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Referat und bibliographische Beschreibung

Die Interaktionen von Glukosestoffwechsel und biologischen Rhythmen bei
Saugetieren bildeten den Hintergrund der Untersuchungen. Im Besonderen
interessierte die Wirkung des Hormons Melatonin auf die Insulin-produzierenden
pankreatischen B-Zellen. Frihere Arbeiten hatten eine Insulin-hemmende Wirkung
des Hormons, vermittelt Uber die intrazellulare cAMP-Signalkaskade, nachgewiesen.
Die hier vorgestellten Studien der IP3;-Signalkaskade sollten diese Befunde erganzen
und das Verstandnis der Wirkung von Melatonin auf den Glukosestoffwechsel
erweitern.

Zur Klarung der Fragestellung dienten in vitro Versuche mit INS1 Ratten-Insulinoma-
zellen, einem Modell fur pankreatische (B-Zellen. Die Zellen wurden unter statischen
Batch-Bedingungen und in einem dynamischen Superfusionssystem untersucht.
Gemessen wurden Insulin und intrazellulare IPs-Mengen. Ein IP3-Radiorezeptoras-
say wurde eigens zu diesem Zweck etabliert. Flankiert wurden die Studien durch
molekularbiologische Untersuchungen des |P;-Rezeptors.

Im Ergebnis zeigte sich eine spezifische, dosisabhangige Stimulation der IPs-
Signalkaskade pankreatischer 3-Zellen durch Melatonin in Konzentrationen von 1 bis
100 nmol/l. Carbachol wurde als Modellsubstanz der IPs-getriggerten Insulinaus-
schittung eingesetzt. Die Melatonin stimulierte IP3-Erhdhung verursachte nur eine
gesteigerte Insulinsekretion, wenn die cAMP-Signalkaskade durch PTX gehemmt
wurde. Die cAMP- und damit Insulin-hemmende Wirkung des Hormons ist unter
normalen Bedingungen dominierend.

Die gleichzeitige Nutzung antagonistischer Signalkaskaden durch Melatonin ist nicht
ungewodhnlich und flr zahlreiche andere Zelltypen beschrieben. Bei der Einordnung
in den physiologischen Kontext ist der Zeitfaktor aufschlussreich. Die volle
Auspragung der cAMP-inhibierenden Wirkung von Melatonin dauert einige Stunden,
wahrend die [Ps-stimulierende Wirkung sofort eintritt. Melatonin wird an der
pankreatischen [B-Zelle unter anderem eine Funktion als circadianer Synchronisator
zuerkannt. Fur diese Aufgabe ist eine sinnvolle Interaktion beider Signalkaskaden

vorstellbar.

Bach, Andreas Gunter: Der Einfluss von Melatonin auf die IPs-Signalkaskade der pankreatischen 3-Zelle.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 68 Seiten, 2005
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1. Einleitung

1.1 Biologische Rhythmen und Melatonin

Viele, moglicherweise alle, biologischen Vorgange unterliegen einer rhythmischen
Regulation, der tagliche Ablauf von Aktivitats- und Ruhephasen fast aller Lebewesen,
der alljahrliche Winterschlaf von Hibernatoren oder auch die jahreszeitliche
Ausbildung von Sommer- und Winterfell vieler Saugetiere: Uberall spielt die ,Innere
Uhr” eine Rolle [Van Cauter et al., 1997; Pevet, 2000].

Hinsichtlich der Periodenlange 7 biologischer Rhythmen werden ultradiane (r = we-
niger als ein Tag), circadiane (r = ein Tag bzw. 20 bis 28 h) und infradiane (z = viele
Tage, beispielsweise ein Jahr) Rhythmen unterschieden [Binkley, 1993; Reiter, 1993;
Peschke, 2002a].

Glandula pinealis

T

Centrum ciliospinale:
im oberen Thorakalmark

A

Ganglion cervicale superius:
im Zervikalmark

A

Nucleus paraventricularis

A

Nucleus suprachiasmaticus

A

Tractus retinohypothalamicus

Ganglienzellen der Retina

\
Abb. 1: Vom Licht zum Hormon: wichtige Stationen der ,Inneren Uhr* des Menschen

Saugetiere besitzen einen zentralen, endogenen Rhythmusgenerator, dessen
wichtigster Synchronisator das Licht ist [Reiter, 1993; Dubocovich 1995; Hardeland
1997; Peschke, 2002a]. Aus der Lange der taglichen Lichteinwirkung ist fur den
Organismus die Tages- und Jahreszeit ableitbar: es wird direkt von einer Uhren- und

Kalenderfunktion gesprochen [Reiter, 1993; Hardeland, 1997]. Die Lichtinformation
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wird mittels spezialisierter Sinneszellen der Retina aufgenommen [Foster, 2004] und
Uber einen gesonderten Nervenfaserzug (Tractus retinohypothalamicus) zu einem
hypothalamischen Kerngebiet geleitet, dem Nucleus suprachiasmaticus (SCN).
Dieser gilt als der primare, endogene Schrittmacher circadianer Rhythmen bei
Saugetieren [Dubocovich, 1995; Peschke, 2002a].

Die Signale des SCN gelangen uber verschiedene Zwischenstationen (Nucleus
paraventricularis, Centrum ciliospinale, Ganglion cervicale superius) [Kalsbeek et al.,
2002] zum Epithalamus des Diencephalon, der Epiphysis cerebri [Dubocovich, 1995;
Peschke, 2002a]. Aufgrund ihrer Lage war die Epiphyse in den vergangenen 2000
Jahren oftmals Gegenstand esoterischer und philosophischer Spekulationen. So
wurde sie als Ventil der Seele (Herophilos, um 335 v.Chr.) oder Sitz der Traume
(Schopenhauer, 1788-1860) bezeichnet. Bereits Galen (etwa 130 bis 201 n. Chr.)
identifizierte das Organ als Druse und der Aufklarer Descartes (1596-1650) hebt die
Verbindung zum optischen System heraus [Peschke, 2002a].

Die Epiphyse, oder wegen ihres an einen Pinienzapfen erinnernden Aussehens auch
Pinealorgan bzw. Glandula pinealis genannt, Ubersetzt die nervale circadiane
Information aus dem SCN in ein hormonelles Signal: das Melatonin. Die Epiphyse ist
damit ein Photoneuroendokriner Vermittler. Das Hormon mit einer ausgepragten
circadianen Sekretionsrhythmik erreicht héchste Blutspiegelwerte in der Nacht und
fallt am Tag stark ab. Dabei ist dieses Tagesprofil bei tages- und nachtaktiven Tieren
gleichermalen zu finden. Bei Saugetieren ist Melatonin neben anderen Markern wie
der Koérperkerntemperatur oder dem Plasmacortisolspiegel ein wichtiges circadian
rhythmisierendes Signal mit zahlreichen Einflissen auf das Endokrinium [Klerman et
al., 2002; Peschke, 2002a].

1.2 Glukosestoffwechsel und Melatonin

Stoffwechselprozesse unterliegen einer circadianen Beeinflussung [Bizot-Espiard et
al., 1998; Peschke et al., 1998; Picinato et al., 2002]. Die gewdhnlich wahrend der
Aktivitatsphasen aufgenommene Nahrung bedingt eine Erhéhung des Blutglukose-
spiegels. Reaktiv steigt die Insulinsekretion. Bei Ausschaltung dieses dominanten
Zeitgebers durch Nahrungskarenz, Dauerfutterung oder Dauerglukoseinfusion wird

ein endogener Rhythmus von Glukose- und Insulinspiegel sichtbar. Dieser



nahrungsunabhangige = Rhythmus ist bei der  Aufrechterhaltung  der
Glukosehomdostase von Bedeutung [Bizot-Espiard et al., 1998; Peschke et al., 1998;
Picinato et al., 2002].

Die Wichtigkeit einer intakten Stoffwechselregulation wird an der am starksten
verbreiteten Stoffwechselentgleisung der Gegenwart deutlich: dem Diabetes mellitus
Typ 2. Im Jahr 2000 litten weltweit 171 Millionen Menschen an der chronischen
Krankheit [Wild et al., 2004], welche erhebliche gesundheitliche, soziale und
Okonomische Belastungen verursacht.

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang von Glukosestoffwechsel und Melatonin
gehen auf Parhon zurick. Er beschrieb 1939 eine Insulin-ahnliche, hypoglykamie-
sierende Wirkung eines aus Rinderepiphysen gewonnenen Extraktes. Wurde
Versuchstieren die Epiphyse entfernt, konnte gehauft ein verringerter Insulinspiegel
und ein erhohter Glukosespiegel beobachtet werden. Melatoninapplikation
vermochte die Stoffwechselentgleisung wieder auszugleichen oder zumindest
abzumildern [Parhon, 1939].

Die Situation ist jedoch komplex. In den vergangenen 60 Jahren erschienen
unzahlige widerspruchliche Mitteilungen, welche die Beobachtungen von Parhon
entweder stltzten [Shima et al.,, 1997; Lima et al., 2001], genau das Gegenteil
ermittelten [John et al., 1990; Prakash et al., 1998], oder Uberhaupt keine Wirkung
feststellen konnten [Bizot-Espiard et al., 1998; Niijima et al., 1998]. Offenbar gibt es
bei der Wirkung von Melatonin auf die Insulinsekretion wichtige Nebenbedingungen,
welche seinen Einfluss stark modulieren.

Bei der Wirkung des Melatoninsignals spielen das Alter, Geschlechtsspezifika und
Zuchtbedingunen der Versuchstiere eine Rolle [Peschke, 2002a]. Ebenso ist die
untersuchte Spezies von Bedeutung, denkt man allein an den Unterschied zwischen
tag- und nachtaktiven Organismen. Weiterhin ist der Ernahrungszustand zu
berticksichtigen. So zeigt ein Metabolismus im Hungerzustand andere Reaktionen
als bei Nahrstoffuberangebot. Und schlieBlich ist das untersuchte Objekt entschei-
dend. Im intakten Organismus sind andere Reaktionsmuster zu erwarten als bei
einzelnen Langerhans’schen Inseln oder isolierten pankreatischen B-Zellen.

Dennoch zeichnete sich in der Mehrzahl der Studien die Beobachtung ab, dass der
Melatoninspiegel invers mit dem Insulinspiegel korreliert, also hohe Melatoninspiegel

mit niedrigen Insulinspiegeln verbunden sind und umgekehrt [Boden et al., 1996].



Ein zentraler Mechanismus bei der Modulation des Glukosestoffwechsel durch
Melatonin ist seine direkte Wirkung auf die insulinproduzierende pankreatische (-

Zelle.

1.3 Die pankreatische B-Zelle und Melatonin

Das menschliche Pankreas enthalt etwa eine Millionen Inselorgane mit jeweils etwa
500 B-Zellen, jede davon etwa 6 um grof3 [Dean et al., 1968].

Die B-Zelle ist in vivo zahlreichen humoralen, nervalen und parakrinen Einflissen
ausgesetzt [Berggren et al., 1994; Gillison et al., 1994; Rorsman et al., 1994]. Viele
dieser Signale werden Uber zellmembranstandige, G-Protein gekoppelte Rezeptoren
vermittelt. Die Vorstellung einer direkten Beeinflussung der Insulinsekretion durch
Melatonin wurde durch die Bestatigung der Existenz spezifischer Melatoninrezepto-
ren (Subtyp MT,) auf pankreatischen (3-Zellen bestarkt [Peschke et al., 2000; 2002a;
b; Kemp et al. 2002].

Der MT4-Rezeptor ist an ein Gja-Protein gekoppelt, welches typischerweise eine
inhibierende Wirkung auf die cAMP-Signalkaskade durch Hemmung der Adenylat-
zyklase ausubt. Die vermutete Existenz dieses Signalweges konnte in einer Reihe
von Zelltypen bzw. Organen nachgewiesen werden, beispielsweise in kultivierten
Pigment-Epithelien des Menschen [Nash et al., 1995], in der Hypophyse des Schafes
[Morgan et al., 1995] und der Ratte [Vanecek et al., 1995], in der Niere des Huhns
[Song et al., 1996] und im Nebenhoden der Ratte [Shiu et al., 2000].

Schliellich bestatigte sich die Existenz dieses Signalweges in pankreatischen [3-
Zellen [Peschke et al., 1997; 1998; 2000; 2002b; Kemp et al., 2002; Picinato et al.,
2002]. Melatonin hemmte nach mehrstundiger Inkubation die cAMP-Bildung und
konsekutiv die cAMP-stimulierte Insulinsekretion.

Dennoch blieb die Frage unbeantwortet, ob sich der Einfluss von Melatonin auf die
pankreatische B-Zelle allein in der Hemmung der cAMP-Signalkaskade erschopft. Es
gab gute Grinde, dies zu bezweifeln. In anderen Zelltypen beeinflussen Melatonin-
rezeptoren neben cAMP weitere intrazellulare Botenstoffe, darunter cGMP [Petit et
al., 1999], Diazylglyzerol [Vanecek, 1998], Arachidonsaure [Vanecek, 1998], Ca®*
[Vanecek, 1998], und IP; [Popova et al., 1995; Godson et al., 1997; Brydon et al.,
1999; Zemkova et al., 2000; Blumenau et al., 2001; Lai et al., 2001; 2002;
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MacKenzie et al., 2002; Balik et al., 2004; Girouard et al., 2004; Markowska et al.,
2004]. Insbesondere die Beteiligung der IP;-Signalkaskade an der Vermittlung des
Melatoninsignals ist in den letzten Jahren zunehmend diskutiert worden. Das war der
Ausgangspunkt, den Einfluss von Melatonin auf den IPs-Signalweg in der pankreati-

schen B-Zelle zu untersuchen.

1.4 Die IPs-Signalkaskade

Das IPs-Molekul ist der an den Positionen 1, 4 und 5 phosphorylierte, zyklische
Polyalkohol Inositol. Die Substanz mobilisiert Ca?*-lonen aus intrazelluldren
Speichern [Biden et al., 1984; Berridge et al., 1989; Mikoshiba et al., 2000]. Den
Groliteil dieser IP3-Rezeptor tragenden Kompartimente stellt das Endoplasmatische
Retikulum [Gilon et al., 2001; Barker et al., 2002]. Die erhdhte intrazellulare Ca**-
Konzentration fuhrt konsekutiv zur Stimulation von Exozytosemechanismen. In der
pankreatischen [3-Zelle ist die Aktivierung der IPs;-Signalkaskade eine Mdglichkeit, die

Ausschuttung von Insulin zu erhohen.

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Diazylglyzerol

o]

N NV NVN NNV N g

WWWO

o]

Abb. 2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, bestehend aus IPs-Komponente und
Diazylglyzerol-Komponente. Energiereiche Phosphatbindungen sind durch

,P“ bezeichnet.

