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Funktionelle Beziehungen zwischen Melatonin und Insulin —
Untersuchungsergebnisse an stoffwechselgesunden und diabetischen
Versuchstieren und Patienten

Einleitung und Riickblick

Im Jahre 2003 konnte eine Ubersicht ,,Zum Einfluss von
Melatonin auf Insulinsekretion, Signaltransduktion und
Sekretionsrhythmen pankreatischer B-Zellen in vitro*
(Peschke, 2003a) in einem ersten Endokrinologieband
vorgelegt werden, erschienen als Band 60/1 in der Reihe:
»Abhandlungen der Sichsischen Akademie der Wissen-
schaften zu Leipzig“ (Peschke, 2003b). Dieser Uber-
sichtsartikel fiihrte in die Thematik ein und analysierte
die zum Zeitpunkt vorliegende Literatur. Im Zentrum der
Ubersicht standen die Darstellung eigener Unter-
suchungsergebnisse und eine kritische Auseinanderset-
zung mit Befunden aus der umfassend zitierten, auch l-
teren Literatur. Die systematische Aufarbeitung von
fremden und eigenen Befunden zum Einfluss von Melato-
nin auf die Insulinsekretion, eingeschlossen die Beschrei-
bung von Signaltransduktionsmechanismen und Sekre-
tionsrhythmik, war aus zweierlei Griinden zwingend. Zum
einen waren die zuriickliegenden Ergebnisse duferst wi-
derspriichlich und inkonsistent, zum anderen waren durch
die Etablierung und Nutzung neuer Techniken, wie bei-
spielsweise molekularbiologischer Untersuchungen und
der Superfusionstechnik, in vitro-Untersuchungen mog-
lich. Zusammengefasst wurden bereits in der zuriicklie-
genden Ubersichtsarbeit und einer zusitzlichen Darstel-
lung in den Sitzungsberichten der Séchsischen Akademie
der Wissenschaften (Peschke, 2003c) Ergebnisse und Ein-
sichten, die in hohem MaBle zu einem Verstindnis des
Einflusses von Melatonin auf die Insulinsekretion beitru-
gen. Dennoch muss einschrinkend angemerkt werden,
dass die zuriickliegenden Aussagen vorwiegend auf in vit-
ro-Befunden beruhten. Im Rahmen des eigenen Aka-
demie-Langzeitprojektes ,,Zeitstrukturen endokriner Sys-
teme* (Peschke, 2001) war das ganz bewusst gewollt.
Zunichst sollten morphologische, zellphysiologische und
molekularbiologische Einzelbefunde an immortalisierten
Ratten-Insulinomazellen (INS1) und pankreatischen In-
seln im in vitro-Experiment mit dem Ziel untersucht wer-
den, die gewonnenen Befunde in einem zweiten Schritt
hinsichtlich ihrer Relevanz fiir das Versuchstier und
schlieBlich den Menschen zu iiberpriifen. Diesem Anlie-
gen soll die hier vorliegende 2. Ubersichtsdarstellung die-
nen. In ihr soll im Riickgriff auf bereits dargestellte
Befunde deren Ubertragbarkeit auf klinische Fragestel-
lungen iiberpriift werden. Von besonderer Bedeutung ist

dabei die Erweiterung des Themas insofern, als die Epi-
physis cerebri mit ihrer Melatoninsynthese unter Beriick-
sichtigung diabetischer Stoffwechselentgleisungen mit
einbezogen wird. Damit wird das Ziel verfolgt, dem Ver-
standnis der gegenseitigen Beeinflussung von Insulin und
Melatonin gerecht zu werden und entsprechende Inter-
aktionen besser zu charakterisieren. Dass sich in diesem
Zusammenhang teilweise auch neue Gesichtspunkte erge-
ben haben, die fiir die Untersuchungen zusétzliche
Aspekte boten und Erweiterungen von Fragestellungen
notig machten, ist ganz natiirlich und nachvollziehbar.
Zusammengefasst sollen in der vorliegenden zweiten
Ubersicht Fragen der Rezeptorausstattung von pankreati-
scher Insel und Epiphyse, der umfassenderen Charakteri-
sierung von Signaltransduktionswegen, der Interaktionen
zwischen Insulin- und Melatoninsekretion sowie — beson-
ders wichtig — der Ubertragbarkeit von Befunden auf den
Menschen unter Einbeziehung menschlichen Operations-
materials behandelt werden. Es ist nachvollziehbar, dass
nur nach Beantragung und Genehmigung entsprechender
Ethikantrige diese Untersuchungen moglich wurden.

Keine Beriicksichtigung finden in der vorliegenden Zu-
sammenfassung die bereits im ersten Band erschopfend
zitierte Literatur sowie Fragen zur circadianen Insulinse-
kretion in vitro, die auf umfangreichen superfusionstech-
nischen Analysen beruhten. Das gilt ebenso fiir weiter-
filhrende molekularbiologische Untersuchungen zur
moglichen Generierung und Steuerung von Rhythmen
der Insulinsekretion in der pankreatischen B-Zelle durch
Uhrengene, die ebenfalls publiziert (Miihlbauer et al.,
2004) und im II. Endokrinologieband (Peschke, 2005) be-
handelt wurden (Miihlbauer und Peschke, 2005: ,,Uhren-
gene und ihre Bedeutung fiir die pankreatische Insel®).
Ferner wird der Themenkomplex zur Radikal-fangenden
und antioxidativen Bedeutung des Melatonins (Reiter
et al., 2002; Poeggeler, 2005) ausgeblendet, weil er im
ersten Endokrinologieband (Bromme und Peschke, 2003:
,Molekulare Mechanismen der Alloxan-Toxizitit sowie
die radikalfangende und antidiabetogene Bedeutung von
Melatonin®“ und Reiter, 2003: ,,Melatonin: its role in
limiting macromolecular toxicity due to partially reduced
oxygen metabolites*) sowie ferner im II. Endokrinologie-
band (Hardeland, 2005: ,,Melatonin, eine ubiquitire Sub-
stanz. Vorkommen, Wirkungen und Metabolismus aufer-
halb seiner klassischen Rolle*) umfassend dargestellt
wurde.
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Aktuelle Befunde zur Melatoninrezeptor-Ausstattung
der pankreatischen p-Zelle

Die Klonierung und Charakterisierung der Melatonin-Re-
zeptoren erfolgte durch Reppert und Mitarbeiter (Reppert
etal., 1994, 1995a,b). Zuriickliegende eigene Arbeiten
(Peschke et al., 2000, 2002; Peschke, 2003a,c, 2004) so-
wie Publikationen anderer Autoren (Kemp et al., 2002)
machten deutlich, dass die pankreatische B-Zelle Melato-
nin-Rezeptoren vom Typ MT1 (frilher MT1a) aufweist
und dass Melatonin-Applikation zu einer Senkung der In-
sulinsekretion fiihrt (Peschke et al., 2002; Picinato et al.,
2002b). Anhaltspunkte fiir die Existenz von MT2(MT1b)-
Rezeptoren auf der B-Zelle konnten unter Nutzung
molekularbiologischer reverse transcription polymerase
chain reaction(RT-PCR)-Untersuchungen nicht gefunden
werden. Der beschriebene Mechanismus der Senkung
der Insulinsekretion beruht auf einer Bindung der mem-
branstindigen MTI1-Rezeptoren an — auch andernorts
beschriebene — hochaffine Pertussistoxin-sensitive inhibi-
torische GTP-bindende (Gi)-Proteine. Die weitere Signal-
transduktion erfolgt iiber das Adenylatcyclase-cAMP-
System. Im Ergebnis konnte zusammenfassend festge-
stellt werden, dass die Insulinsekretion nach Melatonin-
Applikation sowohl in pharmakologischen als auch phy-
siologischen Dosierungen gesenkt wurde. Dosis-Wir-
kungs-Beziehungen sprachen fiir die Spezifik der
Reaktion. Diesen Befunden lagen zahlreiche Einzelunter-
suchungen zugrunde, vor allem aber ein Primer-Design,
das sich von derzeitig favorisierten Vorgehensweisen un-
terschied.

