ELMAR PESCHKE*

Zum Einfluss von Melatonin auf Insulinsekretion, Signaltransduktion

und Sekretionsrhythmik pankreatischer B-Zellen in vitro

I. Einleitung, Generierung und Synchronisation biologischer Rhythmen

Mit der Etablierung der Chronobiologie als medi-
zinisch-biologische Teildisziplin wurden jahrtau-
sendealte Beobachtungen und Erkenntnisse einer
wissenschaftlichen Analytik zugefiihrt. Dabei
stand die Frage nach dem Ort einer moglichen
»inneren Uhr®, also dem Ort der Generierung bio-
logischer Rhythmen und einem moglichen ,,Zeit-
sinn®“, ganz im Vordergrund. Wir wissen heute,
dass dem Licht und damit dem Licht perzipieren-
den optischen System nicht nur bei der gnosti-
schen, sondern auch bei der rdumlichen und zeitli-
chen Orientierung ein ganz entscheidender
Stellenwert zukommt, da sich die Bedeutung des
Lichtes nicht allein auf unverzichtbare Vorausset-
zungen fiir Erkennungsmechanismen reduzieren
lasst. Vielmehr synchronisiert Licht als stédrkster
»Zeitgeber” alle biologischen Abldufe im Tages-
und Jahresgang und nimmt damit koordinierenden
und modifizierenden Einfluss auf endogen gene-
rierte Rhythmen und somit auf alle physiologi-
schen Funktionen. Neben den genannten circadia-
nen (circa 24h, zwischen 20h und 28h;
Zimmerman und Menaker, 1979; Binkley, 1990,
1993; Reiter, 1993) und circannualen Rhythmen
(mit Periodenliingen von ungefdhr einem Jahr;
Reiter, 1974, 1980, 1991a, b, 1993; Arendt, 1986;
Pévet, 1988) werden ultradiane Schwingungen
(hochfrequente mit Periodenlingen im Minuten-
und Stundenbereich) und infradiane (niederfre-
quente, z. B. septadiane und mensuelle) Rhythmen
anerkannt. Neben dem Licht konnen auch ther-
mische, akustische und chemische Reize Zeit-
geberbedeutung haben.

In der aufsteigenden Wirbeltierreihe, bis zur
Entwicklungshohe der Reptilien, tritt zu den Au-
gen im landldufigen Sinne, den ,,Lateralaugen®,

ein zusitzliches Lichtsinnesorgan, ein medianes
,drittes Auge, das Parietalauge. Nachdem die
Phylogenese Beweise fiir die Existenz eines drit-
ten (medianen) Auges in der aufsteigenden Wir-
beltierreihe bis hin zu den Reptilien geliefert hat,
ist es von Interesse, wie die Entwicklung bei den
Vogeln, vor allem aber bei den Sdugetieren und
insbesondere bei den Primaten, eingeschlossen ho-
mo sapiens, vonstatten ging. Hier begegnet uns im
Zuge der Phylogenese ein beispielloses Phino-
men. Die zur Lichtperzeption befdhigten, mit zap-
fendhnlichen Auflengliedern ausgestatteten Zellen
des Pinealkomplexes der rezenten Fische und Am-
phibien bzw. des Parietalauges der Reptilien feh-
len bei den Sidugetieren. Unabhingig von der re-
duzierten Anzahl zur Lichtperzeption befihigter
Pinealozyten der Reptilien (und Vogel) wurde in
den Epiphysen aller bisher untersuchten Wirbeltie-
re eine Melatoninsynthese nachgewiesen. Allein
bei Maiuse-Inzuchtstimmen (zit. nach Reiter,
1991b), beim Hausschwein (Reiter et al., 1987)
oder beim Feldhamster, Cricetus cricetus (Pévet
et al., 1989), wird zu bestimmten Jahreszeiten die
nichtliche Erhohung der rhythmischen Synthese
und Ausschiittung von Melatonin in Frage gestellt.

Die bisherigen Feststellungen machen deutlich,
dass die oftmals simplifizierte Darstellung der
Umwandlung einer Sinneszelle in eine Driisenzel-
le zu korrigieren ist. Der photoneuroendokrine Pi-
nealozyt, ausgestattet mit Sinnes- und endokriner
Funktion, wird wihrend der Phylogenese vielmehr
dergestalt spezialisiert, dass die Sinnesfunktion
bei den niederen Vertebraten zunehmend reduziert
und die sekretorische Funktion bei den hoch ent-
wickelten Sdugetieren beherrschend in den Vor-
dergrund tritt. Aus einem ambivalenten photoneu-
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roendokrinen Pinealozyten beim Neunauge, Lam-
petra, entwickelt sich auf der einen Seite die sen-
sorische Zelle des Parietalauges der Reptilien und
auf der anderen Seite die sekretorische Zelle der
Sdugetierepiphyse (Dodt, 1966; Gusek, 1981;
Vollrath, 1981; Ueck, 1982; Korf, 1986; Oksche,
1987, 1988; Falcon und Collin, 1989).

An dieser Stelle sei ein historisierender Ein-
schub erlaubt, der verdeutlicht, dass die seit mehr
als 2000 Jahren bekannte Epiphysis cerebri oft-
mals Gegenstand metaphysischer, esoterischer
und philosophischer Spekulationen war (Gusek,
1968). Herophilos (geb. in Chalkedon um 335 .
Chr.) sah in der Epiphyse eine Art Ventil fiir die
Bewegung der Seele, aber bereits Galen (etwa
130 bis 201 n. Chr.) sprach von einer Driise. In
der Folgezeit wurde in sie der Sitz des Hell-
sehens, des ,,sechsten Sinnes®, oder auch der Sitz
der Traume verlegt (Schopenhauer, 1788—1860).
Von besonderer Bedeutung fiir die Frage nach ei-
nem moglichen ,,dritten Auge® sind jedoch die
Abhandlungen zur Philosophie des Lebendigen
von René Descartes (1596-1650), nidmlich der
,» Iraité de ’homme* (1632) und ,,La description
du corps humain“ (1648), die ,,als Beginn kon-
sequent kausalanalytischen Denkens in Biologie
und Physiologie“ verstanden werden konnen. In
diesen Schriften ordnete der geniale franzdsische
Aufklarer mit antizipierender Kraft dem opti-
schen System eine epithalamische Hirnanhangs-
struktur zu, die Epiphysis cerebri, die von ihm
als ,,Sitz des erkennenden Teiles der Seele®, der
res cogitantes, verstanden wurde. Sinneseindrii-
cke unserer ,,Lateralaugen* projizieren nach Des-
cartes direkt zur median liegenden Epiphyse, ,,wo
sich der Sitz des Vorstellungsvermogens und des
sensus communis befindet, und reprisentieren so
tatsdchlich, wie auch heute oftmals treffend be-
zeichnet, das ,,Tor zur Seele“. Diese Epiphyse,
wegen ihrer Ahnlichkeit mit einem Pinienzapfen
als Zirbeldriise oder Pinealorgan bezeichnet, wird
von Descartes als ,,Quellort der spiritus in der
Mitte des Gehirns liegend und als Zentrum der
Sinneswahrnehmung, des sensorium commune”,
verstanden (Rothschuh, 1969). Aus diesem klei-
nen Exkurs, vor allem in die erste Hilfte des
17. Jahrhunderts, erhellt, dass bereits vor mehr
als 350 Jahren in genialer Weise eine epithala-
mische Hirnanhangsdriise, das Pinealorgan, in
funktioneller Einheit mit dem optischen Sinn ge-
sehen wurde.

Das bekannteste und mit hoher Wahrscheinlich-
keit bedeutendste Hormon der Epiphyse ist ein
sich von der essenziellen Aminosidure Tryptophan
ableitendes Indolamin, das Melatonin (N-Acetyl-
5-methoxytryptamin), dessen Isolierung aus Rin-
derepiphysen (1958) und Strukturaufkldrung
(1959) Lerner und Mitarbeitern gelang. Es ent-
steht iiber die Zwischenstufen 5-Hydroxytrypto-
phan, 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) und
N-Acetylserotonin, wobei die Enzyme N-Acetyl-
transferase und 5-Hydroxyindol-O-methyltrans-
ferase fiir die Melatoninsynthese von entscheiden-
der Bedeutung sind (Illnerova und Vanecek, 1980;
Erlich und Apuzzo, 1985; Ebadi und Govitrapong,
1986; Reiter, 1987; Illnerova, 1988; Sugden,
1989). Dass Melatonin nicht nur in der Epiphyse,
sondern (bezeichnenderweise) auch in der Retina
(Hardeland et al., 1996a) und einer bei Nagetieren
vorkommenden retrobulbiren Orbitaldriise, der
HARDERschen Driise, synthetisiert wird (Pang et
al., 1977; Pévet et al., 1980; Hoffman et al., 1989;
Menendez-Palaez, 1990; Menendez-Palaez und
Buzzell, 1992; Payne, 1994), sei der Vollsténdig-
keit wegen am Rande genannt (siehe auch Voll-
rath, 1981). Es bleibt die Frage: Welche funktio-
nellen Aufgaben erfiillt das Melatonin bei den
Sdugetieren? Gibt es den Zusammenhang zum op-
tischen System iiberhaupt noch? Waren die Antizi-
pationen des genialen und seiner Zeit weit voraus-
eilenden Descartes moglicherweise doch nur
Irrtiimer?