Am Beginn der IPs;-Signalkaskade steht die Aktivierung eines zytosolischen Enzyms,
der Phospholipase C [Li et al., 1998]. Diese Lipase spaltet in der Schlisselreaktion
des IP3;-Metabolismus spezifisch die Diazylglyzerolgruppe von der Position 1 des

Zellmembranlipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphats ab (Abb. 2). Es entstehen
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in aquimolarem Verhaltnis IP; und Diazylglyzerol. Beide Spaltprodukte sind intra-
zellulare Signalstoffe.

Es gibt verschiedene Isoformen der Phospholipase C, welche Bestandteil unter-
schiedlicher Signalkaskaden sind. Neben der Phospholipase Cf, welche durch ein
Gq0-Protein stimuliert wird, katalysieren die Tyrosinkinase aktivierte Phospholipase
Cy und die durch Ca®*-lonen aktivierte Phospholipase C5 die Reaktion [Berridge et
al., 1989; Li et al., 1998; Barker et al., 2002].

Die Ausgangssubstanz der Reaktion, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, gehort
zur Gruppe der Phosphatidylinositide. Unterschiedlich phosphorylierte Phosphatidyl-
inositide stellen etwa 10 % des Lipidgehalts der Zelle und sind mit ihrem komplexen
Metabolismus spezifischer Phosphatidylinositolkinasen und -phosphatasen selbst an
einer breiten Palette eigenstandiger Signalkaskaden beteiligt [Toker, 2002]. So soll in
der pankreatischen B-Zelle Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, der unmittelbare
Vorlaufer des IPs-Molekiils, einen direkten Einfluss auf den ATP-abhangigen K'-
Kanal haben. Ein anderes Phosphatidylinositid, das Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat, soll in der pankreatischen (3-Zelle an der Modulation der autokrinen
Wirkung von Insulin beteiligt sein [Barker et al., 2002].

Die Beendigung des IPs-Signals geschieht auf zwei Wegen. Zum einen nimmt die
Sensibilitat des IP3-Rezeptors, insbesondere der Isoform 1 (IP3R-1), mit zunehmen-
der intrazelluldrer Ca**-Konzentration im Sinne einer negativen Riickkopplung ab und
verhindert eine Ca?*-Uberschwemmung. Zum anderen unterliegt das IPs-Molekiil
selbst einem relativ raschen Abbau zu Inositol durch Phosphatasen.

Die IP3-Signalkaskade im weiteren Sinne umfasst die Synthese der Phosphatidylino-
sitide, die unterschiedlichen Wege zur Aktivierung der verschiedenen Formen der
Phospholipase C, die Ca**-lonen liberalisierende Wirkung von |IP3; sowie schlief3lich
sein Abbau durch Phosphatasen. Uber das gleichzeitig entstehende Diazylglyzerol
gibt es Querverbindungen zum Proteinkinase C/MAPK Signalweg.

Intrazellulare Signalstoffe wie |IP3, Diazylglyzerol und cAMP erlauben eine
Amplifikation der vom Zellrezeptor erhaltenen Signalinformation. Durch Modulation
und Interaktion dieser Signalwege werden die Reaktionsmdglichkeiten der Zelle auf
verschiedene Reize flexibler. Veranderungen im IP3-Spiegel markieren Reaktionen

eines komplexen Signalnetzwerkes.



1.5 Zielstellung der Arbeit

An einem Modell der pankreatischen (-Zelle, der INS1 Ratten-Insulinomazelle, sollte

der mutmallliche Einfluss von Melatonin auf die IP3;-Signalkaskade untersucht

werden. Um die gewonnenen Daten in einen physiologischen Kontext einzuordnen,

sollten die dabei entstehenden Effekte auf die Insulinsekretion erfasst werden.

Im Folgenden sind die verfolgten Einzelziele der Arbeit dargestellt:

1.

Auswahl und Etablierung einer Methode zur IPs;-Quantifizierung in INS1-

Zellen.

. Validierung der Methode mit dem bekannten IPs;-Stimulator Carbachol.

Untersuchung der bisher unbekannten Wirkung von Melatonin auf die IPs-
Signalkaskade der INS1-Zelle.

. Uberpriifung der Beteiligung des Melatoninrezeptors an der |P3-Signalkaskade

der INS1-Zelle.

5. Charakterisierung des Expressionsprofils von IP;-Rezeptoren der INS1-Zelle.

6. Beschreibung der Carbachol-stimulierten, IPs-mediierten Insulinsekretion der

INS1-Zelle.

7. Analyse des Einflusses von Melatonin auf die IPs-vermittelte Insulinsekretion.

8. Bewertung des Einflusses von Melatonin auf die IP3-Signalkaskade in der

INS1-Zelle und Abgrenzung von der cAMP-Signalkaskade.



2. Material und Methoden

2.1 INS1 Zellzucht

INS1 Ratten-Insulinomazellen wuchsen in 75 cm? gro3en Flaschen unter einer
angefeuchteten Atmosphare (95 % Luft, 5 % CO;). Alle 14 Tage erfolgte eine
gleichmafige Aufteilung des Zellmaterials auf zwei neue Flaschen (Passage). Als
Medium fand RPMI 1640 Verwendung. Zugesetzt wurden 10 % fetales Kalberserum,
1 mmol/l HEPES-Puffer, 2 mmol/l L-Glutamine, 1 mmol/l Natriumpyruvat, 50 umol/l 2-
Mercaptoethanol, 100 IU/ml Penicillin und 100 pmol/ml Streptomycin [Peschke et al.,
2002b]. Vor den Passagen und Experimenten erfolgte routinemaRig eine Kontrolle
der Zellzucht durch lichtmikroskopische morphologische Beurteilung der adharent
wachsenden Zellen und Auszahlung der Zellanzahl in einer Zahlkammer.

Der jeweilige Umgang mit den Zellen im Einsatz der speziellen experimentellen

Methoden wird im Folgenden beschrieben.

2.2 IPs-Bestimmung

2.2.1 Zellstimulation

Fur die Stimulation der Zellen wurde ein Protokoll entwickelt, welches eine genigend
hohe Anzahl von Zellen pro Batch-Ansatz bei hinreichender Vergleichbarkeit der
Batches untereinander gewahrleistete. Weiterhin konnte ein zlgiger Probendurchlauf
realisiert werden, welcher der hohen Dynamik des IPs-Umsatzes gerecht wurde.
INS1-Zellen wuchsen nach Passage in 75 cm? grof3en Zellkulturflaschen 14 Tage
lang. Im Ergebnis lagen im Mittel etwa 50 Millionen Zellen pro Flasche vor. Fur jedes
Experiment wurden diese Zellen, wie im Folgenden beschrieben, gleichmalig auf
acht Zentrifugenréhrchen verteilt, um acht vergleichbare Aliquots zu gewinnen.

Nach Entfernung des Mediums erfolgte die Waschung mit PBS-Puffer, um
Zelldetritus und nicht adharente Zellen zu entfernen. Im Anschlul®3 wurde zwei
Minuten mit 37 °C warmer Trypsinldsung inkubiert, um die Ablosung der adharenten
Zellen zu erreichen. Der Abdauvorgang wurde durch Zugabe von serumhaltigem

Medium beendet.



Die Zellsuspension in der Zellkulturflasche wurde mechanisch homogenisiert. Es
folgte die Uberfihrung in ein 14-ml Polyethylen-Réhrchen. Dieses wurde bei
Raumtemperatur mit 500 x g zehn Minuten lang zentrifugiert, so dass sich ein festes
Zellpellet bildete. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 4 ml Medium
resuspendiert und erneut mechanisch homogenisiert.

Bis zu diesem Zeitpunkt entsprach das Protokoll dem Vorgehen bei einer Passage.
Im Anschlul wurde die Zellsuspension gleichmaRig auf acht 2-ml Eppendorf
Rohrchen verteilt, so dass jedes Rohrchen 500 pl Losung mit etwa sechs Millionen
Zellen enthielt. Unmittelbar darauf erfolgte die Stimulation der Zellen durch Zugabe
von 100 pyl Medium mit der erforderlichen Menge an Stimulationssubstanz. Die
Menge war so bemessen, dass in der 600 pyl Mischlosung die gewulnschte End-
konzentration erzielt wurde. Die Eppendorf-Rohrchen mit den stimulierten Zellen
wurden dann fur die Dauer der gewunschten Stimulationszeit in einen Inkubator bei
37 °C und einer Begasung von 95 % Luft und 5 % CO, verbracht.

2.2.2 Zellaufschluss

Der Zellaufschluss zur IPs-Extraktion folgte den Standardprotokollen [Maslanski et
al.,, 1990; Palmer et al., 1990, Challiss, 1997; Shears, 1997], welche modifiziert
wurden, um adharent wachsenden Zellen gerecht zu werden und einen schnellen,
sauberen Probendurchlauf zu garantieren. Der wesentliche Schritt war die Konservie-
rung von IPs-Molekulen in einer sauren Extraktion. Eine starke Saure fungierte als
Protonendonator fur die freien Phosphatgruppen des IPs-Molekuils. Damit wurde ein
Bindung des IP3;-Moleklls an Proteine verhindert. Um einen Abbau durch IP3-
Phosphatasen einzudammen erfolgte die gesamte Extraktion im Eisbad [Challiss,
1997]. Weiterhin wurden ausschlieldlich Plastikmaterialien oder silikonisierte
GlasgefalRe verwendet, um einen Verlust der elektrisch negativ geladenen IPs-
Molekule durch Adharenz an geladenen Glasoberflachen zu vermeiden [Maslanski et
al., 1990].

Nach Verstreichen der gewulnschten Stimulationszeit wurden jedem INS1-Zellen
enthaltendem Eppendorf-Rohrchen (s. Kapitel Zellstimulation) 150 pl eisgekuhlte 20
% Perchlorsaure zugegeben (Abb. 3, Schritt A). Dies beendete unmittelbar den
Metabolismus der Zellen. Die saure Suspension wurde dann fir 20 Minuten auf Eis

geschuttelt, um einen kompletten Zellaufbruch zu gewahrleisten (Abb. 3, Schritt B).
9



Danach erfolgte die Abzentrifugation des Zelldetritus mit 2000 x g fur 15 Minuten bei
4 °C (Abb. 3, Schritt C).

U

U
A B C E

D
Sdure-  Eisinkubation Zentrifugation Uberstand- Neutralisation
zugabe Entnahme

O —) ——

pH- Zentrifugation ~ Uberstand-  Lagerung Radiorezeptor-
Kontrolle Entnahme assay

Abb. 3: Schematischer Ablauf der IP;-Extraktion in Schlagworten

Vom IPs-haltigen Uberstand wurden 600 pl entnommen (Abb. 3, Schritt D) und auf
einen pH-Wert von 7,5 + 0,1 eingestellt (Abb. 3, Schritt E). Dies war nétig, da die
Reaktionen des IP3;-Radiorezeptorassays im neutralen Milieu stattfanden und eine
Lagerung der Proben im sauren Milieu zur Veranderung von I[Ps-Molekulen
(Phosphatgruppenmigration) [Shears, 1997] fihren kann. Um das Probenvolumen
und damit die Verdinnung mdglichst gering zu halten, erfolgte zunachst eine
Grobneutralisierung mit 25 yl 10 mol/l KOH. Die Feinjustierung geschah durch
Zugabe von 10 bis 100 pyl 1 mmol/l KOH, welche in 60 mmol/l HEPES-Puffer gelost
war. Die Verwendung von HEPES-Pufferlosung mit einem optimalen Pufferbereich
von pH 6,8 bis pH 8,2 erleichterte die Einstellung des Ziel-pH durch eine Verbrei-
terung des Umschlagpunktes der Neutralisationsreaktion. Die Neutralisationsreaktion
wurde durch Zugabe von Universal-Indikator Losung uberwacht (Abb. 3, Schritt F).

Das zugegebene Laugenvolumen wurde fur jede Probe protokolliert, um bei der
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Berechnung der urspringlichen |IPs-Konzentration bericksichtigt werden zu kdnnen
(s. Formel 1; Laugenvolumen z [ul]).

Die neutralisierte Suspension wurde bei 2000 x g fur 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert
(Abb. 3, Schritt G), um prazipitiertes KCIO4 zu entfernen. 600 ul des IPs-haltigen,
neutralen Uberstandes (Abb. 3, Schritt H) wurden bei -80 °C gelagert (Abb. 3, Schritt
[) und jeweils innerhalb von vier Wochen der IP3-Bestimmung zugefuhrt (Abb. 3,
Schritt J).

2.2.3 IP;-Radiorezeptorassay

Verwendet wurde ein kommerziell erhaltlicher Radiorezeptorassay (“Biotrak cellular
communication assays, D-myo-Inositol 1,4,5-trisphospate [*H]assay system”;
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland). Das
Vorgehen folgte den Anweisungen des Herstellers. *H-markierte IPs-Molekiile
dienten als Tracer. Proben und Standards wurden in je 10 ml OptiPhase ‘HiSafe 3’
Szintillationsflussigkeit verbracht und in einem B-Counter (Wallac 1409 liquid
scintillation counter, Wallac Oy, Finland) in Doppelbestimmung 10 Minuten lang
ausgemessen. Die IP3-Konzentration in den Proben wurden mittels einer im selben
Lauf angefertigten Standardkurve errechnet. Die Proben lagen im Messbereich von
1,9 bis 250 nmol/I.

Aus der gemessenen IPs-Kozentration in der Probe Kprope Wurde die unbekannte 1P3-
Konzentration im Batch-Ansatz Kgacn unter Berlcksichtigung der zweimaligen
Verdlinnung bei der Zellextraktion und Neutralisation (Abb. 3, Schritte A, E) nach
Formel (1) berechnet.

Formel (1): K, pmol | _ K. pmol | (600ul +150ul | (600l + z[ul]
1004 10044 6001/ 600 1
Formel (2): M, [pmol]=K,,, pmol -600 4
10044
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Bei bekannter Zellanzahl je Batch lie sich aus dem Ergebnis von Formel (2) die
Anzahl gemessener IP3-Molekiile je Zelle mitteln. Im Interesse der durchgefiuhrten
Untersuchung lagen allerdings nicht absolute Mengen, sondern die durch
Stimulationen verursachte Anderung der |IPs-Spiegel. Daher wurden in der Aus-
wertung die Konzentrationen stimulierter Batch-Ansatze zu unstimulierten Kontrollen

in Beziehung gesetzt.

