhangig von der Lichtintensitat tagstber hdhere Konzentrationen auftreten.
Demnach kénnten im Speichel der Schweine geschlechtsabhangige Unterschiede in

der Ausbildung einer Tag/Nacht-Rhythmik bestehen. Diese Hypothese widerspricht
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jedoch den Ergebnissen von GOONERATNE et al. (2003), die in einer Studie an alteren
Menschen keinen Einfluss des Geschlechts auf das Speichel/Serum-Verhaltnis der

Melatoninkonzentration feststellen konnten.

2.3. Plasma/Speichel-Korrelation

Die Speichelmelatoninkonzentrationen der Versuchstiere sind meist signifikant hoher
als die zugehdrigen Plasmamelatoninkonzentrationen. Dieses Ergebnis steht in
deutlichem Widerspruch zu den bisherigen Veroffentlichungen (z.B. VAKKURI, 1985;
VAKKURI et al., 1985; MCINTYRE et al., 1987; LAAKSO et al., 1990; DEACON und
ARENDT, 1994; VouLTsios et al, 1997; KENNAWAY und VouULTSIOS, 1998;
GOONERATNE et al., 2003), die in Untersuchungen am Menschen stets hdhere
Plasma- als Speichelmelatoninkonzentrationen messen konnten. In diesen Studien
betrug die Speichelmelatoninkonzentration ca. 30% der in den Blutproben
gemessenen Konzentrationen, was dem Anteil des nicht an das Transportprotein
Albumin (CARDINALI et al., 1972 b) gebundenen freien Melatonins entspricht. Dartber
hinaus korrelierten Plasma-, bzw. Serum-, und Speichelmelatoninkonzentrationen
stets signifikant positiv miteinander, wahrend im Gegensatz dazu die Melatonin-
konzentrationen hier nur in einzelnen Tiergruppen sowie an einzelnen
Untersuchungstagen eine signifikante, aber stets negative Korrelation aufweisen. In
der Gesamtgruppe tritt nur am ersten Untersuchungstag eine signifikante Korrelation
der Plasma- und Speichelmelatoninkonzentrationen mit einem negativen Verlauf der
Regressionslinie auf. Dies zeigt sowohl, dass bei einer niedrigen Plasma-
melatoninkonzentration hohe Speichelmelatoninkonzentrationen auftreten konnen,
als auch, dass die Speichelmelatoninkonzentration trotz hoher Plasmawerte niedrig
bleibt. Dies stimmt mit den Ergebnissen von LAAKSO et al. (1990) Uberein, die bei der
Korrelation von menschlichen Speichel- und Serummelatoninkonzentrationen
feststellten, dass der Anteil der im Speichel messbaren Melatoninkonzentration mit
steigenden Serummelatoninkonzentrationen abnimmt. Darlber hinaus treten am
ersten Untersuchungstag tagsuber hohe Speichelmelatoninkonzentrationen und
niedrige  Plasmamelatoninkonzentrationen  auf, wahrend nachts niedrige
Melatoninkonzentrationen im Speichel und hohe Konzentrationen im Plasma
vorhanden sind, was zum Auftreten der negativen Korrelation geflhrt hat. Somit

scheinen die Speichelproben zur Dokumentation einer zirkadianen Melatonin-
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rhythmik zumindest unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen nicht mit
Plasmaproben vergleichbar zu sein. Diese Vermutung steht jedoch nach CARDINALI et
al. (1981) im Widerspruch zu anatomischen Befunden, da die sympathische
Innervation der Epiphyse sowie der Speicheldriisen Uber das Ganglion cervicale
craniale (SCG) erfolgt, und sich somit alle die Plasmamelatoninkonzentration
beeinflussenden Faktoren auch direkt auf die Speichelmelatoninkonzentration
auswirken sollten. Bemerkenswerterweise korrelieren Plasma- und Speichel-
melatoninkonzentrationen unter der Annahme des am zweiten Untersuchungstag
zunehmenden Stresses nicht mehr, sondern nur in dem am ersten Tag
weitestgehend ungestorten Zustand. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
Schweine aufgrund ihrer Stressanfalligkeit eine wiederholte Probennahme nicht
tolerieren. Daruber hinaus kdnnte sich am zweiten Untersuchungstag z.B. auch der
Schlafmangel des ersten Untersuchungstages noch bemerkbar machen, da wie z.B.
MISTLBERGER et al. (1997), ANTLE und MISTLBERGER (2000) und CHALLET et al. (2001)
feststellten, Schlafentzug den zirkadianen Rhythmus beeinflusst.