Im Folgenden werden nun Befunde vorgestellt, die un-
sere Kenntnisse erweitern und auch den Nachweis von
MT2(MT1b)-Rezeptoren ermdoglichen. Die Entwicklun-
gen der jlingeren Zeit ermoglichen die ,,Echtzeit (real-
time)“-Detektion naszierender DNA im Zuge der Nut-
zung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter gleich-
zeitigem Einbau des sehr sensitiven interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes ,,Eva Green®. Die Laser-angeregte
Fluoreszenz-Emission kann durch einen Photomultiplier
in Echtzeit aufgezeichnet und quantitativ bestimmt wer-
den. Damit erhoht sich die Sensitivitdt des Systems um
ein Vielfaches. Unter Verwendung dieser Technik (real-
time RT-PCR) und mit speziell angepassten Primern ge-
lang es, Melatonin-Rezeptor 2(MT2)-spezifische Tran-
skripte sowohl in der pankreatischen Insel der Ratte als
auch in einer immortalisierten [(-Zelllinie der Ratte
(INS1) nachzuweisen.

Die genutzten Basen-Sequenzen fiir den Primer zum
MT1-Nachweis waren: CAACCTGCAAACCGGAACTC
vorwirts und GGAAAACCACCAGGGCAAT riickwarts.

Fiir den Primer zum MT2-Rezeptor-Nachweis wurden
die Basen-Sequenzen: CATCCACTTCCTCCTTCCAA
vorwirts und TATGGCGAAAACCACAAACA riickwirts
genutzt. Die Basen-Sequenzen der B-Actin-Primer wur-
den zuriickliegend publiziert (Mihlbauer et al., 2004;
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Miihlbauer und Peschke, 2005). Beide MT-Primer-Sets
amplifizierten den, dem Exon 2 entstammenden, Anteil
der beiden Transkripte. Im Ergebnis gelang es, sowohl
MT1- als auch MT2-mRNA entstammende PCR-Produk-
te zu amplifizieren (Abb. 1A). Gelelektrophorese-Separa-
tion der DNA ergab spezifische Banden: 101 bp fiir das
MT1- und 169 bp fiir das MT2-Amplikon. Durch Spal-
tung mit zwei Amplikon-spezifischen Restriktionsenzy-
men an bekannten Schnittstellen konnte nachfolgend die
Spezifitit des MT2-PCR-Produktes bestitigt werden.
Nach Behandlung mit dem Restriktionsenzym Eco 311
lieBen sich im analytischen Agarose-Gel Fragmente mit
den vorhergesagten Molekiilgro3en von 109 bp und 66 bp
nachweisen (Abb. 1B); dariiber hinaus auch die nach Be-
handlung mit dem Restriktionsenzym Bfil erwarteten
Fragmentgrofen (Nachweis eines 113 bp Produktes). Die
quantitative Auswertung dieser PCR-Experimente zeigte
allerdings, dass die Expressionshohe auf mRNA-Ebene
fiir den MT2-Rezeptor stark hinter derjenigen der Mela-
toninrezeptor-Isoform 1 (MT1-Rezeptor) zuriickbleibt,
ndmlich um ein 86faches (Abb. 1C+D). Dieser Umstand
erklart, warum iltere Untersuchungen der eigenen und
auch anderer Arbeitsgruppen mit konventioneller PCR-
Technik zu keinem Ergebnis gefiihrt hatten (Miihlbauer
und Peschke, 2007).

Nachdem an Pankreas, isolierten pankreatischen Inseln
und Insulinomazellen INS1 von Ratten der Nachweis des
MT2-Rezeptors erbracht worden war, stellte sich die
wichtige Frage der Ubertragbarkeit des Ergebnisses auf
humanes Material. Im Ergebnis konnte mittels quantitati-
ver real-time RT-PCR- und zusitzlicher immunhistoche-
mischer Untersuchungen zweifelsfrei der Nachweis des
MT2-Rezeptors auch an menschlichem Pankreasgewebe
(Operationsmaterial) erbracht und somit die Ubertragbar-
keit der Rattenbefunde auf den Menschen belegt werden
(Abb. 2A). Die inzwischen publizierten Ergebnisse ma-
chen deutlich, dass beide Rezeptortypen auf mensch-
lichem Pankreasgewebe nachweisbar sind, dass jedoch
die mRNA des MT2-Rezeptors sehr viel schwicher expri-
miert wird (Abb. 2B; Peschke et al., 2007). Da in die Un-
tersuchungen sowohl Pankreasgewebe von stoffwechsel-
gesunden als auch von Typ2-diabetischen Patienten
einbezogen wurde, konnte mittels quantitativer RT-PCR
zusitzlich festgestellt werden, dass die Expressionshche
sowohl der MTI1- als auch MT2-Rezeptor-mRNA bei
Diabetikern gegeniiber stoffwechselgesunden Patienten
stark erhoht ist (Abb.2C). Auch die immunhistoche-
mischen Ergebnisse stiitzen diese Aussage (Abb. 3). Wei-
terfithrende Untersuchungen werden zu kldren haben, ob
sich den unterschiedlichen Melatonin-Rezeptoren speziel-
le Funktionszusammenhinge zuordnen lassen. Speziell
interessiert dabei, ob die Mitteilungen anderer Autoren,
dass durch Melatonin hervorgerufenes phase shifting
(Peschke und Peschke, 1998; Picinato et al., 2002a) aus-
nahmslos iiber MT2-Rezeptorsignale vermittelt wird (Liu
etal., 1997; Jin et al., 2003), auch fiir die pankreatische
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Abb. 1: Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR-Analyse) der Melatoninrezeptor-Isoformen MT1 und MT2 in
pankreatischem Gewebe sowie in Kontrollgeweben. (A) Gelelektrophoretische Trennung der MT1- und MT2-mRNA-abhéngigen
PCR-Produkte aus verschiedenen Geweben der Ratte. (B) Untersuchung auf MT2-Rezeptor-Produktspezifitit durch Restriktions-
enzym-Analyse des Amplikons mittels der Enzyme Eco311 und Bfil sowie Vergleich der Produkte mit einem MolekulargroBenstan-
dard (L = 100 bp-Leiter, LR = Leiter im Niedermolekularbereich). (B1) 169 bp = MT2-Amplikon, (B2) Produkte der Eco311-Spaltung
von 103 bp- bzw. 66 bp-GrofBe, (B3) MT2-Amplikon, (B4) 108 bp-Produkt der Bfil-Spaltung. Ein weiterhin entstehendes kleines
61 bp-Fragment ist nicht dargestellt. (C) Ergebnis eines real-time RT-PCR-Laufes, welcher die relative Fluoreszenz-Akkumulation
von B-Aktin-, MT1- und MT2-PCR-Produkten, ausgehend von cDNA der Ratteninsel, darstellt. (D) Darstellung eines quantitativen
relativen Vergleichs der Expression von MT1- mit MT2-mRNA in der Ratteninsel unter Verwendung der AA-Ct-Methode und der
Expressionshohe von (-Aktin-mRNA. Die vier zur Analyse verwendeten mRNA-Extrakte der pankreatischen Insel belegen, vergli-
chen mit dem MT1-Rezeptor, ein signifikant niedrigeres Expressionsniveau des MT2-Rezeptors (das Balkendiagramm représentiert

Mittelwerte = SEM, n =4, P < 0,05, H,O Ctr. = PCR-Negativkontrolle; Miihlbauer und Peschke, J Pineal Res 2007, 42:105-106).