2.3 Molekularbiologische Untersuchung

Zur qualitativen und quantitativen Untersuchung der mRNA der [Ps;-Rezeptor
Isoformen wurden vier INS1 Batch-Ansatze mit je etwa sechs Millionen Zellen
herangezogen. Die RNA wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers
(Invitrogen, CA, USA) nach einer Trizol-basierten Extraktionsmethode gewonnen
[MUhlbauer et al., 2004]. Der Erfolg der Extraktion wurde durch photometrische RNA-
Konzentrationsbestimmung (Absorption bei 260 nm) und Gelelektrophorese (1,3 %
denaturierendes Formaldehyd-Agarose Gel) gesichert. Als Qualitatsmerkmal der
RNA wurde die Darstellbarkeit von 28S und 18S rRNA nach Ethidiumbromidfarbung
des Gels gewertet. Zur Zerstorung verbliebener DNA-Reste schloss sich ein DNAse
1 Verdau an (DNA-free™, Ambion Inc., TX, USA). Die Gesamt-RNA in einer Menge
von 1 ug wurde einer Reverse-Transkriptase-Reaktion unterzogen (Promega
Reverse Transcription Kit, Promega Inc., Madison, WI, USA). Von der entstandenen
cDNA wurden je 40 ng der real-time RT-PCR zugefuhrt.

Die verwendeten Primer und Sequenzen sind in Tabelle 1 aufgeflhrt. Die Primer-
sequenzen wurden mit einer Freeware-Software [Steve et al., 2000] fir die real-time
RT-PCR gewahlt. Jedes Reaktionsgefald von 20 pl enthielt 4 yl cDNA (Template), 10
ul Reaktionsgemisch (Promega Inc., Madison, WI, USA), je 0,5 pl Vorwarts- und
Ruckwartsprimer (25 pmol/ul), 0,5 ul Sybr Green | in 1000-facher Verdinnung
(Biozym Diagnostic GmbH, Hessisch-Oldendorf, Germany) und 4,5 pl H,O. Die RT-
PCR wurde in einem Rotor-Cycler (Rotor-Gene 2000, Corbett Research Inc.,
Mortlake, NSW, Australia) durchgefuhrt. Um die Sensitivitdt der RT-PCR zu erhdhen
wurde ein touchdown Thermoprofil eingesetzt: Initiale Denaturierung bei 95 °C fur
120 s, 40 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s Annealing-Phase bei 59 °C

(touchdown von 64 °C mit einer Verringerung von 1 °C pro Zyklus), 30 s
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Elongationsphase bei 72 °C. Am Ende jedes Elongationsschrittes wurde bei 80 °C 15

s lang die Fluoreszenz bestimmt.

Tabelle 1: Sequenzen der in der RT-PCR benutzten Primer-Paare fur die
spezifische Amplifikation der cDNA der IP3-Rezeptor Isoformen IP3;R-1,
IP3R-2, und IP3R-3, sowie von (3-Aktin der Ratte.

Name Primer Sequenz Primer Ort Produkt Zitation GenBank
Lange (bp) Acc. No.

IP;R-1 VOrw. 5-TGACAGCAGTGGAGCATCG-3 2786-2804 393 Zanner et al., J05510
rickw. 5-GCAGCAGCCATAGGAGTCA-3’ 3161-3179 2002

IP3R-2 vorw. 5-ACTGTGTTTGCACGCTTGAG-3’ 8483-8502 204 diese Arbeit AF329470
rickw. 5-ACGATGGACACTGCAGTCAG-3’ 8667-8686

IP3R-3 VOrw. 5'-CGCTCCATCCTGCTAACT-3 7230-7247 317 diese Arbeit L06096
rickw. 5-TTCCTCAGTCCGTGGTTCA-3 7528-7546

B-actin VOrw. 5-ACTCCTACGTGGGCGACGAGG-3’ 152-172 389 Muhlbauer et NMO031144
rickw. 5-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3’ 520-540 al., 2004

Zur qualitativen Amplikon-Analyse wurde nach jedem Lauf ein thermales Denaturie-
rungsprofil erstellt. Die RT-PCR-Produkte wurden weiter analysiert durch Separation
auf einem Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat (TAE)-gepuffertem 3 % Agarose Gel
(pH 8,0) und folgender Ethidiumbromid Fluoreszenzfarbung mit Fotodokumentation.

Die quantitative Analyse geschah unter Verwendung der Corbett Research Software
und einem Vergleich der Fluoreszenz-Intensitaten bei einem Schwellenwert (Ct-
Wert) innerhalb des logarithmischen Bereichs der Amplifikationskurve. Die B-Aktin
Expression wurde zur Standardisierung der Proben herangezogen, gefolgt von einer
Kalkulation der Expressionsstarke nach der AACy-Methode [Schmittgen et al., 2000].

Kontrollen mit H,O an Stelle des Templates wurden in jedem Lauf mitgeflhrt.
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2.4 Insulin-Bestimmung

2.4.1 Batch-Kultur

Bei den Batch-Experimenten fanden 25 cm? grol3e Zellkulturflaschen Verwendung.
INS1-Zellen wuchsen nach Passage in diesen Behaltnissen sieben Tage lang. Im
Ergebnis lagen im Mittel etwa 5 Millionen Zellen pro Flasche vor. Die Zellzucht wurde
so angelegt, dass fir jedes Experiment die bendtigte Anzahl an bewachsenen 25
cm? grol3en Zellkulturflaschen vorlag.

Nach Entnahme der Batch-Ansatze aus dem Brutschrank wurde unverzuglich das
Zellkulturmedium (6 ml) verworfen und frisches Medium mit der Endkonzentration der
gewlnschten Stimulationssubstanz zugegeben. Die Zellkulturflaschen wurden
danach wieder in den Brutschrank verbracht. Nach Verstreichen der Inkubationszeit
von 15 Minuten wurden jeweils 500 pl des Insulin-haltigen Mediums jedes Batch-
Ansatzes zur Insulinbestimmung asserviert. Die Lagerung bis zur Messung im

Insulin-Radioimmunoassay erfolgte bei -80 °C.

2.4.2 Superfusion

Superfusion bezeichnet die permanente Umspulung von Zellen mit frischem Medium.
Stoffwechsel- und Sekretionsprodukte kénnen im gewonnenen Superfusat bestimmt
werden.

Die Superfusion wird als dynamisches in vitro System der statischen Batch-Kultur
gegenubergestellt [Peschke et al., 1997; 2002a]. Die Methode besitzt den Vortell,
eine unerwunschte Anreicherung von Stoffwechselproduktion in der Mikroumgebung
der Zellen zu vermeiden. Die Sekretion von Insulin ins Superfusat kann in guter
zeitlicher Aufldsung dargestellt werden. Die Methode bot eine hdchstmdgliche
funktionelle Standardisierung, da Freisetzungs-, Synthese-, Vitalitats- und Kapa-
zitatsgrenzen der Zellen in jedem Experiment Uberpruft werden konnten (s.u).
IPs-Molekule bleiben streng intrazellular und sind mit der Superfusion nicht erfassbar.
Das eingesetzte System (Abb. 4) ist eine Weiterentwicklung [Peschke et al., 1997]
der von Csernus und Schally beschriebenen Anlage [Csernus et al., 1991]. In eine

Glasrohre (Durchmesser 6,6 mm) wurden 30-40 Millionen INS1-Zellen mit Sephadex
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G-10 geschichtet. Die Dextranklgelchen (Durchmesser 40-120 pm) dienten den

adherent wachsenden INS1-Zellen als Oberflache.

Saule mit
Zellsuspension

‘ Peristaltische
Pumpe
Fraktionssammler
fur Superfusat
3

Abb. 4: Stark vereinfachtes Schema des eingesetzten Superfusionssystems.

Als Superfusionsmedium wurde in Anlehnung an frihere Versuche [Csernus et al.,
1991; Peschke et al., 1997] Medium-199 mit 2,22 g/l Natriumbicarbonat, 1,75 g/l BSA
und 80 mg/l Gentamycin verwendet. Die Flussgeschwindigkeit, mit der die Zellen
umspult wurden, betrug 1 ml/3 Minuten. Die Temperatur des Superfusionsmediums
wurde auf 37 °C equilibriert bei einer Begasung von 95 % Luft und 5 % CO,. Zum
Auffangen des Superfusats fur die Insulinbestimmung dienten Borosilikatrohrchen,
die 25 pl des Proteinase-Inhibitors Aprotinin (Trasylol®) enthielten, um einen Abbau
des Insulins zu vermeiden. Nach Schockfrieren in einem Ethanol-CO,-Gemisch
wurden die Superfusat-Proben bei -80 °C gelagert. Das ganze Superfusionssystem
lag in vierfacher Ausfertigung vor, so dass vier Experimente parallel durchgefiihrt
werden konnten.

Nach Beladen der Glasréohre mit Zellen und nach einer 6-stlindigen

Erholungsperiode wurden 1 ml (3 Minuten) Proben aus dem Superfusat aufgefangen.
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Die Testsubstanzen wurden unmittelbar vor Zugabe mit Superfusionsmedium
gemischt und zur 3-mindtigen Stimulation der Zellen Uber einen Vier-Wege-Hahn in
das System geleitet. Das Totraumvolumen der Anlage war auf 1 ml geeicht worden,
so dass in der Auswertung zeitlich exakt der Stimulation der Zellen ihre
Sekretionsantwort gegentber gestellt werden konnte.

Zu Beginn und am Ende jedes Experiments wurden die Freisetzungs- und Synthese-
kriterien des System durch eine dreiminutige Stimulation mit dem bekanntlich
unspezifischen Stimulus 15 mmol/l KCI bestimmt. Weiterhin wurde am Ende jedes
Experimentes der Gesamtgehalt zellular vorhandenen Insulins (Kapazitatskriterum)
bestimmt, indem die Zellen mit 10 mmol/l HCI aufgeschlossen wurden. Die
durchgehend erfasste Basislinie der Insulinsekretion diente der Beurteilung der
Vitalitat. DarUber hinaus erwies sich der Median der Basislinie als geeigneter
Standardisierungsfaktor und wurde in diesem Sinne in der Auswertung der

Superfusionen herangezogen.

2.4.3 Insulin-Radioimmunoassay

Es wurde ein kommerziell erhaltlicher Radioimmunoassay verwendet (“Coat-A-Count
kit’; DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland). Das Vorgehen folgte den
Anweisungen des Herstellers. '?*J-markiertes Insulin diente als Tracer. Proben und
Standards wurden in einem y-Counter (DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Deutschland) in Doppelbestimmung jeweils eine Minute lang ausgemessen. Die
Insulin-Konzentration in den Proben wurde mittels einer im selben Lauf angefertigten
Standardkurve errechnet. Die Proben lagen im Messbereich von 1 bis 100 ng/ml

Insulin.

2.5 Statistische Auswertung

Der Test auf Signifikanz erfolgte mit dem Whitney-Mann U-Test fur nicht standard-
normalverteilte Varianzen. Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlich-
keit *p < 0,05 akzeptiert. Nicht signifikante Gruppe wurden bei besonderer Bedeu-
tung mit ,n.s.“ gekennzeichnet. Die Anzahl durchgefuhrter Experimente wurde

angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 IP;-Befunde

3.1.1 Wirkung verschiedener Carbacholkonzentrationen
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Abb. 5: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
intrazellularen IPs-Spiegel von INS1-Zellen nach 15-minatiger Stimulation

mit Carbachol in den Konzentrationen von 10 bis 1000 pmol/l (n = 6).

Das Parasympathomimetikum Carbachol ist eine bekannte, wohl definierte Substanz
zur Stimulation der IPs-Signalkaskade. Es diente in den durchgefuhrten Untersu-
chungen als Positivkontrolle zur Validierung sowohl der Stimulierbarkeit der [Ps-
Signalkaskade der INS1-Zelle als auch der Verlasslichkeit der IP;-Detektion.
Batch-Ansatze wurden fur 15 Minuten mit Carbachol in Konzentrationen von 10 bis
1000 umol/l inkubiert.
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Die Ergebnisse demonstrieren eine dosisabhangige Stimulation der |Ps-Freisetzung
der INS1-Zellen durch Carbachol. In der Kontroligruppe (Abb. 5, Carbachol in einer
Konzentration von 0 pmol/l) erfolgte die Stimulation lediglich mit Medium. Die
Konzentration von 10 umol/l Carbachol liegt offensichtlich unterhalb der Aktivie-
rungsschwelle. Carbacholkonzentrationen von bis zu 1 mmol/l steigern die [Ps-
Spiegel signifikant auf das 3,5-fache der Spiegel von unstimulierten Zellen (Abb. 5).
Ahnliche Resultate lassen sich mit dem bekannten IPs-Stimulator Cholezystokinin
erzielen (Daten nicht gezeigt).

Eine Abschatzung der Zeitverlaufs der Carbachol-getriggerten IP3-Bildung in INS1-
Zellen zeigt einen raschen Anstieg der IP;-Spiegel innerhalb der ersten Minuten und
ein darauf folgendes, langsames Absinken Uber mindestens 30 Minuten (Daten nicht
gezeigt). Im Folgenden wurde eine Stimulationsdauer von 15 Minuten gewahlt, da zu
diesem Zeitpunkt genugend grof3e Unterschiede zur Kontrollgruppe sichtbar waren.
Eine klrzere Inkubationszeit fuhrte zu hoheren IPs;-Spiegeln aber auch zu einer

grélkeren Schwankungsbreite der gemessenen Werte.

3.1.2 Wirkung von Melatonin

3.1.2.1 Wirkung verschiedener Melatoninkonzentrationen

Melatonin und seine unbekannte Wirkung auf die IPs;-Signalkaskade pankreatischer
B-Zellen stand im Mittelpunkt der Untersuchungen.

Batch-Ansatze wurden 15 Minuten lang mit Melatonin in den Konzentrationen von
0,1 bis 100 nmol/l inkubiert. In der Kontrollgruppe (Abb. 6, Melatonin in einer
Konzentration von 0 nmol/l) erfolgte die Stimulation lediglich mit Medium.

Es zeigt sich eine dosisabhangige Stimulation der IPs-Freisetzung. Bereits eine
nahezu physiologische Melatoninkonzentration von 1 nmol/l ist zur Triggerung der
IPs-Signalkaskade befahigt. Bei einer Konzentration von 100 nmol/l Melatonin erhoht
sich der IP3-Spiegel signifikant auf das 2,5 fache des Spiegels unstimulierter Zellen
(Abb. 6). Hohere, unphysiologische Konzentrationen von Melatonin fihren zu noch
hoheren IP3-Spiegeln (Daten nicht gezeigt).

Der zeitliche Verlauf der Melatonin-getriggerten IPs;-Bildung zeigt einen schnellen
Gipfel innerhalb der ersten Minuten und ein langsames Absinken in den folgenden 30

Minuten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
intrazellularen IP3-Spiegel von INS1-Zellen nach 15-mindtiger Stimulation

mit Melatonin in den Konzentrationen von 0,1 bis 100 nmol/l (n = 6).

3.1.2.2 Wirkung des Melatoninrezeptor Blockers Luzindol

Um die Spezifitat der Melatoninwirkung zu validieren, wurde der etablierte, unspezi-
fische Antagonist des MT4-Rezeptors Luzindol (s. Diskussion) eingesetzt.

