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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Sicherheit und den Effekt einer Melatonintherapie auf
den Glukosestoffwechsel und zirkadiane Rhythmen zu untersuchen. Dabei sollten die Fragen geklart
werden, ob durch eine 12-wdchige Melatonineinnahme das um bis zu flinffach erhéhte Risiko von
Nachtschichtarbeitern an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken, reduziert sowie die Phasenlage des
zirkadianen Rhythmus positiv  beeinflusst werden konnen (Pietroiusti et al.,, 2010).
In vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass Melatonin den HbAlc-Wert von Diabetes

mellitus Typ 2 Patienten signifikant reduzieren kann (Garfinkel et al., 2011).

Es wurden 24 Nachtschichtarbeitern untersucht und mit 12 gesunden Nicht-Nachtschichtarbeiter
verglichen. Die Nachtschichtarbeiter wurden dafiir an drei Zeitpunkten; vor und nach der
Behandlungsphase sowie nach der Auswaschphase, im Rahmen von 24h-Visiten untersucht. Bei jeder
Visite wurden unter anderem ein oraler Glukosetoleranztest durchgefiihrt, Routine-
Blutuntersuchungen vorgenommen, 24h-Profile von Biomarkern (Melatonin und Cortisol), vom
Blutdruck sowie von Parametern der GefaRfunktion erstellt und anthropometrische Untersuchungen

durchgefihrt.

Nach der 12-wochigen, zeitlich gerichteten Behandlung mit einmal taglich 2 mg Melatonin, konnte
kein Effekt auf den Glukosestoffwechsel und der Phasenlage des zirkadianen Rhythmus festgestellt
werden. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit Melatonin und mit dem Placebo
behandelten Studienteilnehmer. Die 12-woéchige Melatonintherapie wurde dabei als sicher bewertet.
Beim Vergleich der Nachtschichtarbeiter mit den Nicht-Nachtschichtarbeitern konnten Trends hin zu
einem besseren Zustand des Glukosestoffwechsels der Nicht-Nachtschichtarbeiter festgestellt
werden. Die Phasenlage des zirkadianen Rhythmus scheint bei den Nachtschichtarbeitern um etwa

zwei Stunden nach hinten verschoben zu sein.

Ein Zeitraum von 12 Wochen ist fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 zu kurz. Damit
bleibt ein moglicher praventiver Langzeit Effekt des Melatonins auf die Entwicklung eines Diabetes
mellitus Typ 2 unklar. In dieser Studie wurden ausschlieRlich gesunde Probanden ohne Stérung des
Glukosestoffwechsels betrachtet. Ein positiver Effekt von Melatonin auf den Glukosestoffwechsel
wurde allerdings bisher nur in Patienten beobachtet, bei denen bereits eine Stérung vorlag. Ein Effekt
auf die Phasenlage des zirkadianen Rhythmus wurde ebenfalls nicht festgestellt. Hierflir hatte die

Melatonineinnahme in Abhéngigkeit des DLMOs (Dim light melatonin onset) erfolgen missen.

1



Abstract

2 Abstract

The aim of this study was to investigate the safety and effect of melatonin therapy on glucose
metabolism and circadian rhythms. The aim was to clarify whether 12 weeks of melatonin intake
could reduce the risk of night shift workers suffering from diabetes mellitus type 2, which is up to five
times higher, and positively influence the phase of the circadian rhythm (Pietroiusti et al., 2010).
In previous studies it has already been shown that melatonin can significantly reduce the HbAlc

value of diabetes mellitus type 2 patients (Garfinkel et al., 2011).

24 night shift workers were examined and compared with 12 healthy non-night shift workers. The
night shift workers were examined at three points in time; before and after the treatment phase as
well as after the washout phase, within the framework of 24-hour visits. At each visit, an oral glucose
tolerance test was performed, routine blood tests were performed, 24h profiles of biomarkers
(melatonin and cortisol), blood pressure and parameters of vascular function were established and

anthropometric tests were performed.

After 12 weeks of treatment with 2 mg melatonin once daily, no effect on glucose metabolism and
circadian rhythm phase was observed. There were no significant differences between participants
treated with melatonin and those treated with placebo. The 12-week melatonin therapy was
evaluated as safe. When night shift workers were compared with non-night shift workers, trends
towards a better state of glucose metabolism among non-night shift workers were observed. The
phase of the circadian rhythm seems to have been shifted back about two hours in the case of night

shift workers.

A period of 12 weeks is too short for the development of diabetes mellitus type 2. Thus, a possible
preventive long-term effect of melatonin on the development of diabetes mellitus type 2 remains
unclear. In this study, only healthy volunteers without glucose metabolism disorders were
considered. However, a positive effect of melatonin on glucose metabolism has so far only been
observed in patients who already had a disorder. An effect on the phase position of the circadian
rhythm was also not observed. For this purpose, melatonin intake should have been dependent on

the DLMO (dim light melatonin onset).




Einleitung Nachtschichtarbeit — Zahlen und Fakten

3 Einleitung

3.1 Nachtschichtarbeit — Zahlen und Fakten

In Deutschland gibt es etwa drei Millionen Menschen, die regelmalig nachts arbeiten. Das statisti-
sche Bundesamt definiert Nachtarbeit als Arbeit, die zwischen 23:00 und 06:00 Uhr ausgefiihrt wird.
Damit ist ein unter diesen Bedingungen arbeitender Mensch dazu gezwungen, zu arbeiten, wenn es
die Umweltbedingungen vorsehen zu schlafen, und umgekehrt zu schlafen, wenn die Bedingungen es

vorsehen, wach und aktiv zu sein (Statistisches Bundesamt, 0.D.).

Manner arbeiten dabei haufiger nachts als Frauen. So sind (iber zwei Drittel der Nachtschichtarbeiter
mannlich und Uberwiegend im mittleren Lebensalter. Nachtarbeit findet in verschiedenen
Wirtschaftszweigen statt und ist fir das Aufrechterhalten und Gewaihrleisten des heutigen
Lebensstandards unabdingbar. Besonders haufig fallt Nacht- oder Abendarbeit (Arbeiten zwischen
18:00 und 23:00 Uhr) dabei im Gastgewerbe, im Gesundheitswesen oder auch in der Landwirtschaft

an, wie in der folgenden Abbildung 3-1 dargestellt (Statistisches Bundesamt, 2010).

Erwerbstatige in Abend- und Nachtarbeit nach Wirtschaftszweig 20089,
in %

abends nachts

53,2
Gastgewerbe 15.5

(Fach-)Einzelhandel 21
Gesundheits-, Veterinar- 36,2
und Sozialwesen 14,7

Land und Forst- 33,1
wirtschaft, Fischerei 51

30,5
Verkehr 188

Verarbeitendes 252
Gewerbe 13,2

Bergbau, Gewinnung 24,6
von Steinen und Erden 19.6
Kredit und 209
Versicherungsgewerbe 05

Offentliche Verwaltung 75 134

Baugewerbe 12 9.6

258
Gesamt 8.3

© Statistisches Bundesamt, Wiesbaden 2010

Abbildung 3-1: Anteil der Erwerbstdtigen in Abend- und Nachtschichten nach
Wirtschaftszweigen im Jahr 2009 in Prozent (Statistisches Bundesamt, 2010).




Zirkadianer Rhythmus beim Menschen Einleitung

Arbeiten zu Uublichen Schlafenszeiten und damit einem unnatirlichen Schlaf/Wach-Rhythmus
ausgesetzt zu sein, birgt fiir den einzelnen Nachtschichtarbeiter und sein soziales Umfeld
verschiedene Probleme bzw. Herausforderungen. Dazu gehoéren gestorte familidare und soziale Bezie-
hungen oder gestorte biologische Rhythmen bzw. Prozesse und Schlafstorungen (Seibt et al., 2006).
Um die Folgen von Nachtarbeit auf den Glukosestoffwechsel und biologische Rhythmen geht es in
der vorliegenden Arbeit. Die Vergabe des Nobelpreises fir Physiologie und Medizin 2017 an die drei
US-Wissenschaftler Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash und Michael W. Young fiir ihre Arbeit an der

inneren Uhr zeigt dabei die Relevanz des Themas (Nobel Media AB, 0.D.).

3.2 Zirkadianer Rhythmus beim Menschen

Der Begriff ,zirkadian“ wird im Pschyrembel folgendermaBen definiert: ,Tagesrhythmisch, den
biologischen 24-Stunden-Rhythmus betreffend, Uber den ganzen Tag verteilt” (Pschyrembel
et al., 2002). Das Wort ,zirkadian“ ldsst sich aus dem Lateinischen ableiten mit ,circa” fur rings-
um/uber und ,dies” flir Tag. Der Wortgeber ist 1959 Franz Halberg gewesen (Halberg und Stephens,
1959). Franz Halberg war es auch, der 1962 erstmals von zirkadianen Systemen und Rhythmen
sprach. So seien Zellen, Gewebe, Organe und Organismen zirkadiane Systeme, sofern sie, angepasst
an 3uBere Bedingungen, rhythmische Anderungen im Laufe eines 1-Tages-Zyklus aufweisen.
Der Mensch oder einzelne physiologische Funktionen verfiigen also Uber endogene Perioden (Hal-
berg, 1963). Zyklisch rhythmische Prozesse lassen sich nach Halberg (1969) tiber folgende Eigenschaf-
ten charakterisieren: die Zeitkonstante (Tau), die Phasenlage (Peak- und Tal-Zeit), die Amplitude und
das mittlere Niveau, um welches sich die zeitlichen Veranderungen manifestieren (Halberg, 1969).

Ein beispielhafter zyklischer, periodischer Prozess ist in der folgenden Abbildung 3-2 dargestellt.

Periode

Amplitude

Phase

Abbildung 3-2: Zyklischer, periodischer Prozess. Ein zyklisch periodisierender
Prozess ldsst sich (iber seine Periodenldnge, die Ldnge seiner Phase sowie die Hohe
seiner Amplitude charakterisieren.
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Aus Isolationsexperimenten von Jirgen Aschoff ist bekannt, dass der zirkadiane Rhythmus auch ohne
dullere Synchronisierungsbedingungen, unter sogenannten Freilaufbedingungen, besteht. Dann lauft
der zirkadiane Rhythmus allerdings nicht mit einer Periodenlange von 24 Stunden, sondern davon
abweichend mit einer Periodenldnge von ca. 25 Stunden (Aschoff, 1965). Der endogene, unter
Isolationsbedingungen bestehende zirkadiane Rhythmus ist also um etwa eine Stunde langer, als ein
Tag (Aschoff, 1965). Wer oder was fihrt also dazu, dass sich der endogene, 25 Stunden dauernde

zirkadiane Rhythmus an die geophysikalische Lange eines Tages von 24 Stunden anpasst?

Es sind die sogenannten ,Zeitgeber”. Zeitgeber sind exogene UmweltgrélRen, in erster Linie Licht,
aber auch Aktivitat, Mahlzeiten oder soziale Kontakte, die auf den Organismus reizwirksam sind und
den Organismus dadurch an periodisierende Umweltbedingungen anpassen (Aschoff, 1954).
Auf diese Weise werden zum Beispiel das Einschlafen und Aufwachen mit der Tageszeit
synchronisiert (Albrecht, 2001). Durch Manipulation bzw. Verdnderungen exogener UmweltgrofRen
kann es zu Verschiebungen bzw. Desynchronisierung verschiedener Funktionen innerhalb einer
Periodik kommen (Halberg, 1963). Dabei spielt das AusmaR und die Art der Manipulation eine
wichtige Rolle bei der erneuten Synchronisation der physiologischen Periodik zur Umweltperiodik

(Aschoff, 1962).

Diese Erkenntnisse haben noch ihre Giltigkeit. Allerdings kennen wir mittlerweile die mechanisti-
schen Hintergriinde genauer. So wissen wir heute, dass zirkadiane Rhythmen eine genetische
Grundlage haben. An der Regulierung rhythmischer Prozesse beteiligte Gene lassen sich zum einen
im zentralen Nervensystem, zum anderen in peripheren Geweben, wie zum Beispiel Haut und
Schleimhaut finden (Weaver, 1998; Bjarnason et al., 2001). Dem entsprechend wird zwischen einer

zentralen Master Clock und einer peripheren Clock unterschieden.

3.2.1 Zentrale Taktgeber (Master Clock)
Die zirkadiane Rhythmik vieler physiologischer Prozesse, wie der Schlaf/Wach-Zyklus, die Produktion
von Hormonen, die Thermoregulierung oder die Verdauung, werden zentral durch den zentralen
Taktgeber (Master Clock) auf selbsterhaltende Art und Weise kontrolliert. Das zentrale System im
Gehirn beruht dabei auf mehreren Oszillatoren. An oberster Stelle steht der suprachiasmatische Kern
(suprachiasmatic nucleus, SCN) (Smolensky et al., 2016). Dieser priméare, zentrale Taktgeber ist
oberhalb der Sehnervkreuzung (chiasma opticum) im Hypothalamus lokalisiert und stellt damit die

oberste Instanz des hierarchischen zirkadianen Systems dar (Reppert und Weaver, 2001).




Zirkadianer Rhythmus beim Menschen Einleitung

Die Besonderheit des SCNs besteht darin, duBere Signale (Licht bzw. Dunkelheit) direkt von der
Retina Uber den retino-hypothalamischen Trakt zu empfangen, in einen Rhythmus zu (bertragen,
diesen Rhythmus zu erhalten und an andere Zellen im Koérper (periphere Uhren) weiterzugeben.
Die Aufgabe des zentralen Taktgebers besteht damit darin, physiologische Prozesse mit duReren
Bedingungen zu synchronisieren. Die Signalkaskaden erfolgen dabei auf verschiedenen (neuronalen),

direkten oder indirekten Wegen (Welsh et al., 2010).

Auf den genauen Mechanismus und die Regulation auf genetischer und molekularer Ebene soll in
dieser Arbeit nicht ndher eingegangen werden, da diese nicht von Bedeutung fiir das Verstandnis der
vorliegenden Arbeit sind. Bedeutend fiir diese Arbeit ist allerdings der Zusammenhang zwischen Licht

und Melatoninsynthese bzw. -Ausschiittung, dies ist unter dem Abschnitt 3.3 zu finden.

3.2.2 Periphere Uhren
Nahezu jede Zelle von Saugetieren verfligt liber eine molekulare Uhr und ist somit Bestandteil des
zirkadianen Systems (Balsalobre et al., 1998; Stenvers et al.,, 2012). Zum Beispiel weisen im
menschlichen Fettgewebe etwa 25% der Gene einen zirkadianen Rhythmus in ihrer Expression auf

(Loboda et al., 2009).

Die Anwesenheit von zirkadianen, molekularen Systemen in peripheren Zellen und Geweben dient
der kontinuierlichen Synchronisation innerhalb eines Gewebes sowie mit anderen Geweben, um den
gesamten Organismus in einer stabilen inneren Phase zu halten. Um dies leisten zu kdnnen, missen
die einzelnen Zellen in der Lage sein, einen externen und/oder internen Stimulus aufzunehmen
(Input), die Information zu verarbeiten (Clock) und schliellich an andere Zellen weiterzugeben

(Output) (Eskin, 1979; Albrecht, 2012).
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Eine Ubersicht {iber das zirkadiane System zeigt die Abbildung 3-3.
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Abbildung 3-3: Uberblick iiber das zirkadiane taktgebende System. Aufere Reize, wie Licht,
werden vom SCN aufgenommen, verarbeitet und die Informationen an periphere Uhren weiterge-
leitet. Daneben werden von den peripheren Uhren ebenfalls dufSsere Reize, wie Zeitpunkt der
Mahlzeiten, aufgenommen, verarbeitet und weitergeleitet (Lévi et al., 2010).

3.2.3 Anpassung von peripherer und zentraler Uhr (Synchronisation)
Periphere und zentrale Uhr sind innerhalb des zirkadianen Systems kontinuierlich miteinander
verbunden. Dabei fungieren die einzelnen Einheiten auf den einzelnen hierarchischen Ebenen nach
dem oben beschriebenen Prinzip: Input — Clock — Output. Dieses Prinzip ist schematisch in der

folgenden Abbildung 3-4 dargestellt (Eskin, 1979).
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Abbildung 3-4: Anpassung von peripherer und zentraler Uhr. Externe Reize werden als Input von
den einzelnen Uhren aufgenommen. Die einzelnen Uhren verarbeiten diese Informationen und
geben sie untereinander als auch als internes Signal an Zielstrukturen weiter. Von den Zielstruktu-
ren gehen wiederum Feedback-Informationen zuriick an zentrale und periphere Uhren Auf diese
Weise wird unter anderem der Schlaf/Wach-Rhythmus gesteuert (Albrecht, 2012, modifiziert).
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AuRere Zeitgeber kénnen sich durch verschiedene Umstinde dndern und auseinanderlaufen oder
sich verschieben. Je nach vorliegender Art der Veranderung der ,Zusammensetzung” der dulleren
Zeitgeber, kann das flexible zirkadiane System des Menschen unterschiedlich reagieren bzw. es

kénnen verschiedene anpassende Reaktionen ausgeldst werden (Smolensky et al., 2016).