Es steht auBer Frage, dass der funktionelle Zu-
sammenhang zwischen Epiphyse und dem opti-
schen System in eindrucksvoller Weise erhalten
geblieben ist. Melatonin ist einer besonderen cir-
cadianen Sekretionsrhythmik unterworfen, die da-
rin besteht, dass es ausnahmslos in der Dunkelzeit
stark erhoht freigesetzt wird. Verkiirzt konnte man
vom ,,Hormon der Dunkelzeit* sprechen (Reiter,
1991c) oder auch von dem Hormon, das die uns
umgebende Dunkelheit in ein hormonelles Signal
umsetzt, einen gegeniiber der Lichtzeit exzessiv
erhohten  Melatoninspiegel. = Melatonin  ist
schlechthin als das entscheidende, unsere Lebens-
ablidufe synchronisierende Hormon zu verstehen,
wobei es grundsitzlich unerheblich ist, wo die
Rhythmusgenerierung  stattfindet (Armstrong,
1989). Eine erstaunliche Besonderheit im Sekre-
tionsmuster des Melatonins ist ferner darin zu se-
hen, dass sowohl tag- als auch nachtaktive Tiere
wihrend der Dunkelzeit — also unabhéngig von ih-
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rem Aktivititszustand — einen hohen Melatonin-
spiegel aufweisen, der bereits in Beantwortung
kiirzester Lichtblitze extrem stark abfillt.

Unter den zahlreichen Einfliissen auf das Endo-
krinium muss die antigonadotrope Bedeutung des
Melatonins hervorgehoben werden. Die Epiphyse
im Kontext mit der Gonadenachse zu sehen, griin-
det sich auf die schon vor mehr als 100 Jahren ge-
machte Beobachtung, dass bei Epiphysen-zersto-
renden Tumoren das klinische Bild der pubertas
praecox, einer sexuellen Friihreife, resultiert (Gut-
zeit, 1896). Diese klinische Phinomenologie hat
der Epiphyse die Bezeichnung ,,Keuschheitsdrii-
se“ eingetragen.

Eine weitere Besonderheit dieses schon bei ho-
heren Pflanzen (Van Tassel et al., 1993; Balzer
und Hardeland, 1995, 1996; Dubbels et al., 1995;
Hattori et al., 1995; Kolar et al., 1995; Hardeland
und Fuhrberg, 1996; Hardeland et al., 1996a, b),
Prokaryonten (Manchester et al., 1995; Tilden et
al.,, 1997) sowie Eukaryonten (Poeggeler et al.,
1989; Balzer und Fuhrberg, 1996; Balzer et al.,
1996; Hardeland und Fuhrberg, 1996; Hardeland
et al., 1996a, b) nachgewiesenen archaischen Hor-
mons ist in seiner rhythmisierenden Bedeutung zu
sehen, wobei Dinoflagellata wie Gonyaulax poly-
edra bereits circadiane Melatoninrthythmen mit
extrem hohen Werten zwischen 40 nmol/l und
1 pumol/l erreichen und unter besonderen experi-
mentellen Bedingungen sogar Werte bis 4 mmol/l
nachweisbar waren (Poeggeler et al., 1991; Fuhr-
berg und Hardeland, 1995; Fuhrberg et al., 1997).
Vergleichsweise niedrig sind Melatoninspiegel bei
kleinen Labornagern wie Maus und Ratte oder
beim Menschen, die in der Dunkelzeit Werte zwi-
schen 0,2 und 0,3 nmol/l erreichen (Nowak und
Zawilska, 1998).

Im Hinblick auf seine rhythmisierende Bedeu-
tung ist die Melatonineinnahme durch Personen
mit Anpassungsschwierigkeiten an die Tageszeit
infolge jet lag oder shift working durchaus ge-
rechtfertigt und wird moglicherweise perspekti-
visch eine erhebliche Rolle spielen konnen. Thera-
peutische Ansitze bieten sich weiterhin auf Grund
eindeutig antikonvulsiver und sedativer Eigen-
schaften des Melatonins (Ubersicht siehe: Voll-
rath, 1981). Hinzu kommt eine in jlingerer Zeit,
bisher jedoch nur in pharmakologischen Dosen,
nachgewiesene protektive Fihigkeit, Sauerstoft-
radikale, insbesondere Hydroxylradikale, zu fan-
gen und damit zu neutralisieren, was die schon

seit lingerem diskutierte onkostatische Bedeutung
von Melatonin erkldren konnte (siehe in diesem
Zusammenhang auch die Beitrdige von Bromme
und E. Peschke sowie Reiter im selben Band).

AbschlieBend soll in dieser Einleitung noch ein-
mal zu den am Anfang aufgeworfenen rhythmoge-
netischen Fragestellungen zuriickgekehrt werden,
wobei sinnvollerweise wiederum der phylogeneti-
sche Aspekt beriicksichtigt werden muss. Wihrend
bei den Séugetieren das Pinealorgan mit seinem in
den vergangenen Jahrzehnten besonders intensiv
untersuchten Hormon Melatonin ausschlielich
als endokrine Driise fungiert, hat das Pinealorgan
bei Vogeln einen Funktionswandel erfahren, es
wurde zum Generator circadianer Rhythmen. Es
stellt sich die Frage, wo bei den Mammalia Rhyth-
men generiert werden. Ist das Pinealorgan der
Sdugetiere als atavistisches Organ zu verstehen
oder ist ihm noch eine Bedeutung im optischen
System und dariiber hinaus fiir die Rhythmogene-
se verblieben?

Die Sdugerepiphyse bleibt dem optischen Sys-
tem funktionell verbunden. Photisch gesteuerter
nervaler ,,input* (insbesondere durch Katechol-
amine) wird in einen hormonellen ,,output“ (Mela-
tonin) umgesetzt. Die Epiphyse fungiert als ,,pho-
toneuroendokrine transducer und informiert mit
nichtlich erhohter Melatoninausschiittung {iber
das Verhiltnis von Licht- und Dunkelzeit im Ta-
gesverlauf (Uhrenfunktion) sowie dessen Verin-
derungen im Jahresverlauf (Kalenderfunktion)
(Reiter, 1993).

Die Generierung circadianer Rhythmen erfolgt
bei den Sdugetieren nicht in der Epiphyse, sondern
in einem hypothalamischen Kerngebiet, dem Nu-
cleus suprachiasmaticus (NSC). Der NSC wurde
bereits Ende des 19. Jahrhunderts von Obersteiner
(1888) beschrieben, aber erst seit ca. 30 Jahren als
primérer ,,circadian pacemaker anerkannt. Von
besonderer Bedeutung fiir das Verstindnis funktio-
neller Interaktionen zwischen diesem hypothala-
mischen Kern und der Epiphyse war der Nachweis
von Melatonin-Rezeptoren im NSC, die auf funk-
tionelle Wechselwirkungen beider Strukturen hin-
weisen (Ubersicht siche: Cassone 1991). Dass die
Dichte der Melatonin-Rezeptoren im NSC neben
einer Vielzahl anderer Funktionsmerkmale am
Tage erhoht ist, wihrend im Gegensatz dazu phy-
siologische, biochemische und morphologische
Untersuchungen eine Aktivitdtserhdhung der Epi-
physe wihrend der Nacht belegen, ist mit einem
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inhibitorischen Melatonineinfluss auf den NSC als
zeitbezogenes, feinregulatorisches Instrumentari-
um vereinbar (Weaver et al.,, 1991; Rietveld,
1992).

Unser heutiger Kenntnisstand iiber zentrale
Strukturen, die bei Mammalia im Dienste der
Rhythmogenese stehen, ldsst sich wie folgt
zusammenfassen: Die rhythmusgenerierende Be-
deutung des Nucleus suprachiasmaticus, sein pho-
tischer ,,input*“ von der Retina iiber den retino-
hypothalamischen Trakt (einer direkten, im
Nervus opticus verlaufenden, jedoch individuali-
sierten nervalen Verbindung zwischen Retina und
Nucleus suprachiasmaticus), Afferenzen vom ,,in-
tergeniculate leaflet* des Corpus geniculatum la-
terale {iber den geniculohypothalamischen Trakt,
Efferenzen zum Nucleus paraventricularis und
weiterfiihrende Verbindungen iiber das Centrum
ciliospinale und das Ganglion cervicale superius
bis hin zum photoneuroendokrinen ,,transducer
Epiphysis cerebri stellen im GroBen und Ganzen
das heute anerkannte morphologische Substrat
und Kernstiick dessen dar, was sich unter dem Be-
griff der ,,inneren Uhr* subsumieren l&sst (Uber-
sicht siehe: Reuss, 1993, 1996 sowie Beitrag von
Reuss im selben Band).

Wenn auch die eingangs vorgestellten Befunde
nur Giiltigkeit fiir Untersuchungen unter in vivo-
Bedingungen haben, ist nicht auszuschlieBen, dass
auch isolierte Organe bzw. Zellen oder Zellver-
binde Rhythmen generieren konnen. Bisher konn-
ten an verschiedenen Geweben von Evertebraten
und Vertebraten circadiane Rhythmen im in vitro-
System nachgewiesen werden, beispielsweise an
Nervengewebe und Speicheldriisen von Insekten,
isolierten Vogel-Epiphysen sowie an isolierten
Darmabschnitten, Nebennierenrinden-Zellkultu-
ren, isolierten Herzzellverbianden und Leberzellen

von Sdugetieren, um nur einige zu nennen (Biin-
ning, 1958; Rensing, 1970; Kadle und Folk, 1983;
Edmunds, 1988).

In vitro-Untersuchungen zur Generierung circa-
dianer Rhythmen in der pankreatischen Insel sucht
man in der einschldgigen Literatur vergeblich. Ob-
wohl die Insel auf Grund ihrer neuroinsulédren
Komplexe iiber eine gewisse Autonomie verfiigt
und einige Autoren in den Ganglien der LANGER-
HANsschen Inseln Integrations- bzw. Koordinati-
onszentren sehen (Ubersicht: Stagner und Samols,
1985), ist weder die Frage nach Aktivitdtsrhyth-
men der verschiedenen Inselzelltypen noch die
nach Empfindlichkeitsthythmen und ihrer Syn-
chronisation (in vitro) zum Zeitpunkt beantwortet.
An diese Stelle treten eigene Untersuchungen mit
der Zielstellung, mogliche circadiane Rhythmen
der Insulinsekretion isolierter pankreatischer In-
seln zu erfassen, wobei der steuernde und mogli-
cherweise synchronisierende Einfluss von Melato-
nin unter in vitro-Bedingungen zu beriicksichtigen
sein wird (siehe Teil III, 4).