Des Weiteren treten Speichelmelatoninkonzentrationen von mehr als 4000 pg/ml nie
bei den mannlich-kastrierten Tieren auf, woraus sich in der Gesamtgruppe ein
deutlicher Einfluss des Geschlechts auf den Verlauf der Regressionslinie ergibt.
Auch die in der Gruppe der mannlich-kastriertenen Tiere fehlende signifikante
Korrelation der Speichel- und Plasmamelatoninkonzentrationen zeigt eine
Abhangigkeit der Korrelation der Gesamtgruppe von den Plasma/Speichel-Paaren
der weiblichen Tiere. Dies konnte infolge der zwischen den kastrierten mannlichen
und weiblichen Tieren identischen Lichtverhaltnisse wiederum auf einen Einfluss der
Kastration der mannlichen Versuchstiere hinweisen. Geschlechtsspezifische
Unterschiede scheinen einen deutlichen Einfluss auf die Korrelationen zu haben, da
weder bei der mannlich-kastrierten Versuchsgruppe, noch bei den unter
unterschiedlichen Lichtintensitaten untergebrachten mannlich-kastrierten Tieren
signifikante Korrelationen auftreten. Im Gegensatz dazu sind die Speichel/Plasma-
Korrelationen der weiblichen Versuchsgruppe, sowie den bei unterschiedlicher
Lichtintensitat von 470 Lux und 250 Lux gehaltenen weiblichen Tiere am ersten
Untersuchungstag signifikant negativ, und in der bei 250 Lux gehaltenen Gruppe der
weiblichen Tiere auch am zweiten Untersuchungstag signifikant. Dem gegenuber
konnten GOONERATNE et al. (2003) keinen Einfluss des Geschlechts auf die

Speichel/Plasma-Relation des Menschen feststellen.
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Nur bei hoher Lichtintensitat von 470 Lux treten hohe Speichelmelatonin-
konzentrationen von 4000 pg/ml auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass die
Speichelmelatoninkonzentration per se unter positivem Lichteinfluss steht. Dennoch
tritt weder in der bei 470 Lux, noch in der bei 250 Lux Lichtintensitat gehaltenen
Gruppe eine signifikante Korrelation der Speichel- und Plasmamelatonin-
konzentrationen auf, was darauf hinweist, dass die Lichtintensitat hier nur einen dem
Geschlecht untergeordneten Einfluss auf die Korrelation zu haben scheint.

Infolge der geringen Tierzahl (n=3 je Lichtintensitat und Geschlecht) ist der Einfluss
einzelner Speichelproben sehr hoch, und die statistische Gesamtaussagekraft der
Korrelationen entsprechend eingeschrankt; insbesondere auch deshalb, da die
Melatoninkonzentration im Speichel leicht durch exogene Faktoren (DEACON und
ARENDT, 1994) sowie auch durch individuelle Unterschiede beeinflusst werden kann
(RICE et al., 1995).
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3. Gesamtdiskussion

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung der HPLC-Methode zur Melatoninbestimmung
aus Plasma- und Speichelproben des Hausschweines und die Uberpriifung dieser
Untersuchungsmedien hinsichtlich der Korrelation ihrer Melatoninkonzentrationen.
Ein weiteres Ziel dieser Untersuchung war, die nur unter Anwendung von
Zwangsmalnahmen mogliche Blutprobengewinnung durch die minimal-invasive
Methode der Speichelprobengewinnung ersetzen zu kdnnen.