Tragheit der zirkadianen Uhr — Jetlag

Die Tragheit der zirkadianen Uhr offenbart sich besonders beim sogenannten Jetlag. Bei einem Flug
lber mehrere Zeitzonen kommt es zu einer plétzlichen Veranderung aller dulleren Zeitgeber, welche
jedoch zueinander gleichsinnig bleiben. Die innere und die dulRere Phase laufen dann um die Lange
der Zeitverschiebung zueinander verschoben. Die Anderung der duRerlichen Zeitgeber, und damit
der Einfluss auf den Organismus, bleiben aber in der folgenden Zeit konstant bestehen. Aufgrund der
selbst erhaltenden Eigenschaft der endogenen Regulation der inneren Uhr, erfolgt keine sofortige
Anpassung an die neuen &uReren Bedingungen. Je starker die Veranderung der &uReren
Bedingungen ist, desto langer braucht die innere Uhr, um sich an die neuen duReren Umstdande

anzupassen.

Dieses Phanomen wird als ,Tragheit” der inneren Uhr bezeichnet. Diese verzogerte Anpassung fihrt
dazu, dass die innere Uhr bei kleineren Veranderungen der duReren Einfliisse, zum Beispiel spateres

Zubettgehen am Wochenende, konstant gehalten wird (Smolensky et al., 2016; Zulley, 1994).

Desynchronisation — Zirkadiane Storung

Andern sich die duReren, zeitgebenden Bedingungen nicht gleichsinnig, oder bleiben ganz oder
teilweise aus, wird der Organismus in eine andere Situation als beim Jetlag versetzt und reagiert
entsprechend anders auf diese Reizanderungen. Dies kann zum Beispiel durch Schlafen oder Essen
zur falschen Tageszeit eintreten. Eine optimale Einstellung der inneren Phase mit den duferen
Bedingungen kann unter derartigen Voraussetzungen kaum eingehalten werden. Die Folge ist, dass
einzelne physiologische Funktionen auseinanderlaufen. In diesem Fall wird von einer

Desynchronisation gesprochen (Smolensky et al., 2016; Zulley, 1994).

Da die Einstellung der inneren Uhr mit den duBeren Bedingungen hauptsachlich durch Licht erfolgt,
ist die Desynchronisation bei Nachtschichtarbeitern, die wahrend den Nachtschichten
entgegengesetzt zu den duReren Bedingungen leben, besonders stark ausgepragt. Dies fiihrt dazu,
dass bei einem Nachtschichtarbeiter die innere Phase nicht mit der duferen, ,normalen” Phase
lbereinstimmt. Diese Storung der Phasenlage bei Nachtschichtarbeitern bleibt auch nach jahrelanger

Tatigkeit mit Nachtschichten bestehen. So zeigen Nachtschichtarbeiter, die langer als finf Jahre im
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Schichtdienst tatig sind, eine von 24 Stunden stark abweichende Zeitkonstante (Tau)

(Smolensky et al., 2016).

Chronotherapeutisches Vorgehen bei Desynchronisation durch Schichtarbeit

Die Chronotherapie ist eine Therapieform, bei der sich der Zeitpunkt der therapeutischen
Intervention nach dem zirkadianen Rhythmus richtet (Pschyrembel et al., 2002). Im Falle des
chronotherapeutischen Vorgehens bei Desynchronisation durch Nachtschichtarbeit stehen
verschiedenen Strategien zur Verfligung. Bei Nachtschichtarbeitern ist es die besondere
Herausforderung die Auswirkung wechselnder Schichtdienste (in der Regel Tag-, Spat- und Nacht-
dienste) an Tagesbeschaftigungen, wie Familie oder andere Aktivitdten, anzupassen. Eine Strategie
ist es dabei, die individuellen Schichtplane und den Wechsel der einzelnen Schichten moéglichst

glinstig zu gestalten (Smolensky et al., 2016; Reinberg und Smolensky, 2009).

Andere Strategien beruhen auf zirkadiane Interventionen, wie zum Beispiel der zeitlich gerichtete
Einsatz von Licht und/oder die zeitlich gerichtete Einnahme von Melatonin. Beide Strategien zeigen
in Studien eine Verbesserung in der Anpassung der zirkadianen Phasen (Crowley und Eastman, 2015;

Smolensky et al., 2016; Crowley et al., 2003).
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3.2.4 Chronotypen
Wie andere Eigenschaften, sind auch zirkadiane Eigenschaften des Menschen auf verschiedenen,
spezifischen Gene lokalisiert (Young und Kay, 2001). So ergeben sich auch fir die Eigenschaften der
freilaufenden Periode (Zeitkonstante) der endogenen inneren Uhr unterschiedliche Auspragungen
mit einen, fir den Menschen spezifischen, Mittelwert (Dijk und Lockley, 2002; Roenne-
berg et al., 2003; Sieck, 2002; Wever, 1979). Diese zirkadianen Unterschiede bleiben auch nach der
Synchronisation mit &uleren Zeitgebern bestehen, da die Phasenverschiebung zwischen
Morgengrauen und Aktivitatsbeginn von der individuellen, freilaufenden Zeitkonstante abhangt
(Roenneberg et al., 2003; Duffy et al., 2001; Roenneberg und Merrow, 2000). Daraus ergeben sich
verschiedene, genetisch basierte Verhaltensweisen, die als verschiedene Chronotypen, ,Eulen” und

,Lerchen”, angesehen werden kénnen (Roenneberg et al., 2003; Jones et al., 1999).

Nach den Autoren Horne und Ostberg (1976) lasst sich an Hand eines Selbstbewertungsfragebogen
der Chronotyp, Morningness oder Eveningness, ermitteln (Horne und Ostberg, 1976). Ein anderer
Fragebogen bestimmt den Chronotyp nach der mittleren Schlafzeit an freien Tagen (midsleep time on
freedays, MSF) (Roenneberg et al., 2003). Zavada et al. (2009) zeigten, dass beide Fragebbgen zur
Bestimmung des Chronotypes stark miteinander korrelieren (Zavada et al., 2009). Die auf beide
Weisen bestimmten Chronotypen zeigen jedoch keine signifikanten Unterschiede in den

anpassenden Reaktionen auf wechselnde Licht-Dunkelheit-Muster (Figueiro et al., 2014).
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3.3 Melatonin

Melatonin ist ein hormonaler Output des zentralen zirkadianen Systems, welches im Menschen
nachts ausgeschittet wird und damit taktgebende Signale fiir jedes Gewebe, welches dies als
Information verarbeiten kann, liefert (Mutschler et al., 2007; Dubocovich et al., 2010). Melatonin
wurde zuerst von dem amerikanischen Dermatologen Aaron B. Lerner (1920-2007) 1958 aus Rinder-
zirbeldrisen isoliert und charakterisiert. Lerner beschrieb das Hormon Melatonin damals als aktiven
Faktor, welches die Hautfarbe von Froschen durch die Aggregation von Melanin erhellen kann und
Melanozyten-stimulierende Hormone (MSH) inhibiert. Diese Eigenschaft und der mutmaRBliche
synthetische Ursprung des Melatonins aus Serotonin verlieh der neu entdeckten Substanz den

Namen ,Melatonin“ (Lerner et al., 1958).

3.3.1 Eigenschaften
Bei Melatonin handelt es sich um ein biogenes Amin (Tryptophanderivat). Damit hat Melatonin
sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften (Mutschler et al., 2007). Die L6slichkeit von
Melatonin in Wasser ist dabei etwa 14-mal hoéher als in Cyclohexan. Damit hat Melatonin ein hohes
Permeationsvermoégen und gehort der Klasse Il des biopharmazeutischen Klassifizierungssystems an

(Lee et al., 1997; Vlachou et al., 2006.)

Physiologie

Melatonin wird primar von der Zirbeldrise (Pineal Gland) synthetisiert und ausgeschittet (Ler-
ner et al., 1958). Die Synthese verlduft ausgehend vom Tryptophan, welches aus dem Blutkreislauf
aufgenommen wird, Gber Serotonin zum Melatonin (Klein und Moore, 1979). Die Ausschittung von
Melatonin wird dabei vom SCN unter dem Einfluss von Licht und Dunkelheit, als mafigeblichen
Zeitgeber, reguliert. Dabei ist die Ausschiittung von Melatonin in der Epiphyse dem SCN direkt
untergeordnet (Zawilska et al., 2009). Dadurch wird die néchtliche Melatoninausschiittung an den

Tag/Nacht-Rhythmus angepasst (Ma et al., 2016).

Eine Lichtintensitdt von 2000-2500 Lux fir zwei Stunden fihrt dabei zu einer vollstandigen
Unterdriickung der Melatoninausschiittung. Wohingegen Lichtintensitaten von 50-300 Lux nur zu

einer moderaten Unterdrickung der Ausschittung von Melatonin fihren (Bojkowski et al., 1987).
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Die Abbildung 3-5 zeigt schematisch die Ausschiittung von Melatonin aus der Zirbeldrise.
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Abbildung 3-5: Licht/Dunkel-abhéngige Ausschiittung von Melatonin aus der Zirbeldriise. Durch die Anwesenheit
von Licht, registriert durch das Auge, wird die Ausschiittung von Melatonin aus der Zirbeldriise gehemmt. Féllt diese

Hemmung durch die Abwesenheit von Licht weg, wird Melatonin aus der Zirbeldriise ausgeschiittet (Ma et al., 2016).

Nach der Ausschittung zirkuliert Melatonin in verschiedene Kompartimente und Gewebe (Claus-
trat et al.,, 2005). Die Zirbeldrise verfugt Uber keinen Melatoninspeicher, daher entspricht die im
Plasma gemessene Konzentration an Melatonin der Aktivitdt der Zirbeldrise (Claustrat et al., 2005;
Reiter, 1991). Kommt es allerdings zu einer néachtlichen Exposition von Licht in mindestens drei
aufeinanderfolgenden Nachten, entzieht sich die Melatoninausschiittung des inhibitorischen Effektes

von Licht und wird schrittweise zum Morgen hin verschoben (Thapan et al., 2001).

Sekundadre Quellen des Melatonins sind Retina, Haut, Darm, Thrombozyten, Knochenmark und
vermutlich noch weitere Organe. Dementsprechend lassen sich Melatoninrezeptoren in
verschiedenen, peripheren Organen, unter anderem in Inselzellen des Pankreas, finden (Mul-
der et al., 2009). Diese sekundiren Quellen des Melatonins haben allerdings keinen signifikanten
systemischen Beitrag an der im Plasma gemessenen Melatoninkonzentration (Liu et al., 2004;
Bubenik, 2002; Slominski et al.,, 2002; Champier et al.,, 1997; Cardinali et al.,, 2003;
Stefulj et al., 2001).

Oral eingenommenes Melatonin wird im gesamten Gastrointestinaltrakt absorbiert, wobei die groRte
Absorption im Rektum und lleum und die geringste im Magen stattfindet (Tran et al, 2009).
Melatonin kann dartber hinaus die Blut-Hirn-Schranke leicht Uberwinden (Johns, 2011;
Yu et al., 2015). Die Melatoninabsorption wird dabei nicht vom P-Glykoprotein beeinflusst

(Tran et al, 2009).
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3.3.2 Funktion und Wirkung
Laut Tan (2003) Iasst sich Melatonin aufgrund der Wirkung und Vorkommen nicht ausschlieRlich als

Hormon beschreiben (Tan et al., 2003).

Hauptfunktion — Taktgeber

Die Hauptwirkung des Melatonins ist es, Informationen lber den Wechsel von Tag und Nacht,
empfangen vom SCN, in den restlichen Korper zu lbertragen und so die Organisation von tages- und
jahreszeitlich abhangigen Funktionen, wie Schlaf, Appetit und Stoffwechselprozesse zu regulieren
(Arendt, 1995; Goldman, 2001; Hazlerigg und Wagner, 2006). Beispiele fir die Anpassung von
peripheren Funktionen lassen sich unter anderem in der Regulation der Glukosehoméostase finden.
So steigt nach einer Entfernung der Zirbeldriise die nachtliche Glukosekonzentration im Blut an

(La Fleur et al. 2001).

Weitere Funktionen
Neben dieser Hauptwirkung als Taktgeber fungiert Melatonin ebenfalls als Antioxidans und als

Fanger von freien Radikalen (Tan et al., 2002).

3.3.3 Melatonin im klinischen Gebrauch
Nach oraler Einnahme von Melatonin lasst sich dessen Konzentrationsanstieg im Plasma messen.
Bei langsam freisetzenden Formulierungen liegen erhdhte Melatoninkonzentrationen fiir 5 bis 7
Stunden vor. Die Zeit des Peaks hangt dabei von dem Stand der Nahrungsaufnahme im Magen ab

(Aldhous et al., 1985).

Melatonin als Arzneimittel

Melatonin fallt in Deutschland unter die Verschreibungspflicht und wird als verschreibungspflichtiges
Medikament (Circadin®) seit 2007 vertrieben (Arzneimittelverschreibungsverordnung - AMVV, 2005).
Eine Retardtablette Circadin® enthalt 2 mg Melatonin und ist zugelassen in der Monotherapie fiir die
kurzzeitige Behandlung der primaren, durch schlechte Schlafqualitdat gekennzeichneten Insomnie bei
Patienten ab 55 Jahren. Der Inhaber der Zulassung ist RAD Neurim Pharmaceuticals EEC Limited

(Circadin® Fachinformation, 2012).

Melatonin als Nahrungserganzungsmittel (NEM)
Melatonin darf in Deutschland als NEM nur bis zu einer Dosierung von 0,5 mg pro Darreichungsform
verkauft werden. Ab einer Dosierung von mehr als 0,5 mg gilt Melatonin als Arzneimittel und fallt

unter die Verschreibungspflicht (VG Koln, 2014). In anderen Lindern, zum Beispiel Osterreich oder
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den USA, sieht die rechtliche Lage anders aus, so dass Melatonin auch in Dosierungen von mehr als

0,5 mg Melatonin pro Darreichungsform als Nicht-Arzneimittel verkehrsfahig sind.

Sicherheit der Einnahme von Melatonin

Praklinische als auch klinische Studien zeigten fir retardiertes Melatonin ein gutes Sicherheitsprofil.
In der Fachinformation von Circadin® sind weder ,,sehr hdufige” noch ,haufige” Nebenwirkungen
aufgefiihrt. Erst ab der Kategorie ,gelegentlich”, was einer Haufigkeit von >1/1 000 bis <1/100
entspricht, lassen sich in der Fachinformation Nebenwirkungen finden (Circadin® Fachinformation,
2012). Nach einer funfmonatigen Einnahme von 2 mg Melatonin mit verzogerter Wirkstofffreiset-
zung, im Rahmen einer klinischen Studie an 36 Probanden, sind keine Nebenwirkungen aufgetreten.
Die Autoren dieser Arbeit bewerteten die Einnahme von Melatonin als sicher (Garfinkel et al., 2011).
Dariliber hinaus konnten nach dem Absetzen von Melatonin keine Rebound-Effekte beobachtet

werden (Luthringer et al., 2009; Lemoine et al., 2007).
Effekte einer Melatonineinnahme
Die Effekte durch eine Melatonineinnahme lassen sich durch zwei verschiedene Wirkungsweisen

beschreiben: eine phasenverschiebende Wirkung und eine akute Wirkung.

Phasenverschiebende Wirkung:

Durch eine zeitlich gerichtete Einnahme von 0,5 bis 5 mg Melatonin am Morgen oder am Abend wird
die endogene Melatoninausschiittung zeitlich verschoben, was aufgrund der taktgebenden
Eigenschaft des Melatonins zu einer Phasenverschiebung des zirkadianen Rhythmus fiihrt. Die Lage
der Phase kann, je nach Einnahme Zeitpunkt, nach vorne oder nach hinten verschoben werden
(Arendt et al., 1985; Arendt et al, 1984; Arendt und Skene, 2005). Dabei hat die
phasenverschiebende und -anpassende Wirkung von Melatonin auf verschiedene Krankheitsbilder
positive Effekte (Arendt et al.,, 1997). So findet eine Melatonintherapie Anwendung in der
Behandlung der Jetlag-Symptomatik, Schlafstérungen wie das Schlafphasensyndrom oder auch bei
Nachtschichtarbeitern zur besseren Anpassung an die wechselnden &duBerlichen Bedingungen

(Herxheimer und Petrie, 2002; Arendt und Skene, 2005; Kayumov et al., 2001).

Akute Wirkung:

Eine nicht zeitlich gerichtete Einnahme von Melatonin hat eine akut schlafférdernde und
koérpertemperatursenkende Wirkung (Arendt und Skene, 2005; Wright et al.,, 1986; Cagnac-
cietal, 1992). Daher wird Melatonin zur akuten Behandlung von Schlafstorungen therapeutisch

eingesetzt (Circadin® Fachinformation, 2012).
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3.4 Folgen eines gestorten zirkadianen Rhythmus

Nacht Stevens und Rea (2001) werden durch zirkadiane Stérungen, etwa durch die Anwesenheit von
Licht in der Nacht wie es bei Nachtschichtarbeitern der Fall ist, verschiedene pathologische
Mechanismen ausgeldst, welche zu verschiedenen Krankheitsbildern fiihren kénnen (Stevens
und Rea, 2001). Zu diesen gehoren: Nebenniereninsuffizienz, Schlafstorungen, néachtlicher
Bluthochdruck, Depressionen, Krebs oder Asthma (Smolensky et al.,, 2016). Bezogen auf den
Glukosestoffwechsel besteht ein funffach erhdhtes Risiko fiir Nachtschichtarbeiter an Diabetes

mellitus Typ 2 zu erkranken (Pietroiusti et al., 2010).

