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1 Einleitung 
 
1.1 Übersicht zur cGMP-vermittelten Signaltransduktion 

Zyklisches 3`-5`-Guanosinmonophosphat spielt als second messenger neben cAMP (zyklisches 3`-5`-

Adenosinmonophosphat) eine zentrale Rolle in der Regulation des Zellstoffwechsels. Neben der Be-

teiligung bei der Übertragung von Lichtreizen in der Retina ist cGMP an der Relaxation der Gefäß-

muskulatur, Hemmung der Thrombozytenaggregation, Wachstum und Differenzierung von Epithelzel-

len sowie an der Natrium- und Wasserresorption in Niere und Dünndarm beteiligt.  

Katalysiert durch Guanylatzyklasen (GC) wird cGMP aus Guanosin-5`-triphosphat (GTP) unter Ab-

spaltung von Pyrophosphat generiert (Abb. 1). Guanylatzyklasen können als membranständige und 

zytosolische Enzyme vorliegen. Von der membranständigen Form (mGC) wurden bisher sieben ver-

schiedene Isoformen beschrieben (mGC A bis G). Liganden der mGC A sind ANP (atrial natriuretic 

peptide) und BNP (brain natriuretic peptide), welche über die mGC A endokrine Effekte auf den Flüs-

sigkeitshaushalt vermitteln. Die mGC B wird durch Bindung des CNP (c-type natriuretic peptide) akti-

viert und beeinflusst die vaskuläre Regeneration sowie die enchondrale Ossifikation. Die mGC C stellt 

einen Rezeptor dar, der vor allem im Magen-Darm-Trakt von Bedeutung ist. Seine ligandenbindende 

Stelle ist spezifisch für die Peptide Guanylin und Uroguanylin sowie für hitzestabile Enterotoxine (STa), 

die von Enterobakterien sezerniert werden. Für die mGC D, E, F und G sind bisher keine endogenen 

Liganden bekannt; sie gelten deshalb als klassische Orphan-Rezeptoren [1]. Die Aktivierung der 

zytosolischen, löslichen Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) wird vor allem durch das 

membrangängige Stickstoffmonoxid (NO) ausgelöst, welches durch NO-Synthasen (NOS) bei der Um-

wandlung von L-Arginin in L-Citrullin freigesetzt wird. Die sGC besteht aus einem Heterodimer mit 

einer α- und einer β-Untereinheit und ist nur bei Ko-Expression einer α- und β-Untereinheit funktionell 

aktiv [2].   

Der Abbau des cGMP wird durch Phosphodiesterasen (PDE) katalysiert, welche die Phosphodiester-

bindung zwischen der 3`-OH-Gruppe der Ribose und der Phosphatgruppe hydrolisieren; es entsteht 

das biologisch inaktive Guanosinmonophosphat (GMP). Bisher sind elf Familien der Phosphodiestera-

sen bekannt, die sich hinsichtlich ihrer Substrat- und Inhibitorspezifität, Regulation, zellulären Lokali-

sation und Gewebeverteilung unterscheiden. Die Familien PDE 5, 6 und 9 weisen eine hohe Spezifität 

für cGMP gegenüber zyklischem 3`-5`- Adenosinmonophosphat (cAMP) auf. Hingegen bauen die PDE 

4, 7 und 8 mit relativ hoher Spezifität cAMP, nicht aber cGMP, ab. Die PDE 1, 2, 3, 10 und 11 weisen 

eine ähnliche Affinität für cAMP und cGMP an der katalytischen Domäne auf [3]. Des Weiteren ist 

bekannt, dass durch Bindung von cGMP an die PDE 3 der Abbau von cAMP gehemmt wird, wodurch 

eine Verknüpfung vom cAMP- mit dem cGMP-Signalweg entsteht [4]. Neben der Spaltung durch Phos-

phodiesterasen wird die cGMP-Wirkung auch durch seine Elimination aus der Zelle über spezifische 

Transportsysteme begrenzt. Für einige Mitglieder der MRP(multidrug resistance-associated protein)-

Familie als Transporter für amphiphile Anionen konnte gezeigt werden, dass sie zyklische Nukleotide 

aus der Zelle transportieren können. Die MRP 4, 5 und 8 transportieren sowohl cAMP als auch cGMP, 

wobei MRP 5 eine deutlich höhere Affinität zu cGMP aufweist [5-7]. Es ist somit davon auszugehen, 

dass die intrazelluläre cGMP-Konzentration sowohl von der Guanylatzyklase- und Phosphodiesterase- 
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Abb. 1:  Schematische Darstellung der NO/cGMP-Signaltransduktionskaskade. ANP, atrial natriuretic peptide; 
ATP, Adenosintriphosphat; BNP, brain natriuretic peptide; cAMP, zyklisches 3`-5`Adenosinmono-
phosphat; cGMP, zyklisches 3`-5`-Guanosinmonophosphat; CNG, cyclic nucleotide-gated; CNP, c-type 
natriuretic peptide; GTP, Guanosintriphosphat; mGC, membranständige Guanylatzyklase; MRP, multi-
drug resistance-associated protein; NO, Stickstoffmonoxid; NOS, Stickstoffmonoxid-Synthase; PDE, 
Phosphodiesterase; PKA, Proteinkinase A; PKG, Proteinkinase G; sGC, lösliche Guanylatzyklase; STa, 
hitzestabiles Enterotoxin.  

 

Aktivität als auch von der Elimination durch MRP abhängig ist. 

Die zellulären und physiologischen Auswirkungen veränderter cGMP-Konzentrationen werden durch 

verschiedene Effektorproteine vermittelt. Neben der bereits erwähnten Wirkung auf die cAMP-Signal-

kaskade durch Hemmung der PDE 3 moduliert cGMP die Aktivität der cGMP-spezifischen Protein-  

kinase G (PKG) sowie cGMP-abhängige Ionenkanäle.  

Die cGMP-abhängigen Proteinkinasen gehören zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen und werden 

durch Bindung von cGMP aktiviert. Bisher konnten in Säugetieren zwei Formen der PKG identifiziert 

werden, die zytosolisch (PKG 1) und membrangebunden PKG (PKG 2) vorkommen [8]. Sie konnten 

bereits in einer Vielzahl von Geweben und Zelltypen nachgewiesen werden. Ebenso kann durch cGMP 

die Proteinkinase A (PKA) aktiviert werden - ein weiterer Hinweis für die enge Verknüpfung des cAMP- 

und cGMP-Signalweges [9]. Durch Proteinphosphorylierung der PKA wird dementsprechend die 

Aktivität von Enzymen, Kanälen oder Transkriptionsfaktoren reguliert. Weiterhin können durch das 

zyklische Nukleotid nichtselektive, ligandengesteuerte Kationenkanäle, sogenannte CNG(cyclic nucleo-

tide-gated)-Kanäle, beeinflusst werden. CNG-Kanäle sind sowohl für monovalente als auch für di-

valente Kationen permeabel, wobei divalente gegenüber monovalenten Ionen bevorzugt werden [10]. 

So können intrazelluläre Natrium- und Kalzium-Konzentrationen in Abhängigkeit von der aktuellen 

cGMP-Konzentration in der Zelle moduliert werden [11,12]. 
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1.2 Regulation der Insulinfreisetzung in der pankreatischen β-Zelle 

Insulin, das bedeutende Hormon zur Regulation des Glukosestoffwechsels, wird in den β-Zellen der 

LANGERHANSschen Inseln des Pankreas gebildet. Neben der Senkung der Blutglukosekonzentration 

durch Beschleunigung der Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettzellen wirkt Insulin anabol durch Sti-

mulation der Protein-, Glykogen- und Triglyzeridsynthese und antikatabol durch Hemmung von Lipo-

lyse, Proteolyse und Glukoneogenese. Durch Aktivierung von Genen, die für die Kontrolle und den 

Ablauf des Zellzyklus von Bedeutung sind, reguliert das Hormon zusätzlich Zellwachstum und -prolife-

ration. 

Die Sekretion von Insulin aus pankreatischen β-Zellen wird hauptsächlich durch Glukose stimuliert, 

allerdings können ebenso andere Nährstoffe wie Amino- und Fettsäuren die Insulinfreisetzung regu-

lieren. Das Ausmaß der sekretorischen Antwort auf den Glukosereiz wird beeinflusst durch die Wirkung 

verschiedener Neurotransmitter wie Noradrenalin, Acetylcholin und VIP (vasoactive intestinal peptide) 

sowie von Hormonen wie Glukagon, GLP1 (glucagon-like peptide 1), Somatostatin oder GIP (gastric 

inhibitory polypeptide). Dabei werden extrazelluläre Signale über die Modulation der second 

messenger cAMP, Diazylglyzerol (DAG), Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) sowie Kalzium-Ionen in 

Stoffwechselveränderungen der Zelle umgesetzt und beeinflussen dadurch die Insulinbildung und        

-sekretion. 

Glukose gelangt über den insulinunabhängigen Glukosetransporter GLUT2 durch erleichterte Diffusion 

in die β-Zelle. Intrazellulär wird Glukose durch die Glukokinase zu Glukose-6-phosphat phosphoryliert 

und durchläuft die hintereinander geschalteten Reaktionsketten Glykolyse, Zitratzyklus und oxidative 

Phosphorylierung. Dies führt zu einem Anstieg der NADH-, Pyruvat- und ATP-Konzentrationen. Durch 

stärkere Bindung des ATP an ATP-sensitive Kaliumkanäle der Zellmembran kommt es zur Hemmung 

der Offenwahrscheinlichkeit der Kanäle, wodurch der Ausstrom von Kalium-Ionen behindert und die 

Zellmembran depolarisiert wird. Es resultiert eine Aktivierung spannungsabhängiger Kalziumkanäle, 

verbunden mit dem Einstrom von Kalzium in die Zelle. Infolge dessen wird die exozytotische Sekretion 

von Insulin initiiert; die insulinhaltigen Granula verschmelzen mit der Plasmamembran und geben ihren 

Inhalt in den Extrazellulärraum ab. 

Eine Verstärkung der Nährstoff-induzierten Insulinfreisetzung kann über die Aktivierung der cAMP-

Signalkaskade hervorgerufen werden. Durch Bindung von Agonisten, wie Glukagon, ATP oder GLP1 an 

ihre Rezeptoren wird die Adenylatzyklase über G-Proteine stimuliert. Der dadurch hervorgerufene 

cAMP-Anstieg aktiviert die PKA, wodurch sowohl die Transkription und Biosynthese des Vorläufer-

moleküls Präproinsulin als auch direkt die Insulinsekretion gesteigert werden. Die verstärkte Insulin-

freisetzung resultiert unter anderem aus einem Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration als 

Folge der Wirkungen der PKA auf spannungsabhängige Kalziumkanäle der Plasmamembran und auf 

Membranen intrazellulärer Speicher.  

Bei der Phospholipase-vermittelten Stimulation der β-Zell-Funktion greifen die Agonisten an G-Protein 

gekoppelte Membranrezeptoren an und aktivieren die Phospholipase C, welche das Phospholipid 

Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) in DAG und IP3 spaltet. Die Steigerung der Transkription 

des Präproinsulins sowie die Biosynthese und Sekretion von Insulin wird einerseits durch die Aktivie-

rung der Proteinkinase C (PKC) infolge der dadurch erhöhten DAG-Konzentration erreicht. Anderer-
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seits führt die IP3-induzierte Abgabe von Kalzium
 aus dem glatten Endoplasmatischen Retikulum und 

damit ein Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration zu den genannten Effekten. 

Durch die Wirkung von Neurotransmittern sympathischer Nervenfasern der LANGERHANSschen Inseln 

(Noradrenalin, Galanin und neuropeptide Y) oder den Hormonen Adrenalin, Somatostatin und Prosta-

glandin E2 kann die Biosynthese und Sekretion von Insulin gehemmt werden. Aus der Bindung dieser 

Substanzen an Rezeptoren der Plasmamembran resultiert durch Vermittlung über inhibitorische         

G-Proteine (Gi/G0) die direkte und indirekte Hemmung der spannungsabhängigen Kalziumkanäle sowie 

der Adenylatzyklase, verbunden mit einer Senkung der zytosolischen Kalzium- und cAMP-Kon-

zentrationen. Dadurch wird nicht nur die Sekretion akut gehemmt, sondern auch die Transkription des 

Präproinsulingens und die Insulinsynthese [13].  

Bisherige Untersuchungen zur Beteiligung der NO/cGMP-Signalkaskade in der Regulation der Insulin-

sekretion kamen zu unterschiedlichen und widersprüchlichen Resultaten. Die Mehrzahl der Daten deu-

ten auf einen Insulin-steigernden Effekt durch erhöhte cGMP-Konzentrationen hin [14-16]. Dagegen 

haben andere Studien gezeigt, dass cGMP die Insulinfreisetzung hemmt [17] oder die Insulinsekretion 

nicht beeinflusst [18,19]. Ebenso gegensätzlich sind Ergebnisse zur Wirkung erhöhter NO-Konzentra-

tionen: Inkubationen von LANGERHANSschen Inseln oder pankreatischen β-Zellen mit verschiedenen 

NO-Donatoren resultierten einerseits in einer Senkung der Insulinsekretion [20-22], andererseits in 

einer verstärkten Insulinfreisetzung [23,24]. Neueste Arbeiten konnten eine Abhängigkeit des Effektes 

von der Dosis des verwendeten NO-Donators nachweisen [16,25]. Die Frage zur Wirkung von NO und 

cGMP auf Insulinsekretionsmechanismen konnte demnach bislang nicht eindeutig geklärt werden. 

 

Die Aufrechterhaltung der Glukosehomöostase im Blut ist eine lebenswichtige Grundfunktion des Orga-

nismus. Vor allem aus der Glukoseabhängigkeit des zentralen Nervensystems, aber auch der Erythro-

zyten und des Nierenmarks, erwächst die Notwendigkeit, die Blutglukosekonzentration auf einen kon-

stanten Bereich um 5,5 mM zu regulieren. Das endokrine Pankreas ist als Synthese- und Speicher-

organ Blutzucker-regulierender Hormone maßgeblich an der Steuerung und Regulation der Glukose-

homöostase beteiligt. Eine besondere Rolle spielt dabei das Blutzucker-senkende Hormon Insulin. 

Störungen in der Insulinsekretion oder -wirkung führen zu diabetischen Stoffwechselsituationen. Der 

Diabetes mellitus ist eine chronische Erkrankung gekennzeichnet durch Hyperglykämie als Folge eines 

absoluten oder relativen Insulinmangels, verbunden mit Störungen des Kohlenhydrat-, Protein- und 

Lipidstoffwechsels. Die Ursache des Typ1-Diabetes besteht in einer defekten oder völlig fehlenden Se-

kretionsleistung des endokrinen Pankreas, verursacht durch eine immunologisch vermittelte Zer-

störung der Insulin-produzierenden β-Zellen. Beim Typ2-Diabetes und Formen des sekundären Diabe-

tes hingegen liegt eine Insulinresistenz der Zielorgane vor, die zunächst durch eine vermehrte Insulin-

sekretion des Pankreas kompensiert wird und im Rahmen des relativen Sekretionsversagens zur 

klinischen Manifestation der Erkrankung führt. Akute metabolische Komplikationen der Erkrankung sind 

oft lebensbedrohliche Stoffwechselentgleisungen wie Ketoazidose, hyperglykämisch-hyperosmolares 

Dehydratationssyndrom, hyperglykämischer Schock und Laktatazidose. Bei lange bestehender Erkran-

kung oder ungenügender Stoffwechseleinstellung führen Mikro- und Makroangiopathien zu Spät-
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schäden wie Nephropathie, Polyneuropathie, Dermatosen, gesteigerter Infektanfälligkeit, Retinopathie 

und Arteriosklerose mit konsekutiv erhöhtem Risiko für Myokardinfarkt und cerebralem Apoplex. 

 
1.3 Chronobiologische Aspekte 

1.3.1 Circadiane Rhythmik 

Circadiane Rhythmen (lat. circa, ungefähr, lat. dies, der Tag) begegnen uns in unterschiedlichsten Le-

bensvorgängen und lassen sich bei fast allen Organismen nachweisen. Sie sind Ausdruck der Anpas-

sung eines Organismus an die regelmäßigen geophysikalischen Veränderungen der Umwelt. Circadiane 

Rhythmen gehören zu den endogen generierten Rhythmen, die in Anpassung an den Tag-Nacht-

Wechsel im Laufe der Evolution entstanden sind. Sie sind dadurch definiert, dass sie unter konstanten 

Umweltbedingungen, d.h. ohne tageszeitliche Information, erhalten bleiben und dann beim Menschen 

eine Periodenlänge von etwas weniger als 25 Stunden aufweisen, also nur circa-dian verlaufen und 

damit von der 24h-Periodik der Umwelt abweichen. Diese Periodenlänge ist genetisch determiniert; so 

genannte Uhrengene sind in die Generierung des endogenen Rhythmus involviert. Unter natürlichen 

Umweltbedingungen wird der endogene Rhythmus durch externe Reize aus der Umwelt (Zeitgeber) 

auf die 24-Stunden-Periodik synchronisiert. Der wichtigste natürliche Zeitgeber ist dabei der Hell-Dun-

kel-Wechsel. Das endogene Rhythmus-gebende Schrittmacherzentrum, die „innere Uhr“, befindet sich 

oberhalb der Kreuzung der Sehnerven im paarig angelegten Nucleus suprachiasmaticus (SCN) im 

Hypothalamus. Der SCN erhält Lichtinformationen aus der Netzhaut, in der Licht wahrgenommen und 

in neuronale Signale umgewandelt wird. Die Axone spezifischer retinaler Ganglienzellen projizieren 

direkt über eine spezialisierte Untereinheit des Nervus opticus - den Retinohypothalamischen        

Trakt (RHT) - in den Nucleus suprachiasmaticus. Die retinalen Ganglienzellen verwenden die Neuro-

transmitter Glutamat und das Neuropeptid pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) 

zur Übermittlung der Information über Helligkeit und Dunkelheit an den SCN [26]. Die neuronalen 

Signale des SCN werden an verschiedene benachbarte Kerngebiete des Hypothalamus übertragen. 

Besonders bedeutungsvoll ist der paraventrikuläre Kern des Hypothalamus (PVN), von dem die 

Informationen aus dem SCN an Grenzstrangganglien weitergeleitet werden, im Ganglion cervicale 

superius von prä- auf postganglionär umgeschaltet werden und schließlich als Nervus conarii das 

Pinealorgan (Epiphysis cerebri) erreichen (Abb. 2).  

Über efferente Projektion steuert der SCN so eine Vielzahl rhythmischer Körper- und Gehirnfunktionen 

wie circadiane Hormonsekretions-, Kerntemperatur-, Schlaf-Wach-Rhythmen, die Nahrungsaufnahme 

sowie auch unbewusstes Verhalten. 

Neben der zentralen Uhr im Gehirn existieren auch periphere Oszillatoren in einigen Organen, wie z.B. 

in Herz, Niere, Leber, Eileiter, Skelettmuskel und hypophysärer Pars tuberalis [28]. Auch im Pankreas 

konnte durch Perifusionsexperimente der Nachweis für eine circadiane Rhythmik der Insulinfreisetzung 

an isolierten Inseln der Ratte erbracht werden [29]. Molekularbiologische Untersuchungen zur 

rhythmischen Expression von Uhrengenen im Pankreas der Ratte [30] unterstützen die Hypothese zum 

Vorkommen peripherer Oszillatoren in der Bauchspeicheldrüse. 
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Abb. 2: Schematische Darstellung des photoneuroendokrinen Systems bei Säugetieren im mediosagittalen 

Schnitt (verändert nach [27]). Die Retina (RET) empfängt Informationen zur aktuellen Photoperiode 
und leitet diese über den Retinohypothalamischen Trakt (RHT) zum endogenen Oszillator im Nucleus 
suprachiasmaticus weiter. Von dort erfolgt u. a. die efferente Projektion zum Nucleus paraventricularis 
(PVN). Zwischen PVN und Ganglion cervicale superius (GCS) verläuft über die Columna intermedio-
lateralis (CIM) eine bisynaptische Verbindung. Vom GCS ziehen schließlich sympathische postganglio-
näre Nervenfasern zum Pinealorgan (PIN), das nach Ausschüttung des Neurotransmitters Noradrena-  
lin (NA) Melatonin produziert. Melatonin hemmt die neuronale Aktivität des SCN und bildet somit eine 
Rückkopplungsschleife aus. 

 

 

1.3.2 Das Pinealhormon Melatonin 

Unter der Kontrolle noradrenerger sympathischer Nervenfasern wird in der Epiphyse das Hormon 

Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamin) freigesetzt. Die vom zentralen Oszillator gesteuerte Freiset-

zung von Noradrenalin stellt den entscheidenden Reiz zur nächtlichen Aktivierung der Melatoninbio-

synthese dar. Dem circadianen Rhythmus der neuronalen Aktivität des SCN folgend, unterliegt die 

Melatoninsekretion tagesperiodischen Schwankungen mit niedrigen Werten am Tag und sehr hohen in 

der Nacht bei Dunkelheit. Dieser Rhythmus ist unabhängig vom Aktivitätszustand, da sowohl tag- als 

auch nachtaktive Tiere ein solches Sekretionsmuster aufweisen. 

Melatonin entsteht aus der essentiellen Aminsäure Tryptophan, welche durch aktiven Transport aus 

dem Blut in die Pinealozyten aufgenommen und durch Hydroxilierung und Decarboxylierung zu Sero-

tonin (5-Hydroxytryptamin) umgewandelt wird. In zwei weiteren Syntheseschritten entsteht aus Sero-

tonin durch N-Acetylierung mittels des Enzyms Arylalkylamin-N-acetyltransferase (AANAT) sowie       

O-Methylierung durch die Hydroxyindol-O-methyltransferase (HIOMT) das Indolamin Melatonin. Nach 

Aktivierung β1-adrenerger Rezeptoren durch Noradrenalin kommt es nach Aktivierung von Gs-Proteinen 

und der Adenylatzyklase zu einer deutlichen Erhöhung intrazellulärer cAMP-Konzentrationen, zur Akti-

vierung der pinealen PKA und folglich zur Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfak-  

tors CREB (cyclic AMP response element binding protein). Phospho-CREB bewirkt nach Bildung von 

Homodimeren und der Bindung an Phospho-CREB-Bindungsstellen im Promotor verschiedener Gene 

die Aktivierung der Transkription dieser Gene. Neben den Uhrengenen weist auch das Aanat-Gen 

einen Promotor mit Bindungsstellen für phosphoryliertes CREB auf [31]. Durch dessen Bindung kommt 

es zur Aktivierung der Genexpression des Schlüsselenzyms der Melatoninsynthese, der AANAT. Die 
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Reizung α1-adrenerger Rezeptoren an Pinealozyten führt zur Stimulation der IP3-Signalkaskade, zu 

einer weiteren Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration und damit zu einer verstärkten 

Melatoninbiosynthese. Die transkriptionelle Steuerung wird posttranskriptional durch proteasomale 

Proteolyse und Protein-Protein-Interaktionen ergänzt [25].  

Melatonin ist ein Indolamin, dessen zwei funktionelle Gruppen (eine O-Methyl- und eine N-Acetyl-

gruppe) nicht nur für die spezifische Bindung an Rezeptoren von Bedeutung sind, sondern ebenso für 

seine amphiphilen Eigenschaften (Abb. 4, [32]). Die Struktureigenschaft ermöglicht dem Hormon, aus 

der Zirkulation in alle Organe einzutreten und durch subzelluläre Kompartimente zu permeieren [33]. 

 

 

 
 

 Abb. 4: Strukturformel von Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamin). 

 

Die zentrale Funktion von Melatonin liegt vor allem in der Vermittlung der Informationen des äußeren 

Tages- und Jahresrhythmus an das endokrine System [34]. Außerdem beeinflusst Melatonin sowohl 

zentral als auch lokal das Reproduktionsverhalten [35], die Insulinsekretion [36] und die Regulation 

der Nierenfunktion [37]. Therapeutische Ansätze werden in seiner Wirkung als effektiver Radikal-

fänger [38] und indirektes Antioxidanz durch Stimulierung antioxidativer Enzyme [39], antikanzero-

genes Agens [40], als Regulator der Vasoaktivität [41,42] und des spezifischen und unspezifischen 

Immunsystems [43] gesehen. 

 

1.3.3 Melatonin-mediierte Signaltransduktionsmechanismen 

Bisher konnten im Säugetierorganismus zwei Melatoninrezeptor-Isoformen identifiziert werden: Der 

MT1-Rezeptor (Mel1a, [44]) und der MT2-Rezeptor (Mel1b, [45]) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 

deren Aktivierung die Konzentration intrazellulärer second messenger beeinflusst. Sie vermitteln vor 

allem die saisonalen (reproduktiven) und circadianen Effekte des Hormons. Den Hauptanteil der Mela-

toninrezeptoren stellt der MT1-Rezeptor dar, während der MT2-Rezeptor meist nur in geringer Rezep-

tordichte nachweisbar ist. Über den MT2-Rezeptor ist bekannt, dass er in der Modulation der Sensitivi-

tät von Photorezeptoren in der Retina [38] und des Immunsystems [46] von Bedeutung ist. Auch die 

synchronisierende Wirkung von Melatonin wird offenbar hauptsächlich über den MT2-Rezeptor reali-

siert [47-50], wobei auch widersprüchliche Ergebnisse bekannt sind [51-53]. Zusätzlich nimmt Melato-

nin über den MT2-Rezeptor Einfluss auf die synaptische Plastizität und Langzeitpotenzierung im Hippo-

campus [54,55].  

Der Nachweis der Expression beider Melatoninrezeptoren beim Menschen konnte im Zentralnerven-

system, in Zellen des Myometriums, der Retina und der Niere, an Adipozyten, an Zellen des kardio-
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vaskulären Systems, im Pankreas sowie speziell in den LANGERHANSschen Inseln [56] erbracht werden. 

An Prostata, Gallenblase, Haut- und Brustgewebe und Zellen des Immunsystems konnte lediglich der 

MT1-Rezeptor, an duodenalen Enterozyten ausschließlich der MT2-Rezeptor nachgewiesen wer-       

den [57]. Eine dritte Melatonin-Bindungsstelle (MT3-Rezeptor, Mel1c) mit geringer Affinität zu Melatonin 

wurde in niederen Vertebraten, nicht jedoch in Säugetieren, nachgewiesen. Dieses Protein ist dem 

menschlichen, detoxifizierenden Enzym Chinon-Reduktase 2 zu 95 % homolog [58]. Schließlich wurde 

in Gehirnstrukturen und peripheren Organen von Säugetieren ein Melatonin-verwandter Rezep-        

tor (G protein-coupled receptor 50, GPR50) identifiziert, welcher jedoch unfähig ist, Melatonin zu bin-

den [59,60]. Neueste Untersuchungen konnten belegen, dass der GPR50 in Säugern ortholog zum 

MT3-Rezeptor ist [61]. 

Wie in Abbildung 5 dargestellt, geschieht die Vermittlung der Rezeptor-mediierten Effekte von Mela-

tonin über die Regulierung der Konzentrationen verschiedener second messenger wie cAMP, cGMP, 

DAG, Kalzium-Ionen, IP3 und Arachidonsäure. In den meisten Fällen hat Melatonin einen inhibi-

torischen Effekt und wirkt nach vorhergehender Aktivierung der Zelle durch ein stimulierendes Agens. 

Die am umfangreichsten untersuchte Wirkung des Hormons auf intrazellulärer Ebene ist die Hemmung 

der Adenylatzyklase über ein Pertussistoxin(PTX)-sensitives G-Protein. Es führt auf diesem Weg durch 

Hemmung der Adenylatzyklase zu einer Dosis-abhängigen Senkung der cAMP-Konzentration [62]. An-

dererseits kann Melatonin über verschiedene Mechanismen die PKC aktivieren, damit zur Phosphory-

lierung und folglich zur Aktivierung der Adenylatzyklase führen [63]. Ein weiterer Effekt auf second 

messenger-Systeme ist die Aktivierung der Phospholipase C und folglich die Spaltung von Phospha-

tidylinositol-4,5-biphosphat in IP3 und Diazylglyzerol [64,65]. Diazylglyzerol aktiviert wiederum die PKC, 

und IP3 mobilisiert Kalzium-Ionen aus intrazellulären Speichern [66,67]. Über die Aktivierung der PKC 

beeinflusst Melatonin auch die Freisetzung der Arachidonsäure. Das Indolamin erhöht die Arachi-

donsäure-Konzentration nach Aktivierung der Phospholipase A [67], Hemmung des Arachidonsäure-

Metabolismus durch Inhibition der Cyclooxygenase [68] oder der Lipoxygenase [69].  

Demgegenüber weisen die Ergebnisse anderer Studien auf eine Senkung der Hormon-induzierten 

Arachidonsäure-Akkumulation hin [70,71]. Nachfolgende Effekte der Melatoninwirkung auf die Kon-

zentration der second messenger können die Modulation von Genen und Transkriptionsfaktoren, wie 

CREB, c-fos, junB und per1, die Beeinflussung von Proliferation und Differenzierung in Zellen durch 

Einflussnahme auf den MAP(mitogen-activated protein)-Kinase-Signalweg sowie die Regulierung von 

Ionenkanälen sein [63]. Ergebnisse der Untersuchungen von Vanecek und Klein [72,73] bezüglich des 

Einflusses auf die Freisetzung von Kalzium-Ionen zeigten, dass Melatonin die Mobilisierung von 

Kalzium aus intrazellulären Speichern und den Einstrom über spannungsabhängige Kanäle durch 

Hyperpolarisierung der Membran hemmt. Außerdem kann das Hormon Einfluss auf die Permeabilität 

spannungsregulierter Kalzium-Kanäle durch Inhibieren der Phosphorylierung dieser Kanäle über eine 

cAMP-abhängige Kinase nehmen [53]. Untersuchungen zum Einfluss auf Kalium-Kanäle weisen darauf 

hin, dass Melatonin die Aktivität von Kalzium-abhängigen Kalium-Kanälen (Kca) sowie einwärts-gleich-

richtende Kalium-Kanäle (Kir) beeinflusst [63]. 

Widersprüchlich sind Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses von Melatonin auf intrazelluläre 

cGMP-Konzentrationen. Versuche von Lopez-Gonzalez und Mitarb. [74] sowie Faillace und Mitarb. [75] 
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belegen eine Erhöhung des cGMP-Gehaltes nach Inkubation mit Melatonin. Demgegenüber weisen 

andere Studien auf eine Dosis-abhängige Verringerung der cGMP-Konzentration nach Applikation 

physiologischer Melatoninkonzentrationen hin [76-80]. Dieser Effekt ist spezifisch für den MT2-Rezep-

tor und tritt neben der Hemmung der cAMP-Signaltransduktionskaskade über diesen Rezeptortyp      

auf [79]. Untersuchungen zur Wirkung von Melatonin auf weitere Parameter der cGMP-Signalkaskade 

an verschiedenen Geweben und Zellen geben Hinweise für den Einfluss des Hormons auf den cGMP-

Transduktionsweg: Melatonin moduliert die NO-Konzentration [81,82], senkt die Aktivität der         

NOS [83-85], erhöht die Aktivität der GC [75,86] und inhibiert die Aktivität cGMP-abhängiger 

Phosphodiesterasen [78,87]. Zusammenfassend deutet die Mehrzahl an Untersuchungen auf einen 

hemmenden Effekt von Melatonin auf die cGMP-Signalkaskade hin; eindeutige Aussagen konnten 

jedoch bislang nicht getroffen werden. Zudem wurde gezeigt, dass die Aktivität der GC einen 24-Stun-

den-Rhythmus aufweist [75,88]. Dies spricht für eine circadian-rhythmische Regulation der Enzym-

aktivität. Neben den Membranrezeptoren MT1 und MT2 werden verschiedene nukleäre Orphan-Rezep-

toren wie RORα, RZRβ, RORγ als putative Kernrezeptoren für Melatonin diskutiert [56,89-91]. Der Ein-

fluss von Melatonin auf nukleäre Rezeptoren ist bisher unklar; wenn auch nachgewiesen werden 

konnte, dass das Hormon auch auf nukleärer Ebene durch transkriptionelle Regulation von funk-

tioneller Bedeutung sein könnte. Des Weiteren haben Studien gezeigt, dass Melatonin durch 

Interaktion mit Kalzium-bindenden Proteinen im Zytoplasma zelluläre Effekte vermitteln kann [92]. 

