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Molekulare Mechanismen der Alloxan-Toxizitiat sowie die

radikalfangende und antidiabetogene Bedeutung von Melatonin

Einleitung

Ein erheblicher Teil unseres derzeitigen Wissens
beziiglich Atiologie und Behandlung des Diabetes
mellitus beim Menschen wurde aus Erkenntnissen
abgeleitet, die von entsprechenden Tiermodellen
gewonnen wurden. Eine wichtige Rolle spielt da-
bei der bei Labornagern wie Maus und Ratte
durch das chemische Diabetogen Alloxan (ALX)
induzierte Insulinmangeldiabetes.

ALX ist ein Pyrimidinderivat, das bereits 1838
als Produkt der Oxidation von Harnsdure in Ge-
genwart von Salpetersdure dargestellt wurde
(Wohler und Liebig, 1838). Erhebliches medizi-
nisches Interesse erlangte ALX allerdings erst seit
Anfang der 40er Jahre, als Dunn und Mitarbeiter
(Dunn und McLetchie, 1943; Dunn et al., 1943)
nachwiesen, dass ALX schwere Zellnekrosen in
den B-Zellen der LANGERHANSschen Inseln des
Pankreas von Kaninchen bzw. Ratten hervorrufen
kann. In den Folgejahren konnte in umfangreichen
experimentellen Studien zweifelsfrei belegt wer-
den, dass sich durch Gabe von ALX bei den
meisten Tierspezies ein metabolischer Zustand in-
duzieren ldsst, der durch Hypoinsulindmie, Hyper-
glykidmie, Ketondmie, Glucosurie, Polyphagie,
Polydipsie, Polyurie und Gewichtsverlust charak-
terisiert ist. Bedingt wird er durch eine weitgehend
selektive Zerstorung der insulinproduzierenden
B-Zellen des Inselorgans und zeigt eine deutliche
Ahnlichkeit zum Typl-Diabetes des Menschen.
Weiterfiihrende Literatur zu diesem Themenkom-
plex ist in einer Vielzahl von Ubersichtsarbeiten
enthalten, auf die an dieser Stelle verwiesen sei
(Webb, 1966; Rerup, 1970; Frerichs und Creutz-

feldt, 1971; Cahill et al., 1974; Malaisse, 1982;
Lenzen und Panten, 1988; Oberley, 1988; Scarpel-
li, 1989; Bobyrev et al., 1992; Wolff, 1993; Cheta,
1998; Peschke et al., 2000a).

In einem ersten Teil der nachfolgenden Betrach-
tungen soll der Versuch unternommen werden,
aufzukliren, inwieweit sich die Abfolge von radi-
kalerzeugenden Einzelereignissen, an deren Ende
B-Zellnekrose und chronischer Insulinmangel
stehen, aus den bekannten physikochemischen
Eigenschaften von ALX sowie aus den Besonder-
heiten des B-Zellstoffwechsels der LANGERHANS-
schen Inseln herleiten.

In einem zweiten Teil soll analysiert werden,
welchen Einfluss das Indolamin Melatonin auf
die Entwicklung des ALX-Diabetes nimmt, wobei
eine mogliche antidiabetogene Bedeutung des Me-
latonins im Fokus der Untersuchungen stehen
wird. Dass dem Melatonin in pharmakologisch ho-
hen Dosen eine radikalfangende Bedeutung zuer-
kannt werden kann, war Ergebnis zahlreicher Un-
tersuchungen der letzten Jahre, insbesondere der
Arbeitsgruppe um Russel Reiter aus San Antonio,
Texas (siehe auch separaten Beitrag in diesem
Band). In der vorliegenden Untersuchung wird —
bisherige Teilbefunde zusammenfassend — ana-
lysiert, ob die Schidigung der Insulin produzie-
renden pankreatischen B-Zelle durch ALX, einem
seit Jahrzehnten experimentell eingesetzten Dia-
betogen, auf der Generierung von Radikalen be-
ruht und ob sich die radikalfangende Eigenschaft
des Melatonins mit seiner antidiabetogenen Wirk-
samkeit in Verbindung setzen l4sst.
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Physikochemische Eigenschaften von Alloxan

Alloxan [2,4,5,6-(1H,3H)-Pyrimidintetron] ist eine
polare, in Wasser leicht 16sliche Substanz, die bei
pH-Werten oberhalb 3,0 zunehmend instabil wird
und die sich bei 37 °C und pH-Werten um 7,4 in-
nerhalb von wenigen Minuten u. a. zu Alloxanséu-
re umwandelt (Wohler und Liebig, 1838; Leech
und Bailey, 1945; Patterson et al., 1949a, b; Res-
nik und Wolff, 1956; Webb, 1966). Auf die durch

Hydroxidionen (OH") beforderte intramolekulare
Umlagerung (Webb, 1966) von ALX zu Allo-
xansdure (Abb. 1) hat die An- bzw. Abwesenheit
von Sauerstoff keinen Einfluss (Bromme et al.,
2001b, 2002a). Da Alloxansidure im Gegensatz zu
ALX kein potentes Oxidationsmittel ist und auch
nicht mit SH-Gruppen reagieren kann, wirkt Al-
loxansdure auch nicht diabetogen (Webb, 1966).

Abb. 1: Bildung der nicht-diabetogenen Alloxansdure durch intramolekulare Umlagerung von Alloxan.

Wechselwirkungen von Alloxan mit Zell- bzw. Blutbestandteilen

Es ist bekannt, dass ALX u.a. mit Glutathion
(GSH) sowie mit Sulfhydrylgruppen von Peptiden
und Proteinen (Protein-SH) interagieren kann
(Patterson et al., 1949b; Resnik und Wolff, 1956).
Dabei wird ALX durch sequenzielle Aufnahme
von insgesamt zwei Elektronen zu Dialursidure
(DS) reduziert. Intermedidr entstehen dabei so-
wohl Alloxanradikale (ALX e) als auch Glutathi-
ylradikale (GSe) (Houee-Levin et al., 1979; Nu-
katsuka et al., 1989a; Sakurai und Ogiso, 1994;
Karoui et al., 1996; Murata et al., 1998; Bromme
et al., 2002a). Dialursdure kann unter bestimmten
Bedingungen diabetogen wirken (Briickmann und
Wertheimer, 1945). Dies setzt allerdings voraus,
dass DS in Gegenwart von Sauerstoff zu ALX aut-
oxidieren kann (vgl. Gl. 2a—c).

Gl. 1: 2 GSH + ALX — GSSG + DS

Als Elektronendonatoren (Reduktionsmittel) fiir
ALX konnen wu.a. GSH (Winterbourn und
Munday, 1989; Lenzen und Munday, 1991;
Washburn und Wells, 1997; Bromme et al., 1999a,

b, 2001a, b), Ascorbinsdure (Frerichs und Creutz-
feldt, 1971; Heikkila et al., 1974; Heikkila und
Cohen, 1975; Andersson und Grankvist, 1995),
Cystein (Archibald, 1945; Patterson et al., 1949b;
Zhang et al, 1991; Zhang und Brunk, 1993;
Bromme et al., 1999a, b), NAD(P)H bzw. NADH
(Holmgren und Lyckeborg, 1980; Miwa und Oku-
da, 1982; Nukatsuka et al., 1989a; Murata et al.,
1998) oder Protein-SH (Resnik und Wolff, 1956;
Sakurai und Miura, 1989) fungieren. Die ALX-
Reduktion kann dabei spontan oder enzymvermit-
telt erfolgen (Holmgren und Lyckeborg, 1980;
Domke und Weis, 1983; Nukatsuka et al., 1989b;
Sakurai und Ogiso, 1995; Washburn und Wells,
1997). Die intermediir entstehenden radikalischen
Strukturen konnen untereinander dimerisieren
(z.B. 2 GS ¢ — GSSG; vgl. Halliwell und Gutte-
ridge, 1999).

Eine Interaktion zwischen GS e und dem Glu-
tathionanion (GS™) wurde ebenfalls diskutiert. Da-
bei soll das paramagnetische GSSG e~ entstehen,
das mit O, zu GSSG und ¢O, weiter reagiert
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(Winterbourn und Munday, 1990). Bei der Oxida-
tion von SH-Gruppen von Proteinen kdnnen sich
intra- und intermolekulare Disulfidbriicken he-
rausbilden.

