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Rezeptor vermittelte Einfliisse von Melatonin auf die second messenger cAMP,
¢GMP und IP3 pankreatischer B-Zellen sowie Insulin-Melatonin-Interaktionen

Einleitung und Riickblick

Im Jahre 2003 erschien in einem ersten Endokrinologie-
Band in den Abhandlungen der Séchsischen Akademie der
Wissenschaften zu Leipzig der Ubersichtsartikel: ,,Zum
Einfluss von Melatonin auf Insulinsekretion, Signaltrans-
duktion und Sekretionsrhythmik pankreatischer f-Zellen
in vitro® (Peschke, 2003a). Vier Jahre spiter, im Jahre
2007, konnte im dritten Endokrinologie-Band ein wei-
terer Ubersichtsartikel ,,Funktionelle Beziehungen zwi-
schen Melatonin und Insulin — Untersuchungsergebnisse
an stoffwechselgesunden und diabetischen Versuchstieren
und Patienten® publiziert werden (Peschke und Miihl-
bauer, 2007). Im vorliegenden Beitrag des vierten Bandes
werden einleitend zuriickliegende Darstellungen kurz re-
feriert soweit sie fiir das Verstindnis der hier mitgeteil-
ten neuen Befunde unverzichtbar sind. Dabei wird (1.)
zundchst noch einmal auf die Melatonin-Rezeptorausstat-
tung der pankreatischen B-Zelle eingegangen, weil dieser
Themenkreis gegenwirtig — von hoher Aktualitét — im Fo-
cus internationalen Interesses steht, wobei die von uns in
den zuriickliegenden Jahren publizierten Ergebnisse zum
Nachweis von Melatonin-Rezeptoren der pankreatischen
B-Zelle unter Akzeptanz unserer Erstbeschreibung besté-
tigt werden.

Ferner soll (2.) in der vorliegenden Ubersicht auf
Signalkaskaden der B-Zelle eingegangen werden, tiber die
Melatonin Rezeptor-mediiert seinen Einfluss auf die In-
sulinsekretion ausiibt. Zuriickliegend wurden die second
messenger-Systeme cAMP (cyclisches Adenosinmono-
phosphat) und IP3 (Inositoltriphosphat) in ihrer Bedeutung
fiir die Vermittlung von Melatonineinflissen auf die Insu-
linsekretion charakterisiert und beschrieben. Aus diesem
Grunde werden diese beiden Systeme hier nur exemplarisch
berticksichtigt. In der Zwischenzeit konnte von uns zusétz-
lich der cGMP(cyclisches Guanosinmonophosphat)-Sig-
nalweg in seiner Bedeutung fiir die Insulinsekretion nach
Melatonin-Applikation (Stumpf et al., 2008, 2009) analy-
siert werden, so dass dieser Teil in der vorliegenden Uber-
sicht intensiver abgehandelt wird.

SchlieBlich soll (3.) in der vorliegenden Ubersicht auf
die Bedeutung funktioneller Zusammenhinge zwischen
Melatonin und Insulin eingegangen werden, wobei die
Betrachtung des Zusammenhanges durch Untersuchun-
gen erweitert wird, die an Typl- und Typ2-diabetischen
Tiermodellen sowie humanem Operationsmaterial und
Blutplasma von Typ2-Diabetikern durchgefiihrt wurden.
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1. Melatoninrezeptor-Ausstattung der
pankreatischen p-Zelle

Die Charakterisierung und Klonierung der Melatonin-
Rezeptoren erfolgte durch Reppert und Mitarbeiter (Rep-
pert et al., 1994, 1995a,b). Durch eigene Untersuchungen
(Peschke et al., 2000, 2002; Peschke, 2003a,b, 2004) so-
wie Publikationen anderer Autoren (Kemp et al., 2002)
konnte nachgewiesen werden, dass die pankreatische
B-Zelle Melatonin-Rezeptoren vom Typ MT1 aufweist
und dass Melatonin-Applikation zu einer Senkung der In-
sulinsekretion fiihrt (Picinato et al., 2002a). Der beschrie-
bene Mechanismus der Senkung der Insulinsekretion
beruht auf einer Bindung der membranstindigen MT1-
Rezeptoren an hochaffine Pertussistoxin-sensitive inhibi-
torische GTP-bindende (Gi)-Proteine. Anhaltspunkte fiir
die Existenz von MT2-Rezeptoren auf der f-Zelle konn-
ten erst jiingst erbracht werden (Miihlbauer und Peschke,
2007; Peschke et al., 2007; Peschke 2008). Diesen Befun-
den lagen zahlreiche Einzeluntersuchungen zugrunde, vor
allem aber ein Primer-Design, das sich von derzeitig fa-
vorisierten Vorgehensweisen unterschied. Seitdem sind in
verschiedenen Publikationen die eigenen Befunde besté-
tigt und erweitert worden sowie Versuche unternommen
worden, Rezeptor-mediierte Einfliisse des Melatonins in
den Kontext klinischer Betrachtungen zu stellen, bis hin
zu Spekulationen, ob Melatonin eine Bedeutung fiir die
Diabetogenese haben konnte.

Folgend wird kurz referiert, wodurch der Nachweis
von MT2-Rezeptoren auf der f-Zelle gelang. Entschei-
dend war die real-time-Detektion naszierender DNA im
Zuge der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Nutzung un-
ter gleichzeitigem Einbau des sehr stabilen, sensitiven,
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes ,,Eva Green®,
wodurch sich die Sensitivitdt um ein Vielfaches erhoht.
Die Laser-angeregte Fluoreszenz-Emission wurde durch
einen Photomultiplier in Echtzeit aufgezeichnet und
quantitativ bestimmt. Unter Verwendung der real-time
RT-PCR-Technik und mit speziell angepassten Primern
gelang es nun, MT2-spezifische Transkripte in der pan-
kreatischen Insel sowie einer Insulinomazelllinie (INS1)
der Ratte nachzuweisen. Die genutzten Basen-Sequenzen
fiir den Primer zum MT1-Nachweis waren: CAACCTG-
CAAACCGGAACTC vorwirts und GGAAAACCAC-
CAGGGCAAT riickwarts.

Fir den Primer zum MT2-Rezeptor-Nachweis wur-
den folgende Basen-Sequenzen genutzt: CATCCACT-
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TCCTCCTTCCAA vorwirts und TATGGCGAAAAC-
CACAAACA riickwérts. Beide Primersets fiithrten zur
Amplifizierung von Transkriptanteilen des Exon 2. Im
Ergebnis gelang es, sowohl MT1- als auch MT2-mRNA
entstammende PCR-Produkte zu amplifizieren. Gelelekt-
rophorese-Separation der DNA ergab spezifische Banden:
101 bp fiir das MT1- und 169 bp fiir das MT2-Amplikon.
Durch Spaltung mit zwei Amplikon-spezifischen Restrik-
tionsenzymen an bekannten Schnittstellen konnte nach-
folgend die Spezifitit des MT2-PCR-Produktes bestétigt
werden. Nach Behandlung mit dem Restriktionsenzym
Eco 311 lieBen sich im analytischen Agarosegel Fragmente
mit den spezifischen Molekiilgrolen von 103 bp und
66 bp nachweisen, dariiber hinaus auch die erwarteten
Fragmentgrofen nach Behandlung mit einem weiteren
Restriktionsenzym Bfil (108 bp und 61 bp). Die quantita-
tive Auswertung der PCR-Experimente zeigte allerdings,
dass die Expression flir den MT2-Rezeptor sehr viel ge-
ringer ist, als die des MT1-Rezeptors. Diesem Umstand
ist moglicherweise geschuldet, warum éltere Untersu-
chungen mit konventioneller PCR-Technik zu keinem
Ergebnis gefiihrt hatten (Miihlbauer und Peschke, 2007).

Nachdem an Pankreas, isolierten pankreatischen In-
seln und Insulinomazellen INS1 von Ratten der Nachweis
des MT2-Rezeptors gelungen war, stellte sich die wichtige
Frage der Ubertragbarkeit des Ergebnisses auf humanes
Material. Im Ergebnis konnte mittels real-time RT-PCR-
sowie immunhistochemischer Untersuchungen zweifels-
frei der Nachweis des MT2-Rezeptors auch an mensch-
lichem Pankreasgewebe (Operationsmaterial) erbracht
und somit die Ubertragbarkeit der Rattenbefunde auf den
Menschen belegt werden. Jedoch wird auch beim Men-
schen die mRNA des MT2-Rezeptor sehr viel schwéicher
exprimiert. Die Einbezichung von Pankreasgewebe Typ2-
diabetischer Patienten hatte zum Ergebnis, dass die Ex-
pressionshohe sowohl der MT1- als auch MT2-Rezeptor-
mRNA bei Diabetikern gegeniiber stoffwechselgesunden
Patienten stark erhoht ist (Peschke et al., 2007). Bislang
nicht geklart ist die Frage, ob sich den unterschiedli-
chen Melatonin-Rezeptoren spezielle Funktionszusam-
menhénge zuordnen lassen wie beispielsweise phase shif-
ting (Peschke und Peschke, 1998; Picinato et al., 2002b),
das iiber MT2-Rezeptorsignale vermittelt werden soll
(Liu et al., 1997; Jin et al., 2003).

In einer Reihe von Publikationen wurden kiirzlich
die von uns gefundenen Melatoninrezeptor-Befunde der
pankreatischen B-Zelle bestdtigt und dartiber hinaus ein
Zusammenhang zwischen dem Risiko, an Typ2-Diabe-
tes zu erkranken, und dem Auftreten bestimmter Genva-
rianten des MT2-Rezeptors (MTNR1b) im Rahmen einer
Genom-weiten Assoziationsstudie untersuchter Popula-
tionskohorten erhértet. Sowohl Untersuchungen von Pro-
kopenko und Mitarb. (2009) als auch Lyssenko und Mit-
arb. (2009) belegten iibereinstimmend, dass das Auftreten
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eines bestimmten ,,single nucleotid polymorphism* (SNP,
rs 10830963), also einer einzigen Basenveranderung ge-
geniiber einer neutralen Sequenz, das Risiko, spiter an
Typ2-Diabetes zu erkranken, signifikant erhoht. Dieser
SNP konnte im Intronbereich des MTNR1b gefunden wer-
den. Ahnlich wie das Gen des MT1-Rezeptors ist auch das
des MT2-Rezeptors durch ein grofles Intron mit nichtco-
dierender Sequenz unterbrochen. Der hier diskutierte SNP
fallt in den Intronbereich des MTNR 1b, beriihrt also nicht
die codierenden, translatierten Abschnitte. Die Interpreta-
tion dieses Befundes ist daher bislang offen, zumal kein
Uberlappen des SNPs mit bekannten Konsensussequen-
zen fiir Transkriptionsfaktoren oder Splice-Konsensusse-
quenzen vorliegt (Prokopenko et al., 2009). Belegt ist je-
doch ein Zusammenhang zwischen dem hdherfrequenten
Auftreten dieses SNP in den untersuchten Populationen
und groBerer Nachweiswahrscheinlichkeit erhohter Niich-
ternglukosespiegel. Aullerdem wurden pathologisch ver-
andertes Insulinsekretionsverhalten (first-phase insulin re-
sponse) im oralen Glukosetoleranztest (OGGT) sowie im
intravendsen Glukosetoleranztest (IVGTT) festgestellt.

