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1. Einleitung

1.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist die weltweit héufigste Stoffwechselerkrankung. Grundsitzlich
unterscheidet man zwei Formen des Diabetes mellitus. Beim Typ I Diabetes, auch
insulinabhéngiger Diabetes mellitus genannt, kommt es zum Beta-Zelluntergang in
den Langerhans'schen Inseln der Bauchspeicheldriise und damit zum Mangel an
Insulin. Diese Diabetesform manifestiert sich meist im Kindes- und Jugendalter und
wird deshalb auch als juveniler Diabetes mellitus bezeichnet. Die genauen Ursachen
dieser Erkrankung sind noch unklar. Beim Typ II Diabetes, auch insulinunabhéngiger
Diabetes mellitus genannt, sind im Gegensatz zum Typ I noch insulinproduzierende
Beta-Zellen vorhanden. Die unterschiedlichen Ausprigungen dieses relativen
Insulinmangels haben zu einer weiteren Klassifikation in Typ II a und Typ II b
gefiihrt. Der Typ II a (meist unter- bis normalgewichtige) ist charakterisiert durch
Insulinbiosynthese bei verminderter Insulinsekretion. Weitaus hiufger ist der Typ I b
(meist iibergewichtige), bei dem es infolge zunichst erhohter Insulinfreisetzung zu

einer Insulinrezeptor-Downregulation und so zur Insulinresistenz kommt.

1.2. Therapeutika

Die Therapie der Typ I Diabetiker konzentriert sich aufgrund des absoluten
Insulinmangels in erster Linie auf parenteral applizierte Insulin- sowie
Insulinanalogazubereitungen. Bei den Typ II Diabetikern stehen neben Insulin zum
einen peroral applizierte Biguanide und Thiazolidindione mit Wirkung auf den
Glukose-Uptake in Fett- und Muskelzellen der Peripherie zur Verfiigung. Als weitere
Wirkstoffgruppe sind die ebenfalls peroral applizierten Sulfonylharnstoffe mit
Wirkort an der Beta-Zelle zu nennen. Diese insulinfreisetzenden Substanzen werden
auch noch heute - iiber 50 Jahre nach der Entdeckung ihrer blutzuckersenkenden
Wirkung bei Typ II Diabetes mit Abstand am h&ufigsten verordnet. IThre oft
beobachtete starke Nebenwirkung, das Eintreten von Hypoglykémien, hat die Suche

nach besseren, Glukose-abhingig wirkenden Therapeutika angetrieben.




1.3. Die Beta-Zelle

1.3.1. Signalwege der Insulinfreisetzung
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Abb.1-1: Schematische Darstellung verschiedener Signalwege in der Beta-Zelle.

Nach bisherigen Erkenntnissen vermitteln Imidazoline ihre insulinfreisetzende
Wirkung wie Sulphonylharnstoffe iiber eine Blockade des Kap Kanals. Tolbutamid
und Glibenclamid sind klassische insulinfreisetzende Sulphonylharnstoffe mit

Glukose-unabhéngiger Wirkung in Beta-Zellen. Als Wirkmechanismus in Beta-Zellen




wurde bisher eine Blockade ATP-abhingiger Kaliumkanile der Plasmamembran =
Katp Blockade) angenommen. Infolge des verminderten Kaliumausstroms durch die
Karp - Blockade kommt es zur Zelldepolarisation, Calciumionen strémen durch
spannungsabhingige L-Typ Ca’*-Kanile in das Zytosol ein und erhéhen die
Exozytose von Insulingranula (Trube et al., 1986; Cook et al., 1988). Ein
entscheidender Nachteil der Sulphonylharnstoffe ist die o.g. unabhingig vom
Plasmaglukosespiegel erfolgende Insulinfreisetzung. Dadurch kommt es bei den
behandelten Patienten héufig zu bedrohlichen Hypoglykamien (Wolffenbiittel, 1999;
Fuhlendorff et al., 1998).

Imidazoline wie Phentolamin erhéhen ebenfalls die Insulinfreisetzung (Schulz und
Hasselblatt, 1988). Ein wichtiger Unterschied zu den Sulphonylharnstoffen ist die
Glukose-abhingige Insulinfreisetzung, wodurch das Risiko von Hypoglykimien
deutlich verringert wird. Entgegen friiherer Auffassung ist der insulinfreisetzende
Effekt von Imidazolinen nicht auf alpha-2 blockierende Substanzen beschriinkt
(Schulz und Hasselblatt, 1989). Interessanterweise fand man fiir Phentolamin und
andere insulinfreisetzende Imidazoline als Wirkmechanismus wie bei den
Sulfonylharnstoffen eine Karp - Blockade (Abb.1-1) und nachfolgende
Zelldepolarisation (Chan et al, 1991; Sheperd et al., 1996). Eine zentrale
verbleibende Frage in diesem Zusammenhang ist der Grund fir die Glukose-
abhéngige Wirkung der Imidazoline im Gegensatz zur Glukose-unabhingigen
Wirkung der Sulphonylharnstoffe, obwohl mit dem Karp —Kanal fiir beide
Substanzklassen das gleiche molekulare Target vorliegt.

Imidazoline sind in ihrer Wirkung an der Beta-Zelle nicht homogen (Rustenbeck et
al., 1999). Zum einen unterscheiden sie sich in dem erreichbaren Maximaleffekt, zum
anderen in der Wirkpotenz. AuBerdem existieren neben insulinfreisetzenden
Imidazolinen auch stark insulinsekretionshemmende Imidazoline (Renstrom et al.,
1996; Hirose et al., 1997).

1.3.2. Insulin sezernierende Zellinien INS 1 und MIN 6

Die Verfuigbarkeit von primiren Beta-Zellen fiir pharmakologische Untersuchungen

ist durch die teure und aufwendige Tierhaltung sowie strenge Tierschutzgesetze




begrenzt. Deshalb wurden zahlreiche Versuche unternommen, um Zellinien zu
entwickeln, die eine normale Regulation der Insulinsekretion zeigen. Einige dieser
Versuche sind erfolgreich verlaufen, mit dem Ergebnis von Zellinien, die o.g.
Anforderungen gerecht werden (Poitout et al., 1996). Bei der Entwicklung der
Zellinien wurden unterschiedliche Tiere und Verfahren verwendet. In der
vorliegenden Arbeit wurden Imidazolinwirkungen in MIN 6 und INS 1 Zellinien
untersucht. Zunéchst wurden RIN Zellen im Jahr 1973 von Chick und Mitarbeitern
entwickelt (Chick et al., 1977). Dabei wurden Ratten mit Rontgenstrahlen behandelt
und entwickelten daraufhin Pankreastumoren. Das Tumorgewebe wurden aus dem
Pankreas herausgeschnitten und unter die Haut von 6 Wochen alten, gesunden Ratten
verpflanzt. In diesen Ratten bildeten sich Sekundédrtumore, die ebenfalls aus dem
Gewebe herausgeschnitten und in Zellkulturbehéltnisse tiberfiihrt wurden, wo sie
adhérent wuchsen und sich durch Zellteilung stetig vermehrten. 1992 haben Asfari
und Mitarbeiter INS 1 Zellen von RIN Zellen weiterentwickelt (Asfari et al., 1992),
indem sie Lymphozyten und RIN Zellen in Anwesenheit von 2-Mercaptoethanol
kultivierten. Unter diesen Kulturbedingungen bildeten sich Zellaggregate, die sich
morphologisch von RIN Zellen unterschieden. Sie wurden abgetrennt und
weiterkultiviert, wobei 5-Mercaptoethanol fiir die Lebensfihigkeit der Zellen
essentiell war. Diese Zellen wurden INS 1 Zellen genannt und haben gute
Insulinfreisetzungseigenschaften, die priméren Beta-Zellen &hnlich sind.

MIN 6 Zellen stammen urspriinglich von Méusen ab. Um virale DNA in der Beta-
Zelle zu exprimieren wurde durch Fusion des Humaninsulinpromotors mit der fiir das
Antigen codierenden Region des Simian Virus 40 (= SV 40) rekombinante Onkogene
hergestellt und in Mausembryos mikroinjiziert. Diese Embryos wurden in pseudo-
schwangere weibliche Méuse implantiert und die Neugeborenen exprimierten
spezifisch SV 40 in ihren Beta-Zellen. 10 bis 20 Wochen nach der Geburt
entwickelten sich spontan Beta-Zelltumore, die daraufhin aus dem Pankreas
herausgeschnitten, isoliert und anschlieend in Kultur gebracht wurden (Miyazaki et
al., 1990). MIN 6 Zellen haben sehr gute Insulinfreisetzungseigenschaften, die
priméren Beta-Zellen sehr dhnlich sind.




1.4. Der K rp—Kanal

1.4.1. Die molekulare Struktur des K,rp—Kanals

Aufgrund der Bedeutung dieses Kationenkanals beziiglich der insulinfreisetzenden
Wirkung von Sulfonylharnstoffen und Imidazolinen wird der molekulare Aufbau des
Kanals ndher erldutert. Der Katp —Kanal ist ein oktamerer Komplex und setzt sich
zusammen aus 4 kanalporenformenden Untereinheiten Kir 6.2 sowie 4
regulatorischen Untereinheiten SUR 1 (Proks und Ashcroft. 1997; Clement et al.,
1997; Inagaki et al., 1997). Die Untereinheit Kir 6.2 gehért zur Familie der voltage-
independent inwardly rectifying K~ channels. Das sind Gleichrichterkanile, die nach
innen mehr K™ - lonen passieren lassen als nach auBen. Diese Kanile mit einem
Molekulargewicht von ~ 40 kDa werden physiologisch von cytosolischen
Nukleotiden durch Bindung an Nucleotide Binding Domains (NBD) reguliert und
verkniipfen den Zellmetabolismus mit elektrischer Aktivitdt und Kaliumstrémen. SUR
1 steht fiir sulphonylurea receptor 1, der Rezeptor mit Affinitat fiir Sulfonylhamnstoffe.
Er besteht aus 1581 Aminosduren und hat ein Molekulargwicht von ~ 140 kDa. Die
Untereinheit Kir 6.2 ist separat nicht funktionsfihig und benétigt eine rdumlich enge
Anbindung an SUR 1. Karp —Kanile sind im Organismus weit verbreitet. Neben der
pankreatischen Beta-Zelle findet man sie in Herz- und Skelettmuskel (mit SUR 2A)
sowie in der glatten Muskulatur (mit SUR 2B).

Das Kanalporenprotein Kir 6.2 besitzt intrinsische ATP-Sensitivitit, wohingegen der
SUR 1 Rezeptor Bindungsstelle fiir Sulfonylhamstoffe, Kaliumkanal6ffner und
MgADP ist (Ashcroft, 2000).

Abb.1-2: Aufsicht auf die Kanalpore des K41p Kanals.
Die postulierte Imidazolinbindungsstelle I; befindet
sich innerhalb der kanalporenformenden K s1p Kanal-
Untereinheit Kir 6.2.




Extrazelluldrraum

NBD1 NBD?2

Abb.1-3: Die Kanalpore des K rp Kanals im Querschnitt innerhalb der Zellmembran.
Die postulierte Imidazolinbindungsstelle I5 befindet sich in der kanalporenformenden
K s1p Kanaluntereinheit Kir 6.2.

1.4.2. Imidazoline und der K,rp—Kanal

Wie bereits erwihnt, wandelte sich das Wissen iiber den Wirkmechanismus, der fiir
die insulinfreisetzenden Effekte der Imidazoline verantwortlich ist. Viel beschrieben
wurde zuletzt die Blockade des Karp—Kanals der Plasmamembran der pankreatischen
Beta-Zelle. Phentolamin, eines der potentesten Imidazoline, blockierte intrazelluldr
appliziert in der Beta-Zelle Karp —Strome mit einer ECso von 0.7 uM (Proks und
Ashcroft, 1997). Bei der Absicht Imidazoline weiterzuentwickeln und als
Insulinsekretagoga einzusetzen muBl die Verbreitung von Karp —Kanilen im gesamten
Organismus beriicksichtigt werden. Phentolamin hat auch unabhéingig von der alpha-2
Rezeptorblockade verschiedene Wirkungen auf das kardiovaskulire System.
Beispielsweise verursacht Phentolamin eine Verldngerung des ventrikuldren
Aktionspotentials. Dieser Effekt beruht vermutlich auf der Blockade von Karp —
Kanilen des Herzens (Lee et al., 1995). Der genaue Angriffsort der Imidazoline am
Katp —Kanal ist noch nicht endgiltig geklart. Die  bekannten
Imidazolinrezeptorsubtypen I, und I, kommen Bindungsstudien zufolge nicht in
Betracht, was zur Annahme eines neuen, anderen Imidazolinrezeptors I; gefiihrt hat
(Olmos et al., 1994). Molekularbiologisch manipulierte K4rp—Kandle mit fehlenden



SUR 1 Untereinheiten und isoliert verbleibenden Kir 6.2 Kanalproteinen zeigen keine
Ionenstdme mehr. Kir 6.2 Varianten mit am C-Terminus um 26 bzw. 36 Aminosiuren
verkiirzten Ketten (Kir6.2 A C26; Kir 6.2 A C36) lassen Ionenstrome in Abwesenheit
von SUR 1 dagegen zu. Diese Kir 6.2 Varianten wurden genutzt und haben in
Xenopus Oozyten eine kanalblockierende Wirkung von ATP und Phentolamin
gezeigt. Der Vergleich zwischen Kir 6.2 + SUR 1 zu Kir6.2 A C26 ohne SUR 1 ergab
fir Phentolamin eine anndhernd gleiche ECsp von ~1 pM. Diese Untersuchungen
haben somit gezeigt, daB die postulierte I; —Bindungsstelle vermutlich Teil der
kanalporenformenden Karp -Untereinheit Kir 6.2 ist (Proks und Ascroft, 1997).

Man vermutet, da vier Kir 6.2 Untereinheiten zusammen die funktionierende
Kanalpore formen (Clement et al., 1997; Inagaki et al., 1997). Es ist aber nicht
bekannt, ob jede Kir 6.2 -Untereinheit eine Imidazolinbindungsstelle I3 besitzt, oder 4
Kir 6.2 —Untereinheiten eine I;-Bindungsstelle teilen. Ein weiterer Hinweis auf eine
vom SUR 1 unterschiedliche Imidazolinbindungsstelle ist der Befund, daB 3[H]
Glibenclamid nicht durch Imidazoline von der Plasmamembran von Beta-Zellen
verdringt wird (Brown et al., 1993).

Das Protein Kir 6.2 wird in Beta-Zellen, Herz, Gehirn und Skelettmuskel exprimiert,
und dient vermutlich in allen genannten Geweben als porenformende Untereinheit des
Karp —Kanals. Der SUR Rezeptor wird in den Geweben dagegen in unterschiedlicher
Form exprimiert. In Beta- Zellen findet man SUR 1 im Gegensatz zu SUR 2A im
Herzen. Die Wirkung von Phentolamin sowohl in Beta-Zellen als auch in Herzzellen
spricht deshalb ebenfalls fiir die Kanalpore Kir 6.2 als Ort einer Imidazolin Iz-
Bindungsstelle (Proks und Ashcroft, 1997).

1.4.3. Imidazoline und K,7p—Kanal unabhiingige Wege der

Insulinfreisetzung

Neben dem Katp —Kanal als molekularem Angriffsort von Imidazolinen in der Beta-
Zelle wurden noch andere, von diesem Ionenkanal unabhingige mégliche
Wirkmechanismen diskutiert (Zaitsev et al., 1996; Zaitsev et al., 1999). Die
Imidazolinverbindung RX 871024 blockierte K orp—Strome in pankreatischen Beta-




Zellen von Ratten sowie in HIT T15 Beta-Zellen. Zusitzlich konnte mittels Fura-2
Analytik ein Anstieg der intrazelluliren [Ca®*] Konzentration gezeigt werden. Diese
Ergebnisse bestitigten zunichst die typische zuvor beschriebene Imidazolinwirkung
der Karp —Kanalblockade in Beta-Zellen. Dariiberhinaus wurde RX 871024 in
elektropermeabilisierten Ratteninseln in einer stimulierenden Konzentration von 20
uM appliziert. Durch die Zellmembranpermeabilisierung und den Wegfall der
natiirlichen Ionenbarriere konnte die Ca®* Konzentration auch in dem zytosolischen
Bereichen beliebig eingestellt werden. RX 871024 setzte sowohl bei einer Ca®t
Konzentration von 1 uM als auch 100 uM im Vergleich zur Kontrolle zusitzlich
signifikant Insulin frei. Diese von der Ca®* Konzentration unabhingige
Insulinfreisetzung indizierte auch eine Karp -unabhingige Wirkung, da sich in
intakten Zellen der Blockade des Karp —Kanals und nachfolgender Zelldepolarisation
ein Ca’* Einstrom anschlieft und letztlich eine Erhohung der intrazelluliren [Ca®']
Konzentration die Insulinexozytose bewirkt. Die Frage nach den vom Katp —Kanal
unterschiedlichen molekularen Angriffsorten der Imidazoline blieb trotz o.g. Befunde
weiterhin offen. Die entscheidende neue Information war die Erkenntnis von
mindestens einem zusitzlichen fiir die Insulinfreisetzung verantwortlichen

Wirkmechanismus einer Imidazolinbindung innerhalb der Beta-Zelle.

1.4.4. Imidazoline mit insulinsekretionshemmender Wirkung

Neben Imidazolinen mit insulinfreisetzender Wirkung gibt es interessanterweise auch
Imidazolinderivate mit insulinsekretionshemmender Wirkung. Uber Clonidin gibt es
beispielsweise zahlreiche Verdffentlichungen, die einen hemmenden Effekt
hinsichtlich der Insulinfreisetzung beschreiben (Renstrom et al., 1996; Abel et al.,
1996; Kampermann et al., 2000). Analog zu Adrenalin, einem Ethanolaminderivat,
kommt es bei Clonidin durch alpha-2 Rezeptoragonismus zur Sekretionshemmung.
Das genaue Wirkprofil dieser Imidazoline ist jedoch sehr komplex, da sie mehrere
molekulare Angriffspunkte in der Beta-Zelle haben. So wurden fiir Clonidin einerseits
hyperpolarisiecrende ~ Effekte  beschrieben, die auch  Glukose-induzierte

Zelldepolarisationen aufheben konnten. Die Hyperpolarisation wurde durch Offnung
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von K* Kanilen vermittelt, die sich vom Karp —Kanal unterscheiden (Abel et al.,
1996). Auf der anderen Seite gibt es Hinweise auf eine Blockade von K stp —Kaniilen
in pankreatischen Beta- Zellen durch Clonidin, wobei die betreffenden Ergebnisse auf
der Patch-Clamp Methode beruhen und die Effekte nicht in intakten Beta-Zellen
gezeigt wurden. Am Karp —Kanal konnte [*H] Clonidin durch Phentolamin, nicht aber
durch Tolbutamid verdringt werden (Rustenbeck et al., 1997). Diese
Verdridngungsexperimente mit Imidazolinen und einem Sulphonylharnstoff deuten auf
einen Angriff von Clonidin am postulierten I3 Rezeptor der Kap -

Kanalporenuntereinheit Kir 6.2 hin.

1.4.5. Der K rp—Kanal als zentraler, gemeinsamer Angriffsort von

Imidazolinen

Den bisher beschriebenen Imidazolinen liegen jeweils mehrere, verschiedene
molekulare Angriffspunkte sowie unterschiedliche pharmakologische Wirkungen
zugrunde. Mit dem Karp —Kanal haben die meisten bisher auf Insulinsekretion und
Karp —Kanalblockade untersuchten Imidazoline einen gemeinsamen molekularen
Angriffsort. Sowohl fiir die sekretionssteigernden als auch fiir die
sekretionshemmenden Imidazoline liegen dementsprechende Daten vor, wobei die
Katp —Kanalblockade bei den sekretionshemmenden Substanzen durch zusitzlichen
alpha-2 Agonismus iiberkompensiert wird (Rustenbeck et al., 1997). Nur eine
insulinfreisetzende Imidazolinverbindung ohne EinfluB auf den Katp —Kanal wurde
bislang beschrieben (Efanov, Zaitsev, Mest et al., 2001).

1.5. Neue Imidazoline

Die bisher durchgefiihrten Experimente mit den oben abgebildeten Imidazolinen
zeigten eine Glukose-abhingige Insulinfreisetzung in vivo und in vitro. BL 11778
beispielsweise fiihrte in Zucker diabetic fatty (=ZDF) rats zu einer Reduktion der
Blutglukosekonzentration sowie zu einer Verzégerung des natiirlichen Abfalls der
Plasmainsulinkonzentration (Mest et al., 2001). Mit BL 11282 wurden
elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt, die eine fehlende Karp—
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kanalblockierende Wirkung der Substanz in Beta-Zellen zeigte (Efanov, Zaitsev, Mest
et al., 2001). Fiir die anderen Substanzen liegen bislang keine publizierten Daten iiber

Insulinfreisetzung oder eine Karp —kanalblockierende Wirkung in Beta-Zellen vor.

BL 11771 BL 11345

NW: 3909155 MW: 303.7137

BLI1778 BL 11282

Ny NH

MW 417.3338 MW: 233.7025

Abb.1-4: Strukturformeln neuer Imidazoline.

1.6. Die Imidazolinbindungsstellen (=Imidazoline Binding Sites, IBS)

Der Begriff von Imidazolinbindungsstellen entwickelte sich durch verschiedene
Bindungsstudien mit dem alpha-2 Agonisten Clonidin. Basierend auf den
unterschiedlichen festgestellten Wirkungen von im Gehimstamm injizierten
Imidazolinen und Katecholaminen haben Bousquet und Mitarbeiter die Existenz von
bislang unbekannten Rezeptoren postuliert, die Imidazoline und Guanidine spezifisch

binden (Bousquet et al., 1984; Bousquet 1995). Diese Vermutung wurde spiter durch
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Untersuchungen bestitigt, die nur eine ~70% ige Bindung des Clonidinderivates [°H]
Para-Aminoclonidin an alpha-2 Rezeptoren zeigten. Die verbliebene Restbindung
kam durch nichtadrenerge Bindungsstellen zustande, die eine hohe Affinitit fiir
Imidazoline und Imidazole hatte (Ernsberger et al., 1987). Um sie von alpha-2
Rezeptoren zu unterscheiden, wurden sie als Imidazolinbindungsstellen bzw.
Imidazoline Binding Sites (=IBS) bezeichnet. Da die verschiedenen IBS sich in ihren
Bindungsspezifititen, Gewebeverteilungen, subzellulidren Lokalisationen sowie ihren
eigenen strukturellen Eigenschaften unterscheiden, stellen sie eine heterogene
Bindungsstellenfamilie dar (French 1995; Parini et al., 1996; Regunathan und Reis,
1996). Um bei einer Bindungsstelle auch von einem Rezeptor sprechen zu konnen, ist
die nachweisliche Existenz eines endogenen Liganden mit intrinsischer Aktivitit an
dem potenziellen Rezeptor erforderlich. 1984 hatten Atlas und Burstein erstmals ein
physiologisches Substanzgemisch in Ratten- und Rinderhim gefunden und
beschrieben, das [’H] Clonidin mit hoher Affinitdt von seiner Bindungsstelle
verdréngte. Bis heute konnte die genaue Identitit dieser Clonidin verdringenden
Substanz (=Clonidine Displacing Substance, CDS) nicht geklirt werden. Sie hat ein
Molekulargewicht von ~588 Da und ist weder ein Katecholamin noch ein Peptid.
CDS wurde mittlerweile in menschlichem Serum, in Zerebrospinalfliissigkeit und mit
der hochsten Konzentration in adrenergen Driisen gefunden. Interessanterweise fiihrte
die Entfernung der adrenergen Driisen zu deutlich erniedrigten CDS Serumspiegeln.
Dies war ein Hinweis auf diese Driisen als Quelle der zirkulierenden CDS (Meeley et
al., 1992). Agmatin, die decarboxylierte Form von physiologischem L-Arginin kann
auch [’H] Para-Aminoclonidin von seinen Bindungsstellen verdringen und wurde
zunéchst als Kandidat fiir die CDS angesehen. Das Agmatinmolekulargewicht von
130 Da sowie die IBS-Affinitit entsprechen jedoch nicht denen der CDS. CDS und
Agmatin zeigten beide biologische Aktivitit in verschiedenen Gewebearten. Trotz der
bis heute nicht geklérten molekularen Identitéit der CDS besteht durch ihre biologische
Aktivitit und IBS-Affinitit eine Moglichkeit fiir die Aufklirung der Proteinstrukturen
der Imidazolinbindungsstellen. Mit geeigneten Ligandbindungsstudien konnte dann
eine “echte’ neue Rezeptorfamilie konkret beschrieben und weiter klassifiziert werden
(Molderings et al., 2000; Musgrave und Hughes, 1999; Brasili, 2000). Durch
Verwendung verschiedener radioaktiv markierter Imidazolinverbindungen konnten

die IBS genauer definiert werden. Demnach
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existieren mindestens die zwei Bindungsstellen I; und I, wobei I; eine hohe Affinitit
fiir [3H] Moxonidin > [3H] Phentolamin > [3H] Clonidin und eine sehr niedrige
Affinitit fiir [°H] Idazoxan besitzt. Die Bindungsstelle I, hat eine hohe Affinitit fiir
[*H] Idazoxan, jedoch eine niedrige Affinitit fiir [°H] Phentolamin und [’H] Clonidin.
Die Bindungsstellen I, sind in den Zellmembranen von Hirn-, Nieren-, Prostata- und
anderen Gewebearten zu finden. Die Bindungsstellen I, sind sowohl in den
Zellmembranen als auch in den duBeren mitochondrialen Membranen in Hirn-, Herz-,
Leber-, Pankreas- und anderen Geweben zu finden (Molderings, 1997). In bezug auf
die insulinfreisetzende Wirkung von Imidazolinen in Beta-Zellen konnten weitere
Untersuchungen bislang den entscheidenden Wirkort nicht aufklidren. Durch mehrere
Experimente konnte jedoch mittlerweile gezeigt werden, daB die insulinfreisetzende
Wirkung von Imidazolinen nicht iiber die zwei Bindungsstellen I; und I vermittelt
wird (Olmos et al., 1994). In diesem Zusammenhang stand auch das Postulat der
Existenz einer I3 Imidazolinbindungsstelle in Beta-Zellen, iiber die
Insulinfreisetzungseffekte ~ vermittelt  werden. Da  als  entscheidender
Wirkmechanismus der durch Imidazoline induzierten Insulinfreisetzung in Beta-
Zellen lange Zeit eine Blockade der Katp —Kanile der Plasmamembran angenommen
wurde, schien eine Lokalisation der postulierten I Imidazolinbindungsstelle an bzw.
in diesem Ionenkanal logisch. Untersuchungen von Proks und Ashcroft zeigten 1997,
dafl nach Expression einer modifizierten kanalporenformenden Untereinheit Kir6.2
des Karp —Kanals in Xenopus Oozyten das Imidazolin Phentolamin eine Blockade
dieser Kanalpore verursachte. Dies wurde zunichst als Bestitigung der Annahme
einer Lokalisation der postulierten I Imidazolinbindungsstelle an bzw. in dem Katp —
Kanal gesehen. Weitere Publikationen haben allerdings mittlerweile gezeigt, daB stark
insulinfreisetzende Imidazoline ohne depolarisierende Eigenschaften existieren
(Efanov, Zaitsev, Mest et al., 2001). Efanov, Hoy et al. zeigten in einer weiteren
Publikation 2001, da3 Imidazoline in Beta-Zellen von SUR 1 Knockout-Méiusen, bei
denen Karp—Kanile in der Plasmamembran fehlten, eine unverinderte Steigerung der
Insulinfreisetzung vermittelten. Diese Ergebnisse deuten auf einen intrazelluliren
Wirkort der Imidazoline hin, fernab der Karp —Kanile der Plasmamembran. Die
Frage, inwiefern die Imidazoline iiber einen Rezeptor, ein Enzym, einen Ionenkanal
oder andere Wirkorte die Insulinfreisetzung vermitteln blieb offen und war