Reagieren ALX und GSH miteinander, kommt
es in geringem Umfang auch zur Bildung einer
Substanz unbekannter Zusammensetzung, die als
,»compound 305“ bezeichnet wurde. Altere Unter-
suchungen legten nahe, dass ihr Absorptionsmaxi-
mum bei 305 nm liegt (Patterson et al., 1949a;
Lenzen und Munday, 1991). Spitere Untersuchun-
gen sprechen nur noch von einem Absorptions-
maximum um 305 nm (Munday et al., 1993), wo-
hingegen neuere Befunde darauf hindeuten, dass
diese Verbindung eher bei 314 nm ihr Absorpti-
onsmaximum aufweist (Bromme et al., 1999a, b,
2002a, b). Verschiedene Derivate von Alloxan rea-
gieren mit GSH zu Verbindungen, die ebenfalls
nahe 305 nm absorbieren (Munday et al., 1993).
Andere Reduktionsmittel, wie Ascorbinsidure und

Cystein, fithren hingegen nicht zur Bildung von
,»compound 305 (Patterson et al., 1949b; vgl.
auch Abb. 2). Daher gilt das Auftreten von ,,com-
pound 305% als spezifisch fiir die Reaktion zwi-
schen ALX bzw. einigen ALX-Derivaten und
GSH (Patterson et al., 1949a, b; Munday et al.,
1993). Bei pH-Werten unterhalb von 4,0 kommt
es in Gegenwart von GSH und ALX nicht zur Bil-
dung von ,,compound 305“. Ebenso wenig wird
diese Verbindung bei der Wechselwirkung zwi-
schen Alloxansdure bzw. DS mit GSH erzeugt
(Resnik und Wolff, 1956). Unabhingig vom ein-
gesetzten Reduktionsmittel (GSH, Cystein, Ascor-
binsdure) entsteht aus ALX jedoch immer DS (Ar-
chibald, 1945; Patterson et al., 1949a; Resnik und
Wolff, 1956). Sowohl DS (Patterson et al., 1949a)
als auch das ALXe (Houee-Levin et al., 1979;
Nukatsuka et al., 1989a; Sakurai und Ogiso, 1994;
Karoui et al., 1996; Murata et al., 1998; Bromme
et al., 2002a, b) sind in Gegenwart von Sauerstoff

Abb. 2: UV-Spektrogramme der Wechselwirkung zwischen Glutathion bzw. Cystein und Alloxan. Die Spektren

wurden im Abstand von 2 min bei 25°C in PBS (pH 7,4) in Gegenwart von jeweils 1 mmol/l Glutathion (Ansatz

A) bzw. Cystein (Ansatz B) sowie 50 pmol/l DTPA (Diethylentriamin-pentaessigsidure) nach Zugabe von 100 pmol/l

Alloxan (pH 3,0) mit Hilfe eines Spektralphotometers (DU-640, Beckman Inc., USA) ermittelt. Dialursdure weist

ein Absorptionsmaximum von 275 nm auf, ,,compound 305 bei 314 nm. Durch Interaktion von Cystein und Alloxan
wird ,,compound 305 nicht gebildet.



140 Hans-Jiirgen Bromme und Elmar Peschke

instabil. Es konnte gezeigt werden, dass DS iiber
das ALX e zum ALX autoxidiert. Bei dieser Reak-
tion wird molekularer Sauerstoff (O,) verbraucht,
was sich durch eine direkte polarographische Mes-
sung des Sauerstoffverbrauchs (Lenzen und
Munday, 1991; Bromme et al., 2001b) bzw. durch
die reduktive Bildung von Superoxidanionradika-
len (e O,") bzw. Wasserstoffperoxid (H,0,) bele-
gen lieB (Fischer und Hamburger, 1980a, b;
Munday, 1988; Winterbourn und Munday, 1989;
Winterbourn und Munday, 1990; Bromme et al.
1999a, b, 2000a, b, 2001a, b).

Gl. 2a: DS+ 0, > ALX e+ 00,
Gl 2b: ALX e+ 0O, > ALX +00,
Gl. 2¢c: DS + 02 — ALX + H202

,»Compound 305 entsteht wahrscheinlich durch
eine Dimerisierung der radikalischen Interme-
diate ALX e und GSe. Diese Verbindung kann
somit als ein Konjugationsprodukt aufgefasst
werden, das, im Gegensatz zu seinen radika-
lischen  Ausgangsverbindungen (GSe und
ALX ), selbst wieder nichtradikalische (diamag-
netische) Eigenschaften aufweist. Das ALXe
lasst sich unter anoxischen Bedingungen, wie in
Abbildung 3 gezeigt, mittels ESR-Spektroskopie
nachweisen (Houee-Levin et al., 1979; Nukatsu-
ka et al., 1989a; Sakurai und Ogiso, 1994; Ka-
roui et al., 1996; Murata et al., 1998; Bromme
et al., 2002a, b).

Gl 3: ALX e+ GSe —» ALX-SG
(,,compound 305*)

Abb. 3: ESR-Spektrogramm des Alloxanradikals vor bzw. nach seiner Reoxygenierung. Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes: 930 ul PBS (10 mmol/l, pH 7.4), 20 ul GSH (100 mmol/l), 50 pul Alloxan (100 mmol/1). 300 pl
der Mischung wurden in eine mit N, durchspiilte Flachquarzzelle iiberfiihrt. Das entstehende und unter anaeroben
Bedingungen stabile Alloxanradikal wurde bei 25 °C mittels eines ESR-Spektrometers (ERS 220, Berlin-Adlershof,
DDR) bei 9,53 GHz vermessen (Spektrum A). Das Einbringen von Luft in den Messansatz 16schte das ¢ ALX (Spek-
trum B). Folgende Messbedingungen wurden eingestellt: Mikrowellenleistung: 10 mW, Modulationsamplitude:
0,01 mT, Feldscanbereich: 2 mT, Scanzeit: 120 Sekunden, Zeitkonstante: 0,5 Sekunden, Verstidrkerstufe: 256 (modi-
fiziert nach: Bromme et al., 2002a).
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Die bei der Autoxidation von DS gebildeten e O,~
konnen entweder spontan bzw. um ein Vielfaches
schneller, durch Superoxiddismutasen (SOD) ka-
talysiert, zu H,O, und O, dismutieren (McCord
und Fridovich, 1969; Fridovich, 1975, 1995).

Gl. 4: 200, + 2 H" = H,0, + O, (SOD)

Dariiber hinaus kann e O, auch nichtenzymatisch
mit Stickstoffmonoxid (¢ NO) zu Peroxynitrit rea-
gieren (Beckman et al., 1994; Crow und Beckman,
1995). Es gibt Befunde, die darauf hindeuten, dass
die B-Zelle auf Peroxynitritbildung mit nekroti-
schem Zelltod reagiert (Delaney et al., 1996). Mog-
licherweise wird die Toxizitdt von Peroxynitrit
auch durch seine Fihigkeit, Hydroxylradikale
(e OH) zu bilden, vermittelt (Beckman et al., 1990;
Hogg et al., 1992; Edwards und Plumb, 1994).

Gl. 5a: «O,” + H" + «NO — HOONO
Gl. 5b: HOONO — ¢ OH + NO, ®

Aus den Gleichungen 1 sowie 2a bis 2c ist ersicht-
lich, dass ALX und DS in Gegenwart eines geeig-

neten Reduktionsmittels sowie bei Anwesenheit
von Sauerstoff ein Redoxpaar bilden, das zum re-
dox-cycling befihigt ist. Dabei wird unter stidndi-
gem Verbrauch von Reduktionséquivalenten Sau-
erstoff zu e¢O,  und H,O, reduziert (Munday,
1988; Winterbourn und Munday, 1989, 1990; Len-
zen und Munday, 1991; Bromme et al. 1999a, b,
2001a, b). Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 4
bzw. 5 dargestellt.

Superoxidradikale (e O,") als auch das beim re-
dox-cycling intermedidr entstehende ALX e sind
in der Lage, aus Eisenspeichermolekiilen (z.B.
Ferritin) Eisen freizusetzen (Biemond et al., 1984;
Bolann und Ulvik, 1987; Miura und Sakurai,
1988; Reif et al., 1989; Reif, 1992).

Gl. 6: ¢O, oder ALX e + Ferritin-[Fe(Il])], —
0, oder ALX + Fe(Il) + Ferritin-[Fe(II)],,_;

Das freigesetzte Fe(Il) ist bei physiologischem pH-
Wert kaum 16slich (Smith et al., 1990; Lesnefsky,
1994). Erst durch Einbindung in zelluldre Chelato-
ren, wie z. B. Adeninnukleotide, Citrat oder Succi-

Abb. 4: Redox-cycling von Alloxan und Dialursiure in Gegenwart von Glutathion und Sauerstoff. Alloxan wird unter

intermedidrer Bildung des ALX-Radikals zu Dialursidure reduziert. Dabei werden zelluldre Reduktionsmittel (z. B.

GSH) verbraucht. Die Dialursdure autoxidiert iiber das Alloxanradikal zuriick zum Alloxan. Dabei wird molekularer

Sauerstoff zum Superoxidanion-Radikal (e O,7) bzw. zu Wasserstoffperoxid (H,O,) reduziert. Der Vorgang kann
wiederholt werden, solange geeignete Reduktionsmittel zur Verfiigung stehen.