In einer weiteren Assoziationsstudie (Bouatia-Naji et
al., 2009) wird ein neuer SNP mit modulatorischer Wir-
kung auf den Glukosestoffwechsel in einer européischen
Population beschrieben. Dieser SNP (rs 1387153) zeigt
ebenfalls einen statistisch signifikanten Zusammenhang
mit erhohten Niichternglukosespiegeln, jedoch in Uber-
einstimmung mit den vorgenannten Studien, keinen we-
sentlichen Einfluss auf die typischen Risikofaktoren des
Typ2-Diabetes wie Obesitas bzw. erhohten body mass
index (BMI). Zudem wird ein kumulativer Effekt dieser
MTNR 1b-Genvariante zusammen mit bestimmten Varian-
ten der Gene fiir Glucokinase (GCK), glucokinase re-
gulatory protein (GCKR) und fiir das -Zell-spezifische
glucose-6-phosphatase-catalytic-subunit-related-protein
(G6PC2) fiir die Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines
Typ2-Diabetes beschrieben (Bouatia-Naji et al., 2008).
Interessanterweise befindet sich dieser zweite SNP des
MTNRIb weit entfernt von dem zuvor genannten, nam-
lich im 5’-Promotorbereich des Gens, woraus sich ein
moglicher Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung
erkldren konnte.

Die Arbeit von Lyssenko und Mitarb. (2009) deutet auf
eine erhohte Expression des MT2-Rezeptor-Transkripts in
humanen pankreatischen Inseln des Diabetes-Risikotyps
hin. Dieser Befund wiirde sich damit in einen Zusammen-
hang mit erhéhten Expressionswerten fiir den MT2-Re-
zeptor im humanen Gesamtpankreas einordnen (Peschke
et al., 2007). Insgesamt wird davon ausgegangen, dass die
hier diskutierten SNP des MTNRIb-Genlokus als mog-
liche prognostische Marker fiir ein erh6htes Diabetes-Ri-
siko genutzt werden konnten. Ronn et al. (2009) konn-
ten dartiber hinaus nachweisen, dass der von Lyssenko
et al. (2009) und Prokopenko et al. (2009) beschriebene
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SNP rs10830963 in Populationen chinesischer Herkunft
(Han) 1,5fach hdufiger vertreten ist als in Populationen
kaukasischer Herkunft, verbunden mit entsprechend ho-
herem Erkrankungsrisiko. Im {ibrigen bestétigt die Verof-
fentlichung von Lyssenko et al. (2009) die zuvor von der
Arbeitsgruppe um E.Peschke (Miihlbauer und Peschke,
2007; Peschke et al., 2007) publizierten Ergebnisse zur
Expression des MT2-Rezeptors im humanen Pankreas
mittels PCR-technischer und immunhistochemischer Ver-
fahren. Es wird ferner bestétigt, dass dic Melatoninrezep-
toren — vermittelt {iber inhibitorische G-Proteine — an die
cAMP-Signalkaskade gekoppelt sind.

Im Unterschied zu den eigenen Befunden sprechen die
von Lyssenko et al. (2009) aufgefiihrten Ergebnisse fiir
ein hohes Expressionsniveau des MT2-Rezeptors in hu-
manen Inseln (Verhéltnis MT1:MT2 = 1:1) und besta-
tigen generell die Expression sowohl des MT1- als auch
des MT2-Rezeptors in der Insel. Der Nachweis des MT1
Rezeptors war zuvor von Ramracheya und Mitarb. (2008)
auf Grund von ,single-cell“ RT-PCR-Befunden an hu-
manen B-Zellen, nicht aber an solchen von Rodentiern,
erbracht worden.

SchlieBlich kann festgestellt werden, dass Lyssenko
et al. (2009) zusammenfassend zu der Uberzeugung ge-
langen, dass die genannten genetischen Zusammenhinge
einen therapeutischen Ansatz bieten konnten, durch Ein-
satz von Melatoninrezeptor-Antagonisten einen Einfluss
auf cAMP und konsekutiv die Insulinsekretion zu erlan-
gen, wobei Stimulation durch GLP-1 oder deren thera-
peutisch eingesetzte Analoga im Vordergrund stehen. Ob
entsprechende Strategien der Diabetes-Therapie perspek-
tivisch bedeutungsvoll sein werden, bleibt abzuwarten.

2. Melatoninrezeptor vermittelte Signalwege
in der pankreatischen B-Zelle

2.1. Der Gi-Adenylatcyclase-cAMP-Signalweg

Melatonin entfaltet — wie bereits referiert — seine bislang
bekannten Rezeptor-mediierten Effekte auf dem Weg iiber
Pertussistoxin-sensitive inhibitorische GTP-bindende Pro-
teine (Gi), die an die MT1- und MT2-Membranrezeptoren
gekoppelt sind. Die wichtigsten und bekanntesten zellula-
ren Effekte des Melatonins werden iiber eine Herabregu-
lation der intrazellularen cAMP-Konzentration vermittelt
(Ubersicht siehe: Vanecek, 1998).

Zuriickliegende eigene Untersuchungen haben unter
Nutzung von molekularbiologischen, autoradiographi-
schen und funktionellen Untersuchungen, Superfusions-
experimenten sowie Bindungsstudien belegen konnen,
dass die Melatonineffekte an der Insulin-produzieren-
den pankreatischen B-Zelle ebenfalls tiber trimere inhi-
bitorische Proteine (Gi), die Adenylatcyclase (CA), das
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cAMP und die Proteinkinase A vermittelt werden. Die
Ergebnisse wurden an pankreatischen Inseln neonater
Ratten (Peschke et al., 1997, 2000; Csernus et al., 1998)
als auch Ratten-Insulinomazellen INS1 (Peschke et al.,
2002, 2006a,b; Peschke, 2003a, 2004) erhoben. Sie ha-
ben feststellen lassen, dass Melatonin auf diesem Weg die
Glukose-, KCI- und Forskolin-stimulierte Insulinsekre-
tion senkt (sieche auch: Kemp et al., 2002; Picinato et al.,
2002a,b).

Bedeutungsvoll waren in diesem Zusammenhang die
Anpassung und Nutzung eines cAMP-RIA an eigene
superfusionstechnische Versuchsbedingungen. Es zeigte
sich, dass cAMP im Perifusat, also extrazellulér, gemes-
sen werden konnte. Fiir den aktiven Transport in den ex-
trazelluldren 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)
werden amphipathische Anionen, sogenannte multidrug
resistance proteins (MRP) wie MRP4 und MRP5 verant-
wortlich gemacht (Jedlitschky et al., 2000; Chen et al.,
2001). Der Efflux soll energieabhéngig und unidirektio-
nal erfolgen und durch Substanzen, die die cytoskeletale
Mikrotubulus-Assemblierung verhindern, hemmbar sein
(Rindler et al., 1978; Brunton und Mayer, 1979; Brun-
ton und Buss, 1980). Eigene Superfusionsexperimente
mit INS1-Zellen sollten nun kldren, ob der transmemb-
randse cAMP-Transporter durch Probenecid hemmbar
ist. Die publizierten Ergebnisse (Peschke et al., 2002;
Peschke 2003a, 2004) machten deutlich, dass Probenecid
die Forskolin-stimulierte, extrazellular gemessene cAMP-
Konzentration durch Blockierung des Exportes von cAMP
in den Extrazellularraum senkt, was zu einer Akkumula-
tion von intrazellulirem ¢cAMP mit konsekutiver Erho-
hung der Insulinsekretion fiihrt (siche auch: Finnegan und
Carey, 1998; Orlov und Maksimova, 1999; Steffgen et al.,
1999; Jedlitschky et al., 2000). Diese Befunde belegen,
dass cAMP nicht nur fiir die gut bekannten intrazellularen
Signalfunktionen bedeutungsvoll ist, sondern auch inter-
zellular Funktionen erfiillt (Chen et al., 2001). Durch Er-
weiterung des experimentellen Ansatzes und zusétzlichen
Einsatz des Phosphodiesterase-Hemmers IBMX (3-Iso-
butyl-1-methylxanthin) wurden erwartungsgemall so-
wohl die cAMP- als auch die Insulinkonzentration erhoht
(Peschke et al., 2002; Peschke 2003a, 2004). Zusétzlich
wurden Ko-Stimulationen von INS1-Zellen mit Clonidin
und Forskolin durchgefiihrt. Clonidin ist ein Gia-Protein-
Stimulator, wihrend Forskolin die Adenylatcyclase sti-
muliert. Experimentell wurde folgendermalf3en vorgegan-
gen: Nach Applikation von Forskolin allein wurden eine
Aktivierung der Adenylatcyclase, konsekutive Erh6hung
des intrazelluldaren cAMP-Gehaltes und schlielich er-
hohte Insulinsekretion erzielt. Wurde zusétzlich Clonidin
appliziert, das das inhibitorische G-Protein Gia aktiviert,
wurden die Forskolin-Effekte gehemmt und der cAMP-
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Gehalt erniedrigt. Prainkubation der INS1-Zellen mit Per-
tussistoxin (PTX) hatte zur Folge, dass Gi blockiert war,
Clonidin keine Aktivierung von Gia ausldsen konnte und
so Forskolin zu einer ungehemmten Aktivierung der Ade-
nylatcyclase, der cAMP-Konzentration und konsekutiv
zu einer ungehemmten Insulinsekretion fiihrte (Peschke
et al., 2006b; Zusammenfassung des Gi-Adenylatcyclase-
cAMP-Signalweges unter dem Einfluss von Melatonin
siche Zellschema Abb. 1).
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Abb. 1: Schema des Rezeptor-mediierten Einflusses von Melatonin auf
den Adenylatcyclase-cAMP-Signalweg der pankreatischen -Zelle ver-
mittelt tiber inhibitorische Gi-Proteine. Auf diesem Weg hemmt Melato-
nin die Insulinsekretion (Hauptweg).

ATP, Adenosintriphosphat; Ca*" L-channel, spannungsabhingiger Kalzi-
umkanal; cAMP, cyclisches 3’,5°-Adenosinmonophosphat; G,a.f,y, in-
hibitorisches G-Protein mit Untereinheiten; an,B,y, Gq Protein mit Un-
tereinheiten; K*, -channel, APT-abhéngiger K*-Kanal; MT, Melatonin;
MT -R und MT,-R, Melatonin MT - und MT -Rezeptor; PDE, Phospho-
diesterase; PKA, Proteinkinase A. Mit freundlicher Genehmigung durch
den Blackwell-Verlag aus: Peschke, 2008.