 

 
 

Abb. 5:   Darstellung Rezeptor-mediierter Effekte von Melatonin auf intrazelluläre Signaltransduktionsmecha-
nismen. AA, Arachidonsäure; AC, Adenylatzyklase; CaM, Calmodulin; CREB, cAMP-responsive element-
binding protein; cGMP, zyklisches Guanosinmonophosphat; cPLA2, zytosolische Phospholipase A2; ERK, 
extrazellulär Signal-regulierte Kinase; GC, Guanylatzyklase; JNK, c-Jun N-terminale Kinase; KCa, Kal-
zium-abhängiger K+-Kanal; KIR, einwärts-gleichrichtender K+-Kanal; LOX, Lipoxygenase; LT, Leuko-
triene; NO, Stickstoffmonoxid; PDE, Phosphodiesterase; PKA, Proteinkinase A; PL, Phospholipide; PLC, 
Phospholipase C; QR2, Quinonreduktase 2; ROR, Retinoid-Orphan-Rezeptoren; RZR, Retinoid-Z-Rezep-
toren (verändert nach [63]). 
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1.3.4 Zum Einfluss von Melatonin auf die Insulinsekretion pankreatischer β-Zellen 

Peri- und Superfusionsuntersuchungen haben zweifelsfrei den Nachweis erbracht, dass Melatonin die 

Insulinsekretion in den pankreatischen Inseln neonater Ratten sowohl in pharmakologischen als auch 

in physiologischen Konzentrationen in Abhängigkeit von der Dosis hemmt [93-96]. Tierexperimentelle 

Untersuchungen an Typ2-diabetischen Goto-Kakizaki-Ratten (GK-Ratten) und klinische Patientendaten 

zu Melatonin-, Insulin- und Glukose-Tagesprofilen im Plasma sowie die Charakterisierung der Melato-

ninrezeptoren stoffwechselunauffälliger und Typ2-diabetischer Patienten konnten bei hohen Insulin-

Plasmawerten eine Senkung des Melatonins im Zuge der Genese des Diabetes mellitus bele-           

gen [56,96]. Im Gegensatz dazu koinzidieren niedrige Insulinspiegel bei Strepozotozin-induziertem 

Typ1-Diabetes mit erhöhten Melatonin-Plasmakonzentrationen [98]. Des Weiteren weisen pinealekto-

mierte Ratten sowohl eine reduzierte Dichte der LANGERHANSschen Inseln im Pankreas als auch ver-

stärkte degenerative, pathologische Veränderungen des Gewebes, wie Nekrose und/oder Apoptose, 

Entzündungen, vergrößerte interstitielle Spalträume sowie Abweichungen in Zelldifferenzierung und     

-wachstum auf [99]. Melatonin ist damit von zunehmend anerkannter Bedeutung für die Regulation 

und Steuerung der Insulinfreisetzung der pankreatischen β-Zelle und der Diabetogenese. 

Funktionelle, autoradiographische und molekularbiologische Untersuchungen sowie Bindungsstudien 

zeigen, dass die Insulin-senkenden Effekte von Melatonin Rezeptor-mediiert sind [100]. Es konnte 

eindeutig der MT1-Rezeptor identifiziert werden; RT-PCR-Nachweise zur Detektion des MT2-Rezeptor-

Transkripts scheiterten in der Vergangenheit [13,100,101]. Versuche zur Melatoninrezeptor-mediierten 

Signaltransduktion der pankreatischen β-Zelle ergaben, dass die Hemmung der Adenylatzyklase und 

damit Senkung der cAMP-Konzentration die entscheidende Kaskade für die konsekutive Senkung der 

Insulinsekretion darstellt [95,101]. Darüber hinaus konnte eine Dosis-abhängige Stimulation der IP3-

Freisetzung über die Aktivierung der Phospholipase C in Zusammenhang mit erhöhter Kalziumkonzen-

tration nachgewiesen werden, was mit einer Steigerung der Insulinsekretion einhergeht [102]. Die 

Stimulierung der IP3- und die Hemmung der cAMP-Sekretion finden parallel statt und stellen gegen-

sätzliche Signale für die Insulinfreisetzung dar. Die Melatoninwirkung über das cAMP-System und 

damit die Hemmung der Insulinsekretion überwiegen jedoch [13,103].  

Unter Verwendung des sensitiveren, DNA-markierenden Fluoreszenzfarbstoffes Eva Green sowie an-

gepasster Primer konnte jüngst erstmals die Expression des MT2-Rezeptors sowohl in Gesamtpan-

kreata und Inseln von Ratte und Mensch als auch direkt in Glukose-responsiven, Insulin-produ-

zierenden Ratten-Insulinomazellen (INS1) nachgewiesen werden. Restriktionsanalysen zur Bestätigung 

der Identität der amplifizierten Sequenz wurden durchgeführt [56,104,105]. Immunfluoreszenzmarkie-

rungen an humanen Gesamtpankreata und Inseln unter Verwendung spezifischer Antikörper belegen, 

dass der MT2-Rezeptor als Protein membranständig ist und hauptsächlich in β-Zellen lokalisiert ist.  

Die Entdeckung des MT2-Rezeptors wirft die Fragen auf, welche physiologische Bedeutung dieser 

Rezeptortyp für die Vermittlung des Melatoninsignals hat und ob über den MT2-Rezeptor die cGMP-

Signalkaskade in pankreatischen β-Zellen beeinflusst wird. 
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2 Zielstellungen 

 
Ziel der Promotionsarbeit zum Thema „Untersuchungen zur Bedeutung des second messenger cGMP 

für Rezeptor-mediierte Melatonin-Effekte auf die Insulinsekretion der pankreatischen β-Zelle“ war es, 

folgende Fragestellungen zu beantworten: 

 

1. Welchen Einfluss hat Melatonin auf die cGMP-Konzentration in der pankreatischen β-Zelle? Wie 

verläuft die Signaltransduktionskaskade? Wie und über welchen Mechanismus wirken sich 

Veränderungen der cGMP-Konzentrationen auf die Insulinsekretion aus? 

 

2. Welche an der cGMP-Signalkaskade beteiligten Proteine (Guanylatzyklase, Proteinkinase G, 

Phosphodiesterase, CNG-Kanal, MRP-Transporter) können in der pankreatischen Insel und der 

INS1-Zelle nachgewiesen werden? Welche Isoformen kommen vor? Können Unterschiede in 

der mRNA-Expression in Abhängigkeit von Tageszeit, Glukosestoffwechsel, bei Melatonin-

rezeptor-knockout oder nach Melatoninbehandlung festgestellt werden? 

 

3. Welche Bedeutung hat der MT2-Rezeptor in der Übermittlung des Melatoninsignals auf die 

Insulinsekretion und die cGMP-Kaskade in der pankreatischen β-Zelle?  

 

Die im Rahmen dieser Promotion durchgeführten Untersuchungen sollen bisherige Ergebnisse zur 

Melatonin-mediierten Wirkung auf die Insulinsekretion erweitern. Sie sind für die Ergänzung der 

Kenntnisse zu Signaltransduktionsmechanismen von Melatonin in der pankreatischen β-Zelle be-

deutungsvoll. 
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3 Material 
 

3.1 Zelllinie 

Zur Durchführung der Versuche wurde die Insulin-produzierende Ratten-Insulinoma-Zelllinie INS1 

genutzt, welche freundlicherweise von Prof. Dr. Wollheim von der Universität Genf zur Verfügung 

gestellt wurde [106]. Die Zelllinie wurde aus β-Zellen eines durch Röntgenstrahlen induzierten Ratten-

insulinoms entwickelt. Sie wächst adhärent als Monolayer-Kultur; ihre Verdopplungszeit beträgt 100 h. 

Unter Zusatz von β-Mercapthoethenol zur Erhaltung des Differenzierungsgrades, bleiben die struk-

turellen und funktionellen Eigenschaften der INS1-Zellen etwa bis zur 80. Passage unverändert. 

 
3.2 Rattenmodelle 

Für molekularbiologische Untersuchungen wurden Leber, Gehirn, Epiphyse und Pankreas von er-

wachsenen, metabolisch unauffälligen, männlichen Wistar(WR)-Ratten (Auszucht Han:Wist; Tierzucht 

Schönwalde GmbH, Schönwalde) und Typ2-diabetischen Goto-Kakizaki(GK)-Ratten (Inzucht; Taconic   

M & B, Ry, Dänemark) gewonnen. Die Tiere waren einem Lichtregime von L:D = 12:12; Licht an:   

6.30 Uhr, ausgesetzt; Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfügung. Die Organentnahme er-

folgte nach Dekapitation oder Herzventrikelpunktion. Die Organproben wurden in RNAlater aufbewahrt 

und bis zur Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.  

Zur Testung enteraler Melatoninapplikation an männlichen WR- und GK-Ratten wurde Melatonin für 64 

bis 68 Nächte ins Trinkwasser gegeben. Es kam dabei zur mittleren Melatoninaufnahme von        

2,505 mg/kg KG bei GK-Tieren und 2,857 mg/kg KG bei WR-Ratten. Die Organentnahme erfolgte nach 

Ventrikelpunktion zur Blutgewinnung um 24 Uhr (Durchführung der Versuche siehe Danksagung). 

 
3.3 Mausmodelle 

Für Untersuchungen mit Melatoninrezeptor-knockout-Tieren standen die Linien mit MT1-Rezeptor-

knockout (MT1
-/-, [60]), MT2-Rezeptor-knockout (MT2

-/-, [57]) und MT1/2-Rezeptor-Doppel-knock-      

out (MT1/2
-/-, [57]) sowie dem Wildtyp (WT) ohne Melatoninrezeptor-knockout zur Verfügung. Es han-

delt sich um eine Rückkreuzung der Linie 129/sv × C57BL/6, bei denen der Melatonin-profiziente 

Stamm C3H/He den genetischen Hintergrund bildet. Die Tiere wurden freundlicherweise von         

Prof. Dr. Stehle von der Universität Frankfurt am Main zur Verfügung gestellt und stammen aus einem 

eigenen Auszuchtstamm. Sie erhielten Futter und Wasser ad libitum und waren einem Lichtregime von 

L:D = 12:12 ausgesetzt.  

 

Für Untersuchungen zu Veränderungen in Abhängigkeit von der Tageszeit wurden die Organe von 

Ratten und Mäusen zum einen um Mitternacht unter Rotlicht gewonnen; diese werden im Folgenden 

als „Nachttiere“ bezeichnet. Die Organgewinnung von „Tagtieren“ fand am Mittag, etwa um 12 Uhr, 

unter standardisierten Lichtbedingungen statt. 
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3.4 Humane Zellen und Gewebeproben 

Das für diese Untersuchungen verwendete humane Pankreasgewebe stammte von in der Universitäts-

klinik für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie Halle-Wittenberg operierten Patienten. Es handelt 

sich um Operationsmaterial der histologischen Befunderhebung durch das Institut für Pathologie an 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg. Die Gewebestücke wurden nach der Resektion durch 

den Chirurgen umgehend konserviert und asserviert. Eine Genehmigung der Ethikkomission der Medi-

zinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg lag vor. Angaben zu Geschlecht, Al-

ter, Diagnose, Glukosestoffwechselsituation und Morphologie des Gewebes waren anhand der Pa-

tientenakten ersichtlich. 12 der Gewebeproben stammten von Patienten weiblichen und 16 von Pa-

tienten männlichen Geschlechts; das mittlere Alter der Patienten betrug 58 Jahre. Alle Daten wurden 

anonymisiert behandelt. 

Zur Standardisierung der Patientenproben bei molekularbiologischen Arbeiten diente isolierte, DNase-

behandelte RNA, extrahiert aus humanem Pankreasgesamtgewebe, verfügbar von der Firma Am-    

bion (Austin, Texas, USA). Für Nachweise direkt an LANGERHANSschen Inseln des Menschen wurde iso-

lierte Gesamt-RNA aus Inselzellen eines menschlichen Pankreas für die Untersuchungen herange-

zogen. Diese wurde durch die Firma System Biosciences (Mountain View, Kalifornien, USA) nach Iso-

lierung mittels Guanidin-Thiocyanat-Methode und DNase-Behandlung bereitgestellt. Als positive Ver-

gleichsprobe zu Pankreasgesamtgewebe und LANGERHANSschen Inseln stand RNA einer humanen Neu-

roblastomzelllinie zur Verfügung. Es handelt sich hierbei um SH-SY5Y-Zellen, welche ursprünglich aus 

der Zelllinie SK-N-SH subkloniert wurden [107]. 

 

3.5 Chemikalien und Reagenzien 

Agarose   peqLab Biotechnologie, Erlangen 

8-Br-cGMP (8-Bromo-cGMP)  Biolog, Life Science Institute, Bremen 

Bromphenolblau  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

BSA (bovine serum albumin)  Serva, Heidelberg   

Chloroform  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

DMSO (Dimethylsulfoxid)  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

DPBS (Dulbecco's phosphate buffered saline)  Lonza, Köln 

Ethanol 99,5 %  Carl Roth, Karslruhe 

Ethidiumbromid  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

FKS (fetales Kälberserum)  Biochrom, Berlin 

Fluoreszenzfarbstoff Eva Green   Biotum, Hayward, USA 

Formaldehyd  Carl Roth, Karslruhe 

Formamid  Promega, Mannheim 

Forskolin  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Glukose  Merck, Darmstadt 

Glyzerin   Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Hanks-Puffer  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 
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HEPES(2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-   Biochrom, Berlin 

    ethansulfonsäure)-Puffer     

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin)  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Kollagenase (NB 8)  Serva, Heidelberg 

LCD (L-cis-Diltiazem)  Biomol, Hamburg 

L-Glutamin   Biochrom, Berlin 

L-NMMA (NG-monomethyl-L-arginin)  Tocris Bioscience, Ellisville, Michigan, USA 

Luzindol  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Medium 199  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Melatonin  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

β-Mercaptoethanol  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Molekulargewichts-Standard (GeneRuler)  Fermentas, St.-Leon-Rot 

Natriumacetat  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Natriumhydroxid  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Natriumpyruvat  Biochrom, Berlin 

Neubauer-Hämozytometer  Labor-Brand, Gießen 

NS2028 (4H-8-bromo-1,2,4-oxadiazolo-  Alexis Biochemicals, Axxora, Lörrach 

(3,4d)-benz-(b)(1,4)-oxazin-1-on) 

ODQ (1H-(1,2,4)-oxadiazolo-(4,3-α)-quinoxalin-1-on)  Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA 

Penizillin  Biochrom, Berlin 

PCR-Mastermix   Promega, Mannheim 

Primer  TipMolBiol, Berlin 

4P-PDOT (4-Phenyl-2-propionamidotetralin)  Tocris Bioscience, Ellisville, MI, USA 

Restriktionsenzyme (BsrI, PvuII)  Promega, Mannheim 

Restriktionsenzyme (ApaI, AvaI, AvaII, BfiI,   Fermentas, St.-Leon-Rot 

       Eco57I, Eco31I, EcoRII, LweI)   

RNAlater  Ambion, Austin, Texas, USA 

RNase-freies Wasser   Promega, Mannheim 

Rp-8-pCPT-cGMPS (Rp-8-(4-Chlorophenylthio)-   Biolog Life Science Institute, Bremen 

guanosin-3`,5`-cyclic monophosphorothioat)      

RPMI-Medium  Biochrom, Berlin 

RT- Master-Mix  Promega, Mannheim 

Schwefelsäure  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamin)  Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA 

Streptomyzin  Biochrom, Berlin 

Tris  Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Trizol-Reagenz  Invitrogene, Karlsruhe 

Trypsin  Biochrom, Berlin 
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3.6 Zubehör und Geräte 

Abzug (2-412-NL)  Köttermann, Uetze/Hänigsen 

Analysenwaage (Analytical Plus)  Ohaus, Pine Brook, New Jersey, USA 

Elektrophoresekammern (Agagel Mini/Maxi)  Biometra, Göttingen 

ELISA-Plattenreader (Spectra II)  SLT Labinstruments, Crailsheim 

γ-Strahlendetektor (γ-Counter)  DPC Biermann, Bad Nauheim 

Brutschrank (HERAcell 150)  Heraeus Instruments, Hanau 

Lichtmikroskop (Olympus CK 2)  Olypus Optical CO, Tokio, Japan 

Magnetrührer (Variomag Monotherm)  H+P Labortechnik, Oberschleißheim 

pH-Meter (765 Calimatic)  Knick, Berlin 

Reinstwassersystem (EASYpureRF)  Barnstead, Iowa, USA  

Schüttler (KS 15A)  Edmund Bühler, Hechingen 

Spannungsgerät (Standard Power Pack P25)  Biometra, Göttingen 

Spektrophotometer (SPECORD S100)  Analytik Jena, Jena 

Stereomikroskop Stemi SV6    Zeiss, Oberkochen 

Thermocycler (Rotor-Gene 6000)    Corbett-Research, Mortlake, Australien 

Thermomixer (comfort 5355)  Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 

Ultra-Turrax (T25 basic)  IKA Werke, Staufen 

UV-Fotodokumentationseinrichtung (CN 2000W)  LTF Labortechnik, Wasserburg 

Vortexer (IKA-VIBRO-FIX VF 2)  IKA Labortechnik, Staufen 

Wasserbad  GFL Labortechnik, Burgwedel 

Zellkulturflaschen  Dr. Schubert, Laborfachhandel, Halle 

Zellkulturplatten  Dr. Schubert, Laborfachhandel, Halle 

Zellkultur-Sterilbank (HERAsafe HS12)  Heraeus Instruments, Hanau 

Zentrifuge (Biofuge 15)  Heraeus Instruments, Hanau 

 

 

Die Stammlösungen von L-cis-Diltiazem (50 mM), Rp-8-pCPT-cGMPS (50 mM) und 8-Br-cGMP (50 mM) 

wurden mit destilliertem Wasser hergestellt. Melatonin wurde in absolutem Ethanol angelöst, mit 

destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 5 mM verdünnt und lichtgeschützt aufbewahrt. Die 

Lösung von Luzindol (5 mM), 4P-PDOT (5 mM), NS2028 (50 mM), ODQ (5 mM) und IBMX (100 mM) 

erfolgte in DMSO. Um die gewünschten Endkonzentrationen zu erreichen, wurden die Stammlösungen 

mit destilliertem Wasser verdünnt und bis zum Zeitpunkt des Versuchs lichtgeschützt bei -20 °C ge-

lagert. Die Stammlösungen von SNAP (50 mM) und L-NMMA (50 mM) wurden am Versuchstag durch 

Lösung in destilliertem Wasser frisch hergestellt. Unbehandelte Kontrollproben wurden bei allen Ver-

suchen mit der gleichen Menge des jeweiligen Lösungsmittels behandelt.  
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3.7 Verwendete Kits 

cGMP-ELISA-Kit (Biotrak RPN 225)   GE Healthcare Life Science, München 

DNase-Kit (DNA-free)     Ambion, Austin, Texas, USA 

Griess Reagent System     Promega, Mannheim 

Insulin-RIA-Kit (Coat-A-Count)    DPC Biermann, Bad Nauheim 

Reverse-Transkriptase-Kit     Promega, Mannheim 

 

3.8 Verwendete Analysensoftware 

Bio1D       Vilber Lourmat, Frankreich 

Easy WIN fitting     Tecan Deutschland, Crailsheim 

Rotorgene V. 6.0      Corbett Research, Mortlake, Australien 

Statistiksoftware GraphPad Prism 4.0   GraphPad Software, Kalifornien, USA 

 

3.9 Puffer und Lösungen 

MOPS-Puffer:  0,2 M MOPS 
3 M Natriumacetat 
0,5 mM EDTA 
40 M NaOH 
pH 7,0 

 
TAE-Puffer: 50 mM Tris  

50 mM Natriumacetat 
2 mM EDTA 
pH 8,0 
 

Blue juice : 87 % Glyzerin  
0,05 % Bromphenolblau 
0,25 M EDTA 

 

 

4 Methoden 
 

4.1 Zellkultur 

INS1-Ratten-Insulinoma-Zellen wurden im Brutschrank bei 37 ºC, 95 % Luftfeuchtigkeit und  5 % CO2 

in 25 cm2 großen Zellkulturflaschen mit je 7 ml Medium kultiviert. Als Zellmedium wurde RPMI 1640 

unter Zusatz von 10 % fetalem Kälberserum, 1 mM HEPES-Puffer, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natrium-

pyruvat, 50 µM β-Mercaptoethanol, 1 % Penizillin/Streptomyzin eingesetzt; alle drei Tage wurde Me-

diumwechsel durchgeführt. Nach sieben Tage wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium 

abgesaugt, mit je 10 ml DPBS gewaschen und für 3 min 1 ml 37 ºC warmes Trypsin zugegeben. Nach 

Ablösen adhärenter Zellen wurde die Trypsinreaktion durch Zugabe von 7 ml Medium abgestoppt. Die 

Zellsuspension wurde in zwei Polyethylen-Röhrchen aufgeteilt und 10 min bei 1500 x g zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet in je 7 ml Medium resuspendiert und er-

neut in 25 cm2 großen Zellkulturflaschen bzw. für Stimulationsversuche in 24- oder 96-well-Zellkultur-

platten ausplattiert. Die Bestimmung der Zellanzahl erfolgte mikroskopisch unter Verwendung einer 
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Neubauer-Zählkammer. Für Inkubationsversuche und Nachweise im Rahmen dieser Arbeit wurden 

INS1-Zellen in der 5. bis 30. Passage verwendet. 

 

4.2 Gewinnung von LANGERHANSschen Inseln aus Pankreata von Ratte und Maus 

Pankreatische Inseln wurden aus neonaten, 8 bis 12 Tage alten WR- und GK-Ratten bzw. Melatonin-

rezeptor-knockout-Mäusen gewonnen. Nach Dekapitation und Entnahme des Pankreas wurde das Or-

gan in eiskalten Hanks-Puffer überführt und in drei bis fünf Stücke zerteilt. Anschließend wurde das 

Gewebe durch Inkubation und Schütteln in einer Kollagenase-Lösung (1 mg/ml) verdaut. Die Zugabe 

von gekühltem Hanks-Puffer mit BSA-Zusatz (2 mg/ml) nach 4 bis 5 min führte zum Abstoppen der 

Reaktion. Nach dem Sedimentieren für 10 min wurde dreifach mit kalter BSA/Hanks-Lösung ge-

waschen. Mittels Stereomikroskop und einer Kaltlichtquelle wurden die einzelnen Inseln mit einer sili-

konisierten Pasteurpipette abgesaugt und in eine Petrischale überführt. Es folgte eine mehrmalige 

Übertragung in Petrischalen mit BSA/Hanks-Lösung, um die Kollagenase und exokrine Anteile voll-

ständig zu entfernen. Die Ratteninseln wurden in Eppendorf-Gefäße mit je 1,5 ml BSA/Hanks-Lösung 

aufgenommen und für 10 min bei 150 x g zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes wurde je    

1 ml DBPS zugegeben und die RNA aus den Inseln direkt im Anschluss gewonnen oder bis zur Aufar-

beitung bei -80 °C gelagert (siehe Abschnitt 4.6.2).  

Die Gewinnung von pankreatischen Inseln aus neonaten Mäusen erfolgte entsprechend der Vorschrift 

zur Inselseparation aus Rattenpankreata. Im Anschluss an die Separation wurden die Inseln in einer 

12-well-Zellkultur-Platte (je 80 bis 100 Inseln pro well) in Medium 199 kultiviert. Nach 20 h wurden die 

Inseln in ein Reaktionsgefäß aufgenommen und bei 500 x g 10 min zentrifugiert. Nach Abnahme des 

Überstandes wurde mit je 1 ml DPBS gewaschen und erneut zentrifugiert. 

 

4.3 Inkubationsversuche für Insulin-Bestimmungen 

Für Versuche zur Messung von Einflüssen auf die Insulinsekretion wurden INS1-Zellen in 24-well-Zell-

kulturplatten (5 x 105 Zellen pro well) ausgesät. Nach 4 Tagen wurden die konfluenten Zellen vor der 

Zugabe der Testsubstanzen mit frischem Medium gewaschen.  

Für Untersuchungen zur Bedeutung des MT2-Rezeptors für die Melatonin-mediierte Senkung der Insu-

linsekretion wurden INS1-Zellen für 6 h mit Forskolin (5 µM) mit oder ohne Zugabe von Melato-       

nin (100 nM) bei einem Glukosegehalt von 11,6 mM im Medium inkubiert. Der Einfluss von Rezep-

torantagonisten wurde durch 30-minütige Vorinkubation mit Luzindol (10 µM) oder 4P-PDOT (100 nM) 

untersucht. Am Ende der Stimulationszeit wurde der Überstand abgenommen und bis zur Messung des 

Insulingehaltes bei -80 °C gelagert. 

Zur Bestimmung der Wirkung von cGMP auf die Insulinsekretion wurden die INS1-Zellen für 1, 4 oder 

8 h mit verschiedenen Konzentrationen des membrangängigen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP (10 µM bis 

2 mM) inkubiert. Die Glukosekonzentration betrug 5,6 mM entsprechend des Glukosegehaltes im 

Stammmedium oder wurde durch Zugabe von Glukose auf 8,6 bzw. 11,6 mM erhöht. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurde der Überstand eingefroren und bis zur Insulinbestimmung bei -80 °C gelagert. 

Die quantitative Bestimmung der Insulinkonzentration in den Zellüberständen erfolgte mittels Fest-

phasen-Radioimmunoassay (RIA) unter Verwendung eines kommerziellen Testkits. Dazu wurden je   
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50 µl der Proben mit 150 µl Medium verdünnt in Teströhrchen gegeben, die mit spezifischen Insulin-

Antikörpern beschichtet waren. Nach Zugabe von je 1 ml 125I-markierten Insulins (< 1,11 kBq/ml) wur-

den die Proben 18 bis 24 h inkubiert, wobei das radioaktiv markierte Insulin mit dem Insulin in der 

Probe um die Antikörper-Bindungsstellen auf der Innenwand des Teströhrchens konkurrierte. Nach Ab-

lauf der Inkubationszeit wurde der Überstand abgegossen und die Zerfallszahl der in den Röhrchen 

gebundenen radioaktiven Komponente in einem γ-Counter gemessen. Dabei waren die ermittelten 

Counts indirekt proportional zur Insulinkonzentration in den Proben. Bei jeder Messreihe wurde eine 

Reihe von unter gleichen Bedingungen behandelten Standards mitgeführt, so dass eine Eichkurve er-

stellt und die Insulinkonzentration in den Proben bestimmt werden konnte. Die Messung erfolgte je-

weils in Doppelbestimmung. Der Messbereich des Insulin-RIAs liegt zwischen 36 pM und 5,3 nM; die 

analytische Sensitivität beträgt 8,7 pM. Das verwendete Antiserum ist hochspezifisch für Insulin und 

weist besonders niedrige Kreuzreaktivitäten zu anderen Substanzen, wie dem C-Peptid (connecting 

peptide) oder Glukagon, auf. Die realen Werte der Insulinbestimmungen lagen in einem Bereich 

zwischen 360 pM und 4 nM pro well. 

 
4.4 Bestimmungen von cGMP-Konzentrationen 

Für cGMP-Bestimmungen wurden INS1-Zellen (3 x 105 Zellen pro well) in 96-well-Zellkulturplatten mit 

je 100 µl Zellsuspension und 100 µl Medium pro well ausgesät und über Nacht im Brutschrank inku-

biert, um das Absetzen und Anheften am Boden zu ermöglichen. Zur Verhinderung des cGMP-Abbaus 

durch Phosphodiesterasen wurde vor einer Inkubation und während der Stimulationsversuche der un-

spezifische PDE-Hemmer IBMX zugesetzt. Für die Untersuchung des Einflusses von Melatonin auf die 

cGMP-Konzentration wurden die Zellen mit Melatonin in einer Konzentration von 10 nM, 100 nM oder  

1 µM für 15, 30 oder 1 min inkubiert. Die Melatoninrezeptor-Antagonisten 4P-PDOT (100 nM) und 

Luzindol (1 µM), die Inhibitoren der sGC, ODQ (10 µM) und NS2028 (10 µM), bzw. der NOS-Inhibitor 

L-NMMA (0,1 mM, 1 mM) wurden jeweils 30 min vorinkubiert. Bei Versuchen mit dem NO-Donator 

SNAP (100 µM) wurde die Substanz mit Melatonin ko-inkubiert. 

Die quantitative Messung der cGMP-Konzentrationen erfolgte direkt nach der Stimulation unter Nut-

zung eines cGMP-spezifischen ELISA-Kits. Das Prinzip beruht auf der konkurrierenden Bindung von 

cGMP in den Proben und einer definierten Menge Enzym-gekoppeltem cGMP an cGMP-spezifische 

Antikörper. Nach Zugabe einer Enzym-Substrat-Lösung kommt es zu einer Farbreaktion. Diese kann 

photometrisch qualitativ gemessen werden; die Farbintensität ist indirekt proportional zum cGMP-Ge-

halt in den Proben. Es wurde die Methode zur Bestimmung des gesamten cGMP-Gehaltes (intrazellulär 

und im Überstand) verwendet. 

Nach Ende der Stimulationszeit wurden die Zellen durch Zugabe von je 20 µl Lysisreagenz (5 % Do-

decyl-Trimethyl-Ammoniumbromid) in jedes well der Zellkulturplatte und Schütteln für 10 min lysiert. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit je 20 µl Acetylierungsreagenz für 5 min zur Stabilisierung des 

cGMP. In einer mit Antikörpern beschichteten 96-well-ELISA-Platte wurden je 100 µl Antiserum und  

50 µl der Proben nach kurzem Mischen für genau 2 h auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von je            

100 µl Konjugat und erneuter Inkubation für 1 h wurde 4-mal mit Waschpuffer gewaschen, je         

200 µl des Enzymsubstrates zugegeben und für 30 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Durch Zu-
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gabe von je 100 µl 1 M Schwefelsäure kam es zum Farbumschlag von blau nach gelb und die Farb-

intensität konnte bei 450 nm in einem ELISA-Reader photometrisch gemessen werden. Das Mitführen 

einer Standardreihe ermöglichte das Erstellen einer Eichkurve und die Bestimmung der cGMP-Kon-

zentration in den Proben. Die Messung erfolgte jeweils in Doppelbestimmung. Der Messbereich des 

cGMP-ELISAs liegt zwischen 2 und 512 fmol pro well; die analytische Sensitivität beträgt 2 fmol pro 

well (14 pg/ml). Der Nachweis von cGMP ist hochspezifisch; die Kreuzreaktivität zu cAMP, AMP, ADP, 

ATP, GMP, GDP und GTP liegt unter 0,0005 %. Die realen Werte der cGMP-Messungen dieser Ver-

suche lagen im Bereich zwischen 20 fmol pro well und 100 fmol pro well.  

 
4.5 Quantitative NO-Bestimmungen 

INS1-Zellen (3 x 105 Zellen pro well) wurden in 96-well-Zellkulturplatten mit je 100 µl Zellsuspension 

und 100 µl Medium pro well  ausgesät und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurden 

die Zellen für 1, 4 oder 8 h mit Melatonin (1 nM bis 10 µM) inkubiert. Bei Einsatz von Mela-         

toninrezeptor-Antagonisten 4P-PDOT (100 nM) und Luzindol (1 µM) oder dem NOS-Inhibitor                    

L-NMMA (10 µM) wurden die Zellen mit diesen Substanzen für 30 min vorinkubiert. 