Die Vorteile der hier angewandten HPLC-Methode liegen in ihrer hohen Sensitivitat,
die bei einem Detektionslimit von 200 fm (BERTOLUCCI et al., 2003) die Messung der
Melatoninkonzentration in Plasma- und Speichelproben von Schweinen ermdglicht.
Weitere Vorteile, die diese HPLC-Methode insbesondere gegenuber der — in den
bisher veroffentlichten Studien Uber das porcine Melatonin angewandten -
radioimmunologischen Melatoninbestimmung (RIA) mit haufig mehrtagigem Protokoll
aufweist, liegen in dem optimierten und weniger zeitintensiven Extraktionsprotokoll.
Die Bearbeitung einer groflen Anzahl von Plasmaproben wird dadurch maoglich
(SibIQ, 2001). Die Wahrscheinlichkeit eines Melatoninverlustes wahrend der
Extraktion wird minimiert, und eine Kreuzreaktion der polyklonalen Antikorper mit
dem Melatonin chemisch ahnlichen Substanzen ausgeschlossen. Der Unterschied
der Sensitivitat zwischen der RIA und HPLC-Methode erklart mdglicherweise auch
die deutlichen Unterschiede zwischen den in der Literatur Uber Hausschweine
bekannten, mit RIA gemessenen Plasmamelatoninkonzentrationen, und den in
vorliegender Untersuchung uber HPLC gemessenen Konzentrationen, sowie
mdglicherweise auch die in vorliegender Untersuchung festgestellten
Einflussfaktoren der Lichtintensitat und des Geschlechts bzw. der Kastration.

Die Melatoninprofile im Plasma und Speichel der Versuchstiere unterscheiden sich
deutlich zwischen den beiden Untersuchungstagen. Da Melatonin in der Epiphyse
nicht gespeichert wird, sondern die Plasmamelatoninkonzentration die aktuelle
pineale Syntheserate wiedergibt (CARDINALI, 1981), weisen diese Ergebnisse darauf
hin, dass die Melatoninsynthese zumindest unter den hier gewahlten experimentellen
Bedingungen sehr storungsanfallig ist, und durch exogene, sowie endogene
Faktoren beeinflusst werden kann. Die Unterschiede zwischen den Plasma-