2.2. Der Gq-Phospholipase C-IP3-Signalweg

Schon bald erhob sich die Frage, ob die Rezeptor-medi-
ierten Melatoninwirkungen in der pankreatischen -Zelle
allein auf dem Adenylatcyclase-cAMP-Weg vermittelt
werden und sich alle Befunde auf der Grundlage dieses
Weges erkldaren lassen. Dazu wurden Untersuchungen
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angeschlossen, die weitere Transduktionswege mit ein-
beziehen sollten. Schon bald wurde deutlich, dass sich
verschiedene Melatonineffekte iiber die Nutzung des
Phospholipase C(PLC)-IP3-Weg erkléren lieen und dass
dieser Weg eine besondere Bedeutung haben miisse. Ent-
scheidend war in diesem Zusammenhang die Anpassung
eines kommerziell vertriebenen IP3-RIA an das eigene
B-Zell-System, die Ratten-Insulinomazelle INS1. Zu-
nichst wurde getestet, welche Isoformen des IP3-Rezep-
tors in der INS1-Zelle konserviert und nachweisbar sind,
anschlieBend der Einfluss von Carbachol auf die IP3-Frei-
setzung untersucht. Im Ergebnis konnten durch Einsatz
spezifischer Primer die Amplifikationsprodukte fiir IP3R-
1, IP3R-2 und IP3R-3 detektiert und der Nachweis er-
bracht werden, dass Carbachol die IP3-Freisetzung in der
INS1-Zelle erhoht (Bach et al., 2005). Die sich anschlie-
Benden Untersuchungen dienten nun der Frage, ob auch
Melatonin einen Einfluss auf diesen Signalweg nimmt.
Die Ergebnisse waren eindeutig, Melatonin erhdhte do-
sisabhéngig die IP3-Freisetzung und konsekutiv die Insu-
linsekretion. Dieser Befund wurde zusitzlich durch den
Einsatz des kompetitiven Melatoninrezeptor-Antagonis-
ten Luzindol (der auch schon in der Nachweiskette zur
Melatoninbedeutung fiir den AC-cAMP-Weg eine wich-
tige Rolle gespielt hatte) erhartet. Der IP3-steigernde Ein-
fluss von Melatonin wurde durch Luzindol aufgehoben.
Zahlreiche Zusatzuntersuchungen, wie beispiclsweise
kombinierte Gaben von Melatonin und Carbachol, lieBen
keinen Zweifel, dass Melatonin den IP3-Gehalt erhoht.
Nachdem feststand, dass Melatonin auch einen Insulin-
steigernden Einfluss auf die INS1-Zelle hat und dass dieser
Effekt tiber eine Aktivierung des IP3-Systems vermittelt
wird, erhob sich die Frage, ob der cytosolische Ca*-Ge-
halt gesteigert wird, woraus sich eine Erhohung der In-
sulinsekretion erkldren wiirde. Zusétzlich musste geklart
werden, ob die mogliche Erhohung des Ca**-Gehaltes aus
intrazelluldren Kompartimenten oder aus dem Extrazellu-
larraum stammt. Die Antwort konnte auf Grund konfokal-
mikroskopischer Laser-Scanning-Befunde gegeben wer-
den. Nach Melatonin-Applikation stieg, ebenso wie nach
Carbacholbehandlung, der intrazelluldre Ca?*-Gehalt an.
Dass das Ca*" aus intrazelluldren Kompartimenten stam-
men musste, wurde durch Experimente gesichert, in de-
nen die Melatoningabe den INS1-Zellen im Ca**-freien
Medium verabreicht wurde. Immer stieg das intrazellulére
Ca®" an, so dass feststand, dass es nur aus intrazellularen
Kompartimenten stammen konnte. Damit schlief3t sich die
Nachweiskette: Melatonin erhoht durch Aktivierung des
IP3-Systems den IP3-Gehalt und konsekutiv die Insulin-
konzentration (Bach et al., 2005, Peschke et al., 2006a).
Durch die geschilderten Signaltransduktionswege,
namlich den Einfluss von Melatonin auf den Gi-AC-
cAMP-Weg mit hemmender und den Gq-PLC-IP3-Weg
mit steigernder Bedeutung fiir die Insulinsekretion,
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musste geklart werden, wie die Einzeleffekte getrennt
werden konnten. Dazu musste der Gi-AC-cAMP-Weg
gehemmt werden, was durch Blockierung des inhibito-
rischen G-Proteins (Gi) mittels PTX ermoglicht wird.
Nur nach Hemmung der cAMP-Kaskade gelang es, den
Rezeptor-mediierten Einfluss von Melatonin auf das Gq-
PLC-IP3-System zu erfassen.

Zusammenfassend erhebt sich die Frage, warum Mela-
tonin in der B-Zelle einander widersprechende Funktions-
kaskaden zu aktivieren vermag, ndmlich auf dem Gi-AC-
cAMP-Weg eine Hemmung der Insulinsekretion und dem
Gq-PLC-IP3-Weg cine Steigerung der Insulinsekretion?
Bisher wissen wir nur, dass der IP3-Weg sehr schnell, der
cAMP-Weg erst nach mehrstiindiger Pra-Applikation von
Melatonin funktionell bedeutungsvoll wird (Zusammen-
fassung des Gg-Phospholipase C-IP3-Signalweges unter
dem Einfluss von Melatonin siche Zellschema Abb. 2).

L

([
IR -pathway |

ADbb. 2: Schema des Rezeptor-mediierten Einflusses von Melatonin auf
den Phospholipase C-IP3-Signalweg der pankreatischen B-Zelle vermit-
telt iber Gq-Proteine. Auf diesem Weg stimuliert Melatonin die Insulin-
sekretion (Nebenweg).

CREB, cAMP-regulated element-binding protein; DAG, Diacylglyce-
rol; ER, Endoplasmatisches Retikulum (hier glattes); G,o.B,y, inhibi-
torisches G-Protein mit Untereinheiten; an,B,y, Gq—Protein mit Unter-
einheiten; IP3, Inositol-1,4,5-triphosphat; MT, Melatonin; MT -R und
MT,-R, Melatonin MT - und MT-Rezeptor; PKC, Proteinkinase C;
PLC, Phospholipase C; RORa, RZRB, RORy, Isoformen der retinoic
acid receptor related orphan receptors. Mit freundlicher Genehmigung
durch den Blackwell-Verlag aus: Peschke, 2008.
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2.3. Der Gi-Guanylatcyclase-cGMP-Signalweg

SchlieBlich wurde in jiingster Zeit der Einfluss von Mela-
tonin auf eine dritte Signalkaskade, den Guanylatcyclase-
c¢cGMP-Signalweg, in der pankreatischen B-Zelle unter-
sucht. Cyclisches 3°-5"-Guanosinmonophosphat spielt als
second messenger neben cAMP (cyclisches 3°-5'-Adeno-
sinmonophosphat) eine zentrale Rolle in der Regulation
des Zellstoffwechsels. Neben der Beteiligung der Uber-
tragung von Lichtreizen in der Retina ist cGMP an der
Relaxation der GefdaBmuskulatur, Hemmung der Throm-
bozytenaggregation, Wachstum und Differenzierung von
Epithelzellen sowie an der Natrium- und Wasserresorp-
tion in Niere und Diinndarm beteiligt. Katalysiert durch
Guanylatcyclasen, wird cGMP aus Guanosin-5"-triphos-
phat (GTP) unter Abspaltung von Pyrophosphat generiert.

Guanylatcyclasen (GC) koénnen als membranstindige
und zytosolische Enzyme vorliegen. Von der membran-
standigen Form (mGC) wurden bisher sieben verschie-
dene Isoformen beschrieben (mGC A bis G). Liganden
der Guanylatcyclase A sind ANP (atrial natriuretic pep-
tide) und BNP (brain natriuretic peptide), welche liber
die mGC A endokrine Effekte auf den Fliissigkeitshaus-
halt vermitteln. Die Guanylatcyclase B wird von CNP (c-
type natriuretic peptide) aktiviert und beeinflusst die vas-
kuldre Regeneration sowie die enchondrale Ossifikation.
Die Guanylatcyclase C stellt einen Rezeptor dar, welcher
vor allem im Magen-Darm-Trakt von Bedeutung ist. Die
ligandenbindende Stelle ist spezifisch fiir die Peptide Gu-
anylin und Uroguanylin sowie fiir hitzestabile Enteroto-
xine, die von Enterobakterien sezerniert werden. Fiir die
Guanylatcyclasen D, E, F und G sind bisher keine endo-
genen Liganden bekannt; sie gelten deshalb als klassische
Orphan-Rezeptoren (Kuhn, 2003). Die Aktivierung der
cytosolischen, 16slichen Guanylatcyclase-Form (sGC)
wird vor allem durch das membrangéngige Stickstoff-
monoxid (NO) getriggert, welches durch NO-Synthasen
(NOS) bei der Umwandlung von L-Arginin in L-Citrullin
freigesetzt wird. Die sGC besteht aus einem Heterodimer
mit einer a- und einer B-Untereinheit und ist nur bei Ko-
Expression beider Untereinheiten funktionell aktiv (Har-
teneck et al., 1990).

Der Abbau des ¢cGMP wird durch Phosphodiestera-
sen (PDE) katalysiert, welche die Phosphodiesterbindung
zwischen der 3'-OH-Gruppe der Ribose und der Phosphat-
gruppe hydrolysieren; es entsteht das biologisch inaktive
Guanosinmonophosphat (GMP). Bisher sind 11 Familien
der Phosphodiesterasen bekannt, die sich hinsichtlich ih-
rer Substrat- und Inhibitorspezifitdt, Regulation, zellula-
ren Lokalisation und Gewebeverteilung unterscheiden.
Die Familien PDE 5, 6 und 9 weisen eine hohe Spezifitat
fiir cGMP gegeniiber cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) auf. Hingegen bauen die PDE 4, 7 und 8 cAMP
mit relativ hoher Spezifitat gegeniiber cGMP ab. Die PDE
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1,2, 3,10 und 11 weisen eine dhnliche Affinitét fiir ;CAMP
und cGMP an der katalytischen Doméne auf (Maurice et
al., 2003). Des Weiteren ist bekannt, dass durch Bindung
von ¢cGMP an die PDE 3 der Abbau von cAMP gehemmt
wird, wodurch eine Verkniipfung des cAMP-Signalweges
mit der cGMP-Transduktionskaskade entsteht (Bender
und Beavo, 2006). Neben der Spaltung durch Phospho-
diesterasen wird die cGMP-Wirkung auch durch seine
Elimination aus der Zelle {iber spezifische Transportsys-
teme begrenzt. Fiir einige Mitglieder der MRP-Familie als
Transporter fiir amphiphile Anionen konnte gezeigt wer-
den, dass sie zyklische Nukleotide aus der Zelle transpor-
tieren konnen. Die MRP 4, 5 und 8 transportieren sowohl
cAMP als auch cGMP (Jedlitschky et al., 2000; Chen et
al., 2001; 2005), wobei MRP 5 aber eine deutlich hohere
Affinitdt zu ¢cGMP aufweist (Jedlitzschky et al., 2000).
Es ist somit davon auszugehen, dass die intrazelluldre
c¢GMP-Konzentration sowohl von der Guanylatcyclase-
und Phosphodiesterase-Aktivitit als auch von der Elimi-
nation durch MRP abhéngig ist.

Die zelluldren und physiologischen Auswirkungen
veranderter cGMP-Konzentrationen werden durch ver-
schiedene Effektorproteine vermittelt. Neben der bereits
erwihnten Wirkung auf die cAMP-Signalkaskade durch
Hemmung der PDE 3 moduliert cGMP die Aktivitét der
c¢GMP-spezifischen Proteinkinase G (PKG) sowie cGMP-
abhéngige lonenkanile. Die cGMP-abhingigen Protein-
kinasen gehoren zur Familie der Serin-Threonin-Kina-
sen und werden durch die Bindung von cGMP aktiviert.
Ebenso kann die Proteinkinase A (PKA) durch cGMP ak-
tiviert werden — ein weiterer Hinweis fiir die enge Ver-
kniipfung des cAMP- und cGMP-Signalweges (Lucas et
al., 2000). Durch Proteinphosphorylierung der PKA wird
dementsprechend die Aktivitdt von Enzymen, Kanédlen
oder Transkriptionsfaktoren reguliert. Weiterhin konnen
durch das zyklische Nukleotid nichtselektive, liganden-
gesteuerte Kationenkanile, sogenannte CNG(cyclic nu-
cleotide-gated)-Kanile, aktiviert werden. CNG-Kanile
sind sowohl fiir monovalente als auch fiir divalente Kat-
ionen permeabel, wobei divalente gegeniiber monovalen-
ten Ionen bevorzugt werden (Wells und Tanaka, 1997). So
konnen intrazellulare Natrium- und Kalzium-Konzentra-
tionen in Abhéngigkeit von der aktuellen cGMP-Konzen-
tration in der Zelle moduliert werden (Biel et al., 1998;
Craven und Zagotta, 2006).

2.3.1. Einfluss von Melatonin auf die
c¢GMP-Signalkaskade

Es ist bekannt, dass Melatonin neben der Modulation der
cAMP- und IP3-Kaskade in verschiedenen Zellen und
Geweben auch Einfluss auf den ¢cGMP-Signaltransduk-
tionsweg nimmt. Allerdings wurden zuriickliegende Be-
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funde zur Bedeutung von Melatonin auf intrazelluldre
cGMP-Konzentrationen kontrovers diskutiert. Versuchs-
ergebnisse von Lopez-Gonzalez und Mitarb. (1992) sowie
Faillace und Mitarb. (1996) wiesen eine cGMP-Erhéhung
nach Inkubation mit Melatonin nach. Demgegeniiber bele-
gen andere Studien eine dosisabhidngige Verringerung der
cGMP-Konzentration nach Applikation von Melatonin in
physiologischen Konzentrationen (Vanecek und Vollrath,
1989; Gilad et al., 1997; Bubis und Zisapel, 1999; Petit
et al., 1999; Tamura et al., 2006). Dieser Effekt ist spe-
zifisch fiir den MT2-Rezeptor, tiber den die cGMP- als
auch cAMP-Signaltransduktionskaskade gehemmt wer-
den konnen (Petit et al., 1999). Untersuchungen zur Wir-
kung von Melatonin auf weitere Merkmale der cGMP-
Signalkaskade, untersucht an verschiedenen Geweben
und Zellen, unterstreichen den Einfluss des Hormons auf
den ¢cGMP-Transduktionsweg: Melatonin moduliert die
NO-Konzentration (Gitto et al., 2004; Silva et al., 2007),
senkt die Aktivitdt der NOS (Bettahi et al., 1996; Pozo et
al., 1997; Storr et al., 2002), erhoht die Aktivitit der Gua-
nylatcyclase (Vesely et al., 1981; Faillace et al., 1996) und
inhibiert die Aktivitdit cGMP-abhéngiger Phosphodieste-
rasen (Satake et al., 1991; Bubis and Zisapel, 1999). Fail-
lace und Mitarb. (1996) konnten weiterhin nachweisen,
dass die Aktivitit der Guanylatcyclase einem 24-Stunden-
Rhythmus mit hohen cGMP-Werten in der Nacht unter-
liegt, was fiir eine circadian-rhythmische Regulation der
Enzymaktivitét spricht. Zusammenfassend deutet — wenn
auch nicht unwidersprochen — die Mehrzahl der Untersu-
chungen auf einen hemmenden Effekt von Melatonin auf
die cGMP-Signalkaskade hin; eindeutige Aussagen konn-
ten jedoch bislang nicht getroffen werden.

Zum Verstandnis der durch Melatonin beeinflussten
Signaltransduktionsmechanismen in der pankreatischen
B-Zelle sind Untersuchungen zur Bedeutung des MT2-Re-
zeptors sowie zum Einfluss von Melatonin auf die cGMP-
Signalkaskade unverzichtbar. Sie tragen entscheidend zur
Ergénzung und Erweiterung der Kenntnisse zuriicklie-
gender Studien zum MT1-Rezeptor und der Wirkung von
Melatonin auf die cAMP- und IP3-Transduktionswege bei
(Peschke et al., 2000, 2002, 2006a,b, 2007; Bach et al.,
2005; Peschke, 2008).

2.3.2. Aktuelle Ergebnisse zur Bedeutung des MT2-
Rezeptors fiir die Insulinsekretion

Mit der Entdeckung und Erstbeschreibung des MT2-Re-
zeptors in der pankreatischen -Zelle erhob sich die Frage,
welche physiologische Bedeutung dieser Rezeptortyp fiir
die Vermittlung des Melatoninsignals hat und ob iiber den
MT2-Rezeptor die cGMP-Signalkaskade in Insulin-pro-
duzierenden B-Zellen beeinflusst wird. Zur Klirung dieses
Sachverhaltes wurden zellphysiologische und molekular-
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biologische Untersuchungen an INS1-Zellen und Langer-
hansschen Inseln der Ratte durchgefiihrt.

Zunichst bestand das Ziel darin herauszufinden, ob
der MT2-Rezeptor an der Melatonin vermittelten Senkung
der Insulinfreisetzung pankreatischer B-Zellen beteiligt
ist. Die Ergebnisse von Zellinkubationsversuchen besté-
tigten den bereits bekannten Effekt aus Perifusionsexpe-
rimenten (Peschke et al., 1997, 2002): Melatonin senkte
die Forskolin-stimulierte Insulinsekretion bei INS1-Zel-
len signifikant. Die Vorinkubation mit dem unspezifischen
Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol bewirkte eine
teilweise Verhinderung des Melatonineffektes, wohinge-
gen die Priainkubation mit dem spezifischen MT2-Rezep-
tor-Antagonisten 4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-
PDOT) die Insulin-senkende Melatoninwirkung nahezu
vollstandig aufhob (Abb. 3; Stumpf et al., 2008). Daraus
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Abb. 3: Untersuchungen zur Wirkung von Melatonin und Melatonin-Re-
zeptor-Antagonisten auf die Insulinsekretion in pankreatischen -Zellen.
Die Behandlung von Ratten-Insulinoma-Zellen (INS1) mit Melatonin
(100 nM) fiir 6 Stunden reduzierte die Forskolin-stimulierte (5 uM)
Insulinsekretion signifikant. Die Vorinkubation mit dem unspezifischen
Melatoninrezeptor-Antagonist Luzindol (10 pM) oder dem spezifischen
MT ,-Rezeptor-Antagonist 4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-PDOT,
100 nM) fiir 30 Minuten hob diesen Effekt auf. Das Inkubationsmedium
enthielt 11,6 mM Glukose. Die Daten représentieren den Mittelwert +
SEM aus 3 unabhingigen Versuchen mit je n = 8§ (*P < 0,05; ***P <
0,001). Mit freundlicher Genehmigung durch den Blackwell-Verlag aus:
Stumpf et al., 2008.

kann geschlossen werden, dass die Insulin-senkende Wir-
kung von Melatonin in pankreatischen B-Zellen nicht, wie
bisher angenommen, ausschlieBlich MT -Rezeptor-medi-
iert ist, sondern auch iiber den MT2-Rezeptor vermittelt
wird. In Kenntnis, dass Melatonin tiber den MT2-Rezep-
tor andernorts neben dem cAMP- auch den cGMP-Sig-
nalweg beeinflusst, wurden Untersuchungen zur cGMP
vermittelten Transduktionskaskade in der pankreatischen
B-Zelle und zur Wirkung von Melatonin auf diesen Sig-
nalweg durchgefiihrt.
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2.3.3. Expression von Komponenten der cGMP
vermittelten Signalkaskade in $-Zellen

Eine Melatonin-vermittelte Wirkung auf die intrazelluldre
c¢GMP-Konzentration und mogliche damit verbundene
Veranderungen in der Insulinsekretion setzen die Existenz
der an der cGMP-Signalkaskade beteiligten Proteine in
der pankreatischen B-Zelle voraus.

Die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) ist in der Lan-
gerhansschen Insel und der B-Zelle bereits hinldnglich un-
tersucht und nachgewiesen. Die konstitutive, neuronale
NOS und die Zytokin-induzierbare, Kalzium-unabhéin-
gige NOS wurden zweifelsfrei in der Langerhansschen
Insel und auch in der INS1-Zelle nachgewiesen (Carpen-
ter et al., 2001; Lajoix et al., 2001). Ebenso konnte die
konstitutiv gebildete endotheliale NOS im endokrinen
Pankreas, insbesondere in den B-Zellen, bestimmt wer-
den (Nakada et al., 2000). Untersuchungen an der INS1-
Zelllinie sind jedoch nicht bekannt. Uber das Vorkommen
verschiedener Isoformen der Guanylatcyclasen (GC) im
Pankreasgewebe gibt es bisher ebenfalls keine Untersu-
chungen; die Funktion des Enzyms wurde zuriickliegend
hauptsédchlich indirekt durch den Einsatz von Hemmstof-
fen, Aktivatoren oder Enzymaktivitdtsmessungen analy-
siert. Lediglich in der B-Zelle der Maus konnte die Exis-
tenz von GC nachgewiesen werden (Arava et al., 1999),
wobei unklar blieb, um welche der bekannten Isoformen
es sich handelt. Demgegeniiber wurde der Nachweis der
Proteinkinase G (PKG) in den B-Zell-Linien BRIN-BD11
(Kaminski et al., 2004) und MIN6 (Wang et al., 2004)
zuriickliegend erbracht. Durch Untersuchungen von Eh-
ses und Mitarb. (2002) konnte das Protein in der B-TC-
3-Zelllinie der Maus nachgewiesen werden, wihrend der
Nachweis in der INS1-Zelle der Ratte scheiterte. Uber
die Existenz verschiedener Isoformen cGMP-spezifischer
Phosphodiesterasen (PDE), cyclic nucleotid-gated(CNG)-
Kaniéle oder (MRP)-Transportproteine gab es, speziell die
pankreatische B-Zelle betreffend, bisher keine Untersu-
chungen.

Um Aussagen dariiber treffen zu konnen, ob und ge-
gebenenfalls wie Melatonin zu Verdnderungen von cGMP
in pankreatischen B-Zellen fithren konnte, wurden INS1-
Zellen zundchst mittels RT-PCR, DNA-Gelelektrophorese
und Restriktionsanalyse hinsichtlich des Vorkommens
von an der cGMP-Signalkaskade beteiligten Proteinen
charakterisiert. Dabei wurden sowohl Pankreasgesamtge-
webe als auch speziell exokrine Gewebeanteile, die Lan-
gerhansschen Inseln und INS1-Zellen untersucht (Stumpf
et al., 2008).

Bei Untersuchungen zur Expression der l6slichen
Form der Guanylatcyclase (sGC) konnten sowohl die
mRNA der a2- als auch der f1-Untereinheit nachgewie-
sen werden, was darauf hindeutet, dass in pankreatischen
B-Zellen eine funktionelle Isoform der sGC existiert. Von
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den sieben bekannten Formen der membranstidndigen Gu-
anylatcyclasen (mGC) wurde der Nachweis der mRNA der
Isoformen mGC A, B und C in der INS1-Zelle erbracht.

Weiterhin konnten in der INS1-Zelle die Transkripte
von Isoformen der cGMP-abbauenden Phosphodiestera-
sen PDE 1, 2, 5,9, 10 und 11 nachgewiesen werden. Auf
Untersuchungen der Expression genannter Photorezeptor-
PDE 6 wurde verzichtet, da diese ausschlielich in den
AuBensegmenten der Photorezeptoren vorkommt (Bender
und Beavo, 2006). Weiterhin konnte diec mRNA beider
Isoformen von cAMP-spezifischen PDE 3, PDE 3A und
PDE 3B in INS1-Zellen detektiert werden.

Bei CNG-Kanilen, die in die Untersuchungen mit ein-
bezogen wurden, handelt es sich um Tetramere, die aus
den Untereinheiten CNG A1, CNG A2, CNG A3, CNG
A4, CNG B1 und CNG B3 in verschiedenen Kombina-
tionsmoglichkeiten zusammengesetzt sein konnen. Ei-
nige bilden Homomere, die meisten nativen Kanile sind
jedoch aus verschiedenen Untereinheiten zusammenge-
setzt (Craven und Zagotta, 2006). Bisher gab es keine
Untersuchungen zum Vorkommen von CNG-Kanélen in
pankreatischem Gewebe oder zur moglichen Beteiligung
an Signaltransduktionsprozessen zur Insulinfreisetzung.
Molekularbiologische Untersuchungen an INS1-Zellen
fiithrten nun erstmals zum Nachweis der mRNA der Un-
tereinheiten CNG A1, CNG A2, CNG B1 und CNG B3 in
pankreatischen -Zellen.

Mit dem Nachweis der Transkripte von MRP 4, 5 und 8
in der INS1-Zelle kann die Moglichkeit der Regulation in-
trazelluldrer cGMP-Konzentrationen durch den Auswiérts-
transport iiber MRP-Transporter in der pankreatischen
B-Zelle in Betracht gezogen werden. Fiir den second mes-
senger cAMP konnte dieser Effekt nach unspezifischer
Hemmung von MRP-Transportern durch Probenecid in
eigens dazu durchgefiihrten Perifusionsexperimenten be-
reits nachgewiesen werden (Peschke et al., 2002).

(A)
120- *%k * *kk Kok
S 1l
X = 1104
E
@E 4004 ==
g X -
T o 904
x e T o
Tt
o .2 804 T
=3
9 g 704
] 4=
60 v T T T T
& N » N\
& S Q S N
o Q' Q) o N
+ N N O

2.3.4. Melatonin beeinflusst die cGMP-Konzentration
in INS1-Zellen

Nach der Charakterisierung der pankreatischen Insel
und INS1-Zelle hinsichtlich des Vorkommens von an der
cGMP-Signalkaskade beteiligten Proteinen und Versu-
chen zur funktionellen Bedeutung des MT2-Rezeptors fiir
die Insulinsekretion folgten Untersuchungen zur Beant-
wortung der zentralen Fragestellung: Hat Melatonin einen
Einfluss auf die cGMP-Konzentration der pankreatischen
B-Zelle?

In den Versuchen zur Regulation von ¢cGMP durch
Melatonin wurden INS1-Zellen zwecks Hemmung des
cGMP-Abbaus mit dem unspezifischen Phosphodieste-
rase-Hemmer IBMX vorinkubiert. Die Inkubation mit
Melatonin fiihrte zu einer signifikanten Senkung der
IBMX-stimulierten ¢cGMP-Konzentration in Abhéngig-
keit von Dosis (Abb. 4A) und Inkubationszeit (Abb. 4B).
Zur Untersuchung der Rezeptorspezifitat des Melatonin-
effektes wurden wiederum der unspezifische Melatonin-
rezeptor-Antagonist Luzindol sowie der spezifische MT2-
Rezeptor-Antagonist 4P-PDOT eingesetzt (Dubocovich et
al., 1997; Nonno et al., 1999). Die Vorinkubation sowohl
mit Luzindol als auch mit 4P-PDOT hob in eindrucksvol-
ler Weise den cGMP-senkenden Melatonineffekt nahezu
vollstandig auf (Abb. 5). Daraus kann geschlossen wer-
den, dass die cGMP-senkende Wirkung von Melatonin in
pankreatischen B-Zellen Rezeptor-mediiert ist. Luzindol
ist ein unspezifischer, kompetetiver Melatoninrezeptor-
Antagonist mit einer 15- bis 25-fach hoheren Affinitét fiir
den MT2-Rezeptor gegeniiber dem MT1-Rezeptor (Du-
bocovich et al., 1997; Nonno et al., 1999). Dagegen weist
4P-PDOT mit einer 300- bis 22000-fach hoheren Affinitét
zum MT2-Rezeptor eine sehr hohe Selektivitit fiir die-
sen Rezeptortyp auf (Dubocovich et al., 1997; Nonno et
al., 1999). Die Tatsache, dass der Einsatz beider Rezep-
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Abb. 4: Bestimmung der cGMP-Konzentration in Ratten-Insulinoma-Zellen (INS1) nach dosis- und zeitabhéngiger Melatoninstimulation unter Hem-
mung der Phosphodiesterasen mit 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, 1 mM). (A) Melatonin (10 nM, 100 nM, 1 uM) senkt den IBMX-stimulierten
c¢GMP-Gehalt dosisabhédngig und signifikant nach 1-stiindiger Inkubationszeit. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM aus 3 unabhéngigen
Versuchen mit je n = 4. (B) Der cGMP-senkende Effekt von 100 nM Melatonin erhoht sich mit steigender Inkubationsdauer (15 bis 60 Minuten).
Schon nach 15-miniitiger Melatoninapplikation wird die cGMP-Konzentration signifikant gesenkt. Im Diagramm sind Mittelwerte und Standardab-
weichungen mit n = 4 dargestellt (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). Mit freundlicher Genehmigung durch den Blackwell-Verlag aus: Stumpf et

al., 2008.
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Abb. 5: Untersuchung der Wirkung von Melatoninrezeptor-Antagonis-
ten auf die Melatonin vermittelte Senkung der cGMP-Konzentration
in Ratten-Insulinoma-Zellen (INS1). Die unspezifische Hemmung der
Phosphodiesterasen mit 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, 1 mM)
fiihrt zur Erh6hung von cGMP. Melatonin senkt den IBMX-stimulierten
c¢GMP-Gehalt bei Einsatz einer Konzentration von 100 nM nach 1-stiin-
diger Inkubationszeit signifikant. Durch Vorinkubation mit dem MT,-
spezifischen Rezeptorblocker 4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-
PDOT, 100 nM) und dem unspezifischen Melatonin-Rezeptorblocker
Luzindol (100 nM) wird dieser Melatonineffekt aufgehoben. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert = SEM aus 3 unabhéngigen Versuchen mit
je n =4 (**P < 0,01; ***P < 0,001). Mit freundlicher Genehmigung
durch den Blackwell-Verlag aus: Stumpf et al., 2008).

torblocker die cGMP-senkende Wirkung von Melatonin
fast vollkommen aufhob, rechtfertigt die Annahme, dass
Melatonin diesen Effekt iiber den MT2-Rezeptor vermit-
telt. Bedauerlicherweise ist kein gut etablierter, selektiver
MT1-Rezeptor-Antagonist kommerziell verfiigbar, um
MT1-Rezeptor-spezifische Effekte blockieren zu konnen.

2.3.5. Bedeutung von Guanylatcyclase und Stickstoff-
monoxid fiir Melatonin vermittelte Effekte auf die
c¢GMP-Konzentration

Nachdem nachgewiesen war, dass Melatonin Rezeptor-
mediiert die ¢cGMP-Konzentration in pankreatischen
B-Zellen senkt, bestand das Ziel weiterfithrender Un-
tersuchungen darin, herauszufinden, iiber welchen Me-
chanismus der Effekt vermittelt wird und welche Kom-
ponenten der cGMP-Signalkaskade daran beteiligt sind.
Eine Modulation der Aktivitat der GC war naheliegend.
Dementsprechend sollten Quantifizierungen der GC-
mRNA nach Melatoninbehandlung und Inkubationsver-
suche mit einem NO-Donator sowie Einsatz spezifischer
Inhibitoren des Enzyms Aufschluss tiber die Wirkung von
Melatonin auf die GC geben. Die Ergebnisse von real-
time RT-PCR-Untersuchungen an INS1-Zellen zeigten,
dass die Expression der 16slichen Guanylatcyclase (sGC)
nach Langzeit-Melatonininkubation dosisabhingig ge-
senkt wird (Abb. 6; Stumpf et al., 2009). Unterstiitzend
zu den molekularbiologischen Analysen wurden Inkuba-
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Abb. 6: Expressionsanalyse der 16slichen Guanylatcyclase (sGC) in Rat-
ten-Insulinoma-Zellen (INS1) nach Melatonineinwirkung. Die Zellen
wurden fiir 24 Stunden mit Melatonin (1 pM bis 10 uM) inkubiert; an-
schlieend konnten mittels real-time RT-PCR Unterschiede der mRNA-
Expression der sGC ermittelt werden. Zur Quantifizierung wurden Pri-
mer zur spezifischen Amplifikation der Untereinheit des Enzyms sGC
o2 verwendet. Melatonin fiihrte zur dosisabhéngigen Senkung der sGC
a2-mRNA mit signifikanten Ergebnissen bei Einsatz der Konzentratio-
nen von 100 pM bis 10 pM. Die niedrigsten Werte traten in Proben auf,
die mit Melatoninkonzentrationen im nanomolaren Bereich behandelt
wurden. Die Daten repréasentieren den Mittelwert + SEM aus 3 unab-
héngigen Versuchen mit je n =3 (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001).
Mit freundlicher Genehmigung durch den Blackwell-Verlag aus: Stumpf
etal., 2009.

tionsversuche unter Einsatz des NO-Donators S-Nitroso-
N-acetyl-DL-penicillamin (SNAP) und der spezifischen
sGC-Inhibitoren 1H-(1,2,4)oxadiazolo(4,3-a)quinoxalin-
I-on (ODQ) und 4H-8-bromo-1,2,40xadiazolo(3,4d)
benz(b)(1,4)oxazin-1-on (NS2028) durchgefiihrt: Zum
einen bewirkte SNAP tiber die Freisetzung von NO eine
Steigerung der Aktivitdt der sGC und folglich eine deut-
liche Erhéhung von ¢cGMP. Gleichzeitige Melatoningabe
fiihrte zur signifikanten Senkung des SNAP-induzierten
Anstiegs der cGMP-Konzentration (Stumpf et al., 2009).
Zum anderen konnte der cGMP-senkende Effekt von Me-
latonin durch die Vorinkubation mit ODQ und NS2028
aufgehoben werden. Bei Betrachtung der Isoformen
membranstidndiger Guanylatcyclasen mGC A, mGC B
und mGC C konnten keine Verdnderungen der mRNA-
Expression durch Melatonin festgestellt werden. Ebenso
kam es nach Blockierung der sGC nicht mehr zu der
oben beschriebenen Senkung der ¢cGMP-Konzentration
unter Melatonineinfluss (Abb. 7). Diese Ergebnisse deu-
ten darauf hin, dass Melatonin seine Wirkung tiber die
sGC-Isoform vermittelt (Stumpf et al., 2009). Uberein-
stimmend mit diesen Resultaten hatte die Inkubation mit
atrial natriuretic peptide (ANP), einem Aktivator der
mGC, keinen Effekt auf zellulire cGMP-Konzentratio-
nen in humanen embryonalen Nierenzellen (Petit et al.,
1999). Bis heute gibt es keinerlei Hinweise auf die Betei-
ligung membranstiandiger Guanylatcyclase-Formen in der
Modulation der NO- oder cGMP-Konzentrationen durch
Melatonin.
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Abb. 7: Einfluss von Melatonin und den spezifischen Inhibitoren der
loslichen Guanylatcyclase 1H-(1,2,4)oxadiazolo(4,3-a)quinoxalin-1-on
(ODQ) und 4H-8-bromo-1,2,40xadiazolo(3,4d)benz(b)(1,4)oxazin-1-on
(NS2028) auf die ¢cGMP-Konzentration in Ratten-Insulinoma-Zellen
(INS1). Die Zellen wurden mit dem unspezifischen Phosphodiesterase-
Hemmer 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, 1 mM) vorinkubiert, um
den cGMP-Abbau zu verhindern. Die Behandlung mit Melatonin (100
nM) senkte die IBMX-induzierte Erhéhung der cGMP-Konzentration
nach 1-stiindiger Inkubationszeit. Die Prdinkubation mit ODQ (10 uM)
oder NS2028 (10 uM) fiir 20 Minuten resultierte in einer signifikanten
Senkung der cGMP-Gehalte in INS1-Zellen. Dieser Effekt wurde durch
Melatoninbehandlung (100 nM) nicht beeinflusst, was darauf hindeutet,
dass Melatonin seine cGMP-senkende Wirkung iiber die 16sliche Gua-
nylatcyclase vermittelt. Die Daten représentieren den Mittelwert + SEM
aus 3 unabhéngigen Versuchen mit je n =4 (**P < 0,01; ***P < 0,001).
Mit freundlicher Genehmigung durch den Blackwell-Verlag aus: Stumpf
etal., 2009.

Die Aktivierung der sGC wird vor allem durch das
membrangingige NO ausgelost, welches durch die NOS
bei der Umwandlung von L-Arginin in L-Citrullin frei-
gesetzt wird. Melatonin nimmt bekanntlich Einfluss auf
NO (Saenz et al., 2002; Silva et al., 2007) und die Akti-
vitat und Expression der NOS (Crespo et al., 1999; Storr
et al., 2002; Valero et al., 2006; Liang et al., 2009). So
erhob sich die Frage, ob der Einfluss von Melatonin auf
die sGC sich moglicherweise aus verdnderten NO-Kon-
zentrationen erkldrt. Die Inkubation von INSI-Zellen
mit Melatonin und anschlieende Bestimmung von NO
(Griess-Methode) fiihrte zu keiner signifikanten Verdnde-
rung nach Kurzzeit-Stimulation (1 h), wohingegen Mela-
tonin nach Langzeitstimulation (4 bis 24 h) die NO-Kon-
zentration signifikant senkte. Zusdtzlich wurde cGMP
nach Melatoningabe und Pridinkubation mit dem unspe-
zifischen NOS-Inhibitor N¢-monomethyl-L-arginin (L-
NMMA) bestimmt. Es konnte nachgewiesen werden, dass
der cGMP-senkende Effekt von Melatonin nicht durch
den Einfluss der NOS vermittelt wird (Stumpf 2009).
Die Resultate der Messung von NO-Gehalten und Inku-
bation von L-NMMA lassen zusammenfassend erkennen,
dass Melatonin in Kurzzeit-Inkubationsexperimenten die
cGMP-Konzentration nicht durch Modulation von NO
oder der NOS-Aktivitdt vermittelt. Moglicherweise spielt
dieser Effekt jedoch eine Rolle bei langerfristiger Mela-
tonineinwirkung.
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Neben der Bindung von NO an die prosthetische
Gruppe der GC als bedeutendstem Mechanismus zur Re-
gulierung der Enzymaktivitdt werden weitere Moglich-
keiten zur Steuerung der GC-Aktivitdt diskutiert: Die
Genexpression des Enzyms kann durch transkriptionale
und post-transkriptionale Faktoren beeinflusst werden,
wie etwa durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und second
messenger-Systeme (Andreopoulos und Papapetropou-
los, 2000). Die Phosphorylierung der GC durch die PKC,
PKA oder PKG, Protein-Protein-Interaktionen sowie der
Einfluss verschiedener Substrate oder Reaktionsprodukte,
wie Ca*, ATP, GTP, cGMP oder Mg*, stellen Moglich-
keiten der post-translationalen Regulierung des Enzyms
in unterschiedlichen Zell-Linien oder Geweben dar (Py-
riochou und Papapetropoulos, 2005). Zu alternativen Re-
gulationsmechanismen neben der Bindung von NO an die
sGC im Pankreas gibt es bisher keine Studien. Die vor-
liegend beschriebenen Untersuchungen an der INS1-Zelle
weisen bei Kurzzeitinkubation von 1 h den Einfluss der
sGC, jedoch nicht der NO-Konzentration oder NOS-Ak-
tivitdt, in der Melatonin-mediierten Senkung von cGMP
nach. Aus diesem Grund muss in Betracht gezogen wer-
den, dass andere, NO-unabhédngige Prozesse, fiir diesen
Effekt verantwortlich sind, wie z.B. eine Phosphorylie-
rung der sGC durch die PKA, die zur gesteigerten Enzy-
maktivitit fuhrt (Zwiller et al., 1981). Somit konnte die
Hemmung der cAMP-Signalkaskade einschlielich der
PKA durch Melatonin auch fiir eine reduzierte Aktivitit
der sGC verantwortlich sein.

2.3.6. Tierexperimentelle und klinische Untersuchungen

Zahlreiche tierexperimentelle Versuche an Streptozoto-
cin(STZ)-behandelten oder Typ2-diabetischen Goto-Kaki-
zaki-Ratten (GK-Ratten), klinische Patientendaten zu Me-
latonin-, Insulin- und Glukose-Tagesprofilen im Plasma
sowie die Charakterisierung der Melatoninrezeptoren
stoffwechselunauffilliger und Typ2-diabetischer Patien-
ten konnten zuriickliegend Kenntnisse zum engen Zu-
sammenhang zwischen Melatonin und Insulin bei diabe-
tischer Stoffwechsellage liefern (Peschke et al., 2006b,
2007, 2008; Peschke, 2008). Um die Einsicht zum Ein-
fluss von Melatonin auf die cGMP-Kaskade zu erweitern,
wurden auch im Rahmen der cGMP-Analytik tierexperi-
mentelle Untersuchungen einbezogen. Ein quantitativer
Vergleich der sGC-mRNA in Inseln stoffwechselgesunder
Wistar-Ratten (WR-Ratten) und Typ2-diabetischer GK-
Ratten, gewonnen zur Tages- oder Nachtzeit, unterstiitzt
und erweitert Kenntnisse zur Bedeutung des Melatonins
fiir die Diabetogenese: Bei WR-Ratten ist die sGC in
der Nacht signifikant niedriger exprimiert als am Tag
(Abb. 8). Das spricht fiir eine Regulation der Enzymaktivi-
tdt in Abhéngigkeit von der Tageszeit, wie bereits von der
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Abb. 8: Vergleich der mRNA-Expression der loslichen Guanylat-
cyclase in pankreatischen Inseln extrahiert aus stoffwechselgesunden
Wistar(WR)- und Typ2-diabetischen Goto-Kakizaki(GK)-Ratten am
Tag (T) und in der Nacht (N). Die sGCo2-mRNA ist in Inseln von WR-
Ratten am Tag signifikant stirker exprimiert als in der Nacht, wohin-
gegen die Expression bei GK-Tieren nachts deutlich erhoht ist. Am Tag
sind bei WR-Ratten hohere Mengen des Transkripts nachweisbar als bei
GK-Ratten, wihrend nachts die sGCa2-mRNA bei GK-Tieren deutlich
starker exprimiert wird. Die Daten reprisentieren den Mittelwert = SEM
mit n =4 (*P < 0,05). Mit freundlicher Genehmigung durch den Black-
well-Verlag aus: Stumpf et al., 2008.

Retina des Goldhamsters bekannt (Faillace et al., 1996).
Im Gegensatz zum Transkript in Langerhansschen Inseln
stoffwechselgesunder WR-Ratten ist die sGC-mRNA bei
Typ2-diabetischen GK-Ratten nachts deutlich hochregu-
liert. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass bei WR-Rat-
ten am Tag deutlich hohere Mengen des Transkripts nach-
weisbar sind als bei GK-Ratten; ein Effekt, der nachts in
genau umgekehrter Weise beobachtet wird (Abb. 8).

Zusétzlich wurden Untersuchungen an Gesamtpan-
kreata und Langerhansschen Inseln — isoliert aus Mela-
toninrezeptor-knockout-Méausen — im Tagesgang durch-
gefiihrt. Das Ziel bestand darin, herauszufinden, ob
Verdnderungen in der Expression der sGC zu unterschied-
lichen Tageszeiten bzw. nach Melatoninrezeptor-knockout
vorliegen. Als Vorraussetzung fiir diese Untersuchungen
wurde zundchst der Nachweis erbracht, dass die sGC in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei der Ratte auch
im Pankreas und den Inseln der Maus exprimiert ist. Die
Daten zeigen, dass die sGC a2-Expression sowohl di-
rekt in den Langerhansschen Inseln als auch in Pankreata
von Tag- und Nachttieren bei Vorliegen eines Rezeptor-
knockouts erhoht ist. Dieser Effekt ist bei den MT2- und
Doppel-knockout-Tieren besonders stark ausgeprégt. An-
hand der Ergebnisse kann gefolgert und bestatigt werden,
dass Melatonin Rezeptor-mediiert Einfluss auf die cGMP-
Transduktionskaskade nimmt und dass offensichtlich vor
allem der MT2-Rezeptor an der cGMP-senkenden Wir-
kung von Melatonin beteiligt ist. Damit wurden die Resul-
tate aus batch-Inkubationsversuchen der B-Zelllinie auch
mit Untersuchungen am Tiermodell erginzt.
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2.3.7. Regulierung der Insulinsekretion durch cGMP

Im néchsten Schritt folgten Untersuchungen zur Klarung
der Frage, ob verdnderte cGMP-Konzentrationen in der
pankreatischen B-Zelle Einfluss auf die Insulinsekre-
tion nehmen. Frithere Studien zur Beteiligung der NO-
c¢GMP-Signalkaskade in der Regulation der Insulinsekre-
tion kamen zu unterschiedlichen und widerspriichlichen
Resultaten. Die meisten Daten deuten auf einen Insulin-
senkenden Effekt durch erhohte cGMP-Konzentrationen
hin (Laychock et al., 1991; Matsuura et al., 1999; Ka-
neko et al., 2003). Dagegen haben andere Studien ge-
zeigt, dass cGMP die Insulinfreisetzung hemmt (Vara
et al., 1991) oder nicht beeinflusst (Jones et al., 1992;
Sjoholm et al., 1997). Im Ergebnis eigener Inkubations-
versuche mit INS1-Zellen unter Verwendung des mem-
brangéngigen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP wurde deut-
lich, dass ¢cGMP die Insulinfreisetzung in Abhéngigkeit
von der Dosis signifikant erhoht (Abb. 9). Daraus kann
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Abb. 9: Untersuchungen zum Einfluss verdnderter cGMP-Konzentra-
tionen auf die Insulinsekretion pankreatischer B-Zellen. Ratten-Insuli-
noma-Zellen (INS1) wurden fiir I Stunde mit dem membrangéngigen
c¢GMP-Analogon 8-Br-cGMP (10 uM bis 2 mM) bei einem Glukose-
gehalt von 11,6 mM im Medium stimuliert. 8-Br-cGMP erhoht die In-
sulinsekretion signifikant und in Abhéngigkeit von der Dosis. Im Dia-
gramm sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 voneinander
unabhingig durchgefiihrten Experimenten mit jeweils n = 4 dargestellt
(*P < 0,05; ***P < 0,001). Mit freundlicher Genehmigung durch den
Blackwell-Verlag aus: Stumpf et al., 2008.

gefolgert werden, dass die Senkung der cGMP-Konzent-
ration durch Melatonin mit einer Hemmung der Insulin-
sekretion verbunden ist. Die Erkenntnisse sprechen dafiir,
dass Melatonin iiber die cGMP-Signalkaskade ebenso
einen Insulin-senkenden Effekt vermittelt, wie es bei der
bekannten Wirkung iiber den cAMP-Transduktionsweg
der Fall ist. Moglicherweise spielt dabei eine Verkniip-
fung der cAMP- mit der cGMP- Signalkaskade eine Rolle,
wie sie liber die Aktivierung der PKA oder die Hemmung
der cAMP-spezifischen PDE 3 durch ¢cGMP auftreten
kann.