142 Hans-Jiirgen Bromme und Elmar Peschke

Abb. 5: Verbrauch von Sauerstoff in Gegenwart von Glutathion und Alloxan. Der Sauerstoffverbrauch wurde mit
Hilfe eines Hochleistungsrespirometers (Oroborus, A. Paar Innsbruck, Osterreich) polarographisch ermittelt. Zusam-
mensetzung des Messansatzes (A): 1600 pl Tris-HC1 (20 mmol/l, pH 7,4), 8 ul GSH (100 mmol/l, pH 7,2), 8 ul Al-
loxan (100 mmol/l, pH 3,0). Da die Zugabe von Katalase (600 Einheiten) wieder Sauerstoff aus dem Ansatz freisetzt,
kann daraus abgeleitet werden, dass ein erheblicher Anteil des durch die ALX/GSH-Reaktion verbrauchten Sauer-
stoffs zu Wasserstoffperoxid reduziert sein musste. Die Einfiigung (B) zeigt die ® O, -induzierte sowie Lucigenin-
vermittelte Chemilumineszenz (CL) der ALX/GSH-Reaktion. Die Generierung der Lucigenin-CL wurde mittels
eines Lumat LB 9501 (EG & Berthold, Wildbad, BRD) erfasst. Da die Zugabe von SOD die CL blockiert, kann
gefolgert werden, dass diese hauptsidchlich durch Superoxidradikale initiiert wurde. Die Zusammensetzung des
Messansatzes war mit dem oben beschriebenen Ansatz vergleichbar (modifiziert nach: Bromme et al., 2000a).

nat konnen die so entstehenden Eisenkomplexe in
Gegenwart von H,O, die extrem zytotoxischen
¢ OH generieren (Halliwell und Gutteridge, 1984;
Burkitt und Gilbert, 1990; Gutteridge et al., 1990;
Yamazaki und Piette, 1990).

Ein entsprechendes e DEPMPO-OH-Addukt
zeigt Abbildung 6. Die mittels Bleomycin nach-
weisbare freie Eisenkonzentration in mensch-
lichen Geweben ist mit Werten um 3 pmol/l je-
doch sehr niedrig (Gutteridge, 1987).

Gl. 7a: Fe(II)-Chelat + H,O, —
Fe(III)-Chelat + e OH + OH™
(FENTON-Reaktion)

Hydroxylradikale konnen auf Grund ihrer hohen
Reaktivitdt mit den meisten Molekiilen, die sich

in ihrer unmittelbaren Nihe befinden, interagieren
(Czapski, 1984; Halliwell und Gutteridge, 1984).
Die mogliche Diffusionsstrecke, die ein e OH zu-
riicklegen kann, betridgt dabei ca. 1 nm, die Halb-
wertszeit weniger als 1 ns (Pryor, 1986; Elstner,
1990; Yu, 1994; Ohlenschldger, 1995). Daher
spricht man auch von einer diffusionslimitierten
Reaktivitit des e OH.

Das oxidierte Fe(III)-Chelat kann durch diverse
Reduktionsmittel (z.B. durch ¢ O,") wieder zum
reaktiven Fe(Il)-Chelat reduziert werden (Fong et
al., 1976; Halliwell und Gutteridge, 1984, 1990;
Lesnefsky, 1994).

Gl. 7b: Fe(Ill)-Chelat + ¢ O, —
Fe(II)-Chelat + O,
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Abb. 6: ESR-Spektrum eines e DEPMPO-OH-Adduktes: Zusammensetzung des Kontrollmessansatzes: 910 pul PBS

(10 mmol/l, pH 7,4), 20 ul DEPMPO (212 mmol/l), 50 pl H,O, (10 mmol/l) sowie 20 pl NTA-Fe>* (Eisenkomplex

mit Nitrilotriessigsdure, je 10 mmol/l). 350 pl der Mischung wurden in eine Flachquarzzelle iiberfiihrt und mittels

eines ESR-Spektrometers (ERS 220, Berlin-Adlershof, DDR) bei 9,53 GHz vermessen. Folgende Messeinstellungen

wurden verwandt: Mikrowellenleistung: 10 mW, Modulationsamplitude: 0,35 mT, Feldscanbereich: 20 mT, Scanzeit:
120 Sekunden, Zeitkonstante: 0,5 Sekunden, Verstirkerstufe: 256.

Die Gleichungen 7a und 7b beschreiben die Ei-
sen-katalysierte Reduktion von H,O, zum e OH.
Sie wird als HABER-WEISs-Reaktion bezeichnet.
Weitere Ubergangsmetallionen wie Kupfer, Cad-
mium, Chrom und andere konnen in ihren unte-
ren Oxidationsstufen FEisen als Katalysator
grundsitzlich ersetzen und sind somit gleichfalls
in der Lage, aus HO, ® OH zu generieren (Gold-
stein et al., 1993).

Neben der Generierung von ® OH durch die Ei-
sen-katalysierte HABER-WEISS-Reaktion wird von
einigen Autoren zusitzlich auch die Bildung von
oxidierenden Eisenverbindungen, wie Ferryl-lo-
nen, FeO*", bzw. Fe(IV)=0 postuliert (Rush und
Koppenol, 1986; Yamazaki und Piette, 1990; Hal-
liwell und Gutteridge, 1992). Dabei wird ins-
besondere dem Ferryl-Ion ein dem e OH analog
reaktives Verhalten nachgesagt.

Das fiir die e OH-Generierung erforderliche
H,0, wird durch intrazellular vorkommende En-
zyme wie Katalase (CAT) bzw. Glutathionperoxi-
dase (GPx) weitgehend neutralisiert.

Gl. 8a: 2H202 - 02 +2 Hzo (CAT)
Gl. 8b: H,0, + 2GSH — GSSG + 2 H,0 (GPx)

Das erhebliche Schiadigungspotenzial des ® OH er-
laubt diesem Radikal sich an viele Molekiile, die
sich in seiner Entstehungsnihe befinden, zu ad-
duktieren bzw. sie durch Wasserstoffabstraktion
zu modifizieren. Die dabei entstehenden sekun-
diaren Radikale bzw. deren Zerfallsprodukte sind
z.T. selbst wieder reaktiv (Czapski, 1984; Gutte-
ridge et al., 1990; Halliwell und Gutteridge, 1999).

Gl. 9: e OH + Protein/Lipid/DNS etc.
— Molekiil-Modifikationen
— Zelltod durch Apoptose oder Nekrose
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Die durch e¢OH induzierten Schéddigungen von
makromolekularen Strukturen kdnnen iiber deren
Funktionseinschriankung bzw. -verlust und damit
einhergehender Desynchronisation des Stoffwech-
sels zum Untergang der betroffenen Zellen fiihren.

Vor einmal entstandenen e OH gibt es keinen
enzymatischen Schutzmechanismus. Die Verteidi-
gungsstrategie der Zelle gegeniiber e OH besteht
zum einen in der Vermeidung ihrer Entstehung
(z.B. durch Sequestrierung von Eisen in Struktu-
ren, aus denen heraus keine FENTON-Reaktion
moglich ist, bzw. durch Aufrechterhaltung einer
moglichst geringen steady-state-Konzentration
von H,0,) sowie zum anderen in der Bereitstel-
lung von geeigneten scavenger-Molekiilen oder in
der Reparatur bereits geschéddigter Molekiilstruk-
turen (Elstner, 1990; Ohlenschlidger, 1995; Halli-
well und Gutteridge, 1999).

Da die Eisen-katalysierte Bildung von e OH aus
H,0O, mindestens eine freie Koordinationsstelle
am FEisenion bendtigt, bestimmte Chelatoren, wie
Deferoxamin (DF) oder 1,10-ortho-Phenanthrolin,
jedoch alle sechs Koordinationsstellen von Eisen
komplexieren konnen, verhindern derartige Chela-
toren auch bei Anwesenheit von H,0, die Bildung
von ¢ OH (Heikkila und Cabbat, 1982; Graf et al.,
1984; Eizirik et al., 1986; Halliwell, 1991; Zager
und Conrad, 1996).

Eine Reihe von natiirlich vorkommenden bzw.
synthetisch hergestellten organischen Verbindun-
gen sind ebenfalls in der Lage, effizient mit e OH
zu interagieren. Dadurch kann eine von der loka-
len Konzentration dieser Molekiile abhingige
Neutralisierung der aggressiven e OH erfolgen.
Derartige Verbindungen werden @ OH-Finger oder
¢ OH-scavenger genannt. Sie antagonisieren z.T.
deutlich die ALX-Wirkung, was als Hinweis auf
eine Beteiligung von ¢ OH an der ALX-Toxizitét
gewertet werden kann.

Beispiele fiir derartige Fingermolekiile, die ei-
nen gewissen Schutz vor der diabetogenen Wir-
kung von ALX geben konnen, sind u.a. Ethanol
(Heikkila et al., 1974; Heikkila et al., 1976; Saku-

rai et al., 1992b; Katsumata et al., 1994), Mannitol
(Grankvist et al., 1979; Dillard et al., 1982), Di-
methylthioharnstoff (DMTU) (Fischer und Ham-
burger, 1980a; Masukawa und Nakanishi, 1994;
keine protektive Eigenschaft von DMTU fanden
hingegen Jorns et al., 1999), Dimethylharnstoff
(Heikkila und Cabbat, 1978; Wilson et al., 1984,
Sumoski et al., 1989), butyliertes Hydroxyanisol
(Cowden et al., 1985), Dimethylsulfoxid (DMSO)
(Heikkila, 1977; Grankvist et al., 1979; Kurahashi
et al., 1993; Jorns et al., 1999), Melatonin (Pierre-
fiche et al., 1993; Chen et al., 1994; Reiter et al.,
1998; Bromme et al., 1999a, b, 2000a, b; Ebelt et
al. 2000a, b; Sailaja Devi et al., 2000), Salizylsdu-
re (Fang, 1968), Benzoesdure (Grankvist et al.,
1979) und Probucol (Matsushita et al., 1989; Kor-
chin et al., 1992; Bobyreva, 1997). Die Aufzih-
lung ist unvollstindig und lieBe sich weiter fortset-
zen.

Eine besondere Gruppe von e OH-Scavengern
sind sog. spin-traps. Dies sind ebenfalls organi-
sche Molekiile, an die das kurzlebige @ OH leicht
adduktierbar ist. Das entstehende Addukt ist ein
paramagnetisches Molekiil, das sich, da es selbst
wesentlich stabiler und damit langlebiger als das
OH e ist, mittels ESR-Spektroskopie identifizieren
und quantifizieren ldsst (Gutteridge et al., 1990;
Towell und Kalyanaraman, 1991; Frejaville et al.,
1995; Roubaud et al., 1997; Bromme et al. 2000a,
b; Ebelt et al. 2000a, b).

Hiufig wird aber der Nachweis der Bildung von
¢ OH indirekt anhand seiner entstehenden Folge-
produkte (footprints) gefiihrt. Ein solches Marker-
Molekiil ist z.B. Malondialdehyd (MDA). MDA
wird als reaktives Endprodukt der Lipidperoxida-
tion (LPO) angesehen. Andere Marker-Molekiile
sind die unter dem Einfluss von e OH-Attacken
entstehenden hydroxylierten DNS-Basen, wie z. B.
8-Hydroxy-Guanosin oder hydroxylierte Amino-
sduren und Aromate (Richmond et al., 1981; Hal-
liwell und Gutteridge, 1984; Halliwell et al., 1988,
1991; Smith et al., 1990; Kurahashi et al., 1993;
Lubec et al, 1998; Akcetin et al., 1999).

Voraussetzungen der selektiven Alloxantoxizitiit in der B-Zelle

Wenn sich die Zytotoxizitdt von ALX aus seiner
Féhigkeit herleitet, in Gegenwart von Reduktions-
mitteln und bei Anwesenheit von molekularem
Sauerstoff reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu

bilden, dann sollte erwartet werden, dass in den
B-Zellen der LANGERHANSschen Inseln Eigen-
schaften bzw. Besonderheiten vorhanden sein
miissen, welche die bei Verwendung diabetogener
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ALX-Dosen nachgewiesene Selektivitit seiner
Wirkung auf diese B-Zellen erkldren konnen.

Wie bereits dargelegt, wandelt sich ALX bei
physiologischem pH-Wert (ca. 7,4) innerhalb von
Minuten irreversibel in die nicht diabetogene Al-
loxansdure um. Da bei dieser Umlagerung kein
Sauerstoff verbraucht wird, entstehen dabei auch
keine ROS. So gesehen kann die Bildung von Al-
loxansdure als Entgiftungsreaktion angesehen
werden. Damit sollte die diabetogene Wirksamkeit
von ALX im Blutkreislauf auf wenige Minuten
beschrinkt sein, was mit frithen experimentellen
Beobachtungen im Einklang steht (Leech und Bai-
ley, 1945). GleichermaBen schiitzt deshalb auch
eine Unterbindung der Blutzufuhr zum Pankreas
fiir wenige Minuten wihrend der intravendsen In-
jektion einer ansonsten diabetogenen Dosis von
ALX komplett vor der Etablierung eines ALX-
Diabetes (Gomori und Goldner, 1945). Abwei-
chend dazu wurde von Bilic und Felber (1969) be-
richtet, dass ALX auch noch 25 min nach seiner
Applikation im Blut, wenn auch nur in Spuren,
nachweisbar war.

Sind geeignete Reduktionsmittel fiir das ALX
vorhanden, kommt es innerhalb von Sekunden
zur Bildung von Dialursdure (DS). So lassen sich
etwa 90 bis 95 % des ALX innerhalb von 4 min
nach Interaktion mit GSH in Form von DS wieder-
finden (Washburn und Wells, 1997). Eine direkte
Umlagerung von DS zu Alloxansdure scheint hin-
gegen nicht moglich zu sein. Die Bildung von DS
aus ALX benétigt per se keinen Sauerstoff (Brom-
me et al., 2002a, b). Ist jedoch Sauerstoff vorhan-
den, dann kommt es zu einem durch Reduktions-
mittel und Sauerstoff angetriebenen Redoxzyklus
zwischen ALX und DS und damit zu einer kon-
tinuierlichen Generierung von ROS (primér ¢ O,
und H,0,). Die Bildung der ROS kann andauern,
solange Reduktionsdquivalente verfiigbar sind
(Winterbourn et al., 1989; Winterbourn und
Munday, 1990; Lenzen und Munday, 1991; Brom-
me et al. 1999a, b). In vitro konnten bis zu 25 sol-
cher Redoxzyklen nachgewiesen werden (Brom-
me et al., 200la, b). Dies bedeutet, dass pro
Molekiil ALX bis zu 50 Molekiile GSH oxidiert
werden. Dabei werden gleichzeitig bis zu 25 Mo-
lekiile O, zu H>O, reduziert. Da in vitro die An-
zahl der moglichen Redoxzyklen zwischen DS
und ALX neben der begrenzten Verfiigbarkeit des
Reduktionsmittels auch noch durch die kontinuier-
liche Abnahme der O,-Konzentration im Ansatz

limitiert ist, darf davon ausgegangen werden, dass
in vivo, wo derartige Limitationen weniger deut-
lich ausgeprigt sind, weit mehr solcher Zyklen
durchlaufen werden konnen.

Bei Anwesenheit eines geeigneten Eisenspei-
chers (z. B. Ferritin) kann es geméf Gl. 6 zu einer
Freisetzung von Eisen kommen, welches dann se-
kundir die Moglichkeit einer Eisen-katalysierten
Bildung von e OH aus H,0, er6ffnen wiirde (Reif
et al., 1989; Reif, 1992).

Nimmt man nun an, dass in einer transient er-
hohten Produktion von ROS ein wesentliches
Merkmal der ALX-Toxizitdt liegt, dann miissten
sich die fiir eine verstirkte ROS-Bildung charakte-
ristischen zelluldren Folgeerscheinungen, wie z. B.
Erhohung der Lipidperoxidation (LPO), die damit
einhergehende Destabilisierung der Plasmamem-
bran einschlieBlich nachfolgender Veridnderungen
im Membranpotenzial, Verdnderungen in der Akti-
vitdt von Enzymen sowie Modifikationen an der
DNS (erkennbar u.a. durch verstirktes Auftreten
von Basenalterationen oder Strangbriichen) nach-
weisen lassen. Zum anderen sollte sich ein Teil
der ROS-bedingten Schiiden durch Gabe von Ra-
dikalfidngermolekiilen oder bestimmten Eisenkom-
plexatoren verhindern lassen. Dies ist im Einzel-
nen durch entsprechende Literaturdaten detailliert
belegbar, wie nachfolgend gezeigt werden soll.

Nach Gabe von ALX wurde beobachtet, dass
sich B-Zellen verstirkt durch Vitalfarbstoffe wie
Trypanblau bzw. Evansblau anfirben liefen
(Grankvist et al., 1977; Jennische und Hansson,
1986). Zudem kommt es in ALX-geschédigten
B-Zellen zu einem raschen Efflux von Insulin,
einhergehend mit einer deutlichen Degranulierung
der B-Zellen (Ebelt et al., 2000a, b; Peschke et al.,
2000a). Fernerhin wurde eine Abnahme des Zell-
membranpotenzials festgestellt (Carroll et al.,
1994; Shen et al., 1994; Herson und Ashford,
1997). Ebenso wurde beobachtet, dass sowohl
ALX als auch H,O, das mitochondriale Mem-
branpotenzial herabsetzen konnen (Drews et al.,
2000). In ALX-behandelten Hepatozyten wurde
der Austritt von Enzymen, wie Laktatdehydroge-
nase und Glutamat-Pyruvat-Transaminase, beob-
achtet (Harman und Fischer, 1982). Deutbar sind
diese Befunde als Folge einer erhdhten Zellper-
meabilitit, deren Ursache wiederum in einer ge-
steigerten LPO gesehen werden kann. Letztere ist
u.a. auch durch die Bildung von MDA belegbar
(Nakakimura und Mizuno, 1980; Ivanov et al.,
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1984; Godin et al., 1988; Zhang et al., 1991; Ku-
mar und Menon, 1992a, b; Shanthi und Rama-
krishnan, 1994; Alexandrova et al., 1998; Bromme
et al., 2000a, b; Ebelt et al., 2000a, b; El-Missiry
und El Gindy, 2000).