Zunichst soll jedoch der Frage nachgegangen
werden, ob Melatonin {iberhaupt einen Einfluss
auf die Insulinsekretion pankreatischer B-Zellen
nimmt. Sollte eine solche Beeinflussung durch re-
produzierbare FErgebnisse hinldnglich gesichert
werden konnen, ist der Frage nachzugehen, ob
die B-Zelle moglicherweise iiber Melatonin-Re-
zeptoren verfiigt und iiber welche intrazellulidre(n)
Signaltransduktionskaskade(n) die Effekte erklar-
bar sein konnten. SchlieBlich ist auf den Aus-
gangspunkt zuriickzukommen und zu untersuchen,
ob die Insulinsekretion rhythmisch erfolgt, ob
moglicherweise sogar Insulinsekretionsrhythmen
im in vitro-Experiment erfassbar sind und ob die
Rhythmen in den isolierten Inseln selbst generiert
werden.

I1. Widerspriichliche Befunde zum Einfluss von Melatonin auf den Glucosestoffwechsel

Erste systematische Untersuchungen und Mittei-
lungen zur Bedeutung des Pinealorgans fiir den
Carbohydratstoffwechsel gehen auf C. 1. Parhon
und seine ruménische Gruppe zuriick, die im Jahre
1939 auf einem Endokrinologenkongress in Buka-
rest das wissenschaftliche Interesse auf die Bedeu-
tung dieses auch heute noch ,,mysteriosen Or-
gans®“ fiir den Glucosestoffwechsel lenkten
(Parhon, 1939). In den Folgejahren wurden die Ar-

beiten von S. M. Milcu und I. Milcu und bis in
jiingere Zeit von E. Damian fortgesetzt. Zusam-
menfassenden wissenschaftlichen Niederschlag
fanden die Untersuchungen in Monographien, die
von der ruménischen Akademie der Wissenschaf-
ten herausgegeben wurden. 1957 erschien unter
der Federfiihrung von S. M. Milcu ,, The epiphy-
sis, an endocrine gland“ und 1979 der von 1. Mil-
cu und L. Nanu herausgegebene Akademieband
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» The pineal gland as a metabolic organ® (zitiert
nach Damian, 1989). Mit diesen Arbeiten wurde
vergleichsweise friih und in beispielhafter Weise
eine bis in unsere Zeit reichende kontrovers ge-
fiihrte Diskussion um die Bedeutung der Epiphy-
sis cerebri fiir den Glucosestoffwechsel entfacht.

Nachfolgend soll versucht werden, den miihe-
vollen und von Widerspriichen gekennzeichneten
Weg der vergangenen 60 Jahre nachzuvollziehen,
der das Ziel verfolgte, den Einfluss der Epiphysis
cerebri und damit des Melatonins auf die pankrea-
tische Insel, die Insulinsekretion und den Glucose-
stoffwechsel zu erhellen bis hin zu ehrgeizigen
Pldanen, dem Melatonin eine mogliche Bedeutung
fiir die Diabetespriavention zuzuerkennen. Von be-
sonderer Bedeutung waren in diesem Zusammen-
hang zweifellos die Untersuchungen der rumi-
nischen Gruppe, die in zahlreichen Arbeiten zur
Frage pinealer Einfliisse auf die pankreatische
B-Zelle, deren Insulinsekretion sowie den Zucker-
stoffwechsel ganz allgemein, Stellung nahm. Die
Ergebnisse lassen sich folgendermaflen zusam-
menfassen. Ein aus Rinderzirbeldriisen gewonne-
nes pineales Peptid, das die Autoren ,,Pinealin®
nannten, wurde von ihnen als Insulin-dhnlich, hy-
poglykédmisierend, anabol, anticholesterindmisch
und glomerulotrop charakterisiert (S. M. Milcu
und I. Milcu, 1958). Das Pinealin erhohte die Glu-
cosetoleranz und begiinstigte die muskulidre und
hepatische Glykogenese nach Glucosebelastung.
Pinealektomie hingegen erniedrigte die Insulinse-
kretion, die Glucosetoleranz sowie die muskulére
und hepatische Glykogenese und erhohte die Py-
ruvat-Konzentration des Blutes (Parhon et al.,
1952; Alcozer et al., 1956; 1. Milcou et al., 1957,
1966; 1. Milcu et al., 1961, 1962, 1963, 1964a, b,
1965, 1967; S. M. Milcu et al., 1963; S. M. Mil-
cou, 1968; Nanu et al., 1969; Nanu-Ionescu und
Tonescu, 1969).

Auch hiufig zitierte Folgearbeiten der spa-
nischen Gruppe um Diaz und Bldzquez (1986);
Mellado et al. (1986, 1989) sowie Rodriguez et
al. (1989) kniipfen an die urspriinglichen Befunde
an, die eine pinealoprive Hyperglykidmie in Ein-
heit mit weiteren ,,paradiabetischen® metabo-
lischen Storungen bei pinealektomierten Tieren
konstatierten. Durch Pinealektomie oder bilaterale
sympathische Denervation der Epiphyse (Munoz-
Barragan et al., 1983, 1984, 1986) wurden signifi-
kant verringerte Insulinspiegel, erhdhte Blutgluco-
se (de Lima et al.,, 2001) sowie kommittierende

Glucosetoleranzstorungen beobachtet, die durch
Melatoninapplikation verhindert oder zumindest
stark eingeschrinkt werden konnten (Shima et al.,
1997). In diesem Zusammenhang sind Beobach-
tungen bedeutungsvoll, dass Melatonin die Ex-
pression des Typl-Diabetes hemmt, wihrend sie
durch Pinealektomie befordert wird (Conti und
Maestroni, 1996, 1998), und dass Insulin den Me-
latoninspiegel (Lynch et al., 1973) und den pinea-
len Melatoningehalt (Tannenbaum et al., 1987) er-
hoht.

Durch die aufgefiihrten Arbeiten wurden &ltere
und auch zeitgleich erhobene Befunde in Frage
gestellt, die belegen, dass gerade in Umkehrung
der geschilderten Befunde die Verabreichung von
Zirbeldriisenextrakten von Hyperglykdmie gefolgt
ist (Jordan und Eyster, 1911; Popescu-Inotesti,
1924; Buttaro und Rottini, 1947). Moglicherweise
sind von wegweisender Bedeutung in diesem Zu-
sammenhang ambivalente Ergebnisse der rumé-
nischen Arbeitsgruppe selbst, da S. M. Milcu und
Mitarb. 1971 mitteilen konnten, dass Pinealekto-
mie bei Ratten zwar nach 48-stiindigem Fasten
die Insulinsekretion reduziert, die Glucose-stimu-
lierte Insulinsekretion jedoch erhoht wird. Pineale
Hormonfraktionen (E5) sollen zunichst zu einer
deutlichen Zunahme, konsekutiv jedoch zu einer
Abnahme der Insulinsekretion fiihren (Neacsu,
1988). Weitere Arbeiten mit vergleichbaren Er-
gebnissen reihen sich ein und vertreten die Auffas-
sung, dass Melatonin die Glucose-induzierte Frei-
setzung von Insulin bei Ratte und Maus reduziere
(Atkins et al., 1973), nicht aber die basale Insulin-
sekretion, und dass Melatonin-Dauerinfusionen ei-
nen dullerst geringen Insulin-senkenden Effekt
und keinen Einfluss auf die Blutglucose habe
(Bailey et al., 1974). In anderen Arbeiten wird
festgestellt, dass durch Blendung erzielte Erho-
hung des Melatoninspiegels (Benson et al., 1971)
oder exogene Melatoninapplikation die Blutgluco-
se erhohen (Burns, 1973; McKeown et al., 1975;
John et al., 1990; Sandyk, 1993; Prakash et al.,
1998; Hoyos et al., 2000), wihrend Pinealektomie
die Blutglucose erniedrigt (Csaba und Bardth,
1971; Csaba und Nagy, 1973) und den Insulinspie-
gel erhoht (Nanu-Ionescu und Ionescu, 1969; Na-
nu-Ionescu und Marcean, 1970; Nanu-Ionescu et
al., 1970; Gorray und Quay, 1977; Gorray et al.,
1979; Quay und Gorray, 1980). Die Autoren kom-
men zu der Feststellung, dass die Epiphysis cere-
bri einen suppressiven Effekt auf die Aktivitit der



94 Elmar Peschke

pankreatischen B-Zelle ausiiben muss, da Melato-
nin den Insulinspiegel sowohl beim Menschen
(Boden et al., 1996) als auch bei der Ratte (Ras-
mussen et al., 1999, 2001; Wolden-Hanson et al.,
2000) senkt und die Effekte von einer Ernied-
rigung der Glucose-Toleranz begleitet sind (Dhar
et al.,, 1983; Cagnacci et al., 2001). Auf Grund
der aufgefiihrten Befunde und der Feststellung,
dass ein erhohter Insulinspiegel einen hemmenden
Einfluss auf die Epiphyse und ihre Melatoninaus-
schiittung (Champney et al., 1983, 1985) ausiibt,
ist von einem funktionellen Gegensatz zwischen
Melatonin und Insulin auszugehen. Dieser Sach-
verhalt ist einmal mehr tiberzeugend vor dem Hin-
tergrund, dass natiirlicherweise beim Menschen
der Insulinspiegel in der Nacht erniedrigt ist, gera-
de dann, wenn der Melatoninspiegel erhoht ist
(Boden et al., 1996), und dass Diabetiker einen re-
gelrechten circadianen Melatonin-Rhythmus ver-
missen lassen (Champney et al., 1986; O’Brien et
al., 1986).