In der Kontrollgruppe (Abb. 7, Kontrolle) erfolgte die Stimulation lediglich mit Medium,
in der Melatoningruppe (Abb. 7, Melatonin) wurde mit 100 nmol/I Melatonin inkubiert.
Batch-Ansatze mit Ko-Stimulation (Abb. 7, Melatonin plus Luzindol) wurden 3
Minuten lang mit Luzindol in einer zur vollstandigen Rezeptorblockade suffizienten
Konzentration von 30 umol/l vorbehandelt. Unter fortbestehender Luzindolapplikation

schloss sich eine 15-minutige Inkubation mit 100 nmol/l Melatonin an.
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Abb. 7: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
intrazellularen IP3-Spiegel von INS1-Zellen nach 15-minatiger Stimulation
mit 100 nmol/l Melatonin und einer Ko-Stimulation mit 100 nmol/l Melatonin

plus 30 pmol/l Luzindol (n = 6).

Die aus den Vorexperimenten bekannte Stimulationswirkung von 100 nmol/l
Melatonin auf die IP3-Signalkaskade der INS1-Zelle bestatigt sich. Unter dem Blocker
Luzindol zeigt sich eine fast vollstandige Aufhebung der IPs-stimulierenden Effekte
von Melatonin (Abb. 3). Die erhobenen Befunde sind ein Uberzeugender Hinweis fur

eine spezifische, rezeptorvermittelte Melatoninwirkung auf die IP3-Signalkaskade.
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3.1.3 Wirkung von Melatonin plus Carbachol
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Abb. 8: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
intrazellularen IP3-Spiegel von INS1-Zellen nach 15-minatiger Stimulation
mit 100 nmol/l Melatonin, 1 mmol/l Carbachol und einer Ko-Stimulation mit

beiden Substanzen (n = 10).

Um die untersuchten Effekte von Melatonin und Carbachol auf die |Ps;-Signalkaskade
direkt miteinander zu vergleichen, wurden beide Substanzen in einem Experiment
nebeneinander und in Ko-Stimulation eingesetzt.

Batch-Ansatze wurden fur 15 Minuten entweder mit Medium, mit 100 nmol/l
Melatonin, mit 1 mmol/l Carbachol, oder mit Melatonin plus Carbachol in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert.

Melatonin und Carbachol allein verursachen eine 2,5- bzw. 3,5-fache Steigerung der
IPs-Spiegel in INS1-Zellen. Bei gleichzeitiger Gabe beider Substanzen zeigt sich ein
fast additives Verhalten mit einer Steigerung der IP3-Spiegel auf das 4,5-fache (Abb.
8).
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3.2 Molekularbiologische Untersuchungen

3.2.1 Qualitative Analyse der IP3;-Rezeptor Isoformen

IP3R-2

204

IPsR-3
317

Abb. 9: Expressionsmuster der mRNA der |IPs-Rezeptor Isoformen IP3R-1, IP3R-2
und IP3;R-3 im Gesamtpankreas, im endokrinen Pankreas (Langerhans’sche
Inseln), im exokrinen Pankreas und in INS1-Zellen. H,O diente als non-
template Leerkontrolle. Die Molekulargrolen der entsprechenden spezi-
fischen RT-PCR Produkte im Vergleich zu einem MolekulargroRen-Standard
(100-bp-ladder) sind bezeichnet.

Die qualitative Auswertung zeigt fur alle drei untersuchten Isoformen des IP3-
Rezeptors ein spezifisches Amplifikationsprodukt der erwarteten GroRe (s. Tabelle
1). INS1-Zellen, Langerhans’sche Inseln und das Gesamtpankreas verfligen uber
alle drei Isoformen des IP;-Rezeptors. Allein im exokrinen Pankreas konnten die

Isoformen IP3R-2 und IP3R-3 nicht nachgewiesen werden.
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3.2.2 Quantitative Analyse der IP;-Rezeptor Isoformen
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Abb. 10: Mittelwert £ SEM der relativen, auf B-Aktin skalierten Expressionsstarke
der mRNA der drei IP3-Rezeptor Isoformen in der INS1-Zelle. Zur Berech-
nung wurde die AACt-Methode herangezogen. Zahlenangaben Uber den
Saulen beziehen sich auf 1/1000 B-Aktin (n = 4).

Zur Abschatzung der Bedeutung unterschiedlicher IP3;-Rezeptor Isoformen erfolgte
eine Quantifizierung der Expressionsstarke ihrer mRNA mittels real-time RT-PCR.
Als Vergleichsmald diente das konstitutiv exprimierte B-Aktin-Transkript (house-
keeping Gen).

Die mRNA der IP3-Rezeptor Isoform 1 (IP3R-1) dominiert in der INS1-Zelle, gefolgt
von der etwa funf mal schwacher exprimierten mRNA der IP3-Rezeptor Isoform 3

(IP3R-3). Die mRNA der IP3-Rezeptor Isoform 2 (IP3R-2) ist nur marginal exprimiert.
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3.3 Insulin-Befunde in Batch-Kulturen

Aufgrund der sauren |Ps;-Extraktion ist eine Bestimmung von Insulin und IPs-
Molekulen im selben Batch-Ansatz nicht moglich. Die hier vorgestellten Insulindaten
und die oben beschriebenen |IP;-Befunde stammen daher aus jeweils unterschied-

lichen Ansatzen.

3.3.1 Wirkung verschiedener Carbacholkonzentrationen
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Abb. 11: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
Insulinsekretion von INS1-Zellen nach 15-minitiger Stimulation mit Carba-

chol in den Konzentrationen von 10 bis 1000 ymol/l (n = 6).
Das Parasympathomimetikum Carbachol ist flr seine Insulin-stimulierende Wirkung

bekannt. Batch-Ansatze wurden fir 15 Minuten mit Carbachol in den

Konzentrationen von 10 bis 1000 umol/l inkubiert.

24



Es zeigt sich eine dosisabhangige Stimulation der Insulinsekretion durch Carbachol
auf das bis zu 2,5-fache der unstimulierten Kontrolle (Abb. 11). Gleichzeitig im
Medium gemessenes cAMP weist gegenuber der Kontrolle keine veranderten
Spiegel auf (Daten nicht gezeigt). Carbachol erhoht IPs-vermittelt, cCAMP-unabhangig

die Insulinsekretion.

3.3.2 Wirkung von Melatonin
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Abb. 12: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
Insulinsekretion von INS1-Zellen nach 15-mindtiger Stimulation mit 100

nmol/l Melatonin (n = 10).

Von besonderem Interesse war die Wirkung des Hormons Melatonin auf die
Insulinsekretion. Batch-Ansatze wurden fur 15 Minuten mit einer Konzentration von
100 nmol/l Melatonin inkubiert. In der Kontrollgruppe erfolgte die Stimulation lediglich

mit Medium.
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Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss einer alleinigen Gabe von Melatonin auf die
Insulinsekretion (Abb. 12). Eine der IPs;-Stimulation konsekutiv folgende Insulinse-

kretion, wie etwa bei Carbachol, kann nicht festgestellt werden.

3.3.3 Wirkung von Melatonin plus Carbachol
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Abb. 13: Mittelwerte + SEM der auf die unstimulierte Kontrollgruppe bezogenen
Insulinsekretion von INS1-Zellen nach 15-mindtiger Stimulation mit 100
nmol/l Melatonin, 1 mmol/l Carbachol und einer Ko-Stimulation mit beiden

Substanzen (n = 6).

Melatonin ist dafir bekannt, die Wirkung anderer Substanzen zu modulieren.
Insbesondere Carbachol als eingesetzte Modellsubstanz fir die IP3-getriggerte
Insulinsekretion war von Interesse. Daher wurden beide Substanzen in einem

Experiment nebeneinander und in Ko-Stimulation eingesetzt.
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Batch-Ansatze wurden fur 15 Minuten entweder mit Medium, mit 100 nmol/l Melato-
nin, mit 1 mmol/lI Carbachol, oder mit Melatonin plus Carbachol in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert.

In Bestatigung der vorangegangenen Untersuchungen verursacht Melatonin allein
keine Erhdhung der Insulinausschittung gegenltber der Kontrolle, wahrend
Carbachol die Insulinsekretion stimuliert. Die Kombination beider Substanzen fihrt zu
einer diskreten Dampfung der Carbachol-induzierten Insulinsekretion (Abb. 13). Zur
Klarung dieses Phanomens muss auf die Superfusionsuntersuchungen und die

Diskussion verwiesen werden.

3.4 Insulin-Befunde in Superfusionen

Zur Untermauerung und Erweiterung der Insulin-Befunde an Batch-Kulturen wurde
die Superfusionstechnik herangezogen. In das Medium sezerniertes Insulin konnte
mit einer zeitlichen Auflosung von drei Minuten gemessen werden. Die Technik
erlaubte neben einer quantitativen Aussage zur Sekretionsleistung auch eine
Beurteilung der Sekretionskinetik. Da die Zellen hier anderen, der in vivo Situation
eher entsprechenden, Bedingungen als im Batch-Ansatz ausgesetzt waren, wurden
andere Stimulationszeiten und -konzentrationen gewahlt.

Die Darstellungen der Ergebnisse (Abb. 14, 16-18) begrenzen sich auf die
gemessene Insulinsekretion bei Stimulation der Zellen sowie unmittelbar davor und
danach. Die einzelnen Stimulationen erfolgten in einem Abstand von jeweils
mindestens 45 Minuten (15 Fraktionen zu je drei Minuten), welcher in den Abbildun-

gen nicht gezeigt ist.

3.4.1 Wirkung verschiedener Carbacholkonzentrationen

Carbachol diente in den durchgefuhrten Untersuchungen als Modellsubstanz der IPs-
getriggerten Insulinausschuttung.

In Superfusionen flhrt eine 3-minltige Stimulation mit Carbachol in den Konzentra-
tionen von 10 umol/l bis 300 pmol/l zu einer dosisabhangigen Stimulation der
Insulinausschuttung. Die Insulinsekretion zeigt einen distinkten Gipfel und ist zeitlich

eng an die Stimulation mit Carbachol gebunden (Abb. 14).
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Die beschriebenen Veranderungen sind mafRgeblich IPs-vermittelt, da erwartungs-

gemal keine Veranderung der cAMP-Spiegel auftritt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 14: Mittelwerte £ SEM der auf die Basislinie bezogenen Insulinsekretion von
INS1-Zellen in Superfusion nach dreiminutiger Stimulation mit Carbachol in
den Konzentrationen von 10 bis 300 ymol/l (zusammengefasste Ergeb-

nisse aus n = 4 Superfusionen).

3.4.2 Wirkung von Melatonin

3.4.2.1 Wirkung von Melatonin

Von besonderem Interesse war die Wirkung des Hormons Melatonin auf die
Insulinsekretion.

Melatonin moduliert die Wirkung zahlreicher Substanzen auf die Insulinsekretion. In
alleiniger Gabe kann allerdings kein stimulierender Effekt von Melatonin auf die
Insulinsekretion pankreatischer B-Zellen nachgewiesen werden. Selbst pharmakolo-

gische Konzentrationen von bis zu 1 mmol/l bleiben in dieser Hinsicht wirkungslos.
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Stundenlange Inkubationen mit Melatonin verursachen ebenfalls keine Insulinsekre-

tion.

3.4.2.2 Wirkung von Melatonin unter PTX

Far Melatonin ist eine Hemmung der cAMP-Signalkaskade und damit konsekutiv der
Insulinsekretion beschrieben. Um eine mutmalliche, dadurch verdeckte Stimulation
der Insulinsekretion zu demaskieren, wurde die cAMP-Signalkaskade durch 48-
stiindige Vorinkubation der Zellen mit 250 ng/ml PTX blockiert.

Zum Nachweis der Wirksamkeit von PTX wurde fur die Superfusion ein spezielles

Stimulationsschema entwickelt (Abb. 15).

Clonidin Forskolin Clonidin PTX | | Forskolin

R

Adenylatzyklase Adenylatzyklase

cAMP ATP cAMP ATP
i H
keine Insulinsekretion Insulinsekretion

Abb. 15: Prinzip des Tests einer erfolgreichen Blockade des Ga-Proteins mit PTX.

Der az-adrenerge Signalstoff Clonidin hemmt Uber das PTX-sensible Gja-Protein die
Adenylatzyklase vermittelte cAMP-Bildung. Forskolin stimuliert direkt und PTX-
unabhangig die Adenylatzyklase. Im unveranderten Zellsystem hebt Clonidin die
Forskolin stimulierte cAMP-Produktion fast vollig auf, die Ko-Stimulation mit beiden
Substanzen flhrt daher zu nur minimalen Veranderungen des Insulinsignals. Unter
Hemmung des G,a-Proteins mittels PTX ist Clonidin in seiner Wirkung blockiert. Ko-
Stimulation mit Clonidin plus Forskolin fuhrt bei PTX-blockierten Zellen folglich zu

einem Anstieg der Insulinsekretion (Abb. 16).
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Abb. 16: Mittelwerte £ SEM der auf die Basislinie bezogenen Insulinsekretion von
INS1-Zellen in zwei Superfusionsgruppen. Die Zellen der zweiten Gruppe
(rechts) erhielten eine Vorinkubation mit PTX (s. Text). In beiden Gruppen
erfolgte eine 3-minltige Stimulation mit 2 pmol/l Forskolin und eine 3-
minutige Ko-Stimulation mit 2 umol/l Forskolin plus 1 pmol/l Clonidin

(zusammengefasste Ergebnisse aus n = 4 Superfusionen).

Die Modulationswirkung von Melatonin auf verschiedene insulinstimulierende
Substanzen wird durch PTX-Behandlung verandert. Die alleinige Gabe von
Melatonin bleibt allerdings trotz nachweislich wirksamer PTX-Blockade ohne

stimulierenden Effekt auf die Insulinsekretion pankreatischer 3-Zellen.
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3.4.3 Wirkung von Melatonin plus Carbachol

3.4.3.1 Wirkung von Melatonin plus Carbachol
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Abb. 17: Mittelwerte £+ SEM der auf die Basislinie bezogenen Insulinsekretion von
INS1-Zellen in zwei Superfusionsgruppen. In beiden Gruppen erfolgte eine
3-minutige Stimulation mit Carbachol in den Konzentrationen von 10 und
100 pmol/l. Die Zellen der zweiten Gruppe (dunkle Balken) erhielten
beginnend sechs Stunden vor der ersten Carbacholstimulation einen
Mediumzusatz von 100 nmol/l Melatonin (zusammengefasste Ergebnisse

aus n = 4 Superfusionen).