melatoninprofilen der beiden Untersuchungstage deuten auf einen Einfluss von
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Stress und eine Cortisol- und Noradrenalin-induzierte Stimulation der pinealen
Melatoninsynthese hin (SEGGIE et al., 1985; BENSON et al., 1986; ROOzEN et al.,
1995). Hinzu kommt, dass eine wiederholte Probengewinnung u.a. aufgrund eines
mdglicherweise genetisch bedingten Unterschieds im stressbedingten Noradrenalin-
anstieg (BENSON et al., 1986; ROSOCHACKI et al., 2000) unterschiedlich von den
Schweinen toleriert wird. Hinsichtlich der Existenz einer Rhythmik der Plasma-
melatoninkonzentrationen konnte die Lichtintensitat als wesentlicher Einflussfaktor
identifiziert werden. Die 250 Lux Versuchsgruppe weist am ersten Untersuchungstag
im Gegensatz zu der 470 Lux Versuchsgruppe keinen Tag/Nacht-Unterschied der
Plasmamelatoninkonzentration auf, was mit den Ergebnissen von GRIFFITH und
MINTON (1992), sowie MACK und UNSHELM (1997) uUbereinstimmt. Da die
Plasmamelatoninkonzentration der Tagproben bei 250 Lux signifikant hdher ist als
bei 470 Lux, scheint diese Lichtintensitat nicht ausreichend fur die Stallhaltung von
Schweinen zu sein. Da jedoch selbst bei einer Lichtintensitat von 470 Lux wahrend
der Tagphase keine vollstandige Unterdriickung der Melatoninsynthese erfolgt, ist
madglicherweise auch diese Lichtintensitat noch zu gering. Die Berlcksichtigung des
Geschlechts der Versuchstiere bei der Beurteilung der Lichtintensitat zeigt deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Existenz eines nokturnalen Melatoninprofils. Demnach
weisen ausschlieBlich die weiblichen bei 470 Lux gehaltenen Tiere ein nokturnales
Plasmamelatoninprofil auf, wahrend bei den mannlich-kastrierten Tieren kein
Melatoninprofil vorhanden ist. Dennoch erfolgt der Konzentrationsanstieg der
weiblichen 470 Lux Tiere vor Nachtbeginn, was auf eine unvollstandige
Synchronisation mit dem Lichtregime hinweist. Daneben sind die Melatonin-
konzentrationen der mannlich-kastrierten Tiere generell, und insbesondere wahrend
der Tagphase hdher als die, der bei jeweils identischer Lichtintensitat gehaltenen
weiblichen Tiere. Dies konnte darauf hinweisen, dass die kastrierten mannlichen
Tiere nicht mit dem Lichtregime synchronisiert sind, und ihnen somit eine zeitliche
Orientierung anhand der Melatoninrhythmik nicht mdglich ist. Diese fehlende
Rhythmik kénnte entsprechend den Ergebnissen von HERNANDEZ et al. (1990) auf
der kastrationsbedingten fehlenden Stimulation der pinealen Melatoninsynthese
durch Testosteronmangel, sowie der Umkehr der Tag/Nacht-Rhythmik der an der
Melatoninsynthese beteiligten Enzyme und sekundaren Botenstoffe (NAGLE et al.,
1974; KARASEK et al., 1987; RUDEEN und REITER, 1980) und der daraus
resultierenden Desynchronisation der Melatoninsynthese von der Nacht beruhen.
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Die Frage ob, und falls ja, ab welcher Lichtintensitat bei kastrierten mannlichen
Schweinen ein stabiles nokturnales Melatoninprofil auftritt, kann anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung nicht beantwortet werden, ist aber fiur
eine dem Tierschutz gerecht werdende Schweinehaltung von fundamentaler
Bedeutung. Die Forderung, in menschlicher Obhut gehaltenen Tieren anhand
geeigneter Lichtverhaltnisse im Stall die zeitliche Orientierung zu ermdglichen, ist im
Deutschen Tierschutzgesetzes (vom 25.05.1998) sowie der entsprechenden
Verordnung (Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung vom 25.10.2001) verankert. Da
in vorliegender Untersuchung neun von zwolf Tieren bei &aquatorialen
Lichtbedingungen keinen nokturnalen Melatoninrhythmus aufweisen, ist eine
Lichtintensitat von 250 Lux nicht ausreichend. Demzufolge muss auch die in der
bisherigen Schweinehaltungsverordnung (vom 18.02.1994) geforderte Mindest-
lichtintensitat von 50 Lux Uber mindestens acht Stunden taglich als unzureichend
beurteilt werden. Da diese Verordnung derzeit aulRer Kraft gesetzt ist, sollte die
Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung, die bislang nur die Haltung und
Unterbringung von Kalbern und Legehennen regelt, um den Bereich der
Schweinehaltung erweitert werden. Darin sollten dann auch die Anforderungen an
die Mindestlichtintensitat erneuert werden. Die erforderliche Mindestlichtintensitat
sollte deshalb in einer zukunftigen Untersuchung mit der HPLC-Methode an einer
grélReren Tierzahl Gberpriuft werden.

Im Gegensatz zum Plasma konnten die dem Speichelmelatoninprofil zugrunde
liegenden Ursachen nicht eindeutig geklart werden. Auch im Speichel treten
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungstagen auf, was darauf
hinweist, dass auch das Speichelmelatoninprofil unter den gewahlten Versuchs-
bedingungen nicht stabil ist und leicht durch exogene (Licht etc.) oder endogene
Faktoren (z.B. Catecholamine) beeinflusst werden kann. Der Konzentrationsverlauf
des ersten Untersuchungstages =zeigt ein der Plasmamelatoninkonzentration
entgegengesetztes Profil. Demnach stellt sich die Frage, ob diese beiden
Untersuchungsmedien trotz identischer Innervation der beiden Syntheseorte
(CARDINALI et al., 1981) ein unterschiedliches Konzentrationsprofil aufweisen durfen.
Hinsichtlich des Speichels bleibt allerdings zu berucksichtigen, dass er — im
Gegensatz zum Plasma — in direktem Kontakt zu der AulRenwelt steht, und daher
zahlreichen exogenen Einflissen ausgesetzt sein kann. Hierzu zahlen unter

