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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Insulin ist ein auf3erst wichtiges Hormon. Es wittg alenp-Zellen der sogenannten
Langerhans'schen Inseln des Pankreas freigesetiztraguliert unter anderem den
Glukosestoffwechsel. Ein relativer oder absoluteanigel an Insulin ist Ursache einer
weit verbreiteten Krankheit, des Diabetes mellifyp 2. Im Fokus dieser Arbeit stand
die Erforschung der Wirkungsweise verschiedener stamzen, die die
Insulinfreisetzung aus dditZellen des Pankreas steigern und die Blutglukesden

kdnnen.

Ziel dieser Arbeit war die Erforschung des Wirkmatismus von Efaroxan, einer
Substanz aus der Klasse der Imidazoline, von den meif3, dass sie die
Insulinfreisetzung steigern und die Blutglukoseksenkann. Laut Literatur kommen
zwei unterschiedliche Wirkmechanismen direkt an fgi&ielle als Ursache fur diese
Effekte in Frage: Antagonismus ampa-Adrenozeptoren und Schliel3en depri

Kanale. Efaroxan ist ein Razemat, wobei die Veréigbit hochgereinigter
Efaroxanenantiomere Grundlage der hier beschrigbéh@ersuchungen war. Meine

Arbeit kann in zwei wichtige Abschnitte unterteilerden:

Der erste Teil der Arbeit diente der vergleichenBamstellung der direkten Wirkungen
von Efaroxanrazemat, (+)-Efaroxan und (-)-Efaroxaanf die Insulinfreisetzung
perifundierter Mauseinseln in vitro. Die Effekterdenterschiedlichen Préparationen
von Efaroxan auf die basale und glukosestimulibrsellinsekretion wurden zu diesem
Zweck sowohl unter Standardbedingungen, als auch Anwesenheit der
Insulinsekretionshemmer Diazoxid {}-Kanal-Offner) oder UK 14,304$s-Agonist)
getestet. Ziel dieser Experimente war zu differeren, welches der
Efaroxanenantiomere welchen der beiden Wirkmechaams @2a-Antagonismus und

Schlief3en der p- Kandale) anspricht.

Im zweiten Teil wurde die Blutglukose-senkende Wirg von Efaroxanrazemat mit
jener von (+)-Efaroxan und (-)-Efaroxan in M&uservivo verglichen. Dabei wurden
sowohl orale Glukosetoleranztests, als auch Exmerien mit pharmakologisch
verursachten Hyperglykdmien durchgefihrt, wobeiseli¢lyperglykamien wiederum



durch Diazoxid und UK 14,304 induziert wurden. [Zasl all dieser Experimente war,
die beiden bekannten Wirkmechanismen von Efaroxian ku differenzieren und
insbesondere festzustellen, welcher der MechanismfEmagonismus amapa-

Adrenozeptor bzw. SchlieBen derpfi-Kanale, wie weit fur die Senkung der
Blutglukose in vivo verantwortlich ist. Diese Fragkeb trotz umfangreicher Studien
zum Wirkmechanismus von Efaroxan und verwandterstumzen bis zur vorliegenden

Diplomarbeit unbeantwortet.



2. LITERATURUBERSICHT

2.1. ERNAHRUNGSSITUATION IN OSTERREICH

Laut der am Institut fir Ernahrungswissenschaftemlhiversitat Wien durchgefihrten
OSES.07-Studien (OSES = Osterreichische Studie Bumaihrungsstatus) liegt in allen
untersuchten Altersgruppen eine starke Tendenz zerdgwicht (Body Mass Index
zwischen 25 und 29,9 kgfinvor. In der Kategorie der 6- bis 15-jahrigen Skmder
sind 19 % ubergewichtig, bei den 18- bis 65-jahriggwachsenen sogar 42 % und in
der Gruppe der 65- bis >84-Jahrigen leiden 40 %Jbergewicht AuRerdem neigen
Buben bzw. Manner eher zu Ubergewicht als Madchzwn Brauen. Ebenso kann ganz
allgemein gesagt werden, dass mit zunehmendem dd®Gewicht steigt, wobei es ab
etwa 65 Jahren wieder sinkt. Sehr interessantuBemem, dass es ein starkes Ost-
West-Gefalle gibt. Im Osten von Osterreich sind dhen Altersgruppen mehr
Ubergewichtige bzw. adipése Menschen zu findemalé/esten. Generell zeigt sich in
beiden Geschlechtern in den letzten Jahren eineesfainahme von Ubergewicht bzw.
Adipositas [1].

Der Grund fur die allgemeinen Ursachen fir Ubergawiliegt in einer Reihe
zusammenhangender Faktoren wie zum Beispiel Rauckdkohol, sitzender
Lebensweise, finanzieller Belastung, mangelnder éépmg, Erkrankungen und vor

allem an einseitiger Ernahrung [1].