Carbachol diente in den durchgefiihrten Untersuchungen als Modellsubstanz der IP5-
getriggerten Insulinausschuttung. Fur Melatonin ist eine Inhibition der Wirkung
Insulin-stimulierender Substanzen nach einer mehrstindigen Inkubationszeit
beschrieben. Es wurden zwei Gruppen von Superfusionen aufgestellt. Beide Gruppe
erhielten eine 3-minutige Stimulation mit 10 und 100 umol/l Carbachol. Die zweite
Gruppe wurde sechs Stunden vor der ersten Carbacholstimulation auf ein Medium

mit Melatonin in einer Konzentration von 100 nmol/l umgestellt.

31



Erwartungsgemal flhrt eine 3-minltige Stimulation mit Carbachol in den Konzentra-
tionen von 10 ymol/l und 100 pymol/l zu einer Stimulation der Insulinausschittung. Die
Insulinsekretion zeigt einen distinkten Gipfel und ist zeitlich eng an die Stimulation mit
Carbachol gebunden. In den Melatonin-inkubierten Superfusionen zeichnet sich eine

Dampfung der Carbachol-induzierten Insulinsekretion ab (Abb. 17).

3.4.3.2 Wirkung von Melatonin plus Carbachol unter PTX
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Abb. 18: Mittelwerte £ SEM der auf die Basislinie bezogenen Insulinsekretion von
INS1-Zellen in zwei Superfusionsgruppen. Beide Gruppen waren PTX-
behandelt und in beiden Gruppen erfolgte eine 3-minutige Stimulation mit
Carbachol in den Konzentrationen von 10 und 100 umol/l. Die Zellen der
zweiten Gruppe (dunkle Balken) erhielten beginnend sechs Stunden vor
der ersten Carbacholstimulation einen Mediumzusatz von 100 nmol/l

Melatonin (zusammengefasste Ergebnisse aus n = 4 Superfusionen).
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Der Aufbau der Untersuchungen entspricht den unter 3.4.3.1 beschriebenen
Superfusionen. Allerdings wurden die eingesetzten Zellen beider Gruppen zusatlich
einer 24-stundigen Vorinkubation mit 250 ng/ml PTX unterzogen. Der Nachweis einer
suffizienten Blockade der Gia-Proteine erfolgte mit dem unter 3.4.2.2 beschriebenen
Stimulationsschema.

Unter diesen Bedingungen tritt bei zusatzlicher Melatoninapplikation eine Verstar-

kung der Carbachol-induzierten Insulinsekretion auf (Abb. 18).
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4. Diskussion

4.1 Die INS1-Zelllinie als Modellsystem

In den durchgeflhrten Studien wurde die INS1 Ratten-Insulinomazelllinie verwendet,
um die IP3-Signalkaskade pankreatischer B-Zellen zu untersuchen. Im Folgenden soll
dargelegt werden, warum dieses Modellsystem gewahlt wurde.

Die pankreatische [B-Zelle liegt, wie in der Einleitung beschrieben, mit anderen
Zelltypen zusammen in den Langerhans’schen Inseln. Je nach Spezies bilden
Hunderte bis Tausende dieser Inseln den endokrinen Teil des Pankreas.

Die Gewinnung Langerhans’scher Inseln aus Ratten [Lacy et al., 1967] oder
Schweinen [Ricordi et al., 1990] und die anschlieRende Isolation nativer B-Zellen aus
den Inseln [Van de Winkel et al., 1983] fihrt zu Primarzellkulturen, die nur relativ kurz
vital bleiben [Kaiser et al., 1991]. Demgegenuber besitzen immortalisierte, endokrin
aktive 3-Zellen ein nahezu unbegrenztes Teilungspotential und bieten sich daher fur
in vitro Untersuchungen als leicht verfligbares und reprasentatives Modellsystem an.
Die durchgefuhrten, auf hohen Zellanzahlen basierenden Untersuchungen
verlangten den Einsatz eines solchen Modellsystems.

Ein ideales Modellsystem der primaren pankreatischen B-Zelle erfullt folgende
Kriterien: Induzierbare Insulinsekretion durch verschiedene Stimuli physiologischer
Konzentration mit nativer Sekretionskinetik durch nahezu unverandertem Metabolis-
mus und der Konservierung physiologischer Signalkaskaden, Stabilitat Gber viele
Teilungszyklen und Immortalitat. Es ist ersichtlich, dass ein hoher Differenzierungs-
grad und eine gute Wachstumspotenz gleichermalien gefordert sind, was sich
zellbiologisch nahezu ausschliet [Wollheim et al., 1990]. Dies mag erklaren, dass
nur wenige Zelllinien den geforderten Kriterien entsprechen.

Zu den gegenwartig etablierten Zelllinien zahlen die Maus-Insulinomalinie MING, die
Hamster-Insulinoma Linie HIT, sowie die Ratten-Insulinoma Linien RIN und BTC. Aus
einer Hybridkultur von Lymphozyten und der RIN-Linie wiederum ist die INS1-Zelllinie
hervorgegangen. In  unterschiedlich  starker  Auspragung besitzen alle
Insulinomazelllinien Besonderheiten, die sie von nativen pankreatischen [B-Zellen
unterscheiden, und die berucksichtigt werden mussen.

So ist fur Zellen der BTC-6-Linie [Poitout et al., 1995] und der HIT-T15-Linie [Kendall

et al.,, 1995] neben der Produktion von Insulin die Synthese von Glucagon und
34



Somatostatin beschrieben. Diese Substanzen sind im normalen Inselorgan Sekreti-
onsprodukte der a- und 0-Zelltypen. Eine derartige Ko-Synthese aller drei
Substanzen in einer Zelle kann in Progenitorzellen wahrend der Pankreasentwick-
lung beobachtet werden [Poitout et al., 1996]. Das Auftreten dieses Phanomens in [3-
Zellen gilt als Zeichen der Entdifferenzierung [Alpert et al., 1988; Hashimoto et al.,
1988]. Weiterhin wird beispielsweise in RIN- oder HIT-Zellen ein, verglichen mit
nativen pankreatischen (-Zellen, bis zu 1000-fach verringerter Insulingehalt
beobachtet [Santerre et al., 1981; Praz et al., 1983; Asfari et al., 1992]. Keine der
Tumorzelllinien sezerniert Insulin auf einen Glukosereiz in dem gleichen Muster, wie
es von nativen pankreatischen [B-Zellen bekannt ist. Einige Zelllinien reagieren
bereits auf geringe Glukosemengen mit ihrer maximalen Ausschuttung [Poitout et al.,
1996]. Andere, wie die INS1-Zelllinie, reagieren zwar auf den physiologischen
Bereich von 5 bis 15 mmol/l Glukose mit einer Insulinsekretion [Asfari et al., 1992],
diese ist aber gegenuber der Basalsekretion weniger stark erhdht als in nativen [3-
Zellen. In jungerer Zeit wurde mit unterschiedlichem Erfolg versucht, das Problem
mangelnder Insulinausschuttung durch artifizelle Verstarkung der =zellularen
Glukokinase- und/oder GLUT2-Aktivitat zu beheben [McClenaghan et al., 1999].
Unter den verfugbaren Zelllinien erfullt die 1992 von Asfari und Mitarbeitern
beschriebene INS1 Ratten-Insulinomazelllinie die oben geforderten Kriterien
vergleichsweise gut. Der Insulingehalt liegt bei etwa 20 % des Wertes nativer -
Zellen und die Glukoseresponsivitat entspricht dem physiologischen Bereich.
Darlber hinaus detektierten Immunfluoreszenzuntersuchungen ausschliellich Insulin
in INS1-Zellen. Glucagon, Somatostatin oder das Pankreatische Polypeptid konnten
nicht nachgewiesen werden [Asfari et al., 1992]. Dies belegt den erhaltenen, hohen
Differenzierungsgrad. Weiterhin blieb die Proliferation der INS1-Zellinie Uber zwei
Jahre hinweg stabil ohne Veranderung ihrer Merkmale [Asfari et al., 1992].

Die aus einer Hybridkultur von RIN-Zellen und Lymphozyten entstandene Zelllinie hat
aus ihrer Abstammung eine bemerkenswerte Besonderheit konserviert. Zum
Uberleben bendtigen die Zellen 2-Mercaptoethanol in einer Konzentration von 50
pgmol/l im Medium. Die wachstums- und differenzierungsvermittelnde Bedeutung von
2-Mercaptoethanol fur verschiedene Lymphom-Zelllinien ist gut beschrieben [Chen et
al., 1972]. Ursachlich soll die Stimulation der Cystinaufnahme durch 2-

Mercaptoethanol zu einem erhodhten Glutathion-Spiegel fuhren [Ishii et al., 1981;
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Noelle et al., 1981; Ishii et al., 1987; Pruett et al., 1989]. Tatsachlich konnte eine 15-
fache Erhdhung des zellularen Glutathions unter 2-Mercaptoethanol bei INS1-Zellen
nachgewiesen werden [Asfari et al., 1992]. Die genauen Mechanismen der Wirkung
von 2-Mercaptoethanol sind allerdings unbekannt.

Bisherige Arbeiten der Arbeitsgruppe Peschke haben die Wirkung von Melatonin auf
die cAMP-Signalkaskade der INS1-Zelllinie charakterisiert. In Fortflihrung dieser
Untersuchungen und in Anbetracht der beschriebenen Vorteilen der INS1-Zelllinie,
wurden INS1-Zellen als experimentelles Modellsystem zur Untersuchung der IPs-

Signalkaskade pankreatischer 3-Zellen eingesetzt.

4.2 Auswahl der IP;-Detektionsmethode

Zu Beginn der Untersuchungen stand die Frage nach einer geeigneten Methode zur
Quantifizierung intrazellularer IP3-Mengen. In der Literatur sind eine Reihe von
Methoden und Techniken beschrieben [Maslanski et al., 1990; Palmer et al., 1990;
Balla, 1997; Challiss, 1997; Shears, 1997]. Jede Vorgehensweise erfordert die saure
Extraktion zellularer Inositolphosphate. Im Anschluss gibt es eine Vielzahl von
Maglichkeiten, sowohl zur Selektion, als auch zur Quantifizierung der gesuchten
Inositolphosphate.

Die Selektion geschieht tblicherweise durch eine Form der Chromatographie. Mittels
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ist sogar eine Quantifizierung
moglich, doch das Verfahren ist sehr aufwendig.

Die Quantifizierung schlief3t sich an die Selektion des gesuchten Inositolphosphats
an. Eine Maglichkeit besteht in einer enzymatisch gekoppelten Reaktion unter
Verbrauch des gesuchten Inositolphosphats und Bildung eines fluoreszierenden
Produktes [Balla, 1997].

Ein anderes, sehr weit verbreitetes Verfahren beruht auf einem Markierungsprinzip
[Challiss, 1997]. Dem Zellmedium wird *H-markiertes Inositol beigegeben. °H ist ein
B-Strahler mit einer physikalischen Halbwertzeit von 12,3 Jahren [Smith et al., 2003].
Bei ausreichender Inkubationszeit stellt sich ein Gleichgewicht zwischen
unmarkierten und *H-markierten Phosphatidylinositiden in den Zellen ein. Dieses
Gleichgewicht ist zwingende Voraussetzung fur die Bestimmungsmethode. Die

Dauer der nétigen Inkubationszeit hangt von Zellart, Wachstumsgeschwindigkeit und
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dem Angebot an nicht-radioaktivem Inositol ab. Unmittelbar vor dem Experiment
erfolgt ein Wechsel auf nicht-radioaktives Medium. Nach der gewlnschten
Stimulation der Zellen im Experiment erfolgt eine saure Extraktion aller Inositol-
phosphate. Es schliel3t sich die Selektion nach den oben beschriebenen Verfahren
an. Inositolphosphatmengen kénnen dann mit Hilfe eines B-Counters quantifiziert
werden.

Der Vorteil des Verfahrens ist, dass neben IP3;-Molekllen andere Inositolphosphate
und Phosphatidylinositide untersucht werden konnen. Der Nachteil ist die Notwen-
digkeit des Einsatzes radioaktiver Nuklide in der Zellzucht. Es kbnnen Aussagen zu
den relativen Verhaltnissen einzelner Inositolspeicher untereinander gemacht
werden, die absolute, zellulare IP3-Menge ist sehr schwer ableitbar.

Eine Methode, welche Selektion und Quantifizierung von IP3-Molekllen in einem
Schritt vereint, ist der IPs-Radiorezeptorassay (IP3-RRA). Das Prinzip der [Ps-
Bestimmung ahnelt einem Radioimmunoassay und beruht auf der Konkurrenz einer
bekannten Konzentration *H-markierter IPs-Molekiile (Tracer) und einer unbekannten
Konzentration unmarkierter IPs-Molekule der Probe um eine begrenzte, definierte
Anzahl hochspezifischer |Ps-Bindungsproteine. Die Quantifizierung geschieht mittels
einer Eichkurve. Das hochspezifisch |IPs-bindende Protein ist der IP3-Rezeptor selbst.
Hohe Konzentrationen dieses Rezeptors koénnen aus Gehirn und Nebenniere
extrahiert werden. Die Methode ist spezifisch fur IP3-Moleklle, da andere Inosi-
tolphosphate praktisch nicht gebunden werden. Die Vorteile sind eine hohe Spezifitat
und Selektivitat bei akzeptablem technischen Aufwand. Der Nachteil sind die relativ
hohen Kosten.

Unter den betrachteten Methoden erschien die IP3-Quantifizierung mit dem [P3-

Radiorezeptorassay fur die zu untersuchende Fragestellung am besten geeignet.

4.3 Transduktion des Melatoninsignals in pankreatischen B-Zellen

Im Folgenden soll unter Diskussion der erhobenen Befunde der hypothetische Weg
des Melatoninsignals Uber die IP3-Signalkaskade dargestellt werden. Dieser Weg
beginnt mit der Bindung von Melatonin an den MTq-Rezeptor, es folgen die
Aktivierung der Phospholipase CQB, die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat zu Diazylglyzerol und IPs, die Ca**-Freisetzung aus dem Endoplasmati-
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schen Retikulum durch IPs-Molekile und schlieRlich die Insulinsekretion. Carbachol
nutzt diesen Weg, wie Angaben aus der Literatur [Wollheim et al., 1986; Zawalich et
al., 1996; Gasa et al., 1999; Dyachok et al., 2004] und die eigenen Befunde [Bach et
al., 2005] deutlich belegen. Melatonin bedient sich ebenfalls der IPs-Signalkaskade.
In der Endstrecke kommt es jedoch nur unter besonderen Bedingungen zur

Aktivierung der Insulinsekretion.

4.3.1 IPs-Liberalisierung durch Melatonin

In der Literatur sind unterschiedliche Wirkungen von Melatonin auf die IPs-Signalkas-
kade beschrieben. Verschiedenen Autoren schlagen unterschiedliche Mechanismen
vor [Popova et al., 1995; Godson et al., 1997; Brydon et al., 1999; Zemkova et al.,
2000; Blumenau et al., 2001; Lai et al., 2001, 2002; MacKenzie et al., 2002; Balik et
al., 2004; Girouard et al., 2004; Markowska et al., 2004]. Stimulierende oder sogar
inhibierende Effekte von Melatonin auf die |Ps-Freisetzung sind von Zelltyp, Subtyp
des Melatoninrezeptors, Bestand an G-Proteinen und anderen Signalkaskadenpro-
teinen abhangig.