anderem die Futteraufnahme und die damit verbundene Gefahr, die Speichelproben
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durch in der Maulhdhle verbliebene Futterreste zu kontaminieren (MCINTYRE et al.,
1987), oder die in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme wechselnde
Speichelzusammensetzung und dessen Konsistenz (KNOLL et al.,, 1984). In
Bestandteilen des hier verfutterten Mischfutters konnten HATTORI et al. (1995) und
TAN et al. (2003) Melatonin nachweisen. Daneben wird die Speichelmenge von der
Menge der Wasseraufnahme beeinflusst, welche ihrerseits auch mit dem
Aktivitatsrhythmus der Tiere in Verbindung steht (INGRAM und DAUNCEY, 1985). Des
Weiteren kann die Speichelsekretion auch durch die Gefuhlslage beeinflusst werden
(GEMBA et al., 1996). Infolge der Vielzahl an potentiellen, sowohl exogenen, als auch
endogenen Einflussfaktoren, die anhand der vorliegenden Daten weder eingegrenzt,
noch sicher ausgeschlossen werden kénnen, kann das Speichelmelatoninprofil nicht
erklart werden. Die Profilunterschiede deuten jedoch darauf hin, dass das
Speichelmelatoninprofil per se unter positivem Lichteinfluss zu stehen scheint, und
dass sich die Profile der mannlich-kastrierten, und der weiblichen Tiere deutlich
voneinander unterscheiden. Einen weiteren Einfluss auf die Speichelmelatonin-
konzentration konnte nach DEACON und ARENDT (1994) auch die Korperhaltung
haben. Uber die Melatoninrhythmik im Speichel beim Schwein sind bislang noch
nicht genugend Informationen vorhanden. Insbesondere die Abwesenheit von
Melatonin abbauenden Enzymen, die durch VAKKURI (1985) postuliert wurde, steht im
Widerspruch zu der hier dokumentierten Umkehr der Speichelmelatoninrhythmik
gegenuber den Plasmaproben. VAKKURI (1985) inkubierte Serum-, Speichel- und
Urinproben Ubernacht bei Raumtemperatur und im Eisbad. Dabei konnte er keine
Unterschiede zwischen den Melatoninkonzentrationen der beiden Temperaturen
feststellen. Eigene Untersuchungen wiesen nach Inkubation bei Kérpertemperatur
jedoch auf Konzentrationsunterschiede zwischen Tag- und Nachtproben gegenlber
nicht inkubierten Kontrollproben hin, was moglicherweise fur die Anwesenheit von
Melatonin abbauenden Enzymen, sowie eine von der Tageszeit abhangige
enzymatische Aktivitatsrhythmik sprechen konnte. Unter der Annahme der
Hypothese eines enzymatischen Melatoninabbaus im Speichel durch Enzym(e) mit in
der Nachtphase auftretendem  Aktivitatsmaximum ware der nachtliche
Konzentrationsriuckgang in den Speichelproben erklarbar. Daruber hinaus konnte der
Konzentrationsanstieg wahrend der Tagphase wiederum auf der Anreicherung des in

den Speichel gelangenden Melatonins infolge fehlender enzymatischer
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Abbauaktivitat beruhen. Ob sich diese Hypothese bewahrheitet, muss in zukunftigen
Untersuchungen Uberpruft werden.