3.4.1 Bestimmung der Phasenlage des zirkadianen Rhythmus

Fir die Bestimmung der Phasenlage des zirkadianen Rhythmus sind unter anderem Cortisol aus der
Nebennierenrinde, Melatonin und die Kérpertemperatur von Interesse (Hofstra und Weerd, 2008).
So zeigten James et al. (2007) den zirkadianen Rhythmus von Melatonin (Mittelpunkt des Peaks) und
Cortisol (angepasstes Maximum) wahrend simulierten Nachtschichten unter gedimmten Licht-
Bedingungen (James et al., 2007). Die Rhythmen beider Hormone passten sich dabei in geeigneter
Art und Weise an den Schlaf/Wach-Zyklus wahrend simulierten Tag- und Nachtschichten an. In der
folgenden Abbildung 3-6 sind die charakteristischen Tagesverlaufe der Korpertemperatur, der
Cortisol- und der Melatoninkonzentration dargestellt.

80pmol

30ug/dl!
38°C
core body
temperature g
plasma
cortisol
36°C
plasma o .dl
melatonin ug/

sleep period Opmo
12:00 15:00 18:00 21:00 24:00 03:00 06:00 09:00 12:00
time of day

Abbildung 3-6: Die physiologisch gesunde, synchrone Beziehung zwischen der Kérpertemperatur,
Cortisol und Melatonin im Verlauf eines Tageszyklus. Der Verlauf der Kérpertemperatur als auch die
Ausschiittung von Cortisol und Melatonin weisen charakteristische zirkadiane Rhythmen auf. Damit
sind diese drei Parameter dafiir geeignet, die Phasenlage des zirkadianen Rhythmus zu bestimmen
(Hickie et al., 2013).
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Melatonin

Melatonin kann entweder im Blutplasma oder im Speichel gemessen werden, wobei die
Konzentration in beiden Fallen etwa dreimal niedriger ist als im Blutserum gemessen
(Voultsios et al., 1997). Die Messung des 24h-Profils von Melatonin wird als robustester Marker der

zirkadianen Phase angesehen (van Someren et al., 2007).

Wie unter 3.3. beschrieben, wird durch duBerlichen Lichteinfluss die Sekretion von Melatonin
gehemmt. Laut Boivin und Czeisler (1998) sowie Zeitzer (2000) konnen bereits Lichtintensitaten in
geschlossenen Rdumen (etwa 100-180 Lux) zu Phasenverschiebungen des zirkadianen Rhythmus
fliihren (Boivin und Czeisler, 1998; Zeitzer et al., 2000). Um verfdlschte Ergebnisse durch den Einfluss
von Licht zu vermeiden, sollten sich die Patienten bzw. Probanden fiir die Bestimmung der
Melatoninwerte unter gedimmten Licht-Bedingungen (<50 Lux) aufhalten. Aufgrund der Tatsache,
dass die Melatoninausschittung nicht von biochemischen und physiologischen Storfaktoren
abhangig ist, kann unter diesen Bedingungen der endogene Beginn der Melatoninausschiittung unter
gedimmten Lichtbedingungen (Dim light melatonin onset, DLMO) bestimmt werden
(Lewy et al., 1999). Aus diesen Melatoninwerten bzw. aus dem DLMO kann die Phasenlage des
zirkadianen Rhythmus bestimmt werden, wobei der DLMO als genauster Parameter fiir die

Bestimmung der Phasenlage gilt (Benloucif et al., 2008, Pandi-Perumal et al., 2006).

Cortisol

Das Hormon Cortisol wird in der in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde gebildet und gehort zu
den Glukokortikoiden. Cortisol hat Einfluss auf den Stoffwechsel, meistens insulinantagonistisch, auf
das Immun- und inflammatorische System sowie auf einzelne Organe. Die Sekretion von Cortisol
weist charakteristische tagesrhythmische Schwankungen auf. Am friihen Morgen sind die
Cortsiolkonzentrationen am hochsten. Danach sinkt die Konzentration, bis sie gegen Mitternacht
ihren minimalen Wert erreicht und wieder ansteigt. Die endogene Ausschiittung von Cortisol ist, im
Gegensatz zur Ausschittung von Melatonin, nicht direkt abhangig von Licht bzw. Dunkelheit, sondern
vom zirkadianen Rhythmus welcher vom taktgebenden SCN vorgeben wird. (Hickie et al., 2013;

Mutschler et al., 2007).
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3.4.2 Diabetes mellitus
Kernelement der vorliegenden Arbeit stellt die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen einem
gestorten Schlaf/Wach-Rhythmus durch Nachtschichtarbeit und das Auftreten von Diabetes mellitus

Typ 2 bzw. eine protektive Behandlungsstrategie durch Melatonin dar.

Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung mit dem Leitbild einer chronischen
Hyperglykdmie und gehoért zu den am schnellsten zunehmenden Krankheiten weltweit
(Kaiser und Oetjen, 2014; WHO/IDF consultation, 2006). So ist der Diabetes mellitus die haufigste
und bedeutendste Stoffwechselerkrankung mit einer Pravalenz von etwa 5% fiir den Typ 2 Diabetes
mellitus in Deutschland (Tamayo et al., 2016). Charakteristisch flr einen Diabetes mellitus ist ein
Insulinmangel, der durch verschiedene pathologische Mechanismen entstehen kann (Wie-

land et al., 2016).

3.4.2.1 Regulation der Konzentration von Glukose durch Insulin
Glukose wird hauptsachlich mit der Nahrung aufgenommen, kann aber auch durch bestimmte

Stoffwechselprozesse  (Glukoneogenese) vom Organismus selber synthetisiert werden.
Die Glukosekonzentration wird bei gesunden Menschen im niichternen Zustand durch verschiedene
regulierende glukoseliefernde und glukoseverbrauchende Mechanismen bei 55-100 mg/dl konstant

gehalten (Mutschler et al., 2007).

Eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Konzentration von Glukose spielt das Insulin, ein
Polypeptid, welches in den RB-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas gebildet wird.
Eine Glukosekonzentration von >80 mg/dl stellt den ausschlaggebenden Reiz fiir die Freisetzung von
Insulin dar. Insulin wirkt auf verschiedene Stoffwechselvorgiange ein, die alle eine Senkung der
Glukosekonzentration im Blut gemein haben. So foérdert Insulin zum Beispiel die Aufnahme von
Glukose in bestimmte Zellen und hemmt die Glukoneogenese (Barthel und Schmoll, 2003; Dugani

und Klip, 2005; Mutschler et al., 2007).
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In der folgenden Abbildung 3-7 ist die Regulation der Konzentration von Glukose im Blut schematisch

und vereinfacht dargestellt.
wenig Blut- viel Blut-
Glucose Glucose
Pancreas

Glucagon- Insulin-
Produktion durch Produktion durch
a -Zellen f} -Zellen
Leber setzt Fettzellen nehmen
Glucose frei Glucose auf

normaler Blut-Glucose-
spiegel wird erreicht

Abbildung 3-7: Schematische und vereinfachte Darstellung der
Regulation von Glukose. In Abhdngigkeit des Glukosekonzentration
im Blut wird entweder Insulin, zur Reduzierung des Glukosespiegels,
oder Glukagon, zur Erhéhung des Glukosespiegels, ausgeschiittet
(Zentrale fiir Unterrichtsmedien im Internet e. V., 0.D.).

3.4.2.2 Arten des Diabetes mellitus
Es lassen sich beim Diabetes mellitus grob zwei Typen, abhangig von dem Mechanismus der

Entstehung des Insulinmangels, unterscheiden. Auf weitere Arten des Diabetes mellitus wird in

dieser Arbeit nicht eingegangen.

Diabetes mellitus Typ 1

Diese Typ des Diabetes mellitus soll hier nur der Vollstandigkeit halber erwdahnt werden, findet aber
im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit keine Betrachtung. Bei dem Typ 1 Diabetes mellitus, der
auch als juveniler Diabetes bekannt ist, liegt eine Autoimmunerkrankung zugrunde, welche zu einer
vollstandigen Zerstorung der B-Zellen in der Bauchspeicheldriise fiihrt. Somit kann kein Insulin mehr
ausgeschuittet werden, so dass sich ein absoluter Insulinmangel entwickelt und Insulin therapeutisch

substituiert werden muss (American Diabetes Association, 2004; Mutschler et al., 2007).
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Diabetes mellitus Typ 2

Im Gegensatz zum Typ 1 Diabetes mellitus beruht beim Diabetes mellitus Typ 2 der Insulinmangel
nicht auf einer autoimmunbedingten Zerstérung der R-Zellen im Pankreas, sondern auf eine
sukzessive Fehlsteuerung der insulinbedingten Regulierung der Glukosekonzentration. Dies wird
hervorgerufen durch eine Mischung aus genetischer Disposition und ungiinstiger Lebensumstande
bzw. -wandel. Einer der entscheidenden Diabetes mellitus Typ 2 fordernden Lebenswandel ist die
Kombination aus Ubererndhrung und kérperlicher Inaktivitit. Die Entstehung eines Diabetes mellitus
Typ 2 ist ein langwieriger Prozess bei dem eine gewisse Zeit lang die Dysbalance des Glukose- und
Lipidstoffwechsels durch gegenregulierende Mechanismen aufgefangen werden kann, bis sich
schlielRlich der Diabetes manifestiert und diagnostiziert werden kann (American Diabetes Associati-

on, 2004; Mutschler et al., 2007).

Das andauernde Missverhaltnis von aufgenommener und verbrauchter Energie fiihrt, begiinstigt
durch eine genetische Disposition, zu Dyslipiddmie, abdomineller Adipositas, mitochondrialer
Dysfunktion, oxidativen Stress und Stérungen der posttranslationalen Proteinmodifikation. Als Folge
dessen werden Entziindungsprozesse, unter anderem im weillen Fettgewebe, ausgeldst und die
Insulinsignalisierung gehemmt. Aus dieser Hemmung entwickelt sich eine Insulinresistenz und das
Ansprechen der insulinsensitiven Gewebe auf Insulin nimmt ab. Um den erhdhten Insulinbedarf
unter den Bedingungen einer Insulinresistenz auszugleichen, entwickelt sich zunachst eine
Hypertrophie und Hyperplasie der R-Zellen, die zu einer Hyperinsulindmie fuhren (Butler, 2003;

Donath und Shoelson, 2011; Lumeng und Saltiel, 2011; Odegaard und Chawla, 2013; Rhodes, 2005).

Bei Patienten mit Typ-2-Diabetes oder eingeschrankter Glukosetoleranz konnte schlieflich eine
Funktionsstorung der -Zellen hinsichtlich der Insulinsekretion sowie eine Reduktion der B-Zellmasse
nachgewiesen werden (Butler, 2003; Marchetti, 2012; Weir und Bonner-Weir, 2013). Durch diese
Mechanismen wird die Regulation der Konzentration von Glukose auf allen insulinabhangigen Ebe-
nen gehemmt. So kommt es zu einer chronischen Hyperglykdmie und zum manifesten Diabetes
mellitus Typ 2. Beim Diabetes mellitus Typ 2 liegt zusammengefasst ein relativer Insulinmangel vor,
der sowohl auf einem Mangel an R-Zellen als auch auf einer Resistenz der Zielzellen gegenliber dem

Insulin beruht (Kaiser und Oetjen, 2014; Mutschler et al., 2007).
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3.4.2.3 Insulininsensitivitdt/gestérte Glukosetoleranz — Vorstufen eines Diabetes mellitus Typ 2
Auf dem Weg zur Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 lassen sich verschiedene Vorstufen

(prédiabetische  Stoffwechselzustdnde) identifizieren und  voneinander unterscheiden.
Zur Beschreibung dieser Vorstufen dienen die Begriffe ,Insulinsensitivitat” und , Glukosetoleranz”

(EXPERT COMMITTEE, 2003; Bundesarztekammer (BAK) et al., 2014).

Insulinsensitivitat: Die Insulinsensitivitat ist ein MaR fur die Empfindlichkeit bzw. das Ansprechen von

Insulinzielzellen auf Insulin. Ermitteln I3sst sich diese als Quotient aus der Glukose- und
Insulinkonzentration aus Versuchen mit der euglykamischen Klemmtechnik. Bei der euglykdmischen
Insulin-Klemmtechnik wird die Insulinplasmakonzentration mittels permanenter Infusion erh6ht und
konstant gehalten. Wahrenddessen wird die Plasmaglukosekonzentration durch eine variable
Glukoseinfusion nach dem Negativ-Feedback-Prinzip ebenfalls konstant gehalten. Unter diesen
Bedingungen entspricht die Glukoseinfusionsrate der Glukoseaufnahme und ist damit ein MaR fir

die Empfindlichkeit gegenliber exogenem Insulin (DeFronzo et al., 1979; Bonora et al., 2000).

Insulinresistenz: Die Insulinresistenz ist ein pradiabetischer Stoffwechselzustand bei dem aufgrund

einer ineffizienten Insulinwirkung (verminderter Insulinsensitivitdt) ein Mehrbedarf an Insulin
besteht, was zu hohen Insulinwerten trotz normaler oder erhdhter Blutzuckerkonzentration fuhrt
(Pschyrembel et al., 2002). Eine Insulinresistenz ist unmittelbar an der Pathogenese eines Diabetes
mellitus Typ 2 beteiligt und wird mit einer essenziellen Hypertonie assoziiert (EXPERT COMMITTEE,
2003; Bundesidrztekammer (BAK) et al., 2014). Je nach AusmaR der Insulinresistenz ist der
Glukosestoffwechsel unterschiedlich stark beeintrachtigt. So lassen sich bis zur Manifestation eines

Diabetes mellitus Typ 2 verschiedene Vorstufen in der Storung des Glukosestoffwechsels definieren.

20



Einleitung Folgen eines gestorten zirkadianen Rhythmus

Eine Ubersicht und eine Einteilung in diese Vorstufen sind in der folgenden Abbildung 3-8 und

Tabelle 3-1 zu finden.

Insulin- Insulin- Makro-
Sensitivitit Sekretion angiopathie

30% 50% - 50%

50% 70% -100% 40%

Glukosetoleranz
70% 150% 10%

Mommaler
Glukosestoffwachsel

Abbildung 3-8: Die Entstehung einer gestérten Glukosetoleranz bis zum
Diabetes mellitus Typ 2 nach der Insulinsensitivitét In Abhéngigkeit der Stérke
der Beeintrdchtigung der Insulinsensitivitdt wird dabei zwischen einem
normalen Glukosestoffwechsel, einer gestérten Glukosetoleranz und einem
manifesten Diabetes mellitus Typ 2 unterschieden (Schelkshorn, o0.D.).

Die Tabelle 3-1 zeigt dabei die Grenzwerte der Glukosekonzentration fiir die Differenzierung

zwischen den einzelnen Zustianden des Glukosestoffwechsels.

Tabelle 3-1: Vendse Konzentration von Plasmaglukose in mg/dl und mmol/l bei normaler
Glukosetoleranz (NGT), abnormer Niichternglukose (IFG), gestérter Glukosetoleranz (IGT)
und Diabetes mellitus Typ 2, niichtern und nach zwei Stunden wéhrend eines OGTTs (Bun-
desdrztekammer (BAK) et al., 2014).

Venose Plasmaglukose mg/dl oder mmol/I
Zustand Gluk toff-
ustan ukosesto Niichtern OGTT (2 Std. nach oraler Glucose)
wechsel
mg/dl mmol/I mg/dl mmol/I
NGT <100 <5,6 <140 <7,8
IFG 100-125 5,6-6,9 - -
IGT <126 <7,0 140-199 7,8-11,0
Dm2 2126 27,0 >200 >11,1
NGT Normale Glukosetoleranz Dm?2 Diabetes mellitus Typ 2
IFG Erhohte Nichternglukosewerte OGTT Oraler Glukosetoleranztest
IGT Gestorte Glukosetoleranz

Normale Glukosetoleranz: Ein Stoffwechselzustand normaler Glukosehomdostase mit einem

Nichternglukosewert von maximal 100 mg/dl. Die Insulinsensitivitat ist nicht beeintrachtigt, so dass
Glukose in einem gesunden Male verstoffwechselt werden kann (Bundesarztekammer (BAK) et al.,

2014).
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Abnorme Nichternglukosewerte (Impaired Fasting Glucose — IFG): Ein pradiabetischer Stoffwechsel-

zustand zwischen normaler Glukosehomdostase und Diabetes mellitus Typ 2. Die Grenzwerte sind in
der Tabelle 4-1 zu finden. Erhdohte Niichternglukosewerte sind zunachst kein eigenes Krankheitsbild,
sie stellen allerdings einen Risikofaktor fiir die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 2 dar

(EXPERT COMMITTEE, 2003; Bundesidrztekammer (BAK) et al., 2014).

Gestorte Glukosetoleranz (Impaired Glucosetolerance — IGT): Ein pradiabetischer Stoffwechsel-

zustand zwischen normaler Glukosehomoostase und Diabetes mellitus, der oftmals mit normalen
Niuchternglukosewerten und HbAlc-Werten einhergeht. Eine gestorte Glukosetoleranz liegt vor,
wenn der 2h-Wert eines oralen Glukosetoleranztestes erhoht ist. Die entsprechenden Grenzwerte
sind in der Tabelle 4-1 zu finden. Zwar liegt dann noch kein Krankheitsbild vor, es besteht allerdings
ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 2 und Herz-Kreislauf-Erkrankungen

(EXPERT COMMITTEE, 2003; Bundesirztekammer (BAK) et al., 2014; Fuller et al., 1980).

Insulinresistenzsyndrom (Metabolisches Syndrom): Bei dem Insulinresistenzsyndrom handelt es sich

um einen pradiabetischen Komplex aus bestimmten Manifestations- und Risikofaktoren fir die
Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2. Die Hauptmerkmale dieses Syndroms sind: abdominale
Adipositas, Insulinresistenz, Hyperinsulindmie, gestorte Glukosetoleranz, Dyslipidamie und

Hypertonie (Bundesirztekammer (BAK) et al., 2014; Rao, 2001).

Manifester Diabetes mellitus Typ 2: Bei einem manifesten Diabetes mellitus Typ 2 ist schlieRlich die

Zerstorung der R-Zellen so weit fortgeschritten, dass ein relativer Insulinmangel vorliegt. Glukose
kann nicht mehr in einem ausreichend hohem Maflle metabolisiert werden, was zu einer chronischen
Hyperglykdmie fuhrt (American Diabetes Association, 2004; Kaiser und Oetjen, 2014; Mutschler
et al., 2007).

3.4.2.4 Diagnostik
Ein Diabetes mellitus Typ 2 lasst sich an Hand des Niichternglukosewertes diagnostizieren. Dabei

erfullt ein Nlchternglukosewert von 2126 mg/dl das Kriterium fiir die Diagnose eines Diabetes
mellitus Typ 2. Die Vorstadien eines Diabetes mellitus Typ 2 lassen sich allerdings nicht an Hand des
Nuchternglukosewertes zweifelsfrei diagnostizieren. Fiir eine differenziertere Diagnostik empfiehlt
sich die Durchfuhrung eines oralen Glukosetoleranztestes (OGTT) (Mduller-Wieland et al., 2016; Bun-

desidrztekammer (BAK) et al., 2014).
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Oraler Glukosetoleranztest

Beim sogenannten OGTT wird dem Patient eine definierte Menge Glukose (75 g) in Form eines
Glukosesirups verabreicht. Uber einen Zeitraum von zwei Stunden werden alle 30 Minuten vendses
Blut abgenommen und daraus Glukose und gegebenenfalls Insulin bestimmt. Der Test dient im
Allgemeinen der Untersuchung des Glukosestoffwechsels. Der OGTT ist die von der WHO
empfohlene Methode in der Diabetes mellitus Typ 2 Diagnostik. So lassen sich mittels des OGTTs ein

Diabetes mellitus Typ 2 sowie deren Vorstadien diagnostizieren (Stern et al., 2002).

3.4.2.5 Glukosehoméostase Indices
Aus den im Rahmen des OGTTs bestimmten Glukose- und Insulinwerte kénnen verschiedenen Indices

berechnet werden, die Rickschliisse auf die Insulinsensitivitdt bzw. —Resistenz zulassen. Dies stellt
eine einfache und minimalinvasive, Methode dar, um fiir klinische oder epidemiologische Zwecke,
den Zustand des Glukosestoffwechsels zu bestimmen. Die einzelnen Indices werden entweder aus
Nuchternglukose und —Insulin berechnet oder aber aus Werten im Verlauf des OGTTs mit weiteren

demographischen Daten (Gutch et al., 2015).

HOMA-Index

HOMA steht fir Homeostasis Model Assessment und stellt ein robustes und weit verbreitetes
klinisches, mathematisches Modell dar, um eine Insulinresistenz zu diagnostizieren und zu bewerten.
Der Berechnung liegen Niichterninsulin- und Glukosewerte zugrunde. Der HOMA-Index ermdglicht
eine Differenzierung des Zustandes des Glukosestoffwechsels in vier Kategorien nach der
Wahrscheinlichkeit einer vorliegenden Insulinresistenz oder eines manifesten Diabetes mellitus Typ 2

(Gutch et al., 2015; Matthews et al., 1985).

QUICKI-Index

QUICKI ist die Abkirzung fiir Quantitative Insulin Sensitivity Check Index. Wie der HOMA-Index, wird
auch der QUCKI-Index aus den Niichterninsulin- und -Glukosewerten berechnet und ist ein Mal} fir
die Insulinsensitivitdat. Im Vergleich zum HOMA-Index, hat der QUICKI-Index bei lUbergewichtigen
Patienten und Diabetikern eine hohere und bei normalgewichtigen Patienten eine geringere

Genauigkeit (Gutch et al., 2015; Vaccaro et al., 2004; Katz et al., 2000).
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Stumvoll-ISI

Im Gegensatz zum HOMA- und QUICKI-Index bericksichtigt der Stumvoll-ISI demographische Daten,
wie den Body Mass Index. Des Weiteren basiert die Berechnung des Stumvoll-ISI auf funktionellen
Insulin- und Glukosewerten, die im Laufe des OGTTs (nach 120 bzw. 90 Minuten) bestimmt werden,

und nicht auf Niichternwerten (Stumvoll et al., 2000).

HbA1c

Beim HbA1lc handelt es sich um Glykohdamoglobin, welches durch nichtenzymatische Glykierung von
Hamoglobin als Folge von erhohten Glukosekonzentrationen im Blut entsteht. Der Anteil des HbAlc
am gesamten Hamoglobin wird in Prozent angegeben und gilt als wichtiger Parameter vor allem bei
der Therapiekontrolle von Diabetes mellitus Typ 2 (Zielwert: <6,5%). Aufgrund der Lebensdauer von
Erythrozyten von etwa 4 Monate, entspricht der HbAlc-Wert die Einstellung von Glukose fir diesen

Zeitraum (Mdller-Wieland et al., 2016; Mutschler et al., 2013).

3.4.2.6 Diabetes mellitus Typ 2 und der zirkadiane Rhythmus
In der vorliegenden Arbeit geht es um den Zusammenhang eines gestorten zirkadianen Rhythmus

und das Risiko an Diabetes mellitus Typ 2 mit speziellem Blick auf den Einfluss von Melatonin auf die

Stoffwechselregulation von Glukose.

Eine elementare Rolle in der Regulation der Glukosekonzentration und in der Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 kommt wie bereits beschrieben dem Insulin zu. Daher ist im Rahmen dieser
Arbeit ein besonderes Interesse, ob die Sekretion von Insulin einem zirkadianen Rhythmus unterliegt
und ob sich eine Storung im zirkadianen Rhythmus auf die Sekretion von Insulin auswirkt. Wie fir
viele physiologische Prozesse konnte gezeigt werden, dass die basale Insulinsekretion, im Gegensatz
zur durch Glukoseaufnahme induzierten, einem zirkadianen Rhythmus unterliegt. So liegt zwischen
Mitternacht und 06:00 morgens ein Tiefpunkt in der basalen Insulinsekretion vor und zwischen der

Mittagszeit bis 18:00 abends liegt ein Peak in der Insulinsekretion vor (Boden et al., 1996).

Der Einfluss eines gestorten zirkadianen Rhythmus

Dariiber hinaus konnte in Studien im Tiermodell gezeigt werden, dass eine Stérung des natirlichen
zirkadianen Rhythmus der Insulinsekretion zu einer Storung in der Rhythmik von Insulin
empfindlichen Geweben fiihrt, was die Tiere fir Insulinresistenz und Ubergewicht pradisponierte
(Shi et al., 2013). In klinischen Studien mit Nachtschichtarbeitern konnten Morris et al. (2016) zeigen,

dass zirkadiane Stérungen die Glukosetoleranz reduzieren (Morris et al., 2016).
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Darliber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass Nachtschichtarbeiter ein bis zu flnffach
erhohtes Risiko haben, an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken (Pietroiusti et al., 2010). Damit im
Einklang ist die Beobachtung, dass Schlafmangel ein Risikofaktor fiir Ubergewicht, Insulinresistenz

und Diabetes mellitus Typ 2 darstellt (Cappuccio et al., 2008; Buxton et al., 2010; Yaggi et al., 2006).

Der Einfluss von Melatonin

Die Tatsache, dass Melatoninrezeptoren unter anderem in -Zellen des Pankreas zu finden sind,
spricht dafilir, dass Melatonin einen Einfluss auf die Regulation der Konzentration von Blutzucker
haben kann (Mulder et al., 2009). Nach Boden et al. (1996) verhdlt sich die
Melatoninplasmakonzentration genau umgekehrt zur Insulinsekretion (Boden et al., 1996). Bei einer
hohen Insulinsekretion liegen demnach niedrige Melatoninkonzentrationen vor und umgekehrt.
Ferner haben Garfinkel et al. (2011) in einer klinischen Studie an Patienten mit Schlafstérungen und
Diabetes den Effekt einer Therapie von 2 mg Melatonin mit verzogerter Freisetzung untersucht
(Garfinkel et al., 2011). Sie konnten dabei zeigen, dass der HbAlc-Wert nach einer flinfmonatigen
Therapie signifikant abnahm. Eine geringere Melatoninsekretion ist darliber hinaus unabhangig mit
einem hoheren Risiko an Typ 2 Diabetes mellitus zu erkranken verbunden. Dies sind die Ergebnisse

einer Fall-Kontroll-Studie mit etwa 120 000 Teilnehmern (McMullan et al., 2013).

3.4.2.7 Folgekrankheiten eines Diabetes mellitus Typ 2
Zu den Langzeitkomplikationen eines Diabetes mellitus Typ 2 gehdren verschiedene mikro- und

makrovaskulare Folgekrankheiten wie: Retinopathie, Nephropathie, periphere Neuropathie sowie
kardiovaskulare Komplikationen (Alberti und Zimmet, 1998; Stratton et al., 2000). Menschen, die an
Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt sind, haben ein bis zu dreifach erhohtes Risiko fiir
arteriosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit Hypertonie (EXPERT COMMITTEE, 2003;

The Emerging Risk Factors Collaboration, 2010).

3.4.2.7.1 Herz-Kreislauf-Erkrankungen
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, oder auch kardiovaskulare Erkrankungen, sind nicht einheitlich

definiert. Allgemein werden darunter samtliche Erkrankungen des Herzens sowie des Blutkreislaufes
verstanden. Fir die Diagnostik von Herz-Kreislauf-Erkrankungen stehen verschiedene Maoglichkeiten
zur Verfligung (Mutschler et al., 2007). Eine Moglichkeit ist die Durchfiihrung einer ambulatorischen

24h-Blutdruckmessung (ABPM).
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Ambulatorische 24h-Blutdruckmessung (ABPM)

Die ABPM ermoglicht mittels spezieller Gerdte eine engmaschige Messung des Blutdruckes in
regelmaRigen Abstanden Uber 24 Stunden unter Alltagsbedingungen. Durch diese Art der Messung
ergibt sich ein genaueres Bild vom Blutdruck, als bei einer Einzelmessung. Des Weiteren lassen sich
aus dieser Messung weitere, prognostisch bedeutende Parameter ermitteln. Aufgrund des nicht
unerheblichen Aufwandes ist diese Untersuchung fir die Praxis allerdings weniger relevant (Ben-Dov

et al., 2007; Dolan et al., 2005; Mengden et al., 2016).

Zirkadiane Rhythmik des Blutdruckes

Sowohl der systolische, als auch der diastolische Blutdruck zeigen bei gesunden Menschen ein
zirkadianes Muster, welches durch einen nachtlichen Abfall charakterisiert ist. Der Blutdruck
durchlauft dabei ein Minimum bei etwa 03:00 und ein Maximum am Vormittag (Millar-Craig
et al., 1978). Das Abfallen des nachtlichen Blutdruckes wird als dipping bezeichnet (Verdecchia et al.,
1994). Unter pathologischen Bedingungen, kann der zirkadianen Rhythmus des Blutdruckes von

diesem Muster abweichen (Hermida et al., 2007).

Dipper Status

Je nach Ausmal’ des prozentualen Abweichens des nachtlichen zum taglichen Blutdruck, lassen sich
die Patienten nach Dipper Status einteilen, welche jeweils mit unterschiedlich hohen Risiken fir
Folgekrankheiten assoziiert sind (Fagard, 2009; Ben-Dov et al., 2007). In der folgenden Tabelle 3-2 ist
die Einteilung nach Dipper Status nach dem prozentualen Ausmal’ des nachtlichen Blutdruckabfalles

zu finden.

Tabelle 3-2: Einteilung des Dipper Status nach dem prozentualen
ndchtlichen Abfall des systolischen Blutdruckes (Ben-Dov et al.,
2007).

Nachtlicher Abfall des systoli-

Di
ipper Status schen Blutdruckes (%)

Dipper 10-20%
Non-Dipper 0-10%
Extreme-Dipper >20%
Reverse-Dipper <0%

Der Reverse-Dipper ist dabei mit der schlechtesten Prognose fiir kardiovaskulare Ereignisse assoziiert
(Fagard, 2009). Non-Dipper Patienten haben ein etwa 11-fach erhdhtes Risiko an kardiovaskuldren
Krankheiten zu erkranken im Vergleich zu normotonen Personen und ein etwa dreifach hoheres
Risiko als Dipper (Verdecchia et al., 1994). Beim Extreme-Dipper gibt es keine eindeutige Prognose

des Risikos fiur kardiovaskulare Ereignisse. Ein protektiver Effekt des extremen nachtlichen
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Blutdruckabfalls besteht in dieser Gruppe nur bei Patienten, die antihypertensiv behandelt werden.
Nicht antihypertensiv behandelte Patienten dieser Gruppen haben ebenfalls ein erhohtes Risiko an

kardiovaskularen Krankheiten zu erkranken (Salles et al., 2016).

GefaRfunktion

Die Beurteilung von GefaRkfunktionen ermoglicht die Abschatzung von Schiaden der Endorgane im
arteriellen System bei Patienten mit Hypertonie (Weber et al., 2008). Daher wird die Messung von
Parametern der GefaRsteifigkeit (arterielle Steifigkeit und Pulswellengeschwindigkeit) mittlerweile
von der Deutschen Hochdruckliga sowie von der Deutschen Kardiologischen Gesellschaft zum

Management der arteriellen Hypertonie empfohlen (DGK/DHL, 2014).
Als Parameter fir die GefaRfunktion werden im Folgenden im Rahmen einer ambulatorischen 24h-
Blutdruckmessung die Pulswellengeschwindigkeit (PWV) sowie der arterielle GefdRsteifigkeitsindex

(ASI) im Folgenden beschrieben.

Pulswellengeschwindigkeit (PWV): Bei der PWV handelt es sich um die Ausbreitungsgeschwindigkeit

der Pulswelle, welche invers mit der Dehnbarkeit der Arterien zusammenhangt (Weber et al., 2008).
Die PWYV dient als Mal fiir das kardiovaskulare Risiko bei Hypertonie-Patienten. So ist eine PWV von
Uber 13 m/s ein starker Pradiktor fiir eine kardiovaskuldre Sterblichkeit (Blacher et al., 1999).
Dariliber hinaus stellt die PWV einen unabhangigen Pradiktor fir die Sterblichkeit von Diabetes

mellitus Typ 2 Patienten dar (Cruickshank, 2002).

Arterieller GefaRsteifigkeitsindex (ASI): Der ASl ist ein MaR fur die Elastizitat arterieller GefdaRe. Der

ASI kann mit entsprechenden Geradten ambulant, nichtinvasiv gemessen werden (Li et al., 2006). Ein
erhdhter ASI steht in einem Zusammenhang mit einer Schadigung der Endorgane bei Hypertonie-
Patienten sowie einer erhoéhten kardiovaskuldren Mortalitdt (Leoncini et al.,, 2006; Dolan

et al., 2006).

Herz-Kreislauf-Ereignisse und der zirkadiane Rhythmus
Wie bei einem Diabetes mellitus Typ 2 bestehen zwischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Storun-

gen im Zirkadianen Rhythmus bzw. Melatonin ein mutmallicher Zusammenhang.

Einfluss eines gestorten zirkadianen Rhythmus
Diesen Zusammenhang konnten Penev et al. (1998) im Tiermodel darstellen (Penev et al., 1998).

So wurde die Lebensdauer von Tieren, die aufgrund kardiovaskularer Erkrankungen bereits eine
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erhohte Sterblichkeit haben, durch die Stérung des normalen zirkadianen Rhythmus weiter verkirzt.
Eine andere Arbeitsgruppe konnte durch eine Genveranderung eine Stérung der Regulation des
zirkadianen Rhythmus in Hamstern erzeugen, wodurch bei diesen vermehrt kardiovaskuldre und

renale Erkrankungen aufgetreten sind (Martino et al., 2008).

Die Beobachtungen aus Tiermodellen konnten von einigen Arbeitsgruppen in klinischen Studien
bestatigt werden. Zum Beispiel deckten Ha und Park 2005 in einer Studie an rund 360 mannlichen
und weiblichen Schichtarbeitern einen Zusammenhang zwischen der Dauer von Schichtarbeit und
dem Auftreten von metabolischen Risikofaktoren fir kardiovaskuldare Erkrankungen auf

(Ha und Park, 2005).

Zusammenhang von kardiovaskuldren Erkrankungen und Melatonin

Nach Brugger et al. (1995) ist die nachtliche Serumkonzentration von Melatonin bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit signifikant niedriger als bei gesunden Probanden (Brugger et al., 1995).
In einer randomisierten Doppelblindstudie an 16 Probanden konnte durch eine dreiwoéchige
Einnahme von taglich 2,5 mg Melatonin bei Patienten mit Hypertonie der nachtliche Blutdruck
signifikant gesenkt werden (Scheer et al. 2004). Darlber hinaus wird Melatonin ein protektiver Effekt
gegenliber kardiovaskularen Erkrankungen aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaft und seiner

Funktion als freier Radikalfanger zugeschrieben (Tengattini et al., 2008).
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3.5 EuRhythDia Projekt

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit ist das EuRhythDia Projekt. Bei dem EuRhythDia Projekt
handelt es sich um ein von der Europdischen Union gefordertes, internationales Forschungsprojekt.
In dessen Rahmen wurden europaweit verschiedene Studien durchgefihrt. EuRhythDia steht dabei

fur ,,Europdische Forschung der zirkadianen Rhythmen und Diabetes”.

3.5.1 Klinische Studie
Der vollstandige Name der durchgefihrten klinischen Studie lautete: ,,Multizentrische, randomisier-
te, doppel-blind, Placebo kontrollierte Studie von 2 mg Melatonin zur Anpassung der zirkadianen
Phase und zur Verbesserung der Stoffwechseleinstellung bei Nachtschichtarbeitern®. Die Studie
unterlag dem deutschen Arzneimittelgesetzt (AMG) und wurde in den drei Studienzentren Aachen,
Rom und Hamburg durchgefiihrt. Insgesamt sollten 144 Nachtschichtarbeiter als Probanden an

dieser Studie teilnehmen.

Behandlungsgruppe

In dieser Arbeit wurde nur die in Hamburg unter der Leitung von Prof. Boger am Institut fur Klinische
Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf untersuchte intensive
phanotypisierte Kohorte an 24 Nachtschichtarbeitern betrachtet. Daher wird im folgenden Teil der

Arbeit nur auf diese Subgruppe in Hamburg eingegangen.

Vergleichsgruppe
Neben den 24 Nachtschichtarbeitern gab es eine Gruppe von 12 Nicht-Nachtschichtarbeiter, die
einen verkirzten Studienplan durchliefen und keine Behandlung erhielten. Sie diente lediglich dem

Zweck einer Vergleichsgruppe zu der Behandlungsgruppe an Nachtschichtarbeitern.

Ziel der klinischen Studie
Mit der Studie sollte als Hauptziel die Wirksamkeit einer 12-wochigen Einnahme von 2 mg Melatonin
zur  Verbesserung der Stoffwechseleinstellung sowie der Herz-Kreislauf-Funktion bei

Nachtschichtarbeitern untersucht werden.
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3.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob es durch eine zeitlich gerichtete Einnahme von einmal
taglich 2 mg Melatonin gelingt, dass sich Nachtschichtarbeiter physiologisch besser auf das
nachtliche Arbeiten und damit auf eine chronische Stérung des zirkadianen Rhythmus anpassen
konnen. Es sollte dabei Uberprift werden, ob bei Nachtschichtarbeitern durch eine verbesserte
physiologische Anpassung an wechselnde duBere Bedingungen, das Risiko an Diabetes mellitus Typ 2

zu erkranken, trotz Nachtschichtarbeit, reduziert werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Fragestellungen bearbeitet:
— Hat eine 12-wochige Melatonineinnahme in einer ausgewahlten Studienpopulation an
Nachtschichtarbeitern einen positiven Effekt auf die Stoffwechselregulation von Glukose und
auf Herz-Kreislauf-Funktionen im Verhaltnis zu einer vergleichbaren, mit einem Placebo

behandelten Studienpopulation an Nachtschichtarbeitern?

— Hat eine 12-wochige Melatonineinnahme in einer ausgewahlten Studienpopulation an
Nachtschichtarbeitern einen positiven Effekt auf die Phasenlage mit dem Ziel eine zirkadiane
Stérung aufzuheben und die Schlafqualitat im Verhaltnis zu einer vergleichbaren, mit einem

Placebo behandelten Studienpopulation an Nachtschichtarbeitern?

— st eine 12-wochige Melatonineinnahme mit dem Ziel einer Verbesserung der Stoffwechsel-
regulation zur Risikominimierung an Folgekrankheiten zu erkranken als sicher einzustufen

und mit einem positiven Nutzen/Risiko-Verhaltnis verbunden?

— Gibt es physiologische Unterschiede zwischen Nachtschichtarbeiter und Nicht-
Nachtschichtarbeitern, die auf ein hoheres Risiko von Nachtschichtarbeitern an Diabetes

mellitus Typ 2 und Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu erkranken schliel3en lassen?

Sollte Melatonin einen Effekt auf die Stoffwechseleinstellung bei Nachtschichtarbeitern haben,
konnte moglicherweise durch die Einnahme von Melatonin das gesundheitliche Risiko fir
Nachtschichtarbeiter trotz Nachtschichtarbeit verbessert werden. Damit ware ein potentielles Mittel
zur Pravention gegen und ggf. auch zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 bei

Nachtschichtarbeitern gefunden.
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4 Material und Methoden

4.1 Klinische Studie

4.1.1 Regulatorische Aspekte
Die klinische Priifung wurde in Ubereinstimmung mit den geltenden internationalen und nationalen

rechtlichen Anforderungen fir klinische Prifungen durchgefiihrt.

EudraCT Nummer: EudraCT (European Union Drug Regulating Authorities Clinical Trials) ist ein

Register fir klinische Prifungen in der Europaischen Union. Bevor fiir eine klinische Prifung mit
einem Humanarzneimittel in der Europdischen Union der Antrag auf Genehmigung gestellt werden
darf, muss sie in dieses Register, unter der Vergabe der EudraCT Nummer, eingetragen werden.
Von der EMA (European Medicines Agency) wurde fur diese klinische Studie die folgende

EudraCT Nummer vergeben: 2012-005254-30.

Genehmigung/Meldungen: GemaR GCP-V §7, Absatz 2, Ziffer 2 wurde der Antrag auf zustimmende

Bewertung bei der federfithrenden Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg sowie der Antrag
auf Genehmigung beim Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) gestellt. Unter
der vergebenen Bearbeitungsnummer PVN4419 wurde am 19.06.2013 durch die Ethik-Kommission
der Arztekammer Hamburg die zustimmende Bewertung erteilt. Die Genehmigung der klinischen
Priifung wurde durch das BfArM unter der Vorlagen-Nummer 4039487 am 27.12.2013 erteilt.
Der Start der klinischen Prifung wurde am 15.01.2015 nach § 67 Abs. 1 und 3 AMG und § 12 Abs. 1-3
GCP-V bei der zustandigen Behorde (Behorde fur Gesundheit und Verbraucherschutz der Hansestadt

Hamburg) angezeigt (Arzneimittelgesetz - AMG, 2017).

Priifplan/Anderungen am Priifplan: Wahrend der gesamten Studiendurchfithrung war der Priifplan in

der Version 5.0 vom 18.09.2014 giiltig.

Probandenversicherung: Gemal® § 40 AMG wurde fiir die Studienteilnehmer zu dessen Schutz eine

Probandenversicherung bei der Allianz  Versicherungs-Aktiengesellschaft  abgeschlossen

(Versicherungsscheinnummer: AS-9100160814) (Arzneimittelgesetz - AMG, 2017).
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Beendigung der klinischen Studie/Abmeldung: Nach dem alle Studienzentren geschlossen wurden,

wurde die klinische Priifung am 29.03.2017 beim BfArM, bei der Ethik-Kommission der Arztekammer
Hamburg, bei der Behorde fiir Gesundheit und Verbraucherschutz der Hansestadt Hamburg als auch
bei der Landeshauptstadt Disseldorf (fir das Studienzentrum Aachen) abgemeldet.

Priifstelle: Die klinische Prifung wurde in der CTC North GmbH & Co. KG durchgefiihrt.

Qualitatssicherung: Alle an der Durchfiihrung der klinischen Prifung beteiligten Mitarbeiter wurden

vor Studienbeginn lber den Prifplan und die einzelnen Arbeitsablaufe aufgeklart und geschult.
Dariliber hinaus verfiligte jeder Mitarbeiter liber ein GCP-Zertifikat. Am Studienzentrum wurden
laufend Standard Operating Procedures (SOPs) gefiihrt, die eine einheitliche Durchfiihrung aller

Arbeitsablaufe gewahrleisteten.

Die Analysen im lokalen Zentrallabor wurden vom Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriums-
medizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Das Zentrallabor wurde von
der Deutsche Akkreditierungsstelle GmbH (DAkkS) akkreditiert. Die einzelnen Untersuchungen wur-
den in regelméaRigen Ringversuchen validiert. Uber jede Validierung lag fiir jede Untersuchung tiber

den gesamten Studienzeitraum ein giiltiges Zertifikat vor.

Datenmanagement: Die Eintragungen der Studiendaten in die Patientenordner wurden unmittelbar

nach der Untersuchung von der durchfiihrenden Person vorgenommen. Durch die Abfrage des
jeweiligen Mitarbeiter-Kiirzels lieR sich der entsprechende Mitarbeiter identifizieren. Die Ubertra-
gung der Daten aus den Patientenordnern in die Papier-Priifbdgen (Case Report Form, CRF) wurde
nach der Beendigung einer Visite durchgefiihrt und ebenfalls durch den Mitarbeiter signiert. Die CRFs
wurden dem Sponsor (Institut fir Klinische Pharmakologie und Toxikologie — Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf) Gbergeben und digitalisiert.

Monitoring: Die Durchfiihrung der klinischen Priifung wurde (iber den gesamten Zeitraum von einem
Monitor, der nicht an der Studiendurchfiihrung beteiligt war, Uberwacht. Im Rahmen der
regelmaRigen Monitoring-Besuche wurden gemaR des Monitoring-Planes die Einwilligungserklarung,
die Ein- und Ausschlusskriterien, der Investigator Site File (ISF), die Medikamenten-Dokumentation,

die CRFs und die Ergebnisse des primaren Endpunktes lGberprift.

32



Material und Methoden Klinische Studie

4.1.2 Studiendesign
Im Folgenden werden, wie in der Einleitung beschrieben, die 24 Nachtschichtarbeiter sowie die
12 Nicht-Nachtschichtarbeiter der EuRhythDia-Studie betrachtet, die am Studienzentrum in Hamburg

untersucht wurden.

4.1.2.1 Studienteilnehmer
Fir die Studienteilnehmer der Behandlungs- und der Vergleichsgruppe galten gemafl der Priifplane

bestimmte Ein- und Ausschlusskriterien. Ein Studienteilnehmer war demnach geeignet an der Studie

teilzunehmen, wenn auf ihn alle Einschlusskriterien jedoch keines der Ausschlusskriterien zutrafen.

Behandlungsgruppe — Nachtschichtarbeiter (N=24)

Einschlusskriterien:

— Fahigkeit die Probandenaufklarung und Einwilligung zu verstehen und personlich zu
unterzeichnen,

— Maénner und Frauen Uber 18 Jahre zum Zeitpunkt der Einwilligung,

— Schichtarbeiter, die regelmallige Nachtschichten ableisten, d.h. mindestens vier Nachte pro
Monat wahrend der Studienperiode, die Teilnehmer missen wahrend der letzten sechs
Monate vor Beginn der Studie regelmaRige Nachtschichten abgeleistet haben

und

— Der Teilnehmer ist kooperativ und verfligbar fir die Gesamtdauer der Studie.

Ausschlusskriterien:

— Schwangerschaft oder Stillen,

— Aktuelle oder in der Krankengeschichte korperliche oder psychische Erkrankungen, die es
unwahrscheinlich machen, dass der Teilnehmer die Studie zu Ende fithren kann oder die ein
nicht vertretbares Risiko fir den Teilnehmer durch die Studienteilnahme bedeuten,

— Bekannte Autoimmunerkrankungen,

— Bekannte oder vermutete Unvertriglichkeit oder Uberempfindlichkeit gegen die Studien-
medikation, nahe Verwandte Substanzen oder sonstige Bestandteile der Studienmedikation,

— Klinische oder laborchemische Hinweise auf Leberfunktionsstorungen oder erhohte
Leberenzyme,

— Hinweis auf das Vorliegen einer erblichen Galaktose-Intoleranz, Laktase-Mangel oder
Glukose-Galaktose Malabsorption,

— Einnahme von Melatonin, Fluvoxamin, Cimetidin, Chinolonen, Carbamazepin, Rifampicin,

5- oder 8-Methoxypsoralen innerhalb von vier Wochen vor Einschluss in die Studie,
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Langstreckenfliige Gber mehr als drei Zeitzonen innerhalb von vier Wochen vor Einschluss in

die Studie,

— Teilnehmer, die mehr als 750 mg Koffein pro Tag konsumieren,

— Blutspende oder Spende von Blutprodukten (z.B. 450 ml oder mehr Plasma oder Blutplatt-
chen) innerhalb von 60 Tagen vor Einschluss in die Studie,

— Unfahigkeit oder Schwierigkeiten, die Studienmedikation zu schlucken

und

— Teilnahme an einer klinischen Arzneimittelprifung innerhalb von vier Wochen vor Einschluss

in die Studie.

Vergleichsgruppe — Nicht-Nachtschichtarbeiter (N=12)
Da die Nicht-Nachtschichtarbeiter keine Nachtschichten absolvierten und auch keine Priifmedikation
einnehmen mussten, galten fiir die Gruppe an Probanden andere, vereinfachte Ein- und Ausschluss-

kriterien.

Einschlusskriterien:

— Fahigkeit die Probandenaufklarung und Einwilligung zu verstehen und persoénlich zu unter-
zeichnen,

— Maénner und Frauen Uber 18 Jahre zum Zeitpunkt der Einwilligung

und

— Der Teilnehmer ist kooperativ und verfligbar fir die Gesamtdauer der Studie.

Ausschlusskriterien:

— Schwangerschaft oder Stillen,

— Schwere Erkrankung (korperlich oder psychisch), die die Teilnahme behindern wirde,

— UbermiRiger Koffeinkonsum (mehr als 7-8 Tassen (150 ml) Kaffee pro Tag),

— Langstreckenflug Gber mehr als drei Zeitzonen innerhalb von vier Wochen vor Beginn der
Studie,

— Einnahme von Melatonin oder melatoninhaltigen Praparaten innerhalb von vier Wochen vor
Studienbeginn

und

— Spende von Vollblut oder Blutanteilen wie z.B. Blutplattchen innerhalb von 60 Tagen vor

Studienbeginn.
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Rekrutierung

Potentiell interessierte Studienteilnehmer wurden U(ber verschiedene Wege rekrutiert.
Die 24 Nachtschichtarbeiter wurden zum einen Uber die Verteilung des Studien-Flyers an
Nachtschichtarbeiter in Krankenhdauser, in erster Linie das Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
(UKE), in Polizeiwachen, in Feuerwehrwachen und in anderen Unternehmen mit Nachtarbeit
angesprochen. Andere MaBnahmen waren Aufrufe in Newslettern (UKE-intern und CTC North-
intern), Stellenangebote auf Onlineportalen (Stellenwerk.de und eBay-Kleinanzeigen) sowie Vortrage
und Besuche von Prof. Béger in verschiedenen Institutionen und Unternehmen. Die 12 Nicht-

Nachtschichtarbeiter wurden Gber den CTC North internen Newsletter rekrutiert.

Unabhangig vom Weg der Rekrutierung, wurden interessierte Nachtschichtarbeiter und Nicht-
Nachtschichtarbeiter gebeten, mit dem CTC North Kontakt aufzunehmen. Dort wurden sie
telefonisch liber die Studie informiert und es wurde ein Telefonfragebogen aufgenommen. Anhand
dieses Telefonfragebogens wurde von den Prifarzten tberprift, ob der Nachtschichtarbeiter bzw.
der Nicht-Nachtschichtarbeiter potentiell geeignet war, an der Studie teilzunehmen. Potentielle

Probanden wurden schlieBlich zu einer Voruntersuchung eingeladen.
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4.1.2.2 Ablaufplan der Studie
Fiir die 24 Nachtschichtarbeiter verlief die Studie in zwei unterschiedlichen Phasen (der Interven-

tions- und der Wash-Out-Phase) und beinhaltete insgesamt drei Visiten nach der Voruntersuchung.

* Voruntersuchung
Wahrend der Voruntersuchung wurden die Probanden Ulber den Verlauf der Studie sowie (ber
mogliche Risiken aufgeklart. Bei Probanden, die ihr Einverstandnis gaben an der Studie teilzunehmen,
wurde an Hand der Ein- und Ausschlusskriterien die Eignung zur Teilnahme an der entsprechenden

Studie Uberprift. SchlieRlich wurden die geeigneten Studienteilnehmer zur 1. Visite eingeladen.

* Visitel
Interventionsphase
Nach vollstandiger Beendigung der 1. Visite folgte die so genannte Interventions-
phase, in der fiir einen Zeitraum von 12 Wochen die Intervention durchgefiihrt
wurde. Die Probanden der Behandlungsgruppe gingen in dieser Zeit ihrem Alltag

nach und nahmen die Priifmedikation tageszeitlich gezielt ein.

* Visite 2
Nach der vollstandigen Beendigung der Interventionsphase, fand die 2. Visite statt. Bei der 2. Visite
wurde der Effekt der 12-wochigen Melatonineinnahme Uberpriift. Wichtig dabei war, dass alle
24 Nachtschichtarbeiter nach der Interventionsphase diese Visite absolvierten.

Sollten Studienteilnehmer die Studie vorzeitig beendet haben, wurden diese vollstandig ersetzt.

Wash-Out-Phase
Es folgten 12 Wochen Wash-Out-Phase, in der keine Intervention durchgefiihrt
wurde. Die Probanden gingen in dieser Zeit ihrem Alltag nach, ohne die

Prifmedikation einzunehmen.

* Visite3
Nach Beendigung der Auswaschphase fand die 3. und abschlieBende Visite statt. Bei der 3. Visite
wurde Uberprift, ob der Effekt, der bei der 2. Visite moglicherweise beobachtet wurde, wieder
umkehrbar ist. Die Studie galt nach der 3. Visite flir den Studienteilnehmer als beendet. Bei der
3. Visite gab es eine Quote fiir vorzeitige Studienabbrecher von 25%. Das heilt, 25% der
Studienteilnehmer konnten nach der 2. Visite die Studie abbrechen und mussten nicht ersetzt
werden. Wenn mehr als 25% der Probanden die Studie vorzeitig zwischen der 2. und der 3. Visite
abgebrochen hatten, hatten diese Probanden vollstindig durch neue Probanden ersetzt werden

mussen.
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Terminierung der Visiten: Jede Visite fand innerhalb von 7 Tagen, nachdem die Nachtschichtarbeiter

eine Nachtschicht hatten, statt. Die Termine fiir die Nicht-Nachtschichtarbeiter konnten hingegen frei

gewahlt werden.

Randomisierung und Verblindung: Am Studienzentrum erhielten die Probanden zur Voruntersuchung

zunachst eine dreistellige Nummer. Bei der Randomisierung wahrend der 1. Visite wurde dem
Probanden die nachste freie Randomisierungsnummer zugeordnet. Zusatzlich wurde eine
Randomisierungsliste erstellt mit den vierstelligen Randomisierungsnummern fiir beide
Behandlungsarme der Behandlungsgruppe. Anhand dieser Liste wurde von der Apotheke die
Prifmedikation (Melatonin oder Placebo) entsprechend abgefiillt. Da dem Studienzentrum nicht die
Randomisierungsliste mit der Priifmedikation vorlag, ist die Studie damit doppelt verblindet gewe-

sen.
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Ablaufdiagramm: Das folgende Ablaufdiagramm zeigt schematisch den zeitlichen Verlauf der

klinischen Studie fiir die Studienteilnehmer der Behandlungsgruppe.

Rekrutierung

| Voruntersuchung / Einwilligung |

Nicht geeignet ]

ja
| 24 Nachtarbeiter

.

12 Melatonin 12 Placebo
/ Visite 1 \
| Interventionsphase | | Interventionsphase

Visite 2

absolviert Proband ersetzen ]

A

Wash-Out-Phase ja

v

| Visite 3 |

Visite 3
absolviert

Abbruchrate
>25%

nein

[ Studienende ] [ Proband nicht ]
ersetzen

Abbildung 4-1: Ablaufdiagramm der klinischen Studie fiir die Studienteilnehmer der Behandlungs-
gruppe. Nach der Voruntersuchung erfolgte die 1. Visite mit der Randomisierung in die Melatonin-
oder Placebo-Gruppe. Fiir beide Gruppen fand einer 12-wéchigen Interventionsphase die 2. Visite
statt. Nach weiteren 12 Wochen der Wash-Out-Phase erfolgte die 3. und abschliefSende Visite.

ja

Vergleichsgruppe
Bei den 12 Nicht-Nachtschichtarbeitern wurde keine Intervention durchgefiihrt. Damit entfielen fir
diese Probanden die Interventions- als auch die Wash-Out-Phase, sowie die Randomisierung.

Die Studienteilnehmer dieser Gruppe absolvierten daher nur die 1. Visite.
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4.1.3 Behandlung der Nachtschichtarbeiter

4.1.3.1 Priifmedikation
Die Priifmedikation bestand aus einem Verum (A) und aus einem Placebo (B). Beim Verum als auch

beim Placebo handelte es sich um relativ kleine, weilRe, bikonkave Tabletten, die mit dem bloRRen
Auge voneinander nicht voneinander zu unterscheiden waren. Das Verum enthielt 2 mg Melatonin in
einer Tablette mit verzogerter Wirkstofffreisetzung und ist ein bereits zugelassenes, verschreibungs-
pflichtiges Medikament (Circadin®). Der Inhaber der Zulassung von Circadin® 2 mg ist RAD Neurim

Pharmaceuticals EEC Limited (Circadin® Fachinformation, 2012).

4.1.3.2 Einnahme der Priifmedikation
Die Priifmedikation wurde fiir eine Dauer von 12 Wochen wahrend der Interventionsphase, zwischen

Visite 1 und Visite 2, eingenommen. Da es sich in dieser Studie um ein neues Indikationsgebiet
handelt, wurde die allgemeine Einnahmeempfehlung Circadin® gemaB Fachinformation
studienspezifisch angepasst. Die Dosierung der Priifmedikation sollte allgemein einmal taglich eine
Tablette etwa 0,5 bis 1 Stunde bevor dem Zubettgehen nach einer Mahlzeit eingenommen werden.
Dies entsprach der allgemeinen Einnahmeempfehlung laut der Fachinformation von Circadin®

(Circadin® Fachinformation, 2012).

Das studienspezifische Einnahmeschema der Prifmedikation hing dabei von der Verteilung der
Nachtschichten (einzelne Nachtschichten oder mindestens drei aufeinanderfolgende Nachtschichten)
im Dienstplan der einzelnen Probanden ab. Bei ein oder zwei aufeinanderfolgende Nachtschichten
setzte die Einnahme der Prifmedikation an den Tagen der Nachtschicht aus; bei drei oder mehr
aufeinander folgende Nachtschichten, sollte die Priifmedikation vor dem Zubettgehen am Morgen
nach dem Ende der Nachtschicht eingenommen werden. Danach, an Tagen ohne Nachtschicht, war
die Priufmedikation wieder regelmaRig abends 0,5 bis 1 Stunde bevor dem Zubettgehen

einzunehmen.

Wahrend der Interventionsphase wurde also zwischen Behandlungstagen und Nicht-

Behandlungstagen unterschieden:

Behandlungstage: keine  Nachtschicht, freie Tage, mehr als drei

aufeinanderfolgende Nachtschichten

Nicht-Behandlungstage: ein oder zwei aufeinanderfolgende Nachtschichten

Damit ergab sich fir jeden Probanden eine individuelle Anzahl an Behandlungstagen und an Nicht-
Behandlungstagen und damit eine individuelle Anzahl an Tabletten, die von den einzelnen

Probanden wahrend der 12-wéchigen Interventionsphase eingenommen werden mussten.
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Die folgende Tabelle 4-1 zeigt beispielhaft ein mogliches Einnahme-Muster der Priifmedikation.

Tabelle 4-1: Mégliches Einnahme-Muster der Priifmedikation wéhrend
der 12-wéchigen Interventionsphase zwischen der 1. und 2. Visite.
Die Einnahme der Priifmedikation erfolgt dabei in Abhdngigkeit der
individuellen Schichtpléne einmal téglich morgens oder abends, oder sie

entfillt.
Tag Art der Schicht Emnahm.e d(?r Prif-
medikation

1 Tagschicht abends

2 frei abends

3 Nachtschicht nein

4 frei abends

5 Tagschicht nein

6 Tagschicht nein

7 Nachtschicht morgens
8 Nachtschicht morgens
9 Nachtschicht morgens
10 frei abends
11 Tagschicht abends
12 Nachtschicht nein

13 Nachtschicht nein

14 Tagschicht abends
15 Tagschicht abends

4.1.3.3 Konformitdt mit dem Priifplan
Um zu Uberprifen, ob die Probanden die Prifmedikation gemaR den Vorgaben im Prifplan

eingenommen haben, wurde den Probanden fiir die Interventionsphase ein Tagebuch ausgehandigt.
Die Probanden wurden angehalten, in dem Tagebuch die Einnahme der Priifmedikation sowie den
individuellen Schichtplan zu dokumentieren. Mit Hilfe dieser Angaben wurde nach der Interventions-
phase die Konformitdt mit dem Prifplan Uberprift. Zur Beurteilung der Konformitdat der

Studiendurchfiihrung mit dem Prifplan wurden schlieRlich die folgenden Aspekte betrachtet.

Einnahme der Priifmedikation

Die Einnahme der Priifmedikation wurde an Hand des Tagebuches wahrend der Interventionsphase
der Probanden sowie an Hand der Anzahl der von ihm zurlickgebrachten, restlichen Prifmedikation
Uberprift. Das Tagebuch gab unter anderem Auskunft dariiber, wie viele Behandlungstage und wie
viele Nicht-Behandlungstage jeder Proband in der Interventionsphase hatte, also wie viele Tabletten
der Proband hatte einnehmen missen. Darliber hinaus lieR sich aus dem Tagebuch die Anzahl der
dokumentierten Tabletteneinnahmen ermitteln und damit, ob sie in Konformitat mit dem Prifplan
eingenommen wurden. Daneben wurde aus der Anzahl der zuriickgebrachten Tabletten ebenfalls die

Anzahl der eingenommenen Tabletten ermittelt.

40



Material und Methoden Klinische Studie

Die Konformitdt mit dem Priifplan galt dabei als gegeben, wenn es eine Ubereinstimmung von
70 bis 100% zwischen der tatsachlichen Einnahme der Priifmedikation und den Vorgaben im Prifplan

gab. Die Berechnung der Konformitat mit dem Prifplan ist unter 4.3.1 zu finden.

Visitentermine
Ein weiterer Aspekt, um zu beurteilen, ob sich die Studienteilnehmer in Konformitat mit den
Vorgaben im Priifplan verhalten haben, betrafen die Terminierung der Visite und die Anzahl der

absolvierten Nachtschichten sowie die Lange der Interventions- und der Wash-Out-Phasen:

Die letzte Nachtschicht vor einer Visite: Die letzte Nachtschicht, die von den Probanden vor jeder

Visite absolviert wurde, sollte innerhalb von 0 bis 7 Tagen vor der Visite stattgefunden haben.

Dies wurde fir die 2. und 3. Visite ebenfalls an Hand der Tagebiicher tiberpruft.

Dauer der Interventions- und der Wash-Out-Phase: Sowohl die Interventionsphase als auch die

Wash-Out-Phase sollten gemaR des Prifplans eine Dauer von 12 Wochen (ggf. + 7 Tage bei
Terminierungsschwierigkeiten) haben. Um diesen Aspekt zu Uberprifen, wurden die Wochen

zwischen der 1. und 2. bzw. zwischen der 2. und 3. Visite gezahlt.

Anzahl der Nachtschichten: GemaR Einschlusskriterien sollten die Probanden mindestens vier Nacht-

schichten pro Monat absolvieren. Das entspricht 0,92 Nachtschichten pro Woche. Dieses Kriterium

wurde ebenfalls mittels der Tageblicher Gberprift.
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4.1.4 Untersuchungen, erhobene Parameter und Endpunkte

4.1.4.1 Endpunkte der klinischen Studie
Im Prifplan der klinischen Studie waren bestimmte Endpunkte, ein primarer sowie weitere

sekundare, definiert.

Primarer Endpunkt

Gemal des Priifplans der klinischen Studie war der primare Endpunkt:

1.

Die Verdnderung der Area Under The Curve (AUC) von Glukose wahrend des OGTTs zwischen

1. und 2. Visite, also nach 12 Wochen Einnahme der Prifmedikation.

Sekundare Endpunkte

Weitere, im Prifplan definierte sekundare Endpunkte der Studie waren:

2.

Die Veranderung der AUC von Glukose wahrend des OGTTs zwischen 2. und 3. Visite, also

nach 12 Wochen Wash-Out-Phase.

Die Veranderung der AUC von Insulin wahrend des OGTTs zwischen 1. und 2. Visite, also nach

12 Wochen Einnahme der Priifmedikation.

Die Veranderung der AUC von Insulin wahrend des OGTTs zwischen 2. und 3. Visite, also nach

12 Wochen Wash-Out-Phase.

Die Verdnderung von Indizes des Glukosehaushaltes (HOMA, QUICKI-Index, Stumvoll-ISI,

HbA1c) zwischen 1. und 2.Visite, sowie zwischen 2. und 3. Visite.

Die Veranderung von Korpergewicht, BMI, abdominaler Umfang und GefaRfunktion zwischen

1. und 2.Visite, sowie zwischen 2. und 3. Visite.

Der Unterschied in Plasma- und Serum-Biomarker zwischen 1. und 2.Visite, sowie zwischen

2. und 3. Visite

4.1.4.2 Untersuchungen und Blutabnahmen
Um die einzelnen Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen und die Endpunkte lberpriifen zu

konnen, wurden an den einzelnen Visiten die gleichen Untersuchungen durchgefiihrt sowie die

gleichen Blutproben von den Probanden abgenommen. Jede Visite bestand dabei aus einem Teil

ambulanter Untersuchungen sowie einem Teil stationarer Untersuchungen.

Die ambulanten Untersuchungen erfolgten von 08:00 bis 10:00. Die stationdren Untersuchungen der

24 Nachtschichtarbeiter wurden von 10:00 bis 10:00 des Folgetages im direkten Anschluss an die
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ambulanten Untersuchungen der 1., 2. und 3. Visite durchgefiihrt. Die stationdaren Untersuchungen
der 12 Nicht-Nachtschichtarbeiter hingegen erfolgten von 08:00 bis 08:00 des Folgetages, allerdings
an einem anderen Termin, also nicht im direkten Anschluss an die ambulante Untersuchung der

1. Visite.

Eine Ubersicht iiber die durchgefiihrten Untersuchen und abgenommenen Blutproben ist in der

folgenden Tabelle 4-2 zu finden.

Tabelle 4-2: Durchgefiihrte ambulante und stationdre Untersuchungen und abgenommene
Blutproben zum Zeitpunkt der 1. Visite (vor der Interventionsphase), der 2. Visite (nach der
Interventionsphase) und der 3. Visite (nach der Wash-Out-Phase).

Visite 1 Visite 2 Visite 3
Untersuchungen/Blutabnahmen
ambulant

Randomisierung X - -
Krankengeschichte/unerwiinschte Ereignisse X X X
Korperliche Untersuchung:

- GrolRe X - -

- Gewicht X X X

- Messung der Aortenldange X - -

- Abdominale Umfange X

- OGTT X X X
Blutabnahmen:

- 5x2,7 mL Fluorid/Oxalat Monovetten X X X

- 5x4,5 mL Lithium-Heparin Monovetten X X X

- 1x4,9 mL Lithium-Heparin Monovette X X X

- 1x2,7mLEDTA Monovette X X X
Fragebogen:

Mt X ) )

- D-MEQ (Horne Ostberg) X - -

- PsaQl X X X

- IPAC X X X

- FINDRISC Score X X X
Tagebuchausgabe X X -
Tagebuchkontrolle - X X

stationar

Ausgabe der Prifmedikation X - -
Zuricknahme der restl. Priifmedikation - X -
Ambulante-24-Stunden-Blutdruckmessung X X X
Blutabnahmen:

- 9x4,5 mL Lithium Heparin Monovetten X X X
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4.1.4.3 Verarbeitung der Blutproben
Die ambulanten Blutabnahmen erfolgten zum einen im Rahmen des oralen Glukosetoleranztestes

sowie zum anderen im Rahmen der Routine-Blutuntersuchung. Aus den stationdr abgenommenen
Blutproben wurden zur intensiven Phanotypisierung die 24h-Profile von Melatonin und Cortisol
erstellt. Fir die Blutentnahmen wurde den Probanden eine Sicherheitsvenenverweilkanile gelegt.
Vor jeder Blutentnahme wurden mittels einer Spritze 1 mL Blut aus der Sicherheitsvenenverweilka-

nile entnommen und verworfen.

Oraler Glukosetoleranztest

Die Probanden mussten fiir den Test niichtern sein, das heil3t sie durften seit mindestens 12 Stunden
vor der Untersuchung keine Nahrung und aulRer Wasser keine Getranke zu sich genommen haben.
Die Probanden nahmen einen Sirup ein, der 75g Glukose enthielt. Zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 90
und 120 Minuten wurde den Probanden fiir die Bestimmung von Glukose und Insulin die folgenden

Proben abgenommen.
Glukose: 5 x 2,7 mL Fluorid/Oxalat Monovetten
Insulin: 5 x 4,5 mL Lithium-Heparin Monovetten

Die 2,7 mL Fluorid/Oxalat Monovetten wurden fiir die Bestimmung von Glukose direkt nach der Blut-
abnahme ins lokale Zentrallabor des UKEs gebracht und nicht im Studienzentrum weiter bearbeitet.
Die 4,5 mL Lithium-Heparin Monovetten wurden nach der Blutabnahme fir 10 Minuten bei einer
Beschleunigung von 2000g und 21°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Plasma auf drei
Aliguote aufgeteilt. Im Anschluss wurden die Aliquote zunachst bei -20°C weggefroren und
aufbewahrt. Nach Beendigung der klinischen Studie wurde im Institut fiir Klinischen Pharmakologie,

wie unter 4.2. beschrieben, das Insulin aus diesen Proben bestimmt.

Aus den Glukose- und Insulinwerten wurde jeweils fiir alle Visiten die AUC ermittelt und zwischen
den einzelnen Subgruppen und den einzelnen Visiten verglichen. Dariiber hinaus wurden aus den
Glukose- und Insulinwerten der HOMA-Index, der QUICKI-Index und der Stumvoll-ISI berechnet.
Diese Indices fir die Glukosehomobostase wurden ebenfalls zwischen den einzelnen Gruppen und den

einzelnen Visiten verglichen.
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Routine-Blutuntersuchung

Fir die Routine-Blutuntersuchung wurde den Probanden Blut in eine 4,9 mL Lithium-Heparin
Monovette abgenommen. Aus dieser Blutprobe wurde der HbAlc-Wert durch das lokale Zentrallabor
des UKE bestimmt. Der HbAlc wurde, wie die Parameter des oralen Glukosetolerantestes als

kontinuierliche Variable zwischen den einzelnen Subgruppen und den einzelnen Visiten verglichen.

Die anderen Parameter der Routine-Blutuntersuchung dienten der Beurteilung des Gesundheits-
zustandes der Probanden und damit der Sicherheit der Einnahme von Melatonin. Dementsprechend

sind diese Parameter unter ,4.4 Sicherheit der Einnahme von Melatonin“ zu finden.

24h-Profil von Melatonin und Cortisol

Fir die Bestimmung von Melatonin und Cortisol wurden den Probanden {iber einen Zeitraum von
24 Stunden alle drei Stunden Blut in 4,5 mL Lithium Heparin Monovetten abgenommen. Nach der
Abnahme wurden die Monovetten direkt auf Eis gestellt und anschlieBend bei 4°C fiir 10 Minuten bei
einer Beschleunigung 1620 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Plasma auf zwei
Aliquote a 1000 wl aufgeteilt; eins fiir die Bestimmung von Melatonin und eins fiir die Bestimmung
von Cortisol. Beide Aliquote wurden bei -20°C weggefroren und eingelagert. Die auf diese Weise
erhaltenen 24h-Profile von Melatonin und Cortisol wurden zwischen den einzelnen Subgruppen und

innerhalb einer Subgruppe zwischen den einzelnen Visiten verglichen.
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4.1.4.4 Parameter aus den kérperlichen Untersuchungen
Zu den korperlichen Untersuchungen gehoérten die Erfassung von anthropometrischen Daten sowie

die Durchfiihrung einer ambulatorischen 24h-Blutdruckmessung.

Anthropometrische Parameter

Fir die Beurteilung der Endpunkte wurden anthropometrische Daten der Probanden bendtigt. Dabei
wurde aus der GroRe und dem Gewicht der BMI als Quotient aus dem Koérpergewicht (kg) und dem
Quadrat der KorpergroBe (m) bestimmt sowie aus den Taillen- und Hiftumfang der Taillen/Huft-
Quotient berechnet. Diese Parameter wurden zwischen den entsprechenden Subgruppen zu den

Zeitpunkten der 1., 2., und 3. Visite verglichen.

- BMI (kg/m?)

— Taille/Huft-Quotient

Ambulatorische 24h-Blutdruckmessung

Die Probanden wurden mit einem 24h-Blutdruckmessgerat der Firma BPLab zu Beginn des
stationadren Teils einer jeden Visite ausgestattet. Dieses Gerat haben sie iber 24 Stunden an sich
getragen. Tagslber, bis 21:00, fand dabei alle 15 Minuten und nachts, bis 07:00, alle 30 Minuten eine

Messung statt.

Nach Beendigung der stationdren Untersuchung wurde den Probanden das Gerdat wieder
abgenommen und die Daten schnellstmoglich auf einen Computer libertragen. Die Bearbeitung der
Daten erfolgte mit der passenden BPLab Software. Fiir die Berechnung weiterer Parameter aus den
gemessenen Daten, benoétigte die Software weitere Daten der Probanden wie die Grofle, Gewicht,

Alter, Geschlecht und die Lange der Aorta.

Auf diese Art und Weise wurden die folgenden Parameter erhalten:

- 24h-Profil des systolischen und diastolischen Blutdruckes,
- Dipper Status,

- 24h-Profil der Pulswellengeschwindigkeit

und

- Arterielle GefaRsteifigkeitsindex tagstiber und nachts

Diese Parameter wurden entweder als 24h-Profil oder als kontinuierliche Variable (Dipper Status)

zwischen den einzelnen Subgruppen und den einzelnen Visiten verglichen.
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4.1.4.5 Probanden Fragebdgen
Neben den abgenommenen Blutproben und den korperlichen Untersuchungen, wurden den

Probanden zu jeder stationaren Untersuchung Fragebogen ausgehandigt. Einige Fragebdgen mussten
dabei nur bei der 1. Visite, andere bei allen drei Visiten ausgefiillt werden. Alle in der Studie
verwendeten Fragebogen sind im Anhang dieser Arbeit zu finden.

Munich Chronotype Questionnaire fiir Schichtarbeiter (MCTQShift)

Der MCTQ™™™ musste nur bei der 1. Visite ausgefillt werden. Bei der ,shift” Version des Munich
Chronotype Questionnaires handelt es sich um eine Anpassung der zuvor etablierten Version des
Fragebogens flr Tagarbeiter des Institutes fliir Medizinische Psychologie der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen. Es geht in dem Fragebogen darum, den individuellen Chronotyp, an
arbeitsfreien Tagen, zu ermitteln, also das natiirliche Zubettgeh- und Aufstehverhalten. In diesem

Fragebogen sind die Fragen frei zu beantworten (Juda et al., 2013).

Aus den abgefragten Parametern Zubett- und Aufstehzeiten sowie Schlafdauer konnte die mid-sleep
time on free days (MSF) ermittelt werden. Im Fragebogen wurde zwischen freien Tagen nach Frih-,
Spat- und Nachtschichten unterschieden, welche unterschiedlichen Einfluss auf die mid-sleep time
haben. Der Einfluss von Spatschichten auf die mid-sleep time galt am geringsten, daher wurde in der
Auswertung der Vergleich der mid-sleep time on free days nach einer Spéatschicht (MSF)
herangezogen. Der erhaltene MSF® wurde auf zwei Varianten verglichen, als kategoriale und als

kontinuierliche Variable.

Eine Bedingung flir Auswertbarkeit des Fragebogens war, dass die Probanden an freien Tagen nicht
langer schliefen, als an Arbeitstagen. Sollte dies der Fall gewesen sein, hatten der MSFz um einen
oversleep korrigiert werden miussen. Fir die Berechnung des oversleeps wurde die Anzahl der
absolvierten Tage in der jeweiligen Schicht bendétigt. Dieser Wert wurde in dem Fragebogen
allerdings nicht abgefragt und lag auch nicht aus anderen Erhebungen vor. Daher mussten alle
Fragebogen, bei denen dies der Fall war, von der Auswertung ausgeschlossen werden (Juda et al.,

2013; IPAQ Research Committee, 2005).

D-MEQ, (Morningness-Eveningness-Questionnaire von Horne und Ostberg)
Wie der MCTQ*"™ wurde der D-MEQ Fragebogen ebenfalls nur bei der 1. Visite von den Probanden
ausgefillt. Der Fragebogen diente daher lediglich der Charakterisierung der einzelnen Probanden zu

Beginn der Studie (Horne und Ostberg, 1976).
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Dieser Fragebogen zielte auf die Bestimmung von Morgen- und Abend-Typen ab. Bei diesem
Fragebogen handelte es sich um eine multiple choice Variante. Es waren Fragen aus verschiedenen
Bereichen des Lebens zu beantworten, beispielsweise: Wie miide fiihlen Sie sich morgens in der
ersten halben nach dem Aufwachen? oder: Zu welcher Tageszeit fiihlen Sie sich lhrer Meinung nach
am besten? Die jeweiligen Antwortmoglichkeiten entsprachen einer bestimmten Punktzahl, so dass
aus jedem Fragebogen eine Gesamtpunktzahl ermittelt werden konnte, welche einer der folgenden

Kategorie zugeordnet werden konnte:

a. Eindeutiger Morgentyp
b. Moderater Morgentyp
c. Neutraltyp

d. Moderater Abendtyp

e. Eindeutiger Abendtyp

Die Ergebnisse wurden kategorial nach den einzelnen Subgruppen ausgewertet und dienten damit

der Charakterisierung der Probanden der jeweiligen Subgruppen.

Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQl)

Der PSQl Fragebogen wurde bei den Visiten 1, 2 und 3 von den Probanden ausgefiillt und
ausgewertet. In diesem Fragebogen ging es um die Schlafqualitdat des einzelnen Probanden in den
letzten vier Wochen. Mit diesem Fragebogen sollte Uberprift werden, ob sich bei den
Studienteilnehmern die Schlafqualitat unter einer 12-wochigen Melatonineinnahme verbesserte. Der

Fragebogen war eine Kombination aus frei zu beantwortenden Fragen und multiple choice Fragen.

Es wurden dabei in dem Fragebogen die folgenden Bereiche des Schlafens abgefragt:

— Gewohnliche Schlafzeiten,

— Haufigkeit schlafstorender Ereignisse,
— Einschatzung der Schlafqualitat,

— Einnahme von Schlafmedikation

und

— Tagesmudigkeit.

Anhand des ermittelten Scores lieBen sich die Probanden in zwei Kategorien einteilen:

<5: Gute Schlafer
>5: Schlechte Schlafer
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Der Score wurde fiir alle drei Visiten sowohl kategorial als auch kontinuierlich ausgewertet und die

einzelnen Subgruppen miteinander verglichen.

International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)

Der IPAQ Fragebogen wurde ebenfalls bei den Visiten 1 bis 3 von den Probanden ausgefiillt.
Der Fragebogen erfasste das Bewegungsverhalten in den letzten 7 Tagen. Der Fragebogen wurde
herangezogen, um zu uUberprifen, ob sich die Probanden der einzelnen Subgruppen vor den
einzelnen Visiten vergleichbar verhalten haben, was die korperliche Bewegung anbelangt
(Hagstrémer et al., 2006). Das Bewegungsverhalten wurde dabei als Metabolisches Aquivalent (MET)
ermittelt. Dadurch lieBe sich schlieBlich der Energieverbrauch durch verschiedene Bewegungsintent-

sitaten ermitteln und vergleichen (Ainsworth et al., 2000).

Die Fragen waren frei zu beantworten. Es wurden fir vier verschiedene Lebensbereiche (Arbeit,
Beforderung, Hausarbeit und Freizeit) in verschiedenen Kategorien von Bewegungsintensitaten, zum
Beispiel moderat, anstrengend, die Dauer und die Anzahl der Tage in den letzten 7 Tagen abgefragt,
die sich der Auszufiillende im Schnitt an einem Tag in den entsprechenden Intensitaten bewegt hat.
Die Gesamt-METs wurden zwischen den einzelnen Subgruppen als kontinuierliche Variable zum

Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Visite verglichen (IPAQ Research Committee, 2005).

GesundheitsCheck DIABETES (FINDRISC Score)

Der FINDRISK Fragebogen wurde ebenfalls bei allen drei Visiten ausgefiillt, aber nur fir die 1. Visite
ausgewertet. Der Fragebogen enthielt ebenfalls multiple choice Fragen und ergab das individuelle
Risiko, in den nachsten 10 Jahren an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken. Aus den unterschiedlich
hoch gewichteten Antwortmoglichkeiten erfolgte die Berechnung des FINDRISK-Scores und die
Einteilung in verschiedenen Kategorien (Lindstrom und Tuomilehto, 2003). Der berechnete FINDRISK

Score wurde als kategoriale Variable zwischen den einzelnen Subgruppen verglichen.
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4.2 Experimentelle Bestimmung von Parametern

4.2.1 Insulin ELISA
Die Insulinwerte aus dem OGTT der Visiten 1, 2 und 3 wurden mittels eines kommerziellen
erwerblichen ELISAs (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) der Firma Mercodia AB im Institut fur
Klinische Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gemessen.
Die Durchfiihrung des ELISAs beinhaltete dabei, gemal den Angaben des Herstellers die folgenden,

Schritte:

1. 25 pL der Proben, Kontrollen (1 und 2) und der Kalibratoren (0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5) wurden in
einer beschichteten 96-Well-Platte vorgelegt. Dabei wurden von jeder Probe bzw. Kontrolle
und Kalibrator je zwei Wells besetzt. Die Platte wurde so besetzt, dass sich von einem

Probanden alle Proben auf einer Platte befanden.
2. Eswurden 100 pL des Enzymkonjugates in jedes Well hinzugefiigt.

3. Die Platte wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Rittelplatte zum Inkubieren

gestellt.
4. Die Platte wurde mit dem zuvor mit Wasser verdiinnten Wasch-Puffer 6mal gewaschen.
5. 200 pl des Substrates 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) wurden hinzugeflgt.
6. Die Platte wurde fiir weitere 15 Minuten zum Inkubieren ruhen gelassen.
7. 50 pL der Stop-Losung wurden hinzugefiigt.
8. Vor der Messung wurde die Platte flr finf Sekunden geriittelt.

9. Zum Schluss wurde die Adsorption bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

Alle Proben sowie die beiden Kontrollen wurden vor dem Pipettieren in die Well-Platte mittels eines
Reagenzglasschittlers homogenisiert. Um niedrigere Insulinwerte abdecken zu kénnen, wurde der
Kalibrator 1 mit Wasser 1:2 verdiinnt. Der so erhaltene weitere Kalibrator wurde als Kalibrator 0,5

bezeichnet.
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4.2.2 Melatonin
Alle Proben der 24h-Melatonin Messung wurden an der University of Surrey in der Faculty of Health
and Medical Science unter der Leitung von Debra J. Skene analysiert. Das Labor verwendete dabei
einen Radioimmunoassay. Alle Proben eines Teilnehmers wurden im gleichen Assay durchgefiihrt

und in zweifacher Ausfertigung gemessen (Fraser et al., 1983; Sletten et al., 2009).

4.2.3 Cortisol
Alle Proben der 24h-Cortisol Messung wurden an der University of Surrey in der Faculty of Health and
Medical Science unter der Leitung von Debra J. Skene analysiert. Die Cortisol-Proben wurden dabei
mittels Radioimmunoassay analysiert. Alle Proben eines Teilnehmers wurden im gleichen Assay

durchgefihrt und in zweifacher Ausfertigung gemessen (Gunn et al., 2016; Hindawi et al., 1980).
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4.3 Auswertung und statistische Berechnungen

4.3.1 Konformitdt mit dem Priifplan — Einnahme der Priifmedikation
Fir die Berechnung der Ubereinstimmung mit dem Priifplan fiir die Einnahme der Priifmedikation

standen damit insgesamt die folgenden Angaben zur Verfligung:
a. Gesamtzahl der eingenommenen Tabletten laut Tagebuch,
b. Anzahl der falsch eingenommenen Tabletten,
c. Anzahl der korrekt eingenommenen Tabletten,

d. Anzahl der eingenommenen Tabletten aus der Differenz zwischen der Anzahl der

zurlickgebrachten und ausgegebenen Tabletten,

e. Anzahl der Behandlungstage wahrend der Interventionsphase gemaR den Vorgaben im

Priifplan,

f.  Anzahl der Nicht-Behandlungstage wahrend der Interventionsphase gemaflt den Vorgaben im

Priifplan,
g. Anzahl der nicht dokumentierten Tage
und

h. Anzahl der Tage der Interventionsphase.

Die Konformitat wurde auf Basis dieser zur Verfligung stehenden Daten auf die folgende Art und

Weise berechnet:

1. Ermittlung der Gesamtzahl der eingenommenen Tabletten laut Tagebuch (a) und laut der

zurlickgebrachten Tabletten (d).

2. Ermittlung der Anzahl der Behandlungstage und Nicht-Behandlungstage (e, f) sowie der nicht

dokumentierter Tage (g).

3. Ermittlung der Anzahl korrekt und falsch eingenommener Tabletten (b, c¢) aus den

Behandlungstagen und Nicht-Behandlungstagen.

4. Ermittlung der Anzahl der gesamten Tage Prifplankonformitat aus der Differenz der gesam-
ten Tage der Interventionsphase (h), der Anzahl der falsch eingenommenen Tabletten (b)
sowie die Anzahl der nicht dokumentierten Tage (g). Die Anzahl der korrekt eingenommenen

Tabletten (c) dient dabei als Kontrolle.
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5. Die Anzahl der gesamten Tage Priifplankonformitat wird durch die Anzahl der gesamten Tage

der Interventionsphase (h) dividiert.

6. Die Konformitat wird in Prozent angegeben.

Dieses Berechnungsvorgehen setzte voraus, dass die Gesamtzahl der eingenommenen Tabletten laut
Tagebuch (a) und Anzahl der eingenommenen Tabletten laut zurlickgebrachten Tabletten (d)
Ubereinstimmten. War dies nicht der Fall, wurde eine Korrektur vorgenommen. Da sich im
Nachhinein nicht verifizieren lieB, welche der beiden Zahlen die korrekte war, wurde von dem
groBeren Fehler ausgegangen und die kleinere Angabe filir die Berechnung herangezogen.
Eine weitere Korrektur erfolgte tUber die Anzahl der nicht dokumentierten Tage (g). Die Differenz
zwischen (a) und (d) wurde zu den nicht dokumentierten Tagen (g) addiert und somit als ,falsche

Behandlung” von der Anzahl der gesamten Tage der Intervention (h) subtrahiert.

4.3.2 Untersuchungen und Blutabnahmen
Aus den wahrend des oralen Glukosetoleranztest generierten Glukose- und Insulinwerten wurden
zum Zeitpunkt der 1., 2., und 3. Visite die jeweiligen AUCs sowie die Indizes der Glukosehomd&ostase

berechnet.
Area Under the Curve
Die AUC von Glukose und Insulin wahrend des OGTTs wurden mittels GraphPad Prism 5 berechnet

und fir alle drei Visiten graphisch dargestellt.

Adjustierungen: Die AUCs von Glukose wahrend des OGTTs wurden dariber hinaus nach bestimmten

Parametern adjustiert. Diese Parameter wurden an Hand des zu erwartenden Effektes auf das
Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 im Allgemeinen (BMI), im speziellen Kontext der vorliegenden
Studie (Anzahl an Jahren seit dem Nachtschichten absolviert werden) sowie mit Blick auf die
untersuchte Intervention (Anzahl an eingenommener Tabletten der Priifmedikation), ausgewahlt.
Dies sollte Aufschluss dariiber geben, ob es unterschiedliche bzw. stirkere Effekte innerhalb
kleinerer, nach bestimmten Kriterien selektierten Subgruppen gab. Fir die Adjustierungen wurden
die Mediane der entsprechenden Parameter der gesamten Nachtschichtarbeiter, der Melatonin-
Gruppe, der Placebo-Gruppe und, sofern zutreffend, der Nicht-Nachtschichtarbeiter gebildet.

Anschliefend wurde jede dieser Gruppe mit Hilfe des Medians in zwei Subgruppen geteilt.
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Indizes der Glukosehomoostase
Die Indizes der Glukosehomoostase wurden aus den Glukose- und Insulinwerten des OGTTs nach den

folgenden Formeln berechnet und nach den angegebenen Referenzwerten interpretiert:

HOMA-Index:
HOMA-Index = (Insulingmin (LU/ml) x Glukosegmin (mmol/l)) / 22,5

Der Zustand des Glukosestoffwechsels wurde an Hand der in der folgenden Tabelle 4-3 zu findenden

Referenzwerte bewertet und die Probanden in die entsprechenden Kategorien eingeteilt.

Tabelle 4-3: Referenzwerte des HOMA-Indexes (medweb24 GmbH, 0.D.).

HOMA-Index Interpretation
<1 normal
>2 Hinweis auf eine Insulinresistenz
>2,5 Insulinresistenz sehr wahrscheinlich
>5,0 Durchschnittswert bei Typ 2-Diabetikern

QUICKI-Index:
QUICKI-Index =1/ (log(Insulingmin pU/mL) + log(Glukosegmin mg/dL))

Die Ergebnisse des QUICKI-Indexes erlauben eine Einteilung der Probanden gemal ihres Glukose-
stoffwechsels in die beiden Kategorien ,normale Glukosetoleranz” und ,Diabetes mellitus Typ 2“.

Diese Einteilung wurde an Hand der in der folgenden Tabelle 4-4 zu findenden Referenzwerte

vorgenommen.
Tabelle 4-4: Referenzwerte des QUICKI-Index (Danne et al., 2016).
QUICKI-Index ‘ Interpretation
0,45 Normale Glukosetoleranz
0,30 Diabetes mellitus Typ 2
Stumvoll-ISI:
Stumvoll-ISI =0.226 - (0.0032 x BMI) - (0.0000645 x 1120) - (0.00375 x G90)

Fir den Stumvoll-ISI liegen keine Referenzwerte vor. Es gilt allerdings, je hoher der Index, desto

besser ist der Stoffwechselzustand (Stumvoll et al., 2000).

HbA1c

Bei einem HbAlc-Wert von 26,5% liegt ein Diabetes mellitus Typ 2 vor. Bei einem HbAlc-Wert von
<5,7% kann hingegen ein Diabetes mellitus Typ 2 ausgeschlossen werden. Bei HbAlc-Werten, die
zwischen 5,7 und 6,5% liegen, wird eine differenzierte Diagnostik durch einen OGTT empfohlen

(WHO/IDF consultation, 2006).
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Zustand des Glukosestoffwechsels
An Hand der Glukosewerte wahrend des OGTTs zu den Zeitpunkten 0 min und 120 min wurden die
Probanden entsprechend ihrem Stoffwechselzustand des Glukosestoffwechsels nach der folgenden

Tabelle 4-5 in die folgenden Kategorien eingeteilt:

Tabelle 4-5: Kategoriale Zuordnung der Glukosewerte (mg/dL) nach 0
und 120 min wdhrend des OGTTs in die Stoffwechselzustdnde des Gluko-
sestoffwechsels: NGT, IFG, IGT und Dm2.

Zustand des Glukosestoff- Glukose (mg/dL)
wechsels 0 min | 120 min

NGT <100 <140
IFG 100 - 125 /
IGT <126 140-199
Dm2 2126 2200

NGT  Normale Glukosetoleranz Dm2 Diabetes mellitus Typ 2

IFG Erhohte Nichternglukosewerte OGTT  Oraler Glukosetoleranztest

IGT Gestorte Glukosetoleranz

4.3.3 Fragebogen
Munich Chronotype Questionnaire fiir Schichtarbeiter (MCTQ®*"")

Die fiir die Auswertung bendtigte MSF: wurde auf folgende Art und Weise bestimmt:

1. Uberpriifung, ob Spatschichten absolviert wurden:
a. Ja: Direkte Berechnung der MSF® méglich
b. Nein: Berechnung tiber mid-sleep time on free days nach einer Nachtschicht (MSF")
oder mid-sleep time on free days nach einer Morgenschicht (MSF") mittels der selben

Formel fiir MSF®
2. Uberpriifung, ob die Probanden an freien Tagen ein oversleep vorliegt:
a. Ja: Der Fragebogen ist nicht auswertbar

b. Nein: Der Fragebogen ist auswertbar

3. Identifizierung der bendtigten Parameter fiir die Berechnung von MSFt, MSF" oder MSFV

a. SO¥NM.. Sleep onset (Sprep™™™ + sLat¥"™)
b. SprepE/N/MF: Local time of preparing to sleep

c. SLatE/N/MF: Sleep latency

d. SOE/N/MF: Sleep duration (SEE/N/MF - SOE/N/MF)
e. SEE/N/MF: Sleep End
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4. Berechnung des MSF (direkt oder tiber den MSF" bzw. MSF")
a. Direkt: MSF® = SO + (SD%: / 2)
b. Uber MSF":  MSF®=0,4561 * MSF" + 2,371
c. Uber MSF™:  MSF®=0,9234 * MSF™ + 1,355

5. Auswertung der Subgruppen
a. kontinuierlich
b. Kategorial
i. MSFF<3:59: early type
ii. MSFF = 4:00 - 4:59: intermediate type
iii. MSFF 25:00: late type

International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)

Die jeweiligen Bewegungsintensitaten sind unterschiedlich gewichtet und entsprechend mit einem
bestimmten Faktor versehen. So ldsst sich fiir jeden Lebensbereich und jede Kategorie an
Bewegungsintensitat aus der Anzahl der Tage, der dazugehorigen Dauer in Minuten sowie mit dem
entsprechenden Faktor, die jeweiligen MET-Minuten berechnen. Sie Summe aller einzelnen MET-
Minuten ergibt schlieBlich den Gesamt-MET-Minuten des einzelnen Probanden pro Tag

(Craig et al., 2003).

Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQl)
Der Pittsburgh Sleep Quality Index wurde mittels der zur Verfligung gestellten Excel-Datei berechnet

(Buysse et al., 1989).

GesundheitsCheck DIABETES (FINDRISC Score)
Der Gesamt-Score des FINDRISC Fragebogens wurde mittels Summierung der Wertigkeit der jeweils

angekreuzten Antwortmaoglichkeiten aller Fragen berechnet.

D-MEQ (Morningness-Eveningness-Questionnaire von Horne und Ostberg)
Der Gesamt-Score des D-MEQ Fragebogens wurde mittels Aufsummierung der Wertigkeit der jeweils

angekreuzten Antwortmaoglichkeiten aller Fragen berechnet.
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4.3.4 Statistische Berechnungen
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte an Hand der erhobenen empirischen Daten die folgenden

Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese bestatigt werden.

Nullhypothese
Eine 12-wdchige, zeitlich gerichtete Einnahme von Melatonin 2 mg in retardierter Form hat keinen
Effekt auf die Stoffwechseleinstellung des Glukosestoffwechsels sowie auf kardiovaskulare

Parameter.

Alternativhypothese
Eine 12-wochige, zeitlich gerichtete Einnahme von Melatonin 2 mg in retardierter Form hat einen
Effekt auf die Stoffwechseleinstellung des Glukosestoffwechsels sowie auf kardiovaskulare

Parameter.

Um zu Uberpriifen, ob die Nullhypothese verworfen werden kann, wurden verschiedene statistische
Tests durchgefiihrt. Bei der Betrachtung der Veranderung kontinuierlicher Variablen von einer zur
nachsten Visite wurde innerhalb einer Gruppe der gepaarte t-Test durchgefiihrt. Beim Vergleich
unterschiedlicher Gruppen wurde bei kontinuierlichen Variablen der ungepaarte t-Test angewendet.

Bei kategorialen Variablen wurde der Exakte Fisher-Test verwendet.
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4.4 Sicherheit der Einnahme von Melatonin
Um die Sicherheit der Einnahme von Melatonin bewerten zu kénnen, wurden wahrend des gesamten

Zeitraums der Studie die aufgetretenen unerwiinschten Ereignisse erfasst. Die Probanden wurden
dazu bei jeder Visite gefragt, ob es seit der letzten Untersuchung zu unerwiinschten Ereignissen
gekommen ist. Darliber hinaus hatten die Probanden die Moglichkeit aufgetretene unerwiinschte
Ereignisse im Tagebuch zu dokumentieren. Das Tagebuch wurde ebenfalls nach der Abgabe bei der

nachsten Visite dahingehend liberprift.

Die auf diese Weise erfassten Ereignisse wurden zundchst auf einen moglichen kausalen
Zusammenhang mit der Prifmedikation hin tberprift und evaluiert ob moglicherweise MaRnahmen
einzuleiten sind. AnschlieBend wurden die Ereignisse nach ihrem Schweregrad in die beiden
Kategorien ,schwerwiegend” und nicht , schwerwiegend” eingeteilt. Alle unerwiinschten Ereignisse

wurden bis zu ihrem Abklingen verfolgt.

Des Weiteren wurde bei jeder Visite eine Routine-Blutuntersuchung durchgefiihrt und das Blutbild
von den Priifarzten bewertet. Bei Auffalligkeiten im Blutbild, wurden weitere Untersuchungen
angestellt bzw. die Routine-Blutuntersuchung wiederholt. Im Folgenden sind die erhobenen

Parameter der biochemischen und hamatologischen Blutuntersuchungen aufgelistet.

Biochemie
Die 4,9 mL Lithium-Heparin Monovette wurde im lokalen Zentrallabor des UKE analysiert und die

folgenden Parameter bestimmt:

- Natrium - Alanin-Aminotransferase (ALT)

- Kalium - Alkalische Phosphatase (ALP)

- Calcium - Gamma-Glutamyltransferase (GGT)
- Harnstoff - Cholesterin gesamt

- Kreatinin - Triglyceride

- Kreatinin-Clearance (MDRD) - HDL-Cholesterin

- Bilirubin - LDL-Cholesterin

- Aspartat-Aminotransferase (AST)
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Hamatologie
Die 2,7 mL EDTA Monovette wurde ebenfalls im lokalen Zentrallabor des UKE analysiert und die

folgenden Parameter bestimmt:

- Hamoglobin - Lymphozytenin %

- Hamatokrit - Monozyten in %

- Erythrozyten (RBC) - Eosinophile in %

- Mittlere Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) - Basophile in %

- Mittleres Korpuskuldres Himoglobin (MCH) - Lymphozyten gesamt
- Mittlere Korpuskulare Himoglobinkonzentration (MCHC) - Monozyten gesamt

- Erythrozytenverteilungsbreite (EVB) - Eosinophile gesamt

- Leukozyten gesamt (WBC) - Basophile gesamt

- Thrombozyten gesamt - Neutrophile gesamt

- Neutrophile in %
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5 Ergebnisse

5.1 Klinische Durchfiihrung

5.1.1 Studieneinschluss

Voruntersuchung und Einwilligung: Alle Studienteilnehmer wurden im Rahmen der Voruntersuchung

von einem Prifarzt in einem Gesprach Uber die Durchfihrung der Studie sowie dessen Ziele
aufgeklart. Bevor die Studienteilnehmer in die klinische Prifung aufgenommen wurden, gab jeder
Studienteilnehmer sein Einverstandnis. Bei der Voruntersuchung wurde jedem Studienteilnehmer

eine fortlaufende Nummer zugeordnet.

Randomisierung: Alle Studienteilnehmer wurden zu Beginn der 1. Visite an Hand der

Randomisierungsliste durch die Zuordnung einer Randomisierungsnummer randomisiert, also nach

dem Zufallsprinzip auf die beiden Behandlungsarm aufgeteilt.

5.1.2 Studienverlauf — Behandlungsgruppe
Die Studie wurde in der Zeit von dem 1. Tag der Voruntersuchung (17.02.2015) bis zu dem Tag der
3. Visite des letzten Probanden (09.09.2016) durchgefiihrt. Die Voruntersuchung absolvierten
insgesamt 34 potentielle Studienteilnehmer. Geeignet an der klinischen Priifung teilzunehmen waren
alle 34 Probanden. 7 von ihnen hatten allerdings bereits vor der Durchfihrung der 1. Visite ihre
Einwilligung zurlickgezogen, da der zeitliche Aufwand zu groR war, die Untersuchungen mit den

stlindlichen Blutabnahmen zu strapazios oder die Einnahme eines Medikamentes verweigert wurde.

Die 27 verbleibenden Studienteilnehmer traten die 1. Visite an und 26 beendeten diese.
Ein Studienteilnehmer brach die 1. Visite wieder ab, da die stiindlichen Blutabnahmen nicht
verkraftet wurden. Von den 26 Studienteilnehmern fielen zwei weitere wahrend der Interventions-
phase noch vor der 2. Visite aus. Grund dafir waren einmal terminliche Schwierigkeiten, die es nicht
moglich machten, die 2. Visite zu realisieren sowie eine berufliche Anderung, die dazu fiihrte, dass
keine Nachtschichten mehr absolviert wurden. Gemall den Vorgaben im Prifplan wurden beide

Studienteilnehmer durch neue ersetzt.

Ein weiterer Studienteilnehmer musste wahrend der Wash-Out-Phase nach einer erfolgreich
absolvierten 2. Visite von der klinischen Studie ausgeschlossen werden. Dieser Proband erlitt durch

einen Unfall einen Bruch des Schienbeinkopfes und wurde fiir ein Jahr krankgeschrieben, was zu
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einem Ausschluss aus der klinischen Priifung fiihrte. Da sich dieser Vorfall nach der erfolgreich
absolvierten 2. Visite ereignete, wurde dieser Proband gemalR den Vorgaben im Prifplan nicht

ersetzt. Die Ergebnisse des Probanden der 1. und 2. Visite wurden fiir die Auswertung bericksichtigt.

Damit absolvierten 23 Studienteilnehmer der Behandlungsgruppe erfolgreich alle drei Visiten der
klinischen Prifung. Eine Zusammenfassung Uber den Verlauf der klinischen Studie ist in der

folgenden Ubersicht zu finden.

Voruntersuchung
34
T Nicht eingewilligt
v 7 7
Geeignet und eingewilligt
27

v

Visite 1

27 randomisiert

I

v v
Melatonin Placebo
14 13
Ersetzen Ersetzen
2 h 1
Visite 2 Visite 2
12 12
Nicht ersetzen
1
Visite 3 Visite 3
12 11

\/

Studienende
23

Abbildung 5-1: Verlauf der klinischen Studie. Ubersicht iiber ein- und ausgeschlossene
Studienteilnehmer der Behandlungsgruppe bis zum Ende der Studie.

Nach dem Ende der Studie konnten damit die in der folgenden Tabelle 5-1 angegebene Anzahl der

Studienteilnehmer pro Gruppe fiir die Auswertung bericksichtigt werden.

Tabelle 5-1: Anzahl der Studienteilnehmer pro Gruppe, die fiir die Auswertung
beriicksichtigt wurden.

Anzahl der Studienteilnehmer je Gruppe

Visite Melatonin Placebo | Nicht-Nachtschicht
1 12 1