B-Zelle zutrifft. Entsprechende Aussagen stiitzen sich un-
ter anderem auf Untersuchungen an neuronalen Zellen
des hypothalamischen Nucleus suprachiasmaticus, die an
MT1- bzw. MT2-Rezeptor knockout-Midusen durch-
gefiihrt wurden. Dabei lieBen nach Melatonin-Applika-
tion allein MT2-Rezeptor knockout-Méuse ein phase
shifting vermissen.

Auf Grund seiner Lipophilie vermag Melatonin unge-
hindert die Zellmembran zu durchdringen (Menéndez-Pe-
laez et al., 1993; Costa et al., 1995). Das hat zuriickliegend
immer wieder die Frage nach der funktionellen Bedeutung
moglicher nucledrer Orphan-Rezeptoren und deren Be-
deutung fiir Melatonin als intrazellulirem Liganden auf-
geworfen (Menéndez-Peldez und Reiter, 1993; Rafii-el-

Idrissi etal., 1998; Wang et al., 2003; Gillespie et al.,
2004; Jetten, 2004; Kiefer et al., 2005; Kang et al., 2006).
Neben den verbreitet nachgewiesenen Kernrezeptoren
RORo0, RORY und RevErba wurde der in neuronalem Ge-
webe vorkommende Kernrezeptor RZRP ausgewihlt
(Glass, 1994; Carlberg und Wiesenberg, 1995). Ziel war
es, die Existenz und gegebenenfalls unterschiedliche Ex-
pressionshohe dieser 4 Kandiaten in menschlichem Pan-
kreasgewebe sowie menschlichen pankreatischen Inseln
stoffwechselgesunder und Typ2-diabetischer Patienten zu
charakterisieren. Die spezifischen Amplifikationsprodukte
konnten mittels Agarose-Gel-Elektrophorese der PCR-
Produkte mit 481 bp (RORa), 305 bp (RZRP), 172 bp
(RORYy) und 101 bp (RevErbo) visualisiert werden
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Abb. 2: (A) Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von MT1- und MT2-Rezeptor-mRNA in humanem Pankreas sowie
humanen LANGERHANSschen Inseln. (A1) Darstellung von MT1- und MT2-PCR-Produkten mittels spezifischer Melatoninrezeptor-
Primer. (A2) Visualisierung der erwarteten spezifischen Amplifikationsprodukte und abgeleiteter Restriktionsfragmente nach Inkuba-
tion mit den Restriktionsenzymen Bcll fiir den MT1- und Avall fiir den MT2-Rezeptor (L: Standard, 100 bp-Leiter). (B) Relative
Expression der MT1- und MT2-Rezeptor-mRNA im Pankreas nichtdiabetischer Patienten (n = 8). Die MT1-Rezeptorexpression ist
gegeniiber der MT2-Expression um den Faktor 4,15 erhoht. Der Expressionsunterschied ist mit einer Wahrscheinlichkeit von
** P < 0,01 signifikant. (C) Quantitative Erfassung der MT1- und MT2-Melatoninrezeptor-mRNA humanen Pankreasgewebes mittels
real-time RT-PCR von stoffwechselgesunden (Kontrolle, n = 18) und diabetischen Patienten (Typ2-Diabetiker, n = 7). Die Daten be-
legen sowohl fiir den MT1- als auch fiir den MT2-Rezeptor statistisch signifikante Erhohungen der mRNA-Expression bei Diabeti-
kern gegeniiber stoffwechselgesunden Patienten (** P < 0,01, *** P < 0,001; Peschke et al., J Pineal Res 2007, 42:350-358).

(Abb. 4A). Im Ergebnis lieBen sich Unterschiede in der
Expressionshohe der mRNA zwischen stoffwechselgesun-
den und Typ2-diabetischen Patienten nachweisen. Dabei
zeigten sich — wie bei den Membranrezeptoren — erhohte
Expressionen der mRNA von ROR@ und RZR} sowie sta-
tistisch signifikante Erhohungen von RORY bei Typ2-dia-
betischen Patienten. RevErboa wies keine erhohte Expres-
sion bei den diabetischen Patienten auf (Abb. 4B). Es wird
nach diesem erstmaligen Nachweis genannter Kernrezep-
toren im Pankreas diabetischer und stoffwechselgesunder

Patienten weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben,
zur funktionellen Bedeutung dieser Reaktionen Stellung
zu beziehen. Aufmerksamkeit verdient insbesondere die
Beobachtung, dass die Expression der Melatonin-Mem-
branrezeptoren (MT1 und MT2) ebenso wie die Expres-
sion der gegenwirtig noch nicht ausreichend charakteri-
sierten Kernrezeptoren bei Diabetikern in auffilliger
Weise erhoht war (Peschke et al., 2007).
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Abb. 3: Immunhistochemische Darstellung des MT1- (A-D) und MT2-Rezeptors (E-H) in humanem Pankreasgewebe. Die mittels
konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM) gewonnenen Mikrophotogramme zeigen deutliche Farbintensititsunterschiede zwi-
schen den einzelnen Vergleichen. Erstens sind die Signale bei den Pankreata diabetischer Patienten (MT1: A,B und MT2: E,F) stérker.
Zweitens bestehen zwischen den MT1- und MT2-Rezeptor-Darstellungen nochmals auffillige Unterschiede. Generell weisen die Pan-
kreata Typ2-diabetischer Patienten mehr MT1-Rezeptor-spezifisches Reaktionsprodukt auf, was besonders in den Ausschnittsvergro-
Berungen (B,F) deutlich wird. Die Befunde sprechen fiir eine stirkere Melatoninrezeptor-Auspragung bei Typ2-diabetischen Patien-
ten. Die Ergebnisse stiitzen die quantitativen PCR-Befunde (Abb. 2C), die stiarkere Melatonin-Rezeptor-Expressionen bei Diabetikern

nachweisen (Peschke et al., J Pineal Res 2007, 42:350-358).