Die Melatoninkonzentrationen der Plasma- und Speichelproben der Versuchstiere
weisen groftenteils signifikante Konzentrationsunterschiede auf, die entgegen der
bisherigen Veroffentlichungen (VAKKURI, 1985; MCINTYRE et al., 1987; KENNAWAY und
VouLTsios, 1998; GOONERATNE et al., 2003) hohere Speichel- als Plasma-
melatoninkonzentrationen ergaben. Darlber hinaus treten nur in einigen
Versuchsgruppen signifikante, sowie stets negative Korrelationen auf, die mit
Ausnahme der weiblichen 250 Lux Gruppe stets nur am ersten Untersuchungstag
vorhanden sind. Dies zeigt, dass die Speichelmelatoninkonzentration nicht die im
Plasma vorhandene Melatoninkonzentration wiederspiegelt, und Plasmaproben zur
Bestimmung des Lichtbedarfs von Schweinen nicht durch die minimal-invasive
Gewinnung von Speichelproben ersetzt werden konnen, was mit REITER und TAN
(2003) Ubereinstimmt.
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4. Schlussfolgerungen

Anhand der hier etablierten HPLC-Methode ist die Bestimmung der
Melatoninkonzentrationen aus Plasma- und Speichelproben des Hausschweines,
und der Nachweis eines Konzentrationsverlaufes moglich. Diese Methode bietet
daruber hinaus auch die Moglichkeit, Melatonin aus Futterproben nachzuweisen und
ist damit flexibel einsetzbar.

Bei einer Lichtintensitat von 250 Lux wahrend der Tagphase erfolgt keine
Unterdrickung der pinealen Melatoninsekretion, wodurch die physiologischen, durch
den Tag/Nacht-Wechsel gesteuerten rhythmischen Konzentrationsanderungen der
systemischen Hormonkonzentration entfallen, und den Tieren anhand der
Stallbeleuchtung keine Unterscheidungsmaglichkeit zwischen Tag und Nacht
geboten wird. Die Ergebnisse zeigen darlber hinaus, dass auch eine Lichtintensitat
von 470 Lux nicht ausreicht, um die Melatoninsynthese wahrend der
Lichtanwesenheit vollstandig zu unterdricken. Da diese Lichtintensitaten mehr als
das Funffache der derzeit auRer Kraft gesetzten Schweinehaltungsverordnung (vom
18.02.1994) geforderten Mindestlichtintensitat betragen, sollten zukulnftige
Untersuchungen die tatsachlich erforderliche Mindestlichtintensitat an einer groReren
Tierzahl mittels HPLC-Methode erneut kritisch Uberprufen. Die Mindestlichtintensitat
bei der Stallhaltung von Schweinen sollte erneuert werden und in die bislang nur die
Haltung und Unterbringung von Kalbern und Legehennen regelnde Tierschutz-
Nutztierhaltungsverordnung (vom 25.10.2001) integriert werden. Hierbei sollte
insbesondere das Geschlecht der untersuchten Tiere berucksichtigt werden, da das
Plasmamelatoninprofil sowie die Melatoninkonzentrationen durch die Kastration der
mannlichen Schweine beeinflusst, sowie vom Lichtwechsel desynchronisiert zu
werden scheinen.

Die Melatoninkonzentrationen der Speichelproben sind nicht mit den
Melatoninkonzentrationen der Plasmaproben korreliert. Somit kann die bei
Schweinen unter Praxisbedingungen nur unter Anwendung von Zwangsmalflinahmen
mogliche Blutprobenentnahme zur Melatoninbestimmung nicht durch die minimal-
invasive Speichelprobengewinnung ersetzt werden.

Besondere Vorsicht ist in Bezug auf das experimentelle Design zuklnftiger

Untersuchungen angebracht.  Melatoninkonzentrationen und  Profile der
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Versuchstiere wurden bei der haufigen und mehrtagigen Probengewinnung derartig
beeinflusst, dass die Daten der beiden Untersuchungstage nur getrennt analysiert
werden konnten. Demnach scheint das Stressgeschehen einen deutlichen Einfluss
auf die Melatoninprofile zu haben, was letztlich hinsichtlich der Auswahl reinrassiger
und weniger stressempfindlicher Versuchstiere in zukinftigen Untersuchungen zu
berucksichtigen ware. In diesem Zusammenhang waren auch die Bestimmung der
Stressparameter (z.B. Cortisol, Noradrenalin, Adrenalin) und die telemetrische
Erfassung von Aktivitat und Herzfrequenz sinnvoll. Dariber hinaus sollte sowohl der
potentielle Nutzen einer Isolation der Tiere durch Einzelhaltung, als auch der eines
limitierten Futterzugangs kritisch beurteilt werden, da sie das speziesspezifische
Verhalten der Tiere deutlich einschranken.