Als auslosende Agenzien fiir die beobachteten
Effekte kommen weniger ® O,” oder H,O, in Fra-
ge, da fiir diese ROS nur eine limitierte Reaktivitéit
nachgewiesen wurde. Eine LPO-initiierende Rolle
wird daher dem aggressiveren ® OH zugeschrie-
ben. So konnen e OH leicht von konjugierten Dop-
pelbindungen mehrfach ungesittigter Fettsduren,
die Bestandteil von Zellmembranen sind, Wasser-
stoffatome abspalten (Halliwell und Gutteridge,
1984; Jamieson et al., 1986).

Des Weiteren lie sich nach Gabe von ALX
auch ein Abfall der GSH-Konzentration in den
B-Zellen feststellen (Leech und Bailey, 1945;
Briickmann und Wertheimer, 1947; Harman und
Fischer, 1982; Malaisse et al. 1982; Kumar und
Menon 1992a, b; Saxena et al., 1993; Shanthi und
Ramakrishnan, 1994). Der Abfall des GSH-Gehal-
tes hat dabei hauptsichlich zwei Ursachen. Zum
einen dient GSH als Reduktionsmittel bei der Um-
wandlung von ALX zu DS (vgl. Gl. 1). Hier wirkt
GSH demnach als Prooxidant, da es letztlich an
der Generierung von ROS gemifl der Gl. 2a—c
bzw. 7a-b beteiligt ist. Zum anderen wirkt GSH
stets aber gleichzeitig auch als Antioxidant, weil
es entsprechend der GI. 10 in der Lage ist, die ent-
stechenden ¢ OH konzentrationsabhingig zu neu-
tralisieren. Moglicherweise liegt hierin auch ein
Deutungsansatz fiir die von Lazarow (1946) be-
schriebene Schutzfunktion von hohen GSH- bzw.
Cystein-Konzentrationen im Blut. Die Ergebnisse
der zitierten Arbeit lassen aber auch die Deutung
zu, dass es wegen der Etablierung eines extrazel-
luldren redox-cycles und der damit bereits intrava-
sal einsetzenden Generierung von ROS nicht zur
Ausbildung eines ALX-Diabetes kommt, was im
Umbkehrschluss als ein Argument fiir die bevor-
zugt intrazelluldire Wirkung von ALX aufgefasst
werden kann.

Gl. 10: 2 GSH + 2 OH — GSSG + 2 H,O

Eine Reihe von Experimenten konnte zudem
nachweisen, dass nach ALX-Gabe vermehrt Ba-
senmodifikationen sowie Strangbriiche von DNS
auftraten (Yamamoto et al., 1981a, b; Uchigata et
al., 1982; Ishii et al., 1988; Takasu et al., 1991a, b;
Sakurai et al., 1992a, 1994; Heller et al., 1994; Sa-

kurai und Ogiso, 1995; Murata et al., 1998; Rho et
al., 2000). Begleitet wurden die DNS-Strangbrii-
che von einer Aktivierung der Poly-(ADP-Ribo-
se-)Polymerase (PARP), einem Enzym, das Kern-
proteine in der Néhe von geschidigter DNS durch
ADP-Ribosylierung fiir eine nachfolgende Repa-
ratur markiert. Durch die ADP-Ribosylierung der
Histone kommt es nach Yamamoto et al. (1981)
zu einer Verknappung von NAD™ in der B-Zelle,
die ihren Zelltod beschleunigen soll (Yamamoto
et al., 1981a, b; Uchigata et al., 1983; Heller et al.,
1994, 1997).

Viele dieser ALX-induzierten Verdnderungen in
und an der B-Zelle lassen sich mehr oder weniger
vollstindig durch eine vorherige Gabe von Radi-
kalfangern bzw. Eisenkomplexatoren wie z. B. De-
feroxamin (DF) oder Diethylentriaminpentaessig-
siure (DETAPAC) verhindern (Fang, 1968;
Heikkila et al., 1974; Heikkila, 1977; Grankvist
et al., 1979; Fischer und Hamburger, 1980a, 1981;
Dillard et al., 1982; Heikkila und Cabbat, 1982;
Grankvist und Marklund, 1983; Wilson et al.,
1984; Cowden et al., 1985; Eizirik et al., 1986;
LeDoux et al., 1988; Matsushita et al., 1989; Kor-
chin et al., 1992; Kurahashi et al., 1993; Pierrefi-
che et al., 1993; Katsumata et al., 1994; Bobyreva,
1997, Jorns et al., 1999; Bromme et al., 2000a, b;
Ebelt et al., 2000a, b; Ho et al., 2000). Es gibt aber
auch Angaben in der Literatur, die derartig protek-
tive Wirkungen nur mit Einschrinkungen (Gran-
kvist und Marklund, 1983; Jorns et al., 1999) bzw.
hinsichtlich von DETAPAC nicht finden (Yamaza-
ki und Piette, 1990). Andererseits wirft die oft-
mals nachgewiesene Schutzfunktion von intravasal
verabreichten Enzymen, wie SOD oder CAT
(Grankvist et al., 1979; Fischer und Hamburger,
1980b; Gandy et al., 1982; Uchigata et al., 1982;
Thaete et al., 1985; Abdel-Rahman et al., 1992;
Jorns et al., 1999), die Frage auf, ob der primire
Angriffspunkt von ALX extra- oder intrazelluldr
lokalisiert ist. Die Tatsache, dass diese Enzyme ei-
ne protektive Wirkung zeigen, obwohl sie die in-
takte Zellmembran der B-Zellen nicht passieren
konnen, lédsst eine primdre ALX-induzierte Radi-
kalgenerierung im Extrazellularraum bzw. direkt
an der Zellmembran moglich erscheinen. Dafiir
sprechen auch Untersuchungen, bei denen ein Sys-
tem aus Xanthin bzw. Hypoxanthin und Xanthin-
oxidase als ROS-Generator verwendet wurde
(Burkart et al., 1992; Heller et al., 1994; Ebelt et
al., 2000a, b; Peschke et al., 2000a). Hier erscheint
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ein Hinweis auf die verwendete Quelle der Xan-
thinoxidase von Bedeutung. So vermag z.B. eine
mikrobielle Xanthinoxidase grundsitzlich keine
¢ O, zu bilden (Wippich et al., 2001a, b). Ande-
rerseits ist jedoch extrazelluldr die Konzentration
von geeigneten Reduktionsmitteln, ohne die die
Generierung von ROS via ALX nicht stattfinden
kann, um ein Vielfaches niedriger als im Zellinne-
ren. Im Blutplasma findet man GSH-Konzentratio-
nen im mikromolaren Bereich (Navarro et al.,
1997; Halliwell und Gutteridge, 1999). Intrazellu-
lar liegen die gefundenen GSH-Konzentrationen
zwischen 1 und 10 mmol/l (Kosower und Koso-
wer, 1978; Halliwell, 1991; Yu, 1994; Navarro et
al., 1997). Zudem vermogen die ® O, auf Grund
ihrer Polaritdt die intakte Zellmembran kaum zu
durchdringen. Die protonierte und damit nicht-
polare Form von e O, (e O,H), die die Membran
passieren konnte, existiert nur bei pH-Werten un-
terhalb von 4,0 (Cadenas, 1989; Ohlenschléger,
1995). Ferner wurde eindeutig gezeigt, dass ¢ O,
im Gegensatz zu ® OH, nicht die Fahigkeit zur Ini-
tilerung der LPO besitzt (Halliwell und Gutte-
ridge, 1984; Jamieson et al., 1986). Lediglich das
nichtpolare H,O, ist zu einer uneingeschrinkten
Membranpassage befihigt, so dass bei einer ange-
nommenen ALX-bedingten extrazelluldren H,O,-
Bildung eine intrazelluldre Wirkung dann vorstell-
bar erscheint, wenn gleichzeitig Eisen aus entspre-
chenden zytosolischen Speichern mobilsierbar wi-
re. Da ¢ O, diese Fihigkeit besitzt (Biemond et
al., 1984) und sie fiir ALX e vorstellbar ist (Miura
und Sakurai, 1988; Reif, 1992), beide radika-
lischen Spezies bei extrazelluldrer Generierung
die Zellmembran aber nicht zu durchdringen ver-
mogen, ergeben sich hier erhebliche Deutungs-
schwierigkeiten hinsichtlich der Erkldrung der
nachgewiesenen intrazelluliren Verdnderungen,
die letztlich zu den beobachteten Nekrosen der
B-Zellen nach ALX-Gabe fiihren.