Melatonin entfaltet seine Rezeptor-mediierten Effekte
in der pankreatischen p-Zelle auf zwei
unterschiedlichen Signaltransduktionswegen

Melatonin-Effekte, mediiert auf dem
Gi-Adenylatcyclase-cAMP-Weg

Das Epiphysenhormon Melatonin entfaltet seine bislang
bekannten Rezeptor-mediierten Effekte auf dem Weg
tiber Pertussistoxin sensitive inhibitorische GTP-bindende

Proteine (Gi), die an die MT1- und MT2-Membranrezep-
toren gekoppelt sind. Die wichtigsten und bekanntesten
zelluldren Effekte des Melatonins werden iiber eine He-
rabregulation der intrazelluliren cAMP-Konzentration
vermittelt (Ubersicht siehe: Vanecek, 1998).
Zuriickliegende eigene Untersuchungen haben unter
Nutzung molekularbiologischer, autoradiographischer
und funktioneller Superfusionsexperimente sowie Bin-
dungsstudien belegen konnen, dass die Rezeptor(MT1)-
mediierten Melatonineffekte an der Insulin-produzieren-
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Abb. 4: (A) Quantitative RT-PCR-Analyse der Gen-Expression nucleérer Orphan-Rezeptoren RORa,, RZR, RORY und RevErba in
humanem Pankreasgewebe (1) und humanen pankreatischen Inseln (2). (B) Relative Expression der nucledren Rezeptoren RORo,
RZRp, RORy und RevErbo in humanem Pankreasgewebe stoffwechselgesunder (Kontrolle, n = 18) und diabetischer Patienten
(Typ2-Diabetiker, n = 7). Die Ergebnisse belegen, ebenso wie die der Melatonin-Membranrezeptoren MT1 und MT2 der Typ2-dia-
betischen Patienten (Abb.2), eine erhohte Erpression der nucledren Orphan-Rezeptoren RORo, RZRf, RORy. Allein beim
RORy-Vergleich treten statistisch signifikante Unterschiede auf (* P < 0,05; Peschke et al., J Pineal Res 2007, 42:350-358).

den B-Zelle ebenfalls iiber trimere Gi-Proteine, die Ade-
nylatcyclase, das cAMP und die Proteinkinase A vermittelt
werden. Die dazu durchgefiihrten und vielfach repro-
duzierten Befunde wurden nach Testung (Csernus et al.,
1998) und Anpassung einer Superfusionsanlage sowohl
an pankreatische Inseln neonater Ratten (Peschke et al.,
1997, 2000) als auch Ratten-Insulinomazellen INSI1
(Peschke et al., 2002, 2006a,b; Peschke, 2003a,c, 2004)
erhoben. Sie haben feststellen lassen, dass Melatonin auf
diesem Weg die Glukose-, KCI- und Forskolin-stimulierte
Insulinsekretion senkt (siehe auch: Kemp et al., 2002).
Vergleichbare Ergebnisse, nimlich inhibitorischen Mela-
tonineinfluss auf die Adenylatcyclase und konsekutiv
den cAMP-Gehalt, wurden an retinalen Pigmentzellen
von Mensch und Ratte (Nash und Osborne, 1995), Schaf-
(Morgan et al., 1995) und Ratten-Hypophysen (Vanecek

und Klein, 1995), Nieren von Hiihnchen (Song et al.,
1996), Nebenhoden von Ratten (Shiu et al., 2000) sowie
peritonealen Makrophagen von Miusen (Garcia-Pergane-
da et al., 1999) erhoben.

Die eigenen Befunde lieen sich sowohl durch kurzzei-
tig-repetitive als auch Langzeitstimulationen superfu-
sionstechnisch nachweisen und konnten durch Einsatz un-
terschiedlicher Techniken und Experimente validiert
werden. Von besonderer Bedeutung war in diesem Zu-
sammenhang die Nutzung eines cCAMP-RIA und dessen
Anpassung an die zu untersuchenden Superfusions-
medien. Es zeigte sich, dass cAMP im Superfusat — also
extrazelluldr — gemessen werden konnte, wofiir amphi-
pathische Anionen, sogenannte multidrug resistence pro-
teins wie MRP4 und MRPS5 verantwortlich gemacht
wurden (Jedlitschky et al., 2000; Chen et al., 2001). Es
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handelt sich hierbei um einen aktiven Zelltransport vom
intrazelluldren in den extrazelluldiren Raum (Rosenberg
et al., 1994; Brundege et al., 1997; Finnegan und Caray,
1998; Kondrashin et al., 1999; Orlov und Maksimova,
1999; Steffgen et al., 1999). Dieser Transport erklart, dass
cAMP nicht nur wie bekannt intrazellulir, sondern mit
groler Wahrscheinlichkeit auch extrazelluldr eine mes-
senger-Bedeutung zukommt (Fehr et al., 1990). Der Ef-
flux soll energieabhidngig und unidirektional erfolgen
und durch Substanzen, die die cytoskeletale Mikrotubu-
lus-Assemblierung verhindern, hemmbar sein (Rindler
etal.,, 1978; Brunton und Mayer, 1979; Brunton und
Buss, 1980). Bei unseren Superfusionsexperimenten mit
INS1-Zellen stellte sich die Frage, ob sich der transmem-
brandse cAMP-Transporter durch Probenecid (p-[Dipro-
pylsulfamoyl]Benzoesdure) hemmen ldsst. Die publizier-
ten Ergebnisse (Peschke et al., 2002; Peschke 2003a,c,
2004) machten zwingend deutlich, dass Probenecid die
Forskolin-stimulierte, extrazellulir gemessene cAMP-
Konzentration durch Blockierung des Exportes von
cAMP in den Extrazellularraum senkt, was zu einer Ak-
kumulation von intrazellulirem cAMP mit konsekutiver
Erhohung der Insulinsekretion fiihrt (sieche auch: Finne-
gan und Carey, 1998; Orlov und Maksimova, 1999; Steff-
gen et al., 1999; Jedlitschky et al., 2000). Diese Befunde
suggerieren, dass cCAMP nicht nur fiir die gut bekannten
intrazelluldren Signalfunktionen bedeutungsvoll ist, son-
dern auch interzelluldr Funktionen erfiillt (Chen et al.,
2001). Durch Erweiterung des experimentellen Ansatzes
und zusitzlichen Einsatz des Phosphodiesterase-Hem-
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mers IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) wurden erwar-
tungsgemif} sowohl die cAMP- als auch die Insulin-Kon-
zentration erhoht (weitere Angaben einschlieBlich
Abbildungen siehe: Peschke et al., 2002; Peschke 2003a,
2004).

Weiterfiihrende Untersuchungen, die den Sachverhalt
noch eindeutiger belegen, wurden mit Ko-Stimulationen
der INS1-Zelle in batch-Versuchen mit Clonidin und
Forskolin erreicht. Clonidin ist ein Gio-Protein-Stimula-
tor, wihrend Forskolin die Adenylatcyclase stimuliert.
Experimentell wurde folgendermaB3en vorgegangen.
Nach Applikation von Forskolin allein wurden eine Ak-
tivierung der Adenylatcyclase, konsekutive Erhohung
des intrazelluliren cAMP-Gehaltes und schlieBlich er-
hohte Insulinsekretion erzielt. Wurde zusitzlich Cloni-
din appliziert, das das inhibitorische G-Protein Gico. akti-
viert, wurden die Forskolin-Effekte gehemmt und der
cAMP-Gehalt erniedrigt. 20-stiindige Prdinkubation der
INS1-Zellen mit Pertussistoxin hatte zur Folge, dass
Gia blockiert war, Clonidin keine Aktivierung von Gia
auslosen konnte und so Forskolin zu einer ungehemmten
Aktivierung der Adenylatcyclase, der cAMP-Konzentra-
tion und konsekutiv zu einer ungehemmten Insulin-Se-
kretion fiihrte. Mit weniger Worten zusammengefasst,
die Hemmung (durch PTX) der Hemmung (Aktivierung
von Giow durch Clonidin) fiihrte zu einer uneinge-
schriankten Aktivierung (durch Forskolin) der Insulinse-
kretion. Zur besseren Uberschaubarkeit dient die Abb. 5
(Peschke et al., 2006b).