Wenn auch die oben aufgefiihrten Arbeiten von
Widerspriichlichkeiten geprigt waren, indem Me-
latonin fordernder oder auch hemmender Einfluss
auf die Insulinsekretion zuerkannt wurde, hatten
sie doch gemeinsam, dass ein funktioneller Zu-
sammenhang zwischen Melatonin und Merkmalen
des Carbohydratstoffwechsels anerkannt wurde.
Es gibt jedoch auch einige Arbeiten, in denen jeg-
licher Einfluss von Melatonin auf die pankreati-
sche B-Zelle und damit auf die Insulinsekretion
abgelehnt wird. Dazu gehoren frithe Arbeiten wie
beispielsweise von Feldman und Lebovitz (1972),
die beim Goldhamster keinerlei inhibitorischen
Einfluss von Melatonin auf die Glucose-induzierte
Insulinsekretion feststellen konnten. Auch in
Folgearbeiten von Frankel und Strandberg (1991)
an der Maus sowie von Bizot-Espiard et al.
(1998a) an der Ratte konnten keinerlei Einfliisse
von Melatonin auf die basale oder Glucose-stimu-
lierte Insulinsekretion festgestellt werden. Dass
Melatonin keinerlei Einfluss auf die Blutglucose
der Ratte nimmt, wurde auch von Niijima et al.
(1998) vertreten.

Ambivalent erscheinen Befunde, die an Vogeln
erhoben wurden. Wihrend von John et al. in einer
Arbeit von 1983 mitgeteilt wird, dass Melatonin
weder in der Photo- noch in der Scotophase die
Blutglucose beim Truthahn verdndert, werden in
einer spiteren Arbeit aus dem Jahre 1990 an der
Taube erhobene Befunde publiziert, die durchaus

statistisch signifikante Erhohungen der Blutgluco-
se nach Melatoninapplikation bestitigen. Beson-
dere Beachtung sollte weiterhin Arbeiten ge-
schenkt werden, die abhingig vom Alter der
Tiere oder der Photophase zu unterschiedlichen
Befunden gelangen. Beispielsweise bewirkte Me-
latonin bei neugeborenen Tauben Hyperglykidmie,
wihrend bei adulten Tieren Hypoglykidmie fest-
gestellt wurde (Mahata et al., 1988), und bei Wel-
lensittichen wurde nach Melatoninapplikation un-
ter natiirlichen Lichtverhiltnissen ebenso wie
unter Langtagbedingungen Hyperglykidmie, unter
Kurztagbedingungen jedoch Hypoglykidmie beob-
achtet (Maitra et al., 2000a). Aber nicht nur die
Lédnge der Photoperiode, auch unterschiedliche
Melatoninmengen oder der Zeitpunkt der Applika-
tion im Tagesgang sollen den Einfluss von Mela-
tonin auf den Glucosestoffwechsel bei Vogeln ent-
scheidend beeinflussen (Maitra et al., 2000b, ¢).
Im Kontext mit differenten Angaben iiber die
Bedeutung von Melatonin fiir die Insulinsekretion
und Blutglucose sind Angaben zu sehen, die dem
Einfluss von Melatonin auf das Wachstumshor-
mon, auf den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor
IGF-I und das Korpergewicht nachgehen. Wieder-
um finden sich Arbeiten, die einen fordernden
Einfluss auf das Wachstumshormon und die Kor-
pergewichtsentwicklung bestitigen (John et al.,
1990; Vriend et al., 1990; Chen et al., 1999; Mee-
king et al., 1999; Ostrowska et al., 2001) neben
Arbeiten, die einen solchen Einfluss ablehnen
(Terzolo et al., 1995). Ganz im Vordergund stehen
hier jedoch diejenigen Arbeiten, in denen fest-
gestellt wird, dass Melatonin einen hemmenden
Einfluss auf die Hypoglykidmie-induzierte Erho-
hung von Wachstumshormon und Ko6rpergewicht
ausiibt (Smythe und Lazarus, 1974; Chrousos et
al., 1982; Bartness et al., 1991; Coiro et al., 1997,
Coiro und Vescovi, 1998; Wolden-Hanson et al.,
2000). Im Kontext stehen Arbeiten, die feststellen,
dass Melatonin dosisabhingig die Futteraufnahme
senkt (Bermudez et al., 1983) und dass Pineal-
ektomie oder sympathische Denervation der Epi-
physe (herbeigefiihrt durch bilaterale Exstirpation
der oberen Halsganglien des sympathischen
Grenzstranges) die Futteraufnahme und das Kor-
pergewicht erhohen (D. Peschke et al., 1987).
Auch hinsichtlich der Bedeutung von Melatonin
fiir den Wachstumsfaktor IGF-I gehen auf Grund
divergierender Befunde die Auffassungen aus-
einander. So finden sich Arbeiten, in denen fest-



Zum Einfluss von Melatonin auf Insulinsekretion, Signaltransduktion und Sekretionsrhythmik 95

gestellt wird, dass Melatonin IGF-I erhoht (Vriend
et al., 1988, 1990; Ostrowska et al., 2001) und Pi-
nealektomie IGF-I erniedrigt (Ostrowska et al.,
2001) neben Arbeiten, in denen der hemmende
Melatonineinfluss auf den IGF-I herausgestellt
wird (Suttie et al., 1992; Vaughan et al., 1994; Lis-
soni et al., 1997; Dahl et al., 2000).

Es steht auller Frage, dass sich die aufgefiihrten
Befunde auf Grund ihrer Widerspriichlichkeiten
nicht systematisieren oder gar auf einen Nenner
bringen lassen, wenn auch auBer Frage steht, dass
Melatonin einen mafBgeblichen Einfluss auf den
Zuckerstoffwechsel haben muss (zum jahreszeit-
bezogenen Pinealeinfluss auf nutritive und meta-
bolische Verhiltnisse der midnnlichen Wistar-Ratte
sowie integrierte endokrine und hypothalamische
Regulationsmechanismen siehe auch die Uber-
sichtsarbeit von D. Peschke, 1994). Offenbar sind
experimentelle Randbedingungen wie das Alter
der Versuchstiere, Spezies- und photoperiodische
Unterschiede, Zuchtunterschiede (In- und Aus-
zucht der Versuchstiere), Geschlechtsspezifika
oder auch die Konzentration der Melatoninap-
plikation zu beriicksichtigen. Dennoch iiberzeugen

aus Sicht des Autors einige Arbeiten auf Grund ih-
rer konsequenten experimentellen Versuchsanord-
nung und Beriicksichtigung chronobiologischer
Aspekte in dem Sinne, dass Melatonin und Insulin
einander offenbar hemmen. Hohe Insulinspiegel
wurden immer dann gefunden, wenn der Melato-
ninspiegel erniedrigt war (am Tage), und umge-
kehrt traten niedrige Insulinspiegel begleitet von
hohen Glucosewerten (Bizot-Espiard et al., 1998b)
bei hohen Melatoninspiegeln (in der Nacht) auf.
Die Befunde wurden bei Menschen erhoben, deren
Glucosetiter durch Dauerinfusionen konstant ge-
halten wurde und somit keinen postprandialen Re-
aktionen unterlag (Boden et al., 1996). Im Ein-
klang stehen an der Ratte erhobene Befunde, die
in iiberzeugender Weise bestitigen konnten, dass
mit zunehmendem Alter Melatoninsynthese und
Melatoninserumspiegel abnehmen (ein Sachver-
halt, der bereits seit lingerem bekannt ist), wéh-
rend Insulin und Leptin zunehmen (Rasmussen et
al., 1999), und dass durch Melatonin die alterns-
bedingte Insulinsekretions-Erhéhung aufgehalten
werden kann (Rasmussen et al., 2001). Komple-
mentér sind Arbeiten von Champney et al. (1983,

Abb. 1: Schematische Darstellung der Peri- bzw. Superfusionsanlage. Abbildung und nihere Angaben zur Funk-
tionsweise siehe: Csernus et al. (1998).
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1985, 1996), in denen festgestellt wird, dass bei
diabetischen Hamstern der Melatoninspiegel er-
niedrigt ist. Hingegen soll Melatonin die Expressi-

on des Diabetes hemmen, wihrend Pinealektomie
sie befordert (Conti und Maestroni, 1996, 1998).

I11. Eigene Befunde zur Bedeutung von Melatonin fiir die Insulinsekretion pankreatischer
Inseln und INS1-Zellen im in vitro-Experiment

1. Zur Phianomenologie des Einflusses von
Melatonin auf die Insulinsekretion

Im Ergebnis zahlreicher Untersuchungen der ver-
gangenen Jahre konnte unter exakt reproduzier-
baren in vitro-Bedingungen mittels Peri- bzw. Su-
perfusion (Abb. 1) zweifelsfrei der Nachweis
erbracht werden, dass Melatonin die Glucose-,
KCI- und Forskolin-stimulierte Insulinsekretion
pankreatischer Inseln neonater Ratten hemmt. Die
Aussagen stiitzen sich auf statistisch signifikante
Ergebnisse, die sowohl mit repetitiv pulsatilen als
auch Dauerstimulationen erreicht wurden. Melato-
nin wurde in Konzentrationen zwischen 5 nmol/I
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und 5 pmol/l eingesetzt. Geringere Effekte nach
5 nmol/l Melatonin belegen den konzentrations-
abhingigen Melatonineinfluss auf das Inselorgan
(E. Peschke et al., 1996a, b, 1997a; E. Peschke
und D. Peschke, 1997). Durch weiterfiihrende pe-
rifusionstechnische Untersuchungen an pankreati-
schen Inseln konnte schlieflich festgestellt wer-
den, dass Melatonin nicht nur in den oben
beschriebenen pharmakologischen, sondern auch
in physiologischen Konzentrationen (200 pmol/l)
die Glucose-, KCI- und Forskolin-stimulierte Insu-
lin-Sekretion hemmt (Abb. 2 bis 4). Die Spezifik
der Reaktion wird durch den Tatbestand unter-
strichen, dass das nahe verwandte Indolamin Sero-

GLUCOSE

Abb. 2: Zusammenfassung von Ergebnissen pulsatiler Stimulationen von pankreatischen Ratten-Inseln mit Glucose
oder KCI nach vorheriger Melatonin- (Erniedrigung der Insulinsekretion) oder Serotonin-Stimulation (Erh6hung der
Insulinsekretion). Abbildung und nihere Angaben zur Versuchsanordnung siehe: E. Peschke et al. (1997).
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tonin (5-Hydroxytryptamin) eine Erhéhung der In-
sulinsekretion, also gerade umgekehrte Reaktion,
bewirkte (Abb. 2).