Die Ergebnisse dieser anhand der HPLC-Methode durchgefihrten Untersuchung
lieferten Anhaltspunkte dafur, dass eine Lichtintensitat von 250 Lux unter dem
Aspekt einer lichtsupprimierten nokturnalen Melatoninrhythmik aus

Tierschutzgrinden als zu gering fur die Stallhaltung von Schweinen zu beurteilen ist.
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VI. Zusammenfassung

Die Existenz einer Melatoninrhythmik des Hausschweines unter dem Einfluss der
Lichtintensitat wurde in der Literatur kontrovers diskutiert. Verantwortlich fur die
unterschiedlichen Ergebnisse durften die teilweise ungeeigneten RIA-Methoden sein.
Bislang existieren keine Untersuchungen, die eine nicht-immunologische
Nachweismethode fir Melatonin bei Schweinen beschreiben.

Das Ziel dieser Arbeit war deshalb die Etablierung einer HPLC-Methode zur
Melatoninbestimmung aus Plasma- und Speichelproben des Hausschweines und die
Uberprifung dieser Untersuchungsmedien hinsichtlich der Korrelation ihrer
Melatoninkonzentrationen. Ein weiteres Ziel dieser Untersuchung war die bei
Schweinen nur unter Anwendung von Zwangsmalinahmen mogliche
Blutprobenentnahme zur Melatoninbestimmung durch die minimal-invasive
Speichelprobengewinnung ersetzen zu kdnnen.

Die Untersuchungen wurden an zwolf Schweinen im Alter von 14 Wochen
durchgefuhrt, die unter standardisierten Bedingungen bei einem aquatorialen
Lichtregime (LD 12:12) einzeln gehalten wurden. Die Lichtintensitaten betrugen
wahrend der Tagphase 250 Lux bzw. 470 Lux, und wahrend der Nachtphase
maximal 1,0 Lux. Blut- und Speichelproben wurden an zwei nicht aufeinander
folgenden Untersuchungstagen in dreistundigen Intervallen Uber je 24 Stunden
entnommen. Die Proben wurden nach Chloroformextraktion Uber ein HPLC-System
analysiert und ihre Melatoninkonzentrationen durch den Vergleich der
Retentionszeiten mit jenen authentischer Standards mit einer bekannten
Melatoninkonzentration bestimmit.

Die HPLC-Methode ist sowohl zur Melatoninmessung in Plasma-, als auch in
Speichelproben anwendbar und zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivitat
(Messbereich: 56 pg/ml — 14 400 pg/ml) aus, die eine sichere Melatoninbestimmung
auch aus Tagproben ermdglicht. Die Ergebnisse der Plasmamelatoninbestimmung
zeigten bei einer Lichtintensitat von 250 Lux identische Konzentrationen der Tag-
und der Nachtproben, was auf eine fehlende Unterdrickung der pinealen
Melatoninsekretion wahrend der Tagphase hinweist. Ein Anstieg der
Melatoninkonzentration wahrend der Tagphase konnte auch durch eine

Lichtintensitat von 470 Lux nicht vollstandig unterdriickt werden. Dies bedeutet, dass
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die durch den  Tag/Nacht-Wechsel gesteuerten Unterschiede  der
Hormonkonzentration bei einer Lichtintensitat von 250 Lux fur die Schweine nicht
ausreichten, um zwischen Tag und Nacht unterscheiden zu kdnnen. Die Ergebnisse
zeigten signifikant niedrigere Melatoninkonzentrationen der Tagproben der bei 470
Lux gehaltenen Gruppe, was auf eine starkere lichtinduzierte Suppression hindeutet,
aber aufgrund einer unvollstandigen Synchronisation mit dem Lichtregime ebenfalls
als noch nicht ausreichend zu beurteilen ist. Die Ergebnisse wiesen dartber hinaus
deutliche Unterschiede zwischen den Plasmamelatoninprofilen weiblicher und
kastrierter mannlicher Tiere auf. Fur die Speichelmelatoninkonzentrationen konnte
keine Korrelation mit den Plasmamelatoninkonzentrationen nachgewiesen werden.
Aus diesem Grund kdnnen Blutproben zur Melatoninbestimmung nicht durch weniger
belastende, minimal-invasive Speichelproben ersetzt werden.

