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REFERAT 
Die pankreatische ȕ-Zelle von LANGERHANSschen Inseln der Bauchspeicheldrüse 
verfügt über ein Netzwerk von Calciumsignalwegen, die entscheidend für die 
Insulinbiosynthese und Insulinausschüttung sind. Calcium-bindende Proteine (CaBPs) 
wie Calreticulin, Calbindin-D28k, Secretagogin und Calmodulin, die überwiegend in der 
pankreatischen Insel und dort nachweislich in bestimmten Inselzelltypen (α- und ȕ-
Zellen) lokalisiert sind, repräsentieren einen wichtigen Bestandteil dieser Netzwerke. 
Der Nachweis der genannten CaBPs in den Inseln von Typ-2-diabetischen Goto-
Kakizaki-Ratten belegt eine Alteration in ihrer Expression und Verteilung, die im 
Zusammenhang mit einer diabetischen Stoffwechsellage und Diabetogenese stehen. 
Ein für die Signalwegbeziehungen der Insel besonders bedeutsames CaBP mit hohem 
Expressionsniveau im Inselorgan ist das Calmodulin, von dem die Beteiligung seiner 
Calcium/Calmodulin-abhängigen Signalkaskaden an der Insulinsekretion als gesichert 
gilt. 
Die Insulinsekretion selbst unterliegt einer Beeinflussung durch äußere Faktoren wie 
dem Pinealhormon Melatonin. Mediiert über Gi-gekoppelte Melatoninrezeptor-
isoformen (MT1 und MT2), deren Existenz in der pankreatischen Insel von Rodentiern 
und Mensch als auch in der Ratteninsulinomazelle INS-1 auf molekularbiologischer 
und immunhistochemischer Ebene nachgewiesen ist, übt Melatonin in der ȕ-Zelle 
einen überwiegend hemmenden Einfluss auf die Insulinausschüttung aus. Koinzident 
dazu senkt Melatonin signifikant die Transkriptmengen der Calcium/Calmodulin-
abhängigen Proteinkinasen (Camks) Camk2d und CamkIV, die in Prozesse der 
Insulinbiosynthese und Insulinsekretion eingebunden sind. Veränderte experimentelle 
Bedingungen während der Stimulation der Insulinsekretion der INS-1 Zelle, einem 
anerkannten ȕ-Zellmodell, ermöglicht die Erfassung differentieller Effekte von 
Melatonin auf die Camk2d- und CamkIV-Transkripte. Pharmakologische Experimente 
an einem Melatoninrezeptor(MT2)-überexprimierten ȕ-Zellmodell (hMT2-INS-1) liefern 
weiterhin Belege, dass über Veränderungen des Rezeptorgehalts der inhibierende 
Einfluss von Melatonin auf diese Transkripte noch deutlich verstärkt wird. Der 
Nachweis von Camk2d- und CamkIV-mRNA an Melatoninrezeptor-knockout-Maus-
modellen zeigt die Abhängigkeit der Transkriptexpression von der Präsenz der 
jeweiligen Melatoninrezeptorisoform. Da die zuvor dokumentierten Veränderungen der 
Transkriptmengen auch auf Proteinebene der CAMK2D erfassbar sind, besitzen sie 
eine funktionelle Relevanz für die ȕ-Zelle. 
Änderungen in der Genexpression werden über Transkriptionsfaktoren, wie beispiels-
weise das cyclic AMP-response element-binding protein (CREB), vermittelt. Für die 
pankreatische ȕ-Zelle kann mit vorliegender Arbeit erstmals gezeigt werden, dass 
Melatonin die Phosphorylierung und damit Aktivierung von CREB (pCREB) reguliert. 
Unter Insulin-stimulierenden Einflüssen induziert Melatonin, vermittelt über MT1- und 
MT2-Rezeptoren, unter Nutzung des cAMP/PKA-Weges, eine deutliche Verminderung 
von pCREB. Gentechnisch veränderte ȕ-Zellmodelle belegen eine Abhängigkeit 
zwischen dem Rezeptorgehalt und der Menge von gebildetem pCREB. Dies hat 
funktionelle Konsequenzen, da bei einer diabetischen Stoffwechselentgleisung ein 
veränderter Melatoninrezeptor-Status im Sinne einer Erhöhung von MT1 und MT2 (z.B. 
beim Typ-2-Diabetes) vorliegt. Zudem sind, da die Gene beider Camks mit der CRE-
Sequenz die Bindungsstelle für pCREB besitzen, die durch Melatonin induzierten 
Änderungen im Transkriptniveau von Camk2d und CamkIV erklärbar.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Schrift tragen zum besseren Verständnis der 
komplexen Melatoninwirkung auf die pankreatische ȕ-Zelle und der daran beteiligten 
Signalwege bei. Sie könnten perspektivisch Ansätze für die Entwicklung neuer 
Behandlungsstrategien beim Typ-2-Diabetes liefern.  

Dr. Bazwinsky-Wutschke, Ivonne: Einfluss des Pinealhormons Melatonin auf 
Calciumsignalproteine und pCREB in der pankreatischen ȕ-Zelle von Säugern, Halle 
(Saale), Univ., Med. Fak., Habil., 57 Seiten, dazu 5 Originalarbeiten im Anhang, 2014 
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1  EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG 

Die pankreatischen ȕ-Zellen kommen in etwa einer Million LANGERHANS-Inseln im 

Pankreas des Menschen vor und sorgen durch Produktion sowie Freisetzung des von 

ihnen gebildeten Insulins für eine adäquate Glukoseversorgung der entsprechenden 

Zielorgane, insbesondere von Leber, Muskulatur und Fettgewebe (Waldhäusl und 

Lenzen β007). Die pankreatischen ȕ-Zellen nehmen etwa 70-80 % der Zellmasse einer 

humanen pankreatischen Insel (Übersicht in Panten 2005), aber auch einer Ratteninsel 

ein und sind damit unter den bisher bekannten Inselzelltypen der dominierende Zelltyp 

(Abb. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1 Insulinimmunmarkierung (rot) einer humanen pankreatischen Insel (A), einer 
pankreatischen Insel der Maus (B) und der Ratte (C). Die grün dargestellten, ringförmig 
angeordneten Zellen in der pankreatischen Insel der Ratte (C) repräsentieren beispielhaft die 
anteilmäßig unterlegenen α-Zellen. 

Fehlfunktionen der pankreatischen ȕ-Zelle wie beispielsweise Störungen in der 

Insulinproduktion und –sekretion oder der Verlust der Glukoseresponsivität liegen 

diabetischen Stoffwechsellagen wie dem Typ-1- und Typ-2-Diabetes zugrunde. Trotz 

einer gemeinsamen Grundsymptomatik handelt es sich beim Typ-1- und Typ-2-

Diabetes um zwei verschiedene polygenetische Erkrankungen mit unterschiedlich 

verantwortlichen Krankheitsmechanismen (Cnop et al. 2005, Lenzen 2011). Lenzen 

zufolge (2011) ist der Typ-2-Diabetes eine chronisch degenerative Erkrankung, bei der 

es infolge einer ernährungsbedingten Überlast der ȕ-Zellen zu einer vorzeitigen 

Insuffizienz kommt. Der Typ-1-Diabetes hingegen ist ein Krankheitsbild mit 

Autoimmunogenese und einer selektiv auf die ȕ-Zellen des Pankreas gerichteten 

Toxizität von proinflammatorischen Zytokinen sowie einer zytotoxischen zellulären 

Immunantwort. Diese führt im Krankheitsverlauf, individuell unterschiedlich schnell, zu 

einer kontinuierlichen Abnahme der ȕ-Zellen im Pankreas (Lenzen 2011).  

Der Diabetes mellitus gehört in Deutschland bereits im Kindes- und Jugendalter zur 

häufigsten Stoffwechselerkrankung mit einer rapide zunehmenden Inzidenz. In Bezug 

(A) (B) (C) 
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auf den Typ-1-Diabetes, der durch genetische Faktoren, Umwelteinflüsse, aber auch 

frühes Abstillen begünstigt wird, liegen die Schätzungen dahingehend, dass etwa i) 

30000 Kinder und Jugendliche unter 19 Jahren erkrankt sind, ii) sich die 

Diabetesinzidenz bei Kindern unter fünf Jahren bis 2020 verdoppeln wird und iii) 12000 

Kinder mit Insulinanaloga und mehr als 3000 mit Insulinpumpen behandelt werden 

(Zylka-Menhorn 2012).  

Auch der Typ-2-Diabetes wird durch die Zunahme von Übergewicht, Fehlernährung 

und Bewegungsmangel immer häufiger – bereits im Kindesalter – diagnostiziert. So hat 

sich die Anzahl der pädiatrischen Typ-2-Neuerkrankungen in den letzten zehn Jahren 

verfünffacht. Betroffen sind meist adipöse Jugendliche, wobei das weibliche 

Geschlecht mit 67 % überwiegt. Diese Zahlen spiegeln allerdings nur die Spitze des 

Eisbergs wider, denn circa 10 % der adipösen Jugendlichen weisen bereits eine 

gestörte Glukosetoleranz auf (Zylka-Menhorn 2012). 

Die Untersuchung von Signalkaskaden der Pankreasinsel, die in die Insulinbiosynthese 

und Insulinausschüttung involviert sind und deren Regulation durch hormonelle 

Einflüsse sind daher von zunehmender Bedeutung und klinischer Relevanz. Ein 

Hormon, das eng im Zusammenhang mit dem Typ-2-Diabetes diskutiert wird, ist das 

von den Pinealozyten der Epiphyse insbesondere während der Nacht ausgeschüttete 

Neurohormon Melatonin (Peschke et al. 2007, Lyssenko et al. 2009, Peschke et al. 

2013). Melatonin spielt eine zentrale Rolle bei der (durch Glukose, KCl, Forskolin, 

IBMX) stimulierten Insulinsekretion (Peschke et al. 2013).  

1.1 Die glukoseinduzierte Insulinsekretion und deren Regulation in der 

pankreatischen β-Zelle  

Die glukoseinduzierte Insulinausschüttung ist ein mittlerweile gut verstandener 

Mechanismus (Lenzen 2011). Glukose gelangt über den Insulin-unabhängigen 

Glukosetransporter GLUT2 in die ȕ-Zelle. Wollheim und Maechler (2002) zufolge ruft 

hierbei ein Anstieg der Blutglukosekonzentration eine Steigerung der Versorgung der 

Atmungskette mit reduzierenden Äquivalenten hervor und verursacht dadurch eine 

Zunahme der Phosphorylierung von ADP zu ATP. Die erhöhte ATP-Konzentration und 

die verminderte ADP-Konzentration bewirken das Schließen sogenannter ATP-

empfindlicher K+-Kanäle (KATP-Kanäle), wodurch die Plasmamembran depolarisiert und 

spannungsabhängige Calciumkanäle (VDCCs) vom L-Typ geöffnet werden, über die 

Calciumionen in die Zelle einströmen (McClenaghan und Flatt 1999, Gribble und 

Reimann 2002). Die Erhöhung der Calciumkonzentration zu Beginn ist ausreichend für 

die Initiation der Insulinsekretion, jedoch sind für eine vollständige Aktivierung des 
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Sekretionsvorganges zusätzliche Calciuminteraktionen erforderlich (Gembal et al. 

1992, Kelley et al. 1994). 

Nach derzeitigen Vorstellungen ist an die Erhöhung des intrazellulären Calciums noch 

eine Vielzahl Calcium-abhängiger Signalwege gekoppelt. Transduktion und Effizienz 

dieser intrazellulären Calcium-abhängigen Signalwege hängen wesentlich von 

intrazellulären Calciumsignalkomponenten ab, zu denen beispielsweise die Calcium-

bindenden Proteine (CaBPs) gehören. CaBPs werden generell als Schlüssel-

komponenten und zentrale Mediatoren für Calciumsignalwege innerhalb verschiedener 

Zellen diskutiert (Übersicht in Andressen et al. 1993, Celio et al. 1996, Niki und Hidaka 

1999, Schwaller 2010), aber für die pankreatische ȕ-Zelle sind sie im Hinblick auf die 

Regulation der Insulinsekretion von besonderer Bedeutung (Übersicht in Niki und 

Hidaka 1999). Die Bindung von Calcium an ein CaBP bewirkt eine Konformations-

änderung, in deren Folge das Protein in eine biologisch aktive Form überführt wird, die 

es ihm ermöglicht, Wechselwirkungen mit anderen Zielproteinen einzugehen und 

konsekutiv Proteininteraktionen und/oder Enzymaktivitäten effektiv zu modulieren 

(Übersichten Niki et al. 1996, Niki und Hidaka 1999). Basierend auf einer Einteilung 

von Niki und Mitarbeitern (1996) repräsentiert die EF-Hand1-Proteinfamilie die größte 

unter den bisher beschriebenen, strukturell diversen Gruppen von CaBPs (zu weiteren 

Gruppen zählen Calcium/Phospholipid-bindende Proteine und Calciumspeicher-

proteine).  

Dem zurückliegend beschriebenen Calmodulin als funktionellem Protein der 

pankreatischen ȕ-Zelle (Sugden et al. 1979) wird durch seine Interaktion mit den 

Calcium/Calmodulin-abhängigen Proteinkinasen (CAMKs) als sog. downstream-

Enzymen eine essentielle Rolle in der Regulation der Insulinausschüttung, besonders 

in der 2. Sekretionsphase, zugewiesen (Landt et al. 1992, Easom 1999, Nesher et al. 

2002). Befunde, welche die Bedeutung der CAMKs für die pankreatische ȕ-Zelle 

unterstreichen, zeigen, dass die Insulinsekretion durch Blockierung der CAMK2 

inhibiert wird (Wenham et al. 1992). Weiterhin verdeutlichten Studien an 

pankreatischen Inseln transgener Mäuse, in den mutiertes Calmodulin keine 

Interaktionen mit den CAMKs eingehen kann, eine Reduktion der zweiphasigen 

Insulinausschüttung (Ribar et al. 1995). Aus dieser und auch neueren Studien lässt 

sich ableiten, dass bereits eine Störung im intrazellulären Calciumstoffwechsel 

ausreicht, um auf die Insulinsekretion einzuwirken (Übersicht in Seino et al. 2013). 

                                                           
1 Proteine dieser Familie besitzen eine Calciumbindungsstelle mit dem gemeinsamen 
Strukturmotiv der EF-Hand. „E“ und „F“ sind zwei alpha-Helices verbunden über eine Calcium-
bindende Schleife aus 12 Aminosäuren (Lewit-Bentley und Retry 2000). 
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Die Regulation der Insulinsekretion wird über äußere Faktoren (Hormone, kleine 

Peptide, extrazelluläre messenger) eingeleitet, die mittels Bindung über ihre 

Rezeptoren in der Plasmamembran die glukoseinduzierte Insulinsekretion in der 

pankreatischen ȕ-Zelle verstärken oder hemmen. 

Ein bedeutender Signalweg, über den die durch Glukose oder andere Stimuli induzierte 

Insulinsekretion verstärkt wird, ist die Aktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase 

A (PKA), wobei das aus dem Glukosemetabolismus entstehende ATP als Ausgangs-

substrat für die Adenylatzyklase (AC) dient, um cAMP für die Aktivierung der PKA 

bereitzustellen (Blanpied und Augustine 1999, Takahashi et al. 1999, Nesher et al. 

2002).  

Zu den Substanzen, welche die Biosynthese und Sekretion von Insulin unter 

physiologischen Bedingungen durch gezielte Aktivierung der Adenylatzyklase 

verstärken, gehören Hormone aus dem Pankreas und Dünndarm wie GIP, GLP-1 oder  

Glukagon (Perry und Greig 2003) sowie Neurotransmitter wie VIP (Ahren 2000). Das 

aus der Pflanze Coleus forskohlii extrahierte und für Zellinkubationsexperimente häufig 

eingesetzte Diterpen Forskolin aktiviert pharmakologisch bis auf die Isoform 9 alle AC-

Isoformen (Hanoune und Defer 2001).  

Die Bindung dieser Agonisten an die entsprechenden Rezeptoren stimuliert über Gs die 

Adenylatzyklase und der daraus resultierende cAMP-Anstieg aktiviert die PKA, 

wodurch die Transkription und Biosynthese von Präproinsulin sowie die Insulin-

sekretion gesteigert werden (Übersicht in Panten 2005). Generell ist das cAMP ein 

wichtiger Mediator/Modulator der ȕ-Zellfunktionen, wobei unter anderem die PKA als 

ein zentraler Vermittler der cAMP-Effekte auf zelluläre Prozesse zu verstehen ist 

(Furman et al. 2010). So liegen einer Steigerung der Insulinsekretion teilweise 

Wirkungen der PKA auf spannungsabhängige Calciumkanäle und auf intrazelluläre 

Calciumspeicher zugrunde, die zum Anstieg der zytosolischen Calciumkonzentration 

beitragen. Sekretionssteigerungen werden aber auch über distale PKA-Wirkungen und 

Wirkungen auf das so genannte priming erreicht (Sharp 1996, Rorsman et al. 2000, 

Barg 2003, Übersicht in Panten 2005). Eine weitere Wirkung der PKA ist die 

Einflussnahme auf Gene über die Phosphorylierung einer Vielzahl von Transkriptions-

faktoren (Übersicht in Taskén und Aandahl 2003).  

Einer der am besten charakterisierten Transkriptionsfaktoren, das cAMP-response 

element-binding protein (CREB) (Mayr und Montminy 2001, Carlezon et al. 2005) wird 

unter anderem durch die in den Kern translozierte PKA am Ser133 phosphoryliert 

(Shaywitz und Greenberg 1999), wodurch das phosphorylierte CREB die Transkription 

von Genen aktiviert, welche die cAMP-response element (CRE)-spezifische 
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Bindungsstelle besitzen (Mayr und Montminy β001). In der pankreatischen ȕ-Zelle ist 

CREB essentiell für deren Insulingenexpression und Insulinsekretion, aber auch deren 

Überlebensfähigkeit (Dalle et al. 2011). 

1.2 Die Regulation der Insulinsekretion in der pankreatischen β-Zelle durch 

Melatonin 

Ein externer Faktor, von zentraler Bedeutung für die Kontrolle und Regulation der 

Insulinsekretion der ȕ-Zellen, ist das Melatonin. Melatonin (N-Acetyl-5-methoxy-

tryptamin) wird von der Zirbeldrüse (Epiphysis cerebri) synthetisiert, wobei nächtlich 

eine erhöhte Synthese und Ausschüttung für das Neurohormon dokumentiert sind (Korf 

et al. 1998, 2003). 

Vermittelt werden die Melatonineffekte beim Säuger im Wesentlichen über 2 Typen 

hochaffiner Membranrezeptoren, den MT1-Rezeptor (Mel1a, Reppert et al. 1994) und 

den MT2-Rezeptor (Mel1b, Reppert et al. 1995), die – meist co-existent als 

Heterodimere – in verschiedenen Geweben vorkommen (Übersicht in Slominski et al. 

2012). Die lipophile Eigenschaft von Melatonin befähigt dieses Hormon aber ebenso, 

über die Passage der Membran (passiv oder aktiv) intrazelluläre Bindungen 

einzugehen (Costa et al. 1995, Hevia et al. 2008). Diese intrazellulären, gegenüber der 

Bindung an die bekannten beschriebenen Membranrezeptoren MT1 und MT2, eher 

niedrigaffinen Bindungsstellen sollen für physiologische, bei erhöhten Konzentrationen 

von Melatonin ablaufende, Signalübertragungen wichtig sein (Übersicht in Hardeland 

2008). Bisher untersucht ist die seit längerem beschriebene Bindung von Melatonin an 

Calmodulin (Benitez-King et al. 1991, Pozo et al. 1997, Romero et al. 1998) und 

Calreticulin (Macias et al. 2003). Außerdem werden Bindungen zwischen Melatonin 

und nukleären Orphanrezeptoren diskutiert (Übersicht in Carlberg 2000, Slominski et 

al. 2012). Eigene Studien konnten zeigen, dass solche nukleären Rezeptoren (RORα, 

RORȕ, RORȖ, RXRα) überwiegend in der pankreatischen Insel und den dort 

vorhandenen Zelltypen (vorwiegend ȕ- und α-Zelle) vorkommen (Mühlbauer et al. 

2013). 

Als bisher gesichert gilt, dass für die Vermittlung von Melatonineffekten an der 

pankreatischen ȕ-Zelle die an der Membran angesiedelten Melatoninrezeptoren 

verantwortlich sind. Die pankreatische Insel, und hier im Besonderen die ȕ-Zelle, 

verfügt über zwei membranständige Melatoninrezeptorisoformen: den MT1-Rezeptor 

(Peschke et al. 2000, 2002, Peschke 2008) und MT2-Rezeptor (Mühlbauer und 

Peschke 2007, Peschke et al. 2007, Peschke 2008). In Abhängigkeit von Gewebe und 

Spezies moduliert Melatonin über Bindung an solche G-Protein (GTP-bindende 

heterotrimere Proteine)-gekoppelte Membranrezeptoren verschiedene second-
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messenger-Kaskaden (Reppert et al. 1994, 1995, Dubocovich und Markowska 2005, 

Jockers et al. 2008) und vermittelt so viele seiner biologischen Effekte. In der 

pankreatischen ȕ-Zelle wurden zurückliegend unter Nutzung von molekular-

biologischen, autoradiographischen und funktionellen Untersuchungen sowie Super-

fusionsexperimenten verschiedene Signalkaskaden identifiziert, über die Melatonin die 

Insulinsekretion moduliert (Übersicht in Peschke 2008, Peschke und Mühlbauer 2010, 

Peschke et al. 2013). 

So bewirkt Melatonin MT1-Rezeptormediiert über trimere inhibitorische G-Proteine (Gi), 

die Adenylatzyklase, das cAMP und die PKA eine Verminderung der Insulin-

ausschüttung in pankreatischen Inseln neonataler Ratten (Peschke et al. 1997, 2000, 

Csernus et al. 1998) als auch an Ratteninsulinomazellen INS-1 (Peschke 2004, 

Peschke et al. 2006a, b). Melatonin senkt über den AC/cAMP-Weg die Glukose-, KCl- 

und Forskolin-stimulierte Insulinsekretion (Peschke et al. 2002, Kemp et al. 2002, 

Picinato et al. 2002a, b). Eine Insulin-senkende Wirkung von Melatonin wird außerdem 

über den MT2-Rezeptor und die daran hauptsächlich GC/cGMP-gekoppelte Signal-

kaskade vermittelt (Stumpf et al. 2008, 2009).  

Ein Insulin-steigernder Einfluss von Melatonin auf die ȕ-Zelle wird, unter besonderen 

experimentellen Bedingungen (z.B. nach kurzzeitiger Prä-Applikation von Melatonin), 

MT1-Rezeptormediiert über eine Aktivierung des Gq-PLC-IP3-Weges und einer 

Erhöhung des intrazellulären Calciumgehaltes erreicht, wobei die physiologische 

Bedeutung dieses Nebenwegs bisher noch nicht bekannt ist (Bach et al. 2005). 

Darüber hinaus ist durch Studien an neuronalem Gewebe bekannt, dass 

Melatonineffekte auch über den Calcium/Calmodulin-abhängigen Signalweg vermittelt 

werden (Del Rio et al. 2004, De Almeida-Paula et al. 2005, Schuster et al. 2005) oder 

über inhibitorische Einflüsse von Melatonin auf die CAMK2 im Rattenhirn (Benitez-King 

et al. 1996, Fukanaga et al. 2002).  

Die inhibitorischen Melatonineffekte auf die pankreatische ȕ-Zelle sind überwiegend 

MT1-Rezeptor-mediiert. In Rezeptorverteilungsstudien konnte gezeigt werden, dass in 

pankreatischen Inseln der Ratte (Mühlbauer und Peschke 2007), in INS-1 Zellen 

(Mühlbauer et al. 2011) und auch in humanem Pankreasgewebe (Peschke et al. 2007) 

das Expressionsniveau des MT1-Rezeptors deutlich über dem des MT2-Rezeptors 

liegt. Demgegenüber berichten Lyssenko und Mitarbeiter (2009) über ein nahezu 

gleiches Expressionsniveau zwischen beiden Melatoninrezeptoren in der humanen 

pankreatischen Insel. 

MT1-Rezeptor-vermittelt bewirkt Melatonin eine Aktivitätsminderung der PKA (Picinato 

et al. 2002b). Kemp und Mitarbeiter (2002) berichten, dass eine akute 
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Melatoninbehandlung über 4 h in Anwesenheit von Forskolin zu einer Verminderung 

der Insulinpromotoraktivität und der CRE-vermittelten Genexpression führt. Weitere 

Studien belegen einen deutlichen Einfluss von Melatonin auf die Phosphorylierung von 

CREB. So konnten McNulty und Mitarbeiter (1998) einen inhibitorischen Effekt von 

Melatonin auf die Forskolin-induzierte Phosphorylierung von CREB in den Zellen der 

pars tuberalis (PT) der Adenohypophyse nachweisen. Folgestudien an weiteren 

Hirnregionen bestätigten den Einfluss von Melatonin auf CREB (suprachiasmatic 

nucleus: von Gall et al. 2000, PT: Sheynzon und Korf 2006, Retina: Dinet und Korf 

2007) und zeigten außerdem für die PT, dass Melatonin über den MT1-Rezeptor die 

Expression von Genen reguliert, die wiederum transkriptionelle Regulatoren codieren 

(Unfried et al. 2010). Hingegen bewirkte Melatonin in der pars distalis (PD) der 

Adenohypophyse keine Absenkungen der Forskolin-stimulierten Erhöhungen der 

nukleären pCREB-Kernmarkierung, was auf eine Gewebeabhängigkeit der Melatonin-

wirkung auf die CREB-Phosphorylierung hinweist (McNulty et al. 1994).  

1.3 Zielstellungen 

Eine zentrale Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand darin, festzustellen, ob eine 

durch Melatonin bedingte Verringerung der Insulinsekretion mit einer veränderten 

Expression von Calciumsignalkomponenten koinzidiert.  

Unter Verwendung morphologischer Methoden sollte geklärt werden, i) welche CaBPs 

und CAMKs in der ȕ-Zelle sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene 

detektierbar sind. Hierfür wurden die Pankreata normoglykämischer Wistar-Ratten und 

Typ-2-diabetischer Goto-Kakizaki(GK)-Ratten verwendet, um eine Funktionsein-

bindung der CaBPs zu beschreiben.  

Im Weiteren wurde geprüft, ii) ob an bestimmten Calciumsignalkomponenten wie den 

CAMKs Melatonineffekte nachweisbar sind, welche intrazellulären Signalwege für die 

Vermittlung der Effekte verantwortlich sind und ob die Präsenz bestimmter 

Melatoninrezeptorisoformen bzw. ein veränderter Melatoninrezeptorstatus Unter-

schiede in der Expression der untersuchten Calciumsignalkomponenten unter 

Melatonineinfluss bedingen. Schließlich sollte iii) die Bedeutung der für die Melatonin-

induzierten Genexpressionsänderungen verantwortlichen Transkriptionsfaktoren wie 

pCREB, welches unter anderem einer Regulation durch den cAMP/PKA-Weg 

unterliegt, erfasst werden. 

Das INS-1 Zellmodell wurde zur Untersuchung zellulärer Mechanismen von 

Melatonineffekten verwendet. Die INS-1 Zelle ist ein ȕ-Zellmodell, das die typischen 

Eigenschaften der ȕ-Zelle (Glukose-responsiv, Insulin-sekretierend) in sich vereint 

(Asfari et al. 1992). Zudem zeichnet sich die INS-1 Zelle durch das Vorkommen beider 
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Melatoninrezeptorisoformen (MT1, MT2) und Melatonin-beeinflussbare Signaltrans-

duktionswege und Funktionsspektren aus (Peschke 2004, Mühlbauer und Peschke 

2007). Um die Resultate aus den batch-Inkubationsversuchen der INS-1 Zelle mit 

Untersuchungen am Tiermodell zu ergänzen, wurden Melatoninrezeptor-knockout-

Mäuse in die Studien mit einbezogen. 

In den nachfolgenden Kapiteln werden die wissenschaftlichen Daten aus 

Originalarbeiten zusammenfassend dargestellt und anschließend diskutiert. Der letzte 

Abschnitt (Diskussion und Zusammenfassung) beinhaltet eine wissenschaftliche 

Einordnung der erzielten Ergebnisse hinsichtlich der zellulären Melatoninwirkung auf 

Calciumsignalkomponenten in der pankreatischen ȕ-Zelle und ihrer funktionellen 

Konsequenzen. 
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2  MATERIAL UND METHODIK  

Für die Bearbeitung der zuvor aufgeführten Zielstellungen wurden zahlreiche 

verschiedene Methoden und Techniken eingesetzt, die nachfolgend zusammenfassend 

dargestellt sind. 

2.1  Versuchstiere und Probengewinnung 

Tiermodelle 

Als Versuchstiere für den Nachweis von CaBPs und CAMKs im Pankreasgewebe 

dienten metabolisch unauffällige, normoglykämische Wistar-Ratten (Auszucht: 

Han:Wist, Tierzucht Schönwalde GmbH, Schönwalde) und Typ-2-diabetische Goto-

Kakizaki(GK)-Ratten (Inzucht; Taconic M&B, Ry, Dänemark) beiderlei Geschlechts 

(Bazwinsky-Wutschke et al. 2009, 2010). Vor Organentnahme (Pankreas, Gehirn, 

Leber) wurden jeweils Körpergewicht und Blutzucker der Ratten verschiedener 

Altersstufen bestimmt sowie das Serum für Insulinbestimmungen gewonnen.  

Die GK-Ratte gehört zu den am besten charakterisierten Tiermodellen für 

normalgewichtige, Typ-2-diabetische Ratten (Portha 2005). Nach selektiver Zucht aus 

einem Wistar-Ratten-Stamm mit einer spontan gestörten Glukosetoleranz entstand ein 

Tiermodell mit einem polygenetisch determinierten Typ-2-Diabetes (Goto et al. 1988). 

Beide Geschlechter bilden im Gegensatz zu anderen diabetischen Tiermodellen 

[Otsuka-Long-Evans-Tokushima-fatty (OLETF)-Ratten und Nagoya-Shibata-Yasuda 

(NSY)-Maus] die Erkrankung in gleichem Umfang aus.  

Charakteristische Ausprägungen des Typ-2-Diabetes bei der GK-Ratte sind 

Fibrosierung und Vernarbung der Inseln mit zunehmendem Lebensalter. Die 

Veränderungen sind mit einer Hyperglykämie nach dem Fasten, einer peripheren und 

hepatischen Insulinresistenz, verminderter glukoseinduzierter Insulinausschüttung, 

gestörter Glukosetoleranz sowie diabetischen Spätkomplikationen wie Angiopathie, 

Nephropathie, Neuropathie, Retinopathie assoziiert. Die Tiere sind durch eine sehr 

frühe Genese der Erkrankung gekennzeichnet: bereits bei Geburt ist die Anzahl von 

pankreatischen Inseln reduziert und spätestens im Alter von 2 Wochen entwickeln GK-

Ratten eine Typ-2-diabetische Stoffwechsellage (Goto und Kakizaki 1981, Miralles und 

Portha 2001). Weiterhin zeichnen sich GK-Ratten dadurch aus, dass sie kein 

Übergewicht entwickeln und damit durch Adipositas verursachte Effekte aus-

geschlossen werden können. 

Weiterhin wurden weibliche und männliche Mäuse von drei Melatoninrezeptor-

knockout-Mauslinien (beschrieben bei Liu et al. 1997, Jin et al. 2003) im Alter von 6 

Wochen und 8-12 Monaten untersucht, die durch knockout entweder der MT1-
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Rezeptorisoform (MT1ko), der MT2-Rezeptorisoform (MT2ko) oder beider Melatonin-

rezeptorisoformen (MT1/MT2ko) charakterisiert sind und deren Seren Melatonin 

enthielten (nähere Details siehe Bazwinsky-Wutschke et al. 2014). Melatoninrezeptor-

assoziierte Melatonineinflüsse konnten an diesen knockout-Modellen bereits in 

früheren Studien nachgewiesen werden, so z.B. Einflüsse auf die Uhrengenexpression 

(von Gall et al. 2005, Mühlbauer et al. 2009). 

Als Kontrolltiere dienten Melatonin-profiziente Mäuse (WT) mit einer rhythmischen 

Melatoninsynthese und der Expression beider Melatoninrezeptoren. Von den Tieren 

wurden Serumproben (Entnahme jeweils in der Mitte des Tages und um Mitternacht) 

für die Insulin- und Melatoninbestimmung genommen sowie verschiedene Organe 

(Pankreas, Leber, Gehirn) für die Immunhistochemie und molekularbiologische 

Analysen asserviert. 

Humane Gewebeproben 

Das für die Untersuchungen als Ergänzung mitverwendete Pankreasgewebe stammte 

aus Operationsmaterial zur histologischen Befunderhebung, welches nach Resektion 

umgehend konserviert und asserviert wurde (Peschke et al. 2007). 

2.2  Zellkultur und Inkubationsexperimente 

Zellmodelle 

Für morphologische und physiologische Zellinkubationsexperimente wurde die 

immortalisierte, Insulin-produzierende Ratteninsulinoma-Zelllinie INS-1 verwendet 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Wollheim von der Universität 

Genf, Schweiz). Die INS-1 Zelle wurde aus ȕ-Zellen eines durch Röntgenstrahlen 

induzierten Ratteninsulinoms entwickelt,  die (unter Zusatz von ȕ-Mercapthoethenol zur 

Erhaltung des Differenzierungsgrades) adhärent als Monolayer-Kultur mit einer 

Verdopplungszeit von ca. 100 h wachsen. Strukturelle und funktionelle Eigenschaften 

der INS-1 Zellen sollen bis zur 80. Passage unverändert bleiben (Asfari et al. 1992). In 

den vorliegenden Studien wurde generell auf niedrigere Passagen (10-40) 

zurückgegriffen. Weiterhin sind typische zellmorphologische Charakteristika der ȕ-

Zellen bei INS-1 Zellen erhalten. Proinsulin als auch Insulin sind nachweisbar, während 

andere Pankreashormone fehlen. Die Insulinsekretion in diesen Zellen kann durch 

verschiedenste Stimuli induziert und eine native Sekretionskinetik unter Konservierung 

physiologischer Signalkaskaden beobachtet werden. Im Gegensatz zu anderen 

etablierten ȕ-Zelllinien wie RINm5F, HIT-T15 oder MIN6 sind INS-1 Zellen mit einem 

Insulingehalt von 20 % des Gehaltes nativer ȕ-Zellen auch durch einen höheren 

Insulingehalt gekennzeichnet (Asfari et al. 1992). Weiterhin sind die Einflüsse des 

Melatonins auf die Insulinsekretion erhalten (Peschke et al. 2002, Bach et al. 2005, 



11 
 

Peschke et al. 2006a, Mühlbauer und Peschke 2007). Neben der INS-1 Zelle wurden 

gentechnisch veränderte INS-1 Zelllinien verwendet, die entweder den humanen MT2-

Rezeptor überexprimierten oder einen knockdown des MT1-Rezeptors aufwiesen 

(Mühlbauer et al. 2011, 2012). 

Zellkultur und batch-Versuche 

Die INS-1 Zellen wurden über mehrere Tage kultiviert und dann 2,5 x 105 Zellen in 24-

well Zellkulturplatten ausgesät. Für die Anwendung immunhistochemischer Techniken 

wurden zusätzlich in die 24-well Zellkulturplatten runde Glasplättchen eingebracht. 

Nach 2-4 Tagen erfolgten Zellinkubationsexperimente, wie in den zitierten Publika-

tionen detailliert beschrieben (Bazwinsky-Wutschke et al. 2009, 2012, 2014). Der 

Zellüberstand aus diesen Versuchsansätzen wurde für Insulinbestimmungen 

gewonnen und das Zellpellet für RNA-Extraktionen gesammelt. Die auf Glasplättchen 

gewachsenen INS-1 Zellen wurden durch eine modifizierte Vorbehandlung für die 

Immunhistochemie vorbereitet (Bazwinsky-Wutschke et al. 2010, 2012). 

2.3  Immunhistochemie und Immunogoldmarkierung 

Von den in Paraffin eingebetteten Ratten- und Mausorganen (überwiegend Pankreata) 

sowie von humanen Pankreata wurden 5 µm dicke Schnitte angefertigt, wobei jeder 

Schnitt 4-6 pankreatische Inseln aufwies. Nach standardisierter Entparaffinierung der 

Gewebeschnitte schlossen sich Einzel- und Doppelimmunfluoreszenznachweise 

verschiedenster Proteine an (Details dazu siehe Bazwinsky-Wutschke et al. 2007, 

2009, 2010, 2011). In gleicher Weise wurde die Immunfluoreszenzmarkierung an INS-1 

Zellen durchgeführt. Der Spezifitätsnachweis der einzelnen Primärantikörper erfolgte 

wie gefordert (Saper 2005, Burry 2011) mittels Westernblot und immunhistochemische 

Nachweise in Zellverbänden und Regionen, die für den jeweils verwendeten Antikörper 

bereits zweifelsfrei dokumentiert sind und als Positivregionen gelten können. 

Zusätzlich wurden an einigen Ultramikrotom-Schnitten von Rattenpankreata Immuno-

goldmarkierungen durchgeführt (Bazwinsky-Wutschke et al. 2011). 

2.4 Westernblot 

Für Westernblot Experimente wurde das Gesamtprotein aus verschiedenen Organen 

isoliert und über SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Westernblot-

technik wurde überwiegend für Spezifitätsnachweise von Primärantikörpern verwendet 

(Bazwinsky-Wutschke et al. 2010, 2012). 

2.5 Konfokalmikroskopie 

Bildaufnahmen zur Dokumentation der immunhistochemischen Daten wurden mittels 

einer CCD-Kamera (Axiocam, Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) angefertigt. Für 
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detaillierte Aufnahmen und gegebenenfalls semiquantitative Auswertungen wurde ein 

konfokales Laserscanningmikroskop (Leica TCS SP, Wetzlar, Germany) mit 

entsprechend ausgestatteten Lasern und Software eingesetzt (Bazwinsky-Wutschke et 

al. 2009, 2010, 2012, 2014). 

2.6  RNA Extraktion und semi-quantitative real-time RT-PCR 

Die Präparation von Gesamt-RNA aus Organen und INS-1 Zellen erfolgte über die 

Trizol-basierte Extraktionsmethode. Nach DNAse-Behandlung wurden 1 µg totale RNA 

in der reversen Transkriptionsreaktion eingesetzt, um im letzten Schritt die real-time 

RT-PCR an den verschiedenen Geweben und Zellen zu ermöglichen (Details siehe 

Bazwinsky-Wutschke et al. 2009, 2010, 2012, 2014). Die Spezifität der Amplifikations-

produkte wurde über Restriktionsanalysen bestimmt. Als Standard für die 

Normalisierung der Werte von Zielgenen diente, wenn nicht anders angegeben, ȕ-Actin 

(Mühlbauer et al. 2004). Unterschiede im Expressionslevel von zwei zu vergleichenden 

Genen wurden entsprechend publizierter mathematischer Modelle vorgenommen 

(Livak und Schmittgen 2001, Pfaffl 2001). 

2.7 Radioimmunoassaybestimmungen (RIA) 

Quantitative Bestimmungen von Insulin (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, 

Eschborn, Deutschland) in den gewonnenen Seren und Zellkulturüberständen wurden 

entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Für Melatonin-

konzentrationsbestimmungen im Plasma von Mäusen wurde ein von Welp et al. (2010) 

entwickelter sensitiver und hochspezifischer Radioimmunoassay verwendet. 

2.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Für die Bestimmung des Proteingehaltes der CAMK2D in den INS-1 Zellen kam ein 

spezifischer ELISA zum Einsatz (Hölzel, Deutschland), der entsprechend den Arbeits-

anweisungen des Herstellers durchgeführt wurde. Für eine ausreichende Protein-

gewinnung erfolgte die Kultivierung von INS-1 Zellen in 6-well Zellkulturplatten. 

2.9 Calcium-Imaging 

An INS-1 Zellen wurden Messungen der intrazellulären Calciumkonzentration unter 

Forskolin- oder IBMX-Behandlung durchgeführt, indem die Zellen mit spezifischen 

fluoreszierenden Calciumindikatoren beladen und nachfolgend einer radiometrischen 

Auswertung unterzogen wurden (Bazwinsky-Wutschke et al. 2009). 
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3 ERGEBNISSE  

3.1  Expression und Vorkommen ausgewählter Calciumsignalproteine  

in der pankreatischen Insel vom Säuger 

Das Vorkommen und die Verteilungsmuster der CaBPs Calmodulin, Calreticulin, 

Secretagogin und Calbindin-D28k wurden im Pankreasgewebe von normogly-

kämischen Wistar-Ratten und in INS-1 Zellen sowohl immunhistochemisch als auch 

molekularbiologisch (Transkriptanalysen) untersucht.  

Chronische Veränderungen im Calciumhaushalt der pankreatischen ȕ-Zelle tragen 

maßgeblich zur Entwicklung einer diabetischen Stoffwechsellage bei. In der frühen 

Pathogenese des Typ-2-Diabetes sind Störungen im Calciumstoffwechsel, die der 

pulsatilen Insulinsekretion unterliegen, typisch (Polonsky et al. 1998).  

Um die funktionelle Bedeutung der einzelnen CaBPs herauszustellen, wurde 

vergleichend das Pankreasgewebe von Typ-2-diabetischen GK-Ratten zu Analysen 

herangezogen.  

Frese T, Bazwinsky I, Mühlbauer E, Peschke E. Circadian and age-dependent 
expression patterns of GLUT2 and glucokinase in the pancreatic beta-cell of diabetic 
and nondiabetic rats. Horm Metab Res 2007; 39:567-574. 

Bazwinsky-Wutschke I, Wolgast S, Mühlbauer E, Peschke E. Distribution patterns of 
calcium-binding proteins in pancreatic tissue of non-diabetic as well as type 2 diabetic 
rats and in rat insulinoma beta-cells (INS-1). Histochem Cell Biol 2010; 134:115-127. 

Bazwinsky-Wutschke I, Mühlbauer E, Litvak L, Peschke E. Calciumsignal-
komponenten der pankreatischen Insel unter dem Einfluss von Melatonin. Nova Acta 
Leopold (NF114) 2011; 389:207-213. 

 

3.1.1 Immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation und molekular-

biologische Analyse der Expression von Calciumsignalproteinen 

Die in den Pankreata von 6 Wochen alten Wistar-Ratten untersuchten CaBPs 

Calbindin-D28k, Secretagogin, Calmodulin und Calreticulin sind auf mRNA-Ebene 

sowohl im Pankreasgewebe als auch in isolierten pankreatischen Ratteninseln 

nachweisbar (Calm1, Abb. 2A), wobei Calmodulin das höchste Expressionsniveau 

aufweist. Bei der Immunmarkierung des Pankreasgewebes wurde eine, gegenüber 

dem exokrinen Gewebe, deutlich verstärkte Immunreaktivität aller vier CaBPs in der 

pankreatischen Insel, gezeigt am Beispiel von Calmodulin, nachgewiesen (Abb. 2C). 

Hierbei sind die CaBPs durch differentielle Verteilungsmuster in der Immunmarkierung 

einer pankreatischen Insel gekennzeichnet. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17712721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17712721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17712721
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolgast%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mühlbauer%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peschke%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20607274
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Abb. 2 (A) RT-PCR-Produkte von Calmodulin (Calm1) nach Gelelektrophorese mit Lokalisation 
in der pankreatischen Insel und in den INS-1 Zellen. Die Molekulargrößen der PCR-Produkte 
sind in Relation zum Molekulargrößenstandard (LS) gesetzt. (B) Zytosolische Verteilung von 
Calmodulin (CALM) in den INS-1 Zellen. (C-F) Immunhistochemische Darstellung von CALM im 
Pankreasgewebe der Wistar-Ratte. (C) CALM verteilt sich ungleichmäßig innerhalb der Insel. 
(D) Die Glukagon-positiven α-Zellen verteilen sich in der Peripherie der Insel. (E-F) Die 
Doppelmarkierung von Glukagon (GLUC, grün) und CALM (rot) zeigt, dass CALM sowohl in 
den α-Zellen (Pfeile) als auch in den ȕ-Zellen lokalisiert ist. 
 

Beim immunhistochemischen Nachweis von Secretagogin blieb das exokrine Gewebe 

gegenüber der Insel gänzlich unmarkiert. Ein vergleichbares Immunmarkierungs-

muster mit einer deutlichen Präsenz der Immunmarkierung in der pankreatischen Insel 

konnte auch über den Nachweis der einzelnen Proteine am humanen Pankreas-

gewebe erzielt werden (Bazwinsky-Wutschke et al. 2007). 

Das Vorkommen eines einzelnen CaBP innerhalb der pankreatischen Insel der Ratte 

erstreckt sich sowohl auf die zu etwa 70-80 % vorkommenden ȕ-Zellen in  der Insel, als 

auch auf die in den Ratteninseln typisch ringförmig angeordneten α-Zellen, wie die 

Immundoppelmarkierung von Glukagon und dem entsprechenden CaBP belegen (Abb. 

2C-F).  

Die beschriebenen CaBPs (Calbindin-D28k, Secretagogin, Calmodulin und 

Calreticulin) konnten sowohl auf mRNA als auch immunhistochemisch auf 

Proteinebene in INS-1 Zellen nachgewiesen werden (Fig. 2B). 
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Ergänzende Immunogoldmarkierungen an pankreatischen ȕ-Zellen der Wistar-Ratte 

lieferten zusätzliche Informationen über die subzelluläre Lokalisation der CaBPs in den 

ȕ-Zellen. So konzentrierte sich die Immunogoldmarkierung von Secretagogin 

hauptsächlich auf die Region der Sekretgranula während Calmodulin bis auf den 

Zellkern in nahezu allen Kompartimenten der Zelle angesiedelt war. 

 

3.1.2 Einfluss einer Typ-2-diabetischen Stoffwechsellage auf die Expression 

und Verteilung von Calciumsignalproteinen 

Hierfür eigneten sich die Typ-2-diabetischen GK-Ratten im Alter von 6 Wochen, die 

hinsichtlich metabolischer Parameter (GLUT2, Glukokinase, Insulin, Blutzucker) unter 

Anwendung von real-time RT-PCR und immunhistochemischer Analysen eingehend 

charakterisiert wurden. Infolge ihrer diabetischen Stoffwechsellage sind bei GK-Ratten 

dieser Altersstufe ein erhöhter Blutzuckerspiegel, Hypoinsulinämie sowie deutlich 

reduzierte GLUT2-, Insulin- und Glukokinase-Immunreaktivität in den pankreatischen 

Inseln im Vergleich zu den normogkykämischen Wistar-Ratten feststellbar.  

Eine vergleichende immunhistochemische Analyse von Pankreasgewebe 6 Wochen 

alter nicht-diabetischer Wistar-Ratten und dem Typ-2-diabetischer GK-Ratten 

hinsichtlich der CaBPs ließ deutliche Verteilungsunterschiede in der Immunmarkierung 

der Inseln mit dem jeweiligen CaBP erkennen, hier gezeigt am Beispiel vom 

Calmodulin in konfokalmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 3A, B). Über die molekular-

biologische Auswertung der Transkripte der CaBPs anhand von real-time RT-PCR 

konnte ein signifikanter Anstieg der CaBPs-Transkripte sowohl im Pankreasgewebe als 

auch in isolierten pankreatischen Inseln diabetischer GK-Ratten ermittelt werden (Abb. 

3C, D). Das Calmodulin-Transkript wies hierbei das höchste Expressionsniveau auf 

(Fig. 3C). 
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Abb. 3 (A) In Wistar-Ratten enthalten die pankreatischen Inseln stark CALM-immunreaktive 
Ansammlungen von ȕ-Zellen zwischen schwächer immunmarkierten Zellen im Zentrum und in 
der Peripherie der Insel. Über einen Vergrößerungsausschnitt der gleichen Insel werden 
schwach und stark CALM-immunreaktive Bereiche im Zytosol der Zellen sichtbar. (B) In 
pankreatischen Inseln der GK-Ratte zeigt Calmodulin ein homogeneres Verteilungsmuster. Die 
Vergrößerung verweist auf Zellen mit zytoplasmatischer Immunreaktivität, aber auch auf einige 
immunreaktive Zellkerne (Pfeilspitzen). (C) Die relativen Transkriptmengen der CaBPs sind im 
pankreatischen Gewebe der GK-Ratten im Vergleich zu den Wistar-Ratten signifikant erhöht. 
Die Sterne kennzeichnen signifikante Gruppendifferenzen bei n = 16, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P 
< 0,001; gepaarter und ungepaarter t- test. (D) In isolierten pankreatischen Inseln der GK-Ratte 
sind die Transkriptmengen der CaBPs ebenfalls erhöht im Vergleich zu den Wistar-Ratten (n = 
5, *P < 0,05; gepaarter und ungepaarter t-test). 

 

 

 

 

 

 

Calb1 Scgn Calm1 Calr

R
el

at
iv

e 
E

xp
re

ss
io

n 
(m

R
N

A
)

0

1

2

3

4

Wistar-Ratte
GK-Ratte

Calb1 Scgn Calm Calr

R
el

at
iv

e 
E

xp
re

ss
io

n 
(m

R
N

A
)

0

2

4

6

8

Wistar-Ratte
GK-Ratte 

(D) 

 

 ** 
 

 

 

(C) 

* 
* 

*** * 

* 

CALM (A) (B) CALM 

 
 

40 µm 40 µm 



17 
 

3.2 Expressionsänderungen ausgewählter Calciumsignalproteine unter 

dem Einfluss von Melatonin  

Von denen zuvor im Inselorgan charakterisierten CaBPs wurde das Calmodulin als 

zentraler Vermittler von Calciumsignalen angesehen, betrachtet man seine vielfältigen 

bekannten Verknüpfungen mit den Signalwegen der ȕ-Zelle (Übersicht in Chin und 

Means 2000). Diesbezüglich sind für die pankreatische ȕ-Zelle die Interaktionen 

zwischen Calmodulin und seinen downstream-Effektoren, den sogenannten CAMKs 

dokumentiert (Hisatomi et al. 1996, Niki und Hidaka 1999), wobei insbesondere 2 

Typen der CAMKs - die CAMK2 und CAMKIV - für die Signalwegbeziehungen 

innerhalb der pankreatischen ȕ-Zelle bedeutsam sind. Von beiden CAMKs ist bekannt, 

dass sie über Transkriptionsfaktoren die Insulintranskription, aber auch über 

Phosphorylierungen den Sekretionsprozess des Insulins direkt beeinflussen können 

(Easom 1999, Yamamoto et al. 2003, Persaud et al. 2011).  

Um die Bedeutung des Melatonins auf die Expression von CAMKs zu analysieren, 

wurden Transkriptanalysen am Modell der INS-1-Zelle durchgeführt. Hierbei sollte auch 

die Wirkung eines veränderten Melatoninrezeptorstatus auf mögliche, durch Melatonin 

induzierte, Transkriptmengenänderungen untersucht werden. In Ergänzung zu den 

batch-Inkubationsversuchen an INS-1-Zellen wurden zudem die Auswirkungen auf die 

Transkripte in Melatoninrezeptor-knockout-Tiermodellen untersucht. 

Bazwinsky I, Mühlbauer E, Wolgast S, Peschke E. Transcripts of calcium/calmodulin-
dependent kinases are changed after forskolin- or IBMX-induced insulin secretion due 
to melatonin treatment of rat insulinoma beta-cells (INS-1). Horm Metab Res 2009; 
41:805-813. 

Bazwinsky-Wutschke I, Mühlbauer E, Litvak L, Peschke E. Calciumsignal-
komponenten der pankreatischen Insel unter dem Einfluss von Melatonin. Nova Acta 
Leopold (NF114) 2011; 389:207-213. 

Bazwinsky-Wutschke I, Bieseke L, Mühlbauer E, Peschke E. Influence of melatonin 
receptor signalling on parameters involved in blood glucose regulation. J Pineal Res 
2014; 56:82-96. 

Bazwinsky-Wutschke I, Mühlbauer E, Albrecht E, Peschke E. Calcium-signalling 
components in rat insulinoma ȕ-cells (INS-1) and pancreatic islets are differentially 
influenced by melatonin. (eingereicht) 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19598075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19598075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19598075
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3.2.1  Untersuchungen zur Expression von CamkIV und Camk2d am pankrea-

tischen β-Zellmodell der INS-1 Zelle  

Zu Beginn der Untersuchungen erfolgte eine Gesamtanalyse bekannter CAMKs-Typen 

bzw. Isoformen (Camk2a, Camk2b, Camk2d, CamkIV, Camkk1) hinsichtlich ihres 

organ- und gewebespezifischen Vorkommens sowie ihrer quantitativen Expressions-

niveaus in INS-1 Zellen und pankreatischen Inseln der Ratte. Immunhistochemische 

Untersuchungen in Kombination mit real-time RT-PCR Analysen bestätigten die 

Lokalisation von Camk2d/CAMK2D und CamkIV/CAMKIV (Transkript/Protein) sowohl 

in der pankreatischen Insel als auch in der INS-1 Zelle (Abb. 4A, B). Immunhisto-

chemische Markierungen am Pankreasgewebe konnten hierbei eine bevorzugte 

Lokalisation beider CAMKs in der gesamten pankreatischen Insel der Ratte und damit 

in den, über die ganze Insel verteilten, ȕ-Zellen aufzeigen. Das exokrine Gewebe trat 

demgegenüber durch eine deutlich abgeschwächte Immunreaktion in den Hintergrund.  

Der cAMP-Aufbau bzw. cAMP-Abbau wird über Adenylatzyklasen bzw. Phospho-

diesterasen reguliert (Furman et al. 2010). Vorausgegangene Superfusions-

experimente an INS-1 Zellen konnten zeigen, dass pharmakologisch durch eine 

Behandlung mit Forskolin als Aktivator der AC bzw. mit IBMX als unspezifischem 

Inhibitor der Phosphodiesteraseaktivität eine Steigerung der cAMP-Konzentration und 

zeitgleich auch der Insulinsekretion bei INS-1 Zellen zu erreichen ist (Peschke et al. 

2002). Durch IBMX-Applikation wurde zusätzlich auch ein Anstieg der cGMP-

Konzentration beobachtet (Mühlbauer et al. 2011). Die batch-Versuche mit INS-1 

Zellen wurden unter Verwendung von 1 µM Forskolin und 10 µM IBMX durchgeführt. 

Verschiedene Konzentrationen dieser beiden Substanzen und ihre Wirkung auf die 

Insulinsekretion wurden zuvor in Superfusionexperimenten ausgetestet (Peschke et al. 

2002). 

Infolge der Forskolin- oder IBMX-Behandlung wurden bei den INS-1 Zellen ein 

signifikanter Anstieg der Insulinsekretion und eine signifikante Erhöhung der Camk2d- 

und CamkIV-Transkripte nach 6 h induziert. Die Behandlung mit Melatonin (100 nM 

und 1 µM) über 6 h in Anwesenheit von Forskolin oder IBMX verursachte eine 

signifikante Abnahme der Insulinausschüttung und führte gleichzeitig zu einer 

signifikanten Verminderung der Transkriptmengen von Camk2d und CamkIV. Die 

Zugabe vom Melatoninrezeptor-Antagonisten Luzindol hob die Melatonin-induzierte 

Verminderung der Transkriptmengen von CamkIV und Camk2d weitgehend auf (Abb. 

4C-F). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der Einfluss von Melatonin auf diese 

Transkripte Melatoninrezeptor-mediiert erfolgt.  
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Abb. 4 (A) Das Protein der CAMK2D ist vorzugsweise in der pankreatischen Insel der Wistar-
Ratte lokalisiert, das exokrine Gewebe weist demgegenüber eine deutlich schwächere 
Immunreaktivität auf. (B) Eine ȕ-Zell-spezifische Lokalisation wird durch das Vorkommen von 
CAMK2D in den INS-1 Zellen bestätigt. (C-F) Real-time RT-PCR Analyse der Camk2d-mRNA in 
INS-1 Zellen. (C,E) Die Behandlung mit 1 µM Forskolin (Fsk) oder 10 µM 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX) über 6 h führt zu einer Erhöhung der Transkriptmenge von Camk2d 
verglichen mit der Transkriptmenge der unbehandelten Zellen (Ctr). Die Melatoninbehandlung 
(MT) während der Fsk- oder IBMX-Applikation verursacht eine signifikante Abnahme des 
Camk2d-Transkripts im Vergleich zu den nur mit Fsk- oder IBMX-behandelten INS-1 Zellen. (D, 
F) Die zusätzliche Behandlung mit Luzindol (Luz) hebt den Melatonin-reduzierenden Effekt auf 
die Camk2d-mRNA fast vollständig auf. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus 8 
unabhängigen Zellinkubationsversuchen. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 
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Die vorgestellten Befunde deuten darauf hin, dass Melatonin die Genexpression von 

Signalproteinen wie CamkIV und Camk2d beeinflusst, von denen bekannt ist, dass sie 

in die Insulingenexpression und Insulinsekretion gleichermaßen involviert sind. 

3.2.2 Die differentielle Beeinflussung der Expression von CamkIV und Camk2d 

durch Melatonin  

Mit dem Ziel, den Einfluss einer erhöhten Expression der Melatoninrezeptorisoform 

MT2 auf die Transkripte von Camks und Calm1 zu untersuchen, wurde eine INS-1 

Zelllinie (hMT2-INS-1), die den humanen MT2-R überexprimiert, verwendet (Mühlbauer 

et al. 2011). Durch alleinige Behandlung dieser Zelllinie mit Forskolin oder IBMX 

konnte eine Anhebung der Transkriptmengen von Calm und Camks erzielt werden. 

Demgegenüber erniedrigte die Applikation von Melatonin im Beisein von Forskolin oder 

IBMX signifikant die Transkriptmengen von Camks und Calm1. Die stärkste Abnahme 

wurde unter gleichzeitiger Zugabe von IBMX erreicht. Für das Camk2d-Transkript 

wurde in INS-1 Zellen eine 1,7-fache Abnahme der Transkriptmenge durch Melatonin 

unter einer IBMX-Behandlung gemessen, während eine 2,4-fache Erniedrigung in 

hMT2-INS-1 Zellen feststellbar war (Abb. 5A, B). Beim CamkIV-Transkript war in nicht 

transfizierten INS-1 Zellen eine 2-fache Reduktion messbar, wohingegen in den hMT2-

INS-1 Zellen eine 3,6-fache Erniedrigung ermittelt wurde.  

In einer weiteren Versuchsserie wurde Melatonin (ohne weitere Stimulation) in 

verschiedenen Konzentrationen (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM) über Zeiträume 

von 12 h, 24 h, 48 h und 72 h zu INS-1 Zellen hinzugegeben. Im Ergebnis war der 

Insulingehalt in den Überständen der Zellen, die eine Melatoninbehandlung erfahren 

hatten, zeit- und dosisabhängig erniedrigt. In denselben Zellen verursachte die 

Melatoninbehandlung nach 48 h eine Erniedrigung der CamkIV-Transkriptmengen. 

Demgegenüber blieben die Camk2d-Transkriptmengen jedoch unverändert (Abb. 5C, 

D).  
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Abb. 5 Transkriptmengenänderungen von Camk2d und CamkIV in hMT2-INS-1 (A, B) und INS-
1 (C, D) unter verschiedenen Bedingungen. (A) Die Transkriptmenge von Camk2d wird 
während der Forskolin- oder IBMX-Behandlung von hMT2-INS-1 durch gleichzeitige Melatonin-
applikation signifikant reduziert. (B) Die Menge der CamkIV mRNA wird in noch stärkerem 
Ausmaß durch eine gleichzeitige Melatoninbehandlung von hMT2-INS-1 während einer 
Forskolin- oder IBMX-Behandlung herabgesetzt. Melatonin allein senkt signifikant das CamkIV-
Transkript. (C) Die Camk2d mRNA zeigt nach 48 h unter Melatonin in verschiedenen 
Konzentrationen keine Veränderungen in INS-1 Zellen. (D) Die CamkIV mRNA nimmt mit 
zunehmender Konzentration von Melatonin nach 48 h signifikant in INS-1 Zellen ab. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus n = 10 batches. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

Um zu prüfen, ob sich transkriptionelle, Melatonin-induzierte Effekte bis auf die 

Proteinebene verfolgen lassen und somit als funktionell einzuordnen sind, kam ein 

spezifischer CAMK2D ELISA zum Einsatz. Dabei zeigte sich, dass eine alleinige 

Forskolin- oder IBMX-Behandlung zu einer Erhöhung der Proteinmenge führte, jedoch 

unter Melatonin-Einwirkung eine signifikante Verminderung der Proteinmenge der 
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CAMK2D festzustellen ist. Der ANOVA-Signifikanztest bestätigte einen signifikanten 

Einfluss der Melatoninbehandlung auf den Proteingehalt von CAMK2D (P = 0,01). 

Die Transkriptanalysen von Calm1, Camk2d und CamkIV wurden auf das 

Pankreasgewebe von Melatoninrezeptor-defizienten Mäusen im Alter von 8-12 

Monaten  erweitert. Hierfür erfolgte im Vorfeld an 8-12 Monate alten Melatoninrezeptor-

knockout-Mäusen vergleichend zu Wildtypmäusen die Bestimmung der Insulinspiegel 

im Plasma, der Blutglukosewerte und der Körpergewichte. Dabei stellte sich heraus, 

dass die MT1ko-Mäuse und die MT1/MT2ko-Mäuse signifikant erniedrigte 

Blutglukosespiegel, erhöhte Insulinplasmagehalte und erniedrigte Körpergewichte 

aufwiesen. 

Die immunhistochemische Darstellung der Proteine von CALM, CAMK2D und CAMKIV 

im pankreatischen Gewebe der Wildtypmaus führte zu einer deutlichen Darstellung der 

pankreatischen Insel, wobei das exokrine Gewebe demgegenüber eine deutlich 

verminderte (auf einzelne Acini, Blutgefäße beschränkte) Immunmarkierung aufwies 

(Abb. 6A). Diese Ergebnisse entsprechen auch histologischen Befunden an humanem 

Pankreasgewebe und Pankreasgewebe der Ratte. Damit sind molekularbiologische 

Analysen der Camks und Calm1 am Gesamtpankreasgewebe (Abb. 6B) auf die 

pankreatische Insel zu beziehen und Transkriptmengenänderungen von Calm1, 

Camk2d und CamkIV vorrangig im Zusammenhang mit Funktionsbeziehungen der 

Insel zu diskutieren. So konnten durch die Verwendung von Pankreasgewebe der 

Wildtypmaus und Melatoninreptor-knockout-Mäuse Rezeptor-gekoppelte Effekte auf 

Transkriptebene von Calm1, Camk2 und CamkIV nachgewiesen werden (gezeigt am 

Beispiel der Camk2d,  Abb. 6C).  

Allerdings waren diese Transkriptlevel-Änderungen differentieller Art, verursacht durch 

den Verlust des jeweiligen Rezeptors. Durch Wegfall des MT1-Rezeptors (MT1ko, 

MT1/MT2ko) kam es am Beispiel der Camk2d zu einer bis zu 2-fachen, signifikanten 

Erhöhung der Transkripte im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 6C), was verdeutlicht, dass 

die Melatonin-vermittelten Effekte auf die Camk2d-mRNA MT1-Rezeptor-mediiert sind. 
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Abb. 6 (A) Die CAMK2D ist vorzugsweise in der pankreatischen Insel lokalisiert, wobei das 
exokrine Gewebe deutlich schwächer immunreaktiv erscheint. (B) Dargestellt sind die RT-PCR-
Produkte der Camk2d nach Gelelektrophorese mit Expression im pankreatischen Gewebe und 
in der Insel. Die Molekulargrößen der PCR-Produkte sind in Relation zum Molekulargrößen-
standard (L) gesetzt. (C) Bestimmung der Camk2d-Transkripte im Pankreasgewebe der 
Wildtypmaus (WT) und Melatoninrezeptor-knockout-Mauslinien (MT1ko, MT2ko, MT1/MT2ko). 
Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± SEM aus n = 12. *P < 0,05, **P < 0,01; gepaarter und 
ungepaarter t-test.  

 

Zusammengenommen belegen die Ergebnisse i) einen differentiellen Einfluss von 

Melatonin auf Transkriptmengenänderungen der Camk2d und CamkIV in Abhängigkeit 

von den äußeren Bedingungen, ii) eine Abhängigkeit der Transkriptmenge von der 

Expressionshöhe einer Melatoninrezeptorisoform, iii) eine Abhängigkeit der 

Transkriptmenge vom Vorhandensein einer entsprechenden Melatoninrezeptor-

isoform. Einflüsse des Melatonins auf Transkriptmengen werden damit generell 

spezifisch Melatoninrezeptor-gebunden vermittelt. 
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3.3 Die Rolle von pCREB bei Melatonin-vermittelten Effekten auf 

Calciumsignalkomponenten in der pankreatischen β-Zelle  

Veränderungen von Transkriptmengen werden unter der Mitwirkung von 

Transkriptionsfaktoren induziert. Eine erhebliche Anzahl von Studien identifizierte ein 

Promotorelement, welches die transkriptionale Aktivierung als Antwort auf intrazellulär 

erhöhtes cAMP vermittelt, die sog. cAMP-response element (CRE)-Sequenz (Ziff 1990, 

Lalli und Sassone-Corsi 1994). An diese CRE-Sequenz, die charakteristischerweise 

auch in den hier untersuchten Camk2d und CamkIV vorhanden ist (Zhang et al. 2005), 

bindet unter anderem der Transkriptionsfaktor CREB.  

Es wurde daher die Phosphorylierung von CREB unter dem Einfluss von Melatonin  

analysiert und Änderungen in Transkriptmengen von Calciumsignalkomponenten wie 

Camk2d und CamkIV nach kürzeren Zeiträumen bestimmt. 

Mühlbauer E, Albrecht E, Hofmann K, Bazwinsky-Wutschke I, Peschke E. Melatonin 
inhibits insulin secretion in rat insulinoma ȕ-cells (INS-1) heterologously expressing the 
human melatonin receptor isoform MT2. J Pineal Res 2011; 51:361-372. 

Bazwinsky-Wutschke I, Wolgast S, Mühlbauer E, Albrecht E, Peschke E. 
Phosphorylation of cyclic AMP-response element-binding protein (CREB) is influenced 
by melatonin treatment in pancreatic rat insulinoma ȕ-cells (INS-1). J Pineal Res 2012; 
53:344-357. 

Mühlbauer E, Albrecht E, Bazwinsky-Wutschke I, Peschke E. Melatonin influences 
insulin secretion primarily via MT(1) receptors in rat insulinoma cells (INS-1) and 
mouse pancreatic islets. J Pineal Res 2012; 52:446-459. 

 

 
3.3.1 Untersuchungen von pCREB-Veränderungen am INS-1 Zellmodell nach 

Melatoninapplikation 

Der Phosphorylierungsgrad von CREB kann unter Verwendung von Antikörpern, die 

spezifisch gegen Ser133-phosphoryliertes CREB gerichtet sind, ermittelt werden 

(Shaywitz und Greenberg 1999). Die Stimulation von Zellen mit beispielsweise 

Forskolin oder cAMP-Analoga führt zu einer Phosphorylierung von CREB durch 

Aktivierung des PKA-Signalweges (Montminy und Bilezikijan 1987, Gonzalez und 

Montminy 1989), welche in einer typischen Kernmarkierung von pCREB in Zellen zum 

Ausdruck kommt (Wicht et al. 1999).  

Die basale Immunreaktivität der unbehandelten INS-1 Zellen wurde durch Zugabe von 

Forskolin (1 µM) oder IBMX (10 µM) zum Zellkulturmedium deutlich gesteigert (Abb. 

7A, B, D). 
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Abb. 7 Konfokalmikroskopische Aufnahmen zur Immunfluoreszenzmarkierung von 
phosphoryliertem CREB (pCERB) in INS-1 Zellen. (A) Unbehandelte INS-1 Zellen 
(Kontrollzellen) weisen eine schwache pCREB-Immunmarkierung in den Zellkernen auf. (B) 
Phosphoryliertes CREB akkumuliert durch die Fsk-Behandlung in den Zellkernen. (C) Melatonin 
unter Fsk-Stimulation senkt die pCREB-Immunfluoreszenz in den Zellkernen ab.  (D) Die IBMX-
Behandlung induziert eine intensive pCREB-Immunmarkierung der Zellkerne. (E) Die 
gleichzeitige Behandlung mit Melatonin schwächt die Immunreaktion von pCREB in den 
Zellkernen deutlich ab. 
 
Die mittleren Immunfluoreszenzintensitäten der Zellkerne wurden unter Verwendung 

laserscanmikroskopischer Aufnahmen semiquantitativ über eine in der Bedienungs-

software des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops integrierte Softwarefunktion (TCS 

SP, Leica) ausgwertet. Die Zugabe zunehmender Konzentrationen von Forskolin oder 

IBMX zum Zellkulturmedium resultierten in einer dosisabhängigen Erhöhung der 

mittleren Fluoreszenzintensität der nukleären pCREB-Immunmarkierung von INS-1 

Zellen.  

Die gleichzeitige Gabe von 100 nM Melatonin während der Forskolin- oder IBMX-

Stimulation führte zu einer signifikanten Abnahme der pCREB-Immunmarkierung in 

den INS-1 Zellkernen nach 15 min, 30 min, 1 h und 3 h Einwirkdauer (Abb. 7C, E, Abb. 

8). Die Applikation des unspezifischen kompetitiven Melatoninrezeptor-Antagonisten 

Luzindol konnte die Melatonin-bedingte Verringerung der CREB-Phosphorylierung 

nach 30 min komplett aufheben (Abb. 8).  
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Abb. 8 Messung der mittleren Fluoreszenzintensität der pCREB-Immunmarkierung in den 
Zellkernen der INS-1 Zellen. Änderungen der mittleren Intensität von pCREB nach Behandlung 
mit 1 µM Fsk (A) oder 10 µM IBMX (B) allein oder in Kombination mit 100 nM Melatonin (MT) im 
Vergleich zu unbehandelten INS-1 Zellen (Ctr) nach 30 min. Die Behandlung mit 10 µM 
Luzindol (Luz) oder 100 nM 4P-PDOT hebt den Melatonin-senkenden Effekt auf pCREB auf. 
Die mittleren Intensitätswerte stammen von 3 unabhängigen Experimenten, Zellkerne n = 800-
1000 (***P < 0,001, t-test). 

 

Eine Aufhebung des inhibierenden Effekts auf die CREB-Phosphorylierung durch 

Melatonin unter Forskolin- oder IBMX-Behandlung erfolgte auch über Applikation des 

MT2-selektiven Antagonisten 4-Phenyl-2-propionamidotetralin (4P-PDOT). Aus diesen 

Befunden konnte geschlossen werden, dass eine Melatonin-induzierte Verminderung 

der Phosphorylierung von CREB über beide Melatoninrezeptorisoformen (MT1 und 

MT2) vermittelt wird.  

Die noch nach 3 h deutlich nachweisbare Verminderung von pCREB durch Melatonin 

unter Forskolin- oder IBMX-Einwirkung war gleichzeitig assoziiert mit einer statistisch 

signifikanten Abnahme der Camk2d- und CamkIV-Transkriptmenge. Im Vergleich zu 

den unbehandelten INS-1 Kontrollzellen führte eine Forskolin- oder IBMX-Behandlung 

nach 1 h und 3 h zu einer signifikanten Zunahme der Transkriptmenge von beispiels-

weise Camk2d, die durch Co-Applikation von Melatonin bereits nach 1 h wieder 

abgesenkt wurde und nach 3 h Einwirkungszeit eine signifikante Reduktion aufwies. 
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3.3.2   Untersuchungen von pCREB-Veränderungen an genetisch veränderten 

INS-1 Zellmodellen durch Melatoninapplikation 

Eine Typ-2-diabetische pankreatische Insel exprimiert verstärkt beide Isoformen von 

Melatoninrezeptoren (MT1, MT2). Insbesondere Rezeptoranalysen an humanem 

Pankreasgewebe (Operationsmaterial) von Stoffwechsel-unauffälligen und Typ-2-

diabetischen Patienten bestätigten sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene 

eine erhöhte Expression von MT1- und MT2-Rezeptoren in humanen diabetischen 

Inseln (Peschke et al. 2007). Auch pankreatische Inseln der GK-Ratte wiesen im 

Vergleich zu Wistar-Ratten erhöhte Transkriptmengen von MT1 und MT2 auf (Peschke 

et al. 2006b, 2010). Klonale Linien gentechnisch modifizierter INS-1 Zellmodelle bieten 

daher die Möglichkeit, die Auswirkungen einer solchen Überexpression (aber auch 

Unterexpression) einer Melatoninrezeptorisoform unter verschiedenen experimentellen 

Bedingungen im batch-Versuch zu erfassen.  

In einer permanent den humanen MT2-Rezeptor-überexprimierenden INS-1 (hMT2-

INS-1) Zelllinie sowie in INS-1 Zellen mit einem knockdown des MT1-Rezeptors (rMT1-

knockdown-INS-1) wurden die zuvor beschriebenen Daten überprüft.  

Im hMT2-INS-1 Zellen konnte eine erhöhte Transkriptmenge des MT2-Rezeptors und 

ein erhöhter Anteil des MT2-Rezeptorproteins nachgewiesen werden.  

Nach einer 30-minütigen Behandlung der hMT2-INS-1 wurde im Vergleich zu nicht 

transfizierten INS-1 Zellen ein deutlich stärkerer inhibitorischer Effekt von Melatonin auf 

die Forskolin-induzierte pCREB-Bildung gemessen, wobei dieser Effekt vollständig 

durch die Applikation von Luzindol oder 4P-PDOT aufgehoben wurde. Ebenfalls wurde 

die durch IBMX induzierte Anhebung der CREB-Phosphorylierung durch die 

gleichzeitige Gabe von Melatonin abgesenkt. Jedoch konnte hier durch Luzindol oder 

4P-PDOT Gabe keine vollständige Aufhebung des inhibitorischen Effekts von 

Melatonin auf pCREB erzielt werden. Des Weiteren war der inhibitorische Effekt von 

Melatonin auf pCREB während der IBMX-Behandlung deutlich stärker ausgeprägt als 

während der Forskolinstimulation.  

Auch nach einer Stunde Einwirkzeit von Forskolin oder IBMX konnte eine Absenkung 

des pCREB durch eine gleichzeitige Melatonin-Gabe erreicht werden. Der Effekt von 

Melatonin während der einstündigen Forskolinstimulation auf pCREB fiel bei den 

hMT2-INS-1 Zellen im Vergleich zu den INS-1 Zellen (11 %ige Absenkung von pCREB 

in hMT2-INS-Zellen versus 26 %iger Abnahme von pCREB in INS-1 Zellen) geringer 

aus. Eine Melatoninbehandlung während der 1-stündigen Einwirkung von IBMX 

verursachte die stärkste Abnahme der messbaren pCREB-Immunreaktivität (45 %ige 

Absenkung nach 30 min bei hMT2-INS-1-Zellen gegenüber 15 % bei INS-1-Zellen, 
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Abb. 9). Diese Ergebnisse lieferten den Beleg dafür, dass über einen erhöhten 

Melatoninrezeptorgehalt entscheidend die Phosphorylierung von CREB beeinflusst 

wird.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9 Kumulative Verteilung der mittleren Intensitätswerte von pCREB in den Zellkernen von 
INS-1 Zellen (A) und in hMT2-INS-1 Zellen (B) nach 30minütiger Behandlung mit 10 µM IBMX 
allein oder in Kombination mit 100 nM Melatonin (MT) im Vergleich zu den jeweils 
unbehandelten Zellen (Ctr). Die Mediane der Intensitäten stammen von 3 unabhängigen 
Experimenten (***P < 0,001, t-test). 

Einen weiteren Hinweis einer Einflussnahme der vorhandenen Rezeptormenge auf die 

CREB-Phosphorylierung wurde nach einem rMT1-knockdown im INS-1 Zellmodell mit 

einem signifikant reduzierten rMT1 mRNA Expressionsniveau (69 % unter dem von 

nicht-transfizierten INS-1 Zellen) erbracht (Mühlbauer et al. 2012). In diesen rMT1-

knockdown INS-1 Zellen konnte auch ein reduzierter MT1-Rezeptorgehalt nachge-

wiesen werden. 

Die Behandlung der INS-1-Kontrollzellen (control-shRNA-INS-1) mit IBMX verursachte 

einen Anstieg der mittleren pCREB Immunfluoreszenzintensität auf 60 % über den der 

Kontrollwerte (100 %), wobei durch gleichzeitige Inkubation mit 100 nM Melatonin eine 

16,5 %ige Erniedrigung gegenüber der IBMX-Applikation erreicht werden konnte. 

Die IBMX-Behandlung in rMT1-knockdown-INS-1 Zellen resultierte in einer Signal-

steigerung der pCREB-Immunreaktion um 28 %, jedoch reduzierte eine gleichzeitige 

Melatoninapplikation die IBMX-vermittelte pCREB-Stimulation nur um 9 %. Dies belegt, 

dass zwar immer noch ein durch Melatonin verursachter inhibitorischer Einfluss auf die 

Phosphorylierung von CREB in den rMT1-knockdown INS-1 Zellen vorhanden ist, der 

aber durch den erniedrigten MT1-Rezeptorgehalt stark abgeschwächt in Erscheinung 

tritt. 

Die Ergebnisse der gentechnisch veränderten INS-1 Zellmodelle zusammenfassend 

belegen, dass der Effekt von Melatonin auf pCREB über die anteilig vorhandenen 
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Rezeptorisoformen moduliert wird und damit der Melatoninrezeptorstatus entscheidend 

die Menge an phosphoryliertem CREB beeinflusst. 

3.3.3  Untersuchungen an pankreatischen Inseln der Wistar-Ratte zum Einfluss 

von Melatonin auf pCREB 

In einer weiteren Versuchsserie wurden aus Pankreata neonataler Wistar-Ratten 

pankreatische Inseln isoliert, um die auf Einzelzellebene erhobenen Befunde zur 

Beeinflussung von pCREB durch Melatonin auf die gesamte pankreatische Insel im 

Säugerorganismus zu übertragen. 

Ein Teil der Inseln wurde mit Akutase behandelt und dadurch in kleinere Bruchstücke 

zerlegt. Die Inseln wurden dann für 48 h kultiviert und danach für 1 Stunde mit 10 µM 

IBMX oder IBMX in Kombination mit 100 nM Melatonin behandelt. Von den 

Überständen wurde der Insulingehalt bestimmt und die Inseln mittels 4 % PFA fixiert, 

um nachfolgend immunhistochemisch pCREB in Kombination mit einer Insulin- bzw. 

Glukagon-Immunreaktion nachzuweisen. Erste Ergebnisse zeigten, dass es unter 

Einwirkung von IBMX und Melatonin zu einer Absenkung des Insulingehaltes im 

Medium kommt (Abb. 10A). Gleichzeitig ergab die Semiquantifizierung von pCREB in 

den Zellkernen von pankreatischen ȕ-Zellen eine Erniedrigung von pCREB infolge der 

Melatonineinwirkung unter IBMX-Behandlung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10 (A) Insulinbestimmung von isolierten pankreatischen Inseln der Wistar-Ratte unter 
IBMX-Behandlung und Co-applikation von IBMX und Melatonin (MT) nach 1 h im Vergleich zu 
unbehandelten Inseln (Ctr); n = 7 batches, *P < 0,05, gepaarter t-test. (B) Bestimmung der 
mittleren Intensitäten von pCREB-immunreaktiven Zellkernen der ȕ-Zellen dieser 
pankreatischen Inseln (n = 300 Zellkerne, ***P < 0,001, t-test). 
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4  DISKUSSION 

4.1  Expression und Vorkommen ausgewählter Calciumsignalproteine in der 

pankreatischen Insel vom Säuger 

Die Verteilung der CaBPs Calbindin-D28k, Secretagogin, Calreticulin und Calmodulin 

wurde im Pankreasgewebe analysiert, wobei die CaBPs in Übereinstimmung mit 

früheren Studien verstärkt in der pankreatischen Insel nachgewiesen werden konnten 

(Sugden et al. 1979, Pochet et al. 1989, Wagner et al. 2000, Ahmed et al. 2005). Eine 

Insel-spezifische Lokalisation der CaBPs konnte – neben dem Nachweis der 

Transkripte im Pankreasgewebe – auch über deren Detektion in isolierten 

pankreatischen Inseln erfasst werden (Bazwinsky-Wutschke et al. 2010). Zudem waren 

die untersuchten CaBPs und ihre Transkripte in den INS-1 Zellen nachweisbar, was als 

Beleg für das Vorkommen der Proteine in den ȕ-Zellen bewertet werden kann und sich 

durch zusätzliche Doppelmarkierungen bestätigte (Bazwinsky-Wutschke et al. 2010). 

Dass CaBPs eine funktionelle Bedeutung für die Sekretionsmechanismen der ȕ-Zelle 

haben, wird für jedes einzelne der hier untersuchten CaBPs in der Literatur diskutiert 

(Calbindin-D28k: Reddy et al. 1997, Sooy et al.1999; Secretagogin: Skovhus et al. 

2006; Calreticulin: Oyadomari et al. 2001, Ahmed et al. 2005). Als gesichert gelten 

jedoch die Funktionen von Calmodulin innerhalb der ȕ-Zelle (Niki und Hidaka 1999), 

das hier nicht nur das höchste Expressionsniveau aufwies, sondern ebenso durch 

deutliche Verteilungsunterschiede in der pankreatischen Insel der GK-Ratte gegenüber 

der Insel der Wistar-Ratte charakterisiert war (Bazwinsky-Wutschke et al. 2010). 

Veränderungen eines CaBP in den diabetischen Inseln sind mit Calciumveränderungen 

in diesen Inseln zu diskutieren. So zeigen die Inseln von Typ-2-diabetischen GK-Ratten 

einen zeitverzögerten und langsameren Anstieg des intrazellulären Calciums (Zaitsev 

et al. 1997) und niedrigere Maximalanstiege der Calciumlevel im Vergleich zu den 

Kontrolltieren (Kato et al. 1996). Die Expressionsänderungen einiger Calcium-

abhängiger Signalkomponenten sollen für derartige Störungen verantwortlich sein, wie 

z. B. die Reduktion der SERCA3 Isoform der Calcium-ATPase (Váradi et al. 1996) oder 

eine verminderte Expression von Genen, welche für die alpha2 Untereinheit des L-Typ 

Kanals spannungsabhängiger Calciumkanäle codieren (Roe et al. 1996). Eine 

Beteiligung der VDCCs an den Calciumveränderungen diabetischer Inseln wird auch in 

anderen Studien beschrieben (Kato et al. 1996, Wang et al. 1996).  

Weitere diabetische Tiermodelle weisen hingegen für CaBPs wie Calbindin (D28k bzw. 

D9k) eine veränderte mRNA Expression oder Proteinmenge auf (Hamilton et al. 2000, 

Thongboonkerd et al. 2005). Eine Glukosestimulation von pankreatischen Inseln der 

Ratte verursachte unter anderem einen Anstieg der Calbindin-mRNA (MacDonald 
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1996). Das Calmodulin betreffend entwickeln transgene Mäuse mit einer spezifischen 

Überexpression von Calmodulin frühzeitig Diabetes mit einer deutlichen Hyperglykämie 

(Epstein et al. 1989). Darüber hinaus kommt es zu Defekten in der 2. Phase der 

Insulinsekretion (Epstein et al. 1992). In transgenen Mäusen, in denen mutiertes 

Calmodulin zwar Calcium bindet (CaM-8), aber die Interaktion mit Calcium/Calmodulin-

aktivierten Enzymen verändert wird, entwickelte sich eine diabetische Stoffwechsel-

lage einhergehend mit erhöhtem Blutzucker und gleichzeitig erniedrigtem Insulin in der 

Insel sowie im Plasma (Ribar et al. 1995). 

Die Ergebnisse der eigenen Studie im Vergleich mit Literaturdaten zeigen deutlich, 

dass CaBPs und somit Calcium-abhängige Signalkaskaden mit pathologischen 

Veränderungen des Typ-2-Diabetes assoziiert sind und deshalb eine wesentliche Rolle 

für die Aufrechterhaltung der normalen ȕ-Zell-Funktionen einnehmen.  

4.2 Expressionsänderungen ausgewählter Calciumsignalproteine unter dem 

Einfluss von Melatonin  

Für Calmodulin ist bekannt, dass es erst über die Interaktion mit sogenannten CAMKs 

seine Funktionen ausübt (Niki und Hidaka 1999, Wayman et al. 2011). Die eigenen 

Studien konnten das Vorhandensein der CAMKs (Transkript und Protein) spezifisch in 

den pankreatischen Inseln und in den hier überwiegenden ȕ-Zellen sowie in INS-1 

Zellen nachweisen, wobei die CamkIV und Camk2d zu den Kinasen mit dem höchsten 

Transkript-Expressionsniveau gehörten (Bazwinsky-Wutschke et al. 2009). Die 

Transkripte dieser beiden Camks wurden während der Forskolin- oder IBMX-

induzierten Insulinsekretion der INS-1 Zellen erhöht, jedoch im Beisein von Melatonin 

wieder signifikant abgesenkt, verbunden mit einer erniedrigten Insulinausschüttung 

(Bazwinsky-Wutschke et al. 2009). Die Steigerung der Insulinsekretion, hervorgerufen 

durch IBMX- oder Forskolin-Applikation, und die hemmenden Effekte von Melatonin auf 

die Insulinsekretion während der Applikation von Forskolin oder IBMX decken sich mit 

den durch Superfusionsexperimente an INS-1 Zellen und pankreatischen Ratteninseln 

erhobenen Befunden (Peschke et al. 2002). Effekte von Melatonin auf Calcium-

signalwege sind bisher beschrieben für die MCF-7 humane Brustkrebszelllinie (Dai et 

al. 2002) und neuronale Zellen (Schuster et al. 2005), wobei am Rattengehirn speziell 

ein Einfluss von Melatonin auf die CAMK2 nachgewiesen werden konnte (Benitez-King 

et al. 1996, Fukunaga et al. 2002). 

An der pankreatischen ȕ-Zelle werden die Melatonin-vermittelten Effekte auf die 

Transkripte unter anderem über den MT1-Rezeptor, möglicherweise auch MT2-

Rezeptor, ausgeübt. Für einen solch Rezeptor-mediierten Einfluss von Melatonin auf 

die Transkripte spricht die Tatsache, dass Luzindol, das antagonistisch auf MT1 und 
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MT2 Rezeptoren wirkt, den Transkript-senkenden Effekt auf die Camks aufhebt 

(Bazwinsky-Wutschke et al. 2009). Die Untersuchung am Tiermodell (MT-Rezeptor-

knockout-Mäuse) erbrachte diesbezüglich den weiteren eindeutigen Beleg für eine 

Rezeptor-vermittelte Transkriptregulation: die Camk2d-Transkripte beispielsweise 

werden infolge eines MT1-Rezeptor-knockouts erhöht, die CamkIV-Transkripte infolge 

einers MT2-Rezeptor-knockouts erniedrigt (Bazwinsky-Wutschke et al. 2014). Dennoch 

kann eine generelle Beteiligung des MT2-Rezeptors an der Transkriptregulation nicht 

ausgeschlossen werden, da sich unter IBMX-Applikation in MT2-Rezeptor- 

überexprimierenden INS-1 Zellen (hMT2-INS-1) die Melatonin-induzierte Reduktion der 

Camk2d- bzw. CamkIV-Transkripte noch verstärkte. Als Ursache hierfür kommt eine 

stärkere Reduktion der cGMP- und cAMP-Level durch Melatonin (über den MT2-

Rezeptor vermittelt) in Frage, allerdings nur unter IBMX-Behandlung, da unter 

Forskolin-Stimulation in den hMT2-INS-1 keine Verstärkung des MT-inhibierenden 

Effekts auf die Transkripte feststellbar war. Dafür sprechen Befunde von Mühlbauer 

und Mitarbeitern (2011), nach denen die Melatonin-reduzierenden Effekte während der 

IBMX-Behandlung auf die cAMP- und cGMP-Gehalte in hMT2-INS-1 Zellen sehr viel 

stärker ausgeprägt sind im Vergleich zu den INS-1 Zellen. Die gemessenen 

Transkriptmengenänderungen können zudem in einer deutlicheren Abnahme der 

CREB-Phosphorylierung (pCREB) in hMT2-INS-1 Zellen unter IBMX-Behandlung 

begründet sein (Bazwinsky-Wutschke et al. 2012). In dieser Studie wurde beim 

Vergleich der INS-1 mit der hMT2-INS-1 der stärkste Einfluss von Melatonin auf 

pCREB unter IBMX-Applikation in den hMT2-INS- Zellen gemessen (45 % 

Erniedrigung gegenüber 15 %). 

Von funktionaler Relevanz für die ȕ-Zelle sind die Befunde der CAMK2D 

Proteinbestimmung, denen zufolge Melatonin unter Forskolin- oder IBMX-Behandlung 

eine Abnahme des CAMK2D Proteins induziert und damit nachgewiesen werden 

konnte, dass sich Transkriptmengenänderungen bis auf die Proteinebene auswirken. 

Für die CAMK2 bzw. ihre Isoform CAMK2D gibt es eine Vielzahl überzeugender 

Studien, die zeigen, dass diese CAMK in die Phosphorylierung von Proteinen involviert 

ist, die den Sekretionsmechanismus betreffen (Synapsin: Wenham et al. 1994, 

Matsumoto et al. 1999), microtubule-associated protein-2 (MAP-2: Krueger et al. 1997), 

vesicle-associated membrane protein (VAMP/synaptobrevin: Nielander et al. 1995, 

Hirling und Scheller 1996) und synaptotagmin (Popoli 1993). Einige dieser in 

neuronalen Zellen vorkommenden Proteine wie das Synapsin I kommen auch in 

Ratteninseln oder ȕ-Zelllinien vor (Matsumoto et al. 1999), und Synapsin Ib ist mit 

CAMK2D in Insulin-sekretorischen Vesikeln assoziiert (Möhlig et al. 1997). Damit 

übereinstimmend konnten Tabuchi und Mitarbeiter (2000) zeigen, dass die 
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Insulinausschüttung durch Überexpression der CAMK2 potenziert wurde. Die neuesten 

an der pankreatischen ȕ-Zelle erhobenen Befunde belegen zudem einen Einfluss der 

CAMK2 auf die Insulingenexpression (Suefuji et al. 2012). Sie implizieren einen 

Mechanismus für eine CAMK2-abhängige Regulation des KATP-Kanals (Kline et al. 

2013) oder demonstrieren die Phosphorylierung des in die Insulinsekretion involvierten 

Ryanodinrezeptor 2 durch CAMK2 (Dixit et al. 2013). Studien an Melatoninrezeptor-

knockout-Mäusen zeigen, dass eine erhöhte Camk2d-Expression mit erhöhten 

Insulinwerten in diesen knockout-Mäusen und erniedrigten Blutzuckerspiegeln 

korreliert (Bazwinsky-Wutschke et al. 2014, accepted). Eine Aktivierung des CAMK2 

Proteins und die Sekretion von Insulin scheinen zeit- und dosisabhängig zu korrelieren 

und eine pharmakologische Blockierung der CAMK2 die Insulinsekretion zu verringern 

(Easom et al. 1997, Bhatt et al. 2000, Vest et al. 2007).  

Die Befunde verdeutlichen einerseits einen engen Zusammenhang zwischen der 

Insulinsekretion und der CAMK2D, heben damit aber auch andererseits die Bedeutung 

des Melatonineinflusses (Zeitabhängigkeit) auf diese CAMK für die Insulinregulation 

hervor, realisiert über die Einwirkungsmöglichkeiten von Melatonin auf das 

Funktionsspektrum einer solchen CAMK. 

Bezüglich der Melatoninstimulation verhalten sich die Camks unterschiedlich. Während 

das CamkIV-Transkript unter alleiniger Melatonin-Stimulation durch Mengen-

änderungen reagiert, bleibt das Camk2d-Transkript unbeeinflusst. Diese Ergebnisse 

deuten auf eine differentielle Regulation der Camks-Transkripte durch Melatonin in 

Abhängigkeit von der an der ȕ-Zelle vorliegenden Stimulationssituation. 

Damit konnte für die pankreatische ȕ-Zelle erstmalig gezeigt werden, dass die 

Melatonineffekte bis auf die Transkriptebene von Calciumsignalkomponenten 

nachweisbar sind. Dieser Einfluss eröffnet die Möglichkeit, dass Melatonin indirekt über 

die Calcium/Calmodulin-abhängigen Signalkaskaden die Insulinsekretion beeinflussen 

kann.  

4.3 Die Rolle von pCREB bei Melatonin-vermittelten Effekten auf 

Calciumsignalkomponenten in der pankreatischen β-Zelle  

Nach einer intrazellulären cAMP-Erhöhung kommt es unter anderem zu einer 

Aktivierung der PKA (Furman et al. 2010), die wiederum über die Phosphorylierung von 

CREB eine transkriptionale Aktivierung bestimmter Gene vornimmt (Dalle et al. 2011). 

CREB wird als bedeutender Faktor für die Glukoseregulation, Insulinausschüttung und 

Gentranskription in der pankreatischen ȕ-Zelle beschrieben (Dalle et al. 2011). Der 

Einfluss von Melatonin auf die CREB-Aktivierung in der pankreatischen ȕ-Zelle wurde 

bisher wenig untersucht, obwohl Kemp und Mitarbeiter (2002) erste Hinweise für eine  
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Verminderung der Insulinpromotoraktivität und der CRE-vermittelten Genexpression 

unter einer Melatoninbehandlung über 4 h in Anwesenheit von Forskolin lieferten. 

Studien am Gehirn zeigen, dass regionabhängig der Phosphorylierungsgrad von CREB 

unter Melatonineinfluss steht (McNulty et al. 1994, 1996). Für die INS-1 Zelle konnte 

nach Erhöhung der cAMP-Konzentration und Insulinsekretion (Peschke et al. 2002, 

Bazwinsky-Wutschke et al. 2009), eine gesteigerte nukleäre pCREB-Immunmarkierung 

nachgewiesen werden (Bazwinsky-Wutschke et al. 2012).  

Die Senkung der Insulinsekretion in INS-1 Zellen durch Melatonin wird von einer 

Absenkung des intrazellulären cAMP-Spiegels und einer verminderten PKA-Aktivierung 

begleitet (Peschke et al. 2002, Picinato et al. 2002, Furman et al. 2010). Durch 

Forskolin oder IBMX werden zudem intrazelluläre Calciumänderungen induziert 

(Dyachok et al. 2006, Bazwinsky-Wutschke et al. 2009). Unterstützende Studien an der 

pars tuberalis zeigen ein Kopplung des MT1-Rezeptors mit Inhibition der 

Adenylatzyklase, die nachfolgend die Forskolin-induzierte Aktivierung der PKA and 

pCREB inhibiert (Morgan et al. 1989, Hazlerigg et al. 1991, McNulty et al. 1994, 

Godson und Reppert 1997). 

Der nicht-selektive kompetitive Melatonin-Rezeptoragonist Luzindol und der MT2-

selektive Antagonist 4P-PDOT heben den Melatonin-inhibierenden Effekt auf die 

CREB-Phosphorylierung während einer Forskolin- oder IBMX-Behandlung wieder auf 

(Bazwinsky-Wutschke et al. 2012). Der durch Melatonin verursachte inhibierende 

Effekt auf pCREB wird sowohl MT1- und als auch MT2-Rezeptor-mediiert vermittelt. In 

Melatoninrezeptor-Doppel-knockout-Mäusen finden sich in SCN-Neuronen keine 

pCREB-Veränderungen unter verschiedenen Melatonin-Konzentrationen (Jin et al. 

2003).  

Mit Hilfe einer gentechnisch veränderten INS-1 Zelle, die den humanen MT2-Rezeptor 

überexprimierte, konnte eine deutlich stärkere Reduktion von pCREB durch Melatonin 

(30 min Einwirkzeit) während einer IBMX-Behandlung gezeigt werden (Mühlbauer et al. 

2011, Bazwinsky-Wutschke et al. 2012).  

Der verstärkte inhibierende Effekt war auch cGMP-abhängig (Mühlbauer et al. 2011). 

Untersuchungen an Neuronen der lateralen Amygdala weisen auf eine Beteiligung von 

cGMP über die cGMP-abhängige Proteinkinase an der Phosporylierung von CREB hin 

(Paul et al. 2010). In Betracht gezogen werden kann ebenso eine Verknüpfung des 

cGMP- mit dem cAMP-Signalweg, die über eine Aktivierung der PKA durch cGMP 

(Lucas et al. 2000) oder durch Bindung von cGMP an die PDE3 gegeben ist (Bender 

und Beavo 2006). 

Eine veränderte Expression des MT1- und MT2-Rezeptors ist bedeutsam hinsichtlich 

einer diabetischen Stoffwechsellage. Das Pankreasgewebe von Typ-2-diabetischen 
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GK-Ratten zeigte sowohl für den MT1-Rezeptor (Peschke et al. 2006b) als auch für 

den MT2-Rezeptor ein deutlich erhöhtes Rezeptorniveau (Peschke et a. 2010) im 

Vergleich zur Wistar-Ratte. Ebenso wurde eine erhöhte Expression beider 

Melatoninrezeptoren im Pankreas (Operationsmaterial) von Typ-2-Diabetikern im 

Vergleich zu Stoffwechsel-unauffälligen Patienten festgestellt (Peschke et al. 2007, 

Peschke 2008). Jüngste Ergebnisse einer genomweiten Assoziationsstudie postulieren 

einen Zusammenhang zwischen MT2-Rezeptor-Genvarianten und einer erhöhten 

Nüchtern-Blutglukose sowie einer verminderten ȕ-Zellfunktion (Prokopenko et al. 

2009). In diesem Zusammenhang berichten Lyssenko und Mitarbeiter (2009) von einer 

erhöhten Expression des MT2-Rezeptor-Transkripts in humanen pankreatischen Inseln 

des Typ-2-Diabetes-Risikotyps. Sie gehen davon aus, dass die sog. SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphisms) des MTNR1b-Genlokus als prognostischer Marker für ein 

erhöhtes Diabetes-Risiko verwendet werden können. 

Der inhibierende Effekt auf die Phosphorylierung von CREB durch Melatonin, mediiert 

über beide Melatoninrezeptor-Isoformen, hätte damit weitreichende Konsequenzen auf 

alle durch CREB beeinflusste Gene wie die Camk2d und CamkIV (Zhang et al. 2005). 

Dazu gehören beispielsweise aber auch Glukosetransporter, die unter Melatonin-

einfluss oder einer fehlenden Melatoninrezeptorisoform veränderte Transkriptmengen 

aufweisen (Bazwinsky-Wutschke et al. 2014).  

Eine veränderte Melatonin-Rezeptordichte bei einer diabetischen Stoffwechsellage 

könnte eine veränderte Phosphorylierung von CREB induzieren, infolge dessen die 

durch CREB regulierten Gene in ihrer Expression verändert werden. Das Pankreas-

gewebe von GK-Ratten zeigt in der Tat erhöhte Camk2d-Transkriptmengen gegenüber 

dem von Wistar-Ratten (unveröffentlichte eigene Ergebnisse). Der von Lyssenko und 

Mitarbeitern (2009) vorgeschlagene therapeutische Ansatz für eine Diabetes-Therapie 

über Melatoninrezeptor-Antagonisten einen Einfluss auf die cAMP und konsekutiv die 

Insulinsekretion zu erlangen, bleibt aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, 

die Melatonin-Effekte bis auf Genebene nachweist, zu überdenken. 

Die erhobenen Daten verstärken die Vorstellung, dass Melatonin über die 

Phosphorylierung von CREB Einfluss auf die Transkripte von Calcium-abhängigen 

Signalproteinen nimmt und so auf direkter oder indirekter Art die Insulinsekretion 

beeinflusst. 
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5  ZUSAMMENFASSUNG 

Die steigende Anzahl von Menschen unterschiedlicher Altersklassen, im Besonderen 

die der Kinder und Jugendlichen, die an Diabetes mellitus erkranken, erfordern in 

zunehmendem Maße gezielte Präventionsmaßnahmen und Behandlungsstrategien. 

Voraussetzung hierfür ist eine detaillierte Kenntnis über die Regulationsmechanismen 

des Glukosemetabolismus und der Signalverarbeitungswege, vor allem innerhalb der 

pankreatischen ȕ-Zelle, die über ihre Insulinsekretion in erheblichem Umfang an der 

Regulation des Glukosehaushaltes beteiligt ist. 

Mit der vorliegenden Arbeit wurde zunächst das Vorkommen von Calciumsignal-

proteinen als wichtige Mediatoren innerhalb der Signalkaskaden für die pankreatische 

ȕ-Zelle untersucht.  

Die immunhistochemischen Nachweise am Pankreasgewebe verschiedener Säuger 

verdeutlichten, dass in der pankreatischen Insel Calciumsignalkomponenten wie 

Calcium-bindende Proteine (Calbindin-D28k, Secretagogin, Calmodulin, Calreticulin) 

aber auch deren Effektorenzyme wie die CAMKs verstärkt vorkommen. Das exokrine 

Pankreasgewebe zeigte eine stark verminderte Immunreaktivität. Von den in der Insel 

vorkommenden Zelltypen zeichnete sich im Besonderen die pankreatische ȕ-Zelle 

durch die Lokalisation der CaBPs und CAMKs aus, was sich insbesondere durch den 

immunhistochemischen und molekularbiologischen Nachweis in den Ratteninsulinoma-

Zellen (INS-1 Zellen), einem anerkannten ȕ-Zellmodell, reproduzieren ließ. Die 

pankreatischen Inseln des Typ-2-diabetischen Tiermodells der GK-Ratte waren im 

Vergleich zur normoglykämischen Wistar-Ratte sowohl durch erhöhte Transkript-

mengen als auch durch veränderte immunhistochemische Verteilungsmuster der 

CaBPs gekennzeichnet. 

Ein für die Signalwegsbeziehungen der Insel besonders bedeutsames CaBP ist das 

Calmodulin durch seine bekannten Interaktionen mit CAMKs. Das epiphysäre 

Neurohormon Melatonin übt über die membranständigen Rezeptorisoformen MT1 und 

MT2 einen hemmenden Einfluss auf die Insulinsekretion aus. Dieser Einfluss erfolgt 

überwiegend MT1-Rezeptor-vermittelt unter Nutzung des AC/cAMP/PKA-Signalweges. 

Interessanterweise sind weitere Melatonineffekte downstream der PKA nachweisbar. 

So konnte in INS-1 Zellen unter Stimulation mit cAMP- und Insulin-steigernden 

Substanzen und einer gleichzeitigen Melatoninapplikation eine Verminderung der zuvor 

erhöhten Transkriptmengen von Camk2d und CamkIV erreicht werden, die sich durch 

Gabe von Melatoninrezeptor-Antagonisten wieder auf das Ausgangsniveau 

zurückführen ließ. Eine signifikante Reduktion der Transkriptmengen durch Melatonin 

sind unter 1 h, 3 h und 6 h Einwirkzeit feststellbar. Am Beispiel der Camk2d konnte 
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außerdem gezeigt werden, dass sich der Melatonin-inhibierende Effekt auf das 

Transkript bis auf Proteinebene auswirkte. 

Die Inkubationsversuche mit INS-1 Zellen verdeutlichten, dass Melatonin allein in 

unstimulierten Zellen eine Verminderung des CamkIV Transkripts nach 48 h, aber zu 

keiner Zeit eine Verminderung der Camk2d Transkripte bewirkte. 

Die Überexpression von MT2-Rezeptoren führte unter IBMX-Behandlung und 

gleichzeitiger Melatoninapplikation zu einer verstärkten Verminderung der 

Transkriptmenge von Camk2d, jedoch noch deutlicher von CamkIV, im Vergleich zur 

IBMX-Behandlung ohne Melatonin. 

Die Untersuchung von Melatoninrezeptor-knockout-Mausmodellen ergab folgende 

Ergebnisse. Der Verlust der MT1-Isoform bewirkte ein erhöhtes Transkriptniveau der 

Camk2d. Das CamkIV-Transkript wurde dagegen durch das Fehlen der MT2-

Rezeptorisoform erniedrigt. Beim Calm1 führte der Wegfall beider Rezeptoren zu einer 

Steigerung des Transkriptniveaus.  

Eine wichtige Schnittstelle für Expressionsänderungen von Transkripten stellen die 

Transkriptionsfaktoren dar, wobei in den PKA-vermittelten Effekten der Phosphory-

lierung von CREB eine entscheidende Bedeutung zukommt.  

Batch-Versuche mit der INS-1 Zelle belegten während der Applikation von Insulin-

stimulierenden und gleichzeitig cAMP-erhöhenden Pharmaka eine signifikante 

Erhöhung der Phosphorylierung von CREB. Wurden die Substanzen zusammen mit 

Melatonin appliziert, war eine signifikante Abnahme von pCREB feststellbar. 

Die Melatonin-induzierte Abnahme von pCREB wurde von einer Absenkung der 

Transkripte von CamkIV und Camk2d begleitet. In beiden Genen ist die zur Bindung 

von pCREB notwendige CRE-Sequenz vorhanden, worüber die Regulation dieser 

Transkripte zu erklären ist.  

Das Ausmaß des Melatonin-inhibierenden Einflusses auf die Phosphorylierung von 

CREB lässt sich modulieren über eine Erhöhung oder Erniedrigung der Melatonin-

rezeptoren. Ein erhöhtes Vorkommen der MT2-Rezeptorisoform bedingte eine stärkere 

Abnahme von pCREB unter Melatonineinwirkung. Eine Verminderung der MT1-

Rezeptorisoform führte zur Abschwächung des Melatonin-vermittelten inhibierenden 

Effektes auf pCREB.  

Da die Daten am INS-1 Zellmodell erhoben wurden, kann von einem direkten 

unmittelbaren Einfluss von Melatonin auf die ȕ-Zelle und das hier vorkommende 

pCREB und die von diesem Transkriptionsfaktor regulierten Transkripte ausgegangen 

werden. 
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Die Beeinflussung der Insulinsekretion durch Melatonin scheint sehr viel differentieller 

und modulierender abzulaufen als bisher angekommen. Melatonin greift damit über die 

PKA nicht nur direkt, sondern indirekt über pCREB in weitere Signalwegsysteme ein, 

die ihrerseits Einfluss auf die Insulinsekretion und Synthese nehmen (Abb. 11). 

Melatonin beeinflusst indirekt über die Phosphorylierung von CREB die 

Calcium/Calmodulin-abhängige Signalkaskade und hat damit über diesen Weg eine 

weitere Möglichkeit, die Insulinsekretion zu modulieren. Diese Steuerung scheint von 

äußeren Einflüssen/Stimuli abhängig zu sein, da sich beispielsweise unter gleichen 

Bedingungen Melatonineffekte nicht an beiden Camks gleichermaßen nachweisen 

lassen. Melatonin könnte damit, vermittelt über die Camks, eine Anpassung der 

Insulinsekretion an die jeweilige metabolische Stoffwechsellage vornehmen. Die Abb. 

11 gibt einen zusammenfassenden Überblick, wie Melatonin Rezeptor-vermittelt die AC 

blockt, welche das eigentliche Enzym darstellt, über das Inkretine wie GLP-1 oder GIP 

das intrazelluläre cAMP erhöhen. Die über den Melatoninrezeptor vermittelten Effekte 

werden bis zur Insulinsekretion verfolgt. 

AUSBLICK 

Das Verständnis der Steuerung von Sekretionsmechanismen in der pankreatischen ȕ-

Zelle ist von immenser Bedeutung hinsichtlich der Entwicklung einer diabetischen 

Stoffwechsellage und bei der Etablierung von therapeutischen Maßnahmen zur 

Diabetesprävention. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass Melatonin Rezeptor-

mediiert unter Nutzung des cAMP/PKA/CREB-Signalweges mit dem 

Calcium/Calmodulin-Signalweg interagiert, indem Calciumsignalkomponenten dieses 

Signalweges sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene unter bestimmten 

Bedingungen durch eine Melatoninbehandlung beeinflusst werden, was in einer 

veränderten Insulinsekretion resultiert. 

Es stellt sich daher die Frage, ob der, in der ȕ-Zelle gut etablierte cAMP/PKA/CREB-

Signalweg, auch über weitere externe Faktoren (Neurotransmitter, Hormone, 

Stoffwechselprodukte) angesteuert werden kann. Der Einfluss bestimmter externer 

Faktoren auf die Insulinsekretion der ȕ-Zelle ist bisher nur marginal untersucht worden. 

Es liegen jedoch erste Hinweise für eine Mitbeteiligung an der Entstehung einer 

diabetischen Stoffwechsellage vor.  

Die Aufklärung weiterer Interaktionsprinzipien im Signalnetzwerk der pankreatischen ȕ-

Zelle bietet die Möglichkeit, langfristig neue Ansätze zur Behandlung des Diabetes 

mellitus zu entwickeln. 
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Abb. 11 Stimulierte Insulinsekretion unter Melatonineinfluss. Die blauen Pfeile 
verdeutlichen bekannte Fakten für die pankreatische ȕ-Zelle, die gestrichelten Pfeile bekannte 
Fakten aus anderen Zellverbänden. Die roten Pfeile kennzeichnen die Ergebnisse der 
vorliegenden Studie. Abkürzungen: AC – Adenylatzyklase, cAMP – zyklisches 3´-5´-
Adenosinmonophosphat, 5´-AMP – Adenosin-5'-monophosphat, ATP – Adenosintriphosphat, 
CAMK – Calcium-/Calmodulin-abhängige Proteinkinasen (CAMKIV, CAMK2D), pCREB –  
phoshphoryliertes cAMP-response element-binding protein, ER – Endoplasmatisches 
Retikulum, Epac – exchange protein directly activated by cAMP, Gi – inhibitorisches GTP-
bindendes Protein, Glc – Glucose, GLUT2 – Glucose-2-Transporter, GC – Guanylatzyklase, 
GTP – Guanosintriphosphat, cGMP - zyklisches 3´-5´-Guanosinmonophosphat, MT – 
Melatonin, MT-R – Melatoninrezeptor, PDE – Phosphodiesterase, PKA – Proteinkinase A, 
VDCC – spannungsabhängige Calciumkanäle, RyR- Ryanodinrezeptor, IP3-R – IP3-Rezeptor. 
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7  THESEN 

Die pankreatische ȕ-Zelle der LANGERHANSschen Insel der Bauchspeicheldrüse von 

Säugetieren verfügt über ein Netzwerk von Calciumsignalwegen, die entscheidend die 

Insulinausschüttung beeinflussen. Calciumsignalproteine wie Calcium-bindende Proteine 

(CaBPs) repräsentieren einen integralen Bestandteil dieser Netzwerke.  

1) Die CaBPs Calbindin-D28k, Secretagogin, Calreticulin und Calmodulin sind im 

Pankreasgewebe vom Säugetier (Mensch, Ratte, Maus) vorherrschend in der 

pankreatischen Insel lokalisiert, wobei die CaBPs durch differentielle Verteilungsmuster 

in der Immunmarkierung einer pankreatischen Insel gekennzeichnet sind.  

2) In den pankreatischen Inseln kommen alle CaBPs nachweislich in der ȕ-Zelle vor. 

Immunhistochemisch und molekularbiologisch konnte in den Ratteninsulinomazellen 

INS-1, einem anerkannten ȕ-Zellmodell, das Vorkommen der CaBPs reproduziert 

werden. Ergänzende Immunogoldmarkierungen am Pankreasgewebe zeigen die 

Dominanz einzelner CaBPs in bestimmten Zellkompartimenten. 

3) Von den im Pankreasgewebe untersuchten CaBPs gehört Calmodulin zu den 

CaBPs mit hohem Expressionsniveau in isolierten pankreatischen Inseln der Ratte und 

in den INS-1 Zellen. 

4) Der molekularbiologische und immunhistochemische Nachweis der CaBPs in den 

pankreatischen Inseln von Typ-2-diabetischen Goto-Kakizaki-Ratten im Vergleich zu 

normoglykämischen Wistar-Ratten belegt eine Alteration in ihrer Expression. Es sind 

eine erhöhte Expression und veränderte immunhistochemische Verteilungsmuster 

nachweisbar, die im Zusammenhang mit einer diabetischen Stoffwechsellage bzw. 

Typ-2-Diabetes assoziierten Änderungen stehen. 

Zu den für die Signalwegbeziehungen der pankreatischen Insel bedeutsamen CaBPs gehört 

das Calmodulin, das über seine Interaktion mit den Calcium/Calmodulin-abhängigen 

Proteinkinasen (CAMKs) die Insulinsekretion reguliert. Die Insulinsekretion wiederum wird über 

das epiphysäre Neurohormon Melatonin beeinflusst. Melatonin übt, mediiert über Gi-gekoppelte 

Melatoninrezeptor-Isoformen (MT1, MT2), einen überwiegend hemmenden Einfluss auf die 

stimulierte Insulinsekretion aus. 

5) Die Analyse von Transkripten verschiedener Isoformen bzw. Typen von Camks 

ergab differierende Expressionsniveaus in der pankreatischen Ratteninsel und in der 

INS-1 Zelle. Immunhistochemische Markierungen der CAMK2D und CAMKIV belegen 

eine vorrangig auf die pankreatische Insel beschränkte Lokalisation. 

6) Unter Einsatz von cAMP- und Insulinsekretions-steigernden Substanzen werden die 

Transkriptmengen von Camk2d und CamkIV in INS-1 Zellen nach 6 h (und auch nach 
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kürzeren Einwirkungszeiten) signifikant erhöht, während unter gleichzeitiger Applikation 

von Melatonin eine signifikante Abnahme der Transkriptmengen messbar ist, die mit 

einer signifikanten Verminderung der Insulinsekretion in denselben Zellen koinzidiert. 

Die Gabe von Melatoninrezeptor-Antagonisten hebt die Effekte wieder auf. 

7) Unter Verwendung eines CAMK2D-ELISAs konnte erstmals für die pankreatische ȕ-

Zelle gezeigt werden, dass sich die zuvor durch Melatonin verursachten 

transkriptionellen Effekte bis auf die Proteinebene von CAMK2D reproduzieren lassen. 

8) In gentechnisch veränderten INS-1 Zellen, mit heterologer Expression des humanen 

MT2-Rezeptors, konnte ein signifikant verstärkter inhibitorischer Einfluss von Melatonin 

unter Einwirkung von cAMP- und Insulinsekretions-steigernden Substanzen auf die 

Camk2d- und CamkIV-Transkripte gemessen werden. Dies bestätigt, dass Melatonin 

Rezeptor-mediiert die Transkriptmengen beeinflusst, jedoch die Einflusskraft von der 

Expressionshöhe einer Melatoninrezeptor-Isoform (hier MT2) abhängt. 

9) In den Pankreata von Melatoninrezeptor-knockout-Mäusen führt das Fehlen einer 

oder beider Melatoninrezeptor-Isoformen zu signifikanten Transkriptmengen-

änderungen im Vergleich zur Wildtyp-Maus, z. B. induziert der MT1-Rezeptorverlust 

eine Erhöhung des Camk2d-Transkripts. Dies deutet auf eine Abhängigkeit der 

Transkriptexpression von der Präsenz der jeweiligen Melatoninrezeptor-Isoform. 

10) Eine alleinige Applikation von Melatonin auf die INS-1 Zellen über verschiedene 

Zeiträume führt nur zu einer Veränderung der CamkIV-Transkriptmengen während die 

Camk2d-Transkriptniveaus davon unbeeinflusst bleiben. 

Für Änderungen in der Genexpression, wie sie zuvor für Camk2d- und CamkIV-Transkripte 

dokumentiert werden, sind Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise das cyclic AMP-response 

element-binding protein (CREB), verantwortlich. Der durch Phosphorylierung über die 

Proteinkinase A (cAMP-Signalweg) aktivierte Transkriptionsfaktor CREB (pCREB) bindet an 

eine im Gen enthaltene sogenannte CRE-Sequenz. 

11) Pharmakologische Substanzen, welche cAMP- und Insulinsekretions-steigernd 

wirken, induzieren konzentrationsabhängig eine Erhöhung der pCREB-

Immunreaktivität in den Zellkernen von INS-1 Zellen. Die gleichzeitige Gabe von 

Melatonin während einer solchen Stimulation der INS-1 Zellen vermindert signifikant 

die Phosphorylierung von CREB nach 15 min, 30 min, 1 h und 3 h. 

12) Verschiedene Melatoninrezeptor-Antagonisten heben diese senkende Wirkung von 

Melatonin auf pCREB wieder auf. Dies spricht für einen Rezeptor-vermittelten Effekt 

von Melatonin auf die Phosphorylierung von CREB. 
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13) In hMT2-INS-1 Zellen, gentechnisch veränderten INS-1 Zellen mit heterologer 

Expression des humanen MT2-Rezeptors, ist eine stärkere Abnahme von pCREB 

unter Melatonineinwirkung feststellbar. Dies ist von funktioneller Bedeutung, da bei 

einer diabetischen Stoffwechsellage die Melatoninrezeptoren generell erhöhte 

Expressionsniveaus aufweisen. 

14) Der knockdown des MT1-Rezeptors der INS-1 Zelle mittels eines stabil im Genom 

integrierten antisense-RNA codierenden Vektors (rMT1-knockdown INS-1 Zellen) 

vermindert den inhibierenden Einfluss von Melatonin auf pCREB. Der noch 

verbleibende hemmende Effekt auf pCREB wird über MT2-Rezeptoren vermittelt. Die 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Melatonin-bedingte Hemmung von pCREB 

über beide Melatoninrezeptor-Isoformen (MT1 und MT2) vermittelt wird. 

Zusammengefasst implizieren die Ergebnisse, dass Melatonin über den 

cAMP/PKA/CREB-Signalweg Calciumsignalkomponenten in der pankreatischen ȕ-

Zelle beeinflussen kann, die am Mechanismus der Insulinsynthese und Insulinsekretion 

beteiligt sind, wie die hier untersuchten Camk2d und CamkIV. Damit hat Melatonin die 

Möglichkeit, indirekt via CREB und konsekutiv über die Calcium/Calmodulin-abhängige 

Signalkaskade, die Insulinfreisetzung zu steuern. 

Die Aufklärung von Interaktionsprinzipien im Signalnetzwerk der pankreatischen ȕ-

Zelle, die im Zusammenhang mit der Insulinfreisetzung stehen, und ihre Beeinflussung 

durch externe Faktoren wie Melatonin ist die Voraussetzung für die langfristige 

Entwicklung von Ansätzen zur Behandlung des Diabetes mellitus, insbesondere des 

Typ-2-Diabetes. 
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Transcripts of calcium/calmodulin-dependent kinases are 
changed after forskolin- or IBMX-induced insulin secretion due 
to melatonin treatment of rat insulinoma β-cells (INS-1) 

I. Bazwinsky-Wutschke, E. Mühlbauer, S. Wolgast and E. Peschke 

ABSTRACT 
The objective of the present study was to examine the effects of melatonin on 
transcripts of isoforms of calcium/calmodulin-dependent protein kinases in rat 
insulinoma ȕ -cells INS-1. Investigations show that calcium/calmodulin-dependent 
kinase IV and calcium/calmodulin-dependent kinase 2d are expressed in human and 
rat pancreatic islets and INS-1 cells. By application of either forskolin or 3-isobutyl-1-
methylxanthine for 6 hours, calcium spiking was evoked and the release of insulin was 
increased. The expression of the calcium/calmodulin-dependent kinase IV and 
calcium/calmodulin-dependent kinase 2d transcripts was significantly increased due to 
forskolin or 3-isobutyl-1-methylxanthine. Acute melatonin treatment (6 h) in the 
presence of either forskolin or 3-isobutyl-1-methylxanthine caused a significant 
decrease in insulin release and induced significant downregulation of 
calcium/calmodulin-dependent kinase IV and calcium/calmodulin-dependent kinase 2d 
transcripts in INS-1 batch cultures. The attenuating effect of melatonin on transcripts 
could be almost completely reversed by preincubation with the melatonin receptor 
antagonist luzindole. Thus, the insulin-inhibiting effect of melatonin in INS-1 cells is 
associated with significant changes in transcripts of calcium-signaling components 
suggesting that melatonin influences gene expression of components, which are known 
to be involved in insulin secretion or insulin gene expression. 
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Distribution patterns of calcium-binding proteins in pancreatic 
tissue of non-diabetic as well as type 2 diabetic rats and in rat 
insulinoma beta-cells (INS-1) 

I. Bazwinsky-Wutschke, S. Wolgast, E. Mühlbauer and E. Peschke 

ABSTRACT 
The present study dealt with the localization of different calcium-binding proteins 
(CaBPs) in the pancreatic tissue of non-diabetic and diabetic rats and in rat insulinoma-
cells (INS-1). Transcripts of CaBPs displayed different expression levels in rat 
pancreatic tissue and INS-1 cells. Immunohistochemistry demonstrated that three of 
these proteins, calmodulin, calreticulin and calbindin-D28k, were located predominantly 
in the pancreatic islets (in both α- and β-cells) of rats, showing weaker labeling of 
exocrine tissue. Secretagogin was exclusively found within islets. All CaBPs were also 
immunohistochemically detected in INS-1 cells. Immunohistochemical analysis 
demonstrates differences in CaBP distributions when comparing the pancreatic tissues 
of diabetic Goto-Kakizaki rats and non-diabetic Wistar rats. Pancreatic tissue in type 2 
diabetic Goto-Kakizaki rats showed signifcantly higher transcript levels of all CaBPs 
compared to those in Wistar rats. These results indicate that alterations of CaBPs in 
pancreatic islets are associated with metabolic disturbances related to type 2 diabetes. 
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Calciumsignalkomponenten der pankreatischen Insel unter 
dem Einfluss von Melatonin  

I. Bazwinsky-Wutschke, E. Mühlbauer, L. Litvak and E. Peschke 

ABSTRACT 
Die pankreatische ȕ-Zelle der LANGERHANSschen Insel verfügt über ein Netzwerk von 
Calciumsignalwegen, die entscheidend für die Insulinausschüttung und Insulin-
biosynthese sind. Die Signaltransduktion und Wirksamkeit von intrazellulären 
Calciumsignalen hängt maßgeblich von Calciumsignalkomponenten wie den folgenden 
Calcium-bindenden Proteinen (CaBPs) ab: Calbindin-D28k (CALB), Secretagogin 
(SCGN), Calmodulin (CALM) und Calreticulin (CALR). CALM im Besonderen vermittelt 
seine Effekte auf die Insulinsekretion und Insulinbiosynthese über die Bindung an 
Calcium/Calmodulin-abhängige Kinasen (CAMKs). CaBPs und CAMKs im 
pankreatischen Gewebe und in Insulinoma-ȕ-Zellen (INS1) der Ratte nachzuweisen, 
war das erste Ziel der vorliegenden Studie. Untersuchungen aus der eigenen 
Arbeitsgruppe dokumentierten erstmalig einen Melatonin-vermittelten Einfluss auf die 
Insulinausschüttung. Rezeptor-mediiert führt Melatonin in Abhängigkeit des genutzten 
Signalwegs vor allem zu einer Absenkung der Insulinausschüttung. Die Klärung der 
Frage, ob Calciumsignalkomponenten – mit Fokussierung auf Isoformen der CAMKs 
(CamkIV, Camk2d) – an der Vermittlung dieses Effektes beteiligt sind, beinhaltete den 
zweiten Teil der Studie.  
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Phosphorylation of cyclic AMP-response element-binding 
protein (CREB) is influenced by melatonin treatment in 
pancreatic rat insulinoma β-cells (INS-1) 

I. Bazwinsky-Wutschke, S. Wolgast, E. Mühlbauer, E. Albrecht and E. Peschke  

ABSTRACT 
The pineal hormone melatonin exerts its influence on the insulin secretion of pancreatic 
islets by a variety of signalling pathways. The purpose of the present study was to 
analyse the impact of melatonin on the phosphorylated transcription factor cAMP-
response element-binding protein (pCREB). In pancreatic rat insulinoma ȕ-cells (INS-
1), pCREB immunofluorescence intensities in cell nuclei using digitised confocal image 
analysis were measured to semi-quantify differences in the pCREB immunoreactivity 
(pCREB-ir) caused by different treatments. Increasing concentrations of forskolin or 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) resulted in a dose-dependent rise of the mean 
fluorescence intensity in pCREB-ir nuclear staining. Concomitant melatonin application 
significantly decreased pCREB-ir in INS-1 cells after 30-min, 1-hr and 3-hr treatment. 
The melatonin receptor antagonists luzindole and 4-phenyl-2-propionamidotetraline 
(4P-PDOT) completely abolished the pCREB phosphorylation-decreasing effect of 
melatonin, indicating that both melatonin receptor isoforms (MT1 and MT2)) are 
involved. In a transfected INS-1 cell line expressing the human MT2 receptor, 
melatonin caused the greatest reduction in pCREB after IBMX treatment compared 
with nontransfected INS-1 cells, indicating a crucial influence of melatonin receptor 
density on pCREB regulation. Furthermore, the downregulation of pCREB by melatonin 
is concomitantly associated with a statistically significant downregulation of Camk2d 
transcript levels, as measured after 3 hr. In conclusion, the present study provides 
evidence that the phosphorylation level of CREB is modulated in pancreatic ȕ-cells by 
melatonin. Mediated via CREB, melatonin regulates the expression of genes that play 
an important functional role in the regulation of ȕ-cell signalling pathways. 
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Influence of melatonin receptor signalling on parameters 
involved in blood glucose regulation 

I. Bazwinsky-Wutschke, L. Bieseke, E. Mühlbauer and E. Peschke  

ABSTRACT 
The pineal hormone melatonin is known to influence insulin secretion via the G-protein-
coupled receptor isoforms MT1 and MT2. The present study was aimed to further 
elucide the impact of melatonin on blood glucose regulation. To this end, mouse lines 
were used, in which one of the two or both melatonin receptors were deleted. In 
comparison with wild-type mice of the same age (8-12 months old), increased plasma 
insulin and melatonin levels and decreased blood glucose levels and body weights 
were detected in the MT1- and double-knockout lines. The elimination of melatonin 
receptor signalling also altered blood glucose concentrations, body weight and 
melatonin and insulin levels when comparing wild-type and receptor knockout mice of 
different ages (6 wk and 8-12 months old); such changes, however, were dependent on 
the type of receptor deleted. Furthermore, reverse transcription polymerase chain 
reaction results provided evidence that melatonin receptor deficiency has an impact on 
transcript levels of pancreatic islet hormones as well as on pancreatic and hepatic 
glucose transporters (Glut1 and 2). Under stimulated insulin secretion in the presence 
of melatonin in the rat insulinoma ȕ-cells INS-1, the Glut1 transcript level was 
decreased. In conclusion, the present findings demonstrate that melatonin receptor 
knockout types affect blood glucose levels, body weight, plasma levels of melatonin 
and insulin, as well as pancreatic hormone and Glut1 expression in significantly 
different manners. 
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