Die Messung der NO-Gehalte in den Zellkulturüberständen wurde direkt nach Ablauf der Inkubations-

zeit mittels GRIESS-Reaktion (GRIESS Reagent System) durchgeführt. Das gebildete NO diffundiert leicht 

aus den Zellen heraus. Es ist sehr instabil und kurzlebig und wird durch Oxidation in seine Folgepro-

dukte Nitrit und Nitrat umgesetzt. Das stabile Nitrit kann in der GRIESS-Reaktion quantitativ nachge-

wiesen werden. Das Prinzip beruht auf der Reaktion von Nitrit mit Sulfanilamid, einem primären aro-

matischen Amin, zu einem Diazonium-Ion, welches in einer Kopplungsreaktion mit einer weiteren 

aromatischen Komponente (Naphthylethylendiamin, NED) zu einem rot-violetten Azofarbstoff umge-

setzt wird, dessen Extinktion photometrisch gemessen werden kann (Abb. 6).  

Zur Quantifizierung wurden die GRIESS-Reagenzien I (Sulfanilamid) und II (Naphthylethylendiamin) zu 

gleichen Teilen gemischt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden je 50 µl des Zellkulturüberstandes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
          
         Abb. 6: Schematische Darstellung der GRIESS-Reaktion. NED, Naphthylethylendiamin. 
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und 100 µl des GRIESS-Reagenzes in eine 96-well-Kulturplatte gegeben und 10 min lichtgeschützt bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte mit einem ELISA-Plattenreader bei 

einer Wellenlänge von 492 nm. Das Mitführen einer Standardreihe, erstellt durch serielle Verdünnung 

einer NO-haltigen Lösung bekannter Konzentrationen mit Kulturmedium, ermöglichte die Bestimmung 

der NO-Konzentration in den Zellüberständen. Der Messbereich dieser GRIESS-Reagenz-Methode liegt 

zwischen 0 und 100 µM; die tatsächlich ermittelten Werte der Messung lagen im Bereich von 0 bis    

30 µM Nitrit. Die Messmethode konnte durch den Anstieg von Nitrit nach Gabe des NO-Donors SNAP in 

den Konzentration 10 µM bis 100 µM verifiziert werden (siehe Abschnitt 5.4). 

 

4.6 Molekularbiologische Untersuchungen 
 
4.6.1 Zellstimulation für Expressionsuntersuchungen 

Für Versuche zur Bestimmung von Unterschieden in der Genexpression wurden INS1-Zellen in 24-well-

Zellkulturplatten (5 x 105 Zellen pro well) ausgesät. Nach 4 Tagen wurde den konfluenten Zellen 

frisches Medium, versetzt mit verschiedenen Konzentrationen Melatonin (1 pM bis 10 µM), zugegeben. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 12 oder 24 h konnten die Zellen mit je 300 µl Trypsinlösung pro 

well vom Boden der Zellkulturplatten gelöst werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von je 1 ml 

frischem Medium abgestoppt, die Zellen in Eppendorf-Gefäße überführt und bei 2000 x g für 10 min 

zentrifugiert. Nach dem Waschen des Überstandes mit je 1 ml DPBS folgte ein zweiter Zentri-

fugationsschritt. Der Überstand wurde schließlich abgenommen und bei -80 °C bis zur RNA-Extraktion 

gelagert. 

 
4.6.2 RNA-Extraktion und RNA-Gelelektrophorese 

Die Isolierung der Gesamt-DNA aus INS1-Zellen, frisch separierten Inseln bzw. in RNAlater aufbe-

wahrten Organproben erfolgte durch Zugabe von 1 ml Trizol-Reagenz pro 100 mg des Gewebes    

bzw. 1 x 106 Zellen und Homogenisieren mittels Pipette oder Ultra-Turrax. Nach 5-minütiger Inku-

bation bei Raumtemperatur wurden den Proben 0,2 ml Chloroform pro 1 ml Trizol zugegeben, um die 

Abtrennung der übrigen Gewebsbestandteile von der RNA zu ermöglichen. Anschließend wurden die 

Proben bei 10 000 x g und 2 bis 8 ºC für 15 min zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erreichen, 

wobei sich Proteine und DNA in einer Zwischenphase anreicherten und die obere, wässrige Phase die 

RNA enthielt. Unter Zugabe von 0,5 ml Isopropanol pro 1 ml Trizol auf die zuvor abgenommene 

wässrige Phase konnte die RNA präzipitiert werden. Nach wiederholter Inkubation bei Raum-

temperatur für 10 min und Zentrifugation bei 10 000 x g und 4 bis 8 ºC für 15 min wurde der Über-

stand dekantiert und das RNA-Pellet mit 1 ml 70%igem Alkohol pro 1 ml Trizol gewaschen. Die Proben 

wurden erneut zentrifugiert, dekantiert und bei Raumluft getrocknet. Die RNA-Pellets wurden an-

schließend über Nacht in RNase-freiem Wasser gelöst.  

Die Absorption der Proben wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Daraus 

ließ sich die Konzentration der enthaltenen Gesamt-RNA nach folgender Formel berechnen: 

 

  µg RNA/ml = Absorption 260 x 40 x Verdünnungsfaktor 
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Zusätzlich wurde zur Kontrolle der Reinheit der RNA die Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm 

gemessen und der Quotient der Werte bei 260 nm und 280 nm gebildet. Ein Ergebnis < 1,5 ist ein 

Indiz für eine eventuelle Verunreinigung durch Proteine. Die Quotienten der hier untersuchten Proben 

lagen zwischen 1,9 und 2,1, so dass nicht von einer Verunreinigung auszugehen war. Die Lagerung 

der RNA erfolgte bei -80 ºC. 

Zur Kontrolle der Qualität der RNA erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der Proben. Dazu 

wurden 0,6 g Agarose mit 33 ml destilliertem Wasser versetzt und auf dem Magnetrührer unter Hitze 

gelöst. Nach dem Abkühlen und Zugabe von 4,6 ml MOPS-Puffer sowie 1,3 ml Formaldehyd zur Hem-

mung der Ausbildung von Sekundärstrukturen konnte das Gel blasenfrei in einen Gelträger gegossen 

werden. Als Laufpuffer wurde nach dem Erstarren 300 ml 1:10-verdünnter MOPS-Puffer in die Kammer 

gegeben. Die Probenvorbereitung vor dem Pipettieren in die Geltaschen erfolgte durch Zugabe von     

je 2,5 µl MOPS-Puffer, 12 µl Formamid und 4 µl Formaldehyd zu je 6 µl der Proben, Denaturierung bei 

55 ºC für 15 min, Abkühlen auf Eis sowie Zugabe von je 4 µl Blue juice. Bei einer Spannung von 40 V 

wanderten die Proben etwa 90 min. Das Gel wurde 10 min in einer Ethidiumbromid-Lösung gefärbt 

und anschließend in Wasser entfärbt; nach etwa 24 h war die Detektion mittels einer UV-Fotoein-

richtung möglich. 

 
4.6.3 Synthese der cDNA 

Vor der Synthese der komplementären Einzelstrang-DNA zur vorliegenden mRNA durch eine Reverse-

Transkriptase(RT)-Reaktion führte ein DNase-Verdau mittels DNase-Kit zur vollständigen Elimination 

verbleibender DNA in den Proben.  

Für das Umschreiben der mRNA in cDNA wurde ein RT-Kit unter Nutzung von random primers ver-

wendet, wodurch die Transkription der gesamten RNA gewährleistet war. Dazu wurde je 1 µg der 

Proben-RNA mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 9,5 µl aufgefüllt und nach 10-minütiger 

Inkubation bei 70 ºC zur thermischen Denaturierung und Abkühlen auf Eis mit je 11,5 µl RT-Master-

mix (Tab. 1) versetzt. Zum Ablauf der reversen Transkription wurde der Reaktionsansatz bei 37 ºC für 

60 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen für 5 min auf 99 ºC und Abkühlen auf Eis abge-

stoppt. Anschließend wurden die Proben mit je 80 µl Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von  

100 µl aufgefüllt und bei -20 ºC aufbewahrt. 

 
 
 

      Tab. 1: Zusammensetzung des Mastermix für die RT-Reaktion. 
 

Reagenz Menge 

MgCl2, 25 mM 4 µl 
Reverse Transkriptase, 10x Puffer 2 µl 
dNTP Mix, 10 mM 2 µl 
Recombinant RNasin Ribonuklease-Inhibitor    0,5 µl 
Random Primer 1 µl 
Reverse Transkriptase    0,5 µl 
RNAse-freies Wasser    0,5 µl 
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4.6.4 Real-time RT-PCR 

Für die quantitative Erfassung von Expressionsunterschieden wurde die Methode der real-time RT-PCR 

genutzt. Die exponentielle Vermehrung der cDNA wird dabei im Wesentlichen durch eine zyklische 

Wiederholung von drei Reaktionsschritten erreicht: Zunächst kommt es durch Erhitzen zur De-

naturierung und somit zur Trennung der komplementären DNA-Doppelstränge. Im zweiten Schritt wird 

durch Abkühlung die Bindung zweier Primer ermöglicht, deren Basensequenz komplementär zu der-

jenigen der Einzelstränge ist und die mit jeweils einem der Stränge auf beiden Seiten des zu ampli-

fizierenden DNA-Abschnittes hybridisieren. Ausgehend vom freien 3`OH-Ende der beiden Primer 

synthetisiert die thermostabile Taq-Polymerase in der Elongationsphase bei 72 ºC die gewünschte 

DNA-Sequenz entlang der Matrize. Der Zusatz eines Doppelstrang-DNA-spezifischen Fluorophors er-

möglicht die zeitliche Verfolgung der Akkumulation von PCR-Produkten während der zyklisch ab-

laufenden Amplifikationsreaktion. Dabei ist die Fluoreszenzintensität proportional zur Menge der DNA 

im Reaktionsansatz.  

Die PCR wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt (Tab. 2):  

 

       Tab. 2: Reaktionsbedingungen der real-time RT-PCR. 

 Reaktionsschritt Temperatur Dauer 

1. Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 

2. Amplifikation (40 - 45 Zyklen)   

 a) Denaturierung 94 °C 30 s 
 b) Primer-Anlagerung 64 °C 30 s 
 c) Elongation 72 °C 30 - 40 s 
 d) Messung des Fluoreszenzsignals 80 - 85 °C 15 s 

3. 1. Halt (Abkühlung) 40 °C 2 min 

4. 2. Halt (Erwärmung) 50 °C 1 min 

5. Schrittweise Denaturierung und Messung von 50 auf 99 °C 1 min/°C 

 

Relationsverschiebungen der Menge der mRNA verursacht durch Zellbehandlung, Alter oder Linien-

unterschiede wurden durch den Vergleich der zu analysierenden Gene mit dem konstitutiv ex-

primierten Kontroll-Gen (housekeeping-Gen) β-Aktin standardisiert.   

Jeder PCR-Reaktionsansatz mit einem Volumen von 20 µl enthielt 4 µl der entsprechenden cDNA,     

4,75 µl Nuklease-freies Wasser, 0,25 µl des Fluoreszenzfarbstoffs Eva Green, je 0,5 µl der Primer so-

wie 10 µl eines PCR-Mastermixes, welcher das Enzym Taq-Polymerase (50 units/ml), MgCl2 (3 mM) 

und die Basen dATP, dGTP, dTTP und dCTP (je 400 µM) enthält. Die Sequenzen der hier verwendeten 

Primer sind Tabelle 3 zu entnehmen. Die Amplifikation wurde unter Verwendung eines computerge-

steuerten Thermocyclers durchgeführt.  

Für die Quantifizierung wurde eine Doppelbestimmung der jeweiligen Proben durchgeführt, woraus die 

Mittelwerte ermittelt werden konnten. Die Auswertung der Amplifikationskurven erfolgte mit Hilfe einer 

Analysesoftware über die Betrachtung des Cycle-treshold(Ct)-Wertes. Dieser Wert beschreibt die Zu-

nahme der zyklenabhängigen Fluoreszenzzunahme bis zum Erreichen eines definierten Schwellen- 



Tab. 3: Sequenzen der Gen-spezifischen Primer für RT-PCR-Untersuchungen. 
 

Gen Molekulargewicht Genbank-Nummer Primer-Sequenz vor Primer-Sequenz rück 

β-Aktin 389 bp NM031144        5`-ACTCCTACGTGGGCGACGAGG-3'        5`-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3' 

sGC α1 176 bp AB096020        5`-GTGAAGAGCACCAAGCCTTC-3`        5`-TTCCCTTGGAAGTCCCTCTT-3` 

sGC α2 217 bp AF109963        5`-GAGAATGAGCGAGTCCTTCG-3`        5`-CCTTGATCATTCCCAGCATT-3` 

sGC β1 173 bp AB098025        5`-TAGCAAGCATGCATCTGGAG-3`        5`-TTGACCAGCAATTTCCATCA-3` 

sGC β1 (Maus) 226 bp AF297083        5`- TAGCAAGCATGCATCTGGAG-3`        5`- TGATGGAAATTGTGGTCAA-3` 

sGC β2 227 bp AB109450        5`-CCAGCTTGCTTGACCCTTAG-3`        5`-GGAACACTCCTTCGGATGAA-3` 

mGC A 162 bp S80456        5`-CAGAGCCACCTGGAGGAAC-3`        5`-ATACTGCTCCATGCGTGACA-3` 

mGC B 234 bp NM053838        5`-AATGTCGTTGCCATCAAACA-3`        5`-GAGCGAGTAGCGAAACATCC-3` 

mGC C 222 bp M55636        5`-CACATGCTGCAGACGTTTCT-3`        5`-CACAGGGATCGTTTGGTTTT-3` 

mGC D 152 bp L37203        5`-ACTCTGAGACCCATGGAACG-3`        5`-TCCTTCACCATTTGTGTCCA-3` 

mGC E 206 bp L36029        5`-TCACAACACACCTGCTGGAT-3`        5`-CAGGAAGGCTCCAGTCAGTC-3` 

mGC F 156 bp L36030        5`-TGATGGTCTGCTTTGCTTTG-3`        5`-TGCCAAAGTGGGGGTTAATA-3` 

mGC G 164 bp AF024622        5`-CAGGTGAGCCCTTACTCTGC-3`        5`-AGCACAGGACCAGTGATTCC-3` 

PKG 1 159 bp NM001105731        5`-ATCATAAGGCAGGGTGCAAG-3`        5`- TACATCCTCCCCCTGCAA -3` 

PKG 2 163 bp NM_013012        5`- CCCACCTCCAAATTCTGTGT -3`        5`- GCCCAGAGCCAATCTTCTTA -3` 

CNG A1 219 bp NM053497        5`-TTGCAAGAGCATGTTTTGATG-3`        5`-CGGTCGGTATCACTGACAGA-3` 

CNG A2 188 bp NM012928        5`-ACAGTCTGTGGCAGCTGATG-3`        5`-CACGGAAACGCTCTAGGAAG-3` 

CNG A3 238 bp NM053495        5`-GACCCCTCCAGCAACATCTA-3`        5`-TCCACAGCCTCTTGGTATCC-3` 

CNG A4 214 bp NM053496        5`-GGTACGCTTCCACACAGGAT-3`        5`-ACGATCAAAAGCCTCGAAGA-3` 

CNG B1 223 bp NM031809        5`-GTTGAGCTGGTTCTGGAAGG-3`        5`-CTCAAGCCACCTGAGTAGCC-3` 

CNG B3 183 bp AY564232        5`- CTCTGATGAGCAGGACACCA-3`        5`-TAATGCTGGCTGGCTTTTCT-3` 

PDE 1 160 bp M25347        5`-CTCCTGGCTGACCTCAAGAC-3`        5`ACTGGCGGTAGAGGGGTAGT-3` 

PDE 2 192 bp NM031079        5`-AATTGACTGCCCAACTCTGG-3`        5`-ATTTCCTGCATGTGTCACGA-3` 

PDE 3A 202 bp NM017337        5`-GAGCCACTGAGGAAAGCATC-3`        5`-CCGTATTCTGAGCCAGGTGT-3` 

PDE 3B 154 bp NM017229        5`-CGATCACCCGTAGGATTTC-3`        5`-GTAGCAGCTGTGTGGACACCAA-3` 

PDE 5 227 bp NM133584        5`-GACTGCCCTGACTCGTTCTC-3`        5`-AACACGCACTGCATCAGAAG-3` 

PDE 9 229 bp AF372654        5`-TACAGCATGGTCTGGCTCTG-3`        5`-GACCCGAGTGAAACATCT-3` 

PDE 10 247 bp NM022236        5`-TTGGGCTTCCGTAGCAATAC-3        5`-CTTCTCCTCCCCAATGTCAA-3` 

PDE 11 184 bp NM080893        5`-GAGCTGGGGATGGTACAGAA-3`        5`-TTTCCACCTCGGTCAGAATC-3` 

MRP 4 203 bp NM133411        5`-ACCAGGATGCCGACATCTAC-3`        5`-TGGTGCAGAAGGGGACTTAC-3` 

MRP 5 151 bp NM053924        5`-CCCAACAGGAAGGATTCTCA-3`        5`-TCTTCCCATGGTTCCTTGTG-3` 

23 
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wertes, der im linearen Bereich der sigmoidalen Amplifikationskurve liegen sollte. Zur Berechnung der 

relativen mRNA-Konzentrationen wurde die ∆∆Ct-Methode [108] angewendet. 

 

4.6.5 DNA-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe und damit zur eindeutigen Identifi-

zierung des amplifizierten PCR-Produktes wurde eine DNA-Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wur-

de Agarose in verdünntem TAE-Puffer unter ständigem Rühren gelöst und gekocht. Je nach erwarteter 

Anzahl der Basenpaare des DNA-Abschnittes kann der Anteil der Agarose variiert werden. Nach 

kurzem Abkühlen wurde die Flüssigkeit in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem Erstarren 

des Gels wurde die Kammer mit einer TAE-Pufferlösung als Laufpuffer gefüllt, so dass das Gel voll-

ständig bedeckt war. Jeweils 10 µl des PCR-Produkts bzw. 5 µl eines Längenstandards wurden mit      

5 µl Blue-juice versetzt und in die Kavitäten des Gels pipettiert. Bei einer Spannung von 80 V wander-

ten die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Länge 3 bis 5 h. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte 

mittels einer UV-Fotoeinrichtung nach Auftrennung der PCR-Produkte und Ethidiumbromid-Fluores-

zenzfärbung. Zur Bestimmung der Größe der im Gel sichtbaren PCR-Produkte wurde mit Hilfe der Soft-

ware Bio1D die jeweilige Bande der Probe mit dem Molekulargewichtsstandard verglichen. 

 

4.6.6 Restriktionsanalysen 

Zur Bestätigung der Identität amplifizierter Sequenzen wurden Restriktionsanalysen durchgeführt. Res-

triktionsenzyme schneiden das amplifizierte PCR-Produkt an einer charakteristischen Stelle der DNA-

Sequenz; es entstehen zwei Fragmente mit spezifischem Molekulargewicht. In einem Ansatz aus je   

10 µl des zu analysierenden PCR-Produktes, 6 µl RNase-freies Wasser, 2 µl des Restriktionsenzyms 

und 2 µl des zugehörigen Puffers erfolgte die Inkubation der Proben im Wasserbad entsprechend den 

Angaben der Hersteller. Die spezifischen Enzyme, Größe der Amplifikationsprodukte sowie die er-

warteten Molekulargewichte der Fragmente der Sequenzen sind Tabelle 4 zu entnehmen. Durch Auf-

trennung mittels DNA-Gelelektrophorese ließen sich die Fragmente in Relation zu den nicht geschnit-

tenen PCR-Produkten bzw. einem Molekulargewichtsstandard identifizieren. 

 
4.7 Statistische Auswertungen 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse und Durchführung von Signifikanztests erfolgten mit dem 

Statistikprogramm GraphPad unter Nutzung des Mann-Whitney-U-Tests für Nicht-Standard-normalver-

teilte Varianzen. Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehler (standard error of mean, SEM) 

angegeben. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) kleiner als 5 % (p < 0,05) wurden die Ergebnisse 

als statistisch signifikant angesehen. Die Stern-Symbolik kennzeichnet die Signifikanzen wie folgt:     

*p < 0,05; **p < 0,01 und ***p < 0,001. 
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Tab. 4: Restriktionsanalyse: Enzyme und Reaktionsbedingungen sowie Molekulargewichte der Ausgangs-  
  und Restriktionsprodukte. 

 
Gen Restriktions- Inkubations- Inkubations- Amplikon Restriktions- 

 enzym Temperatur dauer  fragmente 

sGC α2 Eco57I 37 °C 5 h 217 bp 53 + 164 bp 
sGC β1 AvaII 37 °C 2 h 173 bp 38 + 42 + 93 bp 

sGC β1 (Maus) AvaII 37 °C 4 h 226 bp 46 + 180 bp 
mGC A Ava II 37 °C 2 h 162 bp 51 + 111 bp 
mGC B AvaI 37 °C 5 h 234 bp 70 + 164 bp 
mGC C ApaI 37 °C 4 h 222 bp 98 + 124 bp 
PKG 1 BsrI 65 °C 5 h 159 bp 68 + 91 bp 
CNG A1 BsrI 65 °C 5 h 219 bp 193 + 26 bp 
CNG A2 BsrI 65 °C 5 h 188 bp 128 + 60 bp 
CNG B1 Eco31I 37 °C 5 h 223 bp 132 + 91 bp 
CNG B3 BfiI 37 °C 5 h 183 bp 113 + 70 bp 
PDE 1 Eco31I 37 °C 5 h 160 bp 138 + 22 bp 
PDE 2 AvaI 37 °C 5 h 192 bp 143 + 49 bp 
PDE 3A LweI 37 °C 5 h 202 bp 177 + 49 bp 
PDE 3B PvuII 37 °C 5 h 154 bp 141 + 13 bp 
PDE 5 LweI 37 °C 5 h 227 bp 152 + 75 bp 
PDE 9 AvaI 37 °C 5 h 229 bp 214 + 15 bp 
PDE 10 Eco31I 37 °C 5 h 247 bp 200 + 47 bp 
PDE 11 PvuII 37 °C 5 h 184 bp 126 + 58 bp 
MRP 4 PvuII 37 °C 5 h 203 bp 77 + 126 bp 
MRP 5 EcoRII 37 °C 5 h 151 bp 30 + 55 + 66 bp 
MRP 8 AvaI 37 °C 5 h 169 bp 76 + 93 bp 
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5 Ergebnisse 

 
5.1 Untersuchungen zur Bedeutung des MT2-Rezeptors für die Insulinsekretion 

In Anlehnung an neueste Erkenntnisse zum Vorhandensein des MT2-Rezeptors im Pankreas der Ratte 

und des Menschen wurde zu Beginn der Arbeit untersucht, ob dieser Rezeptortyp an der Melatonin-

wirkung in pankreatischen β-Zellen beteiligt ist.  

Sowohl an Inseln der Ratte als auch an humanem Pankreasgesamtgewebe konnte nachgewiesen wer-

den, dass die Expression des MT2-Rezeptors um ein Vielfaches geringer ist als die MT1-Rezeptor-Ex-

pression. Es stellte sich die Frage, in wie weit der MT2-Rezeptor von physiologischer Relevanz ist. Um 

Aussagen darüber treffen zu können, wurde im Rahmen dieser Arbeit zunächst ein quantitativer Ver-

gleich der mRNA-Expression von Melatoninrezeptoren in der pankreatischen β-Zelllinie INS1 vorge-

nommen. Für diesen Versuch wurden INS1-Zellen entsprechend den Angaben unter Abschnitt 4.3 in 

24-well-Zellkulturplatten kultiviert und anschließend für molekularbiologische Untersuchungen aufge-

arbeitet. Die Quantifizierung der Melatoninrezeptor-Transkripte mittels real-time RT-PCR konnte zei-

gen, dass der MT1-Rezeptor in der INS1-Zelle signifikant stärker exprimiert ist als der MT2-Rezep-     

tor (Abb. 7, Tab. 5). Das Transkript des MT1-Rezeptors ist gegenüber der MT2-Rezeptor-mRNA um das 

10,5-fache stärker exprimiert. 
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Abb. 7.:  Quantitativer Vergleich der Melatoninrezeptor-mRNA an pankreatischen β-Zellen. Unter Verwendung 

von MT1- und MT2-Rezeptor-spezifischen Primern und β-Aktin als Referenzgen wurde eine real-time 
RT-PCR-Analyse an INS1-Zellen durchgeführt (Mittelwert ± SEM mit je n = 5 bis 7 batches). 

 
 
 
 
 
 
 
Tab. 5: Mittelwerte, Stichprobenumfänge und Standardfehler bei PCR-Untersuchungen zur Melatoninrezeptor- 

mRNA-Expression in INS1-Zellen. 
 

MT1-Rezeptor MT2-Rezeptor 
MW SEM n MW SEM n 

11,59 2,90 7 1,10 1,05 5 
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Im zweiten Schritt wurde untersucht, welche Bedeutung dem MT2-Rezeptortyp in der Melatonin-

wirkung auf die Insulinfreisetzung zukommt. Die zellphysiologischen Untersuchungen bestätigten den 

bereits aus Superfusionsexperimenten bekannten Effekt: Melatonin (100 nM) senkte bei INS1-Zellen 

die Forskolin-stimulierte Insulinsekretion nach 6 h Inkubationszeit signifikant (Abb. 8A, Tab. 6). Fors-  

kolin (5 µM) erhöhte die Insulinfreisetzung um mehr als das Doppelte gegenüber der unstimulierten 

Kontrolle; die gleichzeitige Melatoningabe führte zur Senkung der Forskolin-stimulierten Insulinse-

kretion um 25 %.  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die 30-minütige Vorinkubation mit dem etablierten, un-

spezifischen Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol (10 µM) eine teilweise Senkung des Melatonin-

effektes bewirkte. Hingegen hob die Präinkubation mit dem spezifischen MT2-Rezeptor-Antagonisten  

4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-PDOT, 100 nM) die Insulin-senkende Melatoninwirkung nahezu 

vollständig auf; die Insulinsekretion erreichte mit 95,5 % annähernd die Ausgangswerte der Forskolin-

stimulierten Proben. Um einen möglichen Eigeneffekt auf die Insulinkonzentration festzustellen,  
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Abb. 8: (A) Untersuchungen zur Wirkung von Melatonin und Melatoninrezeptor-Antagonisten auf die Insulin-
sekretion. INS1-Zellen wurden für 6 h mit Forskolin (5 µM) oder Forskolin und Melatonin (100 nM) bei 
einem Glukosegehalt von 11,6 mM im Medium stimuliert. Luzindol (10 µM) oder 4P-PDOT (100 nM) 
wurden für 30 min vorinkubiert. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus 3 voneinander un-
abhängigen Versuchen mit je n = 8 batches [108]. (B) Eigenwirkung der Melatoninrezeptor-Anta-
gonisten auf die Insulinsekretion. INS1-Zellen wurden für 6,5 h mit Luzindol (10 µM) oder                 
4P-PDOT (100 nM) bei 11,6 mM Glukosegehalt im Medium inkubiert (n = 7 bis 9 batches). 
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Tab. 6: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten Forskolin-behandelten Kontrolle) 
Standardfehler und Stichprobenumfänge von Inkubationsuntersuchungen an INS1-Zellen zur Insulin-
bestimmung unter Einsatz von Forskolin (5 µM), Melatonin (100 nM), Luzindol (10 µM) und                      
4P-PDOT (100 nM). 

 
  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle (A) 44,76 4,50 24 
  Forskolin (5 µM)    100,00 2,70 40 
  Forskolin + Melatonin (100 nM) 74,69 3,27 39 
  Forskolin + Melatonin + Luzindol (10 µM) 85,65 4,45 40 
  Forskolin + Melatonin + 4P-PDOT (100 nM) 95,49 3,87 36 
     
  Kontrolle (B)    100,00 2,95   9 
  Luzindol (10 µM) 93,58 9,91   7 
  4P-PDOT (100 nM) 95,28 7,38   9 

 

wurde zusätzlich der Effekt der Rezeptor-Antagonisten ohne gleichzeitige Melatoningabe untersucht. 

Die Daten zeigen, dass Luzindol und 4P-PDOT zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten Senkung 

der Insulinsekretion führen (Abb. 8B, Tab. 6). Die Daten belegen, dass der MT2-Rezeptor an der Ver-

mittlung des Melatonineffektes auf die Insulinfreisetzung beteiligt ist. 

 

 

 

5.2 Effekte von Melatonin auf die cGMP-Konzentration in INS1-Zellen 
 
5.2.1 Melatoninwirkung auf die cGMP-Konzentration in Abhängigkeit von Dosis und  
 Inkubationszeit 
 
Im Folgenden wurde der zentralen Fragestellung nachgegangen, ob Melatonin die cGMP-Konzentration 

in der pankreatischen β-Zelle beeinflusst. Die Inkubation von INS1-Zellen mit dem unspezifischen 

Phosphodiesterase-Hemmer IBMX (1 mM) erhöhte die cGMP-Konzentration signifikant (Abb. 9A), was 

auf die Verhinderung des cGMP-Abbaus zurückzuführen ist. Die Zugabe von Melatonin führte zu einer 

signifikanten, Dosis-abhängigen Senkung der cGMP-Konzentration. Nach 1 h Inkubationszeit bewirkten 

Melatoningaben von 10 nM eine Senkung des IBMX-stimulierten cGMP-Gehaltes um 7 %, von 100 nM 

um 13 % und von 1 µM um 21 %. In Abbildung 9B ist der Melatonineffekt in Abhängigkeit von der 

Inkubationszeit dargestellt. Bereits nach 15-minütiger Melatoninapplikation konnte in diesem Versuch 

eine signifikante Reduzierung der IBMX-stimulierten cGMP-Konzentration um 25 % nachgewiesen 

werden. Der cGMP-senkende Effekt von Melatonin erhöhte sich mit steigender Inkubationsdauer; nach 

60 min waren der cGMP-Gehalt in INS1-Zellen um die Hälfte reduziert.  
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Abb. 9: Bestimmung der cGMP-Konzentration in INS1-Zellen nach Melatoningabe unter Hemmung von Phos-

phodiesterasen in Abhängigkeit von Dosis und Inkubationszeit. (A) Inkubation von INS1-Zellen mit 
Melatonin (10 nM, 100 nM, 1 µM) für 1 h nach Vorinkubation mit dem Phosphodiesterase-Hemmer           
IBMX (1 mM). Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus mindestens 3 voneinander unab-
hängigen Versuchen mit je n = 3 batches [108]. (B) Inkubation IBMX-vorbehandelter INS1-Zellen mit 
Melatonin (100 nM) für 15, 30 oder 60 min. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM mit n = 4 
batches. Die Melatonin-behandelten Proben (dunkle Balken) sind in Prozent relativ zur 100 %-ge-
setzten IBMX-behandelten Kontrolle (helle Balken) dargestellt. 

 
 
 
 
 
 
Tab. 7: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten IBMX-behandelten Kontrolle) Stan-

dardfehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen zur Untersuchung der 
Wirkung von IBMX (1 mM) und Melatonin auf die cGMP-Konzentration. 