| Clonidin | [PTX]| [Forskolin|

Adenylatcyclase

cAMP ATP
v
Starke
Insulinsekretion

Abb. 5: Modellvorstellungen zum Einfluss von Forskolin, Clonidin und Pertussistoxin (PTX) auf die Insulinsekretion von Ratten-In-
sulinomazellen INS1. Forskolin stimuliert die Adenylatcyclase und konsekutiv die Bildung von cAMP, was zu einer Erhéhung der
Insulinsekretion fiihrt. Durch zusétzliche Gabe von Clonidin wird das inhibitorische Gio-Protein aktiviert. Die Folge ist eine Hem-
mung der Adenylatcyclase und konsekutiv der Insulinsekretion. Inkubation der INS1-Zelle mit PTX fiir 20 h vor Stimulationsbeginn
blockiert das inhibitorische Gio-Protein, so dass Clonidin auf dem beschriebenen Wege die Adenylatcyclase nicht mehr hemmen
kann. Die Folge ist eine unbeeintrichtigte Insulinsekretion, ebenso wie sie nach Forskolin-Stimulation allein erreicht wird. Die refe-
rierte Modellvorstellung war fiir das Verstindnis von Ergebnissen wichtig, in denen mittels PTX-Inkubation die inhibitorischen Gioi-
Proteine blockiert werden sollten, um den Einfluss von Melatonin allein auf dem Gg-Phospholipase C-IP3-Weg erfassen zu konnen

(Peschke et al., J Pineal Res 2006b, 40:184—191).
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Melatonin-Effekte, mediiert auf dem
Ggq-Phospholipase C-IP3-Weg

Im Ergebnis der Untersuchungen und Auseinandersetzun-
gen mit der Frage, ob die Rezeptor-mediierte Melatonin-
wirkung in der pankreatischen B-Zelle allein auf dem
Adenylatcyclase-cAMP-Weg vermittelt wird und sich alle
Befunde auf der Grundlage dieses Weges erkliren lassen,
wurden Untersuchungen begonnen, die weitere Transduk-
tionswege einbeziehen sollten. Schon bald wurde deut-
lich, dass sich verschiedene Melatonineffekte iiber die
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Nutzung des Phospholipase C-IP3-Weg erklidren lieen
und dass dieser Weg eine besondere Bedeutung haben
miisse. Das war bereits aus Vergleichsuntersuchungen an
Hirnschnitten von Hiihnchen (Popova und Dubocovich,
1995) sowie Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters
(MacKenzie et al., 2002) bekannt. Von besonderer Bedeu-
tung war in diesem Zusammenhang die Anpassung eines
kommerziell vertriebenen IP3-RIA an das eigene B-Zell-
System, die immortalisierte, Glukose-responsive Ratten-
Insulinomazelle INS1. Zunichst wurde getestet, welche
Isoformen des IP3-Rezeptors in der INS1-Zelle konser-
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Abb. 6: (A) Einfluss unterschiedlicher Melatonin-Konzentrationen auf den intrazelluldren IP3-Gehalt von INS1-Zellen in Relation
zur Kontrolle. Die Séulen reprisentieren Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) nach 15-miniitiger Inkuba-
tion. Bereits nach Applikation von 1 nmol/l Melatonin wird eine signifikante Erhohung der intrazelluldren IP3-Konzentration erreicht
(n =6). (B) Einfluss des kompetitiven Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol auf den IP3-Gehalt in INS1-Zellen. Nach 15-minii-
tiger Behandlung der INS1-Zellen mit 10 nmol/l Melatonin und 30 pmol/l Luzindol wurde der Melatonineffekt geloscht (n = 6). Die
Teilabbildungen (C—F) zeigen Ergebnisse konfokalmikroskopischer Ca®*-Bestimmungen nach Stimulation mit dem IP3-Stimulator
Carbachol (C) und Melatonin (E). In beiden Fillen kommt es zu einer intrazelluldren Erhohung des Ca”*-Gehaltes, ebenso wie es
zu Erhohungen der IP3-Konzentration nach Carbachol und Melatonin gekommen war. Die Teilabbildungen 6D und 6F zeigen, dass
die intrazelluliren Ca®*-Erhohungen auch im Ca®*-freien Medium nachweisbar sind. Daher kann das Ca”* nur aus intrazelluliren
Kompartimenten stammen (Bach et al., J Pineal Res 2005, 39:316-323).
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viert und nachweisbar sind, anschlie3end der Einfluss von
Carbachol auf die IP3-Freisetzung untersucht. Im Ergeb-
nis konnten durch Einsatz spezifischer Primer die Ampli-
fikationsprodukte fiir IP3R-1, IP3R-2 und IP3R-3 detek-
tiert und der Nachweis erbracht werden, dass Carbachol
die IP3-Freisetzung in der INS1-Zelle erhoht (Dosis-Wir-
kungs-Beziehung siehe: Bach et al., 2005). Die sich an-
schlieBenden Untersuchungen dienten nun der Frage, ob
auch Melatonin einen Einfluss auf diesen Signalweg
nimmt. Die Ergebnisse waren eindeutig, Melatonin er-
hohte dosisabhédngig die IP3-Freisetzung und konsekutiv
die Insulinsekretion (Abb. 6A). Dieser Befund konnte zu-
sdtzlich durch den Einsatz des kompetitiven Melatonin-
rezeptor-Antagonisten Luzindol (der auch schon in der
Nachweiskette zur Melatoninbedeutung fiir den AC/
cAMP-Weg eine wichtige Rolle gespielt hatte) erhirtet
werden. Der IP3-steigernde Einfluss von Melatonin konn-
te durch Luzindol aufgehoben werden (Abb. 6B). Zahl-
reiche Zusatzuntersuchungen, wie beispielsweise kom-
binierte Gaben von Melatonin und Carbachol, liefen
keinen Zweifel, dass Melatonin ebenso wie der ,,Klassi-
ker* Carbachol den IP3-Gehalt erhoht.

Nachdem nun feststand, dass Melatonin auch einen In-
sulin-steigernden Einfluss auf die INS1-Zelle hat und
dass dieser Effekt iiber eine Aktivierung des IP3-Systems
realisiert wird, erhob sich die Frage, ob tatsichlich der
cytosolische Ca**-Gehalt gesteigert wird, woraus sich
die Steigerung der Insulinsekretion erklidren wiirde. Zu-
sitzlich musste gekldrt werden, ob die mogliche Erho-
hung des Ca**-Gehaltes aus intrazelluliren Kompar-
timenten oder aus dem Extrazellularraum stammt. Die
Antwort konnte auf Grund eindeutiger konfokalmikrosko-
pischer Laser-Scanning-Befunde gegeben werden. Nach
Melatonin-Applikation (Abb. 6E) stieg, ebenso wie nach
Carbacholbehandlung  (Abb. 6C), der intrazelluldre
Ca**-Gehalt an. Dass das Ca®* aus intrazelluliren Kom-
partimenten stammen musste, wurde durch Experimente
gesichert, in denen die Melatoningabe den INS1-Zellen
im Ca®*-freien Medium verabreicht wurde. Immer stieg
der intrazelluldre Ca®*-Gehalt an, der unter dieser Ver-
suchsanordnung zweifelsfrei nur intrazellulédr freigesetzt
worden sein konnte (Abb. 6D,F). Damit schlie8t sich die
Nachweiskette: Melatonin erhoht durch Aktivierung des
IP3-Systems den IP3-Gehalt und konsekutiv die Insulin-
sekretion (Bach et al., 2005).