Von unverzichtbarer Voraussetzung fiir die hier
vorzustellenden Ergebnisse war die Etablierung
eines der batch-Technik als auch Perfusion iiberle-
genen Bioassays (Peri- bzw. Superfusion genannt),
mit dem die Kinetik der Insulinsekretion in Minu-
ten- oder Stundenintervallen iiber mehrere Tage
hinweg erfasst werden konnte (von Perifusion
spricht man, wenn Zellverbidnde wie Organe oder
Gewebe, von Superfusion, wenn Einzelzellen un-
tersucht werden). Ferner bot die Apparatur eine
hochstmogliche funktionelle Standardisierung der
Versuchsablidufe. Dazu zdhlten: 1. Erfassung der
Insulin-Antwort auf einen exakt bestimmbaren
und bekanntlich unspezifischen Stimulus (z.B.
KCl), um die Menge des freisetzbaren intrazellu-
liren Hormongehaltes quantifizieren zu konnen
(Freisetzungskriterium), 2. Erfassung der Insulin-

Antwort auf einen spezifischen Stimulus (Gluco-
se), um das System hinsichtlich seiner Freiset-
zungs- und Synthese-Mechanismen einschitzen
zu konnen (Synthesekriterium), 3. Erfassung der
Basislinie, um eine Moglichkeit zur Beurteilung
des Zellstatus zu erlangen und eine Verschlechte-
rung der Zellaktivititen einschitzen und erkennen
zu konnen (Vitalititskriterium) und 4. Erfassung
des totalen Hormongehaltes der Zellen am Ende
eines jeden Experimentes durch Extraktion des In-
sulins aus den B-Zellen mittels hypotonen
Schocks mit 10 mmol/l HC1 (Kapazititskriterium)
(Csernus und Schally, 1991; E. Peschke et al.,
1995; Csernus et al., 1998).

Die oben aufgefiihrten Befunde wurden an iso-
lierten Inseln neonater Ratten erhoben, was die
Frage aufwarf, ob die beschriebenen Effekte als
direkte Melatonineinfliisse auf die pankreatische
B-Zelle selbst zu verstehen sind oder ob es sich
hier um einen indirekten Effekt handelt. In Kennt-

Abb. 3: Langzeitstimulation (>3 d) pankreatischer Ratten-Inseln mit Glucose (5,6 mmol/l + 3 mmol/l) und zusitzlich
zweimaliger Melatoninapplikation (10 nmol/l) iiber jeweils 12 Stunden. Ebenso wie nach pulsatilen repetitiven Sti-
mulationen wird die Insulinsekretion durch 12-stiindige Melatoninapplikation im in vitro-System reduziert. Die KCl-,
Glucose- und HCI-Stimulationen am Ende des Versuches dienten der Standardisierung sowie Vitalitéts- und Inter-
assay-Kontrolle. Abbildung und nihere Erlduterungen zum Versuchsablauf siehe: E. Peschke et al. (1997).
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Abb. 4: Beispiel einer repetitiven Stimulation pankreatischer Ratten-Inseln mit unterschiedlichen Forskolinkonzen-

trationen bei fehlender oder zusitzlicher Melatoninapplikation. Melatonin reduziert die Insulinsekretion statistisch

signifikant. Die intermittierend verabreichten dreiminiitigen KCl-Applikationen dienten der Vitalitiits- und Kapazi-
titskontrolle der pankreatischen Inseln.

nis, dass Somatostatin die Insulinsekretion hemmt,
war nicht auszuschliefen, dass der beobachtete
Effekt beispielsweise auf einer Stimulation der
Somatostatin-produzierenden D-Zelle hitte beru-
hen konnen. Um diese Frage beantworten zu kon-
nen, wurden vergleichbare Untersuchungen an
Glucose-responsiven, Insulin-produzierenden In-
sulinoma-Zellen der Ratte (INS1) durchgefiihrt,
die von Professor Wollheim (Genf) zur Verfiigung
gestellt worden waren. Alle an INS1-Zellen durch-
gefiihrten Untersuchungen widerspiegelten diesel-
ben Ergebnisse, die zuvor an den Ratteninseln er-
hoben wurden, wodurch sichergestellt wurde, dass
Melatonin einen direkten Einfluss auf die B-Zelle
nimmt (D. Peschke et al., 2001; E. Peschke et al.,
2001; E. Peschke und D. Peschke, 2001).

2. Funktionelle, autoradiographische und
molekularbiologische Untersuchungen zur
Charakterisierung von Melatonin-Rezeptoren
auf der pankreatischen B-Zelle

Die vorgestellte Phidnomenologie implizierte die
Frage nach moglichen Melatoninrezeptoren auf
der pankreatischen B-Zelle. Mit der Zielstellung,
diese Frage zu beantworten, wurden funktionelle,
autoradiographische und molekularbiologische
Untersuchungen, zunichst wiederum an Inseln
neonater Ratten, angeschlossen.

1. Funktionelle
Melatonin-Rezeptoruntersuchungen

In Kenntnis der etablierten Uberzeugung, dass
Melatonin andernorts seine Effekte iiber spezi-
fische Pertussistoxin-sensitive G;j-Protein-gekop-
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Abb. 5: Zusammenfassung von Perifusionsergebnissen dreiminiitiger Stimulationen mit 0,5, 2 und 5 pmol/l Fors-
kolin. Die Sédulen zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (n = 12), die Berechnungen basier-
ten auf der Erfassung des Netto-Integrals der radioimmunologisch bestimmbaren Insulinfreisetzung (ndhere Angaben
siche Csernus et al., 1998). Melatonin (10 nmol/l) reduzierte die Forskolin-stimulierte Insulinsekretion aller drei
Konzentrationen statistisch signifikant (n = 12). Zusétzliche Applikation von 30 pmol/l GTPyS (nach vorheriger Ga-
be von 0,4 U/ml Streptolysin O zur Membranperforation) oder des kompetitiven Melatoninrezeptor-Antagonisten Lu-
zindol (10 umol/l) hoben den Melatonineffekt auf und normalisierten die Insulinsekretion (jeweils n = 6). Abbildung
und nihere Angaben zum Versuchsablauf siehe: E. Peschke et al. (2000).

pelte Rezeptoren realisiert (Carlson et al., 1989;
Fauteck et al., 1994; Morgan et al., 1994, 1995;
Reppert et al., 1994, 1995a, b; Mazzucchelli et al.,
1996; Shiu et al., 1996; Constantinescu et al.,
1997), wurde versucht, mogliche Melatonin-Ef-
fekte an der Insel mit dem nicht-hydrolysierbaren
Guanosin-S-[gamma-thio]triphosphat [GTPyS,
30 umol/I] oder dem kompetitiven Melatonin-
rezeptor-Antagonisten Luzindol [10 pmol/l] zu
blockieren. Im Ergebnis dieser MaBnahmen wur-
den die Melatonin-Effekte reduziert oder ginzlich
geloscht (Abb. 5). Die GTPyS-Befunde wurden
nur nach vorheriger Membranperforation mit
Streptolysin O erreicht. Die Ergebnisse sprechen
dafiir, dass die Rezeptor-mediierten Melatoninwir-
kungen mit hoher Wahrscheinlichkeit an Pertussis-
toxin(PTX)-sensitive G-Proteine gekoppelt sind,
da von Vergleichsuntersuchungen am Nucleus su-
prachiasmaticus oder der Pars tuberalis bekannt
ist, dass die Fihigkeit von Melatonin, die Fors-
kolin-stimulierte cAMP-Erhohung zu hemmen,
durch PTX blockiert werden kann (E. Peschke
und D. Peschke, 1998a; E. Peschke et al., 1998).

Durch erginzende superfusionstechnische Unter-
suchungen an der INS1-Zelle konnten die an der
pankreatischen Insel erhobenen Befunde bestitigt
werden.

2. Autoradiographische
Melatonin-Rezeptoruntersuchungen

Autoradiographische Untersuchungen mit haloge-
niertem Melatonin bestétigten die Arbeitshypothe-
se, dass das endokrine Pankreas iiber spezifische
Bindungsstellen fiir Melatonin verfiigt (Abb. 6;
siehe auch Stankov et al., 1991, 1993). Repro-
duzierte Befunde ergaben, dass iiber den Gewebs-
schnitten den Inseln entsprechende positive
,»spots“ erkennbar waren, deren Markierung auf
Grund der Bindung von 2-''**"Iodmelatonin an
Melatonin-Rezeptoren zustande gekommen war.
Kontrollversuche, in denen die Bindungsplitze
mit nichtjodiertem Melatonin blockiert wurden,
lieBen keine ,,spots“ erkennen. SchlieBlich wurde
mittels computergestiitzter Grauwertanalyse eine
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Abb. 6: Beispiel einer autoradiograpischen Untersuchung.
Es konnte gezeigt werden, dass distikte kleine Areale, die
pankreatischen Inseln entsprechen, spezifische Bindungen
fiir 2-1'""odmelatonin aufweisen, so genannte ,,hot
spots““. Das exokrine Pankreas wies entsprechende Mar-
kierungen nicht auf. Das Kontrollphoto unterstreicht die
Spezifik der Reaktion, da entsprechende Bindungen durch
zusétzliche Applikation nichtjodierten Melatonins im
Uberschuss das jodierte Melatonin aus seinen Bindungen
verdringte (Kryo-Schnitte, MaBistab 400 pm).
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Abb. 7: Verdringungskurve von 2-'>"Todmelatonin aus seinen Rezeptorbindungen durch nichtjodiertes Melatonin,

durchgefiihrt an Pankreasgewebe neonater Ratten. Die Untersuchung erfolgte mittels computergestiitzter Grauwert-
analyse. Abbildung und nidhere Angaben zur Methodologie siehe: E. Peschke et al. (2000a).
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Verdringungskurve von 2-''*"Jodmelatonin aus
seinen Rezeptorbindungen durch nichtjodiertes
Melatonin erstellt, mit der nachgewiesen werden
konnte, dass 2-1125115dmelatonin durch nichtmar-
kiertes Melatonin aus seinen Bindungen dosis-
abhingig verdringt werden konnte. Die halbmaxi-
male Verdringung von 2-"""Iodmelatonin aus
den Bindungen lag bei 107 mol/l, die totale bei
107° mol/I Melatonin (Abb. 7).