 
  Stimulationsansatz Zeit MW SEM n 

  Kontrolle 60 min   87,73   3,49  8 
  IBMX (1 mM) 60 min 100,00   2,05 11 
  IBMX + Melatonin (10 nM) 60 min   91,48   2,87 10 
  IBMX + Melatonin (100 nM) 60 min   84,98   2,71 13 
  IBMX + Melatonin (1 µM) 60 min   77,18   5,16 17 
      
  IBMX (1 mM) 15 min 100,00   7,21  4 
  IBMX + Melatonin (100 nM) 15 min   75,24   5,09  4 
  IBMX (1 mM) 30 min 100,20 12,11  4 
  IBMX + Melatonin (100 nM) 30 min   61,81   4,29  4 
  IBMX (1 mM) 60 min 100,20 19,40  4 
  IBMX + Melatonin (100 nM) 60 min   46,65   8,39  4 

 

(A) 

(B) 
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5.2.2 Nachweis der Rezeptor-mediierten Wirkung von Melatonin auf cGMP 
 
Um zu untersuchen, ob der cGMP-senkende Effekt von Melatonin Rezeptor-mediiert ist, wurde der 

unspezifische Melatoninrezeptor-Antagonist Luzindol sowie der spezifische MT2-Rezeptor-Antago-    

nist 4P-PDOT eingesetzt. In Abbildung 10A und Tabelle 8 ist die bereits beschriebene Wirkung von 

IBMX (1 mM) und Melatonin (100 nM) auf die cGMP-Konzentration bei INS1-Zellen dargestellt. Die    

30-minütige Vorinkubation mit Luzindol (100 nM) oder 4P-PDOT (100 nM) hebt diesen Melatonineffekt 

nahezu vollständig auf: Bei der Behandlung mit Luzindol werden 99 % und mit 4P-PDOT 97 % der 

IBMX-stimulierten Ausgangswerte erreicht.  
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Abb. 10: (A) Bestimmung der cGMP-Konzentration bei INS1-Zellen nach Melatoninstimulation unter Einsatz von 
Melatoninrezeptor-Antagonisten. Der Einsatz des Phosphodiesterase-Hemmers IBMX (1 mM) diente 
zur Hemmung  des cGMP-Abbaus. Der MT2-spezifische Rezeptorblocker 4P-PDOT (100 nM) und der un-
spezifische Melatoninrezeptor-Blocker Luzindol (100 nM) wurden 30 min vor der 1-stündigen Melato-
ningabe (100 nM) vorinkubiert. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus mindestens 3 un-
abhängigen Versuchen mit je n = 4 batches [108]. (B) Eigenwirkung der Melatoninrezeptor-Antagonis-
ten auf die cGMP-Gehalte. INS1-Zellen wurden für 1,5 h mit Luzindol (100 nM) und 4P-PDOT (100 nM) 
inkubiert (n = 7 bis 8 batches). 

 

Daraus kann gefolgert werden, dass die cGMP-reduzierende Wirkung von Melatonin in pankreatischen 

β-Zellen Rezeptor-mediiert ist und dabei mit großer Wahrscheinlichkeit der MT2-Rezeptortyp von Be-

deutung ist. Zusätzlich wurden Untersuchungen zu einem möglichen Eigeneffekt der Melatoninrezep-

tor-Antagonisten auf die cGMP-Konzentration durchgeführt. Sowohl Luzindol als auch 4P-PDOT führten 

bei Inkubation in den angegebenen Konzentrationen zu einer moderaten, jedoch nicht signifikanten 

Senkung der cGMP-Werte im Vergleich zur IBMX-behandelten Kontrolle (Abb. 10B, Tab. 8).  

(A) 

(B) 

IBMX (1 mM) 
Melatonin (100 nM) 
Luzindol (100 nM) 
4P-PDOT (100 nM) 

- 
- 
- 
- 

  + 
  - 
  - 
  - 

+ 
+ 
- 
- 

 + 
 + 
 + 
 - 

+ 
+ 
- 
+ 
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Tab. 8: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten IBMX-behandelten Kontrolle), Stan-
dardfehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen an INS1-Zellen unter Verwendung von 
IBMX (1 mM), Melatonin (100 nM), 4P-PDOT (100 nM) und Luzindol (100 nM). 

 
  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle   85,99 3,36  9 
  IBMX (1 mM) 100,00 2,21 11 
  IBMX + Melatonin (100 nM)   86,44 2,75 13 
  IBMX + Melatonin + Luzindol (100 nM)   98,59 2,66 10 
  IBMX + Melatonin + 4P-PDOT (100 nM)   96,36 1,08 11 
    
  IBMX (1 mM) 100,00 3,09  7 
  IBMX + Luzindol (100 nM)   98,89 5,11  8 
  IBMX + 4P-PDOT (100 nM)   94,51 1,89  8 

 
 
 
 
5.3 Charakterisierung der pankreatischen Insel und INS1-Zelle hinsichtlich cGMP-

Signalkaskaden-Komponenten 
 
Eine Melatonin-vermittelte Wirkung auf die intrazelluläre cGMP-Konzentration und mögliche damit ver-

bundene Veränderungen in der Insulinsekretion setzen die Existenz der an der cGMP-Signalkaskade 

beteiligten Proteine in der pankreatischen β-Zelle voraus. Um Aussagen treffen zu können, über 

welchen Mechanismus Melatonin zur Veränderung der cGMP-Konzentration führt, wurde untersucht, 

welche Komponenten der cGMP-Signalkaskade in der INS1-Zelle exprimiert werden. Der Nachweis von 

Isoformen der NOS und der Proteinkinase G in der LANGERHANSschen Insel und der pankreatischen     

β-Zelle ist in der Literatur bereits beschrieben, der Nachweis der PKG in der INS1-Zelle konnte bislang 

jedoch nicht erbracht werden. Über das Vorkommen verschiedener Isoformen der Guanylatzyklasen, 

cGMP-spezifischer Phosphodiesterasen, CNG-Kanäle oder MRP-Transporter sind, speziell pankrea-

tische β-Zellen betreffend, bisher keine Untersuchungen bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 

INS1-Zelle deshalb mittels RT-PCR, DNA-Gelelektrophorese und Restriktionsanalyse hinsichtlich des 

Vorkommens dieser Komponenten charakterisiert.  

Es wurden sowohl das Pankreasgesamtgewebe als auch speziell der exokrine Gewebeanteil, die 

LANGERHANSschen Inseln und INS1-Zellen untersucht. Zum Vergleich dienten Proben aus Gehirn, Leber 

und Epiphyse der Ratte. Um eine unspezifische DNA-Verschleppung auszuschließen, wurde eine 

Wasserkontrolle ohne Einsatz von cDNA mitgeführt. Die Ergebnisse sind exemplarisch für die α2- und 

β1-Untereinheiten der löslichen Guanylatzyklase (sGC α2 und sGC β1) in Abbildung 11 (A und C) und 

als Gesamtübersicht in Tabelle 9 dargestellt. 

Abbildung 12 zeigt die mRNA-Expression der untersuchten Komponenten der cGMP-Signalkaskade 

speziell bei INS1-Zellen, zusammengefasst als Gelelektrophorese-Darstellung. Bei der Untersuchung 

zur Expression der löslichen Form der Guanylatzyklase (sGC) konnten sowohl die mRNA der α2- als 

auch der β1-Untereinheit nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass in der pankreatischen          

β-Zelle eine funktionelle Isoform der sGC existiert. Von den sieben bekannten Formen der membran-

ständigen Guanylatzyklasen (mGC) wurde der mRNA-Nachweis der Isoformen mGC A, B und C in der 

INS1-Zelle erbracht (Abb. 12A). Weiterhin zeigen die RT-PCR- und Gelelektrophorese-Untersuchungen, 
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Abb. 11: Nachweis der Genexpression der αααα2- und β1-Untereinheiten der löslichen Guanylatzyklase in Ge-    
hirn (1), Leber (2), Epiphyse (3), Gesamtpankreas(4), exokrinem Pankreasgewebe (5), LANGERHANS-
schen Inseln (6) und INS1-Zellen (7) der Ratte. Die spezifischen PCR-Produkte mit einem Molekularge-
wicht von 217 bp für die sGC αααα2-Untereinheit (A) und 173 bp für die sGC β1-Untereinheit (C) konnten 
in allen Proben nachgewiesen werden. Zur Bestätigung der Identität der amplifizierten PCR-Produkte 
wurde eine Restriktionsanalyse mit den Restriktionsenzymen Eco57I für sGC αααα2 (B) bzw. AvaII für   
sGC β1 (D) durchgeführt. Es konnten die erwarteten Fragmente von 53 und 164 bp für das sGC αααα2-
spezifische Produkt sowie die spezifischen Produkte von 38, 42 und 93 bp für die sGC β1-spezifische 
Sequenz detektiert werden. (8) Wasserkontrolle; L, 100-bp-Molekulargewichtsstandard. 

 
 
 

dass in der INS1-Zelle die PKG-Isoform PKG 1 exprimiert wird. Von den Isoformen der cGMP-ab-

bauenden Phosphodiesterasen konnten die Transkripte der PDE 1, 2, 5, 9, 10 und 11 detektiert wer-

den. Ferner wurde die mRNA beider Isoformen der cAMP-spezifischen PDE 3 (PDE 3A und PDE 3B) in 

INS1-Zellen nachgewiesen (Abb. 12B). Erstmals führten PCR-Untersuchungen an INS1-Zellen zum 

Nachweis der mRNA der CNG-Kanal-Untereinheiten CNG A1, CNG A2, CNG B1 und CNG B3 (Abb. 12C). 

Des Weiteren konnten die Transkripte von MRP 4, 5 und 8 detektiert werden (Abb. 12D). 

Zur Bestätigung der Identität erfolgreich amplifizierter PCR-Produkte bei INS1-Zellen erfolgte zusätz-

lich eine Restriktionsanalyse. Die verwendeten Restriktionsenzyme, Dauer der Reaktion, Inkubations-

temperatur sowie erwartete Molekulargewichte der entstehenden Restriktionsfragmente sind Tabel-   

le 4 (siehe Abschnitt 4.6.6) zu entnehmen. Bei allen, in INS1-Zellen nachgewiesenen, Transkripten für 

Komponenten der cGMP-Signalkaskade war die Reaktion erfolgreich. In den Abbildungen 11B und 11D 

ist die Restriktionsanalyse für die α2- und β1-Untereinheiten der sGC exemplarisch dargestellt. Durch 

das Auftreten niedermolekularer Nebenprodukte waren kürzere Restriktionsfragmente zum Teil mas-

kiert und lediglich größere Restriktionsprodukte im Gel deutlich erkennbar. 
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Abb. 12: Expression der Guanylatzyklasen, Proteinkinase, cGMP-spezifischen Phosphodiesterasen (PDE), CNG-

Kanälen und MRP-Transportern in INS1-Zellen. (A) Analyse der Genexpression der löslichen Guanylat-
zyklase (sGC) mittels reverser Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Die Untereinheiten 
sGC α2 (1, 217 bp) und sGC β1 (2, 173 bp) sowie die Isoformen der membranständigen Guanylat-
zyklase (mGC) mGC A (3, 162 bp), mGC B (4, 234 bp) und mGC C (5, 222 bp) konnten nachgewiesen 
werden. (B) Expression der Proteinkinase PKG 1 (1, 159 bp). (C) Detektion der Amplifikationsprodukte 
der cGMP-spezifischen PDE 1 (1, 160 bp), PDE 2 (2, 192 bp), PDE 5 (3, 227 bp), PDE 9 (6, 229 bp),     
PDE 10 (7, 247 bp) und PDE 11 (8, 184 bp) in INS1-Zellen. Darüber hinaus sind beide Isoformen der 
cAMP-spezifischen Phosphodiesterase 3, PDE 3A (3, 202 bp) und PDE 3B (4, 154 bp), exprimiert.       
(D) RT-PCR-Analyse der Genexpression von CNG-Kanal-Untereinheiten CNGA 1 (1, 219 bp),              
CNG A2 (2, 188 bp), CNG B1 (3, 223 bp) und CNG B3 (4, 183 bp). (E) Nachweis der mRNA der MRP-
Transporter-Isoformen MRP 4 (1, 203 bp), MRP 5 (2, 151 bp) und MRP 8 (3, 169 bp). L: 50/100-bp-
Molekulargewichtsstandard [108]. 
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Tab. 9: Expression von Guanylatzyklasen (GC), cGMP-spezifischer Phosphodiesterasen (PDE), CNG-Ka-     
nälen (CNG) und MRP-Transporter (MRP) in Gehirn, Leber, Epiphyse, Gesamtpankreas, exokrinem 
Pankreasgewebe, LANGERHANSschen Inseln und INS1-Zellen [108]. 
 

 Molekular-     exokrines  INS1- 
Name gewicht Gehirn Leber Epiphyse Pankreas Pankreas Inseln Zellen 

sGC α1 176 bp x x x x    
sGC α2 217 bp x x x x x x x 
sGC β1 173 bp x x x x x x x 
sGC β2 227 bp x x      
mGC A 162 bp x x x x x x x 
mGC B 234 bp x x x x x x x 
mGC C 222 bp x x  x x x x 
mGC D 152 bp x       
mGC E 206 bp x  x     
mGC F 156 bp        
mGC G 164 bp x x x     

         
PKG 1 159 bp x x x x x x x 
PKG 2 163 bp x  x  x   

         
PDE 1 160 bp x x   x  x 
PDE 2 192 bp x x x x  x x 
PDE 3A 202 bp x x x x x x x 
PDE 3B 154 bp x x x x x x x 
PDE 5 227 bp x x     x 
PDE 9 229 bp x x  x x x x 
PDE 10 247 bp x x x  x  x 
PDE 11 184 bp x x     x 

         
CNG A1 219 bp x  x    x 
CNG A2 188 bp       x 
CNG A3 238 bp x  x  x   
CNG A4 214 bp        
CNG B1 223 bp   x    x 
CNG B3 183 bp   x    x 

         
MRP 4 203 bp x x x x x x x 
MRP 5 151 bp x x x x x x x 
MRP 8 169 bp x  x x x x x 
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5.4 Die Wirkung von Melatonin auf die lösliche Guanylatzyklase 

Nachdem in den zurückliegenden Kapiteln nachgewiesen wurde, dass Melatonin die cGMP-Konzentra-

tion in INS1-Zellen Rezeptor-mediiert senkt, war es nachfolgend Ziel herauszufinden, über welche Me-

chanismen das Hormon diesen Effekt vermittelt und welche Komponenten der cGMP-Signalkaskade 

daran beteiligt sind. Eine Modulation der GC-Funktion als cGMP-synthetisierendes Enzym erschien 

naheliegend. Folgend sollten deshalb Inkubationsversuche mit einem NO-Donator und spezifischen 

Inhibitoren des Enzyms sowie Quantifizierungen der GC-mRNA nach Melatoninbehandlung Aufschluss 

über die Wirkung von Melatonin auf die GC geben. 

Die Ergebnisse von real-time RT-PCR-Untersuchungen bei INS1-Zellen zeigten, dass die Expression der 

sGC nach Langzeit-Melatonininkubation (24 h bzw. 48 h) deutlich gesenkt wird. Melatonin (1 pM bis  
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Abb. 13: Expressionsanalyse der löslichen Guanylatzyklase in INS1-Zellen nach Melatonineinwirkung. Die Zellen 
wurden für 24 h (A) oder 48 h (B) mit Melatonin (1 pM bis 10 µM) inkubiert; anschließend konnten mit-
tels real-time RT-PCR Unterschiede der sGC-mRNA-Expression ermittelt werden. Die Daten repräsen-
tieren den Mittelwert ± SEM aus 3 unabhängigen Versuchen mit je n = 3 batches . Die Melatonin-be-
handelten Proben sind in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle darge-       
stellt [109]. 

 

 

 

Tab. 10: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-
fehler und Stichprobenumfänge bei PCR-Untersuchungen zur sGC-mRNA bei Melatonin-behandelten 
INS1-Zellen im 24- und 48-h-Experiment. 

 
Melatonin- 24 h Inkubation 48 h Inkubation 

konzentration MW SEM n MW SEM n 

Kontrolle 100,00 15,58      14    100,00 10,48 15 
    1 pM 105,08 22,52 6 79,88   7,54  7 
  10 pM   70,69 11,20 7 79,09   4,53  8 
100 pM   40,48   2,39 6 56,21   9,90  6 
    1 nM     7,31   2,29 8 53,48 15,59  8 
  10 nM   11,93   6,36 8 35,24   7,98 10 
100 nM   11,36   6,78 9 53,95 11,33  9 
    1 µM   18,21   6,76 9 48,81 16,82  9 
  10 µM   23,39   7,43 9 61,32 15,32  8 
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10 µM) führte zu einer Dosis-abhängigen Senkung der sGC α2-mRNA mit signifikanten Ergebnissen bei 

Einsatz der Konzentrationen von 100 pM bis 10 µM. Die niedrigsten Werte traten in Proben auf, die mit 

Melatoninkonzentrationen im nanomolaren Bereich behandelt wurden; die relative mRNA-Expression 

war gegenüber der unstimulierten Kontrolle um 88 bis 93 % gesenkt. Trotz ebenso signifikanter Ab-

nahme der sGC α2-Expression bei Melatoninstimulation im Bereich von 100 pM bis 10 µM war der 

senkende Effekt nach 48 h Inkubationszeit schwächer als im 24-h-Experiment: Die mRNA-Expression 

der unstimulierten Kontrolle wurde höchstens um 65 % gesenkt (Abb. 13, Tab. 10). Möglicherweise ist 

dies auf Kompensationsmechanismen zurückzuführen. Zur Quantifizierung der sGC-mRNA mittels real-

time RT-PCR wurde das Primer-Paar verwendet, welches spezifisch zur Amplifikation der sGC α2-

Untereinheit und repräsentativ für die sGC-Expression ist. Ferner wurde die Melatoninwirkung auf die 

Expression der membranständigen Isoformen mGC A, B und C mittels real-time PCR untersucht. Wie 

in Abbildung 14A bis F und Tabelle 11 dargestellt, konnte jedoch bei keiner der genannten Isoformen 

eine signifikante Veränderung der mRNA-Expression nach Melatonininkubation für 24 h bzw. 48 h in 

Konzentrationen von 1 nM bis 10 µM festgestellt werden. Lediglich die mRNA der mGC C war im 24-h-

Inkubationsexperiment unabhängig von der Melatoninkonzentration geringgradig stärker exprimiert als 

in den Proben der unbehandelten Kontrolle; signifikante Unterschiede traten allerdings nicht auf. 

Diese PCR-Ergebnisse deuten in Übereinstimmung mit Resultaten anderer Studien darauf hin, dass 

Melatonin seine cGMP-senkende Wirkung über die Modulation der sGC mediiert; die Isoformen der 

membranständigen Guanylatzyklase sind offenbar nicht an der Vermittlung der Melatoninwirkung auf 

die cGMP-Konzentration beteiligt. 
 

Tab. 11: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-
fehler und Stichprobenumfänge bei Untersuchungen zur mRNA-Expression membranständiger Guany-
latzyklasen in der INS1-Zelle nach Melatoninstimulation für 24 h oder 48 h. 
 

mGC- Melatonin- 24 h Inkubation 48 h Inkubation 
Isoform konzentration MW SEM n MW SEM n 

 Kontrolle 100,00   6,06 9 100,00 13,13 9 
     1 nM   93,76 16,91 8 107,10 30,84 8 

mGC A   10 nM 105,90 16,28 7   87,81 21,84 9 
 100 nM 110,80 20,55 8   89,45 25,97 7 
     1 µM   85,52 14,35 9 109,60 26,28 9 
   10 µM   94,12 11,57 9   78,34 24,73 8 
 Kontrolle 100,00 21,30     10 100,00 17,12     10 
     1 nM   86,94 29,61      9 105,90 24,16 9 

mGC B   10 nM   79,70 21,01 9   75,31 24,36     10 
 100 nM   82,62 25,58 9   95,91 17,17     10 
    1 µM   78,05 30,70 8 134,50 38,63     10 
   10 µM   79,12 31,99 8   98,14 29,56     10 
 Kontrolle 100,00 16,74 7 100,00 12,52 8 
     1 nM 147,03 17,91 5 116,90 26,44 6 

mGC C   10 nM 148,00 33,76 7   86,94 19,22 7 
 100 nM 137,23 24,70 7 117,50 21,72 8 
     1 µM 153,13 25,15 6   80,28 25,87 6 
   10 µM 134,82 23,68 7   69,35 11,31 6 
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Abb. 14: Real-time RT-PCR-Untersuchungen zur Expression von Isoformen mGC in INS1-Zellen nach Melatonin-

behandlung. Die Zellen wurden für 24 h (A, C, E) oder 48 h (B, D, F) mit Melatonin (1 nM bis 10 µM) 
inkubiert; anschließend konnte die mRNA-Expression der mGC A (A, B), mGC B (C, D) und mGC C (E, F) 
ermittelt werden. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus mindestens 3 unabhängigen 
Versuchen mit je n = 3 batches. 

 

 
Um diese Vermutung besser belegen zu können wurden unterstützend zu den molekularbiologischen 

Analysen Inkubationsversuche unter Einsatz des NO-Donators SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-DL-peni-

cillamin) durchgeführt. Dabei sollte zunächst sichergestellt werden, dass in Inkubationsversuchen tat-

sächlich NO aus der Substanz freigesetzt wird. Für diesen Nachweis wurden INS1-Zellen für 1 h unter 

Zugabe von 10 µM, 50 µM oder 100 µM SNAP im Medium inkubiert. Mittels GRIESS-Reaktion konnte 
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erwartungsgemäß gezeigt werden, dass der Nitrit-Gehalt als Messgröße für die NO-Konzentration nach 

Einwirkung von SNAP Dosis-abhängig steigt. Die SNAP-Applikation von 100 µM bewirkte eine Steige-

rung des Nitritgehaltes um mehr als das 6-fache des Ausgangswertes der unbehandelten Kontrol-      

le (Abb. 15, Tab. 12). 
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Abb. 15: Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) in das Inkubationsmedium. INS1-Zellen wurden für 1 h mit 
dem NO-Donator SNAP (10 µM, 50 µM, 100 µM) inkubiert. Mittels GRIESS-Reaktion wurde der Nitrit-
gehalt im Medium als Messgröße für die NO-Konzentration bestimmt. Die Daten repräsentieren den 
Mittelwert ± SEM aus mindestens 2 unabhängigen Versuchen mit je n = 3 batches. Die Signifikanz-
tests beziehen sich jeweils auf die 100 %-gesetzte Kontrolle verglichen mit den SNAP-behandelten 
Proben. 

 
 
 
 
 
Tab. 12: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-

fehler und Stichprobenumfänge bei Bestimmung der Wirkung von SNAP auf die Nitritkonzentration 
mittels GRIESS-Reagenz. 

 
  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle 100,00     4,01 15 
  SNAP (10 µM) 181,58   62,33  6 
  SNAP (50 µM) 383,46 120,10  7 
  SNAP (100 µM) 617,11 110,10 15 

 

 

Es ist bekannt, dass durch erhöhte NO-Konzentrationen die Aktivität der sGC gesteigert wird und da-

mit die cGMP-Bildung zunimmt. Im Folgenden bestand das Ziel der Untersuchungen darin herauszu-

finden, ob eine solche NO-induzierte Erhöhung der cGMP-Konzentration durch die Melatoningabe auf-

gehoben oder vermindert wird. Die Ergebnisse von Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen zeigten, 

dass SNAP (100 µM) über den Weg der NO-Freisetzung nach 1 h Inkubationszeit eine signifikante Stei-

gerung der Aktivität der sGC und folglich die deutliche Erhöhung der cGMP-Gehalte um 20 % bewirkte. 

Die gleichzeitige Melatoningabe (100 nM) führte zur signifikanten und vollständigen Senkung des 

SNAP-induzierten Anstiegs der cGMP-Konzentration (Abb. 16, Tab. 13). 
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Abb. 16: Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators SNAP und Melatonin auf die cGMP-Konzentration in INS1-Zel-
len. Unter Einsatz von IBMX (1 mM) wurden die Zellen für 1 h mit SNAP (100 µM) oder SNAP und Mela-
tonin (100 nM) inkubiert. Im Diagramm sind Mittelwerte und Standardfehler von 3 voneinander unab-
hängig durchgeführten Experimenten mit jeweils n = 4 batches dargestellt [109]. 

 
 
 
 
Tab. 13: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten IBMX-behandelten Kontrolle), Stan-

dardfehler und Stichprobenumfänge bei cGMP-Bestimmungen nach Inkubationsversuchen an INS1-
Zellen unter Einsatz von SNAP (100 µM) und Melatonin (100 nM). 

 
  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle 100,00 6,67 11 
  SNAP (100 µM) 120,50 2,70 24 
  SNAP + Melatonin (100 nM)   96,89 6,03 20 

 

 

Um die Annahme zu sichern, dass Melatonin seinen cGMP-senkenden Effekt über eine Modulation der 

sGC-Aktivität vermittelt, wurden Inkubationsversuche mit INS1-Zellen unter Einsatz der spezifischen 

sGC-Inhibitoren 1H-(1,2,4)-oxadiazolo-(4,3-α)-quinoxalin-1-on (ODQ) und 4H-8-bromo-1,2,4-oxadia-

zolo-(3,4d)-benz-(b)(1,4)-oxazin-1-on (NS2028) durchgeführt. Wie bereits gezeigt, führte die Melato-

ningabe nach 1-stündiger Inkubationszeit zur Inhibierung der IBMX-induzierten Erhöhung der cGMP-

Konzentration. Die Präinkubation mit ODQ (10 µM) oder NS2028 (10 µM) für 20 min bewirkte eine 

signifikante Senkung von cGMP mit einer Reduktion um 26 % für ODQ und 23 % für NS2028 gegen-

über den Ausgangswerten der allein mit IBMX-stimulierten Kontrolle (Abb. 17, Tab. 14). Die Effekte 

der Behandlung mit den sGC-Antagonisten und Melatonin sind nicht additiv, was darauf hindeutet, 

dass Melatonin seine cGMP-senkende Wirkung über die sGC vermittelt.  
 

 

Tab. 14: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten IBMX-behandelten Kontrolle), Stan-
dardfehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen unter Einsatz von    
IBMX (1 mM), Melatonin (100 nM), ODQ (10 µM) und NS2028 (10 µM). 

 

   Stimulationsansatz MW SEM n 

   Kontrolle 87,35 78,93  8 
   IBMX (1 mM)    100,00 96,79 17 
   IBMX + Melatonin (100 nM) 75,15 65,58 16 
   IBMX + ODQ (10 µM) 73,76 66,13 15 
   IBMX + ODQ + Melatonin 76,40 64,82 13 
   IBMX + NS2028 (10 µM) 80,29 77,49  8 
   IBMX + NS2028 + Melatonin 83,16 76,79  8 
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Abb. 17: Einfluss von Melatonin und den spezifischen Inhibitoren der löslichen Guanylatzyklase ODQ und 

NS2028 auf die cGMP-Konzentration in INS1-Zellen. Der Einsatz des Phosphodiesterase-Hemmers 
IBMX (1 mM) diente zur Hemmung des cGMP-Abbaus. Die Zellen wurden mit ODQ (10 µM) oder 
NS2028 (10 µM) für 20 min vorinkubiert; die Melatoninapplikation erfolgte für 1 h. Die Daten repräs-
entieren den Mittelwert ± SEM aus mindestens 3 unabhängigen Versuchen mit je n = 3 batches [109]. 
 

 
 
  

 
5.5 Zum Einfluss von Melatonin auf die NO-Synthase 

Die Aktivierung der sGC wird vor allem durch das membrangängige NO ausgelöst, welches durch die 

NOS bei der Umwandlung von L-Citrullin in L-Arginin freigesetzt wird. In Kenntnis, dass Melatonin Ein-

fluss auf die NO-Konzentration sowie auf die Aktivität und Expression der NOS nimmt, erhob sich die 

Frage, ob der Einfluss des Hormons auf die sGC möglicherweise aus veränderten NO-Konzentrationen 

durch Melatonin resultiert. Zur Klärung dieser Fragestellung wurden zunächst Untersuchungen zur Wir-

kung von Melatonin auf NO-Konzentrationen in INS1-Zellen durchgeführt. Nach Inkubation mit Mela-

tonin (1 nM bis 10 µM) für 1 , 4  oder 24 h konnten mittels GRIESS-Reaktion - durch Messung von Nitrit 

als stabiles Zerfallsprodukt von NO - Unterschiede in der NO-Konzentration ermittelt werden. Die Er-

gebnisse zeigen, dass Melatonin nach 1 h Inkubationszeit keine signifikanten Änderungen der NO-Ge-

halte bewirkte, wohingegen NO nach 4 h und 24 h unabhängig von der Melatoninkonzentration um    

7 bis 14 % gegenüber der unstimulierten Kontrolle gesenkt wurde (Abb. 18A, B, C; Tab. 15).  

 
 
 
Tab. 15: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-

fehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen zur Bestimmung der Nitrit-
konzentration nach Melatoninbehandlung für 1 h, 4 h oder 24 h. 
 

Melatonin- 1 h Inkubation 4 h Inkubation 24 h Inkubation 
konzentration MW SEM n MW SEM n MW SEM n 

Kontrolle 100,00 2,54 12   100,00 1,65 31   100,00 1,69 8 
    1 nM 101,35 1,24  7 90,18 1,58 15 92,86 1,74 6 
  10 nM 101,91 1,12 12 91,46 1,28 22 85,73 3,13 5 
100 nM 101,49 0,95 12 85,85 1,69 31 85,48 4,75 5 
    1 µM 100,93 1,66 11 91,00 1,91 15 85,48 0,56 8 
  10 µM   98,67 2,01  8 93,21 2,22 12 87,08 1,51 7 

IBMX (1 mM) 
Melatonin (100 nM) 
ODQ (10 µM) 
NS2028 (10 µM) 

- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
+ 

+ 
- 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
- 

 + 
 - 
 + 
 - 

 + 
 + 
 - 
 - 

+ 
- 
- 
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Abb. 18: Einfluss von Melatonin auf die NO-Konzentration. INS1-Zellen wurden für 1 h (A), 4 h (B) oder 24 h (C) 

mit Melatonin (1 nM bis 10 µM) inkubiert. Mittels GRIESS-Reaktion konnte der Nitritgehalt im Medium 
als Messgröße für die NO-Konzentration bestimmt werden. Die Daten repräsentieren den Mittel-     
wert ± SEM aus mindestens 2 unabhängigen Versuchen mit je n = 3 batches. Die Signifikanztests 
beziehen sich jeweils auf die Kontrolle verglichen mit den 100 %-gesetzten Melatonin-behandelten 
Proben [109]. 

 

 

Zusätzlich wurden Inkubationsversuche zur Ermittlung einer möglichen Beteiligung von Melatoninre-

zeptoren am NO-senkenden Effekt von Melatonin durchgeführt. Dazu wurden INS1-Zellen mit Luzin-

dol (100 nM, 1 µM) oder 4P-PDOT (10 nM, 100 nM) für 20 min vorbehandelt und anschließend für 4 h 

mit Melatonin (100 nM) inkubiert. Die Ergebnisse zeigen den bereits in Abbildung 18B dargestellten, 

NO-senkenden, Effekt von Melatonin. Die Vorinkubation mit den Melatoninrezeptor-Antagonisten war 

nicht von einer Aufhebung der Melatoninwirkung gefolgt, was dafür spricht, dass die NO-Senkung 

durch Melatonin nicht über die Melatoninrezeptoren vermittelt wird (Abb. 19A, Tab. 16). Die alleinige 

Inkubation der Rezeptorantagonisten in den im Experiment verwendeten Konzentrationen führte zu 

keiner signifikanten Veränderung der NO-Gehalte (Abb. 19B, Tab. 16).  

Darüber hinaus wurde ermittelt, ob der NO-senkende Effekt von Melatonin über den Einfluss auf die 

NOS mediiert wird. Für diese Versuche wurden INS1-Zellen für 20 min mit dem unspezifischen NOS-

Inhibitor NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA, 0,1 mM) vorbehandelt und anschließend für 4 h mit Me-

latonin in den Konzentrationen 10 nM oder 100 nM inkubiert. Erwartungsgemäß führte die Blockade 

der NOS mit L-NMMA - ebenso wie die Melatoningabe - zur signifikanten Senkung der NO- Konzentra-

tion um 15 % gegenüber der unstimulierten Kontrolle (Abb. 20, Tab. 17). Die NO-senkenden Effekte  

(B)   (C) 

  (A) 
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Abb. 19: (A) Wirkung von Melatoninrezeptor-Antagonisten auf den NO-senkenden Effekt von Melatonin. INS1-
Zellen wurden mit Luzindol (100 nM, 1 µM) oder 4P-PDOT (10 nM, 100 nM) 20 min vorinkubiert und    
4 h mit Melatonin (100 nM) behandelt. Mittels GRIESS-Reaktion wurde der Nitritgehalt im Medium als 
Messgröße für die NO-Konzentration ermittelt. Im Diagramm sind Mittelwerte und Standardfehler von 
mindestens 2 voneinander unabhängig durchgeführten Experimenten aufgeführt. (B) Eigenwirkung 
der Melatoninrezeptor-Antagonisten auf die Insulinsekretion. INS1-Zellen wurden für 4 h mit Luzin-          
dol (100 nM, 10 µM) und 4P-PDOT (10 nM, 100 nM) inkubiert (n = 7 bis 12 batches). 