Favorisiert man hingegen eine bevorzugt intra-
zelluldre Bildung von ROS durch ALX, dann miiss-
te ALX zunichst rasch tiber die Zellmembran auf-
genommen werden koénnen, um damit der
ansonsten stattfindenden schnellen Umlagerung zu
Alloxansédure zu entgehen. Dies setzt voraus, dass
ALX rasch durch die B-Zellen aufgenommen wird.
Die selektive Aufnahme von ALX durch die B-Zel-
len ist vielfach experimentell belegt worden (Ham-
marstréom und Ullberg, 1966; Hammarstrom et al.,
1967; Weaver et al., 1978a; Gorus et al., 1982; Ma-

laisse et al., 1982). Die rasche Aufnahme von ALX
durch die B-Zelle erfolgt dabei hauptsidchlich
durch die Mitnutzung des fiir die B-Zelle der Ratte
charakteristischen Glucosetransporters GLUT2
(Weaver et al., 1978a, b; Gorus et al., 1982; Unger,
1991; De Vos et al., 1995). Die GLUT2-Transpor-
ter tragen auf Grund ihrer kinetischen Eigenschaf-
ten zur sehr schnellen Aquilibrierung der Glucose
zwischen dem extrazelluldren Raum und dem Zell-
inneren bei (Hellman et al., 1971). Interessanter-
weise verfiigen die ebenfalls in der LANGERHANS-
schen Insel vorkommenden A- bzw. D-Zellen nicht
tiber die gleichen ,,high capacity*“-GLUT2-Trans-
porter der B-Zelle (Thorens et al., 1988; Orci et al.,
1989). Dieser Umstand ist moglicherweise ein
Grund fiir deren Unempfindlichkeit gegeniiber
ALX. Die ALX-Aufnahme in die B-Zelle unter
Mitnutzung des GLUT2-Transporters wiirde auch
erkldaren, weshalb steigende Konzentrationen von
D-Glucose im Blut die Wirksamkeit von ALX he-
rabsetzten (Grankvist et al., 1977; Idahl et al.,
1977; Gorray et al., 1983; Jansson und Sandler,
1988; Shen et al., 1994; Park et al., 1995). Daher
erscheint es auch verstiandlich, dass die Gabe von
3-O-Methylglucose, einem Hemmstoff der Gluco-
seaufnahme, vor ALX-Diabetes zu schiitzen ver-
mag (Jansson und Sandler, 1988; De Vos et al.,
1995). Auch die durch Feuers und Mitarbeiter
(1991) beobachtete tageszeitabhingig unterschied-
liche Sensitivitit von Miusen gegeniiber ALX
konnte mit den sich im Tagesverlauf verindernden
Glucosekonzentrationen im Blut im Zusammen-
hang stehen. Dies steht in Ubereinstimmung mit
Beobachtungen, dass die Empfindlichkeit gegen-
tiber ALX auch mit der Dauer des Fastens korre-
liert ist (Hernandez et al., 1978). Des Weiteren bie-
tet das etwa 100fach geringere Vorkommen von
GLUT2-Transportern in pankreatischen B-Zellen
des Menschen eine Erkldrungsmoglichkeit fiir die
beobachtete deutlich geringere diabetogene Wirk-
samkeit von ALX beim Menschen (De Vos et al.,
1995).

Einmal in die B-Zelle aufgenommen, trifft ALX
auf Reduktionsmittel wie GSH oder Ascorbat, die
intrazelluldr in beachtlich hoher Konzentration
vorkommen. Fiir GSH liegen die ermittelten Kon-
zentrationen zwischen 0,5 und 1,0 mmol/l (Yu,
1994; Navarro et al., 1997). In anderen Geweben
kann diese fiir das GSH bis zu 10 mmol/l betragen
(Kosower und Kosower, 1978; Al-Turk und Stohs,
1981). Damit sind wesentliche Voraussetzungen
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fiir eine durch redox-cycling von ALX und DS
vermittelte intrazelluldre Generierung von ¢ O,
H>0, und letztlich auch von ¢ OH gegeben, die
das nachgewiesene Schidigungsspektrum leichter
deutbar erscheinen lassen. Hinzu kommt, dass die
B-Zellen — im Gegensatz zu Hepatozyten, die
ALX wegen des Vorhandenseins des gleichen Glu-
cosetransporters (GLUT?2) ebenfalls vergleichs-
weise rasch aufnehmen konnen — nur iiber eine
sehr eingeschriankte enzymatische Entgiftungs-
kapazitit fiir ROS verfiigen (Malaisse et al., 1982;
Lenzen et al., 1996). Dariiber hinaus gib es in der
Literatur Hinweise, die besagen, dass ALX zusitz-
lich die Aktivitit antioxidativer Enzyme zu hem-
men vermag (Crouch et al., 1981; Simonian et al.,
1987; Kumar und Menon, 1992a, b; Saxena et al.,
1992; Shanthi und Ramakrishnan, 1994; Kosenko
et al., 1999). Da junge Ratten im Gegensatz zu il-
teren Tieren iiber eine hohere Kapazitit antioxida-
tiver Enzyme verfiigen, verwundert es nicht, dass
dltere Tiere im Vergleich mit jungen Ratten bei
Gabe vergleichbarer ALX-Dosen mit einer hohe-
ren MDA-Bildung reagieren (Gatsko et al., 1985).

Das intrazellulidre redox-cycling generiert nicht
nur ROS, sondern verbraucht dabei auch erhebli-
che Mengen antioxidativ wirksamer Schutzmole-
kiile wie GSH und/oder Ascorbat. Somit kann die
B-Zelle kurzzeitig regelrecht von ROS ,iiber-
schwemmt* werden, wodurch sich ein voriiberge-
hendes Ungleichgewicht von Bildung und Entgif-
tung von ROS zugunsten der Bildung einstellt.
Dieser Zustand wird als oxidativer Stress bezeich-
net (Sies, 1986). Neben den bereits erwihnten
Veridnderungen an der B-Zelle, wie der Steigerung

der LPO, der Erhohung der Membranpermeabilitit
und dem Auftreten von DNS-Modifikationen,
kommt es auch zu Funktionseinschrinkungen von
Proteinen und Enzymen. So wurde z. B. berichtet,
dass die vorwiegend zytosolisch vorkommende
Glucokinase durch ALX effektiv gehemmt werden
kann. Die Hemmung kommt wahrscheinlich durch
die ALX-bedingte Oxidation essenzieller SH-
Gruppen in der Glucokinase zustande (Lenzen et
al., 1987; Lenzen und Panten, 1988). Ebenso
kommt es zu einem Aktivitdtsverlust der Aconita-
se. Letzterer soll durch eine ® O, -induzierte Mo-
bilisierung von Eisen aus dem aktiven Zentrum
dieses Enzyms bedingt sein (Boquist und
Ericsson, 1984; Boquist und Bostrom, 1985; Len-
zen und Mirzaie-Petri, 1992; Gardner et al., 1995).
Durch die Hemmung dieser Enzyme, die an der
Bereitstellung von Reduktionsidquivalenten fiir die
mitochondriale Atmungskette beteiligt sind, soll
es generell zu einer Verknappung von ATP in den
B-Zellen kommen. Da es durch die gesetzten
Schidden an der DNS auch zu einer Aktivierung
der PARP kommt, die NAD™" als Substrat fiir die
Polymerasereaktion verwendet, kommt es zudem
zu einer raschen Verarmung von intrazellulér ver-
fiigbarem NAD™ (Yamamoto et al., 1981a), was
zusitzlich die Effizienz der oxidativen Phosphory-
lierung und damit der ATP-Versorgung der B-Zel-
le beeintriachtigen wiirde.

Obwohl bislang nicht endgiiltig belegbar, bietet
der geschilderte intrazellulire Wirkungsmechanis-
mus von ALX fiir die nachweisbaren Verdnderun-
gen an der B-Zelle die iiberzeugenderen Deu-
tungsmoglichkeiten.

Rolle von Melatonin als Scavenger von Hydroxylradikalen

Melatonin  (N-Acetyl-5-methoxytryptamin) ist
evolutionsbiologisch betrachtet ein konservatives
Molekiil, das bereits bei Algen und hoheren Pflan-
zen sowie bei nahezu allen Evertebraten und allen
Vertebraten nachweisbar ist. Bei Sdugetieren wird
es vornehmlich im Pinealorgan, aber auch in der
Retina und bei Rodentia zusitzlich in der HAR-
DERschen Driise gebildet. Die Synthese von Mela-
tonin unterliegt einem deutlich ausgeprigten cir-
cadianen Rhythmus mit hohen Bildungsraten und
Blutkonzentrationen zur Nachtzeit.