Durch die geschilderten Signaltransduktionswege,
ndmlich den Einfluss von Melatonin auf den Gi/AC/
cAMP-Weg mit hemmender Bedeutung und den Gq/PLC/
[P3-Weg mit steigernder Bedeutung fiir die Insulinsekre-
tion war das Problem entstanden, wie die Einzeleffekte
sauber dargestellt werden konnten. Dazu musste der AC/
cAMP-Weg gehemmt werden, was durch Blockierung des
inhibitorischen G-Proteins (Gi) mittels Pertussistoxin
moglich wurde. Es darf daran erinnert werden, dass die
hemmenden Effekte des Melatonins auf das Adenylat-
cyclase-cAMP-System iiber eine Aktivierung inhibitori-

scher Gi-Proteine mediiert werden, die durch Pertussisto-
xin blockierbar sind, wihrend der Einfluss auf das
PLC/IP3-System iiber Gq-Proteine vermittelt wird. So-
wohl die Komplexitét als auch die ,Janusgesichtigkeit*
der bisher untersuchten Signaltransduktionswege in der
INS1-Zelle geben Probleme auf, die bislang nur ansatz-
weise deutbar sind. Warum vermag Melatonin in der
B-Zelle auf unterschiedlichen Wegen einander widerspre-
chende Funktionskaskaden zu aktivieren, namlich auf
dem Gi/AC/cAMP-Weg eine Hemmung der Insulinsekre-
tion und dem Gq/PLC/IP3-Weg eine Steigerung der Insu-
linsekretion? Bisher wissen wir nur, dass der IP3-Weg
sehr schnell, der cAMP-Weg erst nach mehrstiindiger
Pria-Applikation von Melatonin zu messbar erfassbaren
Ergebnissen fiihrt (Abb. 7).

Weiterfiihrende Untersuchungen und auch die Beant-
wortung der Frage, ob moglicherweise der cGMP-Weg
eine Rolle im Konzert der Signaltransduktionskaskaden
spielt, sind Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.

Untersuchungen zum Einfluss diabetischer
Stoffwechselentgleisungen auf Pinealorgan
und Melatonin-Synthese bei Ratte und Mensch

Die konsequente Weiterverfolgung der oben skizzierten
Befunde an der pankreatischen B-Zelle nach Melatonin-
Applikation im Rahmen des Akademieprojektes wurde
in der Einbeziehung von Untersuchungen am Pinealorgan
nach diabetischer Stoffwechselentgleisung (Typl- und
Typ2-Diabetes) gesehen. In dem nun folgenden Kapitel
soll zu ersten Ergebnissen auf diesem Gebiet Stellung be-
zogen werden, um in moglichst umfassender Weise die
gegenseitige Beeinflussung von Insulin und Melatonin er-
fassen und charakterisieren zu konnen. Die hier darzustel-
lenden Befunde ermoglichen die Ubertragbarkeit zahlrei-
cher in vitro-Ergebnisse auf das Versuchstier und den
Menschen und damit den Briickenschlag zur Klinik, ei-
nem zentralen Anliegen des oben genannten Akademie-
Forschungsprojektes.

Untersuchungen an stoffwechselgesunden Wistar-
und Typ2-diabetischen Goto-Kakizaki(GK)-Ratten

Neben zuriickliegenden Untersuchungen und hochst wi-
derspriichlichen Befunden, die sich bis in die Mitte des
20. Jahrhunderts zuriickverfolgen lassen (Zusammenfas-
sung siehe Peschke, 2003a,c, 2004), gibt es Beobachtun-
gen, die in iiberzeugender Weise verdeutlichen, dass eine
Erhohung der Melatonin-Konzentration bei Ratten zu
Blutglukoseerhdhung (Benson, 1971) und Insulinernied-
rigung fiihrte (Csaba und Barath, 1971; Csaba und Nagy,
1973). Pinealektomie hingegen erniedrigte die Blutglu-
kose und erhohte die Insulinkonzentration im Serum
(Gorray et al., 1979; Quay und Gorray, 1980). Daraus re-
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Abb. 7: Modellvorstellungen iiber den Einfluss von Melatonin auf die f-Zelle. Bisherige Befunde machen wahrscheinlich, dass die
Melatoninrezeptoren ihren Einfluss auf die -Zelle sowohl auf dem Gio-Adenylatcyclase-cAMP-Weg als auch iiber den Gg-Phospho-
lipase C-IP3-Weg vermitteln. Dabei fiihrt die Nutzung des ersten Weges zur Hemmung, die des zweiten Weges zur Steigerung der
Insulinsekretion. Einerseits koppeln die Melatoninrezeptoren an Gio-Proteine, wodurch die Aktivitdt der Adenylatcyclase und kon-
sekutiv das cAMP und die Insulinsekretion gehemmt werden, vermittelt iiber die Proteinkinase A (PKA). In vergleichbarer Weise wird
dieser Signalweg von gastrointestinalen Hormonen wie dem Gastrischen inhibitorischen Hormon (GIP), Glukagon like peptide (GLP),
Glukagon oder Somatostatin genutzt. Dieser Weg ist bestimmend (pradominant) fiir die Insulinsekretionsbeeinflussung durch Melato-
nin. Andererseits koppeln die Melatoninrezeptoren an Gqo-Proteine oder deren By-Untereinheiten mit dem Ergebnis, dass die Phos-
pholipase CP stimuliert und das IP3 erhoht werden, was zu einer Zunahme der intrazelluliren Ca®*-Konzentration fiihrt. Der Melato-
nineffekt auf die Insulinsekretion auf diesem Weg ist jedoch im Vergleich zum Acetylcholin und Cholecyctokinin (CCK), die diesen
Weg ebenfalls nutzen, vergleichsweise gering. Ob Melatonin seine Insulin-steigernden Effekte moglicherweise auch auf dem Weg
tiber das Diacylglycerin (DAG) und die Proteinkinase C (PKC) realisiert, ist bislang nicht geklirt (Peschke et al., J Pineal Res 2006b,
40:184-191).

sultierte die nicht ohne Widerspruch gebliebene Uberzeu-
gung, dass das Pinealorgan (Melatonin) eine suppressive
Bedeutung fiir die pankreatische B-Zelle haben muss,
weil Melatonin die Insulinsekretion beim Menschen (Bo-
den et al., 1996) sowie bei der Ratte (Rasmussen et al.,
1999; Wolden-Hanson et al., 2000) reduzierte, verbunden
mit einer Verringerung der Glukose-Toleranz (Cagnacci
et al., 2001).