 
 

 
Tab. 16: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-

fehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen zur Messung der Nitritge-
halte unter Einsatz von Melatonin (100 nM), Luzindol (100 nM, 10 µM) und 4P-PDOT (10 nM, 100 nM). 
 

  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle    100,00 1,56 17 
  Melatonin (100 mM) 75,15 4,49 16 
  Melatonin + Luzindol (100 nM) 73,76 3,56 15 
  Melatonin + Luzindol (1 µM) 76,40 5,31 13 
  Melatonin + 4P-PDOT (10 nM) 80,29 1,18  8 
  Melatonin + 4P-PDOT (100 nM) 83,16 2,70  8 
    
  Kontrolle    100,00 3,25 12 
  Luzindol (100 nM) 97,87 1,68  8 
  Luzindol (1 µM) 94,84 2,32  7 
  4P-PDOT (10 nM) 97,30 2,24  8 
  4P-PDOT (100 nM) 94,08 3,04  8 

(A) 

(B) 

Melatonin (100 nM) 
Luzindol (100 nM) 
Luzindol (1 µM) 
4P-PDOT (10 nM) 
4P-PDOT (100 nM) 

- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 

+ 
- 
+ 
- 
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+ 
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+ 
- 
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Luzindol (100 nM) 
Luzindol (1 µM) 
4P-PDOT (10 nM) 
4P-PDOT (100 nM) 
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beider Substanzen sind jedoch nicht additiv, so dass vermutet werden kann, dass Melatonin die NO-

Konzentration in INS1-Zellen über die Regulation der NOS-Aktivität vermittelt. 
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Abb. 20: Einfluss des unspezifischen NOS-Inhibitors L-NMMA auf die NO-senkenden Effekte von Melatonin. Nach 
Vorinkubation mit L-NMMA (0,1 mM) für 20 min wurden INS1-Zellen 4 h mit Melatonin (10 nM,        
100 nM) behandelt. Über die Bestimmung der Nitrit-Konzentration konnten mittels GRIESS-Reaktion 
indirekt Veränderungen der NO-Gehalte ermittelt werden. Die Daten repräsentieren den Mittel-      
wert ± SEM aus mindestens 3 unabhängigen Versuchen mit je n = 4 batches. 

 
 
 
 
 
Tab. 17: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-

fehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen zur Messung der Nitrit-   
Konzentration mittels GRIESS-Reaktion nach Behandlung mit Melatonin (10 nM, 100 nM) und                        
L-NMMA (0,1 mM). 

 

  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle   100,00 2,96 14 
  L-NMMA (0,1 mM) 84,57 1,83 30 
  Melatonin (10 nM)  91,34 0,88 32 
  Melatonin (10 nM) + L-NMMA 90,68 1,45 23 
  Melatonin (100 nM)  83,11 2,56 14 
  Melatonin (100 nM) + L-NMMA 84,36 2,85 28 

 
 

 

Schließlich wurde die Wirkung von L-NMMA auf die Melatonin-mediierte Senkung von cGMP bei INS1-

Zellen untersucht. Für diesen Versuch erfolgte die Melatoningabe (100 nM) für 1 h;  L-NMMA (0,1 mM, 

1 mM) wurde für 20 min vorinkubiert. Die alleinige Gabe des NOS-Inhibitors führte lediglich zu einer 

leichten Senkung der cGMP-Konzentrationen um 9 % bzw. 11 % gegenüber der unstimulierten 

Kontrolle. Der cGMP-senkende Effekt von Melatonin konnte durch die unspezifische Hemmung der NOS 

nicht aufgehoben werden: Auch nach Blockade des Enzyms führte Melatonin zur Senkung der je-

weiligen Ausgangswerte nach L-NMMA-Vorinkubation um 76 bzw. 67 % (Abb. 21, Tab. 18).  

 

Melatonin (10 nM) 
Melatonin (100 nM) 
L-NMMA (0,1 mM) 
 

- 
- 
- 
 

- 
- 
+ 
 

+ 
- 
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+ 
- 
+ 
 

- 
+ 
- 
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Abb. 21: Bestimmung der cGMP-Konzentration nach Melatoninbehandlung von INS1-Zellen unter Einsatz des 

unspezifischen Stickstoffmonoxid-Synthase-Inhibitors L-NNMA. Zur Hemmung des cGMP-Abbaus 
wurde IBMX (1 mM) zugesetzt. INS1-Zellen wurden für 1 h mit Melatonin (100 nM) behandelt;            
L-NMMA (0,1 mM, 1 mM) wurde für 20 min vorinkubiert. Die Daten repräsentieren den Mittel-         
wert ± SEM aus mindestens 3 unabhängigen Versuchen mit je n = 3 batches [109]. 

 
 
 
Tab. 18: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten IBMX-behandelten Kontrolle), Stan-

dardfehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen unter Einsatz von 
Melatonin (100 nM) und L-NMMA (0,1 mM, 1 mM) zur Bestimmung der cGMP-Konzentration. 

 
  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle    100,00 2,55 11 
  Melatonin (100 mM) 75,17 4,49 16 
  L-NMMA (0,1 mM) 91,19 3,13 11 
  L-NMMA (0,1 mM) + Melatonin 69,75 5,27 12 
  L-NMMA (1 mM) 88,98 6,67  7 
  L-NMMA (1 mM) + Melatonin 59,89 5,00  8 

 
 

Die Resultate der NO-Messungen zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Melatonin in Kurz-

zeit-Inkubationsexperimenten die cGMP-Konzentration nicht durch Modulation der NO-Konzentration 

oder der NOS-Aktivität vermittelt; jedoch bei längerer Inkubationsdauer ein NO-senkender Effekt be-

steht, der nicht über Melatoninrezeptoren, aber offenbar über die NOS mediiert ist. 

 
 
5.6 Expression der löslichen Guanylatzyklase im Tiermodell  
 
5.6.1 Untersuchungen an Pankreata und Inseln von Melatoninrezeptor-knockout-Tieren 
 
Zur Übertragung der Zellversuche auf den tierischen Organismus wurden zusätzlich Untersuchungen 

zum Einfluss von Melatonin auf die lösliche Guanylatzyklase bei Gesamtpankreata und LANGERHANS-

schen Inseln, extrahiert aus Melatoninrezeptor-knockout-Mäusen, durchgeführt. Ziel war es herauszu-

finden, ob Veränderungen in der Expression der löslichen Guanylatzyklase zu unterschiedlichen Tages-

zeiten bzw. nach Melatoninrezeptor-knockout vorliegen. Die Pankreata stammen von tagsüber oder 

nachts getöteten Tieren (Tag- oder Nachttieren); Inseln standen lediglich von Tagtieren zur Verfü-

gung. Zunächst musste untersucht werden, ob die sGC - in Übereinstimmung zu den Ergebnissen bei 

der Ratte - auch in Pankreas und Insel der Maus exprimiert ist. Für die α2-Untereinheit konnte 

Melatonin (100 nM) 
L-NMMA (0,1 mM) 
L-NMMA (1 mM) 
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aufgrund der Sequenzhomologie das gleiche Primer-Paar der Ratten-DNA genutzt werden; für die    

β1-Untereinheit wurde speziell für die Sequenz der Maus ein Primer-Paar synthetisiert. Wie in Abbil-

dung 22 dargestellt, konnten molekularbiologische Untersuchungen zeigen, dass in diesen Geweben 

die sGC-mRNA auch bei der Maus nachweisbar ist. Sowohl die α2-Untereinheit mit einer Molekular-

größe von 217 bp (Abb. 22A) als auch die β1-Untereinheit mit 226 bp (Abb. 22C) konnten im Gesamt-

pankreas und der Insel detektiert werden; Proben von Gehirn und Leber dienten als Referenzen. Eine 

Restriktionsanalyse bestätigte die Identität der spezifischen PCR-Produkte. Der Einsatz des Restrik-

tionsenzyms Eco57I führte nach 5 h Inkubation bei 37 °C zur Entstehung von Fragmenten des sGC α2-

Transkriptes mit einer Molekulargröße von 53 und 164 bp (Abb. 22B). Die mRNA der β1-Untereinheit 

wurde durch 4-stündige Inkubation mit dem Enzym AvaII erwartungsgemäß in Restriktionsfragmente 

mit 46 und 180 bp geschnitten (Abb. 22D). 

 

 

             

 
Abb. 22: Nachweis der Genexpression der αααα2- und β1-Untereinheiten der löslichen Guanylatzyklase in Ge-     

hirn (1), Leber (2), Gesamtpankreas (3) und LANGERHANSschen Inseln (4) der Maus. Die spezifischen 
PCR-Produkte mit einem Molekulargewicht von 217 bp für die sGC αααα2-Untereinheit (A) und 226 bp für 
die sGC β1-Untereinheit (C) konnten in allen Proben nachgewiesen werden. Zur Bestätigung der 
Identität amplifizierter PCR-Produkte wurde eine Restriktionsanalyse mit den Restriktionsenzymen 
Eco57I für sGC αααα2 (B) bzw. AvaII für sGC β1 (D) durchgeführt. Es konnten die erwarteten Fragmente 
von 53 und 164 bp für das sGC αααα2-spezifische Produkt sowie die spezifischen Produkte von 46 und   
180 bp für die sGC β1-spezifische Sequenz detektiert werden. (5) Wasserkontrolle; L, 100-bp-Mole-
kulargewichtsstandard. 

 

 

Nach dem erfolgreichen Nachweis der sGC-mRNA in Pankreata von Mäusen konnten im Folgenden 

real-time RT-PCR-Untersuchungen zum Expressionsvergleich zwischen Melatoninrezeptor-knockout-

Tieren und Wildtyp bzw. zwischen Tag- und Nachttieren durchgeführt werden. Die Daten zeigen, dass 

die sGC a2-Expression in den Pankreata von Tagtieren bei Vorliegen eines Rezeptor-knockouts signifi-

kant erhöht ist. Dieser Effekt ist bei den MT2- und Doppel-knockout-Tieren besonders deutlich ausge-

prägt (Abb. 23A, Tab. 19). In Pankreata von MT1-Rezeptor-knockout-Mäusen ist die sGC α2-mRNA um 

den Faktor 8,6 stärker exprimiert als bei Wildtyp-Mäusen, wohingegen im Vergleich zum Wildtyp die 

Expression bei MT2
-/--Tieren um dass 33-fache und bei MT1/2

-/--Mäusen um das 36-fache erhöht ist. In 
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den Pankreata der Nachttiere ist die sGC a2-Expression ausschließlich bei knockout des MT2-Rezeptors 

signifikant erhöht, mit 8-fach höheren Werten als bei den Wildtyp-Mäusen. Bei MT1- bzw. Doppel-

knockout-Tieren konnten lediglich geringgradig - um den Faktor 2 - erhöhte Expressionswerte festge-

stellt werden (Abb. 23B, Tab. 19). Beim direkten Vergleich der Werte von Tag- und Nachttieren wird 

deutlich, dass bei Wildtyp-Mäusen kein signifikanter Unterschied in der Expression im Tag-Nacht-Ver-

gleich erkennbar ist und dass die sGC a2-Expression durch Melatoninrezeptor-knockout bei den Tag-

tieren stärker erhöht wird als bei Nachttieren (Abb. 23A und B, Tab. 19). 

Neben Gesamtpankreata von Tag- und Nachttieren wurden separierte LANGERHANSsche Inseln der Me-

latoninrezeptor-knockout-Tiermodelle in die molekularbiologischen Untersuchungen einbezogen. In 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen im gesamten Pankreasgewebe konnte auch direkt bei Inseln 

von MT2- und Doppel-knockout-Mäusen eine signifikante Erhöhung der sGC a2-Expression gegenüber 

Wildtyp-Tieren festgestellt werden (Abb. 23C, Tab. 19). Dabei ist das sGC a2-Transkript der Inseln von 

MT2-Rezeptor-knockout-Mäusen um das 4,8-fache und bei MT1/2
-/--Tieren um das 2,5-fache stärker 

exprimiert als bei Inseln von Mäusen ohne Melatoninrezeptor-knockout. Da alle Inselseparationen am 

Tag vorgenommen wurden, war eine Unterscheidung in Tag- und Nachtwerte hier jedoch nicht mög-

lich. 
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Abb. 23: Expressionsanalyse der löslichen Guanylatzyklase (sGC) in Pankreata und LANGERHANSschen Inseln von 

Wildtyp- und Melatoninrezeptor-knockout-Mäusen. Mittels real-time RT-PCR wurde die relative Ex-
pression sowohl im gesamten Pankreasgewebe am Tag (A) und in der Nacht (B) als auch in LANGER-
HANSschen Inseln (C) bei Wildtyp-Mäusen (WT) und Tieren mit MT1-Rezeptor-knockout (MT1-/-),       
MT2-Rezeptor-knockout (MT2-/-) und Doppel-knockout (MT1/2-/-) bestimmt. Die Daten repräsentieren 
den Mittelwert ± SEM mit je n = 4 bis 8 bei Untersuchungen der Gesamtpankreata und n = 9 bis        
15 batches für die Expressionsanalyse der Inseln.  

 

(C) 
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Tab. 19: Mittelwerte, Standardfehler und Stichprobenumfänge bei Untersuchungen zur sGC-mRNA-Expression 
in Gesamtpankreata und LANGERHANSschen Inseln von Wildtyp (WT)- und Melatoninrezeptor-knockout-
Mäusen. 

 
Tier- Pankreas Insel 
modell Tag Nacht  

 MW SEM n MW SEM n MW SEM n 

    WT   0,63   0,13 7   1,31 0,39 6 0.94 0,32 12 
MT1-/-   5,46   2,34 5   2,53 1,45 8 0,49 0,15 15 

MT2
-/- 21,20 10,44 5 10,45 3,00 4 4,51 1,69  9 

  MT1/2
-/- 22,82 13,08 6   2,69 0,76 6 2,36 0,70 11 

 

 

 
5.6.2 Expressionsvergleich der löslichen Guanylatzyklase bei Inseln stoffwechselunauf-

fälliger und Typ2-diabetischer Ratten 
 

Der enge Zusammenhang zwischen Melatonin und Insulin, die tagesrhythmische Ausschüttung von 

Insulin sowie Besonderheiten bei Diabeteserkrankung wurde zurückliegend in zahlreichen Studien 

belegt. Zudem deuten Ergebnisse einiger Versuche darauf hin, dass der cGMP-Signalweg einer 

Rhythmizität unterliegt. 

Unter Nutzung von pankreatischen Inseln stoffwechselunauffälliger Wistar(WR)-Ratten und Typ2-dia-

betischer Goto-Kakizaki(GK)-Ratten, extrahiert am Tag oder in der Nacht, wurden mittels real-time RT-

PCR quantitative Unterschiede der mRNA-Expression von GC-Isoformen bestimmt. Es konnten sowohl 

bei einem Tag-Nacht-Vergleich als auch bei einer Gegenüberstellung der Werte von WR- und GK-Rat-

ten deutliche und teilweise signifikante Unterschiede festgestellt werden (Abb. 24, Tab. 20). Die mRNA 

der mGC A (Abb. 24A) war bei beiden Tiermodellen in den nachts gewonnenen Inseln höher expri-

miert als bei Inseln von Tagtieren. Dieser Effekt war bei GK-Tieren signifikant mit einer Erhöhung der 

mRNA-Expression um das 2,4-fache in der Nacht. Beim Vergleich der mRNA-Expression von WR- und 

GK-Ratten traten keine signifikanten Unterschiede auf.  

Die mRNA-Expression der mGC B (Abb. 24B), mGC C (Abb. 24C) und sGC α2 (Abb. 24D) vergleichend, 

konnten einige Gemeinsamkeiten festgestellt werden: In Inseln der WR-Ratten ist die mRNA am Tag 

stärker exprimiert als in der Nacht. Bei der sGC α2-Isoform ist der Unterschied signifikant; die relative 

Expression ist am Tag 15-fach höher als in der Nacht. Demgegenüber ist bei GK-Tieren die mRNA-

Expression nachts deutlich höher als am Tag.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression der mGC C in Inseln von GK-Ratten un-

abhängig vom Tageszeitpunkt gegenüber den Werten der WR-Ratten deutlich erhöht ist. Das Trans-

kript ist bei den diabetischen Tieren am Tag um das Vierfache stärker exprimiert; in der Nacht zeigt 

sich eine mehr als 30-fache Erhöhung der mGC C-Expression bei GK-Tieren gegenüber WR-Ratten. Bei 

der mRNA der mGC B- und sGC α2-Isoformen tritt dieser Effekt wiederum lediglich beim Vergleich der 

Nachtwerte auf. Im Gegensatz zur mGC C-mRNA ist bei WR-Ratten das Expressionsniveau der mGC B- 

und sGC α2-Isoform am Tag deutlich höher als in der Nacht. So ist bei WR-Ratten die mGC B-mRNA-

Expression in der Nacht gegenüber den Tagwerten um 87 % und das Transkript der sGC α2 um 93 % 

erniedrigt.  
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Tab. 20: Mittelwerte, Standardfehler und Stichprobenumfänge der Expressionsuntersuchungen verschiedener   
Guanylatzyklase-Isoformen bei WR- und GK-Ratten in Abhängigkeit von der Tageszeit. 
 

Guanylat- WR-Ratten GK-Ratten 
zyklase Tag Nacht Tag Nacht 

 MW SEM n MW SEM n MW SEM n MW SEM n 

mGC A   0,64   0,15 4 1,34 0,71 3   0,68 0,16 4   1,66 0,36 4 
mGC B 26,06   8,81 4 3,13 1,81 3 15,95 4,02 4 21,63 6,00 4 
mGC C   0,06   0,03 4 0,03 0,01 3   0,25 0,08 4   0,83 0,14 4 
sGC α2 47,18 12,56 4 3,08 0,65 3 21,14 3,74 4 41,78 8,30 4 
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Abb. 24: Quantitative Bestimmung von Tag-Nacht-Unterschieden der Guanylatzyklase(GC)-mRNA in LANGER-
HANSschen Inseln, isoliert aus WR- und GK-Ratten. Die Daten zeigen signifikante Unterschiede der 
mRNA- Expression der Isoformen mGC A (A), mGC B (B), mGC C (C) und sGC αααα2 (D) im Vergleich von 
Tag(T)- und Nacht(N)-Werten bzw. WR- und GK-Ratten (n = 4, [108]). 
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5.6.3 Untersuchungen zur sGC-Expression in Rattenpankreata nach Melatoningabe über 
 das Trinkwasser 
 

Zusätzlich zu den Tag-Nacht-Vergleichen wurden für Expressionsuntersuchungen der sGC-mRNA Pan-

kreata von WR- und GK-Ratten genutzt, welche für neun Wochen über das Trinkwasser erhöhte 

Mengen Melatonin aufgenommen hatten. Die Melatonin-Plasmawerte waren durch die Substitiution bei 

den behandelten Tieren signifikant erhöht (Daten nicht publiziert). Diese real-time RT-PCR-Unter-

suchungen zeigen Veränderungen der sGC-Expression im Pankreas bei Typ2-Diabetes bzw. nach Mela-

toningabe (Abb. 25, Tab. 21). Zunächst kann festgestellt werden, dass in Pankreata von GK-Ratten die 

sGC-Expression gegenüber stoffwechselgesunden WR-Ratten signifikant um 84 % erniedrigt ist. Des 

Weiteren führt die Melatoningabe bei WR-Ratten über das Trinkwasser zu einer Verringerung der sGC-

Expression um 36 %. Dieser Effekt tritt bei GK-Ratten in umgekehrter Weise auf - nach Melatonin-

substitution ist die sGC im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe signifikant - um das 3-fache - 

stärker exprimiert. 
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Abb. 25: Relative Expression der sGC-Expression in Pankreata von bei WR- und GK-Ratten nach Melatoninbe-
handlung (gepunktete Balken) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (leere Balken). Die Da-
ten repräsentieren Mittelwerte und Standardfehler mit je n = 4 bis 6 Tieren. 

 

 

 

 
Tab. 21: Mittelwerte, Standardfehler und Stichprobenumfänge beim Expressionsvergleich der SGC-mRNA in  

Pankreata von WR- und GK-Ratten mit und ohne Melatoninbehandlung. 

 
Tierstamm Melatoningabe MW SEM n 

WR - 4,45 1,53 4 
WR + 1,61 0,41 5 
GK - 0,69 0,19 6 
GK + 2,13 0,72 5 
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5.7 Vergleich der sGC-Expression in Pankreata stoffwechselunauffälliger und Typ2- 
diabetischer Patienten 
 

Im Anschluss an die Untersuchungen der GC-Expression in Inseln von WR- und GK-Ratten wurde die 

mRNA-Expression der sGC α2 als offenbar bedeutende Isoform im Zusammenhang zwischen Mela-

tonin und dem cGMP-Signalweg in Pankreata stoffwechselunauffälliger und Typ2-diabetischer Pati-

enten quantifiziert. Für diesen Vergleich war es zunächst notwendig zu untersuchen, ob die lösliche 

Guanylatzyklase in Analogie zu den Spezies Ratte und Maus auch im menschlichen Pankreas-gewebe 

exprimiert ist. Wie in Abbildung 26 dargestellt, konnte mittels PCR, Gelelektrophorese und Restrik-

tionsanalyse nachgewiesen werden, dass auch im menschlichen Gesamtpankreas sowie speziell in der 

LANGERHANSschen Insel die Untereinheiten der sGC exprimiert sind. Als Vergleichsprobe diente DNA, 

welche aus humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y-Zellen) gewonnen wurde. Die α2-Untereinheit 

wurde unter Nutzung der Ratten-Primer mit einer Molekulargröße von 217 bp detektiert; der Nachweis 

der spezifischen Restriktionsfragmente mit 53 und 164 bp nach Inkubation mit dem Enzym Eco57I für 

5 h bei 37 °C war ebenfalls erfolgreich (Abb. 26A und B).  

Wie in Abbildung 26 gezeigt, konnte mit Einsatz der Maus-spezifschen Primer weiterhin die β1-Unter-

einheit mit 226 bp (Abb. 26C) im humanen Gesamtpankreas und der Insel nachgewiesen werden. 

Auch in diesem Fall konnte unter Nutzung des Restriktionsenzymes AvaII und einer Inkubationszeit  

 
 

 
 
     

   

 

 
Abb. 26: Nachweis der Genexpression der αααα2- und β1-Untereinheiten der löslichen Guanylatzyklase in humanen 

Neuroblastomzellen (SH-SY5Y, 1), menschlichem Gesamtpankreas (2 bis 4) und LANGERHANSschen In-
seln (5). Die Pankreasgewebeproben stammen von Patienten nach operativer Resektion aufgrund 
einer Pankreaserkrankung (2, 3) oder einer Standard-Pankreasgewebeprobe (4). Bei allen Proben 
konnte sowohl die Expression der sGC αααα2-Untereinheit (A, 217 bp) als auch der sGC β1-Unterein-     
heit (C, 226 bp) nachgewiesen werden. Die Inkubation mit dem Enzym Eco57I führte zur spezifischen 
Restriktion des PCR-Produktes für die sGC αααα2-Untereinheit in Fragmente mit einer Molekulargröße  
von 53 und 164 bp. Nach Einsatz des Restriktionsenzymes AvaII konnten die erwarteten Fragmente 
des sGC β1-spezifischen Produktes von 46 und 180 bp detektiert werden. 6, Wasserkontrolle;              
L, 100-bp-Molekulargewichtsstandard. 
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von 4 h bei 37 °C die Identität des spezifischen PCR-Produktes bestätigt werden; die mRNA der      

β1-Untereinheit wurde erwartungsgemäß in Restriktionsfragmente von 46 und 180 bp geschnit-           

ten (Abb. 26D). 

Für den Expressionsvergleich der sGC bei stoffwechselunauffälligen und diabetischen Patienten mittels 

real-time RT-PCR wurden - in Analogie zu den Untersuchungen an INS1-Zellen und Mausproben - die 

sGC α2-spezifischen Primer verwendet. Als interner Standard zur Normierung der Patientenproben 

diente die aufbereitete RNA des gesunden Pankreasgewebes (siehe Abschnitt 3.4). Die Ergebnisse 

konnten keine signifikanten Unterschiede in der sGC α2-Expression bei stoffwechselunauffälligen und 

Typ2-diabetischen Patienten erkennen lassen; der Mittelwert betrug den stoffwechselunauf-      

fälligen 3,25 und bei Typ2-diabetischen Patienten 3,13 (Abb. 27, Tab. 22). Eine Aufschlüsselung der 

Ergebnisse in Tag- und Nachtwerte war im Gegensatz zu den Bestimmungen an Inseln der WR- und 

GK-Ratten beim Patientenmaterial nicht möglich. 
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Abb. 27: Real-time RT-PCR-Untersuchung zur mRNA-Expression der sGC αααα2-Untereinheit der löslichen Guany- 

latzyklase in Pankreata stoffwechselunauffälliger (n = 11) und Typ2-diabetischer (n = 5) Patienten. 
 
 
 
 
 
 
Tab. 22: Mittelwerte, Standardfehler und Stichprobenumfänge im Vergleich der Expression der sGC-mRNA bei  

stoffwechselunauffälligen und Typ2-diabetischen Patienten. 
 

Stoffwechselunauffällige Typ2-diabetische 
 Patienten  Patienten 

MW SEM n MW SEM n 

3,25 1,27 11 3,13 1,74 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

stoffwechsel- 
unauffällig 

          Typ2-         
     diabetisch 
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5.8 Zur Bedeutung der cGMP-Signalkaskade für die Insulinsekretion  
 
5.8.1 Wirkung von 8-Br-cGMP auf die Insulinfreisetzung 

Im nächsten Schritt folgten Untersuchungen zur Klärung der Frage, ob veränderte cGMP-Konzen-

trationen in der pankreatischen β-Zelle Einfluss auf die Insulinsekretion nehmen. Dafür wurden INS1-

Zellen für 1 bzw. 8 h mit dem membrangängigen cGMP-Analogon 8-Br-cGMP (10 µM bis 2 mM) bei 

einem Glukosegehalt von 11,6 mM im Medium stimuliert. Die Ergebnisse zeigen, dass 8-Br-cGMP die 

Insulinsekretion signifikant und in Abhängigkeit von Dosis und Inkubationszeit erhöht (Abb. 28,      

Tab. 23). Nach 1 h Einwirkung war die Insulinfreisetzung bei einer 8-Br-cGMP-Konzentration von    

0,01 mM gegenüber der unbehandelten Kontrolle um 13 % erhöht und nahm bei Einsatz von 2 mM 

des cGMP-Analogons bis zu 140 % des Ausgangswertes zu. Vermutlich bedingt durch die Akkumula-

tion des second messengers konnte nach 8 h Inkubationszeit bereits bei einer Dosis von 0,01 mM     

8-Br-cGMP eine signifikante Steigerung der Insulinsekretion um 24 % und bei Einsatz der Konzentra-

tionen von 0,1 mM bis 2 mM eine Erhöhung um etwa 40 % gegenüber dem Basalwert festgestellt wer-

den. Ähnliche Resultate wurden bei Vorversuchen mit niedrigerem Glukosegehalt von 5,6 oder 8,6 mM 

im Medium ermittelt; die Effekte waren jedoch weniger signifikant als bei höheren Glukosekonzen-

trationen (Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 28: Untersuchungen zum Einfluss veränderter cGMP-Konzentrationen auf die Insulinsekretion bei INS1-
Zellen. Nach Inkubation der Zellen mit dem membrangängigen cGMP-Analogon 8-Br-cGMP (10 µM bis   
2 mM) für 1 h (A) bzw. 8 h (B) wurde die Insulinkonzentration im Überstand mittels RIA bestimmt. Der 
Glukosegehalt im Medium betrug 11,6 mM. Im Diagramm sind Mittelwerte und Standardfehler von 3 
voneinander unabhängig durchgeführten Experimenten mit jeweils n = 4 batches dargestellt. Die 
Signifikanztests beziehen sich jeweils auf die 100 %-gesetzte Kontrolle verglichen mit den 8-Br-cGMP-
behandelten Proben [108]. 
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Tab. 23: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-
fehler und Stichprobenumfänge bei Untersuchungen an INS1-Zellen unter Stimulation mit 8-Br-cGMP 
für 1 h oder 8 h. 

 

8-Br-cGMP 1 h Inkubation 8 h Inkubation 
Konzentration MW SEM n MW SEM n 

       Kontrolle 100,00 3,42 11 100,00 4,16 14 
       0,01 mM 113,41 5,42 12 124,19 5,39 14 
         0,1 mM 112,59 4,30 12 136,19 8,55 14 
         0,5 mM 128,32 4,04 12 139,13 7,96 14 
            1 mM 132,62 4,90 12 142,72 7,33 14 
            2 mM 139,30 8,46 11 139,06 6,93 14 

 
 
 
 
 
 

5.8.2 Beteiligung der Proteinkinase G an der Insulinsekretionskaskade 

Die Proteinkinase G (PKG) ist ein bedeutender Bestandteil der cGMP-Signaltransduktionskaskade. Es ist 

nachgewiesen wurden, dass die PKG im Pankreas und auch speziell in pankreatischen β-Zellen exis-

tiert; Hinweise für die Bedeutung des Proteins für die Insulinsekretion sind nicht bekannt. Die eigenen 

Inkubationsversuche sollten Aufschluss über eine mögliche Beteiligung an der Insulinsekretionskas-

kade geben, um Möglichkeiten der Melatoninwirkung auf die Insulinsekretion durch Senkung der 

cGMP-Gehalte aufzudecken. 

Wie in Abbildung 29 und Tabelle 24 dargestellt, konnte der bereits erwähnte Insulinsekretion-

fördernde Effekt des membrangängigen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP bei Inkubation in den Konzentra-

tionen von 0,5 mM bzw. 1 mM nachgewiesen werden. Die Daten zeigen, dass die alleinige Blockade 

der PKG mit dem spezifischen Antagonisten Rp-8-pCPT-cGMPs (10 µM, 100 µM) bei 8-stündiger 

Inkubation zu einer geringfügigen Erhöhung der Insulinfreisetzung führt. Es konnte weiterhin festge-

stellt werden, dass die Blockade der PKG bei gering erhöhtem cGMP die Insulin-fördernde cGMP-Wir-

kung nicht beeinflusst; bei höheren cGMP-Konzentrationen die Blockade der PKG jedoch zur Hemmung 

der Insulinsteigerung durch cGMP führt. Dieser Effekt konnte bereits nach 1 h Inkubationszeit nach-

gewiesen werden (Daten nicht gezeigt) und erreicht nach einer längeren Inkubationsdauer von              

8 h (Abb. 29) signifikante Werte. So wurde nach Gabe von 1 mM 8-Br-cGMP und Hemmung der PKG 

die basale Insulinsekretion lediglich um 5 bzw. 7 % gesteigert, wohingegen das cGMP-Analogon ohne 

den Einsatz von Rp-8-pCPT-cGMPs zu einer Erhöhung der Insulinfreisetzung um 17 % führte. Ähnliche 

Resultate konnten auch bei Versuchen mit niedrigerem Glukosegehalt von 5,6 mM im Medium festge-

stellt werden (Daten nicht gezeigt); die Effekte waren jedoch bei erhöhter Glukosekonzentration 

stärker ausgeprägt. Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die PKG erst bei höherer 

cGMP-Konzentration aktiviert wird um konsekutiv die Insulinfreisetzung zu erhöhen.  
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Abb. 29: Wirkung von 8-Br-cGMP und Rp-8-pCPT-cGMPs auf die Insulinsekretion in INS1-Zellen. Die Zellen wur-

den für 8 h mit 8-Br-cGMP in den Konzentrationen 0,5 mM (A) oder 1 mM (B) behandelt. Der spezi-
fische PKG-Blocker Rp-8-pCPT-cGMPs (10 µM, 100 µM) wurde für 30 min vorinkubiert. Der Glukose-
gehalt im Medium betrug 11,6 mM. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus 3 voneinander 
unabhängig durchgeführten Experimenten mit je n = 4 batches. 

 
 
 
 
 
Tab. 24: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Stan-    

dardfehler und Stichprobenumfänge bei Untersuchungen an INS1-Zellen unter Einsatz von                          
8-Br-cGMP (0,5 mM, 1 mM) und Rp-8-pCPT-cGMPs (10 µM, 100 µM) zur Messung der Insulinkon-
zentrationen. 

 

 Stimulationsansatz MW SEM n 

 Kontrolle 100,00 5,04 12 
 Rp-8-pCPT-cGMPs (10 µM) 103,48 2,95 12 
 Rp-8-pCPT-cGMPs (100 µM) 103,98 3,57 12 
    
 8-Br-cGMP (0,5 mM) 113,28 5,09 12 
 8-Br-cGMP (0,5 mM) + Rp-8-pCPT-cGMPs (10 µM) 118,00 4,24 12 
 8-Br-cGMP (0,5 mM) + Rp-8-pCPT-cGMPs (100 µM) 117,34 5,08 12 
    
 8-Br-cGMP (1 mM) 116,96 3,93 12 
 8-Br-cGMP (1 mM) + Rp-8-pCPT-cGMPs (10 µM) 105,30 2,21 12 
 8-Br-cGMP (1 mM) + Rp-8-pCPT-cGMPs (100 µM) 107,19 5,15 12 
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5.8.3 Ergebnisse zur Bedeutung von CNG(cyclic nucleotide-gated)-Kanälen in 
pankreatischen β-Zellen 

 

Mit dem Nachweis der mRNA von CNG-Kanal-Untereinheiten in der INS1-Zelle (siehe Abschnitt 5.3) 

stellte sich die Frage, ob CNG-Kanäle als Komponenten des cGMP-Transduktionsweges auch an der 

Signalkaskade zur Insulinfreisetzung beteiligt sind bzw. ob Melatonin Einfluss auf die Funktion dieser 

Kationentransporter nimmt. Zur Klärung dieser Fragestellungen wurde zunächst der CNG-Kanal-spezi-

fische Antagonist L-cis-Diltiazem (LCD) in die zellphysiologische Untersuchung einbezogen. INS1-Zellen 

wurden für 1 h mit dem membrangängigen cGMP-Analogon 8-Br-cGMP (0,5 mM, 1 mM) behandelt; 

LCD (100 µM, 500 µM) wurde 30 min vorinkubiert. Es konnte der bereits untersuchte, Insulinsekretion-

fördernde Effekt des membrangängigen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP (0,5 mM, 1 mM) nachgewiesen 

werden. Die Blockade der CNG-Kanäle mit LCD führte zur signifikanten Senkung der Insulinfreisetzung 

um etwa 30 % gegenüber der unstimulierten Kontrolle. Nach Hemmung der CNG-Kanäle hatte          

8-Br-cGMP keinen steigernden Effekt mehr auf die Insulinsekretion (Abb. 30, Tab. 25). Daraus kann 

gefolgert werden, dass CNG-Kanäle bei INS1-Zellen an der Regulation der Insulinsekretionskaskade 

sowie speziell an der Insulin-steigernden Wirkung von cGMP beteiligt sind.  
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Abb. 30: Beteiligung des CNG-Kanals in der Insulinsekretionskaskade bei INS1-Zellen. Die Zellen wurden für 1 h 
mit dem 8-Br-cGMP - mit oder ohne 30-minütiger Vorinkubation des spezifischen CNG-Kanal-Anta-
gonisten LCD (100 µM, 500 µM) behandelt. 8-Br-cGMP wurde in den Konzentrationen 0,5 mM (A) und 
1 mM (B) eingesetzt. Der Glukosegehalt im Medium betrug 5,6 mM. Die Daten repräsentieren den Mit-
telwert ± SEM mit je n = 8 batches. 
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Tab. 25: Mittelwerte, Standardfehler und Stichprobenumfänge bei Inkubationsversuchen mit INS1-Zellen zur 
Bestimmung der Insulinkonzentration nach Behandlung mit 8-Br-cGMP (0,5 mM, 1 mM) und                   
LCD (100 µM, 500 µM) für 1 h. 
 

  Stimulationsansatz MW SEM n 

  Kontrolle 100,00 2,87 7 
  LCD (100 µM)   69,45 3,88 8 
  LCD (500 µM)   70,43 5,70 8 
 

   
  8-Br-cGMP (0,5 mM) 132,23 3,30 7 
  8-Br-cGMP (0,5 mM) + LCD (100 µM)   70,70 2,40 8 
  8-Br-cGMP (0,5 mM) + LCD (500 µM)   67,33 4,19 8 
    
  8-Br-cGMP (1 mM) 124,67 2,66 8 
  8-Br-cGMP (1 mM) + LCD (100 µM)   76,03 4,99 8 
  8-Br-cGMP (1 mM) + LCD (500 µM)   72,90 8,34 8 

 
 
Molekularbiologische Untersuchungen zeigten ferner, dass die Melatoninbehandlung Einfluss auf die 

mRNA-Expression des CNG-Kanals nimmt. Für diesen Versuch wurden INS1-Zellen für 24 bzw. 48 h 

mit Melatonin in Konzentrationen von 1 pM bis 10 µM inkubiert; anschließend konnte mittels real-time 

RT-PCR die Expression des CNG-Kanals der Kontrollproben im Vergleich zu den Melatonin-behandelten 

Zellen quantifiziert werden. Für die Durchführung der PCR wurden die Primer zur spezifischen Quanti-

fizierung der CNG A2-Untereinheit verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass nach Langzeit-Melatonin-

inkubation die mRNA-Expression des CNG-Kanals in Abhängigkeit von der Dosis gesenkt wird. Im 24 h-

Experiment wurden bei einer Konzentration von 100 pM und Melatoningehalten im nanomolaren Be-

reich mit einer Senkung auf 13 bis 30 % der relativen Expression der unstimulierten Kontrollen signifi-

kante Ergebnisse erreicht (Abb. 31A, Tab. 26). Bei einer 48-stündigen Inkubation war die CNG-mRNA-

Expression nach Melatonininkubation in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM und 10 µM gegenüber 

den unbehandelten Kontrollen signifikant erniedrigt mit einer Senkung von 68 bis 75 % gegenüber den 

Kontrollwerten (Abb. 31B, Tab. 26). 
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Abb. 31: Vergleich von Expressionsunterschieden des CNG-Kanals in INS1-Zellen  nach Melatoninstimulation. 
Die Zellen wurden für 24 (A) oder 48 (B) h mit verschiedenen Konzentrationen an Melatonin (1 pM bis       
10 µM) inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte mittels real-time RT-PCR unter Verwendung von 
Primern zur spezifischen Amplifikation der Untereinheit CNG A2. Die Daten repräsentieren den Mittel-
wert ± SEM aus mindestens 2 unabhängigen Versuchen mit je n = 3 batches. Die Signifikanztests be-
ziehen sich jeweils auf die 100 %-gesetzte Kontrolle verglichen mit den Melatonin-behandelten 
Proben [109]. 

(A) (B) 
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Tab. 26: Mittelwerte (angegeben in Prozent relativ zur 100 %-gesetzten unbehandelten Kontrolle), Standard-  
fehler und Stichprobenumfänge bei Expressionsuntersuchungen des CNG-Kanals in INS1-Zellen nach 
Melatoninbehandlung für 24 oder 48 h. 

 

Melatonin- 24 h Inkubation 48 h Inkubation 
konzentration MW SEM n MW SEM n 

Kontrolle 100,00 27,18 10   100,00 33,04     10 
    1 pM   40,14 15,55   6 51,35 23,68 5 
  10 pM   34,71 10,53   5 45,97 26,77 7 
100 pM   18,00   1,65   6 63,66 25,30 5 
    1 nM   12,88   4,71 10 28,75 11,20 6 
  10 nM   14,31   4,93   9 24,75 10,73 8 
100 nM   27,97 11,77   9 31,87 11,06 8 
    1 µM   46,86 18,06 10 37,72 14,56 8 
  10 µM   49,27 14,63   8 29,83 12,14 7 
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6 Diskussion 

Mehr als 6 Millionen Menschen in Deutschland sind an Diabetes mellitus erkrankt; weltweit leiden etwa 

246 Millionen an der chronischen Stoffwechselkrankheit. Nach Schätzungen der Weltgesundheitsorga-

nisation wird sich die Gesamtanzahl der Betroffenen bis zum Jahr 2025 nahezu verdoppeln. Bei mehr 

als 90 % der Patienten handelt es sich um einen Typ2-Diabetes. Ursachen für die steigende Prävalenz 

der Erkrankung sind genetische Faktoren, aber auch in zunehmendem Maße Über- und Fehlernährung 

sowie Bewegungsmangel. Die hohen Erkrankungszahlen und die steigende Prävalenz sowie mit der Er-

krankung einhergehende schwerwiegende Folgeschäden stellen ein enormes medizinisches, soziales 

und gesellschaftspolitisches Problem dar. Für eine gezielte Prävention und Behandlung der Volkskrank-

heit sind eingehende Untersuchungen zum Verständnis des physiologisch-chemischen Hintergrundes 

der Stoffwechselstörung und der Regulationsmechanismen des Glukosemetabolismus zwingend er-

forderlich. 

Seit mehreren Jahrzehnten werden Studien zur Bedeutung des Pinealorgans auf den Kohlenhydrat-

stoffwechsel durchgeführt. Zahlreiche in vitro- und tierexperimentelle Untersuchungen sowie die Ein-

beziehung von Patientendaten konnten bereits den Nachweis zum Einfluss des epiphysären Indol-

amins Melatonin auf die Insulinsekretion erbringen. Es wurden umfangreiche Studien zu Glukosestoff-

wechsel und Mechanismen der Signaltransduktion, zur Funktion der pankreatischen Insel sowie zu Ver-

änderungen bei diabetischer Stoffwechsellage durchgeführt. Den bisherigen Kenntnisstand erweiternd 

war es Ziel dieser Arbeit, Aussagen zur Bedeutung des cGMP-Signalweges und des MT2-Rezeptors für 

die Übermittlung des Melatoninsignals in der pankreatischen β-Zelle treffen zu können sowie das 

Pankreas hinsichtlich der Existenz von an der cGMP-Signaltransduktionskaskade beteiligten Proteinen 

zu charakterisieren. 

 
6.1 Die INS1-Zelle, Tiermodelle und Patientenmaterial 

Für grundlegende physiologische Studien an Zellen stehen grundsätzlich zwei Zellkultursysteme zur 

Verfügung: frisch aus tierischem oder humanem Gewebe isolierte Primärzellen oder permanente Zell-

linien, welche durch genetische Veränderung immortalisiert wurden. Der bedeutende Vorteil einer 

Primärzellkultur besteht darin, dass sich die direkt gewonnenen Zellen - zumindest zu Beginn der 

Kultur - in ihren physiologischen Eigenschaften den entsprechenden Zellen in vivo sehr ähnlich sind. 

Nachteile von Primärzellen für Zelluntersuchungen sind in der begrenzten Teilungsfähigkeit und 

Lebensdauer, dem vermehrten Arbeitsaufwand für die Gewinnung, teilweise erheblichen interindivi-

duellen Unterschieden und komplexen Ansprüchen der Zellen in der Kultivierung zu sehen. Dagegen 

sind permanente Zelllinien leicht verfügbar und kultivierbar, sie weisen unbegrenzte Teilungsfähigkeit 

sowie einheitliche physiologische Grundmerkmale auf.  

Als Modell der pankreatischen β-Zelle diente die Insulin-produzierende Ratten-Insulinoma-Zelllinie 

INS1 für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche. INS1-Zellen weisen eine für pankrea-

tische β-Zellen typische Morphologie auf. Es kann sowohl die Insulin-Vorstufe Proinsulin als auch eine 

Immunreaktivität für Insulin nachgewiesen werden, während andere pankreatische Hormone wie 

Somatostatin, das Pankreatische Polypeptid und Glukagon nicht detektierbar sind. Es handelt sich um 
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ein geeignetes Modellsystem der pankreatischen β-Zelle mit induzierbarer Insulinsekretion durch ver-

schiedene Stimuli in physiologischen Konzentrationen, mit nativer Sekretionskinetik und Konservierung 

physiologischer Signalkaskaden. Mit einem Insulingehalt von 20 % des Gehaltes nativer β-Zellen wei-

sen INS1-Zellen einen weitaus höheren Wert auf als andere etablierte permanente β-Zelllinien wie 

RINm5F, HIT-T15 oder MIN6 [106]. Bereits in früheren molekularbiologischen und zellphysiologischen 

Arbeiten wurde die INS1-Zelle als Modell der pankreatischen β-Zelle für Untersuchungen zum Einfluss 

von Melatonin auf die Insulinsekretion erfolgreich eingesetzt [96,101,102,105,108,109]. Allerdings 

muss bei der Beurteilung der Ergebnisse auch bedacht werden, dass bei Zelllinien zunehmenden Alters 

der Kultur die Gefahr der Entdifferenzierung oder Ausbildung Krebszell-spezifischer Merkmale besteht. 

Die sichere Übertragbarkeit der Befunde auf die in-vivo-Situation ist stets limitiert. 

Als geeignetes Tiermodell zur Untersuchung von Veränderungen bei Vorliegen eines Typ2-Diabetes 

standen Goto-Kakizaki-Ratten (GK-Ratten) zur Verfügung. Die GK-Ratte ist eines der am besten 

charakterisierten Tiermodelle für normalgewichtige, Typ2-diabetische Ratten [110]. Der Stamm wurde 

aus Wistar-Ratten gezüchtet, welche spontan eine gestörte Glukosetoleranz aufwiesen. Nach selektiver 

Zucht entstand ein Tiermodell mit polygenetisch determiniertem Typ2-Diabetes [111]. Im Gegensatz 

zu anderen Typ2-diabetischen Tiermodellen wie der Nagoya-Shibita-Yasuda(NSY)-Maus oder der 

Otsuka-Long-Evans-Tokushima-fatty(OLETF)-Ratte bilden beide Geschlechter die Erkrankung in 

gleichem Umfang aus; es besteht also hinsichtlich der Ausbildung des Typ2-Diabetes kein Geschlechts-

dimorphismus. Durch Fibrosierung und anschließende Vernarbung der LANGERHANSschen Inseln mit zu-

nehmendem Lebensalter treten bei den Tieren milde Hyperglykämie nach dem Fasten, periphere und 

hepatische Insulinresistenz, eine verminderte Glukose-induzierte Insulinsekretion sowie eine gestörte 

Glukosetoleranz auf. Des Weiteren kommt es zu charakteristischen Spätkomplikationen des Diabetes 

wie Angiopathie, Nephropathie, Neuropathie und Retinopathie. Vorteilhaft für die Untersuchungen im 

Rahmen dieser Arbeit ist die sehr frühe Genese der Erkrankung. Bereits bei der Geburt haben GK-Rat-

ten eine reduzierte Anzahl an LANGERHANSschen Inseln und spätestens im Alter von zwei Wochen ent-

wickeln die Tiere einen Typ2-Diabetes [112,113]. Im Unterschied zu weiteren etablierten Tiermodellen 

für Untersuchungen zum Typ2-Diabetes wie der Zucker-diabetic-fatty(ZDF)-Ratte oder der New-Zea-

land-Obese(NZO)-Maus entwickeln GK-Ratten im Zuge der Genese der Erkrankung kein Übergewicht. 

Damit können die Effekte des Typ2-Diabetes auf die untersuchten Parameter eindeutig von Aus-

wirkungen durch Adipositas abgegrenzt werden.  

Für Untersuchungen zur Bedeutung der einzelnen Melatoninrezeptoren im Pankreas eignet sich die 

Einbeziehung von Melatoninrezeptor-knockout-Tieren. Die Mäuse des C3H/He-Stammes als 

genetischer Hintergrund sind im Gegensatz zu anderen Melatonin-defizienten Mausstämmen wie 

C57BL [114] Melatonin-profizient und weisen eine tagesrhythmische Melatoninsynthese auf [49]. In 

früheren Studien zur Vermittlung der Phasenverschiebung durch Melatonin [49,52,115], zur Melatonin-

wirkung auf das Immunsystem [46], zur Uhrengenexpression [116,117] sowie zum Verhalten und zur 

Gehirnfunktion [118] wurden die Tierstämme bereits erfolgreich eingesetzt um Rezeptor-gekoppelte 

Effekte des Melatonins nachzuweisen. 

Neben der INS1-Zelle und verschiedenen Tiermodellen standen Gewebeproben von humanen 

Pankreata für die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zur Verfügung. Anhand des wertvollen 
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Materials von Patienten ohne Glukosestoffwechselstörung und Typ2-diabetischen Patienten besteht die 

Möglichkeit, Ergebnisse aus Zellinkubations- und Tierversuchen auch auf humanes Gewebe zu über-

tragen. Nachteil des menschlichen Materials gegenüber standardisierten Versuchen an Zelllinien und 

weitgehend einheitlichen Bedingungen bei Tierexperimenten ist die Heterogenität der Proben. Die 

Patienten waren unterschiedlichen Alters und Geschlechts, wurden zu verschiedenen Tages- und 

Jahreszeiten operiert, hatten teilweise Begleiterkrankungen und befanden sich in unterschiedlichen 

Stadien der Typ2-Diabetes- bzw. Pankreaserkrankung. Die Gewebeproben stammten von ver-

schiedenen Regionen des Pankreas; damit kann die Anzahl, Form und Zusammensetzung der Zell-

typen variieren [56,104]. Trotz der Inhomogenität des humanen Gewebes ist die Übertragbarkeit von 

Ergebnissen aus in-vitro- oder Tierversuchen auf den Menschen von größter wissenschaftlicher Be-

deutung. So konnte das humane Pankreas bereits hinsichtlich des Vorkommens von Melatoninrezep-

toren bzw. Unterschieden in der Rezeptorexpression bei stoffwechselunauffälligen und diabetischen 

Patienten charakterisiert werden [56,104]. 

 

6.2 Zur Bedeutung des MT2-Rezeptors in pankreatischen β-Zellen 

Die Wirkung von Melatonin auf die Insulinsekretion ist in früheren Studien bereits ausführlich unter-

sucht worden [36,93,100,101]. Das Indolamin senkt Rezeptor-mediiert die Forskolin-stimulierte Insu-

linsekretion über die Hemmung der cAMP-Signalkaskade [95,101,119] und hat eine Insulin-stimu-

lierende Wirkung durch Aktivierung der IP3-Signalkaskade [102,103]. Zurückliegend wurde wegen 

fehlenden Nachweises des MT2-Rezeptors in pankreatischem Gewebe davon ausgegangen, dass die 

genannten Effekte über MT1-Rezeptoren mediiert werden. Durch die Detektion des MT2-Rezeptor-

Transkriptes in Inseln der Ratte, der INS1-Zelle [105] sowie in humanem Pankreasgesamtgewebe, 

LANGERHANSschen Inseln und β-Zellen [56,97,119,120] stellte sich die Frage, ob dieser Rezeptortyp von 

physiologischer Bedeutung für die pankreatische β-Zelle ist.  

Ergebnisse früherer Untersuchungen zur circadianen Rhythmik an MT1
-/-- und MT1/2

-/--knockout-Mäusen 

weisen bereits auf die Bedeutung des MT2-Rezeptors im Pankreas hin: Die Expression des Uhrengens 

Per1 bzw. der Uhren-kontrollierten „Output“-Gene RevErbα und Dbp weisen veränderte absolute 

Maxima oder Phasenverschiebungen der maximalen Expression im Tagesrhythmus auf [117]. Gewebe-

schnitte der Inseln von MT1- und MT1/MT2-Doppel-knockout-Mäusen lassen im Vergleich miteinander 

immunhistochemisch ebenfalls Unterschiede in Intensität und Verteilungsmuster der Insulin- und 

GLUT2-Immunreaktivität erkennen. Veränderungen tagesrhythmischer Expressionsmuster der Insel-

hormone Insulin, Glukagon und Somatostatin in Pankreata von Kontroll- und Melatoninrezeptor-knock-

out-Mäusen weisen auf die Einflussnahme beider Rezeptortypen auf die pankreatische Insel hin [117].  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob der MT2-Rezeptor an der Vermittlung der 

Melatonin-mediierten Senkung der Insulinfreisetzung beteiligt ist. Dazu wurde zunächst die relative Ex-

pression beider Melatoninrezeptoren in der INS1-Zelle miteinander verglichen. Die Daten dieser Arbeit 

zeigen, dass in der INS1-Zelle der MT1-Rezeptor um ein Vielfaches stärker exprimiert ist als der MT2-

Rezeptor. Ebenso weisen die Ergebnisse früherer immunzytochemischen Untersuchungen als auch die 

Bestimmung von mRNA-Expressionsunterschieden darauf hin, dass der MT1-Rezeptor in pankrea-

tischem Gewebe eine deutlich höhere Dichte aufweist als der MT2-Rezeptor. An humanen Pankreata ist 
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die mRNA des MT2-Rezeptors um das 4,15-fache geringer exprimiert als die MT1-Rezeptor-mRNA; die 

Immunreaktivität ist unter Einsatz MT2-Rezeptor-spezifischer Antikörper deutlich schwächer [56,104]. 

Ein Vergleich der Expression beider Melatoninrezeptoren in Inseln neonater Ratten zeigt einen Kon-

zentrationsunterschied des MT2-Rezeptor-Transkripts gegenüber der MT1-Rezeptor-mRNA um das     

86-fache [105]. Zusammengenommen führten diese Befunde zu der Frage, ob der MT2-Melatoninre-

zeptortyp von funktioneller Bedeutung für den Einfluss von Melatonin auf die pankreatische β-Zelle ist.  

Wie Zellinkubationsversuche an INS1-Zellen unter Einsatz des unspezifischen Melatoninrezeptor-

Blockers Luzindol sowie des spezifischen MT2-Rezeptor-Blockers 4P-PDOT belegen, wird die Insulin-

senkende Wirkung von Melatonin durch Vorinkubation mit diesen Antagonisten aufgehoben. Luzindol 

ist ein kompetitiver, etablierter Melatoninrezeptor-Antagonist und weist eine 15- bis 25-fach höhere 

Affinität für den MT2- als für den MT1-Rezeptor auf [47,115,121]. Frühere Versuche zur Melatonin-

rezeptor-Funktion konnten zeigen, dass die Vorinkubation mit Luzindol den Melatonineffekt auf die 

Insulinsekretion verhindert [101]. Da der MT2-Rezeptor im Pankreas bis zum Zeitpunkt dieser Unter-

suchungen nicht nachgewiesen werden konnte, wurde davon ausgegangen, dass das Indolamin seine 

Wirkung in der β-Zelle hauptsächlich über den MT1-Rezeptor vermittelt [13,100,101]. Nach der Ent-

deckung des MT2-Rezeptors wurde im Rahmen dieser Arbeit nun auch die Funktion dieses zweiten 

Rezeptortyps als Mediator der Melatonineffekte untersucht. Es kam der spezifische MT2-Rezeptor-An-

tagonist 4P-PDOT zum Einsatz, der selektiv mit einer 300- bis 22 000-fach höheren Affinität an den 

MT2-Rezeptor als an den MT1-Rezeptor bindet [47,121]. Die Ergebnisse zeigen, dass die Insulin-

senkende Wirkung von Melatonin nicht, wie bisher angenommen, ausschließlich MT1-Rezeptor-mediiert 

ist, sondern auch über den MT2-Rezeptor vermittelt wird. Übereinstimmend mit den Befunden dieser 

Arbeit sind jedoch Ergebnisse zur Insulinsekretion von Melatoninrezeptor-knockout-Tieren: In batch-

Untersuchungen mit pankreatischen Inseln, welche aus Wildtyp- oder Melatoninrezeptor-knockout-

Tieren gewonnen wurden, konnte nach Melatoninbehandlung nachgewiesen werden, dass die Insulin-

sekretion bei einem knockout der Melatoninrezeptoren gegenüber den Wildtyp-Mäusen signifikant er-

höht ist. Dieser Insulin-erhöhende Effekt trat sowohl bei MT1-Rezeptor-knockout-Mäusen als auch bei 

Tieren mit MT2-Rezeptor- oder MT1/2-Rezeptor-Doppel-knockout auf [117]. Des Weiteren zeigen 

jüngste Untersuchungen, dass nach 9-wöchiger Melatoningabe über das Trinkwasser der MT2-Rezeptor 

im Pankreas von Wistar-Ratten deutlich stärker exprimiert wird als bei unbehandelten Kontrolltieren, 

während die MT2-Rezeptor-Expression bei Melatonin-behandelten GK-Ratten gegenüber der Kontroll-

gruppe stark erniedrigt ist (Daten nicht publiziert). Trotz der nachweisbar niedrigen mRNA-Expression 

ist dieser zweite Melatoninrezeptor in pankreatischen β-Zellen offenbar von funktioneller Bedeutung. 

Zudem bestärken frühere Versuche von Kemp und Mitarb. [13] an INS1-Zellen diese Annahme: Trotz 

PCR-technisch nicht nachweisbarer MT2-Rezeptor-mRNA wird durch den Einsatz von Luzindol und     

4P-PDOT die Melatonin-mediierte cAMP-Senkung antagonisiert.  

Auch in anderen Organen kommt der MT2-Rezeptor in einer so geringen Dichte vor, dass zwar die 

mRNA nachgewiesen werden konnte, eine Detektion mittels in situ-Hybridisierung aufgrund zu ge-

ringer Expression jedoch nicht möglich war. Dennoch spielt diese Rezeptor-Isoform in diesen Organen 

offenbar eine physiologisch bedeutende Rolle in der Vermittlung der Melatoninwirkung [45,122]. So 

wurde beispielsweise gezeigt, dass die Übermittlung circadianer Rhythmen in neuronalen Zellen des 
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SCN ausschließlich über den MT2-Rezeptor vermittelt wird [49,52]. Wenn es auch widersprüchliche Er-

gebnisse gibt [53], belegen zahlreiche Studien die Beteiligung des MT2-Rezeptors an Phasen-verschie-

benden Effekten des Melatonins [48,50,123]. Möglicherweise gibt es auch Spezies-spezifische Unter-

schiede der involvierten Melatoninrezeptor-Isoformen in der Übermittlung des Melatoninsignals oder es 

besteht eine funktionelle Redundanz beider Rezeptortypen. Ergebnisse einiger Untersuchungen zeigen 

auch, dass das Indolamin in geringen Dosen hauptsächlich über den MT1-Rezeptor wirkt, seine Wir-

kung bei höheren Konzentrationen aber über den MT2-Rezeptor mediiert wird [41,42,49].  

Es könnte des Weiteren angenommen werden, dass unterschiedliche Affinitäten der Melatoninrezep-

toren MT1 und MT2 zu Melatonin für die physiologische Wirkung von Bedeutung sind. Zahlreiche 

Bindungsstudien unter Verwendung von radioaktiv markiertem Jodmelatonin konnten jedoch belegen, 

dass beide Rezeptortypen hochaffine Bindungsstellen für Melatonin mit einer Dissoziationskonstante 

von unter 200 pM aufweisen und dass sich die pharmakologischen Eigenschaften beider Rezeptor-

typen sehr ähneln [45,47,53,124]. Zudem zeigen - im Gegensatz zu eigenen Untersuchungen an 

pankreatischem Gewebe von Ratte und Mensch - neueste Befunde von Lyssenko und Mitarb. [119] an 

humanen Inseln, dass die MT1- und MT2-Rezeptoren offenbar gleich stark exprimiert werden. Auf-

grund dieser widersprüchlichen Ergebnisse zur Quantifizierung der Melatoninrezeptor-mRNA in 

humanen Inseln sind für das Verständnis der Rezeptor-mediierten Melatoninwirkung zukünftig weitere 

Untersuchungen zum Vergleich der Expression des MT1- und MT2-Rezeptors notwendig. 

Gegenwärtig ist kommerziell kein gängiger, selektiv wirkender MT1-Rezeptor-Antagonist verfügbar, um 

die Melatonineffekte über die einzelnen Rezeptortypen genauer spezifizieren zu können. Somit bleibt 

die Frage teilweise ungeklärt, welche biologische Bedeutung die Ko-Existenz zweier verschiedener 

Melatoninrezeptortypen mit möglicherweise unterschiedlichen Signalkaskaden in der pankreatischen  

β-Zelle hat. Möglicherweise spielt der MT2-Rezeptor vorwiegend in der Regulierung von Kurzzeit-Mela-

tonineffekten und der Rezeptordichte eine Rolle. Gerdin und Mitarb. [125] haben an transfizierten 

Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters gezeigt, dass eine kurzzeitige Melatonininkubation zu einer 

Internalisierung und Desensibilisierung des MT2-Rezeptors, verbunden mit einem starken Abfall der 

cAMP-senkenden Wirkung, führt - ein Effekt, der für den MT1-Rezeptor nicht nachgewiesen werden 

konnte. Somit liegt die Vermutung nahe, dass über die Regulierung der Ansprechbarkeit des MT2-Re-

zeptors die Effektivität der Melatoninwirkung an den Zielzellen innerhalb kürzester Zeit moduliert wer-

den kann. Jüngst wurden erste Liganden mit MT1-Rezeptor-Spezifität entdeckt, welche als Anta-

gonisten wirken sollen [126] - möglicherweise kann in naher Zukunft eine präzisere Zuordnung der 

Funktionalität der einzelnen Melatoninrezeptor-Isoformen realisiert werden. 

Weiterhin wird die Möglichkeit der Heterodimerbildung aus MT1- und MT2-Rezeptoren in nativem Ge-

webe in Betracht gezogen [127,128]. Ayoub und Mitarb. [127] konnten belegen, dass die Melatonin-

rezeptoren in HEK-293-Zellen bevorzugt Heterodimere ausbilden, wenn beide Rezeptortypen ko-ex-

primiert sind. In zahlreichen Organen, wie Arterien, Fettgewebe, Pankreas, Retina und dem Supra-

chiasmatischen Nukleus kommen sowohl der MT1- als auch der MT2-Rezeptor vor, was auf die Möglich-

keit der Heterodimerisierung hindeutet; in-vivo-Nachweise fehlen bisher. Zudem ist bekannt, dass 

Luzindol und 4P-PDOT eine ähnliche oder sogar höhere Affinität für MT1/MT2-Heterodimere aufweisen 

als für Homodimere [128]. Die Fähigkeit der Heterodimerbildung muss bei der Nutzung der Melatonin-
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rezeptor-Antagonisten für diese Versuche an INS1-Zellen in Betracht gezogen werden, da auch an 

diesem Zellmodell beide Rezeptortypen exprimiert sind. Die Ausbildung von Heterodimeren in der Insel 

bzw. der pankreatischen β-Zelle würde die offenbar maßgebliche Bedeutung des MT2-Rezeptors in der 

Übermittlung der Melatoninwirkung auf die Insulinsekretion trotz geringer Expression erklären. Weiter-

führende Untersuchungen sind notwendig, um Aussagen zur möglichen MT1/MT2-Heterodimerisierung 

und der physiologischen Relevanz in INS1-Zellen treffen zu können.  

 

6.3 Melatoninwirkung auf die cGMP-Signalkaskade in Pankreas, LANGERHANSschen 
 Inseln und β-Zellen 
 
6.3.1 Einfluss von Melatonin auf cGMP-Konzentrationen in INS1-Zellen 

Versuche an transfizierten HEK293-Zellen konnten belegen, dass Melatonin die cGMP-Konzentrationen 

senkt. Dieser Effekt trat lediglich bei MT2-Rezeptor-transfizierten, nicht jedoch bei MT1-Rezeptor-

transfizierten Zellen auf, was nahe legt, dass ausschließlich der MT2-Rezeptor die Melatoninwirkung 

auf die cGMP-Signalkaskade vermittelt [79]. Mit dem Nachweis des MT2-Rezeptors in pankreatischem 

Gewebe stellte sich die Frage, ob Melatonin auch in der β-Zelle die cGMP-Konzentrationen beeinflusst.  

Die Untersuchungen an INS1-Zellen belegen, dass das Indolamin die cGMP-Konzentration in Abhängig-

keit von Dosis und Inkubationszeit senkt. Diese Ergebnisse stehen in Übereinstimmung mit zahlreichen 

Studien an anderen Zellen und Organen: Melatonin in nanomolaren Konzentrationen senkt die cGMP-

Konzentrationen in Melanomzellen der Maus [78] und mikrovaskulären Endothelzellen der Ratte [80]. 

Eine Dosis-abhängige Reduktion der cGMP-Gehalte durch Melatonin konnte im Cerebellum der Rat-   

te [83], in humanen Prostata-Epithelzellen [77] und mikrovaskulären Endothelzellen der Ratte [89] 

nachgewiesen werden. Widersprüchliche Ergebnisse mit cGMP-erhöhendem Melatonin-Effekt anderer 

Studien [74,75,129] sind möglicherweise bedingt durch Spezies-, Organ-, Gewebe- oder Zell-spezi-

fische Unterschiede, circadiane Besonderheiten oder abweichende experimentelle Bedingungen. 

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Untersuchungen nachgewiesen werden, dass in der INS1-Zelle die 

cGMP-senkenden Effekte von Melatonin durch Vorinkubation mit den Melatoninrezeptor-Antagonisten 

Luzindol oder 4P-PDOT nahezu vollständig aufgehoben werden können. Das bedeutet, dass Melatonin 

seine Wirkung über Melatoninrezeptoren an der β-Zelle vermittelt, wobei mit großer Wahrscheinlich-

keit vor allem der MT2-Rezeptortyp involviert ist. Nicht allein die Untersuchungen an transfizierten 

HEK293-Zellen [79] bestätigen diese These; auch in humanen PAZ6-Adipozyten wurde bereits der 

Nachweis erbracht, dass der MT2-Rezeptor an der Senkung basaler cGMP-Konzentrationen beteiligt   

ist [64].  

Bei den Untersuchungen mit Luzindol und 4P-PDOT ist auffallend, dass diese Rezeptor-Antagonisten 

allein sowohl auf die Insulin- als auch auf die cGMP-Konzentration eine reduzierende Wirkung haben, 

wenn auch keine signifikanten Effekte wie bei einer Melatonininkubation festgestellt werden konnten. 

Es kann vermutet werden, dass diese Substanzen aufgrund ihrer Strukturverwandtschaft zu Melatonin 

ähnliche chemische und pharmakologische Eigenschaften aufweisen und somit Effekte analog zur 

Melatoninwirkung verursachen könnten. 
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Bei Säugetieren werden physiologische Plasmamelatonin-Konzentrationen von bis zu 40 pM am Tag 

und bis zu 1 nM in der Nacht erreicht. Bei der Mehrzahl der Inkubationsversuche wurde eine Mela-

toninkonzentration im nano- oder mikromolaren, und damit im supraphysiologischen, Bereich durchge-

führt. Der Einsatz höherer Konzentrationen ist geeignet, um zunächst grundlegende, messbare Mela-

tonineffekte nachzuweisen. Es muss zudem bedacht werden, dass es zu einer Anreicherung des Hor-

mons in verschiedenen Organen kommen kann, so dass lokal auch in vivo physiologische Melatonin-

konzentrationen über 1 nM erreicht werden können [130]. 

 

6.3.2 Komponenten der cGMP-Kaskade in der INS1-Zelle 

Nachdem nachgewiesen war, dass Melatonin Rezeptor-mediiert die cGMP-Konzentration in INS1-Zel-

len senkt, wurde in weiterführenden Experimenten untersucht, über welchen Mechanismus das Hor-

mon diesen Effekt vermittelt und welche Komponenten der cGMP-Signalkaskade daran beteiligt sind. 

Zunächst wurde die INS1-Zelle, die pankreatische Insel sowie das Gesamtpankreas der Ratte mittels 

molekularbiologischer Analysen hinsichtlich des Vorkommens von an der cGMP-Signalkaskade be-

teiligten Proteinen erstmals umfangreich charakterisiert. Dabei wurde auf die Betrachtung der Stick-

stoffmonoxid-Synthase(NOS)-Expression verzichtet, da das Vorkommen der NOS in der LANGERHANS-

schen Insel und der β-Zelle bereits hinreichend gut untersucht wurde: Die konstitutive, neuronale 

nNOS und die Zytokin-induzierbare, Kalzium-unabhängige iNOS wurden eindeutig in der LANGERHANS-

schen Insel und auch in der INS1-Zelle nachgewiesen [131,132]. Die ebenfalls konstitutiv gebildete 

endotheliale NOS (eNOS) kommt im endokrinen Gewebe des Pankreas, insbesondere in den β-Zellen 

vor [133]. Weiterhin konnte in anderen Studien bereits der Nachweis der Proteinkinase G in den       

β-Zelllinien BRIN-BD11 [134] und MIN6 [135] erbracht werden. Untersuchungen von Ehses und 

Mitarb. [136] konnten das Protein in der β-TC-3-Zelllinie der Maus detektieren, während der Nachweis 

in der INS1-Zelle der Ratte scheiterte. Über das Vorkommen verschiedener Isoformen der Guanylat-

zyklasen (GC), cGMP-abhängiger Phosphodiesterasen, CNG-Kanälen und MRP-Transportern im Pan-

kreasgewebe gab es bisher keine Untersuchungen.  

Die Funktion der GC wurde in bisherigen Studien hauptsächlich indirekt durch den Einsatz von Hemm-

stoffen, Aktivatoren oder Enzymaktivitätsmessungen analysiert. Lediglich in der β-Zelle der Maus 

konnte die Existenz der GC nachgewiesen werden [137], wobei unklar ist, um welche der bekannten 

Isoformen es sich handelt. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte demnach erstmals der Nach-

weis erbracht werden, dass sowohl die lösliche Form der GC als auch drei von sieben bekannten Iso-

formen der membranständigen Guanylatzyklasen - mGC A, B und C - in der INS1-Zelle exprimiert wer-

den. Im Gegensatz zu früheren Untersuchungen an der INS1-Zelle [136] zeigten RT-PCR-Versuche 

weiterhin, dass die mRNA der PKG-Isoform PKG 1 in diesem β-Zellmodell exprimiert ist. Ferner wurde 

die Expression von cGMP-abbauenden Isoformen der Phosphodiesterasen PDE 1, 2, 5, 9 und 10 in 

INS1-Zellen nachgewiesen. Die Isoformen PDE 2 und PDE 5 konnten im humanen Pankreasgewebe 

bereits in früheren Studien detektiert werden [138,139]; Untersuchungen zum Vorkommen der cGMP-

spezifischen Phosphodiesterasen direkt in der INS1-Zelle fehlten bislang. Des Weiteren wurde bei 

diesen Versuchen die Expression der mRNA beider Isoformen der cAMP-spezifischen PDE 3 - PDE 3A 

und PDE 3B - belegt. Demgegenüber stehen Ergebnisse von Ahmad und Mitarb. [140], welche an der 
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Mauszelllinie BRIN-BD11 zeigten, dass nur die Isoform PDE 3B in der β-Zelle lokalisiert ist. Es liegt die 

Vermutung nahe, dass Spezies-spezifische Unterschiede in der Expression bestehen. Auf Unter-

suchungen der Expression der so genannten Photorezeptor-PDE 6 wurde verzichtet, da diese aus-

schließlich in den Außensegmenten der Photorezeptoren vorkommt [4]. 

Bei CNG(cyclic nucleotide-gated)-Kanälen handelt es sich um Tetramere, die aus den Untereinheiten 

CNG A1, CNG A2, CNG A3, CNG A4, CNG B1 und CNG B3 in verschiedenen Kombinationsmöglichkeiten 

zusammengesetzt sein können. Einige bilden Homomere, die meisten nativen Kanäle dieser Art sind 

jedoch aus verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt [11]. Bislang gab es keine Studien zum 

Vorkommen von CNG-Kanälen in pankreatischem Gewebe oder speziell in der β-Zelle. Im Rahmen 

dieser Versuche konnte nun erstmals der Nachweis zur Expression der Untereinheiten CNG A1,      

CNG A2, CNG B1 und CNG B3 in der INS1-Zelle erbracht werden, was vermuten lässt, dass funktionelle 

CNG-Kanäle in pankreatischen β-Zellen existieren.  

Zudem wurden in der INS1-Zelle die Transkripte der MRP(multidrug resistance-associated protein)-

Transporter MRP 4, 5 und 8 detektiert, welche zyklische Nukleotide aus der Zelle transportieren kön-

nen [5-7]. Zuvor gab es hinsichtlich dieser genannten MRP-Formen lediglich Hinweise für eine MRP 5-

Expression [141] bzw. die Existenz des MRP-Transkriptes ohne nähere Isoform-Klassifizierung [142] - 

Untersuchungen, die jedoch im Pankreasgesamtgewebe durchgeführt wurden und nicht speziell an der 

LANGERHANSschen Insel oder der β-Zelle. Mit dem Nachweis von MRP 4, 5 und 8 in INS1-Zellen kann 

auch die Möglichkeit der Regulation intrazellulärer cGMP-Konzentrationen durch den Auswärtstransport 

über MRP-Transporter in der pankreatischen β-Zelle in Betracht gezogen werden. Für den second 

messenger cAMP konnte dieser Effekt nach unspezifischer Hemmung von MRP-Transportern durch 

Probenezid in eigens durchgeführten Superfusionsexperimenten bereits nachgewiesen werden [101]. 

 

6.3.3 Zur Wirkung von Melatonin auf die lösliche Guanylatzyklase und NO-Synthase 

Mit dem Nachweis der cGMP-senkenden Wirkung von Melatonin in pankreatischen β-Zellen und der 

Charakterisierung der INS1-Zelle hinsichtlich der Komponenten der cGMP-Signalkaskade konnte im 

Folgenden durch Inkubationsversuche gezeigt werden, dass die lösliche Guanylatzyklase (sGC) an der 

Vermittlung des Melatoninsignals beteiligt ist. Real-time RT-PCR-Untersuchungen belegen zudem, dass 

nach Langzeit-Melatonininkubation die Expression der sGC signifikant gesenkt wurde, während bei den 

membranständigen Isoformen des Enzyms keine Veränderungen in der Transkript-Menge auftraten. 

Zusätzlich zu diesen molekularbiologischen Untersuchungen konnte ferner nachgewiesen werden, dass 

Melatonin die durch den NO-Donator S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamin (SNAP) erhöhten cGMP-Ge-

halte senkt. Gegensätzliche Aussagen wurden nach Versuchen in humanen embryonalen Nierenzel-  

len [79] und im Cerebellum der Ratte [83] getroffen; hier führte Melatonin nicht zu einer Reduzierung 

der durch den NO-Donator Natrium-Nitroprussid (SNP) induzierten Steigerung der cGMP-Konzentra-

tion. Die Widersprüchlichkeit der eigenen Ergebnisse gegenüber Resultaten anderer Studien ist mög-

licherweise auf Abweichungen in Probenherkunft, appliziertem NO-Donator oder Inkubationszeiten zu-

rückzuführen. Inkubationsversuche unter Einsatz der spezifischen sGC-Inhibitoren ODQ und NS2028 

bestätigen jedoch die Vermutung, dass Melatonin seinen cGMP-senkenden Effekt in INS1-Zellen über 

die Modulation der sGC mediiert. 
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Neben der sGC könnten auch die membranständigen Guanylatzyklasen (mGC) als Vermittler der Mela-

toninwirkung in Erwägung gezogen werden. Allerdings konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, 

dass sich bei der Betrachtung der Isoformen mGC A, mGC B und mGC C keine Veränderungen der 

mRNA-Expression nach Melatonineinwirkung ergeben. Ebenso kam es nach Blockierung der sGC durch 

ODQ oder NS2028 nicht mehr zu einer Senkung der cGMP-Konzentration durch Melatonin. Diese Er-

gebnisse deuten darauf hin, dass Melatonin seine Wirkung über die lösliche Guanylatzyklase-Isoform - 

und nicht über die mGC - vermittelt. Übereinstimmend mit diesen Resultaten hatte die Inkubation mit 

ANP (atrial natriuretic peptide) als Aktivator der mGC keinen Effekt auf zelluläre cGMP-Konzentra-

tionen in humanen embryonalen Nierenzellen [88]. Bis heute gibt es keinerlei Hinweise für die Beteili-

gung membranständiger Guanylatzyklase-Formen in der Melatonin-mediierten Modulation von NO- 

oder cGMP-Konzentrationen. 

 

Die sGC wird vor allem durch die Bindung von NO aktiviert. Es kann vermutet werden, dass Melatonin 

die Funktion dieses Enzyms durch Einflussnahme auf die NO-Konzentration oder die NOS-Aktivität 

moduliert, wie es aus Untersuchungen an einigen anderen Gewebearten oder Zelllinien bekannt ist: 

Melatonin senkt die NO-Konzentration in Endothelzellen der Ratte [91], in kultivierten Makrophagen 

der Maus [143], in Neuroblastomzellen [144] und im Nierengewebe [145]. In den meisten Fällen wur-

den dabei die Effekte auf die NO-Konzentration nach einer Langzeit-Melatoninbehandlung von 3 bis  

48 h ermittelt. Gleichermaßen zeigen die Ergebnisse der Versuche dieser Arbeit an INS1-Zellen, dass 

Melatonin erst nach einer Inkubationszeit von 4 bzw. 24 h den NO-Gehalt senkt. Eine kurzzeitige 

Melatoningabe von 1 h hatte jedoch keinen Einfluss auf die NO-Konzentration, so dass der verringerte 

cGMP-Gehalt nicht durch Inhibierung der sGC über Hemmung der NOS erklärt werden kann. Weiterhin 

deuten die Daten darauf hin, dass die NO-reduzierende Wirkung nach Langzeit-Melatoninwirkung - im 

Gegensatz zur cGMP-Senkung - nicht Rezeptor-mediiert ist. Übereinstimmend führte der Einsatz der 

Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol und 4P-PDOT bei Versuchen an mikrovaskulären Endothel-

zellen ebenso nicht zu einer Aufhebung des NO-reduzierenden Melatonin-Effektes [80,82]. Ein nicht 

Rezeptor-mediierter Effekt lässt sich durch die beschriebene direkte Interaktion von Melatonin mit NO 

erklären. Es ist bekannt, dass die Konzentrationen der stabilen Endprodukte des biologisch aktiven, 

unstabilen Radikals NO - Nitrit und Nitrat - durch Inkubation mit dem Indolamin direkt gesenkt wer-

den [146]. Zudem wurden Nitrosierungsreaktionen und scavenger-Wirkungen von Melatonin beschrie-

ben, die eine Reduzierung der freien NO-Konzentrationen nach sich ziehen [147,148]. Ferner zeigen 

die Ergebnisse der Versuche im Rahmen dieser Arbeit, dass die NO-senkende Wirkung von Melatonin 

durch Blockade der NOS aufgehoben werden kann, was darauf hindeutet, dass bei längerer Inkuba-

tionszeit offensichtlich auch dieses Enzym in der Übermittlung des Melatoninsignals auf die NO-Kon-

zentration beteiligt ist. Zahlreiche Studien bestätigen diesen Befund an anderen Organen, Geweben 

und Zelllinien [83,85,150-152]. Möglicherweise spielen sowohl die NOS-vermittelte Wirkung als auch 

die Rezeptor-unabhängige, direkte Reaktion mit NO eine Rolle hinsichtlich des Einflusses von Mela-

tonin auf die cGMP-Kaskade bei Langzeit-Stimulationen. 

Im Gegensatz zur Beteiligung der NOS an Langzeit-Melatonin-Effekten auf die NO-Konzentration wur-

de der Einfluss dieses Enzyms auf die cGMP-senkende Wirkung in Kurzzeit-Experimenten nicht be- 
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legt. Demgegenüber konnte in anderen Studien auch bei kurzer Inkubationszeit von 10 bis                      

30 min [83,85,149] oder der Applikation verschiedener Melatoninkonzentrationen über mehrere Stun-

den [151,152] eine Hemmung der NOS-Aktivität festgestellt werden. Dabei wurde jedoch die Auswir-

kung der veränderten NOS-Aktivität auf die cGMP-Konzentrationen nicht betrachtet. Die Ergebnisse 

dieser Versuche an INS1-Zellen belegen, dass Melatonin cGMP über den Einfluss der sGC senkt; ein 

vorgeschalteter Effekt über die Regulation der NO-Gehalte oder NOS-Aktivität konnte jedoch in Bezug 

auf die Kurzzeit-Experimente ausgeschlossen werden. Möglicherweise würde eine längere Inkubations-

zeit mit Melatonin zu einer verstärkten Senkung der cGMP-Konzentrationen in INS1-Zellen führen, 

indem - durch Inhibieren der NOS verursacht - reduzierte NO-Gehalte den Effekt einer Hemmung der 

cGMP-Produktion durch den reduzierten Ko-Faktor der sGC intensivieren. Zur Klärung dieser Frage-

stellung sind Folgeuntersuchungen zur Melatoninwirkung auf die cGMP-Konzentration bei Langzeit-

Melatoninstimulation notwendig. 

Neben der Bindung von NO an die prosthetische Gruppe der Guanylatzyklase als entscheidendes Stell-

glied zur Regulierung der Enzymaktivität werden weitere Möglichkeiten zur Steuerung der Guanylat-

zyklase-Aktivität diskutiert: Die Genexpression des Enzyms kann durch transkriptionelle und posttrans-

kriptionelle Faktoren beeinflusst werden, wie etwa durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und second 

messenger-Systeme [153]. Die Phosphorylierung der GC durch die PKA, PKC oder PKG, Protein-

Protein-Interaktionen sowie der Einfluss verschiedener Substrate oder Reaktionsprodukte, wie Ca2+, 

ATP, GTP, cGMP oder Mg2+ sind Möglichkeiten der posttranslationellen Regulierung des Enzyms in 

unterschiedlichen Zelllinien oder Geweben [154]. Zu alternativen Regulationsmechanismen neben der 

Bindung von NO an die sGC im Pankreas gibt es bisher keine Studien. Diese Untersuchungen an der 

INS1-Zelle konnten bei 1-stündiger Inkubationszeit den Einfluss der sGC, nicht jedoch der NO-Kon-

zentration oder NOS-Aktivität, in der Melatonin-mediierten Senkung der cGMP-Gehalte nachweisen. 

Aus diesem Grund muss in Betracht gezogen werden, dass andere, NO-unabhängige Prozesse, für 

diesen Effekt verantwortlich sind. Beispielsweise ist bekannt, dass die Phosphorylierung der sGC durch 

die PKA zu gesteigerter Enzymaktivität führt [155,156]. Somit könnte die Hemmung der cAMP-Signal-

kaskade einschließlich der PKA durch Melatonin für eine reduzierte Aktivität der sGC verantwortlich 

sein. 

Des Weiteren deuten Ergebnisse von Untersuchungen am Rattenherz darauf hin, dass eine enge Ver-

knüpfung der cAMP- und cGMP-Signalkaskade in der Vermittlung des Melatoninsignals vorliegt: In 

jüngsten Studien wurde gezeigt, dass die Blockade der NOS und der sGC zu einer Aufhebung des 

cAMP-senkenden Melatonin-Effektes führt [157]. In wie weit ein solches Zusammenspiel der beiden 

Signaltransduktionswege auch in pankreatischen β-Zellen bei Melatonin-mediierten Effekten von Be-

deutung ist, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

 

6.3.4 Untersuchungen an Pankreata von Tier und Mensch 

Melatoninrezeptor-knockout-Mäuse sind als Tiermodell für Studien zu Rezeptor-mediierten Melatonin-

Effekten bereits etabliert [46,49,115,116-118]. Die Erkenntnis, dass Melatonin die sGC-Expression in 

pankreatischen β-Zellen senkt und die cGMP-Konzentration über die Modulation der sGC-Aktivität re-

duziert wird, führte zu der Annahme, dass ein Melatoninrezeptor-knockout zu Veränderungen der 
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cGMP-Signalkaskade im Pankreas führen könnte. Die molekularbiologischen Untersuchungen der vor-

liegenden Arbeit konnten zeigen, dass die Expression der sGC bei knockout des MT2-Rezeptors bzw. 

beider Melatoninrezeptoren sowohl in Pankreata von Tag- und Nachttieren als auch direkt in LANGER-

HANSschen Inseln signifikant erhöht ist. Anhand dieser Ergebnisse konnte erneut bestätigt werden, 

dass Melatonin Rezeptor-mediiert Einfluss auf die cGMP-Transduktionskaskade nimmt und dass offen-

sichtlich vor allem der MT2-Rezeptor an der cGMP-senkenden Wirkung von Melatonin beteiligt ist. Da-

mit werden die Resultate aus batch-Inkubationsversuchen der β-Zelllinie auch mit Untersuchungen am 

Tiermodell ergänzt.  

Zusätzlich wurden erstmals auch Aussagen zu möglichen Tag-Nacht-Unterschieden in der Expression 

von Guanylatzyklasen in LANGERHANSschen Inseln und Gesamtpankreata von Ratten und Mäusen ge-

troffen. Bereits Daten früherer Studien konnten nachweisen, dass einige Komponenten der cGMP-Sig-

nalkaskade Schwankungen der Aktivität in Abhängigkeit von der Tageszeit aufweisen: Sowohl bei der 

cGMP-Konzentration und der GC-Aktivität als auch in der Aktivität der cGMP-abhängigen Phospho-

diesterasen und der Proteinkinase G sind Veränderungen im 24h-Tagesrhythmus zu erken-             

nen [75,158]. In Ergänzung zu diesen Erkenntnissen an anderen Spezies, Organen und Geweben 

konnten die Ergebnisse der Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit belegen, dass die sGC-mRNA in 

Abhängigkeit vom Zeitpunkt der Pankreas- oder Inselgewinnung von Ratten bzw. Mäusen unterschied-

lich stark exprimiert ist: In Inseln der Wistar-Ratte zeigte sich nachts gegenüber den Werten der Tag-

tiere eine signifikant verringerte Expression der sGC-mRNA. Es kann vermutet werden, dass die nachts 

stark erhöhte Melatoninfreisetzung zur Supprimierung der sGC-Transkripte führt, wie es auch in vitro 

nach Langzeit-Melatonininkubation bei INS1-Zellen der Fall war. Dagegen konnte in Gesamtpankreata 

von Wildtyp-Mäusen beim Tag-Nacht-Vergleich kein Unterschied in der sGC-Expression festgestellt 

werden. Die Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse liegt vermutlich an Spezies-spezifischen Be-

sonderheiten. Des Weiteren muss bedacht werden, dass bei den Wildtyp-Mäusen im Tag-Nacht-Ver-

gleich ausschließlich Gesamtpankreata betrachtet werden konnten, während bei dem Rattenmodell 

separierte LANGERHANSsche Inseln zur Verfügung standen. Somit beziehen sich die Resultate der Unter-

suchungen an WR-Ratten allein auf das endokrine Pankreasgewebe, während bei den Mausversuchen 

ebenso exokrine Anteile der Bauchspeicheldrüse analysiert wurden. Studien direkt an frisch separierten 

β-Zellen der Tiermodelle waren im Rahmen dieser Arbeit nicht realisierbar, jedoch ist die Möglichkeit 

der Beschränkung ausschließlich auf den endokrinen Gewebeanteil gegenüber der Nutzung des Ge-

samtpankreas für Fragestellungen zur Insulin-produzierenden β-Zelle von Vorteil. Auch wenn LANGER-

HANSsche Inseln zu 70 bis 90 % aus β-Zellen bestehen, kann anhand dieser Versuche am Tiermodell 

nicht eindeutig geklärt werden, ob es sich bei diesen Ergebnissen um β-Zell-spezifische Charakteristika 

handelt. Möglicherweise treten auch bei A-, D- oder Pankreas-Polypeptid-sezernierenden PP-Zellen der 

Inseln Unterschiede in der sGC-mRNA-Expression auf, die sich bei Untersuchungen auf Inselebene 

wiederspiegeln.  

Weiterführende Versuche unter Synchronisation der INS1-Zellen mittels Serumschock bzw. knockdown 

der einzelnen Melatoninrezeptoren sollen Aufschluss über eine mögliche circadiane Rhythmik der 

cGMP-Kaskade sowie die Bedeutung der Melatoninrezeptoren MT1 und MT2 für die Synchronisation 

circadianer Prozesse speziell in der pankreatischen β-Zelle geben.  
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Neben den beschriebenen molekularbiologischen Untersuchungen der sGC-mRNA konnte zusätzlich 

festgestellt werden, dass in LANGERHANSschen Inseln der Wistar-Ratte - im Unterschied zu den mem-

branständigen Guanylatzyklase-Isoformen mGC A und mGC C - auch die mGC B nachts deutlich 

geringer exprimiert ist als am Tag. Die Ursache und Bedeutung dieses Tag-Nacht-Unterschiedes ist 

bislang ungeklärt. Studien zur Rhythmizität der cGMP-Konzentrationen bzw. GC-Aktivität in pankrea-

tischem Gewebe lagen bisher nicht vor. Ergebnisse von Versuchen in anderen Organen sind rar; sie 

sind ausschließlich beim Hamster durchgeführt wurden und von widersprüchlichen Aussagen gekenn-

zeichnet: Im SCN wurden nur tagsüber maximale cGMP-Konzentrationen gemessen [158], während in 

der Retina auch bei Dunkelheit hohe cGMP-Gehalte nachgewiesen werden konnten [75]. Weitere Stu-

dien zur rhythmischen Aktivität von Komponenten der cGMP-Signalkaskade, dessen Ursache und 

physiologischer Wirkung sind erforderlich um aussagekräftige Kenntnisse zu erlangen.  

 

Frühere Studien belegen einen engen Zusammenhang zwischen der Melatonin- und Insulinsekretion. 

Die Daten deuten darauf hin, dass Melatonin Einfluss auf die Diabeteserkrankung und damit asso-

ziierte metabolische Störungen nimmt. Die Quantifizierung der GC-Expression in pankreatischen Inseln 

Typ2-diabetischer GK-Tiere im Vergleich zu stoffwechselgesunden WR-Ratten konnte Unterschiede 

aufzeigen: GK-Tiere weisen gegenüber stoffwechselgesunden WR-Ratten ständig deutlich erhöhte 

Blutglukosekonzentrationen und bei Dunkelheit eine signifikant verstärkte Insulinsekretion bei 

niedrigeren Melatonin-Plasmawerten auf [96]. Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte real-time PCR-

Untersuchungen konnten zeigen, dass nachts die mRNA-Expression in Inseln Typ2-diabetischer Tiere 

gegenüber WR-Ratten bei allen in der pankreatischen Insel exprimierten GC-Isoformen erhöht ist. 

Ferner ist die mGC C-mRNA bei GK-Ratten in Inseln von Tag- und Nachttieren deutlich erhöht. Es 

konnte zudem gezeigt werden, dass die Expression der sGC sowie der mGC B bei Typ2-diabetischen 

Ratten gegenüber WR-Ratten hinsichtlich der Tag- und Nachttiere genau entgegensetzte Werte auf-

weist. Diese Ergebnisse ergänzen frühere Untersuchungen zum Zusammenhang von Melatonin und 

Typ2-Diabetes [36]. 

Zusätzlich zum Tag-Nacht-Vergleich wurde im Rahmen dieser Untersuchungen die Expression der sGC 

als offenbar bedeutende GC-Isoform in der Übermittlung der Melatoninwirkung an Pankreata von WR- 

und GK-Ratten verglichen, welche 9 Wochen Melatonin oder als Kontrollgruppe äquimolare Mengen 

Ethanol über das Trinkwasser aufgenommen hatten. Die Ergebnisse zeigen Ähnlichkeiten mit den Ver-

suchen an Inseln von WR- und GK-Ratten, welche am Tag oder in der Nacht separiert wurden. In bei-

den Fällen wurde bei hohen Melatoninkonzentrationen - natürlicherweise nachts auftretend oder nach 

Melatoninsubstitution - eine erniedrigte sGC-Expression bei WR-Ratten festgestellt. Dies bestätigt die 

Vermutung, dass nächtliche Veränderungen der sGC-Expression offensichtlich assoziiert sind mit natür-

licherweise hohen Melatoninwerten. Des Weiteren zeigten Daten zur Expression des MT2-Rezeptors im 

Pankreas, dass bei WR-Ratten die MT2-mRNA nach Melatoningabe im Vergleich zur Kontrollgruppe 

signifikant aufreguliert ist und dass dieser Effekt bei GK-Ratten in umgekehrter Weise auftritt. Mit dem 

Wissen, dass Melatonin seine hemmende Wirkung auf die cGMP-Signalkaskade offensichtlich über den 

MT2-Rezeptor vermittelt, kann vermutet werden: Die Melatoningabe führt im Pankreas von WR-Ratten 

zur Aufregulierung des MT2-Rezeptors und konsekutiv zur verstärkten Inhibierung der sGC-Expression; 
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umgekehrt ist die verringerte MT2-Rezeptor-Expression bei GK-Tieren von einer erhöhten sGC-Expres-

sion begleitet. 

 

Zunehmend wurden in der Vergangenheit auch Patientendaten in Untersuchungen zur Bedeutung von 

Melatonin auf die pankreatische β-Zelle einbezogen, wodurch ein Brückenschlag zwischen experi-

mentellen und klinischen Befunden hergestellt werden konnte. In Übereinstimmung mit GK-Ratten 

weisen Typ2-diabetische Patienten erhöhte Glukose- und Insulin-Plasmakonzentrationen bei gleich-

zeitig erniedrigten Melatoningehalten auf [96]. Des Weiteren konnte das humane Pankreas und die 

LANGERHANSsche Insel hinsichtlich des Melatoninrezeptor-Status bei Stoffwechselunauffälligen und 

Typ2-Diabetikern charakterisiert werden. Sowohl der MT1- als auch der MT2-Rezeptor ist im Pankreas 

exprimiert und bei Typ2-diabetischen Patienten signifikant erhöht, was vermutlich auf Kompensations-

mechanismen bei geringen Melatoninplasmawerten zurückzuführen ist [56,104]. Es ist bekannt, dass 

mit steigendem Alter die Melatoninkonzentration im Plasma sinkt und das Erkrankungsrisiko für Typ2-

Diabetes zunimmt. Möglicherweise ist der gestörte Glukose- und Insulinhaushalt bei Typ2-Diabetikern 

unter anderem auf eine verminderte Insulin-senkende Wirkung des Melatonins in der pankreatischen 

β-Zelle zurückzuführen. 

Interessanterweise zeigen jüngste Ergebnisse genomweiter Assoziationsstudien, dass MT2-Rezeptor-

Genvarianten mit erhöhter Nüchtern-Blutglukose sowie verminderter β-Zellfunktion einhergehen 

können [159]. Des Weiteren wurde bekannt, dass bestimmte, häufig auftretende SNPs (single nucleo-

tide polymorphisms) in diesem Genlokus mit einem erhöhten Typ2-Diabetes-Risiko assoziiert          

sind [120,159,160]. Träger dieses Risiko-Allels weisen ebenso wie Typ2-Diabetiker eine erhöhte MT2-

Rezeptor-Expression in pankreatischen Inseln auf [56,104,119]. Die Daten bestätigen die Kenntnisse 

zum Einfluss von Melatonin sowie zur Bedeutung des MT2-Rezeptortyps in der Regulierung der Insulin-

sekretion. Es werden auch therapeutische Ansätze zur Behandlung und Medikation bei Typ2-Diabeti-

kern, wie beispielsweise die Blockade der MT2-Rezeptoren, diskutiert [119]. 

Ergänzend zu den Expressionsuntersuchungen bei WR- und GK-Ratten wurde im Rahmen dieser Arbeit 

zusätzlich die mRNA der sGC - als offenbar bedeutende Isoform im Zusammenhang von Melatonin mit 

dem cGMP-Signalweg - in Pankreata stoffwechselunauffälliger und Typ2-diabetischer Patienten quanti-

fiziert. Voruntersuchungen mittels PCR und Restriktionsanalyse konnten erstmals nachweisen, dass 

sowohl die α2- als auch die β1-Untereinheit der löslichen Guanylatzyklase im humanen Gesamt-

pankreas und der LANGERHANSschen Insel exprimiert sind. Bislang konnte lediglich die Existenz der 

membranständigen Isoform mGC C im Pankreasgesamtgewebe [161] oder dem exokrinen Gewebe-

anteil [162] nachgewiesen werden. Beim Vergleich der sGC-Expression zwischen stoffwechselunauf-

fälligen und Typ2-diabetischen Patienten konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 

Im Gegensatz zu den Versuchen an WR- und GK-Ratten war hierbei eine Aufschlüsselung der Er-

gebnisse in Tag- und Nachtwerte bzw. Untersuchungen direkt an LANGERHANSschen Inseln nicht mög-

lich. Studien zur Untersuchung von cGMP-Konzentrationen im Plasma des Menschen konnten zeigen, 

dass cGMP eine circadiane Rhythmizität mit hohen Werten in der Nacht aufweist und dass eine Mela-

toninapplikation die cGMP-Konzentration im humanen Plasma erhöht [163,164]. Möglicherweise er-

geben sich bei Typ2-diabetischen Patienten aufgrund geringerer Plasma-Melatoninkonzentrationen 
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Veränderungen in der rhythmischen Sekretion von cGMP aus pankreatischem Gewebe, die bei einer 

zusammenfassenden Auswertung von Tag- und Nachtwerten der Patienten nicht sichtbar werden. 

Weiterhin muss bedacht werden, dass es sich bei dem hier untersuchten Patientenmaterial um sehr in-

homogenes Gewebe handelt, wodurch zahlreiche weitere Parameter, wie Anzahl und Größe der Inseln 

oder Grad der Fibrosierung bzw. Entzündung [104], Einfluss auf die Ergebnislage nehmen können 

(siehe Abschnitt 6.1).  

Neben Studien zum Melatonin- und Glukosestoffwechsel bei Typ2-diabetischen Ratten und Patienten 

sollen zukünftig auch Untersuchungen zu Veränderungen bei Typ1-Diabetes eine Rolle spielen. Zu-

sätzlich zu Versuchen an Ratten mit Streptozotozin-induziertem Typ1-Diabetes [98] sollen Erhe-

bungen an spontan-diabetischen LEW.1AR1-iddm-Ratten sowie Plasmauntersuchungen unbehandelter 

Patienten mit Typ1-Diabetes im Tagesprofil einbezogen werden.  

 

6.4 Zur Bedeutung des cGMP für die Insulinsekretion 

In Kenntnis, dass Melatonin die cGMP-Konzentration in pankreatischen β-Zellen senkt, kam die Frage 

auf, ob durch diesen Effekt die Insulinsekretion beeinflusst wird. Bisherige Untersuchungen zur Be-

teiligung der NO/cGMP-Signalkaskade in der Regulation der Insulinsekretion lieferten widersprüchliche 

Resultate [14-16,18-20,22,24]. Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Inkubationsversuche mit INS1-

Zellen unter Verwendung des membrangängigen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP konnten den Nachweis 

erbringen, dass cGMP die Insulinfreisetzung in Abhängigkeit von der Dosis erhöht. In Übereinstim-

mung zeigten Ergebnisse von Tsuura und Mitarb. [22] eine signifikante Erhöhung der Insulinsekretion 

durch das ebenfalls membrangängige Dibutyryl-cGMP in Inseln der Ratte. Auch an einer β-Zelllinie der 

Maus konnte belegt werden, dass bromiertes cGMP eine leicht verstärkende Wirkung auf die Insulin-

freisetzung hat [14]. Zudem haben Smukler und Mitarb. [24] am Modell der INS1-Zelle nachgewiesen, 

dass der Einsatz von NO-Donatoren zur Erhöhung der NO-Konzentration - und damit vermutlich auch 

der cGMP-Bildung - mit einer deutlichen Erhöhung der Insulinsekretion einhergeht.  

Umgekehrt kann aus diesen Ergebnissen gefolgert werden, dass die Senkung der cGMP-Konzentration 

durch Melatonin vermutlich mit einer Hemmung der Insulinsekretion verbunden ist. Die Ergebnisse 

sprechen dafür, dass Melatonin über die cGMP-Signalkaskade ebenso einen Insulin-senkenden Effekt 

vermittelt, wie es bei der bekannten Wirkung über den cAMP-Signalweg der Fall ist. Um mögliche 

Mechanismen der Melatoninwirkung auf die Insulinsekretion durch Senkung der cGMP-Konzentra-

tionen aufzudecken, wurden weiterführend Untersuchungen über die mögliche Beteiligung der Protein-

kinase G (PKG) als bedeutender Bestandteil der cGMP-Signaltransduktionskade durchgeführt. Obwohl 

die Existenz der PKG im Pankreas und auch speziell in pankreatischen β-Zellen der Maus bekannt ist, 

gab es bislang keine Hinweise auf die Bedeutung des Proteins für die Insulinsekretion. Die Daten bele-

gen, dass die Blockade der PKG bei gering erhöhter cGMP-Konzentration die Insulin-erhöhende cGMP-

Wirkung nicht beeinflusst; bei höherem cGMP-Gehalt die Blockade der PKG jedoch zur Hemmung der 

cGMP-mediierten Insulinsteigerung führt. Es kann daher vermutet werden, dass die PKG erst bei 

höheren cGMP-Konzentrationen aktiviert wird und an der Signaltransduktion der cGMP-Kaskade be-

teiligt ist. Untersuchungen unter Einsatz weiterer 8-Br-cGMP-Konzentrationen könnten diese Ergeb-

nisse verifizieren. 
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Neben der Aktivierung der PKG sind CNG-Kanäle Effektorproteine des cGMP zur Regulation verschie-

dener zellulärer und physiologischer Prozesse. Die Funktionalität und Bedeutung dieser Kanäle ist vor 

allem in olfaktorischen Zellen und in Photorezeptoren der Retina hinreichend untersucht [11,12]. CNG-

Kanäle sind jedoch nicht nur auf sensorische Zellen beschränkt, sondern wurden inzwischen auch in 

Hippocampus, Herz, Testis, Niere, Kolon, Lunge und Endothelzellen nachgewiesen [165,166]. Mit dem 

Nachweis der mRNA von CNG-Kanal-Untereinheiten in der INS1-Zelle stellte sich die Frage, ob CNG-

Kanäle als Komponenten des cGMP-Transduktionsweges auch hinsichtlich der Signalkaskade zur 

Insulinfreisetzung von Bedeutung sind. Die Ergebnisse dieser Inkubationsversuche belegen, dass in 

INS1-Zellen offensichtlich ein funktionell aktiver Kanal existiert, da die spezifische Blockade des CNG-

Kanals mit L-cis-Diltiazem zu einer signifikanten Senkung der Insulinsekretion führte. Zudem wurde 

durch Blockade der CNG-Kanäle der Insulin-steigernde Effekt von 8-Br-cGMP aufgehoben. Aus diesen 

Befunden kann gefolgert werden, dass CNG-Kanäle auch Teil der Insulinsekretionskaskade sind und 

speziell bei Vermittlung der Insulin-steigernden Wirkung von cGMP eine Rolle spielen.  

Interessanterweise zeigten Ergebnisse von Zellexperimenten und real-time RT-PCR-Untersuchungen 

weiterhin, dass eine Langzeit-Inkubation mit Melatonin zur Dosis-abhängigen Senkung der mRNA-Ex-

pression des CNG-Kanals führt. Es kann angenommen werden, dass dies ein downstream-Effekt ver-

minderter cGMP-Konzentrationen durch Melatonin ist, welcher folglich zu Änderungen in der Insulin-

freisetzung führt. Mit diesen Ergebnissen wurden erstmals Aussagen zum Vorkommen von CNG-

Kanälen in INS1-Zellen, zu deren Beteiligung an der Insulinsekretionskaskade und zum Einfluss von 

Melatonin auf diese Kanäle getroffen. CNG-Kanäle werden direkt durch Bindung von cGMP oder cAMP 

geöffnet, wenn cGMP auch in einigen Geweben, wie beispielsweise der Retina, ein wirksamerer Ago-

nist ist als cAMP [167]. Somit kann der Einfluss auf die mRNA-Expression des CNG-Kanals ebenso aus 

der Melatonin-mediierten Inhibierung des cAMP-Signalweges resultieren.  

Bei der Wertung der Ergebnisse muss jedoch bedacht werden, dass die Transkripte der CNG-Kanal-

Untereinheiten lediglich in der INS1-Zelle detektiert werden konnten, nicht jedoch in Insel oder Pan-

kreas der Ratte. Möglicherweise ist das Expressionsniveau zu gering um auch in Inseln oder Pankreata 

detektiert werden zu können. Zum Vorkommen von CNG-Kanälen in nativen β-Zellen, zum Verständnis 

der Funktionalität dieser Kanäle in der Insulinsekretion sowie zum Einfluss von Melatonin auf diese 

Proteine sind weiterführende Untersuchungen notwendig. 

 

6.5 Vorstellungen über die Signalwege des Melatonins in der pankreatischen β-Zelle 

Die Rezeptor-mediierten Effekte von Melatonin auf die Insulinfreisetzung konnten in den vergangenen 

Jahren weitreichend charakterisiert werden. Erste Untersuchungen erbrachten den Nachweis, dass 

Melatonin sowohl in isolierten Inseln neonater oder adulter Ratten als auch in INS1-Zellen zur Senkung 

der Forskolin-stimulierten Insulinsekretion führt. Diese Wirkung wird über die Hemmung der Adenylat-

zyklase/cAMP-Signaltransduktionskaskade vermittelt, verbunden mit einer Senkung der PKA-Aktivi-   

tät [13,95,100,101]. Die Aufhebung des Melatonineffektes durch den Melatoninrezeptor-Antagonisten 

Luzindol sowie durch Pertussistoxin als Blocker der α-Untereinheit inhibitorischer, G-Protein-gekoppel-

ter Rezeptoren konnten belegen, dass das Hormon seine Insulin-senkende Wirkung über Rezeptoren 

mediiert [100,101,103]. Weiterhin erbrachten Untersuchungen an INS1-Zellen den Nachweis für die 
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Beteiligung der IP3-Signalkaskade in der Vermittlung der Melatoninwirkung: Melatonin verstärkt Rezep-

tor-mediiert die IP3-Freisetzung, einhergehend mit Erhöhung der Kalzium-Konzentration durch Liberali-

sierung aus intrazellulären Speichern und Steigerung der Insulinsekretion. Dabei findet im Unterschied 

zum Adenylatzyklase-cAMP-System, bei dem eine 6- bis 8-stündige Inkubation mit Melatonin voraus-

gehen muss um Effekte zu erkennen, eine schnelle und rasch vorübergehende Aktivierung statt. Die 

Senkung von cAMP und die Erhöhung der IP3-Freisetzung stellen gegensätzliche Signale für die Insu-

linfreisetzung dar. Die Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass die hemmende Wirkung von Melato-

nin auf die cAMP-Kaskade und somit die Senkung der Insulinfreisetzung überwiegt [102,103].   

Ergänzend zu Untersuchungen des cAMP- und IP3-Weges wurde im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung 

von Melatonin auf die cGMP-Transduktionskaskade als dritten bedeutenden Signalweg in Zellen unter-

sucht. In Abbildung 32 sind die Vorstellungen der Melatoninwirkung über die cGMP-Kaskade in der 

pankreatischen β-Zelle schematisch dargestellt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Melatonin 

cGMP Rezeptor-mediiert senkt, wobei offenbar der MT2-Rezeptor-Isoform eine größere Bedeutung zu-

kommt als dem MT1-Rezeptortyp. Dieser cGMP-senkende Effekt wird über die Hemmung der löslichen 

Guanylatzyklase vermittelt. Bei länger andauernder Melatoninwirkung kommt es zur Rezeptor-unab-

hängigen Reduzierung der NO-Konzentration über Hemmung der NOS. Weiterhin konnte nachge-

wiesen werden, dass cGMP unter Beteiligung von CNG-Kanälen und der PKG die Insulinsekretion 

stimuliert. Es ist demnach davon auszugehen, dass Melatonin durch Senkung der cGMP-Konzentration 

die Insulinsekretion hemmt und damit synergistisch zur Insulin-hemmenden Wirkung über die cAMP-

Signalkaskade wirkt.  

Offen bleiben die Fragen nach der physiologischen Bedeutung der Melatoninwirkung über drei ver-

schiedene second-messenger-Syteme und der Beteiligung unterschiedlicher Rezeptortypen an der Ver-

mittlung des Melatoninsignals. Möglicherweise gibt es Unterschiede in Abhängigkeit von der Tages-

periodik, Dauer der Melatoninwirkung oder der Intensität des Einflusses auf die Insulinfreisetzung. Es 

ist bekannt, dass Melatonin über den MT2-Rezeptor nicht nur Einfluss auf die cGMP-, sondern auch auf 

die cAMP-Signalkaskade nimmt [13,88]. Da in der INS1-Zelle sowohl die Senkung der cAMP- als auch 

der cGMP-Konzentration zu einer Hemmung der Insulinsekretion führt, liegt die Vermutung nahe, dass 

beide Signalkaskaden funktionell eng miteinander in Verbindung stehen. 

Schließlich muss auch in Betracht gezogen werden, dass weitere, bisher nicht untersuchte Signalwege 

in die Mediierung des Melatonineffektes auf die Insulinsekretion der pankreatischen β-Zelle involviert 

sind. Neueste Daten weisen beispielsweise auf die MT1-Rezeptor-mediierte Tyrosinphosphorylierung 

des Insulin-like-growth-factor(IGF)-Rezeptors und des Insulin-Rezeptors in pankreatischen Inseln hin. 

Darüber hinaus wird sowohl der PI3-Kinase/Akt-Signalweg als auch die MEK/ERK-Transduktionskas-

kade durch Melatonin aktiviert, wodurch das Indolamin Einfluss auf Zellproliferation, -wachstum und -

differenzierung nehmen könnte [168]. Zudem bleibt bislang unklar, ob Melatonin auch Einfluss auf den 

Auswärtstransport von cAMP oder cGMP über MRP-Transporter bzw. den Abbau der second messenger 

durch Phosphodiesterasen nimmt.  

Obwohl einige Fragen offen bleiben, konnten die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Unter-

suchungen die Kenntnis zu Melatonin-assoziierten Signaltransduktionsmechanismen in der pankrea-

tischen β-Zelle erweitern. Sowohl Inkubationsversuche an INS1-Zellen als auch die Einbeziehung von 
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Inseln und Pankreata verschiedener Tiermodelle und humanem Pankreasgewebe wurden unter Ver-

wendung unterschiedlichster Untersuchungsmethoden die Bedeutung des MT2-Rezeptors und der 

Melatoninwirkung auf die cGMP-Signalkaskade in pankreatischen β-Zellen sowie Effekte des Indol-

amins auf die Insulinsekretion aufgezeigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

 

 

Abb. 32: Vorstellungen über den Einfluss von Melatonin auf die cGMP-Signalkaskade und die Insulinsekretion in 
der pankreatischen β-Zelle. ATP, Adenosintriphosphat; cAMP, zyklisches 3`-5`Adenosinmonophos-
phat; cGMP, zyklisches 3`-5`-Guanosinmonophosphat; CNG, cyclic nucleotide-gated; GTP, Guanosintri-
phosphat; MRP, multidrug resistance-associated protein; MT, Melatonin; MT1/2, Melatoninrezep-      
tor 1/2; NO, Stickstoffmonoxid; NOS, Stickstoffmonoxid-Synthase; PDE, Phosphodiesterase; PKA, 
Proteinkinase A; PKG, Proteinkinase G; sGC, lösliche Guanylatzyklase. 
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7 Zusammenfassung  

Diabetes mellitus und damit einhergehende schwerwiegende Spätkomplikationen gehören weltweit zu 

den häufigsten Erkrankungen und Todesursachen. In Deutschland leiden derzeit etwa sechs Millionen 

Menschen an Typ2-Diabetes; es wird von einer Dunkelziffer an Erkrankungen in Millionenhöhe ausge-

gangen. Damit gewinnt die Forschung zu Ätiologie, Prävention sowie diagnostischer und therapeu-

tischer Behandlungsmöglichkeiten des Diabetes mellitus und seiner akuten und chronischen Komplika-

tionen zunehmend an Bedeutung. 

In den letzten Jahrzehnten konnten zahlreiche in vitro- und tierexperimentelle Untersuchungen sowie 

die Einbeziehung von Patientendaten den Nachweis zum Einfluss von Melatonin auf die Insulin-

sekretion, den Kohlenhydratstoffwechsel, Mechanismen der Signaltransduktion in der pankreatischen 

β-Zelle und Veränderungen bei diabetischer Stoffwechsellage erbringen. 

 

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche Bedeutung der cGMP-Signalkaskade und dem MT2-

Rezeptor in der Vermittlung der Melatoninwirkung auf die Insulinsekretion zukommen. Inkubations-

versuche mit Glukose-responsiven, Insulin-produzierenden Ratten-Insulinoma-Zellen (INS1) als Modell 

der pankreatischen β-Zelle und Einsatz des unspezifischen Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol 

sowie des MT2-Rezeptor-spezifischen Antagonisten 4P-PDOT (4-Phenyl-2-propionamidotetralin) konn-

ten erstmalig belegen, dass - neben dem MT1-Rezeptor - auch der MT2-Rezeptor an der Melatonin-

mediierten Senkung der Insulinsekretion beteiligt ist.  

 

Weiterhin wurde der Nachweis erbracht, dass Melatonin nicht nur Einfluss auf die cAMP- und IP3-Sig-

nalkaskade in pankreatischen β-Zellen nimmt, sondern ebenso die cGMP-Konzentration in Abhängig-

keit von Dosis- und Inkubationszeit senkt. Zellinkubationsversuche mit Melatoninrezeptor-Antagonisten 

zeigten, dass dieser Effekt mit großer Wahrscheinlichkeit über den MT2-Rezeptor mediiert wird.  

 

Für spezielle Untersuchungen zur Melatoninwirkung auf die cGMP-Signalkaskade wurden Pankreata, 

LANGERHANSsche Inseln sowie INS1-Zellen zunächst hinsichtlich der Komponenten dieses Trans-

duktionsweges charakterisiert. RT-PCR- und Restriktionsanalysen konnten erstmals den Expressions-

nachweis der löslichen Guanylatzyklase (sGC) sowie der membranständigen Guanylatzyklase-Isofor-

men mGC A, B und C erbringen. Ferner wurde die Expression der Proteinkinase-Isoform PKG 1 und 

der cGMP-abbauenden Phosphodiesterasen-Isoformen PDE 1, 2, 5, 9 und 10 sowie der cGMP-re-

gulierten, cAMP-spezifischen PDE 3 nachgewiesen. Zudem konnten Untereinheiten von cGMP-ge-

steuerten CNG(cyclic nucleotide-gated)-Kanälen und cGMP-transportierenden multidrug resistance-

associated-Proteinen MRP 4, 5 und 8 detektiert werden. 

 

Ergebnisse von real-time RT-PCR-Untersuchungen an INS1-Zellen zeigten erstmals, dass die Expres-

sion der sGC, nicht aber die der mGC-Isoformen, nach Langzeit-Melatonininkubation Dosis-abhängig 

gesenkt wird. Inkubationsversuche unter Einsatz des Stickstoffmonoxid(NO)-Donators SNAP (S-Nitro-

so-N-acetyl-DL-penicillamin) und der spezifischen sGC-Inhibitoren ODQ (1H-(1,2,4)-oxadiazolo-(4,3-α)-
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quinoxalin-1-on) und NS2028 (4H-8-bromo-1,2,4-oxadiazolo-(3,4d)-benz-(b)(1,4)-oxazin-1-on) konn-

ten belegen, dass Melatonin seine cGMP-senkende Wirkung über die sGC vermittelt. 

 

Untersuchungen in INS1-Zellen zum Einfluss von Melatonin auf die NO-Konzentration zeigten, dass die 

Inkubation mit Melatonin nach 1 Stunde Inkubationszeit zu keiner Veränderung des NO-Gehaltes führt. 

Darüber hinaus resultierten Versuche mit Vorinkubation des unspezifischen NO-Synthase(NOS)-Inhi-

bitors L-NMMA (NG-monomethyl-L-arginin) nicht in einer Aufhebung der Melatonin-mediierten Redu-

zierung von cGMP. Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin, dass die Rezeptor-mediierte 

Senkung der cGMP-Konzentration durch Kurzzeit-Melatoninwirkung nicht durch Inhibierung der sGC 

über Hemmung der NOS erklärt werden kann. Demgegenüber resultierten Langzeit-Melatonin-

inkubationen von 4 oder 24 Stunden in einer Rezeptor-unabhängigen, Dosis-abhängigen Senkung von 

NO durch Hemmung der NOS. Es kann daher vermutet werden, dass die cGMP-Senkung bei Langzeit-

Melatonininkubation noch verstärkt wird, indem NO-unabhängige sowie NO-abhängige Melatonin-

effekte auf die sGC additiv wirken. 

 

Molekularbiologische Untersuchungen an Melatoninrezeptor-knockout-Mäusen bestätigen und er-

gänzen die Ergebnisse aus Inkubationsversuchen der β-Zelllinie INS1. Es konnte festgestellt werden, 

dass die sGC-mRNA sowohl in tags- oder nachts gewonnenen Pankreata als auch direkt in LANGER-

HANSschen Inseln bei knockout des MT2-Rezeptors bzw. beider Melatoninrezeptoren signifikant stärker 

exprimiert ist als bei Wildtyp-Mäusen. Damit konnte auch in vivo der Zusammenhang zwischen Re-

zeptor-mediierter Melatoninwirkung und cGMP-Transduktionskaskade aufgezeigt werden.  

 

Weiterhin konnten erstmals Aussagen zur Guanylatzyklase-Expression in LANGERHANSschen Inseln und 

Gesamtpankreata von Ratten und Mäusen in Abhängigkeit von der Tageszeit getroffen werden: 

Während in Gesamtpankreata von Wildtyp-Mäusen im Tag-Nacht-Vergleich kein Unterschied in der 

sGC-Expression festgestellt werden konnte, ist die sGC in Inseln der Wistar-Ratte nachts deutlich 

geringer exprimiert als am Tag. Zudem ist bei Ratten nach Melatoninsubstitution über das Trinkwas-

ser die pankreatische sGC-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Erstaunlicherweise 

tritt dieser Effekt bei Typ2-diabetischen Tieren im genau gegensätzlicher Weise auf: Sowohl in nachts 

gewonnenen Inseln auch in Pankreata von Melatonin-substituierten Ratten ist die sGC-mRNA im Ver-

gleich zu tags gewonnenen oder unbehandelten Tieren stärker exprimiert. Diese in-vivo-Daten lassen 

auf einen Einfluss von natürlicherweise hohen Melatoninwerten in der Nacht auf die sGC-Expression in 

pankreatischem Gewebe und Veränderungen bei Vorliegen eines Typ2-Diabetes schließen. 

 

Zellinkubationsversuche mit dem membrangängigen cGMP-Analogon 8-Bromo-cGMP führten zur 

Klärung der Frage, ob und über welchen Mechanismus sich Veränderungen der cGMP-Konzentra-

tionen auf die Insulinsekretion auswirken. Die Ergebnisse belegen, dass cGMP die Insulinfreisetzung in 

Abhängigkeit von der Dosis signifikant erhöht und dass dieser Effekt über die Proteinkinase G mediiert 

wird. Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Senkung der cGMP-Konzentration durch 
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Melatonin vermutlich ebenso mit einer Hemmung der Insulinsekretion verbunden ist, wie es bereits 

von seiner Wirkung über den cAMP-Transduktionsweg bekannt ist.  

 

Erstmalig konnten zudem Aussagen zur Bedeutung von CNG-Kanälen für die Insulinsekretion sowie 

zum Einfluss von Melatonin auf diese Kanäle getroffen werden. Die spezifische Blockade der CNG-

Kanäle mit L-cis-Diltiazem führte bei INS1-Zellen zu signifikanter Senkung der Insulinsekretion sowie 

zur Aufhebung der Insulin-steigernden Wirkung von 8-Bromo-cGMP. Die Daten weisen auf eine 

Beteiligung der CNG-Kanäle an der Insulinsekretionskaskade sowie speziell an der Insulin-steigernden 

Wirkung von cGMP hin. Quantitative real-time RT-PCR-Untersuchungen zeigten ferner, dass nach 

Langzeit-Melatonininkubation die mRNA-Expression der CNG-Kanäle in Abhängigkeit von der Dosis 

signifikant gesenkt wird. Es kann angenommen werden, dass dies ein downstream-Effekt verminderter 

cGMP-Konzentrationen durch Melatonin ist, welcher folglich zu Änderungen in der Insulinfreisetzung 

führen kann. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur physiologischen Bedeutung des MT2-Rezeptors für die Vermittlung des 

Melatoninsignals, zum Einfluss von Melatonin auf die cGMP-Signalkaskade in pankreatischen β-Zellen 

sowie zu Besonderheiten bei Typ2-Diabetes ergänzen bisherige Untersuchungen und erweitern das 

Verständnis über die Wirkung von Melatonin auf die Insulinsekretion und Signaltransduktionsmecha-

nismen in der pankreatischen β-Zelle. Perspektivisch könnten die Ergebnisse zum Zusammenhang von 

Melatonin und dem Glukosestoffwechsel Ansatzpunkte zum besseren Verständnis der Diabetogenese 

und möglichen Behandlungen liefern. 
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8 Summary 
 
Diabetes mellitus and associated serious late diabetic syndromes are one of the most common 

diseases and causes of death. In Germany, approximately six million people suffer from type 2 

diabetes; the estimated number of unknown cases is, however, into the millions. Therefore, research 

in aetiology, prevention as well as diagnostic and therapeutic medical treatment of diabetes and its 

acute and chronic complications gains in importance. During the last decades, numerous in vitro and 

animal studies as well as the inclusion of medical patient data provided evidence for the influence of 

melatonin on insulin secretion, carbohydrate metabolism, signal transduction mechanisms in pan-

creatic β-cells and characteristic changes in the course of diabetes. 

 

The aim of the present study was to examine the relevance of the cGMP signalling pathway as well as 

of the MT2 melatonin receptor in mediating melatonin effects on insulin secretion. Incubation experi-

ments were performed using the glucose-responsive, insulin-producing rat insulinoma cell line INS1 

and the unspecific melatonin receptor antagonist luzindole as well as the MT2-receptor specific anta-

gonist 4P-PDOT (4-phenyl-2-propionamidotetraline). For the first time, results clearly demonstrate that 

the MT2 receptor - in addition to the well-known MT1 receptor function - is involved in mediating mela-

tonin effects on insulin secretion. 

 

Furthermore, the results provided evidence that melatonin not only influences the cAMP and IP3 

concentrations, but also significantly inhibits cGMP concentration in a time- and dose-dependent 

manner. Cell incubation studies with melatonin receptor antagonists demonstrated that this effect is 

probably mediated via the MT2 melatonin receptor subtype. 

 

For specific investigations about the influence of melatonin on the cGMP signalling cascade, pancreata, 

islets of LANGERHANS as well as INS1 cells were characterized according to the expression of compo-

nents involved in the cGMP signal transduction pathway. For the first time, RT-PCR and restriction 

analysis established the expression of the soluble guanylate cyclase (sGC) as well as the membrane 

guanylate cyclase isoforms mGC A, B and C. In addition, results provided evidence for the expression 

of cGMP-specific phosphodiesterases PDE 1, 2, 5, 9, 10 and the cGMP-regulated, cAMP-specific iso-

form PDE 3. Moreover, subunits of cGMP-modulated CNG (cyclic nucleotide-gated) channels as well as 

cGMP-transporting multidrug resistance-associated-proteins MRP 4, 5 und 8 could be detected in INS1 

cells.  

 

Results of quantitative real-time RT-PCR analysis with INS1 cells demonstrated that the mRNA 

expression of the sGC, but not of mGC isoforms, was significantly reduced after long-term melatonin 

incubation in a dose-dependent manner. Incubation experiments with the nitric oxide (NO) donor 

SNAP (S-nitrosoacetyl penicillamine) and the specific sGC inhibitors ODQ (1H-(1,2,4)-oxadiazolo-   

(4,3-α)-quin-oxalin-1-one) and NS2028 (4H-8-bromo-1,2,4-oxadiazolo-(3,4-d)-benz-(b)(1,4)-oxazin-1-

one) could prove that melatonin mediates its cGMP-inhibiting effects via the sGC. 
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Research about the influence of melatonin on NO production in INS1 cells demonstrated, that NO 

concentration was not changed after melatonin application for 1 hour. In addition, studies with prei-

ncubation of the non-selective NO synthase (NOS) inhibitor L-NMMA (NG-monomethyl-L-arginine) did 

not abolish the melatonin-mediated reduction of cGMP concentrations. Taken together, data lead to 

the assumption that the receptor-mediated inhibition of cGMP concentration caused by short-term 

melatonin action can not be explained by sGC-inhibition induced by a reduced NOS-activity. In con-

trast, long-term melatonin incubation of 4 or 24 hours resulted in a receptor-independent and dose-

dependent decrease of NO induced by NOS inhibition. Therefore, it can be assumed that long-term 

melatonin incubation would intensify the cGMP inhibition as NO-dependent as well as NO-independent 

melatonin actions could have additive effects on sGC function. 

 

Molecular investigations with melatonin receptor knockout mice confirm and complement the results 

obtained from incubation experiments with INS1 cells. It could be established that sGC-mRNA expres-

sion levels in pancreata of animals sacrificed at night or during the day as well as determined directly 

in islets of LANGERHANS was significantly higher in MT2
-/-- or MT1/2

-/- knockout mice than in wild type 

animals. Thus, the interrelationship between the receptor-mediated melatonin action and the cGMP 

signaling cascade could be revealed in vivo as well. 

 

In addition, results provided conclusive information about guanylate cyclase expression levels in islets 

of LANGERHANS and pancreata extracted from rats or mice in dependence of the time of the day: 

Whereas no difference in sGC expression could be detected in pancreata extracted from wild type 

mice comparing night- and daytime values, the sGC expression level in islets of Wistar rats was lower 

at night than during the day. Moreover, the pancreatic sGC expression levels were reduced in rats 

which were melatonin-substituted by administration of the hormone to the drinking water, compared 

to the control group. Astonishingly, this effect appeared to be inversed in case of type 2 diabetes: 

Both, in islets obtained at night and in pancreata of melatonin-substituted rats, the sGC-mRNA ex-

pression was higher compared with the daytime values or untreated animals. These in vivo-collected 

data suggest an influence of higher melatonin levels during the night on sGC expression levels in 

pancreatic tissue and variations in case of type 2 diabetes.  

 

Cell incubation experiments using the membrane-permeant cGMP analogue 8-Bromo-cGMP addressed 

the question, as to how changes in cGMP concentrations would effect the insulin secretion. The results 

demonstrated that cGMP significantly increased the insulin secretion in a dose-dependent manner and 

that this effect was mediated via the protein kinase G. It can be concluded, that the melatonin-

mediated decrease of cGMP concentration is probably also associated with an insulin-inhibiting effect, 

similar to the well established cAMP-mediated melatonin action. 

Furthermore, the relevance of CNG channels for mechanisms of insulin secretion as well as the 

influence of melatonin on these channels were investigated for the first time. The specific blocking of 

CNG channels with l-cis-diltiazem in INS1 cells resulted in a significant decrease of insulin secretion 

and in an abolishment of the insulin-increasing action of 8-Bromo-cGMP. These data indicate that CNG 
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channels are involved in the insulin secretion cascade as well as in the insulin-increasing effect of 

cGMP. In addition, quantitative real-time RT-PCR analysis demonstrated that long-term melatonin 

incubation resulted in a dose-dependent decrease of CNG channel expression levels. It can be 

assumed that this observation can be explained as a downstream effect of a melatonin-mediated 

reduction of cGMP concentrations, which consequently leads to changes in insulin secretion. 

The results of the present study point out the physiological relevance of the MT2 receptor in mediating 

the melatonin action, the influence of melatonin on the cGMP signalling cascade as well as 

characteristic changes in case of type 2 diabetes. The data complement previous investigations and 

improve the knowledge about the melatonin effect on insulin secretion and mechanisms of signal 

transduction in pancreatic β-cells. Prospectively, the knowledge about the interrelationship between 

melatonin and the carbohydrate metabolism could be a basis for a better understanding of the genesis 

of diabetic diseases and possible treatments.  
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