Die Epiphyse, wegen ihrer Ahnlichkeit mit ei-
nem Pinienzapfen als Zirbeldriise oder Pineal-

organ, wegen ihrer antigonadotropen Partialfunk-
tion als ,,Keuschheitsdriise* bezeichnet, ist in der
aufsteigenden Wirbeltierreihe bis zur Entwick-
lungshohe der Reptilien ein Lichtsinnesorgan (me-
dianes ,,drittes Auge*). Bei Vogeln tritt ein Funk-
tionswandel hinzu, die Epiphyse wird hier zum
Generator circadianer Rhythmen. Bei Sdugetieren
wird die pacemaker-Funktion in einen hypothala-
mischen Kern, den Nucleus suprachiasmaticus,
verlagert, das Pinealorgan ist ausschlieBlich endo-
krine Driise mit erhaltener enger Ankniipfung an
das optische System. Photisch gesteuerter nervaler
»input® (insbesondere iiber Katecholamine) wird
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Abb. 7: Synopsis der Insulinfreisetzung isolierter Ratten-Inseln im Perifusionsexperiment ohne Behandlung, bei
alleiniger Alloxan- sowie kombinierter Melatonin+Alloxan-Behandlung. — Die Alloxan-Applikation (2 mmol/l)
erfolgte iiber einen Zeitraum von 9 min, Melatonin (1 mmol/l) wurde iiber die gesamte Dauer des Perifusionsexpe-
rimentes verabreicht. Jede Kurve zeigt ein reprdsentatives Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Pro
Perifusion wurden 300 isolierte pankreatische Inseln neonater Wistar-Ratten in das Perifusionssystem eingebracht
und mit Kulturmedium 199 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA), dem 2,22 g/l Hydrogencarbonat,
1,75 g/l BSA (Rinderserumalbumin), 80 mg/l Gentamycin und 3 mmol/l Glucose zugesetzt worden waren, kontinu-
ierlich perifundiert und aller 30 min Proben (10 ml) mittels Fraktionssammler gewonnen. Der Schockfrierung schloss
sich die radioimmunologische Insulinbestimmung an. Nédhere Angaben siehe Peschke et al., 1997, 2000b; Csernus
et al.,, 1998; Peschke und Peschke, 1998. Nach Alloxan-Applikation erfolgt eine auf Zelluntergéingen beruhende
verstirkte Insulinfreisetzung, die nach 2 h beginnt, nach 5 h ihr Maximum erreicht und nach 10 h iiberwunden ist.
Dauerapplikation von Melatonin verhindert den Alloxaneffekt weitgehend (modifiziert nach: Ebelt et al., 2000b).

in einen hormonellen ,,output® (Melatonin) umge- und Korf, 1996; Reuss, 1996; Vanecek, 1998; van

setzt. Die Epiphyse fungiert als photoneuroendo-
kriner ,,transducer” und informiert mit nichtlich
erhohter Melatoninausschiittung iiber das Verhilt-
nis von Licht- und Dunkelzeit im Tagesverlauf
(Uhrenfunktion) sowie dessen Veridnderungen im
Jahresverlauf (Kalenderfunktion). Damit gehort
die Epiphyse mit ihrem circadianrhythmischen, in
unterschiedlicher Hohe sezernierten Melatonin
zum morphologischen Substrat, das wir unter
dem Begriff der ,,inneren Uhr“ subsumieren. Auf
weitere Einzelheiten soll hier nicht eingegangen
werden (Ubersichten siehe Vollrath, 1981; Stehle

Esseveldt et al., 2000).

Bedeutungsvoll fiir die von uns in dieser Arbeit
verfolgten Thematik ist vielmehr eine vor mehr als
30 Jahren erschienene Arbeit von Milcu und Mit-
arbeitern (Milcu et al., 1971), in der erstmals die
protektive Bedeutung pinealer Peptide gegeniiber
der Manifestation eines experimentellen Alloxan-
Diabetes festgestellt wurde, ohne dass verstiandli-
cherweise die Phidnomene aus dem Blickwinkel
von Radikalgenerierung und -neutralisierung gese-
hen werden konnten. Die bei experimentell Strep-
tozotocin-diabetischen Ratten durch zusitzliche
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Exstirpation oder sympathische Denervation der
Epiphyse hervorgerufenen verstirkten Glucose-
und Glucagonspiegelerhohungen gliedern sich
sinnvoll in das Grundkonzept einer pinealen Dia-
betes-Protektion ein (Munoz Barragan et al., 1983,
1984, 1986; Mellado et al., 1989). Gleichzeitig

lenken sie den Blick auf gerade in jlingster Zeit
in den Vordergrund getretene Uberzeugungen,
dass dem Pinealhormon Melatonin eine free-radi-
cal-scavenger-Bedeutung zukommt, und zwar be-
sonders hinsichtlich von Radikalen der Sauerstoff-
Familie (ROS) (Poeggeler et al., 1993; Reiter,
1993, 1995, 1996, 1997, 2002 im selben Band;
Reiter et al., 1994; Matuszak et al., 1997). In die-
sem Zusammenhang sind zwei Beobachtungen in-
teressant. Zum einen wurde festgestellt, dass junge
Tiere, mit vergleichbaren Alloxandosen behandelt,
geringere Schadigungsmuster aufwiesen als éltere
Tiere (Gatsko et al., 1985). Dieser zunichst nicht
erkldrbare Befund gewinnt in Kenntnis der wohl
bekannten Tatsache an Bedeutung, dass der Mela-
tonin-Spiegel in der Jugendzeit relativ hoch ist
und sich mit zunehmendem Alter auf einen kaum
noch detektierbaren Titer reduziert. Im Kontext
dieses Sachverhaltes steht die Beobachtung, dass
eine Applikation von Alloxan am Tag von stirke-
ren Schiddigungen gefolgt ist als zur Nachtzeit,
wihrend der bekannterweise die Melatoninspiegel
deutlich erhoht sind (Feuers et al., 1991).
Ausgangspunkt der hier vorzustellenden Befun-
de war die Beobachtung, dass Melatonin auf das
Ausmal} physiologischer und morphologischer
Verdnderungen der pankreatischen B-Zelle nach
ALX-Applikation im in vitro-Superfusionsexperi-
ment einen nachhaltigen Einfluss in dem Sinne
ausiibte, dass die ALX-Effekte abgeschwicht oder
ginzlich unterdriickt wurden. Wurden andere Dia-

Abb. 8: Gegeniiberstellung elektronenmikroskopischer
Aufnahmen von pankreatischen Inseln neonater Wistar-
Ratten ohne Behandlung (a) sowie nach Alloxan- (b)
oder kombinierter Melatonin+Alloxan-Behandlung (c).
Nach erfolgter 30-stiindiger Perifusion, wie in der Ab-
bildungsunterschrift 7 beschrieben, wurden die Inseln
aus der Perifusionskammer zuriickgewonnen und der
elektronenmikroskopischen Aufarbeitung zugefiihrt.
Fixierung nach Karnowsky, Nachfixierung mit Os-
miumtetroxid, Einbettung: Durcupan (Fluka Chemie
AG, Buchs, Switzerland), Nachkontrastierung mit Ura-
nylacetat und Bleicitrat. Nach Alloxan-Applikation
wurden ausschlieBlich schwer geschidigte, nekrotische
Zellen gefunden, wihrend das Schidigungsausmal}
nach zusitzlicher Melatonin-Applikation geringer war.
Neben schwer geschidigten, nekrotischen Zellen finden
sich zahlreiche morphologisch unauftillige Zellen ohne
Schidigungen, wie sie fiir die Kontrollgruppe (a)
typisch sind. Mafstab: 2,5 pm.
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betogene wie Streptozotocin oder Testsubstanzen
wie SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin,
NO-Donator) und Hypoxanthin/Xanthinoxidase
(ROS-Generierung) verabreicht, trat ebenso wie
nach ALX-Applikation eine temporire Steigerung
der Insulinliberation auf, deren Zeitverlauf ein je-
weils Substanz-spezifisches Muster aufwies. 24 h
nach Applikation von ALX bzw. Streptozotocin
waren die KCl- und Glucose-stimulierbare Insu-
linsekretion deutlich eingeschrinkt, wihrend nach
Gabe von SNAP und Hypoxanthin/Xanthinoxidase
die Sekretionsleistung der B-Zellen nach KCI- und
Glucose-Stimulation keine Beeintrichtigung er-
kennen lieB. Morphologisch waren allein nach
ALX und Streptozotocin B-Zellnekrosen zu beob-
achten. B-Zellapoptosen hingegen waren lediglich
nach SNAP-Applikation (NO-Freisetzung) ver-
starkt identifizierbar. Vergleichbare Effekte, wie
von der pridventiven Melatoningabe zur Vermei-

dung der ALX-Effekte bereits genannt, konnten
hier nicht beobachtet werden. Die nach Streptozo-
tocin, SNAP oder Hypoxanthin/Xanthinoxidase
beobachteten zellschidigenden Einfliisse ver-
mochte Melatonin nicht zu mindern oder aufzuhe-
ben (Ebelt et al., 1998, 1999, 2000a, b, 2001;
Bromme et al.,, 1999a, b, 2000a, b, 2001a, b;
Peschke et al., 2000a).