3. Molekularbiologische Untersuchungen zum
Nachweis von Melatonin-Rezeptoren auf der
pankreatischen Insel sowie Glucose-responsiven,
Insulin-produzierenden Ratteninsulinomazelle
INS1

Im Anschluss an die funktionellen und autoradio-
graphischen Melatoninrezeptor-Nachweise sowie
die Bindungsstudien wurden Untersuchungen zur
Expression von mRNA fiir den MT;- und
MT,-Rezeptor im Pankreasgewebe mit Hilfe der
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) angeschlossen. Der FEinsatz von
MT-spezifischen Oligonukleotid-Primern fiihrte
zu einem Amplifikationsprodukt, das der erwarte-
ten Linge von 329 bp entsprach (die Primer fiir
die MT;-mRNA basieren auf dem partiellen
cDNA-Klon der Ratte: U14409; upper-strand pri-
mer: Basenfolge 11-33, lower-strand primer:

Basenfolge 319-339). Die Spezifitit dieser ampli-
fizierten Sequenz wurde durch zwei Kontrollunter-
suchungen gesichert: 1. Restriktionsanalyse: Das
Enzym Msel fiihrte zu einer vollstindigen Spal-
tung des PCR-Produktes in die zu erwartenden
Fragmente (233 bp + 96 bp) und 2. Verschachtelte
,»hested“ PCR: Reamplifikation des gereinigten
PCR-Produktes mit einem intern gelegenen Pri-
mer ergab das zu erwartende PCR-Produkt von
269 bp.

Im Gegensatz dazu fiihrte der Einsatz von
MT,-spezifischen Oligonukleotid-Primern zu kei-
nem Amplifikationsprodukt, was die Existenz von
MT,-Rezeptoren im Pankreasgewebe unwahr-
scheinlich macht und insofern erstaunlich war,
weil mit dem kompetitiven MT,-Rezeptor-Blocker
Luzindol (siehe oben) Melatonin-Effekte aufgeho-
ben oder zumindest minimiert werden konnten
(die Primer fiir die MT,-mRNA basieren auf dem
partiellen cDNA-Klon der Ratte: U28218; upper-
strand primer: Basenfolge 60-83, lower-strand pri-
mer: Basenfolge 329-352, das PCR-Produkt hat
eine Linge von 292 bp).

Nachdem im Pankreasgewebe der Ratte eindeu-
tig mRNA des MT,-Rezeptors, nicht aber des
MT,-Rezeptors  nachgewiesen worden — war
(Abb. 8), erhob sich die zwingende Frage, ob die
im Pankreasgewebe nachgewiesene MT;-Rezep-
tor-mRNA in der Insel und moglicherweise der
B-Zelle (wie vermutet) lokalisiert ist. Die funktio-

Abb. 8: RT-PCR-Befunde zum Nachweis des MT;-Rezeptors in pankreatischem Gewebe neonater Ratten. Spur Al:

PCR des MT;-Rezeptors: positiv (329 bp), Spur A2: Reamplifizierung des eluierten MT;-PCR-Fragmentes: positiv

(269 bp), Spur A3: Inkubation des MT;-PCR-Produktes mit dem Restriktionsenzym Msel: positiv (233 bp + 96 bp),

Spur B2: MT;-spezifisches PCR-Fragment: positiv (329 bp), Spur B1l: RNase A-Behandlung mit anschlieBender

RT und PCR-Amplifikation mit MT;-Primern: negativ, Spur C1: PCR-Amplifikation mit MT,-Primern: negativ.
L =100 bp-Leiter. Abbildung und nidhere Angaben zur Methodologie siehe: E. Peschke et al. (2000a).
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Abb. 9: RT-PCR-Befunde zum Nachweis des MT;-Rezeptors in Ratten-Insulinoma-Zellen INS1. Spur A1: PCR-Pro-

dukt mit Primer fiir MT;: positiv (329 bp), Spur A2: PCR-Produkt mit Primer fiir MT,: negativ (292 bp), Spuren B1

und B3: PCR-Produkt mit Primer fiir MT;: positiv (329 bp), Spur B2: nested PCR: positiv (269 bp), Spur B4:
Restriktionskontrolle: positiv (233 bp + 96 bp). L = 100 bp-Leiter.

nellen Befunde (siehe oben) hatten zwar eine sol-
che Annahme nahe gelegt, allein der Nachweis
fehlte. Die bislang ausstehende Sicherheit wurde
erreicht, als mit groBer Eindeutigkeit und mehr-
mals reproduziert der Nachweis von mRNA des
MT;-Rezeptors in der INS1-Zelle gelang (Abb. 9)
und mit ebenso groBer Sicherheit der Einsatz von
MT,-spezifischen Oligonukleotid-Primern zu kei-
nem Amplifikationsprodukt fiihrte, was die Exis-
tenz von MT,-Rezeptoren in der Insulin-produzie-
renden  B-Zelle  unwahrscheinlich ~ macht
(E. Peschke et al., 1998, 1999, 2000a, b, 2001).

3. Erste Befunde zur Melatoninrezeptor-
mediierten intrazelluliiren Signaltransduktion
der pankreatischen B-Zelle. Untersuchungen
an der Ratteninsulinomazelle INS1

Nachdem in den ersten beiden Abschnitten dieses
Kapitels zur Phinomenologie sowie zum Rezep-
tor-mediierten Einfluss von Melatonin auf die In-
sulin-produzierende B-Zelle Stellung genommen
wurde, soll in diesem dritten Abschnitt auf erste
Befunde zur intrazelluldren Signaltransduktion
eingegangen werden. In Kenntnis zahlreicher Ver-
gleichsuntersuchungen, vorgenommen am Nu-
cleus suprachiasmaticus und dem infundibulédren
Hypophysenstiel (Ubersicht: Vanecek, 1998), lag
es nahe, dem second messenger cAMP besondere

Aufmerksamkeit zu schenken, zumal aus den oben
aufgefiihrten Abbildungen eindeutig hervorgeht,
dass die durch Forskolin stimulierte Adenylat-
zyklase und konsekutive Steigerung der Insulin-
sekretion durch Melatonin nachhaltig gehemmt
wird. Voraussetzung fiir eine quantitative cAMP-
Bestimmung war die Entwicklung und Anpassung
eines cCAMP-RIA an die besonderen superfusions-
technischen Bedingungen unserer funktionellen
Untersuchungen. Erste, bereits reproduzierte Un-
tersuchungen liegen inzwischen vor und belegen,
dass in der pankreatischen B-Zelle (INS1-Zelle)
der Rezeptor-mediierte MT;-Einfluss liber hetero-
trimere G-Proteine (wahrscheinlich G;) einen
hemmenden Einfluss auf das Adenylatcyklase-
System ausiibt und konsekutiv das cAMP in der
B-Zelle (INS1-Zelle) verringert. Dabei war zu-
nichst nicht eindeutig klar, wie das cAMP aus
der Zelle in das Superfusat gelangt, passiv durch
einen Konzentrationsgradienten (was auf Grund
der Hydrophilie des cAMP eher unwahrscheinlich
wire) oder durch einen aktiven Zellmembrantrans-
portmechanismus und ob die extrazelluldr gemes-
senen cAMP-Konzentrationen tatsdchlich Aus-
druck der intrazelluldren Situation sind. Inzwi-
schen kann auf Grund von Literaturangaben und
eigenen Befunden davon ausgegangen werden,
dass cAMP durch einen aktiven Zelltransport aus
dem intrazelluldren in den extrazelluliren Raum
gelangt (Rosenberg et al., 1994; Brundege et al.,
1997; Finnegan und Caray, 1998; Kondrashin et
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Abb. 10: Insulin-Spiegel von INS1-Zellen nach Applikation von 0,5, 2 und 5 pmol/l Forskolin fiir jeweils 3 min allein
sowie nach zusitzlicher Applikation von 100 nmol/l Melatonin. Melatonin senkt die Forskolin-stimulierte Insulin-
Sekretion deutlich. Abbildung und nidhere Angaben zur Versuchsanordnung siche E. Peschke et al. (2002b).

Abb. 11: cAMP-Spiegel von INS1-Zellen nach Applikation von 0,5, 2 und 5 pmol/l Forskolin fiir jeweils 3 min al-
lein, nach zusitzlicher Applikation von Melatonin (100 nmol/l) sowie von Melatonin plus kompetetivem Melatonin-
rezeptor-Antagonisten Luzindol (30 pmol/l). Melatonin reduziert den cAMP-Gehalt, zusitzliche Gabe von Luzindol
hebt den Melatonin-Effekt weitgehend auf. Abbildung und néhere Angaben zur Versuchsanordnung siehe E. Peschke
et al. (2002b).
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Abb. 12: cAMP-Spiegel von INS1-Zellen nach Applikation von 0,5, 2 und 5 pmol/l Forskolin fiir jeweils 3 min

allein sowie nach zusitzlicher Applikation von 2 mmol/l Probenecid. Der extrazelluldr messbare cAMP-Gehalt wird

durch Hemmung des transmembrandsen Transports von cAMP in das Superfusat durch Probenecid gehemmt.
Abbildung und nihere Angaben zur Versuchsanordnung siehe E. Peschke et al. (2002b).