Um mogliche Mechanismen der Melatoninwirkung
auf die Insulinsekretion durch Senkung des cGMP auf-
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zudecken, wurden weiterfithrend Untersuchungen iiber
die mogliche Beteiligung der Proteinkinase G (PKG) als
bedeutendem Bestandteil der cGMP-Signaltransduktions-
kade durchgefiihrt. Obwohl die Existenz der PKG im Pan-
kreas und auch speziell in pankreatischen B-Zellen bekannt
ist, gab es bislang keine Hinweise auf die Bedeutung des
Proteins fiir die Insulinsekretion. Die Daten zeigen, dass
die Blockade der PKG bei gering erhdhten cGMP-Kon-
zentrationen die Insulin-erhdhende cGMP-Wirkung nicht
beeinflusst; bei hoheren cGMP-Gehalten die Blockade der
PKG jedoch zur Hemmung der Insulinsteigerung durch
cGMP fiihrt. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass die
PKG erst bei hoheren cGMP-Konzentrationen aktiviert
wird und an der Signaltransduktion der cGMP-Kaskade
beteiligt ist.

2.3.8. Ergebnisse zur Funktion von cyclic nucleotide-
gated(CNG)-Kanélen in B-Zellen

Neben der Aktivierung der PKG und cGMP-spezifischer
Phosphodiesterasen sind CNG-Kanile Effektorproteine
des ¢cGMP zur Regulation verschiedener zelluldrer und
physiologischer Prozesse. Mit dem Nachweis der mRNA
von CNG-Kanal-Untereinheiten in der INS1-Zelle stellte
sich die Frage, ob CNG-Kanile als Komponenten des
cGMP-Transduktionsweges auch an der Signalkaskade
zur Insulinfreisetzung beteiligt sind. Die Blockade dieser
CNG-Kanile mit dem spezifischen Antagonisten L-cis-
Diltiazem (LCD) fiihrte zur signifikanten Senkung der In-
sulinfreisetzung. Nach Hemmung der CNG-Kanéle hatte
8-Br-cGMP keinen steigernden Effekt mehr auf die Insul-
insekretion. Daraus kann geschlossen werden, dass CNG-
Kanile an der Insulinsekretionskaskade sowie speziell an
der Insulin-steigernden Wirkung von cGMP beteiligt sind.
Interessanterweise zeigten real-time RT-PCR-Befunde
ferner, dass durch Melatonin nach Langzeitinkubation die
mRNA-Expression des CNG-Kanals in Abhéngigkeit von
der Dosis signifikant gesenkt wird (Stumpf et al., 2009).
Es liegt nahe, dass dies ein downstream-Effekt vermin-
derter cGMP-Konzentrationen durch Melatonin ist, wel-
cher konsekutiv zu Anderungen in der Insulinfreisetzung
fiihrt. Mit diesen Ergebnissen wurden erstmals Aussagen
zum Vorkommen von CNG-Kanidlen im Pankreas und
speziell in der pankreatischen B-Zelle, zu deren Beteili-
gung an der Insulinsekretionskaskade und zum Einfluss
von Melatonin auf diese Kanile getroffen. CNG-Kanéle
werden direkt durch Bindung von cGMP oder cAMP ge-
offnet. Somit kann der Einfluss auf die mRNA-Expression
des CNG-Kanals ebenso aus der Melatonin-mediierten
Hemmung des cAMP-Signalweges resultieren. Zum Ver-
standnis der Funktion der CNG-Kanile in der pankreati-
schen B-Zelle sowie zum Einfluss von Melatonin auf diese
Proteine sind weiterfiihrende Untersuchungen notwendig
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Abb. 10: Schema des Rezeptor-mediierten Einflusses von Melatonin auf
den Guanylatcyclase-cGMP-Signalweg der pankreatischen p-Zelle ver-
mittelt iiber inhibitorische Gi-Proteine. Auf diesem Weg hemmt Melato-
nin die Insulinsekretion.

Ca?" L-channel, spannungsabhéngiger Kalziumkanal; cGMP, cyclisches
3°,5’-Guanosinmonophosphat; CNG-channel, cyclic nucleotide-gated
channel; GMP, Guanosinmonophosphat; GTP, Guanosintriphosphat;
K* p-channel, APT-abhingiger K*-Kanal; MT, Melatonin; MT -R und
MT,-R, Melatonin MT - and MT,-Rezeptor; NO, Stlckstoffmonoxld
PDE, Phosphodiesterase; PKG, Proteinkinase G. Mit freundlicher Ge-
nehmigung durch den Blackwell-Verlag aus: Peschke, 2008.

(Zusammenfassung des Gi-Guanylatcyclase-cGMP-Sig-
nalweges unter dem Einfluss von Melatonin siche Zell-
schema Abb. 10).

Die hier vorgestellten Untersuchungen zur physio-
logischen Bedeutung des MT2-Rezeptors fiir die Vermitt-
lung des Melatoninsignals und zum Einfluss von Mela-
tonin auf die pankreatischen -Zellen unter Einbeziehung
der cGMP-Signalkaskade ergédnzen bisherige Ergebnisse
und erweitern das Verstdndnis liber die Wirkung von
Melatonin auf den Glukosestoffwechsel. Es konnte nach-
gewiesen werden, dass der MT2-Rezeptor an der Insu-
lin-senkenden Wirkung von Melatonin beteiligt ist und
dass Melatonin die cGMP-Konzentrationen in INSI-
Zellen in Abhingigkeit von Dosis und Inkubationszeit
senkt. Dieser Effekt wird tiber die Regulation der 16s-
lichen Guanylatcyclase vermittelt. Genexpressions-
analysen der sGC in Inseln stoffwechselgesunder und
Typ2-diabetischer Ratten unter Betrachtung tageszeit-
licher Verdnderungen ergénzen INSI1-Zell-spezifische
Untersuchungen. Dariiber hinaus konnten Aussagen zu
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Komponenten der cGMP-Signalkaskade in INS1-Zellen
und zum Einfluss von ¢cGMP, der PKG und CNG-Kané-
len auf die Insulinsekretion getroffen werden. Aus den
Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass Melatonin — in
Analogie zur Wirkung iiber den cAMP-Signalweg — durch
Senkung der ¢cGMP-Konzentration die Insulinsekretion
hemmt.
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Abb. 11: Synoptische Darstellung der moglichen Signalwege in der pan-
kreatischen B-Zelle unter dem Rezeptor-mediierten Einfluss von Mela-
tonin auf die Insulinsekretion: (i) Adenylatcyclase-cAMP-Signalweg
vermittelt iber inhibitorische Gi-Proteine, auf dem die Insulinsekretion
gehemmt wird (Hauptweg); (ii) Phospholipase C-IP3-Signalweg vermit-
telt iiber Gq-Proteine, auf dem die Insulinsekretion erh6ht wird (Neben-
weg); (iii) Guanylatcyclase-cGMP-Signalweg vermittelt tiber inhibitori-
sche Gi-Proteine, auf dem die Insulinsekretion gehemmt wird.

ATP, Adenosintriphosphat; Ca?* L-channel, spannungsabhéingiger Kal-
ziumkanal; cAMP, cyclisches 3’,5’-Adenosinmonophosphat; ¢cGMP,
cyclisches 3°,5’-Guanosinmonophosphat; CNG-channel, cyclic nucle-
otide-gated channel; CREB, cAMP-regulated element-binding protein;
DAG, Diacylglycerol; ER, Endoplasmatisches Retikulum (hier glattes);
G0,f,y, inhibitorisches G-Protein mit Untereinheiten; GMP, guanine
monophosphate an,ﬁ,y, Gq-Protein mit Untereinheiten; GTP, Guanosin-
triphosphat; IP,, Inositol-1,4,5-triphosphat; K*, -channel, APT-abhén-
giger K'-Kanal; MT, Melatonin; MT -R und MT,-R, Melatonin MT -
und MT,-Rezeptor; NO, Stickstoffmonoxid; PDE, Phosphodiesterase;
PKA, PKC und PKG, Proteinkinase A, C und G; PLC, Phospholipase
C; RORa, RZR, RORYy, Isoformen der retinoic acid receptor related
orphan receptors. Mit freundlicher Genehmigung durch den Blackwell-
Verlag aus: Peschke, 2008.

Mit den Untersuchungen zur Wirkung von Melatonin
auf die cAMP-, IP3- und cGMP-Signalkaskaden in der
pankreatischen B-Zelle konnten umfassende Kenntnisse
zur Modulation der Insulinsekretion durch das Indol-
amin erlangt werden (Synopsis der 3 Signalwege, cCAMP,
¢GMP und IP3 unter dem Einfluss von Melatonin siche
Abb. 11). Offen bleibt die Frage, warum Melatonin seine
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Effekte auf die Insulinfreisetzung der B-Zelle tiber unter-
schiedliche Signalkaskaden mediiert und welche funk-
tionelle Bedeutung der Auspriagung beider Melatonin-
rezeptor-Formen (MT1 und MT2) in der Vermittlung von
Melatonineffekten zukommit.

3. Melatonin-Insulin-Interaktionen: Unter-
suchungen an Typ1- und Typ2-diabetischen
Tiermodellen sowie Patientenmaterial

Bisher standen die Melatoninrezeptor-Ausstattung so-
wie die Vermittlung des Melatonineinflusses auf Sig-
nalkaskaden der pankreatischen B-Zelle im Zentrum der
Betrachtungen. Auf das mogliche Vorkommen von Me-
latoninrezeptoren auf anderen Inselzellen, wie beispiels-
weise a-Zellen, wurde grundsitzlich nicht eingegangen
(Ramracheya et al., 2008). Im Ergebnis wurde deutlich,
dass Melatonin iiber die cAMP- und cGMP-Kaskade die
Insulinsekretion senkt und nur unter besonderen experi-
mentellem Bedingungen (Hemmung von inhibitorischen
Gi-Proteinen mittels Pertussistoxin) die Insulinsekretion
unter Nutzung der IP3-Kaskade erhoht (Nebenweg, phy-
siologische Bedeutung bislang unbekannt). Fiir die Wei-
terverfolgung und mogliche Erklarung der Ergebnisse ist
entscheidend und soll deshalb besonders hervorgehoben
werden, dass Melatonin (nur) die stimulierte Insulinsekre-
tion (durch Glukose, KCI oder Forskolin hervorgerufen)
zu hemmen in der Lage ist.