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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1.7. Alpha —Rezeptoren der Beta-Zelle

Die bislang in die Therapie eingefithrten Imidazolinverbindungen vermitteln alle
vorwiegend tiber alpha Rezeptoren an verschiedenen Endorganen ihre Wirkungen.
Alpha Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Infolge
der Bindung eines Agonisten an den Rezeptor #ndert sich die Konformation des
Rezeptorproteins. Diese Anderung pflanzt sich auf das G-Protein fort: die G-Protein
alpha-Untereinheit gibt GDP ab und bindet GTP, 16st sich von den beiden anderen
Untereinheiten, tritt in Kontakt mit einem Effektorprotein und verindert dessen
Funktionszustand. Man unterscheidet alpha Rezeptoren in die Subtypen alpha-1 und
alpha-2, die wiederum in weitere Subtypen aufgegliedert werden, auf die hier nicht
weiter eingegangen wird. Klassische Effektorproteine bei alpha-1 Rezeptoren sind die
Phospholipase C (=PLC) mit nachfolgender Erhdhung der Inositoltriphoshat- (=IP3)
konzentration und bei alpha-2 Rezeptoren die Adenylatzyklase, deren Hemmung
nachfolgend zur Reduktion der cAMP Konzentration fiihrt. Alpha-1 Rezeptoren
finden sich hauptsichlich postsynaptisch an den vom Sympathicus innervierten
Endorganen. Alpha-2 Rezeptoren finden sich sowohl postsynaptisch am innervierten
Endorgan als auch prisynaptisch vor den vom Sympathicus innervierten Endorganen.
Prasynaptischer alpha-2 Agonismus fiihrt zu einer negativen Riickkopplung mit
darauffolgender Reduktion der Noradrenalinausschiittung in den synaptischen Spalt.

In den Beta-Zellen des Pankreas sind vor allem die Funktionen der alpha-2
Rezeptoren von Bedeutung. Agonismus an diesen alpha-2 Rezeptoren fiihrt nach
derzeitigen Erkenntnissen jedoch nicht wie sonst bei diesem Rezeptor iiblich zu einer
Verdnderung der cAMP Konzentration (Ullrich und Wollheim, 1984). Es findet
vielmehr eine Sekretionshemmung ohne im Zytosol diffundierende second messenger,
sondern durch eine iber inhibitorische G-Proteine gekoppelte Aktivierung von
Inhibitionsproteinen statt, wobei das fir die Wirkung letztlich verantwortliche
Inhibitionsprotein noch nicht bekannt ist (Lang et al., 1995). Ein zusitzlicher Effekt
ist eine Hyperpolarisation der Beta-Zellen, die allerdings nicht hauptverantwortlich

fiir die Sekretionshemmung ist (Kampermann et al., 2000).
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1.8. Calcium und Insulinfreisetzung

Calciumionen spielen eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit der Exozytose von
Insulingranula. Der Konzentrationsunterschied zwischen Extrazellulirraum und
Zytosol ist mit einem Faktor von ca. 10000 bei Ca®* Ionen von allen Kationen am
groBten. Die Ca®* Konzentration betriigt im Interstitium ca. 2,5 mM und ca. 180 nM
in der Zelle. Die freie Ca?* Konzentration im Zytosol ist variabel und kann iiber Ca®*
Strome durch verschiedene Ca®* und Kationenkanile, die unterschiedliche Spezifitt
und Funktionsweise haben erhoht werden. Daneben gibt es energieabhingige Ca®*
Symport- und Antiportsysteme, die ebenfalls die Ionenkonzentrationen verdindern
konnen. In der Beta-Zelle spielen fiir die Insulinfreisetzung in erster Linie
spannungsabhingige L-Typ Ca’* Kanile eine wichtige Rolle. Durch einen Anstieg
des Membranpotentials von ca. —-80 mV auf ca. 40 mV, der beispielsweise iiber eine
Karp —Kanalblockade vermittelt wird, erhoht sich die Offnungswahrscheinlichkeit
dieser L-Typ Ca®* Kanile. Ca®* kann somit vermehrt in die Beta-Zelle einstrémen,
und die intrazelluldre Ca®* Konzentration steigt von ca. 180 nM auf ca. 800 nM an
(Quesada et al., 1999), wobei die gemessenen und in der Literatur beschriebenen
Konzentrationen stark vom Typ der Beta-Zellen sowie den Zellkulturbedingungen
abhingen. Eine Erhohung der intrazelluliren freien Ca’* Konzentration kann
auBerdem durch Freisetzung von Ca®* aus zytosolischen Ca®* Speichern wie z.B. dem
endoplasmatischen Retikulum oder Insulingranula erfolgen (Gilon et al., 1999; Mears
et al., 1999; lino et al., 2000). Durch Aufnahme von Ca®" aus dem Zytosol in solche
Speicher kann umgekehrt die Ca?* Konzentration intrazellulir auch abnehmen
V(Efanova et al., 1998; Scheenen et al., 1998). Die Wirkungen des intrazelluldren
Calciums beziiglich der Insulinexozytose sind noch nicht genau bekannt, wobei eine
bedeutende Kopplung des zytosolischen Ca®* Konzentrationsanstiegs die Aktivierung
der Calcium Calmodulin abhingigen Kinase II (= CaM Kinase II) ist (Easom, 1999;
Krueger et al., 1999). Weitere Proteine wie Synaptotagmine wurden in den
Zusammenhang mit Ca** und Insulinfreisetzung gebracht (Gao et al., 2000; Brown et
al., 2000; Lang et al., 1997).
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1.9. Glukose und Insulinfreisetzung

Glukose ist der wichtigste Energiclieferant der Zelle. Bei der
Glukoseverstoffwechslung wird letztlich der zytosolische AdenosinTriphosphat-
Spiegel erh6ht und das Verhéltnis ATP/ADP zugunsten von ATP verschoben . Neben
der Funktion als Energietriger kommt ATP in der Beta- Zelle eine
elektrophysiologische Bedeutung zu. Durch Bindung an die zytosolische Seite von
Katp Kanile werden deren Kanalporen blockiert und die Kaliumstréme aus der Zelle
heraus vermindert (Dorschner et al., 1999, Gribble et al., 1998). Als Folge davon
depolarisiert die Beta- Zelle, Ca®* stromt in die Zelle ein und fiihrt zur
Insulinexozytose. Dieser Effekt wird auch als Karp Kanal-abhingige Glukosewirkung
bezeichnet (Hohmeier et al., 2000). Daneben wird ein Teil der durch
Glukoseverstoffwechslung gewonnenen Energie fiir die Insulingranulawanderung

und anschlieBende Exozytose verbraucht (Yajima et al, 1999). Andere
Untersuchungen haben auBlerdem gezeigt, daB3 Glukose auch
depolarisationsunabhingig Ca®* aus intrazelluléren Speichern freisetzen kann (Jijakli
und Malaisse, 1998). Daher spricht man in diesen Fillen auch von einer Karp Kanal-

unabhéngigen Glukosewirkung (Aizawa et al., 1998; Straub et al. 1998).

1.10. Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollten sowohl alte, aus der Literatur bekannte als auch neu
synthetisierte, bislang unbekannte Imidazolinverbindungen untersucht werden. Dabei
stand die weitere Aufkldrung der Wirkmechanismen dieser Substanzen hinsichtlich
ihrer insulinfreisetzenden Wirkungen in Beta-Zellen im Mittelpunkt. Bei den neuen,
unbekannten Imidazolinen galt es deshalb zunichst zu kliren, ob wie bei allen bislang
auf Insulinfreisetzung untersuchten Imidazolinen eine Karp —Kanalblockade
stattfindet und inwieweit die Substanzen weitere, davon unabhingige Wirkungen
haben. Die Beeinflussung des Membranpotentials durch Imidazoline sollte mit der
Bisoxonol-Methode untersucht werden, um Riickschliisse auf eine Katp -

kanalblockierende Wirkung ziehen zu konnen. Um die Frage eines vom Karp -Kanal
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unterschiedlichen Wirkortes zu kliren, sollte deshalb insbesondere das Zytosol und
die Zellorganellen, fernab des Karp —Kanals der Plasmamembran untersucht werden.
Mégliche intrazelluldre Bindungs- und Wirkorte der Imidazoline sollten durch
Anwendung geeigneter Analysenmethoden identifiziert werden. Eine weitere Aufgabe
war es, bei insulinsekretionshemmenden Imidazolinen den bislang nur durch Patch-
Clamp Experimente belegten  Karp —Effekt in intakten Beta-Zellen durch
Demaskierung mit entsprechender pharmakologischer Wirkung zu zeigen. Ein
wichtiger Bestandteil der Arbeit war die Bestimmung der Insulinkonzentration im
extrazelluldren Bereich nach Inkubation von Beta-Zellen mit unterschiedlichen
Substanzen. Die Wirkstoffe sollten durch Erstellen von Konzentrations-
Wirkungskurven und daraus ableitbaren pharmakologischen KenngréBen
charakterisiert werden. In diesem Zusammenhang standen auch Kombinationen der
Imidazoline mit anderen Wirkstoffen, um Fragen nach additiven Effekten,
agonistischen/ antagonistischen Wirkungen und anderen Einfliissen auf die
Konzentrations-Wirkungskurven der jeweiligen Imidazoline zu kliren. Die
Insulinfreisetzungsversuche sollten auBlerdem bei verschiedenen
Versuchsmodifikationen, wie z.B. Anderung der Zusammensetzung  des
Zellinkubationsmediums, Anderung der Inkubationsdauer oder unterschiedliche
Vorbehandlungen der Zellen durchgefiihrt werden, um weitere Riickschliisse auf
Imidazolinwirkmechanismen ziehen zu koénnen. Durch Untersuchungen zu ¢cAMP-
Konzentrationsdnderungen nach Imidazolininkubation wurde dieser second
messenger, der bei der physiologischen Insulinsekretion bekanntlich eine grof3e Rolle

spielt miteinbezogen.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellinien

2.1.1. MIN 6 Zellinie

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, leiten sich MIN 6 Zellen von pankreatischen
Maus-Beta-Zellen ab, die im Vergleich zu den Primérzellen eine sehr #hnliche
Zellphysiologie und Glukose-abhingige Insulinfreisetzung haben. MIN 6 Zellen
wurden in den Passagen 26-52 als adhirente Zellen bei 37°C und 5% CO; kultiviert,
wobei ‘Passagieren' das Ablosen und erneute Umverteilen von Zellen in neue
Zellkulturflaschen bedeuted. Die Verwendbarkeit der Zellen beziiglich ihrer
Passagezahl wurde durch Erstellen von Glukose-Response Kurven festgestellt.
Hierbei wurde die Insulinfreisetzung in Abhingigkeit der Glukosekonzentration
untersucht. MIN 6 Zellen wurden in einer Zellzahl zwischen 2,5 und 8 Mio. in 162
cm® Costar-Flaschen ( Corning-Costar Inc., Acton, MA 01720, USA) ausgesit und
mit 25 mM Glukose haltigem Dubecco's Modified Eagle Medium =DMEM kultiviert,
wobei 500 ml des DMEM-Mediums mit 50 ml Fétalem Kilberserum (=FCS), 5 ml
Penicillin 10000 I.U./Streptomycin 10000 pg pro ml 1:1 (=PenStrep) sowie 500ul 50
mM Mercaptoethanol ergénzt wurden. Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt.
Die Zellen wurden im subkonfluenten bis konfluenten Zustand mit calcium- und
magnesiumfreiem Phosphate Buffer Saline (=PBS) 1x gewaschen, mit 6 ml
PBS/Trypsin-EDTA 1:1 drei Minuten bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert
und danach mit 24 ml DMEM erginzt um die Trypsinierung zu stoppen. Danach
folgte eine 4 miniitige Zentrifugation bei 1000g und Raumtemperatur. Der Uberstand
wurde abgesogen, das Zellpellet durch Klopfen gegen das Probenrdhrchen
mechanisch zerteilt und mit 10 ml DMEM durch Auf- und Abpipettieren in engen 5
ml Pipetten resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zwischen ein
Deckglas und Neubauer-Zshlkammer pipettiert, und durch Auszihlen der Quadrate
und Multiplikationsfaktor 10000 die Zellkonzentration in Zellzahl/ml Suspension

ermittelt. Fiir die Zellkultur bzw. Insulinsekretionsversuche wurde die Zellsuspension
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dann in der gewiinschten Menge ausgesdt und mit Kultur-DMEM auf das notige

Néhrvolumen ergénzt.

2.1.2. INS 1 Zellinie

INS 1 Zellen leiten sich urspriinglich (siehe Einleitung) von priméren pankreatischen
Ratten-Beta-Zellen ab, die wie MIN 6 Zellen im Vergleich zu den Primirzellen eine
dhnliche Zellphysiologie und Glukose-abhingige Insulinausschiittung zeigen. INS 1
Zellen wurden in den Passagen 30-75 als adhirente Zellen bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Die Verwendbarkeit der Zellen beziiglich ihrer Passagezahl wurde durch
Erstellen von Glukose-Response Kurven festgestellt. Hierbei wurde die
Insulinfreisetzung in Abhingigkeit der Glukosekonzentration untersucht. INS 1
Zellen wurden in einer Zellzahl zwischen 3 und 8 Millionen in 162 cm? Costar-
Flaschen ( Corning-Costar Inc., Acton, MA 01720, USA) ausgesit und mit 25 mM
Glukose RPMI 1640 Medium kultiviert. Fiir die Zellkultur wurden 465 ml des RPMI
1640 Mediums mit 25 ml Fétalem Kilberserum (=FCS), 5 ml Penicillin 10000
L.U./Streptomycin 10000 pg pro ml 1:1 (=PenStrep), 500ul 50 mM Mercaptoethanol,
5 ml IM Hepes, 5 ml 200mM L-Glutamin sowie 500 pl 1M Natriumpyruvat erginzt.
Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt. Die Zellen wurden im subkonfluenten bis
konfluenten Zustand mit calcium- und magnesiumfreiem Phosphate Buffer Saline
(=PBS) Ix gewaschen, mit 6 ml PBS/Trypsin-EDTA 8:1 eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit 20 ml DMEM erginzt um die
Trypsinierung zu stoppen. Danach folgte eine 4 miniitige Zentrifugation bei 1000g
und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde abgesogen, das Zellpellet durch Klopfen
gegen das Probenrshrchen mechanisch zerteilt und mit 10 ml RPMI 1640 durch Auf-
und Abpipettieren in engen 5 ml Pipetten resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend zwischen ein Deckglas und Neubauer-Zihlkammer pipettiert, und durch
Auszdhlen der Quadrate und Multiplikationsfaktor 10000 die Zellkonzentration in
Zellzahl/ml Suspension ermittelt. Fiir die Zellkultur bzw. Insulinsekretionsversuche
wurde die Zellsuspension dann in der gewiinschten Menge ausgesit und mit Kultur-
RPMI 1640 auf das notige Nihrvolumen ergénzt.
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2.1.3. HEK 293 Zellinie

Diese Zellinie leitet sich von menschlichen Nierenzellen ab. Die Zellen haften nach
Zellkultur bei 37° C nach einigen Tagen wieder an. Die 162 cm? Flaschen (Costar,
USA) wurden mit Poly D-Lysin beschichtet. Als Wachstumsmedium wurde
phenolrotfreies DMEM/F-12 mit zusétzlich Natriumbicarbonat 2,2 g/l, Ethanolamin-
HCI 4,877 mg/l, Tobramycinsulfat 50 mg/l sowie 5% FCS verwendet. Beim Splitten
der Zellen nach jeweils 2 Tagen Wachstum wurde das Medium abgesogen und die
Zellen 1x mit 15 ml EBSS ohne BSA gespiilt. AnschlieBend wurde 1-2 Minuten mit
0,25% Trypsin, 1 mM EDTA, Ca ** / Mg %' freiem Puffer behandelt. Die
Trypsinierung wurde mit 20 ml Medium gestoppt, die Zellsuspension in ein Falcon-
Réhrchen tiberfiihrt und 9 Minuten bei 200g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesogen und das Pellet in 12 ml DMEM resuspendiert. Die hier
verwendeten HEK 293 Zellen wurden mit dem cAMP-abhingigen Promotor und dem
Luciferase-Gen transfiziert. Dieser Promotor erhéht die Luciferase-Expression, und
seine Aktivitit ist durch cAMP induzierbar. Das ubiquitire cAMP-Response-Element-
Binding (=CREB) Protein tritt durch Erhéhung der cAMP Konzentration,
beispielsweise nach Aktivierung der Adenylatzyklase, in Wechselwirkung mit dem
0.g. Promotor mit dessen nachfolgender Aktivierung. Das bedeuted, daB bei hohen

cAMP Konzentrationen viel Luciferase gebildet wird.

2.2. Insulinfreisetzungsversuche mit statischer Inkubation

Um die insulinfreisetzenden Einfliisse verschiedener Substanzen zu testen, wurden die
Zellen folgendermalen pripariert:

Am 1.Tag wurden 30000 MIN 6 bzw. 10000 INS 1 Zellen in dem jeweiligen 25 mM
Glukose-Medium mit einem Volumen von 200 pl in jedes Loch einer 96-Lochplatte
pipettiert. Danach wuchsen die Zellen 3 weitere Tage lang (bis zum 4.Tag) in diesem
Medium bei 37° C und 5 % CO; im Brutschrank. Am Versuchstag (4.Tag) wurde das

Medium verworfen und die adhérent gewachsenen Zellen 3 mal mit jeweils 200 pl




-20-

37° C warmem Earle’s Balanced Buffer Saline 0,1 % BSA (=EBSS) gewaschen.
Unmittelbar danach wurden die Zellen mit 200ul des jeweiligen 0 mM Glukose-
Mediums 1 Stunde bei 37° C und 5 % CO, im Brutschrank gehungert. AnschlieBend
daran wurden die Substanzverdiinnungen (s.u.) mit 200 pl 25 mM Glukose-EBSS auf
die 96-Lochplatte pipettiert und eine weitere Stunde bei 37° C und 5 % CO, im
Brutschrank inkubiert. Am Ende dieser Stimulationszeit wurden die Zellplatten auf
96-Loch Filterplatten des gleichen Formats umpipettiert und filtriert. Das Filtrat
wurde 1:51 mit EBSS verdiinnt und die Insulinkonzentration mit einer Radio Immuno
Assay (=RIA) Methode (s.u.) bestimmt. Pertussis Toxin (=PTX) wurde vor dem
ersten o.g. Waschschritt fiir 6-18 Stunden (100-200 ng/ml) mit den Zellen
préinkubiert. PTX reagiert mit G; Proteinen von alpha-2 Rezeptoren und fiihrt durch
ADP-Ribosylierung zur Inaktivierung dieser Rezeptoren. Nach der Priinkubation
erfolgte die 0.g. Methode.

2.3. Radio Immuno Assay (=RIA)

Fiir die Bestimmung der Insulinkonzentration wurde eine modifizierte RIA Methode
genutzt. Grundlage war der Ratteninsulin RIA-Test von Linco (Linco Research INC.,
St.Charles, MO, USA) mit 100% Kreuzreaktivitit fiir Mausinsulin. Die o.g. Filtrate
mit 1:51 EBSS-Verdiinnung wurden bei —20° C gelagert und fir die RIA-
Bestimmung bei Raumtemperatur aufgetaut. Danach erfolgte das Pipettiecren von
jeweils 50 pl Probe in Polyethylenphthalat 96 Well-Mikrotiterplatten (Wallac, Turku,
Finnland). Die Proben wurden weiter ergénzt mit 50 pl Test-Puffer (0,05 M
Phosphatsalzlosung pH 7,4 sowie 0,025 M EDTA, 0,1% NaN; und 1% insulinfreies,
RIA-taugliches  Rinderserumalbumin  (=BSA),  50ul ['251] markierter
Insulintracerl6sung, und 50 pl einer Ratteninsulinantikérperldsung (aus dem

Meerschweinchen). Parallel wurden Ratteninsulinstandards mit den gleichen
Reagenzien pipettiert um eine Eichkurve zu erhalten. Um die normalerweise bei RIA-
Methoden  typische  Abtrennung des Antigen-Antikérperkomplexes  von

ungebundenem Antigen zu umgehen, wurden zu dem 200 pl Gemisch Protein A
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beschichtete und Antik6rperbindende Scintillation Proximity Assay (=SPA)
Kiigelchen (Amersham International, Buckinghamshire, UK) hinzugefiigt. Die
Mikrotiterplatten mit dieser Gesamtmischung wurden dann abgedeckt und 24 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Platten in einen Liquid
Scintillation + Luminescence Counter (Wallac, Turku, Finnland) zum Auszihlen
gestellt. Die Detektion erfolgte folgendermaBen: das ['*’I] markierte Insulin kokurriert
kompetitiv mit unmarkiertem Insulin um die Bindungsstellen an Insulinantikérpern,
die wiederum an den SPA-Kiigelchen haften. Der radioaktiv markierte Ligand erzeugt
durch Wechselwirkung mit der Fluomikrosphire der Protein A Schicht Lichtquanten.
Dementsprechend ist die Anzahl an gemessenen Impulsen im Photomultiplier bei
Anwesenheit von viel aus Beta-Zellen freigesetztem Insulin gering. Mit der Eichkurve
konnten die MeBwerte entsprechend umgerechnet werden. Ein geringes Lichtsignal

bedeuted eine groBe Insulinfreisetzung im jeweiligen Versuch.

2.4. Bisoxonol-Membranpotenzialsmessung

Die Bisoxonol-Membranpotenzialsmessung wurde durchgefiihrt wie frither (Lang et
al., 1998) beschrieben mit folgenden geringfiigigen Versinderungen:

MIN 6 Zellen und INS 1 Zellen wurden kultiviert und trypsiniert wie unter "MIN 6
Zellinie'und "INS 1 Zellinie' dargestellt. Bei PTX-Versuchen wurden die Zellen 6-18
Stunden mit PTX (100-200 ng/ml) priinkubiert. Das Trypsinieren wurde mit der
Zugabe von 24 ml 25 mM Glukose-DMEM beendet und die Zellen 4 Minuten bei
1000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 25 ml 0 mM
Glukose-DMEM resuspendiert und in ein Becherglas pipettiert. Die suspendierten
Zellen wurden in diesem Glas 1,5 Stunden bei 37° C und leichtem Schiitteln
gehungert. Danach wurden 2x10° Zellen zentrifugiert, in 2 ml modifiziertem Krebs
Ringer Puffer Hepes (=KRBH) resuspendiert und in eine 1 cm dicke Quartzkiivette
(Fa. Hellma) pipettiert. Ein kleiner Magnetrithrfisch (3 mm) sorgte fiir eine homogene
Zellsuspension. Die Fluorimetrie wurde mit einem Perkin Elmer LS 50 B Fluorimeter
und der dazugehérigen Software FL WinLab (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA)

durchgefiihrt. Die Schlitzweite an Exzitations- und Emissionsmonochromator wurde
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Bisoxonol Membranpotenzial
Messung

K ATP

geschlossen

Zustand nach Applikation von K., bockierendem Insulinsekretagogum:
Anstieg von [K], und Depolarisation der Zelle. Dadurch Einstrom von
Bisoxonol in das Zytosol, wo es durch Bindung an Proteine erhohte
Fluoreszenzintensitit zeigt.

auf jeweils 10 nm eingestellt und anschlieend das Time Drive Programm gestarted.
Beim Time Drive Programm wird die Fluoreszenzintensitit in Abhangigkeit von der
Zeit aufgezeichnet. 2 ul von Bisoxonol, einem Dithiobarbitursdurederivat (Molecular
Probes, Leiden, Niederlande) wurde von einer 100 uM DMSO-Stammlésung zu der

2 ml Zellsuspension hinzugefiigt, so daB sich eine Bisoxonol-Endkonzentration von
100 nM einstellte. Bisoxonol wurde bei 540 nm angeregt, die Emission bei 580 nm
detektiert. Die Bisoxonolzugabe hatte cine erste Gleichgewichtseinstellung der
Fluoreszenzintensitit zur Folge, die nach 5 Minuten abgeschlossen war. Anschlieflend
wurde mit einer wiBrigen, konzentrierten Glukosestammldsung eine beliebige (0-25
mM) Glukoseendkonzentration in der Kiivette eingestellt. Der Glukosemetabolismus
fithrte zu einer Erhohung des ATP/ADP Verhiltnisses und einer Depolarisation der
Zellen. Dies fiihrte zu einer zweiten Gleichgewichtseinstellung der
Fluoreszenzintensitiit die nach 10 Minuten abgeschlossen war. AnschlieBend wurden
die zu untersuchenden Substanzen von DMSO-Stockldsungen in 2 pl Volumina
hinzupipettiert und die Fluoreszenzinderungen aufgezeichnet. Am Ende des Versuchs
wurde wiBrige KCI Losung in einer Endkonzentration von 25 mM hinzugefiigt. Da
KCI keine Fluoreszenzaktivitit besitzt, jedoch Zellen reproduzierbar depolarisiert
diente es als Kontrolle fiir intakte Zellen.
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Niedrig Glukosezustand/kein Insulinsekretagogum:

Abnahme von [K]; und Hyperpolarization der Zelle mit vermehrter
Proteindissoziation und Ausstrom des anionischen Bisoxonols

und dadurch Abnahme der Fluoreszenzintensitiit.

Abb.2-1: Schematische Darstellung der Bisoxonolverteilung in Abhdngigkeit des
Membranpotentials in Beta-Zellen.

2.5. Confocale Laserscanning Mikroskopie (=CLSM)

2.5.1. Funktionsweise eines Confokalen Laserscanning Mikroskopes

Beim CLSM (confocal laser scanning microscope) handelt es sich um ein
Lichtmikroskop, an das eine LSM-Unit (bestehend aus einem Laser- und einem
Scanning-Modul) gekoppelt ist. In biologischen Objekten erméglicht das CLSM in
erster Linie die dreidimensionale Untersuchung von anatomischen bzw.
physiologischen Fragestellungen auf subzelluldrer, zelluldrer und histologischer
Ebene unter Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen. Aufgrund der spezifischen
optischen Konfiguration kdnnen mehrere diinne optische Schnitte durch ein vitales
biologisches Objekt gelegt und anhand digitaler Aufbereitung zu einer 3D-Struktur
rekonstruiert werden.

Funktionsprinzip: Vom Laser generiertes Licht definierter Wellenldnge gelangt ins

Scanning-Modul und wird iiber zwei galvanometrische Scanspiegel als



224

beugungsbegrenzter Lichtpunkt durch das Objektiv sequentiell auf das Priparat
fokussiert ("Scannen” der Probe). Aus der Fokusebene emittiertes Licht gelangt iiber
den Scanner zu verschiedenen Farbteilern, wo die Fluoreszenzemission
wellenldngenspezifisch  diskriminiert und pixelweise auf die Detektoren
(Photomultiplier) verteilt wird. Uber Emissionsfilter kann der gewiinschte
Wellenldngenbereich der zu detektierenden Photonen zusdtzlich eingeschrinkt
werden. Bei der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie tragen neben dem
emittierten Licht aus der Fokusebene alle Photonen, die ober- und unterhalb der
fokalen Ebene emittiert werden, zur Bildentstehung bei. Diese unerwiinschte
Fluoreszenz hat i.d.R. eine reduzierte Auflésung der Bildinformation zur Folge. Beim
CLSM emmdglicht eine variable Lochblende (das sogenannte Pinhole) die
ausschlieBliche Detektion von Licht aus der fokalen Ebene, wihrend alle Photonen,
die nicht aus dieser Ebene stammen, wirkungsvoll ausgeblendet werden was dadurch
eine hochauflésende Abbildung der Probe erlaubt.

Abb.2-2: Schematisierter Aufbau des Zeiss LSM 410 (nach Zeiss Manual, 1995)

Bei der CLSM wurde ein Leica TCS NT Mikroskop verwendet. Es ist mit folgenden
Laserwellenldngen ausgestattet: 351 nm, 364 nm, 458 nm, 476 nm, 488 nm, 514 nm,
543 nm und 633 nm.
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2.5.2. Durchfiihrung der CLSM

Es wurden MIN 6 Zellen in suspendierter Form untersucht. Die Zellaufbereitung
erfolgte bei Fluoreszenzuntersuchungen ohne Antikérper wie in "MIN 6 Zellinie'
beschriecben, wobei das Zellpellet in KRBH aufgenommen wurde. Bei
Fluoreszenzuntersuchungen mit Antikérpern wurden die Zellen in 4%

Paraformaldehyd fixiert und mit 0,01% Triton X100 PBS permeabilisiert.

A) CLSM von BL 11771 und 11778:

Die fluoreszierenden Imidazolinverbindungen wurden in einer Konzentration von

1 uM/l mit der KRBH Zellsuspension 1 Stunde inkubiert und die Zellen im Z-Scan
aufgenommen. Die Imidazoline wurden bei 360 nm angeregt, das Emissionsfenster

lag zwischen 435 und 480 nm.

B) Uberlappung der Imidazoline mit dem Zink-Indikator Newport Green (=NPG):

Der KRBH-Zellsuspension wurde NPG (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) in
einer Endkonzentration 5uM/l zugesetzt, um Zn 2+ Ionen in Insulingranula zu
detektieren. Die Zellen wurden mit NPG 60 Minuten bei 37° C und leichtem
Schiitteln  beladen. In den Zellen wurde das nicht fluoreszierende
zellmembranpermeable NPG-Acetat durch unspezifische Esterasen hydrolisiert und in
die  zellmembranimpermeable Form  iiberfiihrt. Danach  wurden die
Imidazolinverbindungen jeweils wie unter A) beschrieben hinzugefiigt. Die
Imidazoline wurden bei 360 nm angeregt, das Emissionsfenster lag zwischen 435 und
480 nm. Newport Green wurde bei 514 nm angeregt, das Emissionsfenster lag

zwischen 525 und 590 nm.

C) Uberlappung der Imidazoline mit dem sekundiren, fluoreszenzmarkierten
Insulinantikorper CY 3:

Die Zellen wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert, zentrifugiert, in 0,01% Triton

X100 PBS resuspendiert und permeabilisiert. Die Insulin-Antikdrper H-86 (Santa

Cruz, California, USA) und Sekundérantikorper CY 3 (Immuno Jackson, USA)

wurden in den Konzentrationen wie vom Hersteller angegeben nacheinander
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eingesetzt. Die Imidazoline wurden anschlieBend wie unter A) inkubiert. Die
Imidazoline wurden bei 360 nm angeregt, das Emissionsfenster lag zwischen 435 und
480 nm. Der CY 3 Sekundirantikérper wurde mit den Laserwellenléingen 514 und 543

nm angeregt, das Emissionsfenster lag zwischen 560 und 650 nm.

D) CLSM von fluoreszenzmarkiertem Glibenclamid:

Die KRBH-Zellsuspension wurde mit Glibenclamid-FL sowie mit Glibenclamid-TR
60 Minuten bei Raumtemperatur und leichtem schiitteln inkubiert. Die
Endkonzentrationen der Sulfonylharnstoffderivate lag jeweils bei 80 pM/I.

Die Anregungswellenlinge von Glibenclamid-FL. lag bei 488 nm, das
Emissionsfenster lag zwischen 520 und 600 nm. Die Anregungswellenlinge von
Glibenclamid-TR lag bei 543 nm, das Emissionsfenster lag zwischen 600 und 660

nm.

2.6. Aufnahme von Fluoreszenzspektren

Fluoreszenzspektren wurden mit dem Perkin Elmer LS 50 B Fluorimeter und
entsprechender Software aufgenommen (siehe Bisoxonol-Messung). Die zu
untersuchenden Substanzen wurden wenn nicht anders vermerkt in DMSO
hochkonzentriert gelost und in verschiedene wiBrige Lésungen pipettiert. Mit dem
Scan Programm wurden dann in den gewiinschten Wellenlingenbereichen
Anregungsspektren  mit  fester =~ Emissionswellenlinge und  variablen
Anregungswellenldngen, sowie Emissionsspektren mit festerAnregungswellenlinge
und variablen Emissionswellenldngen aufgezeichnet. Die Schlitzweiten wurden
individuell auf die Fluoreszenzintensititen der Substanzen eingestellt (Minimum 2,8
nm/ Maximum 20 nm).




27-

2.7. MTS-Test auf Zytotoxizitit und Zellproliferation

Bei der Priifung auf Zytotoxizitit und Zellproliferation von Imidazolinen wurde ein
MTS-Test durchgefiihrt. Das zugrundeliegende Prinzip ist die enzymatische
Umsetzung  des Tetrazolium-Derivats MTS durch Dehydrogenasen metabolisch
aktiver Zellen in ein Formazan-Derivat, das bei 492 nm Wellenlinge absorbiert und
dessen Konzentration photometrisch bestimmt werden kann. Herstellen der Losung:
In ein lichtgeschiitztes 50 ml Zentrifugenrshrchen wurden 21 ml Dulbecco's PBS-
Losung iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 42 mg MTS-Reagenz dazugegeben und fiir
15 min mit einem Magnetriihrer bei mittlerer Geschwindigkeit geriihrt. Darauf wurde
die Losung auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt und sterilfiltriert. Die Lésung wurde
aliquotiert und bei —20° C gelagert.

Die zu untersuchenden Zellen wurden wie bei dem Insulinfreisetzungsversuch in einer
Konzentration von 30000/Loch ausgesit und wuchsen iiber Nacht nach 24 Stunden
adhdrent an den Boden der Mikrotiterplatten. Dann erfolgte die Substanzapplikation
in jeweiliger 3-Fachbestimmung, wobei Konzentrationsreihen von 100uM bis 1 nM
pipettiert und 24 Stunden inkubiert wurden. Am Ende der Inkubation wurden 2,0 ml
MTS-Lésung und 100 ul PMS-Losung gemischt und auf einem Schiittelgerit
vorsichtig geschiittelt (Promega, Madison, WI, USA). Der Uberstand der Zellen
wurde abgenommen und 20 pl der MTS/PMS-Lésung in jedes Loch pipettiert.
AnschlieBend wurde fiir 3 Stunden unter 5% CO; und 37° C inkubiert. Danach wurde
die Absorption bei 492 nm in einem MRX Photometer ( Dynex, USA ) photometrisch
bestimmt.

Das Anwachsen ist von Bedeutung, da ein Abkugeln der Zellen allein auch ein
Zeichen fiir toxische Wirkungen sein kann. Zusétzlich zum MTS Test wurde auch die
Trypanblaufirbung ausgenutzt um abgestorbene Zellen zu identifizieren. Trypanblau
lagert sich in die abgestorbenen Zellen ein und wird aufgrund der nicht mehr
funktionierenden Ausschleusmechanismen im Zytosol gespeichert. Der Farbstoff
wurde in einer 4%igen Losung mit dem Volumen des Zellmediums im Verhiltnis 1:1
gemischt. Danach wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann die

Zellen mikroskopiert.
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2.8. Indirekte Messung von cAMP Konzentrationsinderungen

Hierbei handelt es sich um eine indirekte MeBmethode bei der keine Informationen
tiber die tatséchliche cAMP-Konzentration erhalten wird. Es kénnen aber tendenzielle
Veridnderungen der cAMP-Konzentration von einer bestimmten
Ausgangskonzentration gemessen werden. Die hier verwendeten HEK 293 Zellen
wurden mit dem cAMP-abhéngigen Promotor und dem Luciferase-Gen transfiziert.

Dieser Promotor erhoht die Luciferase-Expression und seine Aktivitit ist durch cAMP
induzierbar. Das bedeuted, dal bei hohen cAMP Konzentrationen viel Luciferase
gebildet wird und dementsprechend u.g. Reaktion vermehrt ablduft. Dem Luciferase

Reporter Gene Assay liegt folgende enzymatische Umsetzung zugrunde:

Luciferin + ATP +O0;  Mg** Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + Licht

Luciferase

Oxyluciferin bewirkt normalerweise durch Inhibierung der Luciferase eine schnelle
Signalabschwéchung. Im hier verwendeten Luciferase Reporter Gene Assay, constant
light signal (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) wird diese Inhibierung
durch die Anwesenheit von Adenosinmonophosphat (AMP) verhindert, was in einer

sehr stabilen Lichtemission iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden resultiert.

Protokoll:

Die stabilen, Luciferase-exprimierenden HEK 293 Zellen wurden in 96 Loch
Mikrotiterplatten ausgesét und 48 Stunden bei 5% CO; und 37° C mit Dulbecco-
Medium kultiviert. Danach wurde das Medium gegen 100 pl phenolrotfreies und
wirkstofthaltiges DMEM gewechselt um eine Signalunterdriickung zu vermeiden und
5 Stunden mit den Wirkstoffen inkubiert. Dann wurden 100ul Luciferase-
Substratreagenz zu 100 pl der Zellkultur gegeben und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Wiahrend dieser Zeit erfolgt die vollstindige Lyse der
Zellen und die Lichtreaktion beginnt. AnschlieBend erfolgte die Messung der

Biolumineszenzintensitiit bei einer Emissionswellenlidnge von 562 nm in einem
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ELISA Reader (Dynex Technologies). Das Signal bleibt bis ca. 1 Stunde nach
Substratreagenzzugabe konstant.

2.9. Messung der Phosphodiesteraseaktivit:it

MIN 6 Zellen wurden wie folgt aufgearbeitet: adhdrent gewachsene MIN 6 Zellen
wurden mit eiskaltem PBS gewaschen. Das PBS wurde dann abgesaugt und die Zellen
tiber Kopf bei —20° C fiir 20 Minuten eingefroren. Anschliefend wurden die Zellen
mit hypoosmolarem Lysispuffer (20 mM Tris/HCI, 0,1 mM PMSF) bei 4° C

fir 15 Minuten auf einem Schiittler inkubiert und dann mit einem Wischblatt vom
Flaschenboden abgekratzt. Die Zellen wurden dann in einem Glashomogenisierer
(eng anliegender Stempel) mechanisch zerstort und aufgebrochen. In einer Zentrifuge
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) erfolgte bei 4° C und 30 Minuten Dauer die
Abtrennung von Zellkernen und nicht aufgebrochenen Zellen. Der daraus erhaltene
Uberstand entspricht dem proteinhaltigen Zytosol, welcher der quantitativen

Proteinbestimmung nach Bradford unterzogen wurde.

Pipettierprotokoll:

10 ul Assay buffer

10 ul cAMP Lésung (1:400 verdiinnt)

10 pl Imidazolinverdiinnung (0,1% DMSO Héchstkonzentration, Verdiinnungsreihen
von 100 uM bis 1nM)

10 pl Zytosollosung

10 pl Aqua bidest.

Nach dem Zusammenpipettieren wurde 10 Minuten bei 37° C im Schiittler inkubiert.
Dann wurden 50 pl SPA-Kiigelchen Losung (Amersham, Buckinghamshire, U.K.)
hinzugefiigt und 10 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. Nachfolgend

sedimentierten die Kiigelchen wihrend einer Stunde. Dann wurden die
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Mikrotiterplatten in einem Liquid Scintillation + Luminescence Counter (Wallac,
Turku, Finnland) ausgezdhlt und dadurch der EinfluB der Imidazoline auf die

Phosphodiesterase bestimmt.

2.10. Statistik

Die statistischen Analysen wurde mit dem Sigma Plot Software Programm (Jandel
Scientific Software, S.Raffael, California, USA) durchgefiihrt. Die Daten zeigen bei
den Fehlerbalken die jeweiligen Standardabweichungen des Mittelwertes an.
Maximalwerte von Insulinkonzentration, sowie Minimalwerte von Absorption,
Biolumineszenz und Counts pro Minute nach Applikation von Wirkstoffen wurden
durch den t-Test nach Student analysiert und die Unterschiede zwischen zwei Punkten
wurden bei P< 0,01 als signifikant betrachtet. ECsy Werte wurden mit der

Regressionswizardfunktion berechnet.

2.11. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden nach den jeweiligen aktuellen Vorschriften
der Hersteller behandelt und dementsprechend entsorgt. Dabei wurden alle
angegebenen R- und S- Sitze beachtet und eingehalten. Organische Losungen wurden
in entsprechenden Sammelbehiiltern nach Schadstoffkategorien getrennt.

Bei dem Arbeiten mit biologischem Zellmaterial der Sicherheitstufe 1 wurden
ebenfalls die aktuellen Vorschriften der Behorden iiberpriift und eingehalten.
Biologisches Material und damit kontaminierte Arbeitsmaterialien wurden nach dem
Gebrauch autoklaviert. Lésungen mit kanzerogenen oder mutagenen Stoffen wurden
dem Sondermiill zugefiihrt. Gentechnische Arbeiten wurden in einem Labor der
Sicherheitsstufe S1 der Abteilung Molekularbiologie der Lilly Forschung GmbH,
Hamburg durchgefiihrt. Dieses Unternehmen ist bei der Hansestadt Hamburg in der
Umweltbehérde im Amt fiir Technik und Umweltschutz registriert.




-31-

2.12. Strukturformeln
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3. Ergebnisse
3.1. Insulinfreisetzungsversuche

3.1.1. Glukose-abhiingige Insulinfreisetzung durch Imidazoline

Die Imidazolinverbindungen BL 11771 und BL 11345 wurden auf Glukose-abhingige
Insulinfreisetzung untersucht. Gem#B Standardprotokoll wurden MIN 6 Zellen 1
Stunde in 0 mM Glukose-EBSS Puffer gehungert. AnschlieBend wurde der
Hungerphasen-Puffer verworfen und durch Imidazolinhaltigen Puffer ersetzt, wobei
im einen Fall mit 25 mM Glukose, im anderen Fall mit 0 mM Glukose inkubiert
wurde. Beide Verbindungen zeigten in Anwesenheit von 25 mM Glukose eine
statistisch ~ signifikante Erhohung der Insulinfreisetzung im Vergleich zur
Basalsekretion von 25 mM Glukose alleine. In Abwesenheit von Glukose fand
hingegen keine signifikante Steigerung der Insulinfreisetzung statt. Ahnliche
Ergebnisse beziiglich der Glukose-abhingigen Insulinfreisetzung wurden auch mit BL
11778 und BL 11282 erhalten (Daten nicht gezeigt).

BL 11771 BL 11345
120 120 -
100 100
= g0 - ]
= ] = 80
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E 60 -] % 60 —
5 ] —_
@ 40 B 40
£ ] £ ]
ZO{PM 20 18—
1m— : W
c 8 7 6 5 4 c 8 7 6 5 4
log Konz. [M] log Konz. [M]

—&— BL 11771 0 mM Glukose

BL 11771 25 mM Glukose —&— BL 11345 0 mM Glukose

—o— BL 11345 25 mM Glukose

Abb.3-1: MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert und anschlieBend 1 h mit den
jeweiligen Imidazolinen entweder bei 25 mM oder 0 mM Glukose inkubiert. Jedem
Mefpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-Wirkungskurven je eines
von 4 unabhingigen Insulinfreisetzungsexperimenten représentieren.
Durchschnittswerte +/- SEM.
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3.1.2. Glukose-unabhingige Insulinfreisetzung durch
Sulphonylharnstoffe

Die Sulphonylharnstoffe Tolbutamid und Glibenclamid zeigten bei der Untersuchung
der Insulinfreisetzung sowohl bei 25 mM als auch bei 5 mM und 0 mM Glukose eine
signifikante stimulierende Wirkung im Vergleich zur jeweiligen Basalsekretion.

Tolbutamid _ Glibenclamid
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1 G
-8 -7 -6 -5 -4
C -8 -7 -6 -5 -4 log Konz. [M]
log Konz. [M]

—a&— Glibenclamid 25 mM Glukose
—&— Glibenclamid 5 mM Glukose
—— Glibenclamid 0 mM Glukose

—a&— Tolbutamid 25 mM Glukose
—&— Tolbutamid 5 mM Glukose
—s— Tolbutamid 0 mM Glukose

Abb.3-2: Die Sulfonylharnstoffe Tolbutamid und Glibenclamid wurden in MIN 6
Zellen wie unter Abb.3-1 appliziert. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die
Konzentrations-Wirkungskurven je eines von 3 unabhingigen
Insulinfreisetzungsexperimenten reprasentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

3.1.3. Kombinierte Applikation von Imidazolinen

Die kombinierte Applikation von dem Naphtholimidazolin BL 11771 und dem
Indolimidazolin BL 11345 zeigte keine erhhte maximale Insulinfreisetzung in MIN 6
Zellen. Die maximale Insulinfreisetzung lag fiir BL 11771 bei 109 ng/ml, SEM 9.5 fiir
BL 11345 lag sie bei 106 ng/ml, SEM 5.5 und fiir BL 11771 kombiniert mit BL
11345 lag sie bei 118 ng/ml, SEM 0.9. Dieser fehlende additive Effekt kann nicht
durch komplette Entleerung der vorhandenen Insulingranula erkldrt werden, weil
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (F<PMA) Behandlung von MIN 6 Zellen bei gleichem

Hunger- und Inkubationsschema zu einer im Vergleich zur kombinierten



Imidazolinbehandlung statistisch signifikant erdhten Insulinfreisetzung fiihrte (620,8
ng Insulin/ml, n=9. AuBerdem konnte BL 11771 konzentrationsabhingig die
Insulinfreisetzung in MIN 6 Zellen mit fest eingestellter PMA Konzentration von 20
nM additiv steigern (Abb.3-4).

BL 11771 (obere X-Skala)
BL 11345 (untere X-Skala)

Abb.3-3: MIN 6 Zellversuch wie in
Abb.3-1. Zusdtzlich =zur separaten
Imidazolinapplikation wurden hier noch
die beiden Verbindungen kombiniert
appliziert, wobei die  jeweiligen
Konzentrationen den beiden X-Achsen zu
entnehmen ist. Jedem MeBpunkt liegt
n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-
Wirkungskurven je eines von 3
unabhingigen Insulinfreisetzungs-
experimenten reprasentieren.
5 4 Durchschnittswerte +/- SEM.

£
log (M)
—&— BL 11771 bis 10pM und BL 11345 bis 100 pM
—&— BL 11771 bis 10 pM
—&— BL 11345 bis 100pM

TPA 11778 + TPA 20 nM jedes Well
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-10 N -8 -7 £ -9 =] 7 £ -5
log Konz. [M] log Konz. [M]
—e— TPA(=PMA) —e— BL 11778 + TPA (=PMA)

Abb.3-4: MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert und anschlieBend 1 h bei 25 mM
Glukose mit TPA(=PMA) bzw. BL 11778 und fester Konzentration TPA 20 nM
inkubiert. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-
Wirkungskurven je eines von 3 unabhingigen Insulinfreisetzungsexperimenten
reprisentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.
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3.1.4. Insulinfreisetzung bei 25 mM Glukose durch verschiedene
Imidazoline und Guanidinderivate

Die Applikationen von verschiedenen in der Literatur beschriebenen Imidazolinen
und Guanidinderivaten bei 25 mM Glukose zeigten in MIN 6 Zellen die in den
Abb.3-5 und Abb.3-6 dargestellten Kurven der Insulinfreisetzung,
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Abb.3-5: Verschiedene Imidazolinverbindungen im Standard-Freisetzungsversuch
mit 1 h Hungern und anschlieBender Imidazolininkubation bei 25 mM Glukose.
Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-Wirkungskurven je

eines von 3 unabhingigen Insulinfreisetzungsexperimenten reprisentieren.
Durchschnittswerte +/- SEM.
Cimetidin Agmatin
100 - 100
80 - 80
E E &4
E 40 £ 40 -
é ] i/ é | '
20 20
0 J ‘_‘7/ 0 - %mmm
9 8 7 6 -5
cC -8 7 6 5 4 tox Ko, M
log Konz. [M] f)g onz. [M]
—e— Cimetidin *— Agmatin
Abb.3-6: Die Guanidinderivate Cimetidin und Agmatin im Standard-

Freisetzungsversuch mit 1 h Hungern und 1 h Substanzinkubation bei 25 mM
Glukose. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-

Wirkungskurven je eines von 3 unabhiingigen Insulinfreisetzungsexperimenten
repréasentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.
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3.1.5. Desensitisierungsversuche mit Efaroxan und BL 11778

MIN 6 Zellen zeigten nach 18 stiindiger Priinkubation mit den Imidazolinen Efaroxan
und BL 11778 deutliche Desensitisierungserscheinungen (Abb.3-7). Es zeigte sich,
dafl eine in der Prdinkubationsphase verwendete Verbindung auch die Wirksamkeit
einer anderen Imidazolinverbindung in der nachfolgenden Stimulationsphase
verringerte. So flihrte beispielsweise die Prdinkubation mit Efaroxan zu einem

Wirkverlust sowohl von BL 11345 als auch von BL 11771.

Desensitisierungsversuch ] Desensitisierungsversuch
60 - 60
£ €
S 40 g 40
£ | g |
3 35
220 K —M"{/\‘\!\‘ £ 2 ?S
0 - rrp 0 = oy T
Cc -8 -7 -6 -5 -4 -9 -8 -7 6 -5
log Konz. [M] log Konz. {M]
—o— 11778 Kontrolle
—o— 11345 Kontrolle —e— 11778 1uM Prdinkubation 18 h,
—e— Efaroxan 100 pM Prainkubation, dann 11778 Stimulation
dann 11345 Stimulation —a— Efaroxan 100 yM Prainkubation 18 h,
—4a— 11778 Prainkubation 18 h, dann 11771 Stimulation

dann 11345 Stimulation

Abb.3-7: MIN 6 Zellen wurden 18 Stunden mit den angegebenen Substanzen und
normalem DMEM Wachstumsmedium inkubiert. AnschlieBend erfolgten 1 h
Hungerphase und danach 1 h 25 mM Glukoseinkubation mit den jeweils angegebenen
Imidazolinen. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-
Wirkungskurven je eines von 4 unabhiingigen Insulinfreisetzungsexperimenten
reprasentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

3.1.6. Abhiingigkeit der Imidazolinwirkung von der C2*
Konzentration

Das Naphtholimidazolin BL 11778 und das Indolimidazolin BL 11345 zeigten eine
deutliche Abhingigkeit ihrer Wirkungen von der Ca®* Konzentration im
extrazelluliren Medium (Abb.3-8). Eine Erniedrigung der physiologischen Ca®*
Konzentration von 1,8 mM auf 1,8 uM resultierte bei BL 11345 bereits in einer
Erniedrigung der maximalen Insulinfreisetzung von 120 ng Insulin/ml auf 25 ng

Insulin/ml sowie einer Erniedrigung der Basalstimulation von 35 ng Insulin/ml auf
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7 ng Insulin/ml. Bei BL 11778 kam es auch jeweils zu einer Reduktion der
Freisetzung auf ~ 1/5 im Vergleich zu physiologischen 1,8 mM Ca®’. Unter den 0.g.
Bedingungen fand die Glukose- und Imidazolinstimulation zeitgleich statt. Der
Glukosemetabolismus unter Normalbedingungen von extrazelluldr 1,8 mM Ca’" fiihrt
zu einem Ca’*- Einstrom in die Zelle. Deshalb konnte man die o.g. Reduktionen der
Insulinfreisetzung bei extrazellulir 1,8 pM Ca” auf das verringerte Ca’'-
Konzentrationsgefille und den dadurch verringerten Ca’"- Einstrom wihren der 25
mM Glukose- und Imidazolinstimulation zuriickfiihren.

BL 11345 bei unterschiedlichen Caz".

: < 2+
BL 11778 mit unterschiedlichen
Konzentrationen im Inkubationspuffer “ -

Konzentrationen im Inkubationspuffer

120 3 120—_
100 b -3
E 30_ = B0 —
- =
= 60 - £.60]
= £
B ] 3 0]
=% = Ew 1%
20 j::ﬂ"‘r* ;;2 20 * 53 Er"‘f
1= ] :
R B Eaaaii maiis mad mai U—E/A——'—"ﬂq——""w—v-r"ﬂ—ﬁ—w\-
cC 8 71 6 5 4 s 8 I 5 s
log Konz.[M] log Konz.[M]
—— 1.8mMCa”’ —— 1,8mMCa®
—>— 18puMCa” —v— 1,8puMCa®
—4— 180 nM Ca” 4o 180 nM Ca**
—e— 0mM Ca™ —e— 0mMCa®

Abb.3-8: MIN 6 Zellen wurden in 1,8 mM Ca’* und 0 mM Glukose-EBSS gehungert.
Die 25 mM Glukose- und Imidazolinstimulation erfolgte in EBSS mit unterschiedlich
eingestellten Ca®>* Konzentrationen. 2 mM EGTA wurde bei 0 mM Ca” zugesetzt um
evtl. Ca’ Verunreinigungen abzupuffern. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei
die  Konzentrations-Wirkungskurven je eines von 3  unabhingigen
Insulinfreisetzungsexperimenten reprasentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

In einem modifizierten Versuch wurden MIN 6 Zellen 1 Stunde gehungert, dann bei
25 mM Glukose, 1.8 mM Ca”" und zunichst ohne Imidazolin 1 Stunde inkubiert.
Danach wurde das Medium gewechselt auf 25 mM Glukose, 0 mM Ca’* sowie die
jeweilige Imidazolinverbindung. Bei dieser Reihenfolge konnte wihrend der
Glukosestimulationsphase Ca’* in die Zellen einstromen. Durch den nachfolgenden
Wechsel auf 0 mM Ca’” im extrazelluliren Medium kam es jedoch zu deutlichen
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Reduktionen der Imidazolin-induzierten Insulinfreisetzung im Vergleich zur Kontrolle
bei der wihrend allen Inkubationsphasen 1,8 mM Ca®* im Medium anwesend war
(Abb.3-9). Dieses Experiment zeigt die Notwendigkeit der Prisenz von 1,8 mM CaZ*
wihrend sidmtlicher Inkubationsschritte um eine volle insulinfreisetzende Wirkung

von Imidazolinen zu erreichen.

Abhingigkeit der BL 11345- Abhéngigkeit der BL 11778-
Wirkung von der Ca?* Konz. Wirkung von der Ca™ Konz.
nach Glukosestimulation nach Glukosestimulation
80 —: 80
Ew- Emf
g g
£ 40 S 40
El 3
2 e 2 1¢
" ._H_Q*/ ]
0 . P AT, 0~ Py
c -8 7 6 5 4 9 8 7 ) 5
log Konz.[M] log Konz.[M]
—&— BL 11345 Kontrolle —&— BL 11778 Kontrolle
—e— 1 h Hungern, 1h Glukosestimulation, —&— 1 h Hungern, 1 h Glukosestimulation,
1 h BL 11345 Inkubation bei 1 h BL 11778 Inkubation bei
0 mM Ca?* im Puffer 0 mM Ca? im Puffer

Abb.3-9: MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert, 1 h bei 25 mM Glukose inkubiert,
dann weiterhin bei 25 mM Glukose jedoch 0 mM Ca®* sowie der Jjeweiligen
Imidazolinverbindung inkubiert. Bei der Kontrolle erfolgten die o.g. Schritte, es
wurde aber immer mit 1,8 mM Ca®* inkubiert. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde,
wobei die Konzentrations-Wirkungskurven je eines von 4 unabhéngigen
Insulinfreisetzungsexperimenten reprisentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

3.1.7. Additive Insulinfreisetzung zur KCI-Stimulation durch
BL 11771

MIN 6 Zellen wurden mit 25 mM KCIl depolarisiert. Das hatte eine erhohte
Insulinausschiittung zur Folge (Abb.3-10). Die zusitzlich zu 25 mM KCl erfolgte
Applikation von BL 11771 in ansteigenden Konzentrationen fithrte zu einem
konzentrationsabhéingigen und additiven Effekt hinsichtlich der Insulinfreisetzung
(Abb.3-11). Die Wirkung von BL 11771 war in diesem Fall nicht auf eine
Zelldepolarisation zuriickzufiihren, da 25 mM KCl bereits den maximalen durch eine

Depolarisation zu erreichenden insulinfreisetzenden Effekt erzeugte.
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KCI 2,5 bis 25 mM
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Abb.3-10: MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert und anschlieBend 1 h bei 25 mM
Glukose und den angegeben KCl Konzentrationen inkubiert, wobei im Puffer und
somit auch in der Kontrolle bereits 5,4 mm KCI enthalten waren. Jedem MeBpunkt
liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-Wirkungsbeziehung eines von 3
unabhéngigen Insulinfreisetzungsexperimenten représentiert. Durchschnittswerte +/-

SEM.
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Abb.3-11: MIN 6 Zellen wurden 1
h gehungert. Danach erfolgte fiir 1
h Inkubation bei 25 mM Glukose
sowie BL 11771 und 25 mM KCl.

Jedem  MeBpunkt liegt =3
zugrunde, wobei die
Konzentrations-Wirkungskurve

eines von 3  unabhdngigen
Insulinfreisetzungsexperimenten

reprisentiert.  Durchschnittswerte
+/- SEM.

3.1.8. Insulinfreisetzungskinetik von Imidazolinen und Glukose

Um die optimale 25 mM Glukose- und Imidazolininkubationsdauer in MIN 6 Zellen

zu finden wurden die Inkubationszeiten nach der einstiindigen Hungerphase variiert.

Dabei zeigte sich, daB nach einer Stunde Stimulationsphase bereits die groBte Menge
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an Insulin ausgeschiittet wurde. 70 Minuten Inkubationszeit fiihrten zu keiner
statistisch signifikanten Erh6hung gegeniiber 60 Minuten Inkubationszeit (Abb.3-12
A). Analog zu dem Versuch mit variierenden Ca®*- Konzentrationen war auch hier die
Frage nach der Bedeutung des Glukosemetabolismus im Zusammenhang mit der
glukoseabhingigen Imidazolinwirkung von Interesse. Da der Glukosemetabolismus
allein betrachtet durch die Erhohung des ATP/ADP Verhiltnisses zu einer
Zelldepolarisation, Ca**-Einstrom und Insulinexozytose fithrt war fraglich, ob eine
zundchst  alleinige 25 mM  Glukosestimulation die  anschlieBenden
Imidazolininkubationszeiten flir eine maximale Insulinfreisetzung verindern wiirden.
MIN 6 Zellen wurden flir die Klarung dieser Frage 1 Stunde gehungert, anschlieBend
1 Stunde nur mit 25 mM Glukose stimuliert und dann bei weiterhin 25 mM Glukose
mit der jeweiligen Imidazolinverbindung inkubiert. Die Imidazoline BL 11771 und
BL 11282 zeigten bei diesem modifizierten Versuch keine signifikante Anderung der
Inkubationsdauer fiir eine Maximalfreisetzung (Abb.3-12 B). Beide Verbindungen
mufiten fiir die groBtmogliche Insulinfreisetzung 60 Minuten inkubiert werden, wie
unter Normalbedingungen auch. Das bedeuted, daB neben einer dauerhaften CaZ*-
Konzentration von 1,8 mM die Imidazolininkubationszeit von 60 Minuten notwendig

ist um die maximale Insulinsekretion zu gewihrleisten.
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BL 11771 (3 uM) Inkubationen BL 11282 (30 uM) Inkubationen
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Abb.3-12: A) MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert und anschlieend bei 25 mM
Glukose oder bei 25 mM Glukose in Kombination mit BL 11778 3 uM bei
unterschiedlicher Dauer inkubiert. B) MIN 6 Zellen wurden nach der Hungerphase

1 h bei 25 mM Glukose stimuliert. Dann wurden die Imidazoline zum 25 mM
Glukose-EBSS Medium hinzupipettiert und unterschiedlich lange weiter inkubiert.
Jedem MeBpunkt (MeBbalken) liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen je eines von 3 unabhingigen Insulinfreisetzungsexperimenten
reprédsentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

3.1.9. Prainkubationsversuche mit Imidazolinen

Wenn die Imidazolinverbindungen nur am Ende der Hungerphase 1 bis 20 Minuten
mit MIN 6 Zellen in Kontakt standen, anschlieBend 3x mit EBSS gewaschen und
dann 1 Stunde mit 25 mM Glukose-EBSS inkubiert wurden, resultierte daraus eine
statistisch  signifikante Erhéhung der Insulinfreisetzung wie auch bei den
Standardfreisetzungsversuchen. Im Falle von BL 11771, BL 11778 und BL 11345
fiihrte eine einminiitige Pridinkubation bei einer Konzentration von 10 uM bzw. 100
uM zu hoheren Insulinfreisetzungen als bei den NB-Standardexperimenten
(Abb.3-13). Die Verbindung BL 11778 hatte bei der Priainkubationsapplikation bis

100 pM im Vergleich zum Standardfreisetzungsversuch, bei der die Substanz eine




Insulin [ng/ml]

-45-

Stunde mit den MIN 6 Zellen in Kontakt stand einen statistisch signifikant geringeren
Abfall der Insulinfreisetzung bei hohen applizierten Konzentrationen (Abb. 3-14).

BL 11771 Priinkubationen BL 11778 Prédinkubationen
(10 uM) (10 uM)
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BLAT771 10iM
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Abb.3-13: MIN 6 Zellen wurden am Ende der Hungerphase fiir | Minute bzw. 20
Minuten mit den jeweiligen Imidazolinen in der angegebenen Endkonzentration
inkubiert. Anschlieiend wurden die Zellen 3x mit EBSS gewaschen und danach 1 h
bei 25 mM Glukose inkubiert. Bei der 0-Kontrolle wurden keine Imidazoline
inkubiert und bei NB waren die Imidazoline wie unter Normalbedingungen 1 h mit
den Zellen wahrend der 25 mM Glukosestimulation in Kontakt. (weiter nichste Seite)
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Jedem MeBpunkt (MeBbalken) liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen je eines von 3 unabhéngigen Insulinfreisetzungsexperimenten
reprisentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

150, Bl 11778-verschiedene  Abb.3-14: MIN 6 Zellen wurden am

160 Inkubationen bis 100 pM  Ende der Hungerphase 1 Minute mit BL

] 11778 bis 100 puM inkubiert. (In allen

140 . .

] anderen  Versuchen mit  diesem
e Imidazolin nur bis 10 pM). Danach
S 100 wurden die Zellen 3x mit EBSS
£ 80- gewaschen und anschlieBend 1 h bei 25
§ 60 —%‘ mM Glukose inkubiert. Bei der Kontrolle
= 40 war die Substanz wie immer unter

20 - Standardbedingungen 1 Stunde bei 25
P P mM im Zellmedium anwesend. Jedem
c 8 7 6 5 4 MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die

log Konz.[M] Konzentrations-Wirkungskurven je eines

—e— BL 11778 Minute Prainkubation bis 100 iM, VoD 3 unabhéngigen Insulinfreisetzungs-
dann Waschen und 25 mM Glukoseinkubation experimenten reprasentieren.

—a&— BL 11778 Kontrolle bis 100 pM Durchschnittswerte +/- SEM

3.1.10. EinfluB8 von alpha-2 Agonisten auf die Insulinfreisetzung

Urspriinglich wurde der insulinfreisetzende Effekt von Imidazolinen wie z.B.
Phentolamin durch deren alpha-2 blockierende Wirkung begriindet. Diese Auffassung
wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen aufgegeben, weil auch Imidazoline
ohne alpha-2 blockierende Wirkung Insulin freisetzen. Es ist ist aber unbestritten, daB
Alpha-2 Agonismus zu einer Sekretionsminderung fiihrt. In der vorliegenden Arbeit
wurden verschiedene alpha-2 Agonisten beziiglich Insulinfreisetzung untersucht.
Clonidin und Moxonidin, alpha-2 Agonisten mit Imidazolinstruktur fiihrten zu einer
signifikanten Reduktion der Insulinfreisetzung. Dieser Effekt wurde durch zeitgleiche
Applikation von 100 pM Phentolamin in eine gesteigerte, konzentrationsabhéngige
Insulinfreisetzung umgekehrt. Ebenso fiihrte eine Priinkubation von MIN 6 Zellen
mit Pertussis Toxin (=PTX) zu einer Umkehrung des inhibitorischen Effektes. PTX
reagiert mit G; Proteinen von alpha-2 Rezeptoren und fiihrt durch ADP-Ribosylierung
zur Inaktivierung dieser Rezeptoren. Ein weiterer Versuch mit den o.g. Substanzen
wurde in Kombination mit dem alpha-2 blockierenden Alkaloid Yohimbin
durchgefiihrt. Yohimbin fiihrte allein applizert zu einer signifikanten Erh6hung der

Insulinsekretion (Abb.3-18). Yohimbin wurde in einer festen Konzentration von
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100 pM mit Clonidin bzw. Moxonidin in ansteigenden Konzentrationen kombiniert
mit MIN 6 Zellen inkubiert. Hier zeigten beide alpha-2 Agonisten auch eine
Wirkungsumkehr mit konzentrationsabhéngiger Wirkung.

Oxymetazolin und Naphazolin sind zwei unselektive alpha-Agonisten mit
Imidazolinstruktur. Thre Applikation filhrte ebenso zu einer Reduktion der
Insulinfreisetzung. Prainkubation mit PTX resultierte wie bei den selektiven alpha-2
Agonisten zu einer Wirkungsumkehr mit einer konzentrationsabhdngigen Steigerung
der Insulinfreisetzung. Das physiologische R-Adrenalin zeigte durch alpha-2
Agonismus wie die 0.g. Substanzen eine Reduktion der Insulinfreisetzung. Bei
R-Adrenalin wurde im Gegensatz zu den unselektiven alpha und selektiven alpha-2
Agonisten mit Imidazolinstruktur nach PTX Priinkubation keine Wirkungsumkehr
mit signifikant erhohter Insulinfreisetzung, sondern eine Aufhebung des
inhibitorischen Effektes hinsichtlich der Insulinfreisetzung beobachtet.

Die Ursachen fiir den stimulierenden Effekt der Substanzen mit Imidazolinstruktur bei

Ausschaltung von alpha-2 Rezeptoren wird unter Kap.3.2.3. beleuchtet.
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Abb.3-15: MIN 6 Zellen wurden im Kontrollversuch 1 h gehungert und anschlieBend
1 h bei 25 mM Glukose mit dem jeweiligen alpha-2 Agonisten inkubiert. Die
Pertussis Toxin (=PTX) —Versuche wurden nach 18 stiindiger Priinkubation der
Zellen mit 100 ng/ml PTX nach Kontrollbedingungen mit den alpha-2 Agonisten
(weiter auf der néchsten Seite)
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durchgefiihrt. Im jeweils dritten Versuch wurde nach der Hungerphase der jeweilige
alpha-2 Agonist mit 100 uM Phentolamin bei 25 mM Glukose inkubiert. Jedem
MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Konzentrations-Wirkungskurven je eines
von 3 unabhéngigen Insulinfreisetzungsexperimenten représentieren.
Durchschnittswerte +/- SEM.
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Abb.3-16: MIN 6 Zellen wurden im ersten Versuch unter Standardbedingungen mit
dem jeweiligen alpha-Agonisten inkubiert. Im zweiten Versuch wurden die Zellen mit
100 ng/ml Pertussis Toxin (=PTX) 18 h priinkubiert und anschlieiend standardméBig
mit den alpha-Agonisten inkubiert. Jedem Mefpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die
Konzentrations-Wirkungskurven je eines von 3 unabhéngigen
Insulinfreisetzungsexperimenten reprisentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

R-Adrenalin Abb.3-17: Im Kontrollversuch

| wurde R-Adrenalin in MIN 6
] i\ Zellen allein appliziert. Daneben
40 wurden die Zellen 18 h mit
1 & Pertussis Toxin (=PTX)
T priinkubiert und anschlieSend nach
1 h  Hungern wie im
20 - Kontrollversuch mit R-Adrenalin
bei 25 mM Glukose inkubiert.
Jedem MeBpunkt liegt n=3
1 zugrunde, wobei die
g - Konzentrations-Wirkungskurven je
c 8 7 6 5 4 eines von 3  unabhingigen

log Konz. [M] Insulinfreisetzungsexperimenten

. reprisentieren. Durchschnittswerte
—eo— R-Adrenalin +/- SEM.

—a&— R-Adrenalin mit PTX

Insulin (ng/ml)
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Abb.3-18: MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert und anschlieBend 1 h bei 25 mM
Glukose mit Yohimbin oder den o.g. alpha-2 Agonisten sowie mit 100 uM Yohimbin
(alpha-Blocker) inkubiert. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die
Konzentrations-Wirkungskurven je eines von 3 unabhingigen
Insulinfreisetzungsexperimenten représentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

3.1.11. Insulinfreisetzungsversuche mit INS 1 Zellen

INS 1 Zellen erwiesen sich bei den Insulinfreisetzungsversuchen im Vergleich zu
MIN 6 Zellen als deutlich weniger geeignet, da Imidazolin-, Sulphonylharnstoff- und
auch Glukoseapplikationen in INS 1 Zellen zu einer deutlich geringeren absolut
freisetzbaren Insulinmenge bei gleicher Zellzahl als in MIN 6 Zellen fiihrte. Zum Teil
war auBerdem ein geringerer prozentualer Anstieg in den Konzentrations-
Wirkungskurven zu sehen. INS 1 Zellen waren hinsichtlich der Zellkultur nicht so
einfach zu handhaben wie MIN 6 Zellen. So muften beispielsweise fiir den
Insulinfreisetzungsversuch mit statischer Inkubation die Mikrotiterplatten mit Poly-D
Lysin beschichtet werden, um ein Ablosen der Zellen zu verhindern. Die verwendeten
INS 1 Zellsubklone sowie die jeweiligen Zellpassagen zeigten auch im Vergleich
untereinander ein sehr inhomogenes Insulinfreisetzungsverhalten. Beispielsweise
zeigten INS 1 Zellen von einem Subklon und einer bestimmten Passage selbst auf
depolarisierende KCl Konzentrationen von 25 mM keine Insulinfreisetzung, obwohl

die Zellen in einem Trypanblautest nicht angeférbt wurden und demnach nicht
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abgestorben waren. Die o.g. Nachteile der INS 1 Zellinie waren in MIN 6 Zellen nicht
zu beobachten. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden nur noch MIN 6 Zellen
benutzt. Die Handhabung in der Zellkultur, gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
u.a. Vorteile gegeniiber INS 1 Zellen waren ausschlaggebend fiir den Verzicht auf
INS 1 Zellversuche.
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3.2. Depolarisationsversuche mit der Bisoxonol-Methode

3.2.1. Untersuchung der depolarisierenden Aktivitiit von Naphthol-
und Indolimidazolinen in MIN 6 Zellen

Das Naphtholimidazolin BL 11771 wurde auf depolarisierende Wirkung untersucht.
Die Substanzapplikation fiihrte zu einer konzentrationsabhéingigen Depolarisation in
MIN 6 Zellen (Abb.3-19). Ein dhnlicher Effekt in bezug auf Depolarisation wurde
auch bei dem Naphtholimidazolin BL 11778 beobachtet (Graphen nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu fiihrte die Applikation der beiden Indolderivate BL 11345 und BL
11282 in einer Konzentration von 10 pM nicht zu einer Depolarisation, obwohl diese
Konzentration zu einer signifikanten Steigerung der Insulinfreisetzung in MIN 6
Zellen fiihrte (siche Kap.3.1.). Bei einer Konzentration von 100 pM wurde auch bei
diesen Verbindungen eine Depolarisation beobachtet, wobei es bei dieser
Konzentration bereits wieder zu einer Abnahme der Insulinfreisdetzung kam. Der
Fluoreszenzzuwachs nach 25 mM KCI1 Applikation deutet auf eine Depolarisation hin
und aufgrund der nicht vorhandenen Eigenfluoreszenz sowie der gut reproduzierbaren
depolarisierenden Wirkung diente KCI als Kontrolle. Die Naphtholimidazoline BL
11771 und BL 11778 storten die Messung nicht da sie nur im UV-Bereich angeregt
werden konnen und die Indolimidazoline BL 11282 und BL 11345 fluoreszieren
grundsitzlich nicht. Unterschiede in der Fluoreszenz nach Gleichgewichtseinstellung
zu Beginn der Experimente sind auf unterschiedliche Schlitzbreiten der
Monochromatoren zuriickzufiihren. Die Graphen in Abb.3-19 reprisentieren eines
von mindestens 6 unabhingigen Experimenten mit #hnlichen Ergebnissen. Eine
weitergehende Untersuchung der depolarisierenden Wirkung der
Naphtholimidazolinverbindung BL 11771 fihrte zur in Abb.3-20 dargestellten
Konzentrations-Depolarisations-Kurve. Die Berechnete ECso der Depolarisation lag
bei 3,17x10'6 M, was eine ungefihr um den Faktor 10 erhShte Konzentration im
Vergleich zur ECso der Insulinfreisetzung darstellt (sieche Kap.3.1.). Der Graph
représentiert eines von drei unabhéngigen Experimenten mit #hnlichen Ergebnissen.

Ahnliche Resultate wurden mit BL 11778 erhalten (Graph nicht gezeigt).
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Abb.3-19: Bisoxonol-Membranpotentialmessung. Die Y-Achse représentiert die
Fluoreszenzintensitat. Die X-Achse reprisentiert die Zeit in Sekunden. Die
Verbindungen wurden in den angegebenen Endkonzentrationen zu den MIN 6 Zellen
in die Kiivette pipettiert. 25 mM KCl diente als fluoreszenzunabhéngige Kontrolle der
Zellintegritit. Die Glukosekonzentration betrug 25 mM. Der Zeitpunkt der
Substanzzugabe ist durch Pfeile markiert. Die konzentrationsabhéngige
Depolarisation des Naphtholimidazolins BL 11771 in einer Konzentration von 10° M
in (A) und 107 M in (B).Die Indolimidazoline BL 11345 (C) und BL 11282 (D)
haben MIN 6 Zellen in einer Konzentration von 10 pM nicht depolarisiert, obwohl bei
dieser Konzentration eine starke Insulinfreisetzung erfolgte. Unterschiede in der
Fluoreszenzgleichgewichtseinstellung sind auf unterschiedliche Schlitzweiten der
Monochromatoren zuriickzufithren. Die Graphen repriisentieren eines von mindestens
6 unabhingigen Experimenten.
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Abb.3-20: Konzentrationsabhingige Depolarisation von MIN 6 Zellen mit dem
Naphthol-Imidazolin BL 11771. Die Y-Achse reprisentiert Fluoreszenzintensitét und
somit den Grad der Depolarisation. Die X-Achse zeigt die Konzentration von BL
11771 in der Kiivette an. Es wurden steigende Mengen des Imidazolins zu den
gleichen Zellen in der Kiivette pipettiert, was zu der jeweils angegebenen
Endkonzentration fithrte. Es gab einen signifikanten Unterschied zwischen der ECso
der Depolarisation (3,17x10'6 M)und der ECs der Insulinfreisetzung (3 ,40x10”7 M) fiir
BL 11771. Die Graphik reprisentiert eines von 6 unabhéngigen Experimenten.

3.2.2. Untersuchung der depolarisierenden Aktivitiit von

Sulphonylharnstoffen in MIN 6 Zellen

Die Untersuchung der Sulphonylharnstoffe Tolbutamid und Glibenclamid zeigte wie
bei den Naphtholimidazolinen BL 11771 und BL 11778 eine konzentrationsabhéngige
Depolarisation von MIN 6 Zellen, wobei die Sulphonylharnstoffe im Vergleich zu den
Imidazolinen erst bei hoheren Konzentrationen zu einer Zelldepolarisation fiihrten. In
Abb.3-21 ist die Depolarisation von Tolbutamid bei einer Konzentration von 10 pM
in MIN 6 Zellen sowie eine Konzentrations- Depolarisationskurve fiir Tolbutamid
dargestellt. Die berechnete ECso der Depolarisation von Tolbutamid

lag bei 1,1 8x10° M und lag somit um ~ 10x hoher als die ECs der Depolarisation
von BL 11771 (3,17x10° M).
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Abb.3-21: Bisoxonol-Membranpotentialmessung. Die konzentrationsabhéingige
Degolarisation des Sulphonylharnstoffes Tolbutamid in einer Konzentration von

10° M in (A). Die Y-Achse reprisentiert die Fluoreszenzintensitit. Die X-Achse
reprisentiert die Zeit in Sekunden. Die Verbindung wurden in den angegebenen
Endkonzentrationen zu den MIN 6 Zellen in die Kiivette pipettiert. 25 mM KClI diente
als fluoreszenzunabhingige Kontrolle der Zellintegritit. Die Glukosekonzentration
betrug 25 mM. Der Zeitpunkt der Substanzzugabe ist durch Pfeile markiert.
Konzentrationsabhiingige ~Depolarisation von MIN 6 Zellen mit dem
Sulphonylharnstoff Tolbutamid in (B). Experiment und Legende wie in Abb. 2.2. Die
Graphik reprisentiert eines von 6 unabhéngigen Experimenten.
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3.2.3. Einfliisse von unselektiven alpha- und selektiven alpha-2
Agonisten auf das MIN 6 Zellpotential

Die Applikationen des unselektiven alpha-Agonisten Oxymetazolin sowie der

selektiven alpha-2 Agonisten R-Adrenalin, Moxonidin und Clonidin fiihrten alle zu

einer Hyperpolarisation von MIN 6 Zellen. Dies steht in Ubereinstimmung mit den

entsprechenden Insulinfreisetzungsversuchen, bei denen die Substanzen alle zu einer

Reduktion der Insulinfreisetzung im Vergleich zur Kontrolle fiihrten. Das Ausmal} der

Hyperpolarisation war bei allen verwendeten Substanzen konzentrationsabhéngig,

wohingegen die entsprechende Verminderung der Insulinfreisetzung keine

konzentrationsabhiingige Charakteristik zeigte.
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Abb.3-22: Bisoxonol-Membranpotentialmessung. Die Y-Achse reprisentiert die
Fluoreszenzintensitit. Die X-Achse représentiert die Zeit in Sekunden. In (A) wurde
R-Adrenalin, in (B) Clonidin, in (C) Moxonidin und in (D) Oxymetazolin zu nicht
PTX vorbehandelten MIN 6 Zellen pipettiert. 25 mM KCl diente als
fluoreszenzunabhingige Kontrolle der Zellintegritdt. Die Glukose-konzentration
betrug 25 mM. Die Zeitpunkte der Substanzzugaben sind durch Pfeile markiert. Die
Graphen reprisentieren eines von mindestens 6 unabhiingigen Experimenten.
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3.2.4. Einfliisse von unselektiven alpha- und selektiven alpha-2
Agonisten auf das MIN 6 Zellpotential nach PertussisToxin

Prainkubation

Priinkubation von MIN 6 Zellen mit Pertussis Toxin fiihrte zu einer Ausschaltung der
Funktion von alpha-2 Rezeptoren. Die im vorigen Abschnitt 3.2.3. besprochenen
Substanzen entfalten ihre in bezug auf Insulinfreisetzung hemmende Wirkung iiber
diese Rezeptoren. In Abb.3-23 ist der Einflul von R-Adrenalin, Moxonidin und
Clonidin in mit PTX vorbehandelten Zellen beziiglich des Zellpotentials dargestellt.
Dabei zeigt sich, daB die Applikation von R-Adrenalin in MIN 6 Zellen keine
Anderung des Membranpotentials bewirkte. Auf der anderen Seite kam es jedoch
durch Moxonidin und Clonidin zu einer Depolarisation der MIN 6 Zellen. Diese
elektrophysiologischen Ergebnisse decken sich auch mit den
Insulinfreisetzungsversuchen, bei denen Moxonidin und Clonidin nach PTX
Vorbehandlung der Zellen ebenfalls eine Steigerung der Insulinfreisetzung bewirkten

im Gegensatz zu ihrer hemmenden Wirkung in unbehandelten Zellen.
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Abb.3-23: MIN 6 Zellen wurden 18 Stunden mit Pertussis Toxin (=PTX) in
normalem DMEM Wachstumsmedium priinkubiert und im anschlieBend
durchgefiihrten Bisoxonolversuch wurden die jeweiligen Substanzen zu den Zellen in
den angegebenen Endkonzentrationen pipettiert. In (A) ist die nacheinander folgende
Applikation von R-Adrenalin, Moxonidin und Clonidin dargestellt. In (B) wurde
Clonidin alleine appliziert. Die Graphen reprisentieren jeweils eines von mindestens 4
unabhéngigen Experimenten.

3.2.5. Ubersicht iiber elektrophysiologische Wirkungen von
Imidazolinen (Abb.3-24)

Hyperpolarisation
(gfﬁggﬁekt) Ethanolamin: R-Adrenalin

< Amino-Imidazoline: Clonidin
und Moxonidin

Extrazellularraum
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< Depolarisation Indol-Imidazoline: BL 11345
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3.3. Fluoreszenzmessungen in MIN 6 Zellen

3.3.1. Fluoreszenzspektren der Naphtholimidazoline

Die beiden Naphtholimidazolinverbindungen BL 11771 und BL 11778 erwiesen sich
im Verlauf der Arbeit als fluoreszenzaktiv. Darauthin wurden Fluoreszenzspektren
der beiden Verbindungen aufgenommen. Beide Substanzen werden ausschlieBlich im
UV-Bereich angeregt mit Anregungsmaxima von 260 und 380 nm bei BL 11771 und
250, 300 und 345 nm bei BL 11778. Die Emissionsmaxima lagen bei 470 nm (BL
11771) und bei 440 nm (BL 11778). Da die Fuoreszenzaktivitit fiir die Confokale
Laserscanning Mikroskopie (<=CLSM) genutzt werden sollte, wurden auch Spektren
der Substanzen nach Inkubation mit MIN 6 Zellen gemacht. Die im Handel
befindlichen CLSM- Mikroskope haben nur UV-Laser mit 351 und 364 nm
Anregungswellenldnge. = Deshalb wurden die  Spektren mit  einer
Anregungswellenldnge von 364 nm erstellt. Hier zeigten sich im Vergleich zu den
Spektren der Substanzen ohne MIN 6 Zellen nur geringe Unterschiede beziiglich der
GroBenverhdltnisse der Maxima untereinander. Es waren aber keine Rot- oder
Blauverschiebungen zu beobachten. Die unten abgebildeten Spektren wurden mit
einer MIN 6-Zellsuspension erstellt.
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Abb.3-25: MIN 6 Zellen wurden in modifiziertem Krebs Ringer Puffer (=KRBH) in
einer Konzentration von 10° Zellen/ml suspendiert und mit den Imidazolinen BL
11771 (A) bzw. mit BL 11778 (B) bei Raumtemperatur 10 Minuten bei einer
Konzentration von | pM inkubiert. Nach Zentrifugation und Resuspension in KRBH
ohne die Wirkstoffe wurden die Anregungs- und Emissionsspektren aufgenommen.

3.3.2. Confokale Laserscanning Mikroskopie (=CLSM) von MIN 6
Zellen mit den Imidazolinen BL 11771 und BL 11778

Um Aufschliisse iiber zytosolische Bindungsorte von den Imidazolinen zu bekommen
wurden Untersuchungen von MIN 6 Zellen mit einem Confokalen Laserscanning
Mikroskop durchgefiihrt. Zunidchst wurden MIN 6 Zellen mit BL 11771 bzw. BL
11778 jeweils alleine inkubiert und anschlieBend eine CLSM durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich sowohl bei BL 11771 als auch bei BL 11778 ein punktuelles Farbemuster
im Bereich des Zytosols von MIN 6 Zellen.
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Abb.3-26: Intakte MIN 6 Zellen wurden in KRBH suspendiert und mit BL 11771 (A)
bzw. BL 11778 (B) inkubiert. AnschlieBend erfolgte Confokale Laserscanning
Mikroskopie (CLSM) bei einer UV-Laseranregungswellenldnge von jeweils 361 nm
und einem Emissionsfenster von 450 bis 490 nm (A) und 435 bis 480 nm (B). Die
Farbe in Bild (B) wurde mit der Leica Software von blau auf rot gedndert um die
Konturen besser sichtbar zu machen. Die Balken reprisentieren jeweils 10 pm.

3.3.3. CLSM von MIN 6 Zellen mit Imidazolinen und Newport Green

Eine grobe Analyse der GrioBenverhdltnisse ergab Durchmesser der angefdrbten
runden Strukturen von ca. 200 bis 500 nm. Verschiedene Zellorganellen wie z.B.
Lysosomen, Mitochondrien, oder Peroxisomen haben Durchmesser in diesem
GroBenbereich und waren mdgliche Bindungsorte. Im Fall von insulinhaltigen MIN 6
Zellen kamen allerdings auch Insulingranula in Frage. Um die Identitit der Strukturen
herauszufinden wurden mehrere Farbstoffe die Zellorganellen anfirben getestet. Mit
dem Zinkindikator Newport Green (=NPG) wurde schlielich ein Farbstoff gefunden,
dessen Fiarbemuster mit dem der Imidazoline BL 11771 und BL 11778
iibereinstimmte. NPG detektiert ungebundenes Zink, das in Insulinspeichergranula
vorhanden istt NPG wurde mit MIN 6 Zellen in seiner membranpermeablen
Diacetatstruktur 1 Stunde inkubiert und nach Membrandurchtritt von intrazelluldren
Esterasen in seine membranimpermeable Form hydrolysiert, wodurch NPG sich in

den Zellen anreicherte. Zn®" Ionen formen in Insulingranula mit Insulin Komplexe im
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Verhiltnis 2 Zn**: 6 Insulin. Unkomplexiertes, iberschiissiges Zink in Insulingranula
wurde von NPG gebunden und fithrte zu einer verstirkten Fluoreszenz des
Farbstoffes. Durch die unterschiedlichen Anregungs- und Emissionswellenlédngen von
NPG und den Imidazolinen konnten beide Substanzen zeitgleich in den selben Zellen,
ohne gegenseitige Storung detektiert und ihre Uberlagerung gezeigt werden.
Auffallend waren die Unterschiede in der Dichteverteilung von Granula innerhalb der
einzelnen Zellen. Die in der ersten Reihe gezeigten Zellschnitte zeigen nahezu keine
granuldre Verteilung, die Zellschnitte der mittlere Reihe zeigen bereits einige Granula
und in den Zellschnitten der untersten Reihe sind schlieBlich sehr dichte

Granulaverteilungen zu sehen.

Abb.3-27: Suspendierte, intakte MIN 6 Zellen wurden mit BL 11778 1pM sowie dem
Zinkindikator Newport Green (=NPG) S5uM inkubiert. Mit der CLSM wurden
mehrere optische Zellschnitte mit jeweils 200 nm Schichtdicke gemacht. Spalte A
zeigt optische MIN 6 Zellschnitte bei denen das Imidazolin BL 11778 angeregt
wurde. Spalte B zeigt die gleichen Zellen wie in A, jedoch mit der Anregungs- und
Emissionswellenlinge von NPG. In Spalte C werden die jeweiligen Uberlagerungen
von den Spalten A und B gezeigt.



Abb.3-28: Der unterste optische Schnitt aus Abb.3-27 in vergroBerter Form. Der
optische Schnitt in C (=Uberlappung von A und B) wurde farblich durch die Leica
Software zur Verbesserung der Auflésung nochmals verdndert. Die Balken
reprisentieren jeweils 10 pm.

3.3.4. CLSM von Insulin-Immunfluoreszenz und Imidazolinen

Um den Befund der Colokalisation der Imidazoline BL 11771 und BL 11778 mit den
Insulingranula abzusichern wurde eine weitere CLSM durchgefiihrt. Die
Insulingranula wurden in diesem Fall durch einen CY3-fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikérper detektiert. Dieser Sekundirantikérper hatte an den zunichst
applizierten priméren Insulinantikdrper gebunden und konnte aufgrund seiner zu den
Imidazolinen verschiedenen Anregungs- und Emissionswellenldngen parallel mit den
Imidazolinen in den selben Zellen mikroskopisch detektiert werden. Fiir das
Experiment wurden wie bei der NPG-Anfirbung suspendierte MIN 6 Zellen
genommen. Allerdings muBten die Zellen im Gegensatz zu den anderen Mikroskopien
fiir die Permeabilitit der Antikdrper mit Paraformaldehyd fixiert und mit Triton-X-
100 permeabilisiert werden. BL 11778 wurde in einer Konzentration von 1 pM
eingesetzt. Ahnliche Bilder wie in Abb.3-29 wurden auch mit BL 11771 erhalten

(Bilder nicht gezeigt).



Abb.3-29: Suspendierte MIN 6 Zellen wurden mit 4% Paraformaldehyd-Puffer fixiert
und anschlieBend mit 0,01% Triton X 100 in PBS permeabilisiert. CLSM-Aufnahmen
der Zellen mit der Anregungswellenldnge 361 nm sowie Emissionsfenster 435-480
nm fiir BL 11778 in A. Die gleichen Zellen wurden fiir den Sekundérantikérper CY3
in B bei 514 und 543 nm angeregt, das Emissionsfenster lag zwischen 560 und 650
nm. In C ist die Uberlappung von A und B dargestellt. Die Balken reprisentieren

jeweils 10 pm.

3.3.5. CLSM von MIN 6 Zellen und fluoreszenzmarkiertem
Glibenclamid

Im Zusammenhang mit dem granuldren Angriffsort der Imidazoline fiihrte die
Publikation von Barg et al. 1999 auf den ebenfalls granuliren Angriffsort des
Sulphonylharnstoffs Tolbutamid. Glibenclamid-FL sowie Glibenclamid-TR sind die
einzigen kommerziell erhiltlichen fluoreszenzmarkierten Sulphonylhamnstoffe und
wurden deshalb bei folgender Untersuchung eingesetzt: suspendierte, lebende MIN 6
Zellen wurden mit den fluoreszenmarkierten Glibenclamidverbindungen inkubiert und

die subzellulidre Verteilung der Substanzen durch CLSM untersucht. Dabei zeigte
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sich ebenfalls ein punktuelles Verteilungsmuster. was die Publikation von Barg et al..
2000 bestitigt. In der Abbildung ist es gelungen. einen sehr groBlen Zellverband zu
zeigen. Interessanterweise sind je nach Zellschicht sehr unterschiedliche
Verteilungsdichten der Insulingranula zu erkennen. So sind in Abb.3-30 A viele
Zellschichten sehr arm oder sogar vollkommen frei von Granula. in den Abb.3-30 B
und C. die einen anderen Zellschnitt als A, aber den gleichen Zellverband zeigen sind
die meisten Zellschichten hingegen sehr dicht von Granula durchsetzt. Bei den

Zellschnitten in Abb.3-27 konnten &dhnliche Verteilungsunterschiede innerhalb

einzelner Zellen beobachtet werden.

A B

Abb.3-30: MIN 6 Zellen wurden mit den
fluoreszenzmarkierten Glibenclamid-
verbindungen Glibenclamid-TR (A+B)
und Glibenclamid-FL (C) jeweils in einer
Endkonzentration von 80 nM 1 h bei 4° C
in Suspension inkubiert. Nach
Zentrifugation und Resuspension in
KRBH erfolgte Contfokale Laserscanning
Mikroskopie (=CLSM). In (A) und (B)
zwel Aufnahmen in unterschiedlichen
Zellschichten mit  Glibenclamid-TR:
Exzitation 488 nm und Emission
zwischen 520 und 558 nm. In (C) wurde
der gleiche Zellverband in der gleichen
Schicht wie in (B) aufgenommen, wobei
das in den gleichen Zellen von (A) und
(B) ebenfalls applizierte Glibenclamid-
FL bei 543 nm angeregt wurde und
dessen Emissionsfenster aut 600 bis

650 nm eingestellt wurde.
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3.3.6. Fluoreszenzkinetik von BL 11778 in Abhiingigkeit der

Glukosekonzentration

Durch die vorangegangenen Untersuchungen konnte eine Colokalisation der
Imidazoline BL 11771 und BL 11778 mit Insulingranula gezeigt werden. Der genaue
Bindungspartner der Imidazoline an den Granula ist jedoch nicht bekannt. Durch die
Mikroskopie konnte auch nicht sicher festgestellt werden, ob sich die Imidazoline
innerhalb der Granula ohne feste Bindung anreichern oder ob eine Bindung der
Imidazoline mit einem Bindungspartner der Granulamembran vorliegt. Um auf eine
mogliche Anreicherung der Imidazoline in den Granula ohne Bindung an die
Granulamembran zu priifen, wurde ein Imidazolinfreisetzungsexperiment mit
suspendierten MIN 6 Zellen durchgefiihrt. Nach Glukosestimulation und folgender
Exozytose von Insulin sowie dem Verschmelzen von Insulingranula mit der
Plasmamembran miiBte es bei einer Imidazolinanreicherung ohne Bindung an die
Granulamembran neben einer Insulinexozytose zu einer Imidazolinexozytose und
somit zu einer Reduktion der Imidazolinfluoreszenzintensitit in MIN 6 Zellen
kommen. Es konnten zwischen den ausschlieBlich gehungerten und den 25 mM
Glukose-stimulierten Zellsuspensionen keine Unterschiede der
Fluoreszenzintensititen festgestellt werden (Abb.3-31). Bei der 25 mM
Glukoseinkubationsfraktion wurden demnach durch die Insulinfreisetzung keine
meBbaren Mengen BL 11778 exozytiert. Die Substanz wird folglich nicht in

Insulingranula ohne Bindung an die Granulamembran akkumuliert.
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Abb.3-31: Suspendierte, intakte MIN 6 Zellen wurden 1 h gehungert. Am Ende der
Hungerphase wurde 20 Minuten mit BL 11778 10 uM inkubiert, danach zentrifugiert
und eine Zellgruppe in 0 mM Glukose, die andere Zellgruppe in 25 mM Glukose
ohne Imidazolin resuspendiert und eine weitere Stunde inkubiert. Nach
Zentrifugation und Resuspension in imidazolinfreiem Medium wurden
Fluoreszenzspektren aufgenommen.

3.3.7. Fluoreszenzkinetik von BL 11778 in Abhingigkeit der
Inkubationsdauer

Die Insulinfreisetzungsversuche in 3.1.9. haben gezeigt, daB die Imidazoline
keineswegs cine ganze Stunde wihrend der Glukosestimulation im Zellmedium
anwesend sein miissen. Eine Priinkubation der Zellen von einer Minute mit BL 11778
wihrend der Hungerphase geniigte, um eine zur Kontrolle vergleichbare
Insulinfreisetzung zu erreichen. Um inkubationszeitabhiingige Unterschiede in der
Bindungs- und Aufnahmekapazitit von BL 11778 in MIN 6 Zellen zu untersuchen,
wurde folgender Versuch durchgefiihrt: gleiche Mengen suspendierter, intakter MIN 6
Zellen wurden 5, 20 und 60 Minuten mit BL 11778 in Kontakt gebracht, danach
jeweils zentrifugiert und in imidazolinfreiem Medium resuspendiert. AnschlieBend
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wurden Anregungsfluoreszenzspektren der Zellsuspensionen aufgezeichnet. Danach
wurde nochmals zentrifugiert und resuspendiert sowie Spektren aufgezeichnet.
Zwischen den Zellgruppen mit unterschiedlicher Imidazolininkubationsdauer konnten
keine deutlichen Unterschiede der Fluoreszenzintensitit festgestellt werden. Nach 5
Minuten Zellkontakt von BL 11778 war also bereits die maximale Aufnahme- und
Bindungskapazitit der MIN 6 Zellen erreicht. Auffallend war auch, daB durch die
zweiten Zentrifugation eine deutliche, bei allen drei Zellgruppen #hnlich starke
Abnahme der Fluoreszenzintensititen eintrat (Abb.3-32). Dies spricht fiir einen
bestimmten nicht fest gebundenen Anteil BL 11778, der durch mechanische
Einwirkung aus MIN 6 Zellen herausstromt.
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5 Minuten BL 11778 10 uM Zellkontakt

20 Minuten BL 11778 10 uM Zellkontakt

— 60 Minuten BL 11778 10 uM Zellkontakt

— 5 Minuten BL 11778 10 uM Zellkontakt, nach 2.Zentrifugation

——— 20 Minuten BL 11778 10 uM Zellkontakt, nach 2.Zentrifugation
——— 60 Minuten BL 11778 10 uM Zellkontakt, nach 2.Zentrifugation

Kontrolle

Abb.3-32: Suspendierte, intakte MIN 6 Zellen wurden unterschiedlich lange mit BL
11778 in Kontakt gebracht, danach zentrifugiert und in imidazolinfreiem Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurden die gleichen Zellgruppen nochmals zentrifugiert
und resuspendiert.
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3.4. Untersuchungen zur Beeinflussung der cAMP Konzentrationen

durch Naphthol- und Indolimidazoline in MIN 6 Zellen

Zyklisches AMP (=cAMP) ist fiir die Insulinsekretion von groler Bedeutung. Der
EinfluB der Naphtholimidazoline BL 11771 und BL 11778 sowie der
Indolimidazoline BL 11282 und BL 11345 auf die cAMP Spiegel in MIN 6 Zellen
wurde aus diesem Grund untersucht. Erh6hungen der cAMP-Konzentrationen werden
hauptsdchlich durch Inhibition von Phosphodiesterasen oder durch Aktivierung von

Adenylatzyklasen verursacht.

3.4.1. Messung der Phosphodiesteraseaktivitiit

Mit einem Scintillation Proximity Assay (=SPA) wurde die Verénderung der

[*H] cAMP Konzentration in MIN 6 Zellhomogenat bestimmt. Das der Messung
zugrundeliegende Prinzip ist die hohere Affinitit von nichtzyklischem, durch
Spaltung von [*H] cAMP entstandenem offenkettigem [*H] AMP zu den verwendeten
Yittrium-Silikat Kiigelchen im Vergleich zu [°H] cAMP. Es wurden statistisch
signifikante Anstiege der Counts pro Minute von der 0-Kontrolle, die kein MIN 6
Zellhomogenat enthielt, im Vergleich zur DMSO- und MIN 6 Zellhomogenat-haltigen
Kontrolle beobachtet. Die Counts stiegen von 304 +/- 24 SEM Counts/Minute auf
3612 +/- 65 SEM bzw. 4932+/- 89 SEM. Unter den Versuchsbedingungen waren
demnach aktive Phosphodiesterasen im Zellhomogenat vorhanden. Bei den
Untersuchungen mit BL 11282 und BL 11345 stand das Zellhomogenat etwas lénger
als in dem anderen Experiment. Dadurch konnte noch mehr [’H] cAMP umgesetzt
* werden als in dem anderen Experiment mit BL 11771 und BL 11778. Das
zeitabhiingige AusmaBl der Umsetzung ist ein weiterer Hinweis auf aktive
Phosphodiesterasen in dem MIN 6 Zellhomogenat der durchgefiihrten Experimente.
In Anwesenheit der jeweils untersuchten Imidazoline konnte keine statistisch
signifikante Abnahme der Counts pro Minute bzw. keine statistisch signifikante
Abnahme der Spaltung von [°’H] cAMP in offenkettiges [PH] AMP nachgewiesen
werden. Somit konnte festgestellt werden, da} alle 4 untersuchten Imidazoline keine

statistisch signifikante PDE-inhibitorische Aktivitit in MIN 6 Zellhomogenat haben.
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Abb.3-33: Nach Inkubation mit [*H]-cAMP, der jeweiligen Imidazolinverbindung und
MIN 6 Zellhomogenat wurden Counts pro Minute gemessen. Nichtzyklisches AMP hat
eine wesentlich hohere Affinitét zu den Yttrium-Silicat beads als cAMP und somit auch

ein gréBeres Signal als cAMP. BL 11282 und BL 11345 in (A), BL 11771 und BL
11778 in (B). Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Kurven je eines von 3

unabhéngigen Experimenten reprisentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.
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3.4.2. Messung von cAMP Konzentrationsiinderungen in HEK 293
Zellen

Ein weiterer Ansatz um Verdnderungen der cAMP Konzentration durch Imidazoline
festzustellen war der Luciferase-Aktivititstest. Fiir den Versuch wurden mit dem
CREB-Promotor transfizierte HEK 293 Zellen gewihlt, bei denen GLP-1 durch
Agonismus an G-Protein-gekoppelten GLP-1 Rezeptoren und nachfolgender
Aktivierung der Adenylatzyklase ein deutliches Signal zeigte. Diese Zellinie stammt
von menschlichen Nierenzellen und fiihrte bei GLP-1 Applikation zu einer statistisch
signifikanten, konzentrationsabhéngigen Zunahme der Biolumineszenzintensitét von
6,28 +/- SEM 0,22 in der Kontrolle auf 179 +/- SEM 7,5 in Anwesenheit von GLP-1
in einer Konzentration von 100 nM. Die Naphtholimidazoline BL 11771 und BL
11778 sowie die Indolimidazoline BL 11282 und BL 11345 zeigten alle keine
signifikante Erhohung der Biolumineszenz. Bei den Imidazolinen wurde sogar eine
leichte konzentrationsabhéingige Abnahme der Biolumineszenz beobachtet. Neben
dem durchgefiihrten SPA-Test auf PDE-Inhibition in MIN 6 Zellhomogenat mit
negativem Ergebnis zeigte dieser Test, dal durch die verwendeten Imidazoline keine
Erhéhung der cAMP- Spiegel in HEK 293 Zellen erreicht wird.
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B Luciferase-cAMP-Test: Imidazoline
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Abb.3-34: Die HEK 293 Zellen wurden in 100 pl Wachstumsmedium 48 h
inkubiert. AnschlieBend wurde gegen 100ul GLP-1  haltiges (A) bzw.
imidazolinhaltiges (B) Wachstumsmedium gewechselt und 5 weitere Stunden
inkubiert. Danach wurden 100 pul Luciferase-Substratreagenz hinzugefiigt und nach
15 Minuten bei 562 nm Emissionswellenlinge die Biolumineszenz gemessen. Jedem
MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die Kurven je eines von 3 unabhingigen
Experimenten reprasentieren. Durchschnittswerte +/- SEM.

3.5. Untersuchungen zur Toxizitit verschiedener Imidazoline in

MIN 6 Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde vorwiegend mit MIN 6 Zellen gearbeitet. weil diese
Zellen im  Insulinfreisetzungsversuch die eindeutigsten und  groBten
Insulinfreisetzungen bei entsprechender Substanzapplikation zeigten. Auffallend
waren bei den im Abschnitt 3.1.1. beschriecbenen Versuchen, daBl bei sehr hohen
Wirkstoffkonzentrationen zum Teil eine Reduktion der Insulinfreisetzung eintrat.

Das AusmaB der Reduktionen war sehr unterschiedlich und fiihrte in manchen Fillen
sogar zu einer Verminderung der Insulinfreisetzung unter den Kontrollwert.



Die genauen Griinde fiir einen solchen Verlauf in Konzentratins-Wirkungskurven sind
nicht bekannt, aber toxische Einfliisse auf Zellen kénnen auch eine Rolle spielen. Um
auf toxische Wirkungen zu priifen, wurde ein MTS-Zellproliferationstest
durchgefiihrt.

3.5.1. Priifung verschiedener Imidazoline auf Zytotoxizitit durch den
MTS-Test

MIN 6 Zellen wurden mit den Naphtholimidazolinen BL 11771 und BL 11778, den
Indolimidazolinen BL 11282 und BL 11345 sowie mit Phentolamin und Idazoxan fiir
24 Stunden in phenolrotfreiem DMEM Wachstumsmedium inkubiert. Dabei wurden
unterschiedliche Konzentrationsreihen gewiihlt. Danach wurde 3 Stunden mit MTS
Reagenz inkubiert und anschlieBend bei 490 nm photometrisch die Konzentration an
umgesetztem MTS bestimmt. Alle verwendeten Imidazoline zeigten bei ihren
eingesetzten Hochstkonzentrationen eine signifikant verringerte Absorption im
Vergleich zur Kontrolle. Diese Ergebnisse decken sich mit der parallel erfolgten
Beobachtung, daB die Zellen sich bei den jeweils verwendeten Hochstkonzentrationen
von den Mikrotiterplattenboden abkugelten. Eine zusitzlich durchgefiihrte
Trypanblaufirbung zeigte eine Zellmortalitiit zwischen 90 und 95 %.
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Abb.3-35: Die angegebenen Substanzen wurden 24 h mit MIN 6 Zellen in
Wachstumsmedium in ansteigenden Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen 3 h mit dem MTS-Reagenz inkubiert und danach bei 490 nm die jeweilige
Absorption bestimmt, wobei eine groBe Absorption ein Zeichen fiir ausgeprigten
Zellmetabolismus und Zellvitalitit ist. Jedem MeBpunkt liegt n=3 zugrunde, wobei die
Kurven je eines von 3 unabhingigen Experimenten repréasentieren. Durchschnittswerte
+/- SEM.
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4. Diskussion

Wie von verschieden Autoren bekannt ist, konnen bestimmte Imidazolinverbindungen
Glukose-abhiéingig Insulin aus Beta-Zellen des Pankreas freisetzen (Mest et al., 2001;
Rustenbeck et al., 1999). Sowohl in Beta-Zellinien und Inselpriparationen als auch
unter in-vivo Bedingungen konnte dieser Effekt fiir  verschiedene
Imidazolinverbindungen gezeigt werden. Der Wirkmechanismus der Imidazoline
hinsichtlich der Insulinfreisetzung ist bislang nicht befriedigend geklirt. Zunichst
wurde angenommen, da nur Imidazolinverbindungen, die eine alpha- 2
Rezeptorblockade vermitteln Insulin freisetzen konnen (Schulz und Hasselblatt,
1988). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, da eine alpha-2 Rezeptorblockade fiir
den Effekt der Insulinfreisetzung nicht erforderlich ist (Schulz und Hasselblatt, 1989).
Andere Untersuchungen fiihrten zur Erkenntnis, da8 Imidazoline wie beispielsweise
Phentolamin oder Efaroxan den Karp-Kanal in Beta-Zellen blockieren (Chapman et
al,, 1999; Chan et al., 1991). Es wurde in diesem Zusammenhang auch nach
Bindungsstellen an diesem Kaliumionenkanal weiter gesucht und eine dann als I;
bezeichnete Bindungsstelle gefunden (Proks und Ashcroft, 1997). Zuvor wurden
durch Bindungsstudien mit radioaktiven Liganden Imidazoline Binding Sites (=IBS
oder I-Sites) gefunden und ohne Kenntnis deren jeweiligen molekularen Strukturen
als I} und I, Site definiert. Diese I-Sites wurden auch im Zusammenhang mit der
Insulinfreisetzung von Imidazolinen diskutiert (Chan et al., 1997; Chan, 1998). Als
fiir die Insulinfreisetzung verantwortliches molekulares Target schieden sie aber aus
(Olmos et al., 1994). Es gibt Hinweise auf Imidazolinwirkungen, die weder mit einer
Karp-Kanalblockade, noch mit einer alpha-2 Rezeptorblockade, noch einer anderen
Wechselwirkung mit plasmamembranstindigen Targets einhergehen (Zaitsev et al.,
1996; Efanov, Zaitsev, Mest et al., 2001). Um die Frage der Wirkmechanismen von
Imidazolinen weiter zu kldren, wurden in der vorliegenden Arbeit zunichst

Insulinfreisetzungsversuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse hier diskutiert werden.
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4.1. Insulinfreisetzung durch Imidazoline

4.1.1. Imidazoline, die zu einer Erhohung der Insulinfreisetzung

fiihren

Zunéchst konnte fiir die Naphthol- als auch die Indolimidazoline eine Glukose-
abhédngige insulinfreisetzende Wirkung in MIN 6 Zellen gezeigt werden. Im
Gegensatz dazu zeigten in der gleichen Zellinie die Sulphonylharnstoffe Tolbutamid
und Glibenclamid keine Glukose-abhingige insulinfreisetzende Wirkung. Die
fehlende Glukose-abhéngige Wirkung dieser und auch anderer Sulphonylharnstoffe
ist von vielen anderen in vitro- und in vivo-Versuchen bekannt (Efanov et al., 1998;
Ball et al., 2000) und deshalb war die Bestétigung der Wirkungen dieser Substanzen
in MIN 6 Zellen zu erwarten. Bei den Imidazolinen sind neben den vielen bekannten
Glukose-abhidngig wirkenden Substanzen auch Glukose-unabhéngig wirkende
bekannt (Le Brigand et al., 1997). Dies ist ein Beispiel fiir die heterogenen Wirkungen
der Imidazoline beziiglich der Insulinfreisetzung. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten neuen, bislang nur teilweise beschriebenen Imidazoline kénnen somit
hinsichtlich ihrer Wirkungsabhéngigkeit der groBen Imidazolingruppe mit Glukose-
abhéngiger insulinfreisetzender Wirkung zugeordnet werden. Hierzu gehoéren auch die
als erste beschriebenen Imidazoline mit insulinfreisetzender Wirkung, Phentolamin
und Efaroxan (Schulz und Hasselblatt 1988; Chan et al., 1991). Der Befund, daB} die
Kombination von Naphthol- und Indolimidazolin zu keinem additiven
insulinfreisetzenden Effekt gefiihrt hat gibt einen Hinweis auf den gleichen
Hauptwirkmechanismus dieser beiden Imidazolinuntergruppen. Der
Insulinfreisetzungsversuch mit dem Phorbolester PMA, einem hochpotenten PKC-
Aktivator zeigte, daB MIN 6 Zellen eine Sekretionskapazitit haben, die weit iiber der
durch Imidazoline induzierten Insulinsekretion liegt. Der fehlende additive Effekt ist
demnach nicht mit einer Erschopfung des freisetzbaren Insulins in MIN 6 Zellen zu
begriinden. AuBBerdem konnte fiir BL 11771 in Kombination mit dem hochpotenten
PKC-Aktivator PMA ein grofer additiver insulinfreisetzender Effekt gezeigt werden,
was darauf hindeuted, dal die durch das Imidazolin vermittelte Insulinfreisetzung
nicht auf einer Aktivierung der Protein Kinase C (=PKC) beruht.
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Um das Ausmal} der durch die neuen Imidazoline vermittelten Insulinfreisetzung in
das Verhiltnis zu den bereits aus der Literatur bekannten Imidazolinen setzen zu
konnen, wurden auch von Phentolamin, Efaroxan, RX 871024 und anderen
Verbindungen Insulinfreisetzungskurven erstellt. Die in der Literatur hiufig
beschriebenen Imidazoline Phentolamin, Efaroxan und RX 871024 zeigten im
Vergleich zu den neuen Naphthol- und Indolimidazolinen keine signifikanten
Unterschiede beziiglich der maximalen Insulinfreisetzung. Dies 148t auf den gleichen
Hauptwirkmechanismus sowie &hnliche intrinsische Aktivititen der Substanzen
schlieBen. Die ebenfalls als insulinfreisetzend bekannte Imidazolinverbindung
Tolazolin lag hingegen signifikant unter deren Werten der Insulinfreisetzung. Uber
die Griinde der unterschiedlichen maximalen Insulinfreisetzungen der eben genannten
Imidazoline kann nach den derzeitigen Erkenntnissen nur spekuliert werden. Ein
grundsétzlich anderer Wirkmechanismus scheint nicht vorzuliegen, da wie bei
Naphthol- und Indolimidazolinen kein additiver Effekt in Kombinationsexperimenten
zu beobachten war. Moglicherweise kann Tolazolin an dem in seiner Identitit noch
nicht bekannten, fiir die Insulinfreisetzung hauptverantwortlichen molekularen
Imidazolintarget keine maximale intrinsische Aktivitiit entfalten.

Im Zusammenhang mit der Insulinfreisetzung durch Imidazoline sowie deren
Bindungsstellen wurden in der Literatur auch vielfach die strukturell verwandten
Guanidinderivate beschrieben (Molderings, 1997). Fiir die insulinfreisetzende
Wirkung der Imidazoline wurde bislang unter anderem eine der Imidazoline Binding
Sites (= I-Sites) I; und I, diskutiert, von denen alle Lokalisationen in der Zelle sowie
der molekulare Aufbau noch nicht bekannt sind. In diesem Zusammenhang steht auch
die Bedeutung der Clonidine Displacing Substance (=CDS), einer strukturell noch
nicht bekannten physiologischen Substanz, die imstande ist an I-Sites zu binden und
Insulin freizusetzen (Chan 1998). Agmatin, das decarboxylierte Arginin mit
Guanidinstruktur wurde lange Zeit als Kandidat fiir die CDS angesehen. Da die
insulinfreisetzende Wirkung von Agmatin aber nicht durch Applikation der I-Site
Antagonisten RX 801080 und KU14R aufgehoben werden konnte (Chan et al., 1997),
schied Agmatin als CDS aus. In der vorliegenden Arbeit wurden Agmatin wie auch
Cimetidin, ein Guanidinderivat, in MIN 6 Zellen appliziert. Beide Guanidinderivate
fiihrten zu einer erhéhten Insulinfreisetzung, wobei das maximale AusmaB der

Insulinfreisetzung signifikant geringer als bei den parallel applizierten Naphthol- und
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Indolimidazolinen war. Der Wirkmechanismus, iiber den die Insulinfreisetzung
vermittelt wurde, scheint bei geringerer intrinsischer Aktivitit der gleiche wie der von
stark wirksamen Naphthol- und Indolimidazolinen zu sein, da wie bei dem schwach
wirksamen Imidazolinderivat Tolazolin bei kombinierten Applikationen der
Imidazoline keine additiven Effekte zu beobachten waren. Die Guanidinverbindung
BTS 67582 wurde auf Karp-Kanalblockade untersucht (Dickinson et al., 1997) mit
dem Ergebnis, daB die Substanz einen blockierenden Effekt an diesem Kanal
vermittelt. Dies entspricht dem bisher am hiufigsten beschriebenen
Imidazolinwirkmechanismus beziiglich der Insulinfreisetzung (sieche oben) und
untermauert einen gemeinsamen Wirkmechanismus von Imidazolinen und
Guanidinderivaten.

Bei Desensitisierungsversuchen mit 18 stiindiger Priinkubation von MIN 6 Zellen mit
Efaroxan und BL 11778 verschwanden die insulinfreisetzenden Wirkungen der
verwendeten Imidazoline im  darauffolgenden Standardfreisetzungsversuch.
Interessanterweise kam es auch zum Wirkverlust bei Verwendung verschiedener
Imidazoline wihrend Priinkubationsphase und Stimulationsphase. BL 11778
Préinkubation fiihrte beispielsweise zum Wirkverlust von BL 11778 und auch von BL
11345 in der Stimulationsphase. Efaroxan desensitisierte die Zellen fiir BL 11778 und
BL 11345. Diese Befunde sprechen fiir einen gemeinsamen molekularen Angriffsort
dieser Verbindungen mit Desensitisierungserscheinungen nach  lidngerem
Substanzkontakt mit den jeweiligen Zellen. Fiir FEfaroxan wurde ein
Desensitisierungseffekt in Beta-Zellen bereits beschrieben (Chapman et al., 1999).

Die Abhingigkeit der vollen Imidazolinwirkung von der Ca®* Konzentration des
Inkubationsmediums wurde unter verschiedenen Versuchsbedingungen gezeigt.
Auffallend war die nach der Hungerphase unverzichtbare zeitgleiche Prisenz von 25
mM Glukose, 1,8 mM Ca®" und Imidazolin in der Stimulationsphase. Der Versuch,
durch einstiindige Inkubation mit 25 mM Glukose und 1,8 mM Ca?* einen Anstieg
der intrazelluliren Ca?* Konzentration zu erreichen, der in einer anschlieBenden
Imidazolininkubationsphase bei 25 mM Glukose und 0 mM Ca®* eine unverminderte
Insulinfreisetzung gewihrleistet, schlug fehl. Offensichtlich fiihrt der Wechsel von 1,8
mM zu 0 mM Ca® Konzentration im Inkubationsmedium zu einem dramatischen
Abfall der zunichst durch Glukose erhohten intrazelluliren CaZ* Konzentration, was

eine volle Imidazolinwirkung unmdglich machte. Die Insulinfreisetzungskurven des




-80-

o.g. Versuchs #hnelten sehr stark den Versuchen mit ausschlieBlich 0 mM Ca?*
Konzentration im Inkubationsmedium.

Die Kombination von BL 11771 mit einer depolarisierenden KCl Konzentration von
25 mM fiihrte in MIN 6 Zellen zu einem additiven Effekt. Dies spricht fiir zumindest
eine depolarisationsunabhéingige Wirkkomponente des Imidazolins. Ahnliche
Befunde wurden fiir die Imidazolinverbindungen RX 871024 und BL 11282
beschrieben (Zaitsev et al., 1996; Efanov, Zaitsev, Mest et al., 2001).

Fiir eine volle Imidazolinwirkung war eine 60 miniitige Inkubationsphase mit 25 mM
Glukose notwendig. Wie bei o.g. Versuch mit 0 mM Ca®* Konzentration wurde
gepriift, ob eine einstiindige, zundchst reine 25 mM Glukosestimulation zu einer
Verkiirzung der nachfolgenden, fiir eine unverminderte Insulinfreisetzung
notwendigen Imidazolininkubationsdauer fiihrt. Dabei zeigte sich auch die
Unverzichtbarkeit der 60 miniitigen Imidazolininkubationszeit, da in dem Versuch
erst nach dieser Zeit die maximale Insulinfreisetzung erfolgte. Das bedeutet, daB
neben einer dauerhaften Ca®**- Konzentration von 1,8 mM die
Imidazolininkubationszeit von 60 Minuten notwendig ist, um die maximale
Insulinsekretion zu gewihrleisten.

Prdinkubationen von MIN 6 Zellen mit den Naphthol- und Indolimidazolinen in der
Hungerphase, nachfolgendem Waschen der Zellen und anschlieBender 25 mM
Glukoseinkubation fiihrte zu signifikant erhohten Insulinfreisetzungen. Bei dem
Naphtholimidazolin BL 11771 wurde sogar nach einminiitiger Priinkubation eine
groflere Insulinfreisetzung als unter Standardbedingungen mit 60 miniitiger
Anwesenheit des Imidazolins im Zellmedium beobachtet. Dies deutet entweder auf
eine extrem niedrige K —Rate der Substanzen von ihrem Bindungsort oder einen
Priming-Effekt, bei dem nur ein sehr kurzer Kontakt der Zellen mit den Imidazolinen
erforderlich ist hin. Anzumerken ist, daB nach kurzer Imidazolinpriinkubation fiir
eine volle Insulinfreisetzung wie im Standardversuch auch eine 60 miniitige 25 mM
Glukosestimulation erfolgen muf}. Der Vergleich der Applikation von BL 11778 bis
100 pM unter Standardbedingungen und nach Priinkubation zeigte auch einen
deutlichen Unterschied der Ausprigung einer Glockenform (=Bell shape) in der
Insulinfreisetzungskurve. Wahrend bei einstiindiger Substanzanwesenheit bei 100 uM
BL 11778 sogar eine deutliche Verminderung der Insulinfreisetzung unter die der 0-

Kontrolle zu sehen war, zeigte sich bei der gleichen Konzentration, die nur eine
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Minute in der Prdinkubation vorlag eine deutliche Erhhung der Insulinfreisetzung.
Die dabei erreichten Maximalwerte lagen sogar héher als beim Standardversuch mit
einstiindiger Imidazolininkubation. Dies 148t auf toxische Effekte der Substanz bei zu
langer Anwesenheit im Inkubationsmedium schlieBen. Fiir Idazoxan, Phentolamin
und andere Imidazoline wurden bei hohen Substanzkonzentrationen und bestimmter

Inkubationsdauer ebenfalls zytotoxische Effekte beschrieben (Mourtada et al., 2000).

4.1.2. Imidazoline, die zu einer Erniedrigung der Insulinfreisetzung
fiihren

Neben Imidazolinverbindungen, die nach Applikation in Beta-Zellen die
Insulinfreisetzung erhShen gibt es auch Imidazoline, deren Applikationen eine
Verminderung der Insulinfreisetzung zur Folge haben. Dies wurde von verschiedenen
Autoren beschrieben (Renstrom et al., 1996; Kampermann et al., 2000). Die hier
getesteten Imidazoline Clonidin, Moxonidin, Oxymetazolin und Naphazolin haben
alle eine alpha-2 agonistische Wirkung gemeinsam. Alleinige Applikation dieser
Substanzen in MIN 6 Zellen resultierte immer in einer Verminderung der
Insulinfreisetzung, wobei Kombination mit dem alpha-2 blockierenden Imidazolin
Phentolamin zu einer durch alpha-2 Agonisten vermittelten konzentrationsabhéngigen
Steigerung der Insulinfreisetzung fiihrte. Clonidin und Moxonidin bestitigten ihre
insulinfreisetzende Komponente auch in Kombination mit dem alpha-2 blockierenden
Alkaloid Yohimbin. Diese Versuche zeigten die Demaskierung eines stimulierenden,
zusétzlichen Effekts dieser Imidazoline in Beta-Zellen. Priinkubationsversuche mit
Pertussis Toxin (=PTX) bestitigten diese FErgebnisse noch weiter. Der
Prdinkubationsversuch mit PTX fiihrte bei R-Adrenalin allerdings nur zu einer
Aufhebung der Hemmung der Insulinfreisetzung. Die fehlende stimulierende
Komponente des Propanolamins R-Adrenalin deuted deshalb auf einen demaskierten
Insulinfreisetzungseffekt hin, der auf Substanzen mit Imidazolinstruktur beschrinkt
ist. Rustenbeck et al. haben 1997 ausfiihrlich die Karp-kanalblockierenden Effekte

verschiedener Guanidine und Imidazoline, einschlieBlich Clonidin beschrieben.
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Interessanterweise zeigte eines der beschriebenen Experimente das Unvermégen von
Tolbutamid, [*H] Clonidin von Beta Zellmembranen, deren alpha-Rezeptoren mit

Noradrenalin abgesittigt waren zu verdringen, und deutete auf unterschiedliche
Bindungsstellen von Imidazolinen und Sulphonylharnstoffen am Karp-Kanal hin.
Beziiglich der Bindung von insulinfreisetzenden Imidazolinen wie Phentolamin an
Karp-Kanile bestitige eine andere Publikation eine als I; bezeichnete Bindungsstelle,
die nicht der von Sulphonylharnstoffen entspricht (Proks und Ashcroft, 1997). Sowohl
die insulinfreisetzenden, als auch die insulinfreisetzungshemmenden Imidazoline

scheinen den gleichen Bindungsort am K arp-Kanal zu haben.

4.2. Untersuchungen der Imidazolinwirkungen auf das
Membranpotential

4.2.1. Untersuchungen der insulinfreisetzenden Imidazoline auf
Membranpotentialinderungen

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Imidazoline hinsichtlich ihres
Wirkmechanismus untersucht. Eine zentrale zu kldrende Frage war die Beeinflussung
des Zellmembranpotentials durch Imidazoline. Interessanterweise zeigte sich bei den
neuen, in der Literatur noch unbeschriebenen Imidazolinen ein uneinheitliches Bild
beziiglich dieser Frage. Die Naphtholimidazoline BL 11771 und BL 11778 fiihrten in
MIN 6 Zellen zu einer deutlichen, konzentrationsabhingigen Zelldepolarisation,
wohingegen die Indolimidazoline BL 11282 und BL 11345 sogar in einer
Konzentration von 10 pM keine depolarisierenden Effekte zeigten. Da die
Indolimidazoline mit 10pM nah an den Konzentrationen ihrer maximalen Effekte
beziiglich der Insulinfreisetzung in MIN 6 Zellen liegen und erst bei 100 uM eine
erste Tendenz der Depolarisation zu sehen war, kann eine Depolarisation der
Indolimidazoline als ~Wirkmechanismus beziiglich der Insulinfreisetzung
ausgeschlossen werden. Bei den Naphtholimidazolinen ergaben genauere
Untersuchungen, da3 die ECsy der Depolarisation des Imidazolins BL 11771 um ca.

den Konzentrationsfaktor 10 tiber der ECso der Insulinfreisetzung lag. Dies war ein
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erster Hinweis auf einen zusitzlichen, von der Karp-Blockade unabhingigen Effekt
dieser Substanz, der vermutlich dem Haupteffekt der nicht depolarisierenden
Indolimidazoline gleicht. Untersuchungen von Efanov, Zaitsev, Mest et al., 2001
zeigten fir BL 11282, daB in pankreatischen Beta-Zellen der Ratte bei
Konzentrationen bis 50 uM keine Zelldepolarisation erfolgte und daB diese
Konzentration des Indolimidazolins auch zu keinem Einstrom von Ca®* Ionen in die
Beta-Zellen fiihrte. AuBerdem wurden bei Applikation depolarisierender KCl-
Konzentrationen zusétzliche Insulinfreisetzungseffekte durch BL 11282 in
pankreatischen Beta-Zellen der Ratte gezeigt. In elektropermeabilisierten Beta-Zellen
zeigte BL 11282 bei fest eingestellter Ca®* Ionenkonzentration, daB in Anwesenheit
des Imidazolins eine signifikante Steigerung der Insulinfreisetzung erfolgte. Ein
vergleichbares Experiment wurde fir RX 871024 bereits von Zaitsev et al. 1996
beschrieben. RX 871024 zeigte wie BL 11282 in permeabilisierten Zellen mit fest
eingestellter Ca®*  Ilonenkonzentration eine signifikante ~ Steigerung der
Insulinfreisetzung. Ein wichtiger Unterschied zwischen BL 11282 und RX 871024 ist
die unterschiedliche depolarisierende Wirkung. Wihrend BL 11282 wie bereits
erwihnt in pankreatischen Beta-Zellen der Ratte sowie in MIN 6 Zellen bei stark
insulinfreisetzenden Substanzkonzentrationen keine depolarisierenden Effekte zeigte,
konnte fir RX 871024 bei Konzentrationen, die auch zu einer signifikanten
Insulinfreisetzung fiihrten ein depolarisierender Effekt gezeigt werden (Zaitsev et al.,
1996). Nach allen hier angefiihrten bekannten Ergebnissen beziiglich der
Imidazolineffekte in Beta-Zellen stellt sich die Frage, inwieweit der depolarisierende
Effekt von Imidazolinen, wenn vorhanden, eine entscheidende Rolle fiir die
Insulinfreisetzung spielt. Die Unterschiede der Imidazolineffekte beschrinken sich
nicht nur auf die Depolarisationseigenschaften, denn es gibt auch beispielsweise
beziiglich der Glukoseabhingigkeiten der Imidazolinwirkungen Unterschiede. Die
oben diskutierten Imidazoline zeichnen sich alle durch eine Glukose-abhiingige
insulinfreisetzende Wirkung sowohl in Beta Zellversuchen als auch in in-vivo
Versuchen aus. Es wurden jedoch z.B. die Imidazoline S 22068 und S 21663
beschrieben, die in MIN 6 Zellen eine ausgeprigte insulinfreisetzende Wirkung
hatten, ohne dabei eine Abhingigkeit der Imidazolinwirkung von der
Glukosekonzentration zu zeigen (Le Brigand et al., 1997; Le Brigand et al., 1999).
AuBerdem zeigte sich bei S 21663, daB ein beobachteter depolarisierender Effekt der
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Substanz iiber einen K™ Ionenkanil, der sich vom Karp-Kanal unterscheidet vermittelt
wird. Die soweit beschriebenen Imidazolinwirkungen beziiglich der Insulinfreisetzung
aus Beta-Zellen sind sehr vielfiltig. Bei den Imidazolinen, die bekanntlich nicht
depolarisierend ~ wirken, ist ein von der Depolarisation unabhéngiger
Wirkmechanismus eine logische Konsequenz. Bei allen bislang in der Literatur
beschriebenen Imidazolinen mit depolarisierender Aktivitit wurde nur teilweise auf
zusitzliche, depolarisationsunabhingige Effekte durch Kombinationsversuche mit
KCI sowie mit permeabilisierten Zellen und fest eingestellter Ca>* Ionenkonzentration
gepriift. Auffallend ist jedenfalls, daB alle solche bislang beschriebenen
durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, daB bei den jeweiligen Imidazolinen
zusdtzliche, depolarisationsunabhiingige Effekte vorhanden waren. Es findet sich
keine in der Literatur beschricbene insulinfreisetzende und depolarisierende
Imidazolinverbindung, die nachweislich keine der 0.g.  zusitzlichen
depolarisationsunabhingigen Effekte hatte. Bei den oben geschilderten Versuchen
wurde nur auf additive Effekte der Insulinfreisetzung zusitzlich zu den durch
Depolarisation vermittelten Freisetzungseffekten gepriift. Ein anderer Ansatz zur
Klarung der Bedeutung der Depolarisation von Imidazolinen hinsichtlich
Insulinfreisetzung ist die Ausschaltung der Mechanismen, die eine Depolarisation
durch Imidazoline vermitteln. Viele in dieser Richtung durchgefiihrten und in der
Literatur beschriebenen Experimente sind beziiglich Aussagekraft zum Teil jedoch
sehr kritisch zu beurteilen. Der vielfach verwendete Karp-Kanaldffner Diazoxid
inhibiert beispielsweise die Karp-Kanalblockade, die durch bestimmte Imidazoline
vermittelt wird, verhindert aber zugleich die Kartp-kanalabhiingige, depolarisierende
Wirkkomponente der bei den Glukose-abhingig wirkenden Imidazolinen zusitzlich
applizierten Glukose. Durch Diazoxidapplikation kommt es demnach zu einer
Beeintréichtigung der Wirkung von ATP, das aus dem Glukosemetabolismus stammt
und in Abhingigkeit der Diazoxidkonzentration zu einer verminderten oder ganz
fehlenden Depolarisation durch Glukose bzw. daraus gebildetem ATP. Dadurch
konnen zusitzlich zur depolarisierenden Wirkung von Imidazolinen vorhandene
Imidazolinwirkungen leicht maskiert werden, weil der fiir die Insulinsekretion notige
Ca®* Ioneneinstrom durch unzureichende oder fehlende Zelldepolarisation in jedem
Fall verringert wird oder ausbleibt. Werden in Anwesenheit von Diazoxid und

nachweislich erfolgter Zellhyperpolarisation trotzdem zusitzliche Effekte beobachtet,
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so ist dies trotz o.g. Problematik ein méglicher Hinweis flir einen
depolarisationsunabhiéingigen Zusatzeffekt von Imidazolinen. Wiederholt soll
nochmals betont werden, daB aus o.g. Griinden hingegen bei Beobachtung von
fehlenden zusitzlichen Effekten die umgekehrte Folgerung nur bedingt méglich ist.
Obgleich in der Literatur viele Experimente mit Diazoxid in Kombination mit
Imidazolinen beschrieben sind, wurde in der vorliegenden Arbeit wegen oben
dargestellter Problematik auf diese Versuche verzichtet. Ein anderer Ansatz zur
Kldrung der Bedeutung der Zelldepolarisation durch Imidazoline hinsichtlich einer
Insulinfreisetzung wurde kiirzlich beschrieben. Dabei wurden pankreatische Beta-
Zellen von SUR 1 Knockout-Méusen und die Imidazolinverbindung RX 871024
verwendet (Efanov, Hoy et al., 2001). Diese Miuse exprimieren keine SUR 1
Rezeptoren. Der SUR 1 Rezeptor reguliert sowohl die Leitfihigkeit als auch die
Lokalisation des Karp-Kanals innerhalb der Plasmamembran. In Abwesenheit von
SUR 1 verhindert das Endoplasmatische retikulum (=ER) Retentionssignal auf Kir6.2
dessen Abtransport aus dem ER und somit gelangen keine funktionsfihigen Katp-
Kanile in die Plasmamembran. Wenn SUR 1 wie in normalen Zellen vorhanden ist,
neutralisiert es das Retentionssignal und der SUR 1/Kir6.2 Komplex (=K arp-Kanal)
kann in die Plasmamembran abtransportiert werden. Die Applikation von RX 871024
in Beta-Zellen von SUR 1 Knockout-Miusen fiihrte im Vergleich zur Applikation in
Beta-Zellen normaler Miduse zu keiner Reduktion des Erhohungsfaktors der
Insulinfreisetzung bei einer Glukosekonzentration von 17 mM. Die
Absolutfreisetzungen waren bei den SUR 1 Knockout-Zellen bei 17 mM
Glukosekonzentrationen niedriger als in den normalen Zellen. Dies ist allerdings auf
das Unvermégen von Glukose zuriichzufiihren, in SUR 1 Knockout-Zellen effektiv
Insulin freizusetzen. Fiir Phentolamin, einem weiteren Imidazolin, wurden in dem
Experiment mit SUR 1 Knockout Zellen #hnliche Ergebnisse erhalten. Diese
Publikation stiitzt durch einen interessanten experimentellen Ansatz die Erkenntnis,
daB die insulinfreisetzenden Wirkungen bestimmter Karp-kanalblockierender
Imidazoline zum gréBten Teil auf Karp-kanalunabhiingige Effekte zuriickzufiihren
sind.

Eine wichtige und fundamentale hier beschriebene Entdeckung ist die Existenz von
den nicht-depolarisierenden, Glukose-abhingig insulinfreisetzenden Imidazolinen BL
11282 und BL 11345. Dadurch konnte ohne eine Zellmanipulation mit SUR 1
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Knockout und ohne Applikation von Diazoxid oder anderen Substanzen gezeigt
werden, daB bestimmte Imidazoline ohne eine durch sie vermittelte Karp-
Kanalblockade Insulin aus Beta-Zellen freisetzen kénnen. Die Kombination von
depolarisierender und nicht depolarisierender Imidazolinverbindung fiihrte im
Vergleich zur jeweils separaten Substanzapplikation zu keiner erhShten
Insulinfreisetzung in MIN 6 Zellen. Das depolarisierende Imidazolin BL 11771 fiihrte
bei kombinierter Applikation mit 25 mM KCl zu einer zusitzlichen,
konzentrationsabhiingigen Insulinfreisetzung, was das Vorhandensein einer zur
Depolarisation zusétzlichen Wirkung von BL 11771 bestitigte. Diese Ergebnisse
liefern zusammen den Hinweis auf den gleichen, Karp-kanalunabhingigen
Wirkmechanismus ~ von  depolarisierenden  und  nicht-depolarisierenden
Imidazolinverbindungen. AuBlerdem zeigen die Ergebnisse, daB die bei BL 11771
vorhandene Depolarisation ein fiir das Ausmal der Insulinfreisetzung nicht relevanter
Zusatzeffekt zu dem Karp-kanalunabhiingigen Wirkmechanismus darstellt. Die in
dieser Arbeit beschriebenen neuen Erkenntnissen iiber die Wirkungen bestimmter
Imidazoline lassen sich nicht zwangsldufig auf alle anderen insulinfreisetzenden
Imidazoline iibertragen. Die Substanzklasse oder der Begriff ‘Imidazoline’ umfasst
auch Verbindungen mit im Vergleich zu den hier untersuchten Verbindungen
unterschiedlichen Wirkkomponenten. So zeigten beispielsweise, wie bereits erwihnt,
die zwei Imidazoline S 22068 und S 21663 eine Insulinfreisetzung in MIN 6 Zellen,
die aber jeweils nicht in Abhéngigkeit zur Glukosekonzentration stand (Le Brigand et
al., 1997; Le Brigand et al., 1999).

4.2.2. Untersuchung der insulinfreisetzungshemmenden Imidazoline
auf Membranpotentialéinderungen

Die alpha-2 Agonisten Clonidin und Moxonidin sowie der unselektive alpha Agonist
Oxymetazolin zeigten in der vorliegenden Arbeit in MIN 6 Zellen eine
hyperpolarisierende Wirkung. Dieser Effekt wird vermutlich iiber die Offnung
unspezifischer Kationenkanile gesteuert und nicht tiber die Offnung von Karp-

Kanilen (Abel et al., 1996). Inwieweit die hyperpolarisierende Wirkung dieser
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Substanzen fiir das Ausmal der Hemmung der Insulinfreisetzung iiberhaupt von
entscheidender Bedeutung ist bleibt allerdings fraglich. In perforierten Beta-Zellen
zeigte intrazelluldr appliziertes Clonidin bei Kapazititsmessungen noch immer eine
Inhibition der Insulinfreisetzung, die offensichtlich iiber eine Aktivierung der
Phosphatase Calcineurin gesteuert wurde, da die Kombination mit Calcineurin
Inhibitory Peptide (=CIP) zu einer Aufhebung der hemmenden Clonidinwirkung
fithrte (Renstrom et al., 1996). Lang et al. zeigten 1995 in ihrer Publikation eine iiber
Gi Proteine vermittelte inhibitorische Wirkung von R-Adrenalin, die auch noch in
durch Streptolysin-O (=SLO) permeabilisierten Beta-Zellen zu beobachten war. Dies
deutete auf einen eng gekoppelten und nicht iiber im Zytosol diffundierende Second
Messenger vermittelten Wirkmechanismus hin.

Préinkubationen von MIN 6 Zellen mit PTX fiihrte wie unter 4.1.2. angesprochen zu
einer Wirkumkehr der alpha-2 agonistischen Imidazoline beziiglich der
Insulinfreisetzung mit einer  konzentrationsabhiingigen  Steigerung  der
Insulinfreisetzung in MIN 6 Zellen. PTX préinkubierte Zellen zeigten auch eine
Wirkumkehr der alpha-2 agonistischen Imidazoline beziiglich des Zellpotentials. So
wurde durch PTX- Pridinkubation die bei den verwendeten Substanzen Clonidin und
Moxonidin eigentlich typische Hyperpolarisation in eine leichte Depolarisation
umgekehrt.  Interessanterweise ~wurde das Membranpotential bei R-
Adrenalinapplikation in den PTX préinkubierten Zellen nur soweit beeinfluft, dal das
Membranpotential unverdndert blieb und keine Hyperpolarisation mehr zu beobachten
war. Die Ergebnisse der Insulinfreisetzung sowie der Membranpotentialsmessung
korrelieren somit auch bei R-Adreanalin, wobei durch PTX Priinkubation keine
Wirkumkehr, sondern aufgrund der fehlenden Karp-kanalblockierenden Komponente
von R-Adrenalin nur der Verlust der hemmenden Wirkung auf die Insulinfreisetzung
beobachtet wurde. Trotz der angesprochenen vorhandenen Korrelation zwischen der
Insulinfreisetzung sowie des Membranpotentials in PTX unbehandelten und PTX
behandelten Zellen koénnte auch bei den alpha- und alpha-2 agonistischen
Imidazolinen wie bei den in 4.2.1. angesprochenen Naphthol- und Indolimidazolinen
ein weiterer, Karp-kanalunabhingiger Wirkmechanismus der Insulinfreisetzung

vorhanden sein.
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4.3. Untersuchungen der Imidazolinbindungsorte mittels CLSM und
Fluoreszenzmarkierung

Ziel innerhalb dieser Arbeit war es vor allem, die neuen zur Verfliigung stehenden
Imidazoline weiter zu untersuchen. Die beiden Naphtholimidazoline BL 11771 und
BL 11778 erwiesen sich im Verlauf der Untersuchungen als fluoreszenzaktiv. Diese
Fluoreszenzaktivitét konnte flir umfangreiche Confokale Laserscanning Mikroskopien
genutzt werden. Zunichst war interessant, da die beiden Imidazoline in MIN 6
Zellen ein punktuelles Farbemuster zeigten. Diese punktuelle Anfirbung des
Zellinneren war eine Voraussetzung, um genauere Bindungsorte der Imidazoline in
MIN 6 Zellen durch Mikroskopie sichtbar machen zu kénnen. Ein weiterer Schritt war
die Aufkldrung der Identitit der durch Imidazoline punktuell angefiérbten Strukturen.
Dabei fithrten die Untersuchungen zu der Verwendung des Zn**-Indikators Newport
Green, um in nicht permeabilisierten, intakten MIN 6 Zellen die in Insulingranula
iiberschiissigen Zn?* lonen und somit indirekt Insulin nachzuweisen. In diesem
Zusammenhang konnte die Colokalisation von Naphtholimidazolinen und
Insulingranula nachgewiesen werden. Auffallend war auch, dal beim Scannen der
Zellen die Granuladichte von Schicht zu Schicht sehr unterschiedlich war. In manchen
Zellschnitten konnten iiberhaupt keine Granulaanfirbungen beobachtet werden,
wohingegen andere Zellschichten innerhalb der selben Zelle eine sehr hohe
Verteilungsdichte zeigten. Diese polare intazelluldre Granulaverteilung ist ebenfalls
typisch fiir Insulingranula in Beta-Zellen (Asada et al., 1998) und bestitigt zusétzlich
die Identitdt der durch Imidazoline angefirbten Strukturen. Auflerdem konnten die
CLSM Aufnahmen mit fluoreszenzmarkiertem Glibenclamid die Ergebnisse von Barg
et al. von 1999 bestitigen, nach der Sulphonylharnstoffe an granulidre Strukturen in
der Beta-Zelle binden. Auch das Verteilungsmuster der durch Glibenclamid-FL/-TR
angefarbten Granula dhnelt denen bei durch Imidazoline erhaltenen Aufnahmen. Die
Durchmesser der Granula von 200-500 nm wurden beim Scannen auch wie in der 2
dimensionalen Aufsicht bestitigt. In einem Scan mit eingestellten Schichtdicken von
je 200 nm konnte beobachtet werden, wie einige Granula nach einem Scansprung von
200 nm, andere nach zwei oder spitestens drei Scanspriingen in die néchste

Zellschicht der selben Zelle verschwanden, wihrend andere Granula neu auftauchten.
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Die Membran von Insulingranula hat von allen intrazelluldren Membranen die grofite
strukturelle Verwandtschaft mit der Plasmamembran. Auch die in der
Granulamembran eingeschlossenen Proteine haben in der Plasmamembran die groBte
Wiederfindungsrate. Ein sowohl in der Granulamembran wie auch in der
Plasmamembran vorkommendes Protein ist der SUR 1/Kir6.2 Komplex (=Karp-
Kanal). Das Ionenkanalprotein wurde in der Membran von Insulingranula
nachgewiesen (Ozanne et al., 1995; Barg et al., 1999). Ein Interpretationsansatz fiir
den depolarisationsunabhéingigen =~ Wirkmechanismus der neuen, bislang
unbeschriebenen Imidazoline kénnte nach o.g. Erkenntnissen ein Angriff der
Imidazoline am Karp-Kanal der Granulamembran sein. Unter Miteinbeziehung der
Publikation von Efanov, Hoy et al. 2001 iiber die unverminderten insulinfreisetzenden
Wirkungen der Imidazoline RX 871024 und Phentolamin in SUR 1 Knockout-Maus
Beta-Zellen mit nicht vorhandenem Karp-Kanalprotein erscheint dies jedoch eher
unwahrscheinlich. In Alpha-Zellen, die zellphysiologisch eng mit Beta-Zellen
verwandt sind, wurde fiir Tolbutamid eine glukagonfreisetzende Wirkung beschrieben
(Hoy et al., 2000). Die Wirkung wurde auf die Blockade von mitochondrial-like K atp-
Kanilen der Glukagongranulamembran zuriickgefithrt, was einen verminderten K’
Ausstrom iiber den Ionenkanal aus Glukagongranula zur Folge hatte. In der
Publikation iiber Tolbutamid wurde im Zusammenhang der mitochondrial-like Karp-
Kanalblockade iiber die mogliche Bedeutung von granuldren H'/K* Pumpen
diskutiert, deren Aktivitit zu einem K* Ausstrom aus den Granula und einem H'
Einstrom in die Granula fiihrt. Eine pH Erniedrigung sorgt wie in Beta-Zellen fiir eine
Hormongranulareifung (s.u.). Omeprazol wurde beziiglich Insulinfreisetzung getestet
und beschrieben. Dabei zeigte die als H'/K® Pumpenblocker bekannte Substanz
(Mattsson et al., 1991) in einer Konzentration von 100 pM eine im Vergleich zur
Kontrolle Verdreifachung der Insulinfreisetzung in MIN 6 Zellen. Inwieweit die
insulinfreisetzende Wirkung von Omeprazol in MIN 6 Zellen in den Zusammenhang
der Granulaazidifizierung wie bei Tolbutamid gebracht werden kann ist fraglich, aber
die zellphysiologische Verwandtschaft zwischen Alpha- und Beta-Zelle lat
zumindest gewisse Vergleiche von Wirkmechanismen zu und demnach kénnte eine
Granulaazidifizierung tatsdchlich zu einer erhdhten Hormonfreisetzung fiihren . Fiir
einen granuliren Angriffsort spricht, dal Omeprazol nur im sauren Milieu in seinen

pharmakologisch aktiven Metaboliten biotransformiert wird (Roth und Fenner, 2000).




-90-

Innerhalb der Beta-Zelle sind neben Lysosomen typisch saure Zellkompartimente
Insulingranula, in denen ein entsprechendes Milieu gewihrleistet ist. Der Wirkort von
Omeprazol in MIN 6 Zellen befindet sich vermutlich an auf der Innenseite von
Insulingranulamembranen vorkommenden Protonenpumpen (Orci et al., 1994). Durch
Blockade dieser Protonenpumpen koénnte der Protonenausstrom aus den Granula
verringert werden. Dies fiihrt zu einer Erniedrigung des pH Wertes in den
Insulingranula und zu deren Reifung. Eine Parallele des méglichen Wirkmechanismus
von Tolbutamid in Alpha-Zellen zu den nicht depolarisierenden Imidazolinen in Beta-
Zellen zu ziehen ist schwierig, da der o.g. Wirkung von Tolbutamid eine Blockade
von K' Kanilen zugrundeliegt. Zwar ist bei diesem granuliren Angriff fern der
Plasmamembran keine Zelldepolarisation fiir die Wirkung notwendig, aber aufgrund
der vermutlich gleichen Struktur von Karp-Kanélen der Plasmamembran und Karp-
Kandlen der Insulingranula wiirden die nicht Karp-kanalblockierenden
Indolimidazoline als aktive Liganden an den granuldren Karp-Kanilen ausscheiden.
Es wurde allerdings auch schon iiber Imidazolinwirkungen diskutiert, die iiber eine
Bindung an den putativen I3 Rezeptor des Kanalporenproteins Kir6.2 mit
nachfolgender intrazelluldrer Signaltransduktion ohne Kanalblockade und
Membranpotentialinderung laufen konnten (Morgan et al., 1999). Dies wire ein
Signalweg, bei dem auch eine iiber die I3 Bindungsstelle vermittelte Wirkung der
nicht depolarisierenden Imidazoline schliissiger erklédrt werden konnte. Es fehlt jedoch
ein konkretes Beispiel einer Substanz in der Literatur fiir o.g. Signalweg, weshalb
hierauf nicht weiter eingegangen wird. Fiir die Imidazoline Phentolamin und RX
871024 haben Hoy et al. 2001 eine die Glukagonfreisetzung hemmende Wirkung in
Alpha-Zellen beschrieben. Interessanterweise wurde dieser Effekt auf einen Angriff
der Imidazoline an ein granulamembranassoziiertes G; Protein zuriickgefiihrt. Die
durch CLSM entdeckte Colokalisation von Imidazolinen mit Insulingranula in MIN 6
Zellen und das eben angesprochene Imidazolintarget geben einen Hinweis darauf, da3
in den zellphysiologisch mit Alpha-Zellen verwandten Beta-Zellen ein molekulares
Target von Imidazolinen ebenfalls an den Hormongranula lokalisiert ist. Fir das
Sulphonylharnstoffderivat Tolbutamid wurden wie fiir die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Imidazoline Hinweise auf einen intrazelluliren Angriffsort in Beta-
Zellen geliefert (Barg et al., 1999). Demnach bindet Tolbutamid an den SUR 1

Rezeptor der Membranen von Insulingranula. Der SUR 1 Rezeptor tritt in




91-

Wechselwirkung mit einem 65 kDa Protein, das die Leitfihigkeit eines in rdumlicher
Nihe befindlichen Chloridkanals er6ht. Durch Einstrémen von Chloridionen in die
Insulingranula kommt es parallel zu einem Protoneneinstrom, der den Zuwachs an
negativen Ladungen in den Granula ausgleicht. Durch die Azidifizierung wird der
ReifungsprozeB der Insulingranula und schlieBlich die Insulinexozytose verstirkt. Die
Umwandlung von Proinsulin in Insulin hingt von der Aktivitit der entsprechenden
Konversionsenzymen ab (Orci et al., 1994; Furukawa et al., 1999). Diese Enzyme
haben ihr pH-Optimum im sauren Milieu. Deshalb ist eine Azidifizierung der Granula
fiir eine effiziente Insulinbildung aus Proinsulin notwendig. Das 65 kDa Protein
wurde durch den Antik6rper JSB-1 detektiert. Dieser Antikérper wurde urspriinglich
gegen ein Multidrug-Resistance (=MDR) Protein gebildet. Aus diesem Grund wurde
das Protein in der Publikation auch als MDR-like 65 kDa Glykoprotein bezeichnet.
Moglicherweise greifen die Imidazoline an dieses 65 kDa Protein oder an andere in
diesem Zusammenhang stehende Proteine bzw. Bindungsstellen an. Eine
Beeinflussung der Offnungswahrscheinlichkeit des genannten Chloridkanals durch
Bindung von Imidazolinen ist ein Beispiel. Es gibt noch eine Reihe anderer im
Zusammenhang mit der Insulinfreisetzung wichtige Proteine, die in der
Insulingranulamembran lokalisiert bzw. mit dieser assoziiert sind. Die Calcium-
Calmodulin abhingige Protein Kinase II (=CaM Kinase II) ist ein solches Protein
(Easom, 1999). Dieses Enzym steuert u.a. die Phosphorylierungsschritte von
Proteinen, die vermutlich die Bewegung, das Andocken sowie die Fusion von
Insulingranula vermitteln (Gromada et al., 1999; Eliasson et al., 1997). Diese Proteine
schlieBen Synapsin I, Mikrotubuli-assoziiertes Protein-2 (=MAP 2), N-ethylmaleimid-
sensitives  Fusionsprotein (=SNAP), Vesikel assoziiertes Membranprotein
(=VAMP/Synaptobrevin), alpha-SNAP, SNAP 25 und Synaptotagmin mit ein. In
diesem Zusammenhang wurde auch die Erhohung der durch Tolbutamid-vermittelten
Insulinfreisetzung nach Uberexpression der CaM Kinase II in MIN 6 Zellen
beschrieben (Tabuchi et al., 2000). Die Aktivitit der CaM Kinase II wurde dabei
durch Tolbutamid, jedoch auch durch depolarisierende KCl Konzentrationen erhoht.
Unter Beriicksichtigung der Publikation des granuldren MDR-like Proteins stellt sich
die Frage, ob die Aktivierung der CaM Kinase II im Falle von Tolbutamid iiber
Wechselwirkung mit dem granulidren SUR 1 Rezeptor/MDR-Protein oder wie bei KCl
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iiber einen einer Depolarisation folgenden Ca*" Einstrom in die Beta-Zelle vermittelt
wird. Uber den Angriffsort der Imidazoline im Zusammenhang mit der CaM Kinase II
kann ebenfalls nur spekuliert werden. Die Annahme einer direkte Beeinflussung der
CaM Kinase II kann durch die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Colokalisation der
Naphtholimidazoline mit diesem Enzym jedoch gestiitzt werden. Aufgrund der
Colokalisation kénnte der Insulinfreisetzung auBerdem eine Wechselwirkung der
Imidazoline mit einem der o.g. durch die CaM Kinase Il-regulierten Proteine
zugrundeliegen.

Die Glukokinase ist ein fiir die Glukose-abhingige Insulinfreisetzung wichtiges
Enzym. In MIN 6 Zellen wurde fiir die Glukokinase wie fiir die CaM Kinase II eine
Colokalisation mit Insulingranula beschrieben (Stubbs et al., 2000). Die Glukokinase
hat in Beta-Zellen ein anderes subzellulires Verteilungsmuster wie in Hepatozyten. In
Leberzellen findet bei Anflutung von hohen Glukosekonzentrationen eine
Dissoziation der Glukokinase von ihrem regulierenden Protein statt und beinhaltet
Translokation von sowohl Glukokinase als auch Regulatorprotein vom Zellkern zum
Zytoplasma. Dieser Mechanismus ist mit verantwortlich fiir die grofle
Glukosemetabolisierungskapazitit von Leberzellen, weil durch diesen rdumlichen
Wechsel auch eine Enzymdegradation verringert wird. Fiir Beta-Zellen gibt es
gesicherten Befunde einer anderen subzelluldren Verteilung der Glukokinase sowie
auf das Fehlen der ridumlichen Wechsel des Enzyms in Abhingigkeit der
Glukosekonzentration. AuBerdem gibt es keine sicheren Hinweise auf die Existenz
eines Glukokinase-Regulationsproteins wie in Leberzellen. Die Glukokinase findet
man in MIN 6 Zellen groBteils mit Insulingranula colokalisiert. Im Gegensatz zu der
Verstoffwechslung groBer Glukosemengen in Leberzellen scheint die sinnvolle
Funktion der Glukokinase in Beta-Zellen eine Art Glukosesensor zu sein. Stubbs et al.
gehen in der Publikation auch auf die vorher angesprochene Azidifizierung der
Insulingranula im Zusammenhang mit der Insulinfreisetzung ein. Demnach konnte der
Grund fiir die Prisenz der Glukokinase auf Insulingranula die dort benétigte Energie
fir die H ATPasen und/oder die Ca>* ATPasen sein. Um durch Glukosemetabolismus
am Ort des ATP-Bedarfs und vor allen Dingen um eine schnelle Insulinausschiittung
gewihrleisten zu konnen erscheint diese Lokalisation auch physiologisch sinnvoll.
Ein niedriger intragranulirer pH Wert ist fiir die Reifung der Insulingranula inklusive

der Konversion von Proinsulin zu Insulin notwendig. Die Bedeutung von
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intragranuldrem Ca?* ist noch nicht vollstindig geklért. Tabuchi et al. publizierten
2000, daB fiir die Insulinfreisetzung in unmittelbarer Nihe der Plasmamembran eine
erhohte Ca** Konzentration erforderlich ist, die durch Annaherung von Ca®' reichen
Insulingranula erzeugt werden kdnnte. Scheenen et al. haben 1998 die Notwendigkeit
einer erhohten intragranuliren Ca®* Konzentration fur eine optimale Exozytose
beschrieben und bestitigt. Dabei wurde auch zwischen dem sauren und nicht-sauren
Ca®* Pool differenziert, wobei der saure Ca?* Pool von Lysosomen, Endosomen,
Trans-Golgi-Netzwerk sowie im Fall der Beta-Zelle hauptséchlich von Insulingranula
reprisentiert wird. Es wurde dabei festgestellt, dal eine durch Ionomycin vermittelte
Erniedrigung der intragranuliren Ca?* Konzentration im Gegensatz zu einer
Erniedrigung der Ca®>* Konzentration des nicht-sauren Ca?* Pool eine Reduktion der
Insulinfreisetzung in INS 1 Zellen zur Folge hatte. AuBerdem wurde in dieser
Publikation beschrieben, daB im Gegensatz zu einer hohen intragranuliren Ca®*
Konzentration kein niedriger intragranuldrer pH flir eine optimale Insulinfreisetzung
erforderlich ist. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu vielen anderen
Publikationen (Orci et al., 1994; Barg et al., 1999; Furukawa et al., 1999), wird aber
auch von anderen bestitigt (Aspinwall et al., 2000; Aspinwall et al., 1997).
Grundsitzlich scheint aufgrund dieser gegensitzlichen Beobachtungen die
tatsdchliche Bedeutung des intragranuldren pH Wertes beziiglich des AusmaBes der
Insulinfreisetzung noch nicht klar zu sein.

Synaptotagmine sind wichtige Fusionsproteine mit Lokalisation in der
Granuamembran (Mizuta et al., 1997). Inwieweit Imidazoline ihre Wirkung iiber
Synaptotagmine vermitteln ist unklar, aber es ist bekannt, daB Synaptotagmine
Wirkungen von erhohten Ca®* Konzentrationen weitervermitteln und verstirken
konnen Gut et al., 2001). Eine zusitzliche, modulierende Imidazolinwirkung an
Synaptotagminen ist nicht ausgeschlossen.

Als weiteres granulamembranstéindiges Protein mit stimulierender Wirkung auf die
Insulinfreisetzung ist ein von Konrad et al. 1995 beschriebenes PTX sensitives
heterotrimeres G; Protein zu nennen. Eine dariiber vermittelte Imidazolinwirkung ist
allerdings unwahrscheinlich, weil die zusammen mit PTX getesteten Naphthol- und

Indolimidazoline in MIN 6 Zellen keinen Wirkverlust zeigten.
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4.4. Untersuchungen zur Bindungskinetik von BL 11778

Lundquist et al. beschrieben 1985 fiir das Antimalariamittel Quinacrin, einem
Acridinderivat, in Beta-Zellen eine Colokalisation mit Insulingranula. Die
Ausschiittung von Insulin hatte eine Verminderung der Fluoreszenzintensitiit von
Quinacrin zur Folge. Dies war auf eine Ausschleusung der Substanz zusammen mit
Insulin zuriickzufiihren (Ozawa et al., 1997).

Um die Moglichkeit einer Imidazolinanreicherung innerhalb der Insulingranula ohne
feste Bindung der Substanz an die Granulamembran bzw. dort verankerte Proteine
auszuschliefen, wurde das fluoreszierende Imidazolin BL 11778 untersucht. Dabei
zeigte ein modifizierter Insulinfreisetzungsversuch mit suspendierten MIN 6 Zellen
keine signifikante Fluoreszenzabnahme der mit BL 11778 und 25 mM Glukose
behandelten Zellen im Vergleich zu mit BL 11778 und 0 mM Glukose behandelten
Zellen. Die Imidazolinverbindung wurde demnach bei Glukosestimulation nicht
zusammen mit dem Insulin der Insulingranula in den Extrazelluldrraum freigesetzt,
sondern verblieb aufgrund von Bindungen von BL 11778 an die Granulamembran
bzw. dort verankerte Proteine in den MIN 6 Zellen. Durch die Fusion der
Insulingranula mit der Plasmamembran wird die Substanz vermutlich zunéchst in der
Plasmamembran angereichert, um sich im weiteren Verlauf des Zellstoffwechsels
zusammen mit dem vormaligen Granulamembranabschnitt wieder aus der
Plasmamembran herauszul6sen und in das Endoplasmatische Retikulum zu wandern.
Dort wird Proinsulin in wiedergebildete Granula aufgenommen und nach Konversion
der Insulinvorstufe stehen der Zelle wieder exozytierbare, gereifte Insulingranula zur
Verfligung. Mit dem fluoreszenzmarkierten Sulfonylharnstoff Glibenclamid-TR/-FL
konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Anférbung granuldrer Strukturen
gezeigt werden. Dabei wurde auch wie bei der Imidazolinanfirbung eine polare
granulidre Verteilung innerhalb der MIN 6 Zellen beobachtet. Interessanterweise
haben Sulphonylharnstoffe wie Glibenclamid und Tolbutamid als schwache Sduren
pKs Werte von ~5,3 wohingegen die Imidazoline als Basen pKs Werte von ~9 bis 10
aufweisen. Im Zytosol bei einem pH Wert von ~7,3 sind die beiden Substanzgruppen
demnach entgegengesetzt geladen. Die Sulphonylharnstoffe liegen als deprotonierte

Sduren anionisch vor, wohingegen die Imidazoline als protonierte Basen kationisch
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vorliegen. Fine Anreicherung beider Substanzgruppen in den sauren (pH 4-6)
Insulingranula erscheint unwahrscheinlich, da bei den Imidazolinen bereits im
Zytosol eine nahezu quantitative Protonierung zum Kation eintritt und die Loslichkeit
der Sulphonylharnstoffe bei Bildung der undissoziierten, ungeladenen Séure in den
Granula stark abnimmt. Auflerdem sind ungeladene Sulphonylharnstoffe gut
membrangéngig und wiirden auch aus diesem Grund nicht in den Insulingranula
angereichert. Klassische Lysosomenfarbstoffe sind meist schwach basische Amine
und detektieren die sauren Organellen durch ihre geringe Basizitit mit pKs Werten
von ~4 bis ~6 nach Protonierung und Kationbildung sowie Anreicherung in den
sauren Kompartimenten, die Ionenfallencharakter besitzen. Wie bereits oben erwihnt
sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Imidazoline stark basisch und
detektieren die Granula nicht durch eine Akkumulation wie die
Lysosomenindikatoren.

Insulinfreisetzende Wirkungen der Imidazolinverbindung Efaroxan wurden von Chan
et al. 2001 beschrieben. Dabei wurde unter anderem bei Insulinfreisetzungsversuchen
mit perifundierten Ratteninseln die Notwendigkeit der Anwesenheit des Imidazolins
im DurchfluBmedium fiir eine Steigerung der Insulinfreisetzung beschrieben. Die
Entfernung von Efaroxan aus dem DurchfluBmedium hatte eine schnelle und
kontinuierliche Verminderung der Insulinfreisetzung bis auf basale Werte zur Folge.
Die Ergebnisse der Insulinfreisetzungsversuche der vorliegenden Arbeit haben
gezeigt, daB bei statischen Inkubationen mit den Naphthol- und Indolimidazolinen
eine Versuchsmodifikation mit Imidazolinprdinkubation und nachfolgendem Waschen
keine signifikante WirkeinbuBe bewirkte. Lediglich die Dauer der Priinkubation
mubBte bei BL 11282 im Vergleich zu den anderen Imidazolinen von 1 auf 20 Minuten
erhoht werden, um eine #hnliche Insulinfreisetzung wie beim Versuch unter
Standardbedingungen zu erhalten. Inkubationen von suspendierten MIN 6 Zellen mit
dem fluoreszierenden Naphtholimidazolin BL 11778 haben in der vorliegenden Arbeit
gezeigt, daB eine Verldngerung der Imidazolininkubationszeit von 5 auf 20 und

60 Minuten zu keiner signifikanten Erh6éhung der Fluoreszenzintensitit bzw.
Imidazolinkonzentration in den Zellen fiihrte. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den o.g. Beobachtungen mit Efaroxan, bei denen die Autoren eine
feste, auch nach Imidazolinentfernung aus dem Medium verbleibende

Imidazolinbindung an das wirkungsvermittelnde Protein wegen des Wirkverlustes
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ausschlossen. Erginzend mufl zu der Publikation von Chan et al. allerdings auf die
nach Entfernung von Efaroxan aus dem Perifusionsmedium wiederkehrende
Efaroxanwirkung hingewiesen werden, die nach einer Erhohung der
Glukosekonzentration im Perifusionsmedium beobachtet wurde. Aus diesen Befunden
kann man deuten, daB Efaroxan und vermutlich auch die Naphthol- und
Indolimidazoline eine primende Wirkung vermitteln, die auch nach
Substanzentfernung zu einer erhdhten Insulinfreisetzung fithren kann, und daB die
Naphthol- und Indolimidazoline nach eimaligem Zellkontakt an ihrem Wirkort auch
nach Entfernung aus dem Zellmedium fest binden und dort eine niedrige

Dissoziationskonstante haben.

4.5. Beeinflussung der cAMP-Spiegel durch Imidazoline

Die Bedeutung von cAMP fiir die Insulinfreisetzung wurde vielfach beschrieben
(Mariot et al., 1998). Fiir die Imidazoline RX 871024 und Efaroxan wurde
beschriecben, daB neben ihrer depolarisationsunabhingigen Wirkung keine
Beeinflussung der zytosolischen cAMP Konzentration stattfand (Zaitsev et al., 1996;
Chan et al., 2001).

Die Messungen der Phosphodiesteraseinhibition sowie die Messungen der
Luciferasebildung lassen beide Riickschliisse auf cAMP- Konzentrationsénderungen
zu. In der vorliegenden Arbeit wurden dadurch keine signifikanten cAMP-Spiegel
erhdhenden Wirkungen der Naphthol- und Indolimidazoline festgestellt. Dies deckt
sich mit o.g. Erkenntnissen tiber RX 871024 und Efaroxan. Auflerdem konnte durch
die Publikation von Chan et al. 2001 auch gezeigt werden, dal die Applikation des
Imidazolinantagonisten KU14R zu einer Reduktion der durch Forskolin und IBMX
vermittelten Insulinfreisetzung fiihrte ohne dabei die durch Forskolin und IBMX
vermittelte cAMP-Spiegelerhohung zu beeinflussen. Dies deuted auf eine Wirkung
des Imidazolins Efaroxan zu einem spiteren Zeitpunkt in der Signalkette als die
Wirkung von cAMP hin. cAMP aktiviert als second messenger die Protein Kinase A
(=PKA), die durch Phosphorylierung anderer Proteine zu einer Erhohung der

Insulingranulabewegung und letztlich zu einer Erh6hung der Insulinfreisetzung fiihrt.
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Die Aktivitit der Protein Kinase C (=PKC) ist von Ca*" und Diacylglycerol (=DAG)
abhingig. Fiir die Imidazolinverbindung RX 871024 wurde von Efanov, Zaitsev,
Berggren et al. 2001 eine DAG- konzentrationserhhende Wirkung in Beta-Zellen
nachgewiesen. Da BL 11778 eine signifikant additive insulinfreisetzende Wirkung zu
dem PKC aktivierenden Phorbolester PMA zeigte (siehe 3.1.1.) erscheint eine DAG
Konzentrationserhohung  als  entscheidender Teil der Imidazolinwirkungen

hinsichtlich Insulinfreisetzung jedoch unwahrscheinlich.

4.6. Untersuchungen zur Toxizitiit der Imidazoline

Vielfach wurden bei den Insulinfreisetzungsversuchen mit Imidazolinen
Konzentrations-Wirkungskurven mit einer Glockenform (=Bell shape) erhalten, was
auf evtl. toxische Effekte der Substanzen bei hohen Konzentrationen hindeutete.Im
Zusammenhang mit Imidazolinwirkungen in Beta-Zellen wurde von Mourtada et al.
2000 berichtet, daB bestimmte Imidazoline in hohen Konzentrationen zytotoxische
Wirkungen zeigen. Dabei wurden u.a. Idazoxan und Phentolamin als Imidazoline mit
antiproliferativer und zytotoxischer Wirkung identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den Naphthol- und Indolimidazolinen
Phentolamin und Idazoxan mit dem MTS Test auf Zellproliferation und Zytotoxizitét
gepriift. Dabei zeigten alle getesteten Verbindungen in den jeweils applizierten
Hochstkonzentrationen  eine  antiproliferative und  zytotoxische ~ Wirkung.
Trypanblaufirbungen bestitigten dabei die Ergebnisse des MTS Tests. In allen Fillen
hatte die toxische Imidazolinwirkung ein Ablosen der Zellen vom Boden zur Folge.
Die Ausprigung der antiproliferativen und toxischen Wirkungen sowie das Ablosen
der Zellen war bei Naphthol- und Indolimidazolinen sowie bei Phentolamin und
Idazoxan sehr #hnlich. Es erscheint daher zunéchst wahrscheinlich, daB die
Substanzen hinsichtlich dieser Wirkungen den gleichen Wirkmechanismus haben.
Mourtada et al. diskutierten die Imidazolinbindungsstellen I, und I3 als mogliche, die
toxischen Wirkungen vermittelnden Bindungsorte. Da Efaroxan als depolarisierendes

Imidazolin ein wahrscheinlicher I3 Agonist ist, jedoch keine antiproliferative und

zytotoxische Wirkungen zeigte, kann die I3 Bindung als wirkungsvermittelnder
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Bindungsort ausgeschlossen werden. Auflerdem bindet Idazoxan nicht an die I
Bindungsstelle. Die Imidazolinbindungsstelle I, scheidet ebenfalls aus, da Tolazolin
als potenter I; Ligand im Gegensatz zum ebenfalls als I, Ligand bekannten Idazoxan
keine antiproliferativen und zytotoxischen Wirkungen zeigte. Neben den
Imidazolinbindungsstellen wurden auch alpha 2 Rezeptoren und deren Blockade als
mogliche Wirkung in Betracht gezogen. Da Efaroxan auch eine alpha-2 blockierende
Wirkung hat, jedoch wie oben angesprochen keine antiproliferative und zytotoxische
Wirkungen zeigte, konnten alpha-2 Rezeptoren aber auch als Target ausgeschlossen
werden. Diese Erkenntnisse zeigen zusammen einmal mehr, daB die
Imidazolinwirkungen-sowohl die insulinfreisetzenden als auch die antiproliferativen
und zytotoxischen Wirkungen- nicht durchweg iiber den gleichen Mechanismus
vermittelt werden, sondern daB8 ein komplexes, z.T. heterogenes Wirkprofil dieser

Substanzen vorliegt.
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5. Zusammenfassung

Die  Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, daB
Imidazolinverbindungen hinsichtlich der insulinfreisetzenden Wirkung in Beta-Zellen
sehr unterschiedlich sind. Die alpha-Rezeptoragonisten mit Imidazolinstruktur
hemmten die Insulinfreisetzung durch alpha-2 Rezeptoragonismus, wobei durch
Ausschaltung von alpha-2 Rezeptoren eine insulinfreisetzende  Karp-
kanalblockierende Wirkung demaskiert werden konnte. Dagegen bewirkten die
meisten getesteten Verbindungen mit Imidazolinstruktur ohne alpha-2
Rezeptoragonismus jedoch eine Glukose-abhéngige Steigerung der Insulinfreisetzung.
Im Gegensatz zu insulinfreisetzenden Imidazolinen wie Phentolamin blockierten die
neuen insulinfreisetzenden Imidazoline alpha-2 Rezeptoren nicht. Erstmals konnten
zwei Glukose-abhingig insulinfreisetzende Imidazoline, BL 11282 und BL 11345
durch Bisoxonolmessungen als nicht Karp-kanalblockierend identifiziert werden.
Damit konnten viele &dltere Publikationen bestitigt werden, bei denen zusitzliche
Effekte neben einer Karp-Kanalblockade durch Imidazoline gezeigt, die Bedeutung
der Karp-Kanalblockade fiir das Ausmafl der Insulinfreisetzung jedoch nicht
eingeschitzt werden konnte. Die fehlende additive Wirkung bei kombinierter
Applikation von depolarisierenden und nicht-depolarisierenden Imidazolinen gab
Hinweis darauf, dal die von den meisten Glukose-abhingig insulinfreisetzenden
Imidazolinen vermittelte Karp-kanalblockierende Wirkung nur einen Zusatzeffekt
neben der entscheidenden Karp-kanalunabhingigen Wirkung darstellt, und daB die
Kanalblockade fiir das Ausmal der Insulinfreisetzung und die Glukoseabhéngigkeit
der Imidazolinwirkung nicht relevant ist. Durch Confokale Laserscanning
Mikroskopie (=CLSM) und Nutzung der Fluoreszenz der Naphtholimidazoline
konnten erstmals subzellulire Verteilungen von Imidazolinen mikroskopisch
beobachtet werden. Die dabei festgestellte Colokalisation von Imidazolinen mit
Zinkionen und Insulin fithrte zur Annahme eines Imidazolinwirkorts an Insulingranula
bzw. mit den Granula- assoziierten Funktionsproteinen. Der genaue Angriffsort ist
noch nicht bekannt, mit dem 65 kDa Multi Drug Resistance like (=MDR-like)
Glykoprotein, der CaM Kinase II, der Glukokinase, den Synaptptagminen und
anderen Proteinen sind aber einige insulingranulamembranstindige mogliche

molekulare Targets bekannt. Die weitere Kldrung des Wirkmechanismus und der
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Bindungsorte von Imidazolinen stellt eine wichtige und notwendige Aufgabe flir eine

mogliche Therapieverbesserung des Typ II Diabetes dar.

S. Summary

The present work has shown that the effects of imidazoline compounds are very
different in regard to their insulin releasing activity in beta cells. Alpha receptor
agonists with an imidazoline moiety inhibited insulin release via alpha-2 receptor
agonism. Blockade or knockout of alpha-2 receptors led to an insulin release on the
other hand and demasked a Karp channel blocking activity of the respective
compounds. In contrast, most of the tested imidazoline compounds lacking alpha-2
receptor agonism led to a glucose-dependent increase in insulin release. In contrast to
insulin releasing imidazolines like phentholamine the new insulin releasing
imidazolines did not block alpha-2 receptors. For the first time, imidazoline
compounds with glucose-dependent insulin releasing properties, BL 11282 and BL
11345 were identified with the bisoxonol membrane potential measurement as non-
depolarizing and non-Karp channel blocking. Thus, many previous studies that
proposed additional imidazoline effects besides their Karp channel blocking activity
were confirmed. The previous studies did not deal with the question to which extent
imidazolines can induce a glucose-dependent increase in insulin release via a Karp
channel-independent pathway. The present work shows a lacking additive effect with
regard to insulin release when depolarizing naphthol imidazolines and non-
depolarizing indol-imidazones were applied combined to MIN 6 cells. This led to the
assumption that the Karp channel blockade mediated by most of the insulin releasing
imidazolines is only an additional effect besides a Karp channel-independent pathway
which is responsible for the extent and glucose-dependency of the mediated insulin
release. Confocal laserscanning microscopy (=CLSM) enabled to show the subcellular
distribution and binding of fluorescent naphthol imidazolines in MIN 6 cells.
Colocalization of the naphthol imidazoline BL 11778 with zinc ions and insulin led to
the assumption that the unknown molecular target mediating glucose-dependent
increase in insulin release via a Karp channel-independent pathway is located on

insulin secretory granules or proteins closely associated with them. The target was not
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identified but several proteins with important function in regard to insulin release are
known to be located on insulin granules such as a 65 kDa mdr-like glycoprotein, CaM
kinase II, synaptotagmins, glucokinase and other proteins. Further investigations are
required to identify the imidazoline binding site and its molecular structure. This
could lead to new antihyperglycemic drugs and an improvement in therapy of type II

diabetes.
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