Vor dem Hintergrund der geschilderten Literaturanga-
ben und der oben aufgefiihrten eigenen in vitro-Befunde
wurden Typ2-diabetische GK-Ratten (Goto und Kakizaki,
1981) und zum Vergleich stoffwechselgesunde Wistar-
Ratten im Alter von 6 sowie 42 Wochen untersucht und

Tagesprofile (Messung in 3 Stunden-Intervallen iiber die
24 Stunden-Periode) unterschiedlicher Merkmale erfasst.
Von besonderem Interesse war dabei, ob Melatonin-Ta-
gesprofile bei Typ2-diabetischen GK-Ratten im Vergleich
zu stoffwechselunauffilligen Wistar-Ratten verdndert sein
wiirden. Die Befunde waren eindeutig. Bei erhohten Glu-
kose- sowie Insulin-Plasma-Konzentrationen der GK-Rat-
ten waren die Melatonin-Werte, besonders deutlich zu
Zeiten normalerweise hoher Melatoninkonzentrationen
in der Nacht, gegeniiber den Werten der Wistar-Ratten er-
niedrigt. Dieser Befund konnte sowohl bei 6 Wochen als
auch 42 Wochen alten Tieren erfasst werden, wobei die
Melatonin-Werte bei den 42 Wochen alten Tieren ins-



Funktionelle Beziehungen zwischen Melatonin und Insulin

18 1a

(¥ edenie e oo nae oo ausmiabime
‘____._______._4———-'—"_"‘_"'—"5-——&-—-—'_*"---..__‘

Glukose [mmol/l]

[ T T T
800 1200 1500 1800 21:00 000 300 600 900

Zeit

-
w
1

[+;]
i=}
1

Py
o
L

w
(=]
Il

Insulin [mIU/]

o
1

1500 18000 2100 000 300 600 900
Zeit

[ T
9:00 12:00

1200
1000 - 3a
800 1
600
400 A

200 1

Melatonin [pmol/l]

T T T T — T
9:00 1200 1500 18:00 21:00 000 300 600 900
Zeit

113

o] 1b g
T

g -
5

3 4

Glukose [mmol/l]

0 T — -
900 1200 1500 1800 2100 000 300 600 900
Zeit

_.‘,
o
1

@
o
1

Insulin [mIUA]

-
o
1

4] T T T T
900 1200 1500 1800 2100 000 300 600 900
Zeit

1200 A
1000 - 3b
800 4
600 A
400 A

200 e

Melatonin [pmol/l]

T T T T
900 1200 1500 1800 21:00 0:00 300 600 9:00
Zeit

Abb. 8: Tagesprofile von Glukose (1a), Insulin (2a) und Melatonin (3a) 6 Wochen alter Wistar- und Goto-Kakizaki(GK)-Ratten (Tier-
modell fiir Typ2-Diabetes) im Vergleich zu Tagesprofilen von Glukose (1b), Insulin (2b) und Melatonin (3b) 42 Wochen alter Wistar-
und GK-Ratten. Die Balken auf der Abszisse geben die Dunkelzeit an. Die blauen Kurven représentieren die Kontrolltiere (Wistar-
Ratten), die roten Kurven die GK-Ratten. Die Daten belegen, dass hohere Glukose- und Insulin-Konzentrationen (P < 0,001) mit nied-
rigeren Melatonin-Plasmakonzentrationen assoziiert sind (P < 0,05). Tageszeitabhingig zeigt die Glukose der 6 Wochen alten Ratten
keine auffilligen Schwankungen. Im Gegensatz dazu sind die Insulin-Werte der GK-Ratten in der Dunkelzeit erhoht (P < 0,05 um
0:00 sowie 6:00 Uhr), wihrend die Melatonin-Werte erniedrigt sind (P < 0,05 um 3:00 Uhr). Die SPEARMANsche Korrelationsanalyse
bestitigt einen funktionellen Zusammenhang zwischen Insulin und Melatonin (P < 0,05). Unter Beibehaltung der qualitativen Unter-
schiede dndert sich bei 42 Wochen alten Versuchstieren das Ausmalf} der Verdnderungen erheblich. Die Glukosekonzentration der GK-
Tiere wird noch deutlich erh6ht (besonders in der Dunkelzeit), und die Melatonin-Konzentration verringert sich (Peschke et al., J

Pineal Res, 2006a, 40:135-143).

gesamt deutlich geringer waren (Abb. 8). Dieser Sachver-
halt, der beim Vergleich der Melatoninkonzentrationen
diabetischer Kinder mit denen von diabetischen Erwach-
senen ebenfalls beobachtet wurde, war erwartet worden,
weil bekannterweise Synthese und Ausschiittung von Me-
latonin mit zunehmendem Alter abnehmen. Es erhob sich
nun die bislang nicht befriedigend geklirte Frage, warum
die Melatonin-Plasmakonzentrationen unter diabetischen
Bedingungen so deutlich herabgesetzt sind. Es darf daran
erinnert werden, dass Melatonin die Insulin-Sekretion im
in vitro-Versuch erniedrigte, und nun wurde ebenfalls
festgestellt, dass ein Status diabeticus die Melatonin-Plas-
mawerte bei Ratte und Mensch erniedrigt. Zunichst be-
steht sicher kein Zweifel dariiber, dass die Befunde fiir ei-
nen funktionellen Zusammenhang zwischen Insulin und
Melatonin sprechen. Jedoch bleibt die Akzeptanz des Zu-

sammenhanges spekulativ, solange die Kausalitidt nicht
deutlich gemacht werden kann. Das Spektrum der Folge-
untersuchungen, die teilweise noch nicht publiziert sind,
bringt uns diesem Anliegen niher. Das bislang immer
noch anerkannt limitierende Enzym der Melatonin-Syn-
these ist die Arylalkylamin-N-acetyltransferase (AANAT),
die den Schritt vom Serotonin zum Acetyl-Serotonin ka-
talysiert. Der Einfluss von Insulin auf die AANAT, deren
Aktivitdt circadian oszilliert (Abb. 9A), wird unterschied-
lich charakterisiert. Zum einen sollen Insulin-Injektionen
sowohl die pineale AANAT-Aktivitit als auch die Melato-
nin-Konzentration erhohen (Lynch et al., 1973), zum an-
deren wurde gezeigt, dass Insulin ein potenter Inaktivator
der AANAT-Aktivitdt ist (Namboodiri et al., 1981). Auch
die Erzeugung eines experimentellen Typl-Diabetes mit
den klassischen Diabetogenen Alloxan oder Streptozoto-
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cin reduzierte die néchtliche Melatonin-Plasmakonzentra-
tion, beim Syrischen Hamster stirker als bei der Ratte
(Champney et al., 1983, 1986), Befunde, die zumindest
fiir das Streptozotocin von uns nicht bestitigt werden
konnen (Publikation in Vorbereitung). Ob die beschrie-
benen Effekte sich auf eine diabetische Neuropathie
des vegetativen Nervensystems reduzieren lassen
(O’Brien et al., 1986), kann derzeit noch nicht beant-
wortet werden.

Die eigenen Befunde konnen jedoch bestitigen, dass
Typ2-diabetische GK-Ratten in Einheit mit erniedrigten
Melatonin-Plasmawerten (Abb. 9B) eine erniedrigte AA-
NAT-Aktivitdt aufweisen (Abb. 9A). Sie paart sich mit ei-
ner erhohten Expression der AANAT-mRNA, wie durch
quantitative real-time RT-PCR-Befunde gesichert werden
konnte (Abb. 9C). Moglicherweise wird die AANAT-
mRNA kompensatorisch erhoht. Zusatzuntersuchungen
haben nachweisen konnen, dass die Katecholamin-Kon-
zentrationen bei diabetischen Ratten erniedrigt sind
(Abb. 10). Daraus lieBe sich die bereits erniedrigte
AANAT- und Melatonin-Synthese erkldren, weil Norepi-
nephrin die Melatonin-Synthese entscheidend tiber B1-,
aber auch iiber atl-Adrenozeptoren — immer wiéhrend der
Nacht (Dunkelheit) — besonders stark steigert.