Im 3. Teil soll nun kurz analysiert werden, in welcher
Weise diabetische Stoffwechselentgleisungen Einfluss auf
die Synthese und Sekretion von Melatonin nehmen. Dazu
konnte von uns erstmals 2006 Stellung bezogen werden
(Peschke et al., 2006b), nachdem es gelungen war nach-
zuweisen, dass Typ2-diabetische Goto-Kakizaki(GK)-
Ratten einen erniedrigten Melatonin-Plasmagehalt
aufweisen, der sich mit einem erhOhten Melatoninre-
zeptor-Status (real-time RT-PCR-Untersuchungen) pan-
kreatischer [B-Zellen paarte. In dieser Arbeit konnte
zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass leicht erhohte
Insulinspiegel der Typ2-diabetischen GK-Ratten mit einer
Senkung der Melatoninsynthese und konsekutiven Me-
latoninsekretion koinzidierten. Parallel konnten Tages-
profile der Melatoninsekretion von Typ2-diabetischen
Patienten erfasst und in Ubereinstimmung zu den Ergeb-
nissen der GK-Ratten eine deutliche Absenkung von Me-
latonin im Plasma nachgewiesen werden. Erhértet wurden
die Befunde durch Bestimmungen der Arylalkylamin-N-
Acetyl-Transferase(AA-NAT)-Enzymaktivitit von Epi-
physen (die AA-NAT wird als limitierendes Enzym der
Melatoninsynthese angesehen), die bei den GK-Ratten
gegeniiber stoffwechselgesunden Wistar-Ratten ebenfalls
erniedrigt war. Dieser Befund war von erhdhter Expres-
sion der AA-NAT-mRNA (kompensatorisch?) begleitet.
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Schliellich war bei den GK-Ratten die pineale Insulin-
rezeptor-Expression erniedrigt, die Melatoninrezeptor-
Expression der B-Zellen jedoch erhéht. Hinzu kam, dass
perifusionstechnische ex vivo-Untersuchungen von Epi-
physen unter dem Einfluss von Insulin eindeutige Ernied-
rigungen Norepinephrin-stimulierter Melatoninsynthese
zeigten (Peschke et al., 2008). Etwa zeitgleich wurde der
Einfluss von Insulin auf die Norepinephrin(NE)-stimu-
lierte Melatoninsynthese explantierter Rattenepiphysen
durch Garcia und Mitarb. (2008) bestétigt, jedoch wurde
im Gegensatz zu den eigenen Befunden festgestellt, dass
Insulin die NE-stimulierte Melatoninsynthese ebenso wie
die Tryptophanhydroxylase potenziert.

Diese bisher skizzierten eigenen Befunde waren so ein-
deutig und iiberzeugend, dass dem Zusammenhang weiter
nachgegangen wurde und an vorhandenem menschlichen
Pankreasgewebe (Operationsmaterial) von Stoffwechsel-
unauffilligen sowie Typ2-diabetischen Patienten Rezep-
toranalysen durchgefiihrt wurden. Zundchst konnte in
Ubereinstimmung mit den an der Ratte erhobenen Befun-
den die Melatoninrezeptor-Ausstattung auch der mensch-
lichen B-Zelle nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde
festgestellt, dass das menschliche Pankreas — im Vergleich
zum MT2-Rezeptor — eine hohere Expression des MT1-
Rezeptors aufweist und dass — wie oben bereits bei der
GK-Ratte festgestellt — die Expression beider Melatonin-
rezeptoren im Pankreas von Typ2-Diabetikern erhoht ist
(Peschke et al., 2007; Peschke, 2008).

Eine erste Zusammenfassung erlaubt festzustellen,
dass bei Typ2-diabetischen GK-Ratten als auch bei Typ2-
diabetischen Patienten erhohtes Plasmainsulin mit er-
niedrigter AA-NAT-Enzymaktivitit sowie Melatoninsyn-
these und -sekretion koinzidieren und dass erniedrigter
Plasma-Melatoningehalt von erhohter Melatoninrezep-
tor-mRNA-Expression der pankreatischen p-Zellen be-
gleitet ist. Bislang wurde jedoch noch nicht gekldirt, ob
es wirklich der erhohte Insulinspiegel ist, der die Mela-
toninsenkung zur Folge hat, da nicht ausgeschlossen wer-
den konnte, dass gegebenenfalls auch der erhohte Gluko-
sespiegel im Plasma die Ursache fiir die beschriebenen
Effekte sein kénnte.

Um sich der Kldrung dieser Frage zu ndhern, wurden
sowohl 6 als auch 45 Wochen alte Wistar-Ratten mit dem
klassischen Diabetogen Streptozotocin (STZ, 60 mg/kg
Korpergewicht) zur Entwicklung eines Typl-Diabetes
intraperitoneal gespritzt und nach 6 Wochen im Tages-
gang (aller 3 h je 5 Tiere) getotet. Im Ergebnis des auf-
wendigen tierexperimentellen Vorgehens wurden Tages-
profile von jeweils jungen (12 Wochen) als auch élteren
(51 Wochen) Kontroll- als auch STZ-Ratten gewonnen,
wobei die STZ-Tiere erwartungsgemdf3 extrem erhohte
Glukosewerte im Plasma, in Uberraschender Weise aber
auch erhohten Melatonin-Plasmagehalt aufwiesen. Die
Melatoninerhhungen der STZ-Tiere waren verbunden
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mit erhohter Expression pinealer AA-NAT und erhoh-
ter Expression pinealer Insulinrezeptor-mRNA. Dieses
Ergebnis war nicht erwartet worden und die Verdffent-
lichung der Ergebnisse der 12 Wochen alten Tiere wurde
zundchst solange zuriickgehalten, bis die Ergebnisse der
2. Experimentalserie (dltere Tiere, 51 Wochen) ebenfalls
vorlag. Auf Grund der Ubereinstimmung der Ergebnisse
bei jungen als auch ilteren Tieren — ndmlich erniedrig-
tes bis fehlendes Insulin koninzidiert mit erhéhtem Plas-
mamelatonin — konnte davon ausgegangen werden, dass
nicht die Glukose, sondern das niedrige (fast fehlende) In-
sulin (als Ergebnis der B-Zell-Zerstérung durch STZ) die
Ursache der Melatonin-Erhéhung sein miisste (Peschke
et al., 2008). Dennoch blieb eine Unsicherheit, die darin
bestand, dass STZ zwar relativ spezifisch die pankreati-
sche B-Zelle zerstort, zusitzliche (unbekannte) Lateral-
effekte aber nicht ausgeschlossen werden konnten. Um
auch diese Frage eindeutig beantworten zu kénnen, wur-
den mit dankenswerter Unterstiitzung der Medizinischen
Hochschule Hannover Typ1-diabetische iddm-Ratten so-
wie deren Hintergrundstamm LEW1ARI in die Untersu-
chungen einbezogen und nach anfinglichen Problemen
mit der Zucht begonnen. Die Tiere entwickeln um den
60. Lebenstag einen Typl-Diabetes, der nach wenigen
Tagen auf Grund totalen Insulinmangels zum Tode fiihrt.
Die bisherigen Untersuchungsergebnisse, die im Tages-
gang (aller 3 h unter L:D = 12:12) erhoben wurden, be-
stitigen die zuvor beschriebenen STZ-Befunde, ndmlich,
dass Insulinmangel erhéhte Melatonin-Plasmakonzentra-
tionen hervorruft. Gestiitzt werden die Aussagen durch pe-
rifusionstechnische ex vivo-Untersuchungen explantierter
Epiphysen von iddm- sowie LEW1ARI1-Ratten als Kon-
trollen. Im Vergleich zu den LEW1AR1-Ratten reagieren
die Epiphysen der Typl-diabetischen iddm-Ratten mit
verstarkter Melatoninsynthese und -sekretion auf NE-Sti-
mulation. Die Perifusionsergebnisse explantierter Epiphy-
sen machen deutlich, dass die gesteigerte Melatoninaus-
schiittung allein auf ,,intra“-epiphysdrer Aktivierung der
Synthese-Maschinerie beruht (an dieser Stelle wird auf
die graphische Dokumentation der Ergebnisse verzichtet,
weil die Ergebnisse noch préalimindren Charakters sind).

Eine zweite Zusammenfassung erlaubt festzustellen,
dass bei Typl-diabetischen STZ-Ratten, ebenso wie bei
Typl-diabetischen iddm-Ratten erniedrigtes bzw. fehlen-
des Plasmainsulin mit erhohter Melatoninsynthese und
-sekretion koinzidieren.

Derzeit werden umfiangliche HPLC-, molekularbiolo-
gische real-time RT-PCR sowie weiterfithrende perifusi-
onstechnische Untersuchungen an explantierten (ex vivo)
Epiphysen durchgefiihrt, um die Ursachen und die Sinn-
haftigkeit des eindeutigen Antagonismus zwischen Insu-
lin und Melatonin zu verstehen.

Ein Erklarungsansatz konnte darin bestehen, dass
in der Insulin-senkenden Funktion des Melatonins ein
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Schutz der pankreatischen -Zelle vor exzessiver Insulin-
sekretion und damit Uberforderung der B-Zelle zu sehen
ist. Dafiir spricht — wie oben bereits hervorgehoben — dass
Melatonin in unseren Experimenten allein die stimulierte
Insulinsekretion hemmt. Dieses bislang spekulative Kon-
zept orientiert sich an der Tatsache, dass beim Menschen
des nachts der Melatonin-Plasmagehalt hoch ist, zu einer
Zeit, in der — in aller Regel — wenig Insulin auf Grund
fehlender Nahrungsaufnahme gebraucht wird. Inwieweit
dieses Konzept auch auf die nachtaktive Ratte iibertrag-
bar ist, bleibt abzuwarten. Nicht unwesentlich konnte
auch die Tatsache sein, dass mit zunehmendem Alter der
Melatoningehalt im Plasma stetig abnimmt und die Typ2-
Diabetesinzidenz steigt. Dieser Zusammenhang trifft je-
doch nur fiir den Typ2-Diabetes zu, der auf einer B-Zell-
Uberforderung mit zundchst relativem und schlieBlich
absolutem Insulinmangel beruht. Erst wenn die -Zelle
infolge einer totalen Uberforderung ,,ausgebrannt* ist (vor
der Melatonin moglicherweise schiitzt), ist die Senkung
der stimulierten Insulinsekretion durch Melatonin funk-
tionell nicht mehr sinnvoll.

Im Ergebnis der hier vorgestellten Ergebnisse und
Deutungsversuche wird in einer dritten Zusammenfas-
sung festgestellt, dass die Autoren dem Melatonin eine
Schutzfunktion vor langfristig ungeziigelter Insulinsekre-
tion zuerkennen (Melatonin hemmt die stimulierte (!) In-
sulinsekretion). Die Autoren méchten sich von kurzgrei-
fender Euphorie jiingster Mitteilungen abgrenzen (z.B.
Diabetes Deutschland News vom 13. Februar 2009),
dass das ,,Schlafhormon Melatonin das Diabetes-Risiko
fordert* und ,,man nur noch Medikamente zu entwickeln
braucht, die das ndchtliche Melatonin-Signal an den Insu-
lin-produzierenden Zellen des Pankreas blockieren und so
zu einer Normalisierung des Niichtern-Blutzuckers beim
Typ 2 Diabetes fiihren*. Daran dndern auch die oben be-
schriebenen und erst jiingst erkannten Genpolymorphis-
men (SNP), die in unmittelbarer Ndihe der codierenden
Sequenz des MT2-Rezeptors lokalisiert sind, nichts (Stai-
geretal., 2008; Bouatia-Naji et al., 2009; Lyssenko et al.,
2009; Prokopenko et al., 2009, Sparso et al., 2009), da
sich bisher keine tiberzeugenden funktionellen Aussagen
oder Zusammenhdnge iiber die Bedeutung des MT2-Re-
zeptors fiir die Genese des Typ2-Diabetes ableiten lassen.
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