In einigen Zelltypen oder Geweben besitzt Melatonin einen hemmenden Einfluss auf
die IP3-Signalkakskade, nachweislich bei gonadotrophen Hypophysenzellen neonater
Ratten [Zemkova et al., 2000; Balik et al., 2004] oder in isolierten Mesenterialarterien
von hypertensiven Ratten [Girouard et al., 2004]. Der verantwortliche Mechanismus
ist unklar.

In HUhner-Splenozyten soll Melatonin entweder aktivierend oder hemmend auf die
IPs-Freisetzung wirken, abhangig vom Ausmal der Zellstimulation. Dieses Verhalten
soll durch die beiden Melatoninrezeptor-Subtypen MT, und Mels. vermittelt sein
[Markowska et al., 2004].

Um eindeutig beantworten zu kdnnen, ob Melatonin stimulierend oder hemmend auf
die IPs-Signalkaskade der pankreatischen B-Zelle wirkt, wurden die Zellen mit
Melatonin und Carbachol ko-stimuliert (Abb. 8).
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Abb. 19: Carbachol Abb. 20: Acetylcholin

Carbachol (Abb. 19) bzw. sein physiologisches Aquivalent Acetylcholin (Abb. 20) sind
gut charakterisierte Substanzen, welche Signale des parasympathischen Nerven-
systems Ubermitteln. Es ist wohl bekannt und durch die erhobenen Befunde
bestatigt, dass Carbachol die Insulinausschittung pankreatischer B-Zellen stimuliert
[Wollheim et al., 1986; Zawalich et al., 1996; Gasa et al., 1999; Dyachok et al., 2004;
Peschke et al., 2005] (Abb. 11, 14).

Ein denkbarer hemmender Effekt von Melatonin auf die IPs;-Signalkaskade wirde
durch die gleichzeitige Stimulation mit Carbachol sichtbar werden: Melatonin wirde
den Carbachol-Effekt auf die IP3-Signalkaskade dampfen. Dies ist jedoch nicht der
Fall. Im Gegenteil, sowohl Melatonin allein als auch Carbachol allein erhéhen den
IPs-Spiegel. Die Ko-Stimulation fihrt zu einem nahezu summativen Effekt auf die IPs-
Signalkaskade (Abb. 8).

Die |Ps-steigernde Wirkung von Melatonin ist in weiteren Experimenten bestatigt.
Evidenz fur die Spezifitdt des Phanomens ist die beobachtete Dosisabhangigkeit der
IPs-Erhdhung durch Melatoninstimulation in den Konzentrationen von 1 bis 100
nmol/l (Abb. 6). Eine ahnliche Stimulation der IP;-Signalkaskade durch Melatonin ist
in Hirnschnitten von Huhnern [Popova et al., 1995] oder in kultivierten Ovarialzellen
des Chinesischen Hamsters [MacKenzie et al., 2002] beschrieben.

Die im Blut von Saugetieren physiologischen Melatoninkonzentrationen erreichen
Hochstwerte von bis zu 1 nmol/l [Hardeland et al.,, 1997]. Dennoch wurden
experimentell hohere Konzentrationen eingesetzt, da die Sensibilitat der [Ps-
Detektionsmethode ebenso wie die Responsivitat des Modellsystems unklar waren.
Des weiteren wird in zahlreichen Publikationen auf die Mdglichkeit einer lokalen
Melatoninanreicherung in einzelnen Organen hingewiesen [Hardeland et al., 1997].
Bei Einzellern wie dem Dinoflagellaten Gonyaulax polyedra kann Melatonin
Konzentrationen von bis zu 1 mmol/l erreichen [Hardeland et al., 1997].

Der zeitliche Verlauf der Melatonin-getriggerten IPs-Enstehung zeigt typischerweise

einen Gipfel innerhalb der ersten Minuten nach Stimulationsbeginn und pegelt sich in
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den folgenden 30 Minuten auf ein langsam abfallendes Plateau ein. Dieser Verlauf
der IPs-Freisetzung ist typisch flr pankreatische Inseln [Zawalich et al., 1996] aber
auch fur andere Systeme [Popova et al., 1995]. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass die Aktivierung der IPs-Signalkaskade durch Melatonin schnell und unmittelbar
erfolgt.

Dies ist ein grofRer Unterschied zum Einfluss von Melatonin auf die cAMP-Signalkas-
kade der B-Zelle. Dort bendtigt die Inhibition der Adenylatzyklase eine 6- bis 8-
stindige Vorinkubationszeit mit Melatonin [Peschke et al., 1997; 2000; 2002b; Kemp
et al., 2002].

4.3.2 Der MT,-Rezeptor und die IP;-Signalkaskade

Luzindol (Abb. 22) qilt als Blocker von Melatoninrezeptoren. Die Substanz besitzt
eine etwa 10 bis 20 mal hohere Affinitat zum MT,-Rezeptor als zum MT-Rezeptor
[Audinot et al.,, 2003]. Da auf INS1-Zellen nur MT4- und keine MT2-Rezeptoren
nachweisbar sind [Peschke et al., 2000; 2002a; 2002b; Kemp et al., 2002], ist dieser
Umstand in der vorliegenden Untersuchung jedoch irrelevant. Weiterhin ist Luzindol
im Gegensatz zu neuartigen MT1-selektiven Blockern wie S26131 kommerziell gut
verfugbar und blockt Melatoninrezeptoren mit hoher Wirksamkeit [Audinot et al.,
2003].
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Abb. 21: Melatonin Abb. 22: Luzindol

Der stimulierende Effekt von Melatonin (Abb. 21) auf die IPs;-Freisetzung wird
spezifisch Uber den membranstandigen MT1-Rezeptor vermittelt. Luzindol (30 pmol/l)

kann die |Ps-freisetzenden Effekte von Melatonin komplett unterbinden (Abb. 7).
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4.3.3 G-Proteine in der IP;-Signalkaskade
Das an den MT4-Rezeptor gekoppelte G-Protein und die Phospholipase Cp

stimulierende Untereinheit des G-Proteins muss nach den zuvor beschriebenen
Untersuchungen spekulativ bleiben, da ein bestimmter Rezeptor in unterschiedlichen
Zellen an unterschiedliche G-Proteine koppeln kann [Blumenau et al., 2001].

In der pankreatischen 3-Zelle sind G-Proteine mit den Untereinheiten Gjia, Gixa, Gisa
als Adenylatzyklase hemmende Komponenten und G0, Goa sowie Ggqia als
Phospholipase Cp stimulierende Komponenten beschrieben [Peschke et al., 1997].
Eine Reihe von Beispielen legt nahe, dass der MT;-Rezeptor an Gya-Proteine bindet.
Carbachol-aktivierte, muskarinerge Rezeptoren stimulieren die Phospholipase Cp
uber eine Vermittlung von Gqa-Proteinen. Analog besitzen auch klonierte Melatonin-
rezeptoren (MTy, MT, und Mels;) in unterschiedlicher Auspragung die Fahigkeit,
Phospholipase CB mittels Gqa-Proteinen zu aktivieren. In der humanen embryonalen
Nierenzelllinie HEK293 konnte gezeigt werden, dass MT1-Rezeptoren dosisabhangig
an Gyo-Proteine binden [Brydon et al., 1999].

Es gibt allerdings ernstzunehmende Alternativen zu dem oben beschriebenen Weg
uber Gq0-Proteine. In der Maus-Fibroblastenzelllinie NIH/3T3, die den menschlichen
MT1-Rezeptor exprimieren, erhohte Melatonin den IPs-freisetzenden Effekt von
PGF,, mittels der GpBy-Untereinheit [Godson et al.,, 1997]. Bei MT-Rezeptor
transfizierten Krallenfrosch (Xenopus laevis)-Eiern wird sogar der Weg Uber Gio-
oder Gga-Proteine diskutiert [Blumenau et al., 2001].

Eigene Untersuchungen zeigen, dass der IPs-stimulierende Effekt des Melatonins
nach Blockade von Gia-Proteinen mit PTX erhalten bleibt (Daten nicht gezeigt). Dies
macht die ohnehin als atypisch zu bezeichnende, hypothetische Beteiligung eines
PTX-sensiblen G-Proteins wie Gja- oder Gsa an der IPs-Signalkaskade unwahr-

scheinlich.

4.3.4 IP;-Rezeptoren

Der weitere Signalweg fuhrt Uber die Phospholipase CB mediierte Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate zu den intrazellularen Botenstoffen Diazyl-
glyzerol und IPs. IPs-Molekiile mobilisieren intrazelluldre Ca?*-lonen nach Bindung an

IPs-Rezeptoren. Diese sind Liganden-aktivierte Ca?*-Kanale [Putney et al., 2000],
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welche durch IPs-Molekiile und Ca**-lonen selbst reguliert werden [Mikoshiba et al.,
2000].

IPs-Rezeptoren befinden sich hauptsachlich auf dem Endoplasmatischem Retikulum,
aber auch auf Membranen des Zellkerns und verschiedener Granula, unter anderem
auch auf Insulin-Granula [Blondel et al., 1994]. Die Aufgabe der IP3-Rezeptoren auf
distinkten Vesikeln ist unklar.

Funf IPs-Rezeptor Isoformen sind molekularbiologisch charakterisiert. Vollstandige
cDNA-Sequenzen sind fur die IPs-Rezeptor Isoformen IP3R-1 [Mignery et al., 1990],
IP3R-2 [Sudhof et al., 1991] und IP3R-3 [Blondel et al., 1993] beschrieben.
Unterschiedliche Expressionsmuster der |P;-Rezeptor Isoformen in verschiedenen
Zelltypen und Organen konnten ein Indiz fur unterschiedliche Aufgaben der in
Struktur, Regulation und zellularer Verteilung unterschiedlichen Isoformen sein
[Blondel et al., 1993]. Das fur INS1-Zellen unbekannte Expressionsmuster der |Ps-
Rezeptor Isoformen war daher im Rahmen der Untersuchungen von Interesse.

Es zeigt sich, dass alle drei Isoformen in INS1-Zellen exprimiert werden (Abb. 9). Im
Gegensatz zu pankreatischen Inseln (Ratte), Insulinoma RINm5F Zellen (Ratte) und
Insulinoma BHCY Zellen (Maus), in denen die Isoform IP3R-3 am starksten exprimiert
wurde [Blondel et al., 1993], ist in INS1-Zellen die IP3R-1 Isoform vorherrschend
(Abb. 10).

Die IP3R-3 Isoform, in INS1-Zellen am zweitstarksten exprimiert, steht im Mittelpunkt
vieler Untersuchungen. Die Expression ausschlief3lich dieser Isoform soll in BHC9
Zellen durch Glukose sowohl zeit- als auch dosisabhangig stimulierbar sein [Blondel
et al., 1994].

In den durchgefuhrten Experimenten wurde stets eine Glukosekonzentration von 5,6
mmol/l eingesetzt, so dass der Einfluss dieser Randbedingung vergleichbar blieb. Die
Regulation der IP3R-3 Isoform durch Glukose kdnnte ein Adaptationsmechanismus
der B-Zelle sein [Blondel et al., 1994].

Unter den Zelltypen der Langerhans’schen Insel ist die IP3R-3 Isoform nicht in
Glucagon (a)- oder Pankreatisches-Polypeptid (PP)-sezernierenden Zellen, sondern
ausschlieBlich in Insulin (B)- und Somatostatin (8)- ausschittenden Zellen zu finden
[Blondel et al., 1994, Lee et al., 1998].

Die Bedeutung der fur die INS1-Zelle charakteristischen 1P3-Rezeptor Ausstattung ist

unklar. Unstrittig ist jedoch, dass die Langerhans’schen Inseln unterschiedlicher
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Spezies im Detail unterschiedlich auf Insulinsekretionsreize reagieren [Blondel et al.,
1994; Lee et al.,, 1998; Zawalich et al., 2001]. Dabei konnte die unterschiedliche
Ausstattung mit IP3-Rezeptor Isoformen eine Rolle spielen.

Alle IPs-Rezeptor Isoformen zeichnen sich durch eine dhnliche Ca®*-Freisetzungsrate
aus [Hagar et al., 1998; Dyer et al., 2001]. Weiterhin besitzen alle Isoformen eine
vom Ca?'-Spiegel abhangige Affinitat fir IPs-Molekiile. Der Affinitatsverlauf der
Isoformen ist jedoch unterschiedlich. Die IPsR-1 Isoform erreicht Maximalbindung fur
IP5 bei einer intrazelluldren Ca?*-Konzentration von 1 pmol/l [Hagar et al., 1998; Dyer
et al., 2001]. Héhere Ca?**-Konzentrationen hemmen die weitere Ca?*-Mobilisierung
aus dem Endoplasmatischen Retikulum. Dies wird als glockenformige Affinitatskurve
bezeichnet. Im Gegensatz dazu nimmt die Offenheitswahrscheinlichkeit der IP3;R-3
Isoform unter erhdhten Ca?*-Konzentrationen stetig zu [Hagar et al., 1998]. Die IP3R-
3 Isoform ist zur Initiation eines Ca®*-Signals geeignet, wahrend die in INS1-Zellen

vorherrschende IPsR-1 Isoform ideal zur Unterstiitzung von Ca?*-Oszillationen ist.

4.3.5 Intrazelluldre Ca?*-lonen in der IP;-Signalkaskade

Die intrazelluldre Ca**-Konzentration ist distinkt reguliert und bei vielen Zellen stellt
eine Ca®*-Erhdhung ein wichtiges zelluldres Signal dar. Die Wirkung intrazelluldrer
Ca?*-lonen ist vielfiltig. Ca®'-lonen stimulieren direkt die Phospholipase CS9,
Proteinkinase C, Phospholipase A, und interagieren als Ca**-Calmodulin Komplex
mit einer Vielzahl regulatorischer Enzyme [Champney et al., 1983; Berridge et al.,
1989; Berggren et al.,, 1994; Rorsman et al., 1994; Li et al., 1998; Barker et al.,
2002]. In der pankreatischen B-Zelle sind Ca*-lonen das Schliisselsignal zur
Insulinsekretion und stehen relativ weit am Ende vieler Signalkaskaden [Efendic et
al., 1991; Berggren et al., 1994]. Die Exozytose von Insulin wird durch einen Anstieg
der intrazelluliren Ca*-Konzentration von 100 nmol/l auf 1 pmol/l vermittelt
[Rorsman et al., 1994]. Die Herkunft der Ca®*-lonen sind der extrazelluldre Raum
(2,5 mmol/l, davon 50 % als freie lonen) und intrazelluldre Ca®*-Speicher (100 umol/l)
[Rorsman et al., 1994].