Zwei wichtige Untersuchungsergebnisse sollen noch
hinzugefiigt werden, weil sie den diskutierten funktionel-
len Zusammenhang zwischen Insulin und Melatonin stiit-
zen. Mittels quantitativer RT-PCR konnte mit statistischer
Sicherheit deutlich gemacht werden, dass bei diabeti-
schen Ratten die Expression der Insulin-Rezeptor-mRNA
der Epiphyse herabreguliert wird (nicht gezeigt), wihrend
die Expression der Melatonin(MT1)-Rezeptor-mRNA des
Pankreas hochreguliert wird (Abb. 9D).

<

Abb. 9: (A) Die Enzymaktivititen der Arylalkylamin-N-Acetyl-
transferase (AANAT) in den Pinealorganen von GK-Ratten sind
erniedrigt (P <0,001). (B) In Ubereinstimmung damit liegen er-
niedrigte Melatonin-Konzentrationen der GK-Ratten gegeniiber
den stoffwechselgesunden Wistar-Ratten vor. Zu den Zeitpunkten
21:00 Uhr und Mitte Dunkelzeit (3:00 Uhr) bestehen signifikante
Unterschiede der AANAT-Aktivitit zwischen GK- und Wistar-
Ratten (** P <0,01). (C) Die mRNA fiir die AANAT der GK-
Ratten war — moglicherweise kompensatorisch — statistisch sig-
nifikant hochreguliert. (D) In vergleichbarer Weise erfolgt eine
Hochregulation der mRNA der pankreatischen MT1-Rezeptor-
Expression bei GK-Ratten (1: Wistar-Ratte Mitte Lichtzeit,
2: Wistar-Ratte Mitte Dunkelzeit, 3: GK-Ratte Mitte Lichtzeit,
4: GK-Ratte Mitte Dunkelzeit; * P<0,05; ** P<0,01;
*##% P <0,001). Die Balken auf der Abszisse geben die Dunkel-
zeit an (Peschke et al., J Pineal Res, 2006a, 40:135-143).
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Abb. 10: Katecholaminkonzentrationen = (Noradrenalin  und

Adrenalin) im Plasma von 42 Wochen alten stoffwechselgesun-
den Wistar- und Typ2-diabetischen GK-Ratten Mitte Licht- und
Dunkelzeit. Generell sind die Katecholaminwerte in der Nacht
(Dunkelzeit) hoher als am Tag (Lichtzeit). Beim Vergleich der
beiden Tiermodelle zeigt sich, dass GK-Ratten insgesamt deut-
lich niedrigere Katecholaminwerte aufweisen. Dieser Sachver-
halt erkldrt moglicherweise die erniedrigte AANAT-Enzymakti-
vitit und Melatonin-Konzentration (Abb.9), da Noradrenalin
bekannterweise fiir die Melatonin-Synthese unverzichtbar ist.
Bis auf geringe quantitative Unterschiede verhalten sich die Ka-
techolaminkonzentrationen bei den 6 Wochen alten Tieren ver-
gleichbar (nicht gezeigt, Publikation in Vorbereitung).

Plasma- und Pankreas-Untersuchungen an
stoffwechselgesunden und Typ2-diabetischen Patienten

Die alles entscheidende Frage war die nach der Ubertrag-
barkeit der geschilderten in vitro- und in vivo- bzw. ex vi-
vo-Befunde auf den Menschen. Dass sich hier experimen-
telle Grenzen stellen, ist unschwer nachvollziehbar.
Besonders eindrucksvoll waren die Plasma-Tagesprofile
unterschiedlichster Merkmale von Typl-diabetischen
Kindern und Typ2-diabetischen erwachsenen Patienten,
die statistisch signifikante Senkungen der Melatonin-
Konzentrationen im Tagesgang aufwiesen (Peschke et al.,
2006a). Ebenso iiberzeugend war, dass die Absenkung
der Melatonin-Plasmakonzentrationen bei den Typl-dia-
betischen Kindern vergleichsweise stark war und zur
Nachtzeit iiberhaupt kein Gipfel mehr auftrat. Allein
durch diese Befunde wird deutlich, dass sich die tierexpe-
rimentellen Ergebnisse auf den Menschen iibertragen las-
sen. Hinzu kommen Befunde, die bereits oben im Kapitel
,Melatonin-Rezeptoren® aufgefiihrt wurden. Auch hier
konnte bereits nachgewiesen werden, dass analog zum
Beispiel des MT1-Rezeptors der diabetischen GK-Ratte
auch das humane Pankreasgewebe von Typ2-diabetischen
Patienten erhohte Expressionen sowohl der MTI1- als
auch MT2-Rezeptor-mRNA aufweist. Allerdings ist die
Expression des MT2-Rezeptors gegeniiber der des
MT1-Rezeptors insgesamt geringer. Die oben geschilder-
ten Befunde beschrinkten sich jedoch nicht ausschlief3-
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lich auf die bekannten Membranrezeptoren. Auch die Ex-
pression der mRNA nucledrer Orphan-Rezeptoren
(ROR0, RZRB, RORY) war bei diabetischen Patienten er-
hoht, wie oben bereits erwahnt worden ist (Peschke et al.,
2007).

Zielstellungen und Ausblick

Die bisherigen Aussagen stiitzen sich iiberwiegend auf
das Typ2-diabetische Tiermodell GK-Ratte. Untersuchun-
gen an Typl-diabetischen Modellen fehlen. Das ist nicht
verwunderlich, weil Typl-diabetische Tiermodelle nicht
nur besondere Anforderungen an den Experimentator
stellen, sondern bei mit Alloxan oder Streptozotocin be-
handelten Tiermodellen zusitzliche, schwer kalkulierbare
Lateraleffekte unvermeidbar sind. Dennoch wurden von
uns erste Versuche durchgefiihrt, bei denen sowohl 6 als
auch 42 Wochen alte Wistar-Ratten mit Streptozotocin
behandelt wurden, um Verdnderungen von Melatonin-
Konzentration sowie MT1- und MT2-Rezeptor-Expres-
sion in der -Zelle und Insulinrezeptor-Expression in der
Epiphyse zu analysieren. Pridliminidre Ergebnisse lassen
erkennen, dass bei stark erniedrigten Insulinkonzentratio-
nen der mit Streptozotocin behandelten Ratten die Mela-
toninwerte erhoht waren (bei Typ2-diabetischen GK-Rat-
ten waren in Umkehrung die Insulinkonzentrationen
erhoht und die Melatoninwerte erniedrigt!). Es stellt sich
die Frage, ob Konzentrationsveridnderungen von Insulin
fiir die von Melatonin verantwortlich sind? Die Beantwor-
tung dieser Frage muss durch weiterfiihrende Unter-
suchungen geklirt werden und wird die Herausforderung
fiir entsprechende, bereits geplante und teilweise in An-
griff genommene Experimente sein.
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