Abb. 13: Insulin-Spiegel von INS1-Zellen nach Applikation von 0,5, 2 und 5 pmol/l Forskolin fiir jeweils 3 min al-

lein sowie nach zusitzlicher Applikation von 2 mmol/l Probenecid. Durch Hemmung des transmembrandsen Trans-

ports von cCAMP in das Superfusat durch Probenecid steigt der intrazelluldire cAMP-Gehalt und folglich die Insulin-
Sekretion. Abbildung und nihere Angaben zur Versuchsanordnung siehe E. Peschke et al. (2002b).
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Abb. 14: cAMP-Spiegel von INS1-Zellen nach Applikation von 0,5, 2 und 5 pmol/l Forskolin fiir jeweils 3 min al-

lein sowie nach zusitzlicher Applikation von 1 mmol/l IBMX. Durch Einsatz des Phosphodiesterasehemmers IBMX

wird der messbare cAMP-Gehalt im Superfusat excessiv erhoht. Abbildung und nihere Angaben zur Versuchs-
anordnung siehe E. Peschke et al. (2002b).

Abb. 15: Insulin-Spiegel von INS1-Zellen nach Applikation von 0,5, 2 und 5 pmol/l Forskolin fiir jeweils 3 min al-

lein sowie nach zusitzlicher Applikation von 1 mmol/l IBMX. Durch Einsatz des Phosphodiesterasehemmers IBMX

werden der intrazelluldre cAMP-Spiegel (nicht gezeigt) und folglich die Insulin-Sekretion deutlich erhoht. Abbildung
und nihere Angaben zur Versuchsanordnung siehe E. Peschke et al. (2002b).
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al., 1999; Orlov und Maksimova, 1999; Steffgen
et al., 1999) und dass cAMP nicht nur wie bekannt
intrazellulédr, sondern mit groer Wahrscheinlich-
keit auch extrazelluldr eine messenger-Funktion
zukommt (Fehr et al., 1990). Der Efflux soll ener-
gieabhinging, unidirektional und durch Substan-
zen, die die cytoskeletale Mikrotubulus-Assem-
blierung verhindern, hemmbar sein (Rindler et
al., 1978; Brunton und Mayer, 1979; Brunton und
Buss, 1980). Jiingste Untersuchungen machen am-
phipathische Anionen, so genannte multidrug re-
sistance proteins wie MRP4 und MRP3, fiir den
transmembrandsen Pump-Mechanismus verant-
wortlich (Jedlitschky et al., 2000; Chen et al.,
2001). Auf Grund der eigenen Befunde (D. Pesch-
ke et al., 2001; E. Peschke et al., 2001, 2002a, b)
liegt die Vermutung nahe liegt, dass in relativ kur-
zer Zeit cAMP aus dem intrazelluliren in den ex-
trazelluldiren Raum gelangt. Die Abbildungen 10
und 11 zeigen den Einfluss unterschiedlicher Fors-
kolinkonzentrationen auf die Insulinsekretion der
INS1-Zelle (Abb. 10) sowie den extrazelluldren
cAMP-Spiegel (Abb. 11) mit und ohne zusitzliche
Melatoninapplikation (hier 100 nmol/l). Die
cAMP-Befunde wurden an INS1-Zellen erhoben,
sind inzwischen jedoch durch Untersuchungen an
pankreatischen Inseln neonater Ratten repro-
duziert worden. Ebenso wie auf der bereits oben
vorgestellten Abbildung 5 gezeigt werden konnte,
dass Luzindol den durch Melatoninapplikation be-
dingten Insulin-senkenden Einfluss autheben
kann, wird aus der Abbildung 11 deutlich, dass
Luzindol den Melatonineffekt am cAMP-System
minimiert (was sich in einer Erhéhung und Nor-
malisierung der cAMP-Spiegel ausdriickt).
SchlieBlich kann gezeigt werden, dass nach Hem-
mung des transmembrandsen cAMP-Transporters
durch Probenecid (p-[Dipropylsulfamoyl]Benzoe-
sdure) erwartungsgeméil das Forskolin-stimulierte,
extrazellular messbare cAMP absinkt (Abb. 12).
Das hat zur Folge, dass auf der Grundlage ver-
mehrt zuriickgehaltenen cAMPs in der Zelle und
folglich erhohten intrazelluliren cAMP-Spiegels
die Sekretionsmaschinerie aktiviert und konseku-
tiv die Insulinsekretion erhoht wird (Abb. 13).
Der Einsatz des Phosphodiesterase-Hemmers
IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) erhéht erwar-
tungsgemél sowohl den extrazelluliren cAMP-
Spiegel (Abb. 14) als auch die Insulinsekretion ex-
trem stark (Abb. 15). In stark vereinfachender
Weise wird mit dem die Arbeit abschlieBenden

Zellschema (Abb. 19) der Versuch unternommen,
die Signaltransduktionsmaschinerie der B-Zelle
ohne (linke Seite) und mit Melatoninapplikation
(rechte Seite) darzustellen. Die Abbildung lehnt
sich an Darstellungen an, in denen Mechanismen
der Insulinsekretion von B-Zellen, nicht aber der
Einfluss von Melatonin auf die Insulinsekretion
Gegenstand des Interesses war (Berggren und
Larsson, 1994; Berggren et al., 1994; McDermott
und Sharp, 1994; Persaud et al., 1994; Lang,
1999). AbschlieBend kann auf Grund der an
INS1-Zellen durchgefiihrten funktionellen Unter-
suchungen als gesichert gelten, dass Melatonin
einen direkten Einfluss auf die pankreatische
B-Zelle ausiibt und dass die Effekte iiber MT;-Re-
zeptoren sowie Gi-Proteine vermittelt zu einer
Hemmung des Adenylatcyclase-cAMP-Systems
und konsekutiven Senkung der Insulinsekretion
fiihren.

4. Untersuchungen zur circadian-periodischen
Insulinsekretion sowie zum synchronisierenden
Melatonin-Einfluss im in vifro-Experiment

Im Einleitungsteil war bezugnehmend und in Vor-
bereitung auf diesen letzten Teil der vorliegenden
Darstellung auf die Generierung biologischer
Rhythmen im Tierreich eingegangen und heraus-
gestellt worden, dass bei den Vogeln biologische
Rhythmen im Pinealorgan, bei den Séugetieren in
einem hypothalamischen Kerngebiet, dem Nu-
cleus suprachiasmaticus, generiert werden. Diese
im biologischen Organismus selbst generierten
Rhythmen, die in aller Regel von dem uns bekann-
ten 24-h-Tag abweichen und deshalb ,,circa“-dia-
ne Rhythmen genannt werden (als circadian gelten
Rhythmen mit Periodenldngen zwischen 20 und
28 Stunden), werden durch externe Zeitgeber, ins-
besondere durch das Licht, das als stirkster Zeit-
geber gilt, synchronisiert. Dariiber hinaus konnten
an verschiedenen Geweben von Evertebraten und
Vertebraten circadiane Rhythmen im in vitro-Sys-
tem nachgewiesen werden (Biinning, 1958; Ren-
sing, 1970; Kadle und Folk, 1983; Edmunds,
1988). In vitro-Untersuchungen zur Generierung
circadianer Rhythmen in der pankreatischen Insel
sind nicht bekannt, obwohl die Insel auf Grund ih-
rer neuroinsuldren Komplexe iiber eine gewisse
Autonomie verfiigt und einige Autoren, wie oben
bereits hervorgehoben, in den Ganglien der Inseln
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Abb. 16: Beispiel fiir das Insulinsekretionsmuster Glucose-stimulierter Inseln (8,6 mmol/l Glucose) nach Trendberei-

nigung und Abtragung der positiven und negativen Abweichungen vom Mesor, der hier ,,0* gesetzt wurde. Die

Periodenlédnge (7) betriigt in diesem Falle 26,2 Stunden. Beobachtungszeitraum: 76 h, Probenumfang: 152, Mittel-

wert + SEM: (4,57 £ 0,051) ng/ml, Amplitude = SEM: (0,56 *+ 0,046) ng/ml. Abbildung und nihere Angaben zum
experimentellen Vorgehen siehe: E. Peschke und D. Peschke (1998b).
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Abb. 17: Beispiele biomathematischer Evaluierung von Kraftspektren mittels MacAnova-Programm. Die Spektren

zeigen neben stets signifikanten circadianen Perioden der Insulin-Sekretion (zwischen 7 =22,1 h und 7 = 26,2 h) auch

infra- und ultradiane Oszillationen, deren Leistungsspektren jedoch stets schwiécher ausfielen. Abbildung und nihere
Angaben zum experimentellen und mathematischen Vorgehen siehe: E. Peschke und D. Peschke (1998b).



108 Elmar Peschke

Integrations- bzw. Koordinationszentren sehen
(Ubersicht: Stagner und Samols, 1985). An die-
sem Punkt setzen nun eigene Untersuchungen mit
der Zielstellung an, festzustellen, ob isolierte pan-
kreatische Inseln neben den bekannten hochfre-
quenten Pulsationen mit Periodenldngen im Se-
kunden- oder Minutenbereich (Weigle, 1987;
Hellman et al., 1994; Cunningham et al., 1996)
auch circadiane Rhythmen der Insulinsekretion
generieren konnen und ob moglicherweise Mela-
tonin als hormoneller Zeitgeber synchronisieren-
den Einfluss auf die pankreatische Insel unter in
vitro-Bedingungen nehmen kann. Oben zitierte
Untersuchungen wie beispielsweise von Boden et
al. (1996) legen die Vermutung nahe, dass beim
Menschen vorgenommene Untersuchungen zur
Rhythmik der Insulinsekretion einen engen Zu-
sammenhang zwischen Melatonin und Insulin in
dem Sinne aufweisen, dass nichtlich hohe Melato-
ninspiegel von niedrigen Insulinspiegeln und um-

gekehrt niedrige Melatoninspiegel am Tage von
hohen Insulinspiegeln begleitet sind.