Den wichtigsten Zugang zum Ca?*-Reservoir des extrazelluldren Raumes bietet der
spannungsabhingige Ca**-Kanal (L-Typ) [Berggren et al., 1994]. Dieser Kanal wird
zum einen Uber die cAMP-Signalkaskade und die Proteinkinase A moduliert. Zum

anderen o6ffnet er sich bei Depolarisation der Zellmembran. Die Membranpolarisation
43



wiederum wird maRgeblich vom ATP-abhdngigen K'-Kanal aufrechterhalten. Bei
Aufnahme von Glukose und der konsekutiven Bildung von ATP schlie3t sich der
hyperpolarisierende K*-Kanal. In der Folge depolarisiert die Zellmembran, der
spannungsabhingige Ca®*-Kanal (L-Typ) 6ffnet sich und Ca*-lonen strémen aus
dem Extrazellularraum in die Zelle ein [Berggren et al., 1994].

Eine Freisetzung von Ca®*-lonen aus intrazelluldren Speichern ist durch verschie-
dene Signalstoffe initiierbar, wozu IP3, Arachidonsaure, Metabolite des Glukosestoff-
wechsels und Ca®"-lonen selbst gehdren [Berggren et al., 1994]. Uber diesen
Mechanismus fuhrt die IPs-Signalkaskade zu einer Erhdhung des intrazellularen
Ca**-Spiegels.

Carbachol fiihrt bekanntermaRen zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration in pankreatischen (3-Zellen [Wollheim et al., 1986; Zawalich et al.,
1996; Gasa et al., 1999; Dyachok et al., 2004]. Durch konfokalmikroskopische
Untersuchungen der Arbeitsgruppe Peschke konnte diese Wirkung von Carbachol
jungst in INS1-Zellen bestatigt werden [Bach et al., 2005]. Eine Erhéhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration nach Stimulation mit Carbachol war selbst in Ca?*-
freiem Medium nachweisbar. Die Ca?*-lonen mussten folglich aus intrazellularen
Speichern stammen.

Interessanterweise konnte ein analoger, wenn auch schwacher ausgepragter
stimulativer Einfluss auf die intrazelluldre Ca?*-Konzentration auch durch Melatonin
nachgewiesen werden [Bach et al., 2005]. Diese Befunde erganzen die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit und zeichnen einen Signalweg von der Melatonin-initiierten
IPs-Erhdhung bis zur intrazelluldren Ca?*-Freisetzung. Analoge Beobachtungen
wurden an MT;-Rezeptor tragenden Zellen der Hypophyse (Pars tuberalis) und an
MT-transfizierten Zellen der humanen embryonalen Nierenzell-Linie HEK293
gemacht [Brydon et al., 1999].

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mehrere Prozesse zur Erhéhung
des intrazellularen Ca**-Spiegels fiihren, wobei die Ca?*-Freisetzung aus intrazelluli-
ren Speichern bei der Reaktion der pankreatischen B-Zelle auf Melatoninstimulation
im Vordergrund steht.

Die Mechanismen bei der Freisetzung von Insulin auf einen Ca**-Reiz hin sind
komplex. Die Ca?*-Konzentration ist nicht einfach erhéht, sondern sie oszilliert

vielmehr zwischen weniger stark erhohten Konzentrationen und Spitzenwerten,
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welche konsekutiv zur Exozytose von Insulin fihren [Efendic et al., 1991; Berggren et
al., 1994; Rorsman et al., 1994].

Die schnellen Oszillationen der intrazellularen Ca?*-Konzentrationen laufen synchron
mit Schwankungen des Zellmembranpotentials [Berggren et al., 1994]. Bei
Depolarisation kommt es zu einem Ca®*-Einstrom aus dem Extrazellularraum durch
den spannungsabhangigen Ca**-Kanal (L-Typ). Die freien, intrazelluldren Ca?*-lonen
binden an Ryanodinrezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums, wodurch weitere
Ca**-lonen mobilisiert werden. Dieser Mechanismus wird als Ca**-vermittelte Ca®*-
Freisetzung (Ca?*-induced-Ca**-release, CICR) bezeichnet [Berggren et al., 1994;
Mikoshiba et al., 2000; Dyachok et al., 2004]. Die weitere Erhohung der Ca®-
Konzentration aktiviert einen zellmembranstandigen Ca2+-abhéngigen K*-Kanal,
welcher die Zellmembran repolarisiert. Die spannungsabhéngigen Ca?*-Kanile (L-
Typ) schlieRen. Durch Pufferung sinkt der intrazellulare Ca?*-Spiegel rasch wieder
ab. In der Folge schlieRt auch der Ca?*-abhangige K*-Kanal und die Zelle depolari-
siert erneut, eine neue Oszillation beginnt [Berggren et al., 1994].

Erhohte IPs-Spiegel steigern die Oszillationsfrequenz und damit die Sekretion, da sie
die Ca®*-Mobilisation lber zwei Mechanismen erhdhen [Dunne et al., 1994]. Zum
einen kommt es zur Ca**-Freisetzung aus intrazelluléren Speichern. Die in der INS1-
Zelle vorherrschende IP3R-1 Isoform unterstltzt mit ihrer glockenférmigen Affinitats-
kurve zum IP; die Ca**-Oszillationen. Zum anderen ist ein zusétzlicher Ca**-Einstrom
aus dem Extrazellularraum mdglich. Dieser sogenannte kapazitative Ca®*-Einstrom
ist Uber Speicher-regulierte (store-operated) Ca®*-Kanile vermittelt, wobei die
Regulation durch direkte Bindung aktivierter IP3-Rezeptoren an die store-operated
Ca”*-Kanale stattfindet [Mikoshiba et al., 2000; Dyachok et al., 2004].

4.3.6 IP3;-vermittelte Insulinsekretion

Carbachol als IPs-Stimulator besitzt einen dosisabhangig stimulierenden Effekt auf
die Insulinfreisetzung sowohl in pankreatischen B-Zellen [Wollheim et al., 1986;
Zawalich et al., 1996; Gasa et al., 1999; Dyachok et al., 2004] als auch, wie in dieser
Untersuchung gezeigt, in INS1-Zellen (Abb. 5).

Der Einfluss von Carbachol und Melatonin auf die IPs-Spiegel und auf die intra-
zelluldre Ca**-Konzentration ist jeweils stimulativ. Dennoch unterscheiden sich beide

Substanzen deutlich in ihrer Wirkung auf die Insulinsekretion. Wie gezeigt, besitzt
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Carbachol einen stimulierenden Effekt auf die Insulinsekretion (Abb. 11, 13, 14, 17,
18), Melatonin allein jedoch nicht (Abb. 12, 13).

Die Bedeutung der IPs;-Signalkaskade fur die Sekretionsaktivierung pankreatischer 3-
Zellen wird als weniger bedeutsam im Vergleich mit anderen Mechanismen
eingeschatzt. Beispielsweise konnte an INS1-Zellen und pankreatischen (-Zellen
gezeigt werden, dass eine Uberexpression bestimmter Phospholipase C Isoformen
und des Gg11a-Proteins zwar zu einer leichten Erhohung des IP3-Spiegels fuhrt,
jedoch keine Erhéhung der Insulinsekretion folgte [Gasa et al., 1999].

Im vorliegenden Fall ist jedoch bedeutsamer, dass Melatonin gleichzeitig auf dem
bekannten Weg der cAMP-Signalkaskade die cAMP-vermittelte Insulinfreisetzung
hemmt [Peschke et al., 1997; 2000; 2002b; Kemp et al., 2002] (Abb. 13, 17). Der
cAMP- und damit Insulin-hemmende Einfluss von Melatonin ist offenbar starker als
sein IPs- bzw. Insulin-steigernder Einfluss.

Die unter Ko-Stimulation mit Carbachol aufgetretenen, nahezu additiven Wirkungen
auf die intrazellularen IP3-Spiegel schlagen sich nicht in einer ebenso gesteigerten
Insulinsekretion nieder. Erst unter Blockade der dominierenden, Gia-Protein
vermittelten Hemmung der cAMP-Signalkaskade mittels PTX, zeigt sich ein leicht
stimulierender Effekt von Melatonin in Ko-Stimulation mit Carbachol auf die
Insulinsekretion (Abb. 18).

4.3.7 Modell der Wirkung von Melatonin auf die pankreatische B-Zelle

Aufgrund eigener Befunde [Bach et al., 2005] und in Anlehnung an andere Arbeiten
[Peschke et al., 2002a, b] soll die folgende Darstellung (Abb. 23) den mit dieser
Untersuchung erreichten Kenntnisstand Uber die Signalwege des Melatonin in der
pankreatischen B-Zelle und den Einfluss des Hormons auf die Insulinsekretion in
einem Modell schematisch zusammenfassen.

Der in der Abbildung zentral dargestellte MT-Rezeptor vermittelt den modulatorische
Einfluss des Melatonin sowohl auf die IP3- als auch auf die cAMP-Signalkaskade.

Der MT4-Rezeptor koppelt an ein Gja-Protein, welches einen inhibitorischen Einfluss
auf die Adenylatzyklase und damit die cAMP-Signalkaskade besitzt. Die Vermittlung
eines stimulierenden Einflusses von Melatonin auf die IP3-Signalkaskade geschieht

durch Kopplung des MT;-Rezeptors an ein Gga-Protein oder mdglicherweise ein
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GBy-Protein [Godson et al., 1997] mit konsekutiver Stimulation der Phospholipase

CB.

Acetylcholin, . GIP, GLP, Glucagon,
CCK etc. Melatonin Somatostatin etc.

Adenylatzyklase

Glukose

Abb. 23: Modell der Wirkung von Melatonin auf die pankreatische -Zelle

Uber Beeinflussung dieser beiden Signalkaskaden kénnte Melatonin die Wirkung
diverser gastrointestinaler und systemischer Signalstoffe auf die pankreatische (-

Zelle modulieren.
Die IPs- und die cAMP-Signalkaskade sind in ihrer Wirkung bis zur Insulinsekretion

dargestellt, ebenso wie der wichtige Mechanismus der Insulinsekretion auf einen

Glukosereiz hin.
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4.4 Melatonin im physiologischen Kontext

Die Vielzahl der beschriebenen Melatoninwirkungen beim Saugetier lassen sich nach
dem Wirkmechanismus am Zielort in drei Gruppen einordnen.

Zum ersten stimuliert Melatonin zellmembranstandige, G-Protein gekoppelte MT;-
und MT2-Rezeptoren. Diese befinden sich bei Saugetieren in den primaren und
sekundaren Geschlechtsorganen [Dubocovich, 1995; Frungieri et al., 2005], im
Verdauungstrakt [Lee et al., 1993], in Milz [Markowska et al., 2004], Niere [Song et
al., 1997], Lunge [Hardeland, 1997], Retina (hier insbesondere MT,-Rezeptoren)
[Dubocovich, 1995; Nash et al., 1995; Peschke, 2002a], einigen Blutgefallen
[Dubocovich, 1995] und in Zellen des Immunsystems [Hardeland, 1997].

Zum zweiten werden zytosolische und nukledre Bindungsstellen fir Melatonin
diskutiert [Dubocovich, 1995]. Melatonin soll einen direkten Einfluss auf den Ca?*-
Calmodulin Haushalt [Dubocovich, 1995; Soto-Vega et al., 2004], die Phospho-
diesterase, verschiedene Proteinkinasen und Zytoskelettproteine haben
[Dubocovich, 1995]. Uber diese Mechanismen und Uber eine Bindung an nukleare
Rezeptoren der Orphan-Familie soll Melatonin Einfluss auf die Genregulation
nehmen [Becker-Andre et al., 1994].

Und zum dritten hat Melatonin im Saugetier seine moglicherweise urspringliche
Aufgabe als Radikal-Scavenger bewahrt. Neben seiner direkt antioxidativen Wirkung,
in pharmakologischen Konzentrationen insbesondere gegen Hydroxylradikale [Ebelt
et al.,, 2000; Bromme et al., 1999; 2000; 2002], induziert Melatonin antioxidative
Enzyme wie Superoxid-Dismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase [Reiter et al.,
2000; Dziegiel et al., 2003; Rodriguez et al., 2004;].

Gegenuber dieser groRen Anzahl an Zielorten fur das Hormon, stellen sich ebenso
mehrere Bildungsorte. Melatonin kann sowohl epiphysar als auch lokal in verschie-
denen Organen, beispielsweise im Gastrointestinaltrakt [Hong et al., 1995; Jaworek
et al., 2003; Leja-Szpak et al., 2004; Jaworek et al., 2005], gebildet werden.

Von rahmengebendem Interesse fur die Frage der physiologischen Bedeutung von
Melatonin in der pankreatischen B-Zelle, ist seine Wirkung im Verdauungstrakt. Es
existieren nahezu im gesamten Verdauungstrakt aller Saugetiere, einschliel3lich des
Menschen, Melatoninrezeptoren [Bubenik et al., 1997; 1999; Messner et al., 2001].

Die Gesamtmenge an Melatonin im Verdauungstrakt kann bis zu 400 mal gro3er sein
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als das in der Epiphyse vorkommende Melatonin [Huether et al., 1992; Hardeland,
1997; Leja-Szpak et al., 2004]. Besonders hohe Konzentrationen wurden in der
Gallenflussigkeit nachgewiesen [Tan et al., 1999; Messner et al., 2001]. Die
Schlusselenzyme der Melatoninbiosynthese sind in Darm und Pankreas nachweisbar
[Hong et al., 1995; Jaworek et al.,, 2003; Leja-Szpak et al., 2004]. Dies kdnnte
erklaren, warum selbst nach Entfernung der Epiphyse Melatonin im Verdauungstrakt
nachweisbar bleibt [Jaworek et al., 2005]. Zu dieser lokalen Melatoninproduktion,
welche mutmalilich in den enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltraktes
stattfindet [Jaworek et al., 2005], gesellt sich die Aufnahme des Stoffes und seines
Vorlaufers Tryptophan mit der Nahrung. Melatonin, welches aus dem Magen in das
Duodenallumen eintritt, soll ein potenter Reiz zur Bikarbonatsekretion sein [Sjoblom
et al., 2003]. Weitere Untersuchungen dokumentieren eine Beschleunigung der
Darmpassage [Drago et al., 2002] oder der Aktivitat des exokrinen Pankreas [Leja-
Szpak et al., 2004] durch Melatonin. Diese Beobachtungen haben Melatonin jlingst
eine Bedeutung als Vermittler hepato-gastrointestinaler Kommunikation eingetragen
[Leja-Szpak et al., 2004; Jaworek et al., 2005].