Die durchschnittliche Energiezufuhr der Frauentliegt 7,5 MJ/d nicht im optimalen
Bereich von 8,5-10 MJ, das heil3t, es entsprichhtnolem Referenzwert (= ein
Oberbegriff fir die Empfehlung der N&hrstoffzufuldre in Zahlen angegeben wird).
Bei den Mannern liegt die durchschnittliche Enexgfahr bei 9 MJ, die damit ebenso
niedriger liegt, als es der D-A-CH-Referenzwert rh3,5-12,5 MJ vorgibt. Diese
niedrige Energiezufuhr lasst auf eine geringe kidighee Aktivitat schlie3en, welche
sich im Allgemeinen schlecht auf den Kdrper austiitk



Eiweil3 wird im Allgemeinen zuviel aufgenommen. Imurmhschnitt nimmt ein
Erwachsener 1,2 g Eiweil3 pro kg Korpergewicht uad auf, was in etwa 50 % Uber
der empfohlenen Zufuhr liegt. Da der Proteinantdilezogen auf die
Gesamtenergiezufuhr bei rund 15 % liegt, befindetieh noch im Referenzbereich (=
der Toleranzbereich zwischen den vorgegebenen-Soll Grenzwerten). Allgemein
kann gesagt werden, dass Manner etwas mehr Eiwesiglz nehmen als Frauen [1].

Die Fettzufuhr liegt bei Osterreichischen Erwacleseawischen 36 und 38 Energie%
(E%), was deutlich tber dem empfohlenen Wert voximal 30 E% liegt. Nicht nur
die Fettmenge, sondern auch die Fettzusammensetpigiyeine groRe Rolle. Mit 14-
15 E% liegt die Zufuhr an gesattigten Fettsaurartligé Gber der empfohlenen Zufuhr
von maximal 10 E%. Bei Mannern wurde aul3erdem rBR 8g/d eine zu hohe
Cholesterinzufuhr festgestellt (maximal 300 mgieas auf einen hohen Verzehr von
tierischen Produkten zurlckzufiihren ist. Die Aufmahan mehrfach ungesattigten
Fettsauren, die zwischen 10 und 13 E% liegen saollee im Durchschnitt mit 13 E%
im optimalen Bereich [1].

Der hohe Anteil an Eiweil3 und Fett wird in der Bming der Erwachsenen im
Vergleich mit dem dazu relativ geringen Kohlenhydngeil deutlich. Frauen nehmen
durchschnittlich 46 E% und Manner 43 E% auf, wastla# unter dem Referenzwert
von 50 E% liegt. Die Saccharosezufuhr (Haushalteadiegt mit rund 10 E% im
akzeptablen Bereich wahrend die Ballaststoffzufiiitr 20 g pro Tag weit unter der
empfohlenen Zufuhr von 30 g pro Tag liegt. Der tgatinittliche Alkoholkonsum liegt
im gesundheitlich vertraglichen Bereich. Bei Mammgelten 20 g/d als gesundheitlich
unbedenklich und bei Frauen 10 g pro Tag, wobeuémaim Durchschnitt weniger
Alkohol konsumieren als Manner. Hinsichtlich der tafinzufuhr wurde ein
unzureichender Versorgungszustand bei Vitamjruldd Folséure festgestellt. Auch bei
Vitamin D wurde ein erniedrigter Status ermittdtei den Mineralstoffen wurden

erniedrigte Statuswerte von Eisen und Zink festdie$1].

In der OSES.07 Studie wurden zusatzlich 12 mogliEaktoren untersucht, die das

Ernahrungsverhalten der Osterreicher beeinfluséantin.



Einen geringen bzw. kaum Einfluss haben: der Fansliand, das Einkommen und der
Einfluss des extern bestimmten Erndhrungsverhaltems, zum Beispiel, die
Mabhlzeiten, die man in der Arbeit zu sich nimmt odeenn man in Restaurants essen
geht. Signifikante Einflisse auf das Erndhrungsaiéeh zeigterdie Haufigkeit der im
Leben durchgefuhrten Didten. Einen Zusammenhangdem Ern&hrungsverhalten
haben: das Rauchen, die Anzahl der Mahlzeiten pgy dler Body-Mass-Index (BMI),
die Zufriedenheit mit dem Koérpergewicht (eher b&iriviern), die Einstellung zu einer
gesunden Erndhrung, der ,bewusste Genuss", ,sidifitedas Essen nehmen* und die

Reaktion auf Emotionen (eher bei Frauen) [1].

Aul3erdem konnen auch erndhrungsbedingte Erkrankunge, zum Beispiel, Herz-
Kreislauferkrankungen, