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Einleitung

1.) Einleitung

1.1) Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die auf einem
Mangel an Insulin beruht. Nach langerer Krankheitsdauer konnen
Spatschaden entstehen, wobei hier die Makroangiopathien, mit
Arteriosklerose der Koronar- und HirngefalRe und die Mikroangiopathien, die
verantwortlich fur die Entstehung von Nephro-, Neuro- und Retinopathie sind,

ursachlich beteiligt zu sein scheinen.

Der Diabetes lasst sich generell in zwei Typen klassifizieren (American
Diabetes Association, 1997):

Beim Typ-1-Diabetes (IDDM= insulin dependend diabetes mellitus) kommt es
zu einer immunologisch, selten auch idiopathisch bedingten, p-
Zelldestruktion, die zu einem absoluten Insulinmangel flhrt.

Der Typ-2-Diabetes (NIDDM= non insulin dependend diabetes mellitus) tritt
haufig mit Bluthochdruck und Ubergewicht (,Metabolisches Syndrom”) in
Erscheinung. Er zeichnet sich pathogenetisch in erster Linie durch eine
herabgesetzte Insulinwirkung aus, deren Ursachen hauptsachlich in einer
Abnahme der Sensibilitat und Dichte von Insulinrezeptoren liegen (De Fronzo
et al, 1992; Efendic et al., 1984). Diese ,Downregulation” der
Insulinrezeptoren hat zur Folge, dass immer mehr Insulin gebildet werden
muss, um den Blutzuckerspiegel im Normbereich zu halten. Man spricht hier
von einem relativen Insulinmangel.

Neben diesen beiden Hauptformen des Diabetes gibt es zusatzlich noch
andere spezifische Faktoren, die zu einer Manifestation der Krankheit fuhren
konnen, jedoch wesentlich seltener vorkommen. Zu nennen waren hier
beispielsweise Erkrankungen mit unterschiedlichen Gendefekten (MODY =
maturity-onset diabetes of the young, Typ 1-5), chronische Pankreatitis oder

Endokrinopathien (z.B. Cushing-Syndrom).
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1.2) Die Insulinfreisetzung

Schema zur Insulinfreisetzung in der B-Zelle
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Insulin

Ein Schema zur Insulinfreisetzung aus der p-Zelle des Pankreas ist in
Abb.1.1 dargestellt.

Hauptinitiator der Insulinfreisetzung ist Glukose. Glukose erreicht das Innere
der Zelle durch membranstandige Transporter (GLUT-2) und wird in Ublicher
Weise von der Zelle verstoffwechselt. Dadurch kommt es zu einem Anstieg
des ATP/ADP-Quotienten, was dazu flhrt, dass ein ATP-abhangiger K'-
Kanal (Katp-Kanal) schlief3t. Somit wird verhindert, dass positive lonen die
Zelle verlassen kénnen (Ashcroft u. Kakei, 1989). Dieser K*-Kanal besteht
aus einer kanalbildenden Untereinheit (Kir6.2) und einer regulativen
Untereinheit (SUR1) (Inagaki et al., 1995; Sakura et al., 1995), an der u.a.
die Sulfonylharnstoffe und die Glinidine, welche in der Therapie des Typ2-

Diabetes zur Anwendung kommen, ihren Ansatzpunkt haben.
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In Folge des Anstiegs der positiven lonen kommt es zu einer Depolarisation
der B-Zelle und zur Offnung von spannungsabhangigen L-Typ-Ca**-
Kanalen. Ca®**, welches auf diese Weise in die Zelle gelangt, gilt als
Hauptstimulus zur Entleerung der Insulingranula. Der Ca?*-Einstrom scheint
dariber hinaus noch durch den Redoxzustand des NADPH/NADP-
Quotienten moduliert zu werden, was sich jedoch noch in der Diskussion
befindet (Ammon, 1995; Masgrau et al., 2003).

Auch einige ,second messenger” sind in den Sekretionsvorgang der p-Zelle
involviert. Hierzu gehort u.a. das Adenylatcyclase-cAMP-System (Takahashi
et al.,, 1999). Aktiviert durch stimulierende G-Proteine, sowie einer
abnehmenden Aktivitat der Phosphodiesterasen fiuhrt dieser ,second-
messenger® zu einer gesteigerten Proteinkinase A (PKA)-Aktivitat, was u.a.
einen verstirkten Ca®*-Einstrom in die Zelle zur Folge hat. Ammala et al.
(1993) fanden allerdings heraus, dass die erhdhte intrazellulire Ca®'-
Konzentration nicht der einzige sekretionssteigernde Effekt von cAMP ist.

Als weitere ,second-messenger® sind Inositoltrisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) an der Insulinfreisetzung beteiligt. Beide entstehen
unter Einfluss der Phospholipase C (PLC). Wahrend IP3 eine gesteigerte
Ca?*-Mobilisierung aus den intrazelluldren Speichern bewirkt (Prentki et al.,
1985), kommt es durch DAG zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC),
welche  vermutlich, ebenso  wie die PKA, uber  weitere
Phosphorylierungsschritte an einer Insulinsekretion beteiligt ist (Brocklehurst
u. Hutton, 1984; Arkhammar et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass
eine gesteigerte DAG-Synthese und eine glukoseinduzierte
Insulinfreisetzung eng zusammenhangen (Wollheim et al., 1988), und dass
es auch Verbindungen zwischen den intrazellularen Wegen dieser
Botenstoffe und denen des cAMP gibt (Prentki u. Matschinsky, 1987).

Des Weiteren gibt es noch viele weitere Modulatoren, wie beispielsweise
Hormone, Neuropeptide und selbstverstandlich auch Neurotransmitter (siehe
Kap.1.3), die die glukosevermittelte Steigerung der Insulinfreisetzung

beeinflussen (Ammon, 1995).
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1.3) Das sympathische Nervensystem

1.3.1) Die Rezeptoren des sympathischen Nervensystems und ihre

Signaltransduktion

Wie allgemein bekannt ist wirken die Katecholamine, Adrenalin und
Noradrenalin, als klassische Transmitter des sympathischen Nervensystems
uber bestimmte Rezeptoren, die man als a4-, az- und P12 3+4- Adrenozeptoren
bezeichnet. Die «-Rezeptoren kann man, auf Grund ihrer
Aminosauresequenz, in weitere Rezeptorsubtypen unterteilen: oa,o18,001D,
sowie opa,a2s,02c. Des Weiteren gibt es noch einen ayp-Rezeptor (Bylund,
1988), der jedoch nicht in allen Spezies vorhanden ist.

Wahrend die o-, sowie B1- und Po-Rezeptoren in fast allen Geweben
vorhanden sind, soll der spater entdeckte p3-Rezeptor vor allem im Darm und
im Fettgewebe vorkommen (Emorine et al., 1994), jedoch gibt es auch
Untersuchungen, die ihm vasodilatatorische Fahigkeiten in bestimmten
Spezies zuschreiben (Berlan et al., 1994; Shen et al., 1994). Es ist allerdings
unbekannt, ob sich auch im Pankreas bzw. der (-Zelle B3-Rezeptoren
befinden (Graneman et al., 1991; Krief et al., 1993). Der zuletzt entdeckte 3-

Rezeptor ist der am Herzen vorkommende p4-Rezeptor (Kaumann, 1997).

Die Adrenozeptoren I6sen ihre Wirkungen wiederum Uber G-Proteine aus,
die in Ruhe als heterotrimere Membranproteine aus einer a-, -, und y-Kette
bestehen. Nach dem Andocken des Liganden an den Rezeptor kommt es zur
Dissoziation der GTP-beladenen a-Einheit und des PBy-Komplexes, wobei
beide ihrerseits wieder als Effektoren wirken koénnen. Uber ,second
messenger oder Offnung bzw. SchlieRung von lonenkanalen werden nun
die vielfaltigen Wirkungen auf den Zellstoffwechsel Ubertragen.

Die a4-Rezeptoren aktivieren ein G-Protein der Gg-Familie, was zu einer
Aktivierung der PLC fuahrt. Als ,second messenger® entstehen hieraus IP3
und DAG (siehe Kap.1.2).
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Die ao-Rezeptoren flhren zu einer Aktivierung von G-Proteinen der G-
Familie, infolgedessen es zu einer Hemmung der Adenylatcyclase, mit
nachfolgendem Abfall der cAMP-Konzentration, und zu einem Offnen der K*-
Kanale bzw. einem SchlieBen der Ca**-Kanale kommit.

Uber B4- und Bo-Rezeptoren werden G-Proteine der Gs-Familie stimuliert,
was wiederum zur gesteigerten Aktivitat der Adenylatcyclase und somit zum
vermehrten Anfall von cAMP fuhrt.

Auch von G-Proteinen und ihren Untereinheiten gibt es wieder eine Vielzahl
von Subtypen (Gutkind, 1998), so dass auch hier eine gro3e Heterogenitat
vorherrscht, was wohl auch der Grund ist, dass die genaueren Mechanismen
der sympathischen Wirkungen auf zellulare Reaktionen grdfitenteils noch
unbekannt sind.

Weiterhin besitzen die Adrenozeptoren auch die Fahigkeit, an verschiedenen
G-Protein-Subtypen zu binden. Dies wurde von Lang et al. (1995) fur op-
Rezeptoren und von Daaka et al. (1997) fur B,-Rezeptoren nachgewiesen,
die beispielsweise ihre Kopplung von Gs- auf Gi-Proteine umstellen konnen.
Auch ist, auf Grund dieser komplex zusammenhangenden Mechanismen,
nicht bekannt, ob die spezifischen adrenozeptorvermittelten Signale an der 3-
Zelle auf genau den oben beschriebenen Wegen Ubertragen werden.
Beispielsweise wurde eine op-vermittelte Hemmung der Insulinsekretion
einer verminderten cAMP-Stimulation zugeschrieben (Yamazaki et al., 1982),
dieses wurde jedoch von Ullrich und Wollheim (1984) sowie von Lang et al.
(1995) widerlegt.

1.3.2) Nachweis von Adrenozeptoren

Wie im vorigen Kapitel erwahnt, gibt es verschiedene Subtypen der
einzelnen Rezeptoren. Im Menschen sind, in Bezug auf a,-Rezeptoren, drei
verschiedene chromosomale Lokalisationen, die flr drei verschiedene
Adrenozeptor-Subtypen codieren, nachgewiesen worden (Kobilka et al.,
1987; Lomasney et al., 1990).
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Lacey et al. (1996) und Chan et al. (1997) konnten die zugehérige mRNA im
menschlichen Pankreas, in isolierten Langerhans’schen Inseln und in der
klonalen B-Zell-Linie HIT-T15 nachweisen, was darauf schlieRen Iasst, dass
multiple a,-Adrenozeptor-Subtypen im Pankreas und auch in der p-Zelle zu
finden sind.

Die gleiche Gruppe wies weiterhin das Vorliegen von p>-Rezeptor mRNA an

den insulinproduzierenden Zellen nach.

1.4) Einflusse des Sympathikus auf die Insulinfreisetzung

Es ist schon sehr lange bekannt, dass die Katecholamine einen
inhibitorischen Einfluss auf die Insulinfreisetzung im Menschen sowie in
anderen Spezies haben (Porte et al., 1966; Porte, 1969; Miller, 1981).

Dieser Effekt ist vom physiologischen Standpunkt so zu erklaren, dass unter
korperlicher Anstrengung oder unter Stress, wenn es zu einer
Katecholaminausschittung kommt, ein hoher Blutzuckerspiegel nétig ist. Da
Insulin bekanntlich genau den gegenteiligen Effekt auslést, ist in Folge

dessen eine Hemmung der Insulinausschuttung sinnvoll.

Die urspringliche Meinung Uber den adrenergen Einfluss sieht
folgendermalien aus:

Den o-Rezeptoren wird eine inhibierende Wirkung zugeschrieben,
wohingegen Uuber die B-Rezeptoren eine Stimulation erfolgen soll. Da die
Katecholamine Uber beide Rezeptoren wirken, soll in der Summe die
inhibierende Wirkung der a-Rezeptoren uberwiegen.

Neuere Untersuchungen von Devedjian et al. (2000) bestatigen dies, indem
sie an transgenen Mausen nachwiesen, dass eine Uberexpession von oo-
Rezeptoren zu einer abgeschwachten Insulinsekretion und verminderten
Glukosetoleranz fuhrte.

Unter diesen Aspekten wird auch ein weiterer pathogenetischer Faktor des

Typ-2-Diabetes diskutiert, der postuliert, dass im Pankreas und somit auch in

6
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der B-Zelle ein basaler adrenerger Tonus vorherrscht. Aufgrund einer
Verstarkung dieses Tonus und damit verstarkter adrenerger Inhibition soll es
nun zu einer reduzierten Insulinsekretion kommen (Robertson und Porte,
1973). Nilsson et al. (2001) bestatigten diese Uberlegungen, indem sie
beispielsweise an Ratten zeigten, dass eine Denervierung des Pankreas eine

gesteigerte Insulinantwort auf Glukose bewirkte.

1.4.1) a-adrenerge Auswirkungen

Es galt als wahrscheinlich, dass es sich bei der Hemmung der
Insulinsekretion um einen a-vermittelten (Porte, 1967), genauer gesagt um
einen ap-vermittelten Vorgang handelt (Nakadate et al., 1980; Nakaki et al.,
1980). Roy et al. (1981) bestatigten dies, indem sie zeigten, dass eine durch
Norepinephrin (Noradrenalin) ausgeldste Insulininhibition durch die Blocker
mit ax-Wirkung Phentolamin, Phenoxybenzamin und Yohimbin aufgehoben
wurde, nicht jedoch durch den selektiven o-Blocker Prazosin.

Schon davor gab es eine Vielzahl von Versuchen, in denen der unselektive
o-Blocker  Phentolamin  eine  durch Katecholamine = gehemmte
Insulinausschuttung aufhob (Buse et al., 1970; Lundquist, 1972).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass Phentolamin, auch ohne adrenergen
Grundtonus, die Insulinfreisetzung steigerte (Buse et al., 1970; Efendic et al.,
1975).

Schulz und Hasselblatt (1988) bestatigten dies in ihrer Arbeit, jedoch zeigte
in ihren Untersuchungen Rauwolszin, ebenfalls ein «ay-Blocker, keine
stimulatorischen Eigenschaften. Somit postulierten sie ein Jahr spater in
einer weiteren Arbeit (1989), dass nicht etwa der ay-blockierende Effekt die
Insulinfreisetzung bewirkt, sondern dass es sich diesbezlglich um einen
anderen Mechanismus handeln muisse. Somit lenkten sie die
Aufmerksamkeit auf die Stoffklasse der Imidazoline (siehe Kap.1.6), der auch

Phentolamin angehort. Seit dieser Zeit sind die Imidazoline Inhalt vieler
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wissenschaftlicher Untersuchungen, die ihre insulinfreisetzenden

Wirkungen bestatigen.

1.4.2) B-adrenerge Auswirkungen

Nach gangiger Lehrmeinung wird der Stimulation von B-Rezeptoren, speziell
von [o-Rezeptoren, eine Steigerung der Insulinsekretion zugeschrieben.
Arbeiten von Loubatiers et al. (1971), Massara et al. (1975) und Panagiotidis
et al. (1993) bestatigen dies. Harms et al. (1978) konnten zeigen, dass eine
B-stimulierte Insulinfreisetzung im Menschen durch Propranolol (nicht-
selektiver B-Blocker) effektiver gehemmt werden konnte, als durch Atenolol,
bzw. Metoprolol (beide selektive B1-Blocker). 1978 flhrten Lundquist und
Ericson Untersuchungen an Mauseinseln durch, bei denen die basale
Insulinsekretion von Propranolol gehemmt wurde.

Allerdings gibt es auch hierzu gegenteilige Untersuchungen. So zeigten
beispielsweise Garrino und Henquin (1990) ebenfalls an Mauseinseln, fir
Propranolol in hohen Konzentrationen einen glukoseabhangigen Anstieg der

Insulinsekretion.

Man sieht, dass es diesbezlglich noch keine einheitliche Meinung gibt. Die
Uberwiegende Lehrmeinung ist jedoch, dass es B.-vermittelt, zumindest in-
vivo, zu einer Steigerung der Insulinfreisetzung kommt.

Allerdings gilt zu beachten, dass es zwischen In-vivo- und In-vitro-
Untersuchungen grof3e Unterschiede geben kann. Aullerdem ist wichtig zu
erwahnen, dass es an vielen Variablen, wie beispielsweise Spezies, Dosis
oder vorherrschender Glukosekonzentration liegen kann, ob eine Substanz
stimulatorisch oder inhibitorisch wirkt, bzw. ob sie Uberhaupt eine Wirkung
zeigt. So zeigten Ribes et al. (1984) und Tilzey et al. (1985) fur Adrenalin an
unterschiedlichen Spezies, in unterschiedlichen Dosen und unter
varilerenden Glukosekonzentrationen sowohl stimulatorische als auch
inhibitorische Effekte.
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1.5) Einflusse des Parasympathikus auf die Insulinfreisetzung

Wie im gesamten Organismus sind auch die Wirkungen von Sympathikus
und Parasympathikus im Hinblick auf die Insulinfreisetzung gegensatzlich.

So konnte schon sehr friih gezeigt werden, dass eine Stimulation des Vagus
zu einer Erhdhung der Insulinspiegel im Plasma fuhrt (Frohmann et al., 1967,
Daniel u. Henderson, 1967). Zur selben Zeit wurde weiterhin festgestellt,
dass dieser Effekt durch den vagalen Neurotransmitter Acetylcholin (Ach)
zustande kommt (Malaisse et al., 1967).

Mit Hilfe der PCR gelang die Darstellung der DNA von muscarinergen M;-
und Ms-Rezeptoren in Ratteninseln und der Nachweis, dass der Ms;-Rezeptor

fur die Insulinfreisetzung verantwortlich ist (Boschero et al., 1995).

1.6) Die Imidazoline

Wie bereits in Kapitel 1.4.1 erwahnt wurde, sind die insulinfreisetzenden
Effekte der Imidazolin-Derivate seit einiger Zeit Inhalt vieler Untersuchungen.
Es zeigte sich, dass viele Imidazoline eine glukoseabhangige
Insulinfreisetzung sowohl in-vitro, als auch in-vivo bewirken.

Le Bihan et al. (1999) bestatigten in ihrer Arbeit, dass wahrscheinlich die
Imidazolin-Struktur fir diesen stimulatorischen Effekt verantwortlich ist.
Allerdings gibt es auch Imidazolin-Verbindungen, die gegenteilige Effekte
zeigen. So ist schon langer bekannt, dass z.B. Moxonidin, das davor u.a.
wegen seiner antihypertensiven Wirkung bekannt war, zu einer Hemmung
der Insulinsekretion fuhrt (Tsoli et al., 1995).

Der Vorteil, den die Imidazoline gegenuber bereits im Handel befindlichen
Insulinsekretagoga wie beispielsweise den Sulfonylharnstoffe (siehe Kap.
1.2) besitzen, besteht darin, dass die meisten Imidazoline, eine Ausnahme ist
hier Phentolamin, nur in Anwesenheit von Glukose eine gesteigerte
Insulinausschuttung bewirken. Dies wiurde das Risiko einer Hypoglykamie,

eine unerwlnschte Nebenwirkung der Sulfonylharnstoffe, minimieren bzw.
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ausschlie3en. Jedoch ist es bis heute noch nicht gelungen, eine Imidazolin-

Verbindung als Antidiabetikum auf den Markt zu bringen.

Uber welchen Mechanismus die Imidazoline genau wirken ist derzeit noch
Gegenstand der Diskussion. Da in ZNS und GefalRen bereits I4- und Io-
Imidazolinrezeptoren nachgewiesen wurden (Molderings, 1997), ist das
molekulare Target in der B-Zelle, der vermutliche |3-Rezeptor, noch nicht
nachgewiesen, wobei sehr wahrscheinlich ist, dass es sich hierbei um
mehrere Bindungsstellen handelt (Eglen et al., 1998; Morgan, 1999).

Der Grund fiir diese Uberlegungen liegt darin, dass fiir die Imidazoline bisher
mehrere Mechanismen, die fast alle in einer gesteigerten Insulinfreisetzung
resultieren, nachgewiesen wurden, aber deutlich wurde, dass nicht alle
Imidazoline ihre Wirkung Uber die gleichen Wege erreichen.So ist seit
langerem bekannt, dass Imidazoline zu einer SchlieBung der ATP-
abhangigen und auch spannungsabhangigen K*-Kanalen fihren (Chan et al.,
1991; Jonas et al., 1992). Allerdings kann dieser Mechanismus nicht als
einziger Angriffspunkt gesehen werden. Sowohl Arbeiten von Chan et al.
(2001), als auch Arbeiten von Efanov et al. (2001), in deren Untersuchungen
trotz ausgeschaltetem K'-Kanal eine gesteigerte Insulinausschittung
gemessen wurde, postulieren einen K*-Kanal unabhangigen Mechanismus.
Scheltdorf (2001) konnte in seiner Arbeit fur einige Imidazoline eine
deutliche, konzentrationsabhangige Zelldepolarisation in insulinfreisetzenden
Dosen zeigen, aber fir manche Verbindungen wurde die Depolarisation erst
in Dosierungen nachgewiesen, die ca. 10-mal hoher waren als die
insulinfreisetzenden Dosierungen. Somit konnte eine Depolarisation als
Wirkmechanismus ausgeschlossen werden.

Als K*-Kanal unabhéngige Mechanismen, (iber die die Imidazoline in der p-
Zelle ihre sekretionssteigernden Wirkungen entfalten, konnten eine
gesteigerte Ca®*-Freisetzung (Efanova et al., 1998) , eine Aktivierung der
Proteinkinasen A und C (Zaitsev et al., 1996), sowie eine Erhdohung der

DAG-Konzentration (Efanov et al., 2001) nachgewiesen werden.
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Somit wird deutlich, dass, nach jetzigem Stand der Forschung, fur die
Imidazolinwirkung noch kein einheitlicher Wirkmechanismus nachgewiesen
wurde, die Steigerung der Insulinfreisetzung jedoch mit grofer

Wahrscheinlichkeit durch multiple Mechanismen ausgeldst wird.
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1.7) Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Einflusse von verschiedenen
Substanzen mit Angriffspunkt an o- und pB-adrenergen Rezeptoren sowie von
Imidazolinen, in Ab- und in Anwesenheit von Glukose, auf die

Insulinfreisetzung von MING-Zellen getestet.

Die Untersuchungen behandelten folgende Fragestellungen:

1.) Kann die Insulinfreisetzung durch bestimmte Adrenergika gehemmt oder
gesteigert werden, und ist dieser Effekt glukoseabhangig?

2.) Inwieweit beeinflussen sich die Adrenergika, wenn sie in Kombination
appliziert werden? Kann der Antagonist einer Substanz die jeweilige
Wirkung inhibieren oder aufheben bzw. kann durch Kombination mit

einem Agonisten die jeweilige Wirkung gesteigert werden?

Hierbei wurden als a-Agonisten das Antihypotonikum Phenylephrin (a1) und
das zentral wirksame Antihypertonikum Moxonidin (o) eingesetzt. Als a-
Blocker kamen Prazosin (o), das ebenfalls blutdrucksenkend wirkt sowie
Phenoxybenzamin (a4,02) und Phentolamin (aq,02) zur Anwendung.
Phenoxybenzamin dient als Therapeutikum bei Phaochromozytom, wahrend
Phentolamin nur noch in der Notfalltherapie bei akuter Herzinsuffizienz zum
Einsatz kommt.

Bei diesen Bestimmungen muss man beachten, dass es sich bei Moxonidin
und Phentolamin sowohl um Substanzen mit Wirkung auf a-Rezeptoren als
auch um Imidazolinderivate handelt.

Des Weiteren wurde die Insulinsekretion nach Applikation der beiden

Imidazolinverbindungen BL 11771 und BL 11778 gemessen.

Die Auswirkungen von B-adrenergen Substanzen wurden anhand der j-
mimetischen Bronchospasmolytika Isoprenalin (B1,82) und Terbutalin (B2)

sowie dem selektiven Bs-Agonisten BRL 37344 gepruft. Als B-Blocker wurden
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die unselektiven Propranolol (als Enantiomere) und Pindolol sowie der

selektive B1-Blocker Atenolol getestet.

Die Einflusse der Substanzen wurden zuerst einzeln untersucht und danach
jeweils zwei Substanzen miteinander kombiniert.

Es wurde untersucht, ob sich die beiden a4-Adrenergika Phenylephrin und
Prazosin gegenseitig beeinflussen. Weiterhin wurden BL 11771 und BL
11778 jeweils mit Moxonidin und Phentolamin, bei denen es sich auch um
Imidazoline handelt, getestet und untersucht, ob sich deren Wirkungen auf
die Insulinfreisetzung gegenseitig beeinflussen.

An B-Rezeptoren wurde demonstriert, welche Wirkungen Isoprenalin und

Terbutalin jeweils in Kombination mit Propranolol und Pindolol zeigen.
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2.) Material und Methoden

2.1) Zellen

Alle Versuche wurden an MING6-Zellen, Subklon M9, (erhalten von Susumo
Seino, Chiba University, Japan) durchgefuhrt. Zum Zweck der Bevorratung
waren die Zellen in flissigem Stickstoff bei -170 C tiefgefroren. Um die

Versuche durchzufiihren wurden die Zellen aufgetaut und weiter kultiviert,

wobei die Versuche an den Zellpassagen 25 bis 40 erfolgten.

Miyazaki et al. beschrieben 1990 das erste Mal diese p-Zell-Linie, die eine
gut durch Glukose induzierbare Insulinsekretion zeigt.

Der Name MIN 6 steht fur ,Mouse Insulinoma, 6. Subklon®. Diese p-Zell-Linie
stammt urspringlich aus transgenen Mausen, die auf Grund einer Infektion
mit dem Simian-Virus-40-T Antigen B-Zell-Tumore entwickeln. Die in-vivo
immortalisierten pankreatischen B-Zellen stellen ein adaquates Hilfsmittel
zur Untersuchung von Insulinsekretion und zellularen Mechanismen dar, da
sie die physiologische Effektivitat der p-Zelle gut wiederspiegeln (Ishihara et
al., 1993).

2.2) Zellkultur

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, in Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM,+Natriumpyruvat), mit einem Glukosegehalt
von 25 mM, kultiviert und als Behéltnisse 162 cm? Kulturflaschen gewahlt.
Zusatzlich wurden dem Medium 10% Fetales Rinder Serum (FCS), 5ml
Penicillin/Streptomycin und 5ul Mercaptoethanol zugegeben. Das Medium
wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt und die Zellen einmal die Woche
gesplittet. Hierzu wurden die Zellen mit 10 ml Phosphate Buffered Saline

(PBS’, ohne Calciumchlorid und Magnesiumchlorid) gewaschen und
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anschlielend, zur Ablésung der adharenten Zellen vom Flaschenboden, mit
6 ml Trypsin/EDTA (1:1 Verdiinnung mit PBS™) fiir 3 Min. bei 37°C inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion mit 25 ml Medium gestoppt, die Zellen mit
1000 rpm zentrifugiert (4 Min., 21°C) und in 10 ml Medium resuspendiert.

Die Menge an Zellen wurde nun unter mikroskopischer Sicht mit Hilfe der
Neubauer-Zédhlkammer bestimmt und jeweils 3-5 Mio. zusammen mit 40 ml
frischem Medium in neue Zellkulturflaschen gefilit.

Man bezeichnet das Umsetzen der Zellen bzw. einen erfolgten

Trypsinierungsvorgang als eine Passage.

2.3) Insulinsekretionsversuche

Von den zu testenden Substanzen wurden zuerst Stocklésungen in 100 mM

Konzentration (gel6st in 100% Dimethylsulfoxid, = DMSO) hergestellt und
diese dann bei -20°C eingefroren. Zur Durchfilhrung der Versuche wurden

die jeweiligen Stockldsungen aufgetaut und in die gewunschte Konzentration
verdunnt.

Die Zellen wurden auf 96-Well-Platten ausgesat, wobei jedes Well mit 3 x 10*
Zellen und 200 ul Medium bestuckt wurde.

Nach zwei bis drei Tagen weiterer Kultivierung im Brutschrank wurden die
Zellen zweimal mit Earle's Balanced Salt Solution (EBSS) mit 0,1%
Rinderserumalbumin (BSA) gewaschen und fur 1 Std. im Brutschrank
gehungert.

Danach erfolgte die Zugabe der zu untersuchenden Substanzen in den
verschiedenen Konzentrationen, gegebenenfalls den verschiedenen
Kombinationen und mit low (0 mM) bzw. high (25 mM) Glukose.

Nach einer weiteren Stunde Inkubation wurde der Zelliberstand entnommen,
per Vakuumfilterapperatur durch eine Mikrofilterplatte (Multiscreen MAHVN)

gesaugt, auf der abgeldste, im Uberstand schwimmende Zellen
zuriickgehalten wurden und bei -20°C als Konzentrat tiefgefroren.
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Aus diesem Konzentrat konnte man nun den Insulingehalt per
Radioimmunoassay (RIA) bestimmen.

Die positive Kontrolle erfolgte bei allen Versuchen, bei denen die Substanzen
einzeln (nicht in Kombination) getestet wurden, anhand der Substanz
RX871024, welche erwiesenermallen eine starke Insulinfreisetzung bewirkt
(Efanov et al., 1998).

Die positive Kontrolle der Kombinationsversuche erfolgte durch die

erhaltenen Ergebnisse der Einzelversuche.

2.4) Radioimmunoassay (RIA)

Die Durchflihrung zur quantitativen Messung der freigesetzten Insulinmenge
erfolgte mit einer leicht modifizierten Variante des Rat Insulin RIA Kit der
Firma Linco, der, laut Herstellerangabe, 100% Kreuzreaktivitdt zu
Mauseinsulin zeigt. Hierbei werden im Meerschweinchen gebildeten
Ratteninsulinantikdrpern eine bekannte Menge von radioaktiv markiertem
Insulin sowie die zu messende Losung mit unmarkiertem Insulin zugegeben.
Es kommt nun zu einer kompetetiven Konkurrenz um die begrenzten
Bindungsstellen  der Insulinantikdrper  zwischen  markiertem  und
unmarkiertem Insulin. Um darzustellen wieviele Antikérper mit radioaktiv
markiertem Insulin besetzt sind, werden dem Gemisch Protein A
beschichtete und antikérperbindende Scintillation Proximity Assay (SPA)
Klgelchen hinzugefugt, die wiederum an den Insulinantikbrpern haften.
Durch Wechselwirkung des radioaktiven Liganden mit der Fluomikroshare
der Protein A Schicht, entstehen nun Lichtquanten, die im Photomultiplier
gemessen werden konnen. Es korreliert hierbei die Anzahl der gemessenen
Lichtimpulse negativ mit der unmarkierten, von den Zellen freigesetzten,
Insulinmenge. Mit einer Eichkurve konnen nun die gemessenen Werte
umgerechnet werden.

Der Ansatz fur diese Messung erfolgte folgendermalien: Das gefrorene

Konzentrat wurde bei Raumtemperatur aufgetaut und 1:51 mit EBSS (+ 0,71%
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BSA) verdinnt. Dann wurden jeweils 50 pl in Polyethylenphthalat 96 Well-
Mikrotiterplatten pipettiert und 50 pl eines Test-Puffers (0,05 M
Phosphatsalzlésung, ph 7,4, sowie 0,025 EDTA, 0,1% NaN3, 1%

insulinfreies RIA-taugliches BSA), sowie je 50 ul der bereits erwahnten [125I]

markierten Insulinlésung und der Ratteninsulinantikdrper hinzugeftigt. Um die
Eichkurve zu erhalten, wurden auf’erdem Ratteninsulinstandards mit den
gleichen Losungen pipettiert. Die Gesamtmischung wurde dann 24 Std. bei
Raumtemperatur inkubiert, am nachsten Tag erfolgte die Detektion der o.g.

Lichtsignale in einem Liquid Scintillation + Luminescense Counter.

2.5) Substanzen

Bei der Durchflihrung der Versuche wurde der Einfluss folgender Substanzen

auf die Insulinfreisetzung von MING- Zellen untersucht:

a-Rezeptor-Agonisten: a-Rezeptor-Antagonisten:

e Phenylephrin (o) Prazosin (o)

e Moxonidin (c.2) Phentolamin (a1, a2)

Phenoxybenzamin (o1, o)

Imidazoline:
e BL 11771
e BL 11778

e Moxonidin und Phentolamin (beide besitzen einen Imidazolinring)

B-Rezeptor-Agonisten: B-Rezeptor-Antagonisten:
e Isoprenalin (B1,B2) e (R)-Propranolol (nicht selektiv)
e Terbutalin (B2) e (S)-Propranolol (nicht selektiv)
e BRL 37344 (B3) e Pindolol (nicht selektiv)

e Atenolol(B1)
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2.6) Strukturformeln

BL 11771 BL 11778

cl N
IOl
0" ™ con

BRL 37344 Abb.1.2:
Stukturformeln
der Substanzen
BL 11771, BL
11778 und BRL
37344
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In Abb.1.2 sind die Strukturformeln der Substanzen BL 11771, BL 11778 und
BRL 37344 dargestellt. Auf die Abbildung der anderen untersuchten
Substanzen wird hier bewusst verzichtet, da es sich hierbei um Substanzen
handelt, die zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden und deren

Strukturformel in jedem umfassenden Lehrbuch nachgelesen werden kann.

2.7) Herkunft der verwendeten Substanzen, Losungen und Hilfsmittel

Fa. INVITROGEN (Karlsruhe):
e DMEM (+ Natriumpyruvat)

¢ Penicillin/Streptomycin
e Mercaptoethanol
e Trypsin/EDTA

Fa. SIGMA (Taufkirchen):

e FCS

e EBSS (+0,1% BSA)
e DMSO

e PBS

e Phenylephrin
e Prazosin

e Phentolamin
e Terbutalin

¢ (R)-Atenolol

Fa. LILLY FORSCHUNG GmbH (Hamburg):

e BL 11771
e BL11778
e RX 871024

e Moxonidin
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Fa. TOCRIS (Ballwin, MO, USA):
¢ (R)-Propranolol
e BRL 37344

Fa. ICN BIOMEDICALS INC. (Aurora, Ohio, USA):

e (S)-Propranolol

Fa. RESEARCH BIOCHEMICALS INC. (Natick, MA, USA):
e Phenoxybenzamin
e Pindolol (P125)

Fa. BOEHRINGER (Mannheim):

e |soprenalin

Fa. MERCK (Darmstadt):
e D(+)-Glukose Monohydrat

Fa. COSTAR (Cambridge, USA):
e Zellkulturflaschen (162 cm2)
e 96-Well-Platten

Fa. WALLAC (Turku, Finnland):
e Polyethylenphthalat 96-Well-Mikrotiterplatten

e Liquid Scintillation + Luminescense Counter

Fa. MILLIPORE (Eschwege):
o Filterplatte Multiscreen MAHVN

Fa. LINCO RESEARCH INC. (St.Charles, MO, USA):
e Rat Insulin RIA Kit
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Fa. AMERSHAM INTERNATIONAL (Buckinghamshire, UK):
e Protein A beschichtete antikdrperbindende SPA Kigelchen

Fa. JANDEL SCIENTIFIC SOFTWARE (S.Rafael, CA, USA):

e Sigmastat + Sigmaplot Softwarepackete

2.8) Statistische Auswertung

Aus den Einzelwerten wurde in jeder Versuchsreihe jeweils der arithmetische
Mittelwert und die dazugehorige Standardabweichung der Mittelwerte (SEM)
berechnet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Sigmastat
der Fa. Jandel Scientific Software. Hierbei wurden die Werte zuerst dem
Student-t-Test unterzogen und bei Nichterfillung der Kriterien
(Normalverteilung, gleiche Varianz) der Mann-Whitney-Test durchgefuhrt.
Das Signifikanzniveau (p) wurde auf < 0,05 festgelegt und signifikante
Unterschiede graphisch markiert.

EC50- bzw. IC50-Werte wurden mit der Regressionswizardfunktion
berechnet.

Die Anzahl der Experimente (=n) ist in jeder graphischen Darstellung

angegeben.

2.9) Gefahrstoffe und Sicherheit

Bei der Arbeit mit allen verwendeten Chemikalien wurden die Sicherheits-
und Entsorgungshinweise der Hersteller beachtet.

Biologisches Material und damit kontaminierte Arbeitsmaterialien wurden
nach dem Gebrauch autoklaviert. Die Gentechnischen Arbeiten wurden in

einem Labor der Sicherheitsstufe S1 ausgefuhrt.
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3.) Ergebnisse

3.1) a-Rezeptoren

Zuerst wurden die Einflusse von Substanzen mit Angriffspunkt an a-
Rezeptoren bzw. Imidazolin-Rezeptoren einzeln, jeweils unter high (25mM)-
und low (0mM)-Glukose Bedingungen, untersucht. Dann wurde gepruft, wie
die Substanzen in Kombination wirken und inwieweit sich ihre Wirkungen
beeinflussen. Diese Versuche fanden alle nur unter high-Glukose

Bedingungen statt.

3.1.1) a-agonistisch wirkende Substanzen

Phenylephrin Moxonidin
80 80
1 n=4 1 n=4
__ 60 . __ 60 .
E E
[} | [}
£, £
c 4 f+\ £
5 5
(2] [%2]
£ i=
20
10—
0 -
C -7 -6 -5 -4 C 10°° 3x10®  3x107  3x10°
log [M] log [M]
Abb.2:

Konzentrationsabhangiger Einfluss der a-Agonisten Phenylephrin (a.1) und Moxonidin (a2) auf die
Insulinfreisetzung der p-Zell-Linie MING in Anwesenheit von 0 mM Glukose (o) und 25 mM
Glukose (s).

(alle Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p < 0,05)
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Die a-Agonisten Phenylephrin (o) und Moxonidin (a2), welcher auch Affinitat
zu Imidazolinrezeptoren besitzt, zeigten in Anwesenheit von 25 mM Glukose
beide eine dosisabhangige Hemmung der Insulinfreisetzung (siehe Abb.2).
Phenylephrin senkte die Sekretion von einem Kontrollwert, der bei 42 ng/ml
lag auf 6,5 ng/ml (EC50=4,0x10®), wahrend die Applikation von Moxonidin
zu einer Senkung von 34,5 ng/ml auf 4,5 ng/ml fiihrte (EC50=1,0x10®).

In Abwesenheit von Glukose flhrten beide Substanzen zu keiner

signifikanten Hemmung.

3.1.2) a-antagonistisch wirkende Substanzen

Prazosin Phentolamin
100 1
| n=4 1004 n=4
80 | 1
= ] = 80
E 1 E ]
D 60 > ]
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2 40 7 2 40 - *
20 20 {6 \@_@__/?/N
10— —0—0—0—0079 ]
0 ~ P, 0~ FrpAmr—r
C 7 6 5 4 C 7 6 5 4
log [M] log [M]
. Abb.3:
Phenoxybenzamin
100 =6 Konzentrationsabhangiger Einfluss der a-
80 ] Antagonisten Prazosin (a1), Phentolamin
= (ou1,02) und Phenoxybenzamin (ou1,02) auf die
S 60
2 le— Insulinfreisetzung der p-Zell-Linie MING in
£ i
2 40 Anwesenheit von 0 mM Glukose (o) und 25
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20 4@_ mM Glukose (e).
] W (alle Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p
0 = A,
c 6 5 4 < 0,09)
log [M]
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Der o4-Blocker Prazosin zeigte unter high-Glukose Bedingungen keinen
Einfluss auf die Insulinsekretion, nur in der héchsten Konzentration (10*M)
war eine Tendenz zur Hemmung erkennbar (siehe Abb.3).

Ebenso verhielt sich Phenoxybenzamin (o4,a2), jedoch kam es in der
héchsten Konzentration (10*M) zu einer signifikanten Hemmung der
Insulinfreisetzung von einem Kontrollwert, der bei 51 ng/ml lag, auf 19 ng/mli
(siehe Abb.3). Ohne Glukose blieben beide Substanzen wirkungslos.
Phentolamin,  a-Blocker = mit  Imidazolring, fuhrte  bei  25mM
Glukosekonzentration zu einer Steigerung gegenuber der Kontrolle von 52
ng/ml auf 88 ng/ml (EC50=3,1x10°). Es kam in hdheren Konzentrationen zu
einem Ruckgang des positiven Effektes (siehe Abb.3). Bei Phentolamin war
die erhdhte Freisetzung nicht auf die Anwesenheit von Glukose beschrankt.
Ohne Glukose kam es zu einem ahnlichen Kurvenverlauf, wobei die

Insulinfreisetzung von 20 ng/ml auf 34 ng/ml gesteigert wurde.

Zusammenfassend fur die a-Blocker lasst sich sagen, dass bei Anwesenheit
von Glukose lediglich die Imidazolinverbindung Phentolamin einen Anstieg
der Insulinfreisetzung bewirkt hat, wohingegen die beiden anderen

Substanzen wirkungslos blieben.

3.1.3) Substanzen mit Imidazolinring

BL 11778 fuhrte zu einer annahernden Verdopplung der Insulinfreisetzung
von 46 ng/ml auf 85 ng/ml (EC50=4,0x107). Dieser Effekt war
glukoseabhangig, da er nur unter high-Glukose Bedingungen nachzuweisen
war (siehe Abb.4). In héherer Konzentration (10°M) kam es zur Abnahme
der gemessenen Insulinmenge.

Einen ahnlichen Kurvenverlauf zeigte die Substanz BL 11771 (siehe Abb.4).
Hier kam es zu einer glukoseabhangigen Steigerung von 48 ng/ml auf 86

ng/ml. Beide Substanzen zeigten, wie auch Phentolamin, einen sogenannten
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,bell-shaped“-Kurvenverlauf mit einer Abnahme der Insulinsekretion in

hoéheren Konzentrationen.

BL11778 BL11771
100 100
1 n=4 « 1 =4
80 80
T ] T ]
> 60 S 60
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20 : —0—0-0"C-0—5 20 o
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Abb.4:

Konzentrationsabhangiger Einfluss der Imidazoline BL11778 und BL11771 auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING in Anwesenheit von 0 mM Glukose (o) und 25 mM Glukose (e).

(alle Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p < 0,05)

3.1.4) Kombination von «a-Agonisten und «a-Antagonisten bzw.

Imidazolinen
3.1.4.1) Prazosin und Phenylephrin:

Wie bei den vorherigen Untersuchungen zeigte Prazosin (10°M) keine
Wirkung und Phenylephrin (10°M, 10°M, 10“*M) eine dosisabhangige
Hemmung. Die Wirkung von Phenylephrin konnte durch die Zugabe von
Prazosin allerdings antagonisiert werden (siehe Abb.5). Es kam nicht zu
einer vollstandigen Aufhebung der inhibierenden Wirkung von Phenylephrin,
aber zu einer signifikant reduzierten Hemmung in allen Konzentrationen. Bei
einer Phenylephrinkonzentration von 10° M konnte Prazosin die Sekretion
von 23 ng/ml auf 40 ng/ml steigern, bei einer Phenylephrinkonzentration von

10* M kam es zu einer Steigerung von 12,5 ng/ml auf 17 ng/ml.
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C Prazosin 10°® 107 10 10 10 10"
Konzentration [M]
1 ohne Substanz
1 Prazosin (10°M)
X1 Phenylephrin (in den angegebenen Konzentrationen)
KX Prazosin (10'5M) + Phenylephrin (in den angegebenen Konzentrationen)
Abb.5:

Der Einfluss von Prazosin (10'5M) und Phenylephrin (10'6M, 10°°M, 104M) auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25 mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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3.1.4.2) Phentolamin und BL 11778:

Beide Substanzen zeigten einzeln eine dosisabhangige Steigerung der
Insulinsekretion.

Bei BL 11778 (3x10"M, 10°M, 3x10°M) konnte in Kombination mit
Phentolamin in 107 M und 10° M Konzentration ein leichter, aber teilweise
signifikant additiver Effekt beobachtet werden (siehe Abb.6 u. 7).

100

% Abb.6
n=18 ' '
80 1 * T < T
-

£ 60 L
[e)) T
=S ™ T
£
2
2 404

20

0 T T T T T T T T

c Phent. 3x107 10°  3x10® 3x107 10°® 3x10°

Konzentration [M]

1 ohne Substanz

1 Phentolamin (107M)

KXY BL11778 (in den angegebenen Konzentrationen)

XX Phentolamin (107M) + BL11778 (in den angegebenen Konzentrationen)

Abb.6:

Der Einfluss von Phentolamin (10M) und BL11778 (3x10”M, 10°°M, 3x10°M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25 mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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Abb.7:

Der Einfluss von Phentolamin (10°M) und BL11778 (3x107M, 10°M, 3x10°M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25 mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

So konnte man bei einer Phentolaminkonzentration von 10° M und einer
3x10”" M Konzentration von BL 11778, denen einzeln Insulinausschuttungen
von 59,5 ng/ml bzw. 51 ng/ml zugrunde lagen, in Kombination eine

Steigerung auf 79 ng/ml beobachten.
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Eine Erhdhung der Phentolaminkonzentration in den Kombinationsversuchen
auf 10° M fiihrte, nach erreichtem Maximum, zu einer Hemmung der

Insulinfreisetzung (siehe Abb.8).
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KX BL11778 (in den angegebenen Konzetrationen)
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Abb.8:

Der Einfluss von Phentolamin (10°M) und BL11778 (3x10”'M, 10°°M, 3x10°M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25 mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

Man kam einzeln zu einer gemessenen Insulinsekretion von 91 ng/ml. Dieser
Wert lieB sich durch die Zugabe von 3x107 M und 10° M BL 11778 nicht
erhdhen. Bei der Zugabe von BL 11778 in 3x10° M Konzentration kam es zu

einer Reduzierung der Insulinausschattung auf 73 ng/ml.
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3.1.4.3) Phentolamin und BL 11771:

Analog zum vorherigen Versuch, zeigte auch BL11771 in Kombination mit
Phentolamin, einen fast identischen Kurvenverlauf. Wiederum zeigten beide
Substanzen einzeln eine signifikante Steigerung gegentber der Kontrolle.
Eine Phentolaminkonzentration von 10 M, der eine Insulinausschuttung von
59 ng/ml zugrunde lag, erhdhte diese, in Kombination mit BL 11771, in 3x10”
M, 10° M und in 3x10°® M Konzentration, in jedem Versuch auf ca. 77 ng/ml
(siehe Abb. 9).
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Abb.9:

Der Einfluss von Phentolamin (10°M) und BL11771 (3x10”"M, 10°°M, 3x10°M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25 mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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Erhéhte man die Phentolaminkonzentration auf 107 M, konnte die
Insulinsekretion mit BL 11771 in 3x107 M Konzentration auf 81 ng/mi
gesteigert werden. Mit den beiden hoheren Konzentrationen kam es zu einer
Abnahme dieses additiven Effektes auf 76 bzw. 71 ng/ml (siehe Abb.10).
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Abb.10:

Der Einfluss von Phentolamin (10°M) und BL11771 (3x107M, 10°°M, 3x10°°M) auf die
Insulinfreisetzung der pB-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25 mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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3.1.4.4) Phentolamin und Moxonidin:

Wiederum zeigte Phentolamin alleine die erwartete dosisabhangige
Steigerung der Insulinfreisetzung. Bei Moxonidin alleine kam es zu einer
Hemmung. In Kombination konnte gezeigt werden, dass Phentolamin die
hemmende Wirkung von Moxonidin in dosisiabhangiger Weise antagonisiert
(siehe Abb.11-13).
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Abb.11:

Der Einfluss von Phentolamin (10”M) und Moxonidin (10”M, 3x10°M, 3x10°°M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgeftihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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Abb.12:

Der Einfluss von Phentolamin (10'6M) und Moxonidin (10'7M, 3x10°M, 3x10'5M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 256mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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Abb.13:

Der Einfluss von Phentolamin (10°M) und Moxonidin (10”M, 3x10°°M, 3x10°M) auf die
Insulinfreisetzung der p-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

Wie zu sehen ist, trat mit jeder Erhohung der Phentolaminkonzentration der
hemmende Effekt von Moxonidin immer mehr in den Hintergrund. Bei einer
Konzentration von 10° M bewirkte Phentolamin alleine eine
Insulinausschattung von 82 ng/ml. Auch eine Kombination dieser
Phentolaminkonzentration mit Moxonidin in 107 M bzw. 3x10° M
Konzentration fuhrte nicht zu einer Verminderung der Sekretion. Sie lag
immer noch bei ca. 82 ng/ml. Eine Kombination der selben
Phentolaminkonzentration mit einer 3x10° M Moxonidin-Ldsung hatte eine

Ausschuttung von 72 ng/ml zur Folge.

34




Ergebnisse

3.1.4.5) Moxonidin und BL 11778:

Der gleiche antagonistische Effekt konnte fur Moxonidin und BL 11778 in

umgekehrter Weise beobachtet werden. Die insulinfreisetzende Wirkung der

Imidazolinverbindung BL 11778 wurde durch Moxonidin in geringer
Konzentration (107M) zunéchst gehemmt (siehe Abb.14).
. Abb.14
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KXY Moxonidin (10'7M) + BL11778 (in den angegebenen Konzentrationen)
Abb.14:

Der Einfluss von Moxonidin (107M) und BL11778 (3x10”'M, 10°°M, 3x10"°M) auf die Insulinfreisetzung

der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ;

* p <0,05)
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Bei Moxonidin in héherer Konzentration (10°) kam es zu einem vollstandigen

Uberwiegen der hemmenden Wirkung (siehe Abb.15).
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Abb.15:

Der Einfluss von Moxonidin (10'5M) und BL11778 (3x10'7M, 10°M, 3x10'6M) auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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3.1.4.6) Moxonidin und BL 11771:

Der Antagonismus von Moxonidin lief3 sich in gleichem Malle auch fur die
andere Imidazolinverbindung, BL 11771, nachweisen. Es konnten ahnliche
Effekte beobachtet werden (siehe Abb.16 u. 17).
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Abb.16:

Der Einfluss von Moxonidin (10’7M) und BL11771 (3x10'7M, 10°°M, 3x10'6M) auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)
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* Abb.17
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XN Moxonidin (10'5M) + BL11771 (in den angegebenen Konzentrationen)
Abb.17:

Der Einfluss von Moxonidin (10°M) und BL11771 (3x107M, 10°°M, 3x10°°M) auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

Zusammenfassend lasst sich fur die untersuchten Substanzen sagen, dass
sich ihre Wirkungen untereinander beeinflussen. Der a-Agonist Phenylephrin
in Kombination mit dem a-Antagonisten Prazosin, sowie Moxonidin in
Kombination mit Pentolamin und den Imidazolinen BL11778 und BL11771
zeigten, im  Hinblick auf die Insulinfreisetzung der MING6-Zelle, eine
entgegengesetzte Wirkung und waren in der Lage ihre Wirkungen zu
antagonisieren. Weiterhin zeigte Phentolamin in Kombination mit BL11778
und BL11771 eine leichte additive Wirkung.
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Substanz IC50 (log[M])
Phenylephrin 40x 10°

Moxonidin 1,0x 10

Substanz EC 50 (log[M])
Phentolamin 3,1x10°

BL 11778 4,0x 107

BL 11771 2,9x 10”7

Tab.1:

IC50-(bzw. EC50) Werte der Substanzen mit Einfluss auf die a-

Rezeptoren sowie der Imidazolinverbindungen BL 11778 und
BL 11771.
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3.2) B-Rezeptoren

An den B-Rezeptoren wurden ebenfalls zuerst die Einflisse der einzelnen
Substanzen alleine, unter high- und low—Glukose Bedingungen, getestet und
darauffolgend untersucht, wie sie in Kombination wirken.

Alle Kombinationsversuche fanden nur unter high-Glukose Bedingungen
statt.

3.2.1) B-agonistisch wirkende Substanzen
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Der B4- und B2-Agonist Isoprenalin senkte in Anwesenheit von Glukose die
Insulinfreisetzung dosisabhangig von einem Kontrollwert, der bei 49 ng/ml
lag auf 9,5 ng/ml (1IC50=5,3x10°). In Abwesenheit von Glukose zeigte die
Substanz keine Wirkung (siehe Abb.18).

Der selektive [2-Agonist Terbutalin zeigte unter beiden Glukose-
Bedingungen keine Veranderung zur Kontrolle.

Ebenso verhielt sich der selektive Bs-Agonist BRL 37344, jedoch kam es in
dieser Versuchsreihe bei einer Konzentration von 10° M zu einer leichten,
auch statistisch signifikanten, Hemmung der Insulinsekretion. Betrachtet man
jedoch den Kurvenverlauf und das Ausmald dieser Verminderung bleibt es
Inhalt der Diskussion, ob es sich hierbei nicht um einen Artefakt handeln
konnte.

Unter dieser Voraussetzung lasst sich fur die p-Agonisten festhalten, dass
Isoprenalin eine hemmende Wirkung besitzt, wohingegen Terbutalin und
BRL 37344 wirkungslos sind.

3.2.2) B-antagonistisch wirkende Substanzen

Propranolol zeigte sowohl als (R)- als auch als (S)-Enantiomer, welches die
pharmakologisch aktive Form darstellt, einen fast identischen Kurvenverlauf:
eine dosisabhangige Erhdhung der Insulinsekretion mit einem Maximum bei
3x10° M und anschlieBendem Abfall (R-Prop.,EC50=1,0x10"; S-
Prop.,EC50=8,7x10°) (siche Abb.19).

In maximal wirksamer Konzentration erreichte (R)-Propranolol eine
Steigerung der Insulinausschuttung von einem Kontrollwert von 38 ng/ml auf
69 ng/ml und (S)-Propranolol eine Steigerung von 40 ng/ml auf 64 ng/ml.
Diese Ergebnisse waren nur glukoseabhangig zu beobachten.

Der ebenfalls nicht selektive p-Blocker Pindolol zeigte auch einen
glukoseabhangigen Anstieg der Insulinfreisetzung, wobei es bei einer
Konzentration von 10* M zu einem weiteren Anstieg der Kurve kam.

Insgesamt steigerte Pindolol die gemessene Insulinmenge von 33,5 ng/ml
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auf 62 ng/ml. Die Substanz flihrte also zu einer annahernden Verdopplung im
Vergleich zur Kontrolle (EC50=2,7x10-5).

Der B4-selektive Antagonist Atenolol zeigte in Ab- sowie in Anwesenheit von
Glukose keine Wirkung.
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Abb.19:

Konzentrationsabhangiger Einfluss der nicht selektiven B-Antagonisten (R)- bzw. (S)-Propranolol und
Pindolol, sowie des B+-selektiven Antagonisten Atenolol auf die Insulinfreisetzung der p-Zell-Linie MING
in Anwesenheit von 0 mM Glukose (o) und 25 mM Glukose (e).

(alle Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p < 0,05)
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3.2.3) Kombination von B-Agonisten und B-Antagonisten

3.2.3.1) Isoprenalin und (R)-Propranolol:
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KX Isoprenalin (3x10°M) + (R)-Propranolol (in den angegebenen
Konzentrationen)

Abb.20:

Der Einfluss von Isoprenalin (3x10'6M) und (R)-Propranolol (3x10'6M, 10°M, 3x10'5M) auf die
Insulinfreisetzung der p-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

Es zeigte sich, dass Isoprenalin in der Lage war, die Sekretionssteigerung
durch (R)-Propranolol (3x10°M, 10°M, 3x10°M) zu antagonisieren (siehe
Abb.20 u. 21). Auch dieser Effekt war dosisabhangig und bei einer

Isoprenalinkonzentration von 10° M besonders deutlich zu sehen.
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Man kann in Abb. 21 sehen, dass diese Isoprenalinkonzentration eine durch
3x10°M Propranolol induzierte Insulinausschiittung von 72 ng/ml auf 53
ng/ml senken konnte.

In gleichem Male war Isoprenalin in der Lage, auch die

Sekretionssteigerung durch (S)-Propranolol zu inhibieren (Daten nicht

gezeigt).
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Abb.21:

Der Einfluss von Isoprenalin (10°M) und (R)-Propranolol (3x10°M, 10°M, 3x10"°M) auf die
Insulinfreisetzung der pB-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

44




Ergebnisse

3.2.3.2) Isoprenalin und Pindolol:

Wie auch bei Propranolol, kam es bei Pindolol (3x10°M, 3x10°M, 10*M) zu
einer gesteigerten Insulinfreisetzung, die durch Isoprenalin gehemmt werden
konnte. Die Hemmung ist bei einer Isoprenalinkonzentration von 10° M
deutlich zu sehen. Isoprenalin konnte in dieser Konzentration den Effekt von
10* M Pindolol von 36 ng/ml auf 26 ng/ml senken. Man sieht, dass es bei
Kombination  dieser Isoprenalinkonzentration mit einer niedrigen
Pindololkonzentration (3x10°M) zu einem vélligen (iberwiegen der

Isoprenalinwirkung kommt (siehe Abb.22).
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Abb.22:

Der Einfluss von Isoprenalin (10°M) und Pindolol (3x10°M, 3x10°°M, 10™*M) auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING6 einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05

45




Ergebnisse

3.2.3.3) Terbutalin und (R)-Propranolol:

Wie schon in den Einzelversuchen zeigte Terbutalin alleine keine Wirkung.
Auch in Kombination war die Substanz weder in 10° M, noch in 10* M
Konzentration in der Lage, die gesteigerte Freisetzung durch (R)-Propranolol
(3x10°M, 10°M, 3x10°°M) zu beeinflussen.
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Abb.23:

Der Einfluss von Terbutalin (10'6M) und (R)-Propranolol (3x10’6M, 10°°M, 3x10'5M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p<0,05
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X1 (R)-Propranolol (in den angegebenen Konzentrationen)
KX Terbutalin (10*M) + (R)-Propranolol (in den angegebenen
Konzentrationen)
Abb.24:

Der Einfluss von Terbutalin (10™*M) und (R)-Propranolol (3x10°M, 10"°M, 3x10°M) auf die
Insulinfreisetzung der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.
Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefiihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p <0,05)

Wie in Abb.23 u. 24 zu sehen ist, zeigen die Balken der Insulinfreisetzung
von (R)-Propranolol alleine, sowie in Kombination mit Terbutalin keine
signifikanten Unterschiede.

Wiederum kam der Versuch mit (S)-Propranolol zu den gleichen Ergebnissen

(Daten nicht gezeigt).
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3.2.3.4) Terbutalin und Pindolol:

Bei Pindolol (3x10°M, 3x10°M, 10™“M) zeigte Terbutalin keine Wirkung und

konnte die gesteigerte Insulinfreisetzung nicht beeinflussen (siehe Abb.25).
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1 Terbutalin (10*M)
X Pindolol (in den angegebenen Konzentrationen)
KX Terbutalin (10'4M) + Pindolol (in den angegebenen Konzentrationen)
Abb.25:

Der Einfluss von Terbutalin (10™M) und Pindolol (3x10°M, 3x10°M, 10™M) auf die Insulinfreisetzung
der B-Zell-Linie MING einzeln, sowie in Kombination.

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 25mM Glukose durchgefihrt.

(Daten sind als X + SEM angegeben ; *, p < 0,05)
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Zusammenfassend lasst sich fur die untersuchten Substanzen festhalten,
dass sich ihre Wirkungen untereinander nur teilweise beeinflussen. So
lassen sich die sekretionssteigernden Effekte der p-Blocker Propranolol und
Pindolol durch den B-Agonisten Isoprenalin hemmen, jedoch ist der selektive

B2-Agonist Terbutalin dazu nicht in der Lage.

Substanz IC 50 (log[M])
Isoprenalin 53x10°

Substanz EC 50 (log[M])
(R)-Propranolol 1,0x 10
(S)-Propranolol 8,7x10°
Pindolol 2,7x 10”

Tab.2:

IC50- (bzw. EC50) Werte der Substanzen mit Einfluss auf die 3-

Rezeptoren.
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4.) Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Zelllinie verwendet, um Aussagen zur
Insulinsekretion zu machen. Zelllinien haben den Vorteil, dass man sie in
grollen Versuchsreihen einsetzen kann. Andererseits haben sie den
Nachteil, nicht in vollem Umfang die physiologischen Bedingungen zu
simulieren, da es sich bei diesen Zellen um modifizierte Zellen handelt, bei
deren Modifikationen sich auch Veranderungen in der Zellaktivitat eingestellt
haben konnen. Ein weiterer Nachteil ist die Tatsache, dass sich die
Eigenschaften der Zellen nach mehreren Passagen verandern konnen.
Weiterhin gilt zu beachten, dass die einzelne B-Zelle nur als kleine Einheit
gesehen werden darf. So kann die Insulinsekretion erheblich differieren,
wenn man sie an der isolierten Zelle, an Pseudoinseln (Brenner u. Mest,
2004), im Verband der Langerhans’schen Insel oder im gesamten Pankreas
betrachtet, da sich beispielsweise die Inselzellen Uber Zell-Zell-Kontakte
gegenseitig beeinflussen und auf diesem Weg die Insulinfreisetzung
verandern kénnen (Caton et al., 2002).

Wird die Insulinfreisetzung in-vivo, also am gesamten Organismus
gemessen, ist sie einer Vielzahl weiterer einflussnehmender Faktoren
unterworfen, was die Vergleichbarkeit zwischen den in-vitro und in-vivo

vorkommenden Ergebnissen erheblich erschwert.

4.1) Substanzen mit Wirkung auf a- und Imidazolin-Rezeptoren

4.1.1) aq-Adrenergika

Phenylephrin (a.1-Agonist) zeigte eine Hemmung der Insulinsekretion. Diese
Ergebnisse demonstrierten auch Tilzey et al. (1985) bei In-vitro-Versuchen

an isolierten Inseln. Jedoch gibt es auch Ergebnisse anderer

Untersuchungen, bei denen die Substanz, allerdings in In-vivo-Versuchen an
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der Maus, keinen Einfluss auf die Plasmainsulinspiegel hatte (Panagiotidis et
al., 1993).

Der Antagonist am a4-Rezeptor Prazosin zeigte keinen Einfluss auf die
Insulinsekretion. Zu diesen Ergebnissen kamen u.a. auch Garrino und
Henquin (1990) bei In-vitro-Versuchen, aber auch Jasik et al. (1996) bei In-
vivo-Versuchen am Menschen.

Phenylephrin wirkt nicht auf a»-Rezeptoren und hat nur in sehr hohen
Konzentrationen einen geringen Einfluss auf die -Rezeptoren. Um nun zu
untersuchen, ob es sich bei den Auswirkungen der Substanz tatsachlich um
a4-vermittelte Effekte handelt oder diese eventuell durch Wechselwirkung mit
anderen Bindungsstellen entstehen, wurde sie mit Prazosin kombiniert.

Man sieht in Abb. 5, dass die hemmende Wirkung von Phenylephrin durch
Kombination mit Prazosin aufgehoben werden konnte. Somit kann man
vermuten, dass es sich bei der Wirkung von Phenylephrin um einen o4-

vermittelten Effekt handelt.

4.1.2) a,-Adrenergika und Imidazoline

Phentolamin zeigte auch in unseren Versuchen den erwarteten Anstieg der
Insulinfreisetzung, wohingegen Phenoxybenzamin, mit ahnlicher a-
blockierender Wirkung, die Freisetzung nicht signifikant beeinflussen konnte.
Diese Effekte beschrieben u.a. schon Nakaki et al. (1980). Hier konnten die
meisten op-Blocker zwar die katecholamin-induzierte Insulinhemmung
antagonisieren, zeigten jedoch, mit Ausnahme von Phentolamin, ohne
adrenergen Basaltonus keine Effekte.

Da auch in den Versuchen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, kein
adrenerger Tonus vorlag, wird hier deutlich, dass die Wirkung von
Phentolamin mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht Uber «,-Rezeptoren
vermittelt wird und bestatigen die 1989 von Schulz und Hasselblatt erstmals

dargelegten Beobachtungen, dass die insulinfreisetzenden Wirkung von
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Phentolamin nicht der a-blockierenden Wirkung zugeschrieben werden kann,
sondern in der Imidazolinstruktur begrindet zu sein scheint.

Einen weiteren Beweis, der gegen die Tatsache spricht, dass Phentolamin
seine Wirkung an der B-Zelle Uber die a,-Rezeptoren entfaltet, lieferten Proks
und Ashcroft (1997), indem sie zeigten, dass Phentolamin Uber die Kir6.2
Untereinheit des Katp-Kanals in der B-Zellmembran wirkt (siehe Kap. 1.2), an
der auch viele andere Imidazolin-Verbindungen mit sekretionssteigerndem

Wirkspektrum ihren Ansatzpunkt haben.

Die vorliegende Arbeit bezog mit BL 11771 und BL 11778 die Wirkung von
zwei Imidazolin-Derivaten in ihre Untersuchungen mit ein, die auf a-
Rezeptoren ohne Wirkung sind und, wie Abb.1.2 zu entnehmen ist, sich in
ihrer Struktur sehr ahnlich sind. Wie die meisten Verbindungen ihrer
Stoffklasse zeigten auch diese beiden einen Anstieg der Insulinausschuttung
in Anwesenheit von Glukose. Zu identischen Ergebnissen kamen auch Mest
et al. (2001), indem sie fur BL11778 an MING-Zellen, an Ratteninseln sowie
an diabetischen Ratten einen glukoseabhangigen Anstieg der

Insulinsekretion demonstrierten.

Beide Substanzen zeigen, wie auch Phentolamin und einige der spater
diskutierten p-Blocker, einen glockenformigen (= bell-shaped) Kurvenverlauf.
Man kann nach erreichtem Maximum einen Ruckgang der Insulinsekretion
beobachten. Dies ist ein Effekt, der schon o6fter beobachtet werden konnte
und vermutlich auf toxischen Effekten der Substanzen beruht. Sowonhl
Mourtada et al. (2000), als auch Scheltdorf (2001) konnten fir Phentolamin
und andere Imidazoline zytotoxische Effekte in hohen Konzentrationen oder

bei langer Anwesenheit im Inkubationsmedium nachweisen.

Wie erwahnt, macht die Glukoseabhangigkeit der Insulinsekretion, die bei
vielen Imidazolinen vorliegt, diese Verbindungen zu einem interessanten
Hilfsmittel, die Insulinfreisetzung zu steigern, ohne hierdurch Hypoglykamien

entstehen zu lassen, die als Nebenwirkungen vieler Antidiabetika, wie z.B.
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Sulfonylharnstoffen oder Glinidinen, vorkommen. Interessanterweise zeigte
Phentolamin auch ohne Anwesenheit von Glukose einen Anstieg der
Insulinsekretion (siehe Abb.3). Es ist allerdings nicht bekannt, welche Grunde
fur das glukoseunabhangige Sekretionsverhalten verantwortlich sind.
Ansatzpunkte hierfur kdnnten in der Interaktion mit den a-Rezeptoren oder in

einer Intensitat der K'-Kanal Blockade zu suchen sein.

Um zu demonstrieren, wie sich die Imidazoline gegenseitig beeinflussen und
ob sich eventuell additive Effekte zeigen, wurde Phentolamin mit BL 11778
(siehe Abb. 6 - 8) und BL 11771 (siehe Abb. 9 u. 10) kombiniert. In beiden
Versuchen wird deutlich, dass es in niedrigen Konzentrationen zu einem
synergistischen Effekt kommt, sich durch Steigerung der Konzentrationen
aber kein additiver Effekt einstellt. Die Konzentrationskurven zeigen nach
erreichtem Maximum in beiden Versuchen wieder eine Abnahme der
Insulinfreisetzung. Wirden beide Substanzen Uber komplett unterschiedliche
Wirkmechanismen verfugen, die sich gegenseitig nicht beeinflussen, musste
man bei gleichzeitiger Applikation einen additiven Effekt beobachten, was
jedoch hier nicht der Fall ist. Dass der fehlende additive Effekt mit einer
Erschopfung des freisetzbaren Insulins begrindet wird, konnte Scheltdorf
(2001) widerlegen. Er zeigte, durch Kombination eines Imidazolins mit einem
potenten PKC-Aktivator, dass MING-Zellen eine Sekretionskapazitat haben,
die weit Uber der durch Imidazoline induzierten Insulinsekretion liegt.

Somit kann man bezlglich des fehlenden additiven Effektes vermuten, dass
diese Substanzen weitgehend uber die gleichen Wirkmechanismen ihre
Wirkung entfalten. Aufgrund der glukoseunabhagigen Sekretionssteigerung,
die nur bei Phentolamin zu sehen ist, muss man allerdings beachten, dass
die Wirkungsweisen nicht komplett identisch sein konnen. Dies kdonnte zum
Teil dadurch begrindet werden, dass die Imidazoline uber mehrere
Ansatzpunkte verfugen, was von vielen Arbeitsgruppen postuliert wird (Eglen
et al., 1998; Morgan, 1999; siehe Kap.1.6).
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Eine weitere untersuchte Verbindung ist mit Moxonidin eine Substanz, die als
Agonist sowohl bezuglich der oz-Rezeptoren als auch bezuglich der
Imidazolin-Rezeptoren wirkt. Somit liegt mit Moxonidin eine Substanz vor, die
zwei Affinitaten mit gegensatzlichen Wirkungen aufweist. Einerseits musste
sie aufgrund ihres ap-Agonismus eine Hemmung der Insulinsekretion
bewirken, nimmt man jedoch die Wirkungen der bereits untersuchten
Imidazoline als Vorlage, kdnnte man davon ausgehen, dass auch Moxonidin
eine Steigerung der Insulinfreisetzung bewirkt. Allerdings ist schon seit
langerem bekannt, dass Moxonidin zu einer Hemmung der Insulinsekretion
fuhrt. Tsoli et al. (1995) konnten dies an Langerhans’schen Inseln der Ratte
verdeutlichen, Hirose et al. (1997) fuhrten an der B-Zell-Linie HIT-T15
Versuche durch, in denen Clonidin, welches Moxonidin strukturell ahnlich ist,
ebenfalls eine Hemmung des gemessenen Insulins zeigte.

Auch in unseren Versuchen zeigte Moxonidin eine Hemmung der
Insulinfreisetzung, was die Frage aufwirft, Uber welchen Mechanismus diese
Hemmung entsteht?

Ein mdglicher Ansatz, die Wirkung von Moxonidin zu erklaren, liegt darin
begriindet, dass Chan (1993) und Chan et al. (1994) zeigten, dass die
Imidazolin-Bindungsstelle der pankreatischen -Zelle nicht identisch mit den
bekannten l-und I>-Bindungstellen in ZNS und Gefallen ist. Sie ist, wie
bereits erwahnt, als mogliche Is-Bindungsstelle noch Gegenstand der
Forschung.

Da flr Moxonidin aber nur ein Agonismus am |1-Rezeptor nachgewiesen ist,
kénnte man vermuten, dass die Substanz in der B-Zelle Uber einen
Mechanismus wirkt, der wahrscheinlich auch in Beziehung zu der
pankreatischen I3-Bindungsstelle der Imidazoline steht, jedoch nicht identisch
mit dem |4-Rezeptor ist, und durch einen Antagonismus an diesem Rezeptor
die Insulinsekretion hemmt.

Einen l;-unabhangigen Mechanismus implizieren auch die Ergebnisse von
Tsoli et al. (1995). Sie demonstrierten an isolierten Langerhans’schen Inseln
der Ratte die gleichen negativen Effekte von Moxonidin. Weiterhin zeigte in

deren Versuchen die Substanz Cimetidin, ebenfalls selektiver l1-Agonist,
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jedoch ohne Wirkung auf a-Rezeptoren, keinen Einfluss auf die gemessene
Insulinmenge und der I-Antagonist Efaroxan konnte die negative Wirkung
von Moxonidin nicht aufheben. Somit kann man hier eine l-vermittelte
Wirkung ausschlieBen. Weiterhin zeigten Tsoli et al. (1995), dass die
hemmende Wirkung von Moxonidin durch einen az-Antagonisten teilweise
blockiert werden konnte.

Eine weitere interessante Untersuchung zu diesem Sachverhalt fuhrten
Scheltdorf und Mest (2002) durch. Hier wurden die MING-Zellen mit
Pertussistoxin (PTX), einer Substanz, welche die Funktion der op-
Adrenozeptoren ausschaltet, prainkubiert. Nach dieser Vorbehandlung flhrte
Moxonidin zu einer deutlichen Steigerung der Insulinsekretion. Durch
Messung des Membranpotentials wiesen sie zudem eine Depolarisation bei
PTX-vorbehandelten Zellen nach. Ohne PTX-Vorbehandlung zeigten die
Zellen nach Moxonidin-Applikation eine Hyperpolarisation und eine
Hemmung der Insulinsekretion. Somit schlossen sie hieraus, dass der
Imidazolin-Agonismus durch den ax-Agonismus maskiert wird, was bedeutet,
dass Moxonidin zwar Affinitat sowohl zu ay-, als auch zu Imidazolin-
Rezeptoren hat, jedoch, bezuglich der Insulinsekretion, der ax-Agonismus
deutlich Uberwiegt.

Es sollte aber nicht unerwahnt bleiben, dass bezlglich der Moxonidinwirkung
auch gegenteilige Untersuchungsergebnisse vorliegen. So zeigte die
Substanz bei Olmos et al. (1994) an der B-Zell-Linie RIN-5 AH in hohen
Konzentrationen von 5x10“*M eine Steigerung der Insulinfreisetzung. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch Rdsen et al. (1997), die in ihren
Versuchen an isolierten Ratteninseln, sowohl stimulierende, als auch
inhibierende Wirkungen von Moxonidin in verschiedenen Dosierungen auf
die glukoseinduzierte Insulinfreisetzung nachweisen konnten. Dieselbe
Forschergruppe zeigte weiterhin in-vivo an Ratten eine Verbesserung der
Glukosetoleranz mit Abschwachung der Insulinresistenz nach Behandlung
mit Moxonidin. Diesen Effekt schreiben sie allerdings einer zentralen
Hemmung des Sympathikotonus zu, was neben einer anti-hypertensiven

Wirkung auch in einer verbesserten Insulinwirkung resultieren soll.
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Um zu untersuchen, ob Moxonidin und die Imidazoline sich gegenseitig
beeinflussen, wurde im Rahmen dieser Arbeit Moxonidin mit Phentolamin,
sowie mit BL11778 und BL11771 kombiniert. Hierbei zeigte sich deutlich,
dass Phentolamin in der Lage ist, die Hemmung durch Moxonidin
aufzuheben und in hoher Konzentration (10° M) trotz Anwesenheit von
Moxonidin die Insulinsekretion zu steigern (siehe Abb. 11-13). Dieser Effekt
kann, in Anbetracht der Wirkungsspekiren beider Substanzen,
folgendermalien erklart werden: Zum einen wird der ap-agonistische Effekt
von Moxonidin durch den a-antagonistischen Effekt von Phentolamin
blockiert und Moxonidin fuhrt durch Stimulation der Imidazolin-Rezeptoren
seinerseits zu einer Erhohung der Insulinsekretion. Auferdem wirkt
Phentolamin direkt Uber die Imidazolin-Bindungsstellen sekretionssteigernd,
und somit der hemmenden Wirkung von Moxonidin entgegen.

In umgekehrter Weise war Moxonidin in der Lage, den stimulierenden Effekt
von BL 11778 und BL 11771 aufzuheben (siehe Abb. 14,15 u. 16,17), was
wiederum dem ap-Agonismus dieser Substanz zugeschrieben werden kann,
der starker ist als die sekretionssteigernde Wirkung der beiden Imidazoline

und in hoher Konzentration (10° M) deren Effekte véllig iiberdeckt.

Zusammenfassend lasst sich also fur die Insulinfreisetzung der MING6-Zelle
sagen, dass die Ergebnisse bezuglich der o4-Rezeptoren die Vermutung
nahe legen, dass Uber sie, zumindest in dieser Zell-Linie und in den
gezeigten Versuchen, ein hemmender Effekt erfolgt.

Uber die steigernde Wirkung von Phentolamin kann gesagt werden, dass sie
vermutlich zum groRen Teil aufgrund der Imidazolinstruktur erfolgt, da
gleichzeitig gezeigt wurde, dass mit Phenoxybenzamin eine Substanz mit a-
blockierenden Eigenschaften, jedoch ohne Einfluss auf Imidazolin-
Bindungsstellen, nicht in der Lage ist, eine signifikant gesteigerte
Insulinfreisetzung zu erreichen.

Uber Moxonidin kann gesagt werden, dass die Substanz in der Lage ist, die

sekretionssteigernden  Wirkungen der anderen Imidazoline zu
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antagonisieren, wobei die Substanz diese Auswirkungen wahrscheinlich zu
einem grofl3en Teil Uber Affinitat zu ax-Rezeptoren erreicht.

Die schon seit langerem bekannte Anhebung der glukoseinduzierten
Insulinfreisetzung durch Imidazoline wurde anhand der beiden Substanzen
BL 11778 und BL 11771 demonstriert. Da ihre glukoseabhangige Wirkung
die Imidazoline zu einem interessanten Werkzeug als potentielle
Antidiabetika macht, aber der exakte Wirkmechanismus der einzelnen
Imidazoline noch nicht genau bekannt ist, bleibt in dieser Richtung noch viel
Raum flr weitere Forschungsansatze, um eventuell in absehbarer Zeit eine

Substanz zu etablieren, die diesem erwlnschten Wirkprofil entspricht.

57



Diskussion

4.2) Substanzen mit Wirkung auf f-Rezeptoren

4.2.1) B-Agonisten

Der B4- und B2-Agonist Isoprenalin senkte in den durchgeflhrten Versuchen
die glucoseinduzierte Insulinfreisetzung dosisabhangig. Dieser Effekt
entspricht allerdings nicht den Ergebnissen zu denen der Uberwiegende Teil
der Untersuchungen bezuglich der p-Aktivitat gekommen ist. Wie bereits in
Kap. 1.4.2 der Einleitung erwahnt, soll die Insulinfreisetzung uber pB-
Rezeptoren, genauer Uber B2-Rezeptoren gesteigert werden. Somit kamen
die hier durchgefuhrten Versuche praktisch zu gegenteiligen Ergebnissen.
Aber auch andere Arbeitsgruppen konnten Ergebnisse demonstrieren, die
nicht der gangigen Meinung entsprachen:

So konnten Fyles et al. (1986) an isolierten Ratteninseln durch Isoprenalin
zwar einen Anstieg der Adenylatcyclase-Aktivitat nachweisen, jedoch kam es
in ihren Versuchen bezuglich der Insulinsekretion zu keinen Veranderungen.
Bei Niddam et al. (1990) zeigte Isoproterenol, welches B1,2-agonistisch wirkt,

an isolierten Ratteninseln ebenfalls keine Effekte.

Terbutalin hatte als selektiver p,-Agonist keinen Einfluss auf die
glukoseinduzierte Insulinfreisetzung, was ebenso nicht mit der
ursprunglichen Meinung Ubereinstimmt, da uber B2>-Rezeptoren eigentlich die
Insulinsekretion stimuliert werden soll.

Bei In-vivo-Versuchen an der Maus konnten beispielsweise Ahren und
Lundquist (1981) und Panagiotidis et al. (1993) fur Terbutalin einen Anstieg
der Insulinsekretion nachweisen, wodurch sie diese These bestatigen

konnten.

Atef et al. beschrieben 1996 fur den spezifischen B3-Rezeptor Agonisten CL
316243, in In-vivo-Versuchen an Ratten, eine gesteigerte Insulinfreisetzung.
Jedoch vermuteten sie diesen Effekt aufgrund einer spezifischen

Vasodilatation in den Langerhans’schen Inseln, da in diesem Versuch neben
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der gesteigerten Insulinsekretion eine Zunahme des insularen Blutflusses
gemessen wurde, ohne dass jedoch der gesamte pankreatische Blutfluss
beeinflusst wurde. Schon fruher wurde durch (3-Agonisten ein
antidiabetischer Effekt an Ratten und Mausen festgestellt (Caroll et al., 1985;
Cawthorne et al., 1984).

Liu et al. (1998) testeten mit CL 316243 dieselbe Substanz wie Atef et al.,
ebenfalls an diabetischen Ratten. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass der
antidiabetische Effekt der Substanz, der sich nach langer andauernder
Verabreichung einstellte, auf einer verbesserten Glukose-Verwertung, einer
verstarkten  Insulin-Sensitivitat und auf einer Reduzierung des
Korpergewichts beruht. Zu gleichen Ergebnissen kamen auch Milagro et al.
(1999). Sie fuhrten den Bs-induzierten antidiabetischen Effekt neben einer
abgeschwachten hepatischen Glukoseproduktion auf eine gesteigerte
Glukoseaufnahme der Skelettmuskulatur zurick, die durch vermehrte
Bildung von Glukosetransportern entstanden sein sollte.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss eines
spezifischen ps-agonisten (BRL 37344) (Oberprift, welcher die
Insulinsekretion jedoch unberihrt lief3.

Allerdings machen diese Ergebnisse deutlich, dass es nicht verwunderlich
ist, wenn Bs-Agonisten in Versuchen an isolierten B-Zellen keine Wirkung
zeigen, da ihr Angriffspunkt eben nicht direkt an der g-Zelle zu suchen ist und
ihr antidiabetischer Effekt nicht alleine auf einer Steigerung der
Insulinsekretion basiert. Es wird weiterhin deutlich, dass die Bs-Agonisten
Substanzen darstellen, die sich, aufgrund ihres antidiabetischen Effektes, fur

die Behandlung des Typ-2-Diabetes als nutzlich erweisen konnten.

Flihrt man sich vor Augen, dass Terbutalin und BRL 37344 auf die
Insulinproduktion der MING-Zellen ohne Wirkung waren, kommt man zu der
Annahme, dass in dieser Zell-Linie der sekretionsinhibierende Effekt von
Isoprenalin Uber p1-Rezeptoren ausgelost wird. Jedoch wird im folgenden

Kapitel gezeigt, dass Atenolol, ein B-Blocker mit B¢-spezifischer Wirkung,
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keinen Einfluss auf die Insulinsekretion hat, was diese Behauptung wieder in

Frage stellen muss.

4.2.2) B-Antagonisten

Bei den p-Blockern zeigte Propranolol einen deutlichen Anstieg der
Insulinsekretion in Anwesenheit von Glukose. Das Interessante hierbei ist die
Tatsache, dass nicht nur das (S)-Enantiomer, das normalerweise die
pharmakologisch aktive Form darstellt, sonder auch das (R)-Enantiomer die
gesteigerte Insulinausschittung bewirkte.

Auch Pindolol, welches Propranolol in seinem Wirkprofil ahnlich ist und
ebenfalls unselektiv die B-Rezeptoren blockiert, war in der Lage die
Insulinsekretion zu stimulieren.

Wie bei den p-Agonisten entsprechen diese Ergebnisse nicht der
ursprunglichen Meinung uber die Insulinsekretion, da man annehmen muss,
dass, wenn diese [-agonistisch stimuliert wird, eine Blockade dieser
Rezeptoren zu einer Hemmung der Sekretion fuhrt.

Bei bisherigen Untersuchungen zu dieser Problematik, kam man ebenfalls zu
unterschiedlichen Ergebnissen.

So zeigten beispielsweise Northrop et al. (1973) an isolierten Ratteninseln
einen stimulierenden Effekt von Propranolol auf die Insulinfreisetzung.
Ebenso verhielt es sich bei Garrino und Henquin (1990) an Mauseinseln.
Jedoch trat hier der Effekt erst in sehr hohen und pharmakologisch bereits
letalen Dosen auf. Bei In-vivo-Versuchen an anasthesierten Ratten von
Hiyoshi et al. (1995) zeigte Propranolol keine Veranderung der gemessenen
Insulinmenge, wahrend bei In-vivo-Versuchen von Lundquist und Ericson
(1978) eine Hemmung der Insulinfreisetzung festgestellt werden konnte, die

nur auf das (S)-Enantiomer beschrankt war.
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Diskussion

In den Versuchen zu dieser Arbeit wurde weiterhin der Einfluss des
spezifischen B¢-Antagonisten Atenolol geprift. Allerdings zeigte die Substanz
in unseren Versuchen keine Beeinflussung der Insulinsekretion.

Furman und Tayo (1975) konnten fur den selektiven B4-Blocker ICI 66082 in-
vivo einen positiven Einfluss auf die Insulinsekretion feststellen. Auch die
bereits erwahnten Garrino und Henquin (1990) demonstrierten in ihren
Versuchen an Mauseinseln, mit dem B4-Blocker Metoprolol, eine gesteigerte

Insulinfreisetzung.

Somit koénnte man, unter dem Aspekt, dass Propranolol in unseren
Versuchen die Insulinsekretion steigerte, Atenolol jedoch nicht, vermuten,
dass diese Steigerung Uber eine Blockade von [,-Rezeptoren erfolgt. Jedoch
wird auch diese Behauptung wieder in Frage gestellt, da, wie bereits

erwahnt, der B2-Agonist Terbutalin wirkungslos blieb.

4.2.3) Kombination von 3-Agonisten und -Antagonisten

Wie sind nun die Substanzen in der Lage gewesen, sich gegenseitig zu
beeinflussen?

Man kann in den Kombinationsversuchen deutlich sehen, dass Isoprenalin in
der Lage war, sowohl die Insulinsekretionssteigerung durch Propranolol, als
auch durch Pindolol zu antagonisieren (siehe Abb. 20 - 22). Die Wirkung der
beiden B-Blocker blieb jedoch durch Kombination mit Terbutalin vollkommen
unbeeinflusst (siehe Abb. 23 - 25).

Dadurch kommt man fur die Insulinfreisetzung der MING-Zelle zu folgender
Schlussfolgerung: Unter dem Aspekt, dass Isoprenalin, aber nicht Terbutalin
einen Einfluss auf die gemessene Insulinmenge haben, konnte man
schliel3en, dass hier die 4-Rezeptoren einen inhibierenden Einfluss haben.
Dieses wird dadurch unterstutzt, dass Isoprenalin die Wirkung der B-Blocker

beeinflussen kann, Terbutalin jedoch nicht. Allerdings widerspricht dieser
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Diskussion

These, dass mit Atenolol ein relativ selektiver B4-Antagonist keinen Einfluss
auf die Insulinsekretion zeigt.

Betrachtet man die Situation von der anderen Seite, konnte man, unter dem
Aspekt, dass Propranolol die Insulinsekretion steigert, Atenolol jedoch nicht,
zu dem Schluss kommen, dass die Insulinsekretion eventuell Uber [,-
Rezeptoren erfolgt. Dann musste wiederum Terbutalin zu einem Abfall der
Insulinsekretion flihren oder zumindest die Wirkung von Propranolol
antagonisieren, was beides nicht der Fall war.

Somit kénnte man auch annehmen, dass nicht nur der Einfluss auf die -
Rezeptoren, sondern eventuell auch der Einfluss tUber andere Mechanismen
fur die Auswirkungen auf die Insulinproduktion verantwortlich sind. Hierfur
wlrde sprechen, dass, wie bereits erwahnt, mit (R)-Propranolol eine
Substanz deutlich insulinfreisetzend wirkt, die normalerweise an f-
Rezeptoren nicht, oder nur sehr gering, pharmakologisch aktiv ist, was
wiederum zu der Frage flhrt, ob nicht in der strukturellen Zusammensetzung
dieser Substanzen der Schlussel fur ihre Wirksamkeit liegt?

Zu ahnlichen Schlussfolgerungen kamen auch Ahren und Lundquist (1981).
Sie beobachteten bei In-vivo-Versuchen an der Maus, dass manche -
Blocker inhibierende Auswirkungen auf die Insulinfreisetzung hatten,
wohingegen andere, mit gleichem Wirkprofii an [(-Rezeptoren, keine
Auswirkungen erkennen lielden. Aus diesen Ergebnissen schlossen sie, dass
zwar B-Adrenozeptoren an der Insulinfreisetzung beteiligt sind, allerdings die

konventionelle Aufteilung in B4 und B2 hier nicht zutrifft.

Wie sind aber die Diskrepanzen in den beobachteten Wirkungsweisen der -
adrenergen Substanzen mit der Lehrmeinung, dass Uber Stimulierung von -
Rezeptoren eine Steigerung der Insulinfreisetzung erfolgt, und umgekehrt, zu
erklaren?

Wie eingangs der Diskussion erwahnt, liegt naturlich ein gro3er Unterschied
zwischen In-vivo- und In-vitro-Versuchen, was bei der Interpretation der
Ergebnisse bedacht werden muss. Somit ist es nicht verwunderlich, wenn es

zwischen beiden Versuchsreihen zu unterschiedlichen Wirkungen derselben
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Diskussion

Substanz kommt. Beispielsweise untersuchten Flaten et al. (1982) die
Plasmaspiegel von Insulin und Gastric Inhibitory Protein (GIP), welches
durch Glukoseresorption im Dlinndarm aktiviert wird und die Insulinsekretion
steigert. In ihren Versuchen fuhrte der B1:+2-Agonist Isoproterenol zu einer
Erhohung beider Parameter. Dies zeigt deutlich auf, dass nicht nur die
Insulinproduktion selbst, sondern auch die entero-insulinare-Achse durch (-
Rezeptoren beeinflusst wird. Somit bleibt anzunehmen, dass noch weitere
Bereiche im Organismus, die ebenfalls unter adrenergem Einfluss stehen,
Auswirkungen auf die Insulinfreisetzung haben.

Zudem zeigen Versuche von Lundquist (1972) an Mausen, dass der Effekt
von Propranolol auf die Insulinfreisetzung, und in deren Konsequenz auf den
Blutglukosespiegel, auch abhangig von der jeweiligen metabolischen
Situation des Individuums sein kann. Gesunde Mause reagierten in dieser
Versuchsreihe auf die Applikation der Substanz mit einer Hyperglykamie
durch verminderte Bildung von Insulin, wohingegen bei diabetischen Mausen
ein hypoglykamischer Effekt beobachtet wurde.

Im Ubrigen war auch in diesen Versuchen Propranolol nur als (S)-

Enantiomer aktiv.

Zusammenfassend lasst sich fir die B-Rezeptoren festhalten, dass es in der
MING-Zelle durch Stimulation von B-Rezeptoren zu einer Hemmung und
durch Blockade von B-Rezeptoren zu einer Steigerung der Insulinsekretion
kommt, jedoch die klassische Aufteilung in 4- und B2-Rezeptoren hier nicht
zutrifft.

Hierfur sind, wie bereits erwahnt, zwei Griinde zu nennen: Zum einen zeigte
der unselektive B-Agonist Isoprenalin eine Hemmung und der unselektive -
Antagonist Propranolol eine Steigerung der Insulinsekretion, wohingegen der
spezifische Bo-Agonist Terbutalin und der spezifische 4-Antagonist Atenolol
keine Wirkung zeigten. Zum anderen flhrte Propranolol auch mit seinem,
normalerweise nicht wirksamen, (R)-Enantiomer zu einem deutlich

insulinfreisetzenden Effekt.
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Allerdings ist die Tatsache, dass sich manche Substanzen gegenseitig sehr
gut beeinflussen (siehe Isoprenalin und Propranolol bzw. Pindolol) auch ein
Anzeichen dafur, dass die Substanzen nicht unabhangig von p-Rezeptoren
wirken, und dass bezuglich der Insulinfreisetzung Mechanismen
verantwortlich sein kdnnten, die eventuell in der Struktur der Substanzen zu
suchen sind.

Dieser Fragestellung kann allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
nachgegangen werden, lasst aber weitere Ansatzpunkte deutlich werden, um
zu genaueren Einsichten in die Aufgaben der Adrenozeptoren bezuglich der

Insulinfreisetzung zu gelangen.
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Zusammenfassung

5.) Zusammenfassung

Schon seit vielen Jahren ist bekannt, dass das sympathische Nervensystem
mit den Neurotransmittern Adrenalin bzw. Noradrenalin die Insulinfreisetzung
beeinflusst. Dabei wird den B-Rezeptoren eine stimulierende und den o-
Rezeptoren eine inhibierende Wirkung zugeschrieben. Da die Katecholamine
uber beide Rezeptoren wirken, soll in der Summe die inhibierende Wirkung
der o-Rezeptoren Uberwiegen. Ende der 80er Jahre wurde die
Aufmerksamkeit auf eine neue Substanzklasse, die Imidazoline, gelenkt.
Diese Verbindungen sind in der Lage, eine durch Glukose induzierte
Insulinfreisetzung zu steigern. Unter diesen Aspekten wurden in dieser Arbeit
die Einflisse von spezifischen o- und B-adrenergen Substanzen, sowie
Substanzen aus der Stoffklasse der Imidazoline auf die Insulinfreisetzung der
B-Zell-Linie  MIN6 untersucht, wobei die Substanzen einzeln und in
Kombination getestet wurden.

Aufgrund der Ergebnisse kann gezeigt werden, dass in dieser Zell-Linie Uber
a1- und oo-Rezeptoren hemmende Einflusse auf die Insulinfreisetzung
erfolgen. Des weiteren wird demonstriert, dass Phentolamin, ein
Imidazolinderivat mit a-blockierenden Eigenschaften, die Insulinsekretion
steigert. Durch Vergleiche mit anderen a-Blockern wird angenommen, dass
dieser Effekt nicht durch a-Wirkung, sondern durch Interaktion an
bestimmten Imidazolinbindungsstellen erfolgt. Aulerdem wird die Anhebung
der durch Glukose induzierten Insulinfreisetzung durch Imidazoline anhand
der beiden Substanzen BL 11778 und BL 11771 demonstriert.

Fur die B-Rezeptoren wird gezeigt, dass, entgegen der ursprunglichen
Lehrmeinung, manche B-Blocker an dieser Zell-Linie die Insulinproduktion
steigern, wohingegen es durch den p+- und B2-Agonisten Isoprenalin zu einer
Hemmung kommt. Jedoch kommt man zu dem Schluss, dass in Bezug auf
die Insulinsekretion die ,klassische® Aufteilung in B4- und B2-Rezeptoren

wahrscheinlich nicht zutrifft.
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