Bei der Betrachtung der pankreatischen (3-Zelle sind daher sowohl eine circadiane
als auch eine postprandiale Modulation durch Melatonin in Erwagung zu ziehen. Die

Beeinflussung des Glukosestoffwechsel steht mit beiden Aufgaben in Beziehung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen demonstrieren einen IP3-
stimulierenden Effekt von Melatonin, der in Hinblick auf die Insulinsekretion von der
cAMP- und damit konsekutiv Insulin-hemmenden Wirkung des Hormons Uberlagert
wird. Im Hinblick auf die Insulinsekretion aktiviert Melatonin in der pankreatischen -
Zelle somit zwei Signalwege in antagonistischer Weise.

Dieses Phanomen ist fir Hormone keineswegs ungewohnlich. Beispielsweise senkt
Insulin den cAMP-Spiegel durch Aktivierung von Phosphodiesterasen und erhéht den
IPs-Spiegel durch Aktivierung der Phospholipase Cy.

Bei der Wirkung von Melatonin ist die zeitlich unterschiedliche Auspragung der
Signalwege zu bericksichtigen. Die hemmende Wirkung auf die cAMP-Signalkas-
kade tritt erst nach langerer Melatonininkubation auf, ist dann aber dominierend. Die
stimulierende Wirkung auf die IPs-Spiegel geschieht dagegen sofort, ist allerdings

deutlich schwacher. Vergleichbare Wirkungen pinealer Hormonfraktionen auf die
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Insulinsekretion sind beschrieben: zunachst eine deutliche Zunahme, konsekutiv
jedoch eine Abnahme der Insulinsekretion [Neacsu, 1988].

Da sehr viele Faktoren einen Einfluss auf die Spiegel von Insulin und Glukose haben,
ist es schwierig, die Starke der modulatorischen Wirkung von Melatonin zu
verifizieren. Unstrittig ist jedoch, dass bei Saugetieren Blutglukosekonzentration,
Insulinsekretion und -wirkung einem circadianem Rhythmus unterliegen [Peschke et
al., 1998, Zawalich et al., 2001; Picinato et al., 2002; La Fleur, 2003]. Menschen und
Ratten zeigen gleichermallen eine circadian unterschiedlich ausgepragte Reaktion
auf den oralen und intravendsen Glukosetoleranztest [Ben-Dyke, 1971; Gibson et
al.,1975]. In bisherigen Studien wurden zur Erklarung dieser Phanomene der Einfluss
des SCN auf die Insulinresponsivitat der Gewebe [Bizot-Espiard et al., 1998; La
Fleur, 2003] und die Nahrungsaufnahme [Schibler et al., 2003] hervorgehoben.
Moglicherweise spielt jedoch auch die direkte Melatonwirkung auf die pankreatische
B-Zelle eine Rolle. Im Gegenzug besitzt der SCN Insulinrezeptoren [Bruning et al.,
2000]. Insulin und Glukose beeinflussen den zentralen Rhythmusgenerator und
modulieren die Biosynthese von Melatonin [Lynch et al., 1973; 1977; Champney et
al., 1985; 1986; Tannenbaum et al., 1987].

In den beschriebenen Rahmen der Verbindung des Glukosestoffwechsels mit der
Melatoninsekretion fligen sich Befunde, welche bei diabetischen Ratten und
Hamstern [Champney et al., 1983; 1986, Conti et al., 1998] eine gestorte

Melatoninsekretion feststellen.

5. Zusammenfassung

Das im Rahmen der Untersuchungen entwickelte Protokoll zur IP3-Bestimmung ist
zur Quantifizierung intrazellularer 1P3-Mengen in INS1-Zellen geeignet. Vorrausset-
zung fur die Konservierung intrazellularer IPs;-Molekile ist die konsequente
Probenbehandlung im Eisbad, die Verwendung antistatischer Aufbewahrungsgefalle
und die beschriebene Technik zur schnellen, volumensparenden Neutralisierung des
sauren |Ps-Zellextraktes. Die urspringliche IP3-Menge im Batch-Ansatz kann durch
die Protokollierung der Probenverdunnung bei der Neutralisierung berechnet werden
Die in Batch-Kultur durchgefihrten Experimente zeigen eine dosisabhangige

Stimulation der IPs-Entstehung in INS1-Zellen durch Carbachol in den
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Konzentrationen von 10 bis 1000 umol/l. Die eingesetzte Hochstkonzentration von
1000 umol/l steigert nach 15-minltiger Inkubation den intrazellularen IP3-Spiegel von
INS1-Zellen signifikant auf das 3,5-fache der unstimmulierten Kontrolle. Durch
Melatonin in den Konzentrationen von 1 bis 100 nmol/l ist eine ahnliche Stimulation
der IPs-Entstehung in INS1-Zellen nachweisbar. Bereits eine physiologische
Konzentration von 1 nmol/l Melatonin ist zur Triggerung der |Ps;-Signalkaskade
befahigt. Die eingesetzte Hochstkonzentration von 100 nmol/l steigert nach 15-
minutiger Inkubation den intrazellularen IP3-Spiegel von INS1-Zellen signifikant auf
das 2,5-fache der unstimmulierten Kontrolle. Die Wirkung von Melatonin auf die IPs-
Signalkaskade ist unmittelbar und bedarf keiner langeren Inkubation. Eine Ko-
Stimulation von INS1-Zellen mit Melatonin plus Carbachol fuhrt zu einer IP3-Bildung
die starker ist als unter Stimulation mit den jeweiligen Substanzen allein.

Eine Inkubation von INS1-Zellen in Batch-Kultur mit dem Melatoninrezeptor-Blocker
Luzindol (30 umol/l) verhindert eine IPs-Entstehung trotz gleichzeitiger, 15-minttiger
Stimulation mit 100 nmol/l Melatonin. Dies spricht fir eine Beteiligung des MT4-
Rezeptors am Einfluss von Melatonin auf die IP3-Signalkaskade der INS1-Zelle. Der
MT,-Rezeptor ist in INS1-Zellen nicht nachweisbar, wie bisherige Untersuchungen
gezeigt haben. Zusammen mit der dosisabhangigen Stimulation der IP3s-Signalkas-
kade durch Melatonin sprechen diese Befunde flir eine spezifische Wirkung von
Melatonin.

Die Stimulation der IPs;-Signalkaskade mundet in der Aktivierung zellularer IP3-
Rezeptoren. Es gibt drei Isoformen von I|P3;-Rezeptoren mit unterschiedlichen
Eigenschaften. Zur Charakterisierung der IP3-Signalkaskade der INS1-Zelle wurde
das Expressionsmuster der Isoformen untersucht. Es kommen alle drei Isoformen
des IP3-Rezeptors in der INS1-Zelle vor. Die Isoform IP3R-1 ist etwa 5-mal starker als
die Isoform IP3;R-3 exprimiert. Die Isoform IP3;R-2 ist in der INS1-Zelle nur marginal
exprimiert.

Der IP;-getriggerten Ca2+—Freisetzung folgt konsekutiv eine Ausschuttung von Insulin.
Carbachol in den Konzentrationen von 10 bis 1000 ymol/l stimuliert dosisabhangig
die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen in Batch-Kultur. Die eingesetzte Hochst-
konzentration von 1000 pmol/l steigert nach 15-minitiger Inkubation die Insulin-
freisetzung von INS1-Zellen signifikant auf das 2,5-fache der unstimmulierten

Kontrolle. In Bestatigung dieser Ergebnisse stimuliert Carbachol in den
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Konzentrationen von 10 bis 300 umol/l die Insulinfreisetzung von superfundierten
INS1-Zellen in dosisabhangiger Weise. Die eingesetzte Hochstkonzentration von 300
pmol/l steigert nach 3-minutiger Inkubation die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen
signifikant auf das 10-fache der unstimmulierten Kontrolle. Der intrazellulare
Botenstoff cAMP bleibt wahrend einer Stimulation mit Carbachol auf konstant
niedrigen Spiegeln. Die Untersuchungen demonstrieren eine [Ps-vermittelte
Insulinfreisetzung durch das Parasympathomimetikum Carbachol in INS1-Zellen.

Der Effekt von Melatonin auf die Insulinausschuttung von INS1-Zellen ist indirekter
Natur. Alleinige Gabe von Melatonin ohne Ko-Stimulation mit anderen Substanzen
hat keinen messbaren Effekt auf die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen. Bei
Stimulation von INS1-Zellen mit Melatonin plus Carbachol wird die Insulin-
freisetzende Wirkung von Carbachol diskret gedampft. Die gleichzeitige Hemmung
der cAMP-Signalkaskade und die Aktivierung der IPs;-Signalkaskade durch Melatonin
konnte zu einer gegenseitigen Aufhebung der Wirkungen auf die Insuluinsekretion
fuhren. Unter Blockade der cAMP-Signalkaskade von superfundierten INS1-Zellen
mit PTX zeigt sich unter Ko-Stimulation von Carbachol plus Melatonin eine
Verstarkung der Insulinausschittung gegenuber einer Stimulation mit Carbachol
allein. Die IP3- und die cAMP-Signalkaskade werden beide durch Melatonin
beeinflusst, wobei die Hemmung der cAMP-Signalkaksade starker ausgepragt ist als
die Aktivierung der IP3s-Signalkaskade.

Wenn auch die seit Uber 60 Jahren geflhrte Diskussion Uber den Einfluss von
Melatonin auf die Insulinsekretion noch lange nicht klarend beendet ist, und die
Bedeutung des Hormons beim Diabetes mellitus ebensowenig erschépfend
aufgedeckt wurde, so leistet diese Arbeit doch einen kleinen Beitrag zur Aufhellung

der direkten Wirkungen von Melatonin an der pankreatischen B-Zelle.
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7. Thesen

1.

Das zur IPs-Bestimmung entwickelte Protokoll ist geeignet zur Quantifizierung
intrazellularer IP3-Mengen in INS1-Zellen. Insbesondere die konsequente Pro-
benbehandlung im Eisbad, die Verwendung antistatischer Aufbewahrungs-
gefalle und die beschriebene Technik zur schnellen, volumensparenden
Neutralisierung des sauren [|Ps-Zellextraktes haben erfolgreiche |IPs-
Bestimmung im |IPs;-Radiorezeptorassay ermdglicht. Das Protokoll erlaubt die

ursprungliche IP3-Menge im Batch-Ansatz zu berechnen.

. Carbachol in den Konzentrationen von 10 bis 1000 pmol/l stimuliert

dosisabhangig die IPs-Entstehung in INS1-Zellen in Batch-Kultur. Die ein-
gesetzte Hochstkonzentration von 1000 umol/l steigert nach 15-minttiger
Inkubation den intrazellularen IP3;-Spiegel von INS1-Zellen signifikant auf das
3,5-fache der unstimmulierten Kontrolle. In den Untersuchungen hat sich

Carbachol als Modellsubstanz der IPs-Stimulation in INS1-Zellen bewahrt.

Melatonin in den Konzentrationen von 1 bis 100 nmol/l stimuliert ebenfalls
dosisabhang die IPs-Entstehung in INS1-Zellen in Batch-Kultur. Bereits eine
physiologische Konzentration von 1 nmol/l Melatonin ist zur Triggerung der
IPs-Signalkaskade befahigt. Die eingesetzte Hdchstkonzentration von 100
nmol/l steigert nach 15-mindtiger Inkubation den intrazellularen IPs;-Spiegel
von INS1-Zellen signifikant auf das 2,5-fache der unstimmulierten Kontrolle.
Melatonin stimuliert die IPs-Bildung unmittelbar und ohne Vorinkubation. Eine
Zellstimulation mit Melatonin plus Carbachol fuhrt zu einer IP3-Bildung, die

starker ist, als unter Stimulation mit Carbachol allein.

Inkubation von INS1-Zellen in Batch-Kultur mit dem Melatoninrezeptor-Blocker
Luzindol (30 umol/l) verhindert eine IPs-Entstehung trotz gleichzeitiger, 15-
minutiger Stimulation mit 100 nmol/l Melatonin. Dies spricht fir eine Beteili-
gung des MT-Rezeptors (der MT2-Rezeptor ist an INS1-Zellen nicht nach-

weisbar) an der IPs;-Signalkaskade der INS1-Zelle. Zusammen mit der dosis-
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abhangigen Stimulation der I|Ps-Signalkaskade durch Melatonin sprechen

diese Befunde fir eine spezifische Wirkung von Melatonin.

. Es kommen alle drei Isoformen des |IP;-Rezeptors in der INS1-Zelle vor. Die
Isoformen IP3R-2 und IP3R-3 werden nicht im exokrinen Pankreas exprimiert.
In der INS1-Zelle ist die Isoform IP3R-1 etwa 5-mal starker als die Isoform
IPsR-3 exprimiert. Die Isoform IP3R-2 ist in der INS1-Zelle nur marginal ex-

primiert.

. Carbachol in den Konzentrationen von 10 bis 1000 umol/l stimuliert in
dosisabhangiger Weise die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen in Batch-Kultur.
Die eingesetzte Hochstkonzentration von 1000 pmol/l steigert nach 15-
mindtiger Inkubation die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen signifikant auf das
2,5-fache der unstimmulierten Kontrolle. In Bestatigung dieser Ergebnisse
stimuliert Carbachol in den Konzentrationen von 10 bis 300 pymol/l die Insulin-
freisetzung von superfundierten INS1-Zellen in dosisabhangiger Weise. Die
eingesetzte Hochstkonzentration von 300 umol/l steigert nach 3-minutiger
Inkubation die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen signifikant auf das 10-fache
der unstimmulierten Kontrolle. Der intrazellulare Botenstoff cAMP bleibt
wahrend einer Stimulation mit Carbachol auf konstant niedrigen Spiegeln. Die
Untersuchungen demonstrieren eine IPs-vermittelte Insulinfreisetzung durch

das Parasympathomimetikum Carbachol bei INS1-Zellen.

. Melatonin in alleiniger Gabe und ohne Ko-Stimulation mit anderen Substanzen
hat keinen messbaren Effekt auf die Insulinfreisetzung von INS1-Zellen. Bei
Stimulation von INS1-Zellen mit Melatonin plus Carbachol wird die Insulin-
freisetzende Wirkung von Carbachol diskret gedampft. Die gleichzeitige
Hemmung der cAMP-Signalkaskade und die Aktivierung der [IPs-
Signalkaskade durch Melatonin konnte zu einer Aufhebung der unmittelbaren

Effekte auf die Insulinfreisetzung fluhren.

. Unter Blockade der cAMP-Signalkaskade von superfundierten INS1-Zellen mit

PTX zeigt sich unter Ko-Stimulation von Carbachol plus Melatonin eine
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Verstarkung der Insulinausschuttung gegentber einer Stimulation mit Carba-
chol allein. Die IP3- und die cAMP-Signalkaskade werden beide durch
Melatonin beeinflusst, wobei die Hemmung der cAMP-Signalkaksade starker

ausgepragt ist.
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