Dieser Sachverhalt wird am Beispiel von ALX
durch die Abbildung 7 veranschaulicht, aus der un-
schwer zu entnehmen ist, dass Melatonin den Allo-
xan-Effekt, gemessen an der Insulinfreisetzung,
nahezu 16scht, wohingegen die Streptozotocin-Ef-
fekte durch Melatonin nicht antagonisiert werden
konnten. Zur Erkldrung der drei bis fiinf Stunden
nach Gabe der oben genannten Substanzen beob-
achteten starken Insulinfreisetzung kann aufgefiihrt
werden, dass der Efflux von Insulin nach Wechsel-
wirkung der B-Zelle mit den generierten Radikalen

Abb. 9: Insulin-Sekretionskapazitit nach alleiniger Alloxan- sowie kombinierter Melatonin+Alloxan-Applikation.
Den einzelnen Perifusionsexperimenten lagen verschiedene Kontrollmanahmen zugrunde, die u.a. der Erfassung
der stimulierbaren Insulinsekretionskapazitit dienten und durch Anfangs- und Endstimulationen mit gleichen Gluco-
se- und KCI-Konzentrationen herbeigefiihrt wurden (in der Abbildung 7 wurde auf die Darstellung dieser Mafinah-
men der besseren Ubersichtlichkeit wegen verzichtet). Im Ergebnis dieser Applikationen konnte gesichert werden,
dass sowohl die KCl- als auch die Glucose-stimulierte Insulinsekretion durch Alloxan-Gabe um ca. 50 % gesenkt
wurde, wihrend die zusitzliche Melatonin-Applikation diese Effekte vollstindig verhinderte, was Ausdruck einer
erhaltenen intakten Sekretionsmaschinerie ist (modifiziert nach: Ebelt et al., 2000b).
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nicht etwa auf einer Sekretionssteigerung, sondern
auf Membranschidigungen (leakage) und konseku-
tiven B-Zelluntergingen (Nekrosen, Apoptosen)
beruht. Dass die durch ALX ausgelosten Effekte
auf Zellschdadigung beruhen und dass die Effekte
durch Melatonin entscheidend verhindert werden
konnen, ist der Synopsis repridsentativer elektro-
nenmikroskopischer Mikrophotogramme zu ent-
nehmen (Abb. 8), in denen vergleichend ungeschi-
digte Zellen einer unbehandelten Kontrolle mit
nekrotischen Zellen nach Alloxan-Begiftung und
teilweiser Pridvention des Alloxaneffektes durch
Melatonin gegeniibergestellt wurden. Dass die
erhohte Insulinfreisetzung tatséchlich auf Zellun-
tergdngen beruht, verdeutlicht weiterhin die Abbil-

dung 9, in der die stimulierbare Kapazitit ver-
fiigharen Insulins am Anfang und Ende eines
Versuches gemessen wurde. Aus dieser Abbildung
ist ersichtlich, dass sowohl die Glucose- als auch
die KCl-stimulierbare Insulin-Kapazitit (die Aus-
druck der Unversehrtheit der B-Zelle ist) nach al-
leiniger ALX-Begiftung auf ca. 50 % herabgesetzt
sind, wihrend nach zusitzlicher priventiver Mela-
tonin-Gabe keine Kapazititsdefizite auftraten, was
als Zeichen einer weitgehend ungeschidigten Se-
kretionsmaschinerie zu werten ist. Gedeutet wurde
dieser protektive Effekt von Melatonin vor dem
Hintergrund des oben beschriebenen Wirkungs-
mechanismus von ALX. So konnte belegt werden,
dass Melatonin in der Lage ist, die beim redox-cyc-

Abb. 10: Einfluss von Melatonin auf die relative ESR-Intensitit des durch Wechselwirkung zwischen GSH und ALX
in Gegenwart von NTA-Fe®* generierten e DEPMPO-OH-Addukts. Zusammensetzung des Messansatzes: 990 pl Tris-
HCI (20 mmol/1, pH 7,4), 5 pl GSH (100 mmol/l, pH 7,0) sowie 5 pl Alloxan (100 mmol/l, pH 3,0). Der Puffer ent-
hielt entweder kein oder 0,01; 0,1; 0,45 bzw. 1,0 mmol/l Melatonin. Nach 10 min wurden zu 310 pl der Mischung
20 pl DEPMPO (212 mmol/l) sowie 20 pl NTA-Fe** (10 mmol/l) hinzugefiigt. 350 pl der Mischung wurden in eine
Flachquarzzelle iiberfiihrt und mittels eines ESR-Spektrometers (ERS 220, Berlin-Adlershof, DDR) bei 9,53 GHz
vermessen. Folgende Messeinstellungen wurden verwandt: Mikrowellenleistung: 10 mW; Modulationsamplitude:
0,35 mT; Feldscanbereich: 20 mT; Scanzeit: 120 Sekunden; Zeitkonstante: 0,5 Sekunden; Verstirkerstufe: 256
(modifiziert nach Bromme et al., 2000a; Ebelt et al., 2000b).
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ling von ALX und Dialursdure in Gegenwart von
Fe(I)-Chelaten gebildeten @ OH mit einer ICs,
von 23 umol/l zu neutralisieren (Abb. 10A). Der
Nachweis der ALX-induzierten e OH-Bildung so-
wie die konzentrationsabhéingige Verringerung des
e DEPMPO-OH-Signals durch Melatonin erfolgte
mittels ESR-Spektroskopie (Abb. 10B) unter Ver-
wendung der spin-trap-DEPMPO (5-Diethoxy-
phosphoryl-5-methyl-1-pyrroline-oxid) (Brémme
et al., 2000a, b; Ebelt et al., 2000a, b). Aus den bis-
herigen Befunden wird zwingend deutlich, dass
Melatonin hauptsédchlich e OH zu neutralisieren in
der Lage ist und dass die cytotoxische Bedeutung
der iibrigen noch eingesetzten Radikalgeneratoren
ein anderes oder breiteres Spektrum aufweisen
miissen (z.B. Streptozotocin u.a. auch NO-Radi-
kale, SNAP ebenfalls NO-Radikale und XO/HX
® O,/ H,0O, (vergleichende Untersuchungen siehe
Peschke et al., 2000a). In einem weiteren Versuch
konnte nachgewiesen werden, dass Melatonin die
e OH-induzierte Lipidperoxidation von Liposomen

konzentrationsabhiingig zu verringern vermag
(Abb. 11). Diese Ergebnisse bestitigten grundsitz-
lich friihere Untersuchungen anderer Arbeitsgrup-
pen (Pieri et al., 1995; Antunes et al., 1999; Pless
et al., 1999; Tan et al., 2000).

Alle bisherigen Befunde machen wahrschein-
lich, dass Melatonin in der Lage ist, ® OH abzu-
fangen. Damit stehen die hier vorgestellten Befun-
de in Einklang mit Ergebnissen anderer Autoren
wie Poeggeler et al. (1993), Reiter (1993, 1995,
1996, 1997), Tan et al. (1993), Matuszak et al.
(1997), die ihre Ergebnisse z. T. an anderen Mo-
dellen erhoben haben. Als Produkt der sequenziel-
len Adduktierung von zwei ¢ OH an Melatonin
wird zyklisches 3-Hydroxymelatonin diskutiert
(Tan et al., 1998, 2000). Es sei jedoch darauf hin-
gewiesen, dass die im Blut detektierbaren Melato-
nin-Konzentrationen um einige Gré8enordnungen
niedriger sind als die zur effektiven Neutralisie-
rung von e OH notwendigen Konzentrationen.
Dennoch ist dem Melatonin eine grundsitzliche

Abb. 11: Hemmung der ® OH-induzierten Lipidperoxidation von Liposomen durch Melatonin. — Zusammensetzung

des Messansatzes: 990 pl Tris-HCl (20 mmol/l, pH 7,4), 5ul GSH (100 mmol/l, pH 7,0) sowie 5 ul Alloxan

(100 mmol/1, pH 3,0). Nach 10 min wurden zu 142 pl des Ansatzes 50 pl Liposomen hinzugefiigt. Der Puffer enthielt

entweder kein oder 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 bzw. 2,0 mmol/l Melatonin. Die LPO wurde nach Zugabe von 8 pl NTA-Fe**

eingeleitet. Dieser Ansatz wurde fiir 120 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die freigesetzte Menge von

Malondialdehyd (MDA) mittels eines MDA-Testbestecks (Calbiochem, La Jolla, USA) bei 586 nm bestimmit.
Der Leerwert enthielt kein GSH (modifiziert nach: Bromme et al., 2000a).
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Schutzfunktion gegeniiber ROS nicht abzuspre- Zusammenfassend ist festzustellen, dass auf

chen. Hierzu sei insbesondere auf den Beitrag Grund unterschiedlicher Techniken und Methoden

von Reiter in diesem Heft verwiesen. erstmalig zwingend nachgewiesen werden konnte,
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dass Melatonin mit hoher Spezifitiit letztlich die
durch Alloxan-Gabe ausgeldste intrazellulidre Gene-
rierung von Hydroxylradikalen zu neutralisieren in
der Lage ist (vgl. Abb. 12). Die Nachweise wurden

mittels superfusionstechnischer in vitro-Unter-
suchungen, elektronenmikroskopisch-morphologi-
scher, Elektronen-Spin-Resonanz-analytischer und
Lipidperoxidations-Experimente gefiihrt.
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