Wie bereits betont, ist auch hier wiederum her-
vorzuheben, dass allein die Etablierung der oben
beschriebenen Perifusionstechnik die im Folgen-
den zu beschreibenden Untersuchungen ermog-
licht hat, weil mit dieser in vitro-Technik Beob-
achtungszeitriume von bis zu 7 Tagen moglich
wurden, ohne dass die Inseln messbare Schiden
erkennen lieBen. Insgesamt wurden der Insulin-
gehalt halbstiindig gewonnener Proben von 10 Ex-
perimenten radioimmunologisch bestimmt und die
Daten mit statistischen Tests analysiert. Im Ein-
zelnen wurden die Periodenlinge () mit dem
MacAnova-Programm und die Testung auf Signifi-
kanz mit dem y*>-Periodogramm vorgenommen.
Im Ergebnis konnte festgestellt werden, dass cir-
cadiane Rhythmen mit Periodenlidngen (7) zwi-
schen 21,8 und 26,2 Stunden auftraten (Mittelwert
und Standardabweichung des Mittelwertes:

Abb. 18: Beispiel fiir Phasen-Response Untersuchungen Glucose-stimulierter Inseln (8,6 mmol/l Glucose) nach

Trendbereinigung und Abtragung der positiven und negativen Abweichungen vom Mesor, der hier gleich ,,0“ gesetzt

wurde. Der Versuchszeitraum betrug ca. 7 Tage. Nach 2,5 Tagen wurden fiir 2 Stunden 10 nmol/l Melatonin als hor-

moneller Zeitgeber verabreicht (schwarze Sdulen). Es zeigt sich, dass nach Melatoningabe die Periodenlénge (7) von

22,9 h nahezu beibehalten, die Phase jedoch um ca. 9 Stunden vorverlagert wurde. Abbildung und nihere
methodologische Angaben siehe: E. Peschke und D. Peschke (1998b).
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23,59 h £ 0,503 h), wobei der Mittelwert der Insu-
linfreisetzung (1038 + 13) pmol/l und der Mittel-
wert der Amplitude (88 +17) pmol/l betrugen.
Insgesamt konnte bei 7 der 10 Experimente statis-
tische Signifikanz gesichert werden (Abb. 16).
Auf Grund der biomathematischen Evaluierung
mittels des MacAnova-Programms konnten zu-
sétzlich infra- und ultradiane Oscillationen ermit-
telt werden, deren Kraftspektren jedoch im Ver-
gleich zu den circadianen Mustern generell
geringer waren und hier nicht weiter beriicksich-
tigt werden sollen (Abb. 17).

Nachdem eine statistisch signifikante circadian-
rhythmische Insulinsekretion pankreatischer Rat-
ten-Inseln in vitro als gesichert angesehen werden
konnte, war von besonderem Interesse, ob die
rhythmische Insulinfreisetzung als konservierte
Rhythmik des Spenderorganismus zu verstehen
war oder ob die circadian-periodische Insulin-
sekretion in den isolierten Inseln selbst generiert
wird. Um dieser Frage niher zu kommen, wurden
phase-response-Kurven mit Melatonin als hormo-

nellem Zeitgeber erstellt. Wiirde Melatonin (in un-
serem Falle in einer Konzentration von 10 nmol/l
fiir 2 Stunden dem Medium beigesetzt) zu einer
Phasenverschiebung unter Erhalt der Periodenlén-
ge fiihren, wire mit hoher Wahrscheinlichkeit da-
von auszugehen, dass die beschriebenen Rhyth-
men in der Insel selbst generiert wurden. Bisher
wurden 2 dieser duferst aufwendigen und kost-
spieligen Untersuchungen mit dem Ergebnis
durchgefiihrt, dass nach Melatoninapplikation die
Periodenlidnge beibehalten, die Phase jedoch um
9 Stunden vorverlagert wurde (Abb. 18). Dieser
Phasenshift berechtigt, davon auszugehen, dass
die Insulinsekretion einer circadianen Rhythmik
unterliegt, die in der Insel selbst generiert wird.
Dieser Befund, der unter in vitro-Bedingungen
erstmals erhoben wurde, ist weiterhin ein Beleg
dafiir, dass die pankreatische B-Zelle unter dem
Einfluss von Melatonin steht (ndhere Angaben sie-
he D. Peschke et al., 1997; E. Peschke et al.,
1997b; E. Peschke und D. Peschke, 1998b).

IV. Zusammenfassung

Untersuchungen zum Einfluss von Pinealextrakten
und spiter von Melatonin auf den Glucosestoff-
wechsel gehen bis auf den Anfang des vergange-
nen Jahrhunderts zuriick. Die Ergebnisse, die nach
Applikation von Melatonin bzw. Pinealextrakten
oder nach Pinealektomie an der pankreatischen In-
sel, der Insulinsekretion, am Glucosestoffwechsel
sowie am Carbohydratstoffwechsel ganz all-
gemein erhoben wurden, sind bis in unsere Zeit
hinein von groer Widerspriichlichkeit gekenn-
zeichnet, was in hohem Mafle dem unterschiedli-
chen experimentellen Design und der Nichtbeach-
tung chronobiologischer Aspekte anzulasten ist.
Durch eigene Untersuchungen konnte in den
vergangenen Jahren mit Hilfe eines besonders
leistungsfihigen Peri- bzw. Superfusionssystems,
das einen hohen Grad an Standardisierung ermog-
licht, sichergestellt werden, dass Melatonin die In-
sulinsekretion der pankreatischen B-Zelle hemmt
und dass diese Hemmung durch einen direkten
Einfluss von Melatonin auf die B-Zelle zustande
kommt. Dafiir spricht, dass der genannte Effekt
sowohl an der pankreatischen Insel als auch an
Glucose-responsiven Insulin-produzierenden Insu-
linomazellen (INS1) nachweisbar ist und dass na-

he verwandte Substanzen, wie beispielsweise Se-
rotonin, andersartige Befunde, in diesem Falle
eine Steigerung der Insulinsekretion, bewirkten.
Besondere Bedeutung und Neuigkeitswert hat der
in unserer Arbeitsgruppe nachgewiesene Tat-
bestand, dass die Melatonineffekte iiber Mem-
branrezeptoren vermittelt werden. Sowohl funktio-
nelle als auch autoradiographische sowie mole-
kularbiologische Untersuchungen, einschlieBlich
Bindungsstudien, haben den eindeutigen Nach-
weis erbracht, dass der Melatonin-Einfluss Rezep-
tor-mediiert ist und dass es sich zweifelsfrei um
den MT;-Rezeptor handelt. Nicht unwesentlich
war in diesem Zusammenhang der Ausschluss an-
derer Melatonin-Rezeptoren, wie beispielsweise
des MT,-Rezeptors. Durch weiterfiihrende Unter-
suchungen zur intrazelluldren Signaltransduktion
konnte ferner der Nachweis erbracht werden, dass
Melatonin — ebenso wie auch von cerebralen
Strukturen bekannt — nach seiner Membranrezep-
tor-Bindung liber Vermittlung von G;-Proteinen ei-
nen hemmenden Einfluss auf die Adenylatcyklase
hat und konsekutiv die Hemmung der Insulinse-
kretion iiber eine Senkung des cAMP-Spiegels zu-
stande kommt (Abb. 19). Schlieflich konnte nach-
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Abb. 19: Zusammenfassung der Ergebnisse in einem Zellschema, das die moglichen intrazelluldren Signaltransduk-
tionsmechanismen der B-Zelle ohne (linke Seite) und mit Melatoninapplikation (rechte Seite) widerspiegeln soll. Die
Abbildung beriicksichtigt die eigenen Ergebnisse und lehnt sich an bekannte Mechanismen an, in denen jedoch der
Einfluss von Melatonin keine Beriicksichtigung findet. Abbildung und nihere Angaben siehe E. Peschke et al. (2002b).

gewiesen werden, dass die Insulinsekretion einer
circadianen Rhythmik unterliegt, die in den Inseln
selbst generiert wird. Phase-response-Unter-
suchungen machen dariiber hinaus deutlich, dass
die pankreatische B-Zelle unter dem Einfluss von
Melatonin steht, das einen rhythmisierenden Ein-
fluss auf die Insulinsekretion ausiibt. Diese Aus-
sagen griinden sich auf die Beobachtung, dass Me-
latoningabe unter Erhalt der Periodenlinge die
Phasenlage der Insulinsekretion beeinflussen kann
(in unserem Falle erfolgte eine Vorverlagerung um

9 Stunden). Jiingste Verdffentlichungen anderer
Autoren, die wihrend der Drucklegung des Ban-
des erschienen sind, bestitigen grundsitzlich die
im vorliegenden Beitrag mitgeteilten eigenen Be-
funde sowohl hinsichtlich des Einflusses von Me-
latonin auf Insulinsekretion und intrazellulidre Se-
kretionsmechanismen (Kemp et al., 2002; Picinato
et al., 2002b) als auch einer circadian-rhyth-
mischen Insulinsekretion isolierter pankreatischer
Inseln (Picinato et al., 2002a). Weiterfiihrenden
Untersuchungen wird die Kldrung der biologi-
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schen Bedeutung der vorgestellten Ergebnisse, ih-
rer Ubertragbarkeit auf das Tierexperiment bis hin
zur klinischen Relevanz vorbehalten sein.
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