In zukunftigen Untersuchungen sollte deshalb unter Anwendung der HPLC-Methode
festgestellt werden, bei welcher Lichtintensitat Schweine ein mit dem Lichtregime
synchronisiertes nokturnales Melatoninprofil ausbilden kdénnen, um unter
Tierschutzaspekten den Tieren bei ganzjahriger Stallhaltung ausreichende
Lichtverhaltnisse bieten zu kdnnen. Hierbei sollten insbesondere die Auswirkungen
eines potentiellen Einflusses der unter anderem mit einer frequenten
Probengewinnung verbundenen Stressbelastung der Tiere auf die Stimulation der
Melatoninsynthese, sowie potentielle Geschlechtsunterschiede (bzw. der Einfluss

einer Kastration) berucksichtigt werden.
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VIl. Summary

Investigation on the melatonin rhythm of the domestic pig (Sus

scrofa f. domestica) using a newly developed HPLC-method

The existence of a melatonin rhythm in the domestic pig with respect to the light
intensity has been discussed controversally. These controversial results are caused
in part by inappropriate RIA methods. Until now, there are no published results
describing non-immunological identification of melatonin in the domestic pig.
Therefore, the main-objective of this study was to establish a HPLC method for the
determination of melatonin in plasma and saliva samples of domestic pigs and to
examine the correlation of the melatonin concentration of these two specimens.
A further aim of this study was the possible replacement of blood sampling which
requires the restraint of the animal by minimally invasive saliva sampling.

The study was conducted on 12 domestic crossbred pigs aged 14 weeks (6 gilts,
6 barrows), which were housed in single pens under standardized conditions and
under an equatorial lightregime (LD 12:12). Photophase light intensities were set in
two groups with 250 lux and 470 lux, scotophase light intensities were below 1,0 lux.
Blood and saliva samples were collected over a period of 24 hours on two non-
successive days with sampling intervalls of 3 hours. Following chloroform extraction,
samples were analyzed by a HPLC system. ldentification and quantification of
melatonin were achieved by comparing the retention times with those of authentical
standards containing a known melatonin concentration.

Results of this study showed that the HPLC method is appropriate for the
determination of melatonin concentrations of both plasma and saliva samples and
comprises a remarkably high sensitivity, which allows a reliable measurement of
melatonin concentrations even in photophase samples. Results revealed identical
concentrations of both photophase and scotophase melatonin concentrations at a
light intensity of 250 lux, indicating a lack of suppression of pineal melatonin
secretion during photophase. This indicates that differences in hormone
concentrations driven by day/night-changeovers were not sufficient for pigs to
differenciate between day and night at a light intensity of 250 lux. Results also

showed significantly lower photophase melatonin concentrations at a light intensity of
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470 lux, compared to 250 lux. This indicates a stronger light-induced melatonin
supression, not being able to synchronize melatonin secretion to the lightregimen
completely and therefore may have been assessed as insufficient by the animals.
Furthermore, results showed clear differences in the melatonin profiles of castrated
male and intact female pigs. There was no correlation of salivary and plasma
melatonin concentrations. Therefore blood samples cannot be replaced by minimal-
invasive saliva samples.

Further studies should be done to investigate the light intensity, which entrains the
synchronisation of the melatonin profile to the lightregime. This could be done by
using this highly sensitive HPLC method to assess the photic demands of domestic
pigs kept in indoor piggeries. Particular attention should be given to the
consequences of a potential effect of a stress-load on the animals and its stimulating
effects on the synthesis of melatonin, as well as potential sex differences induced by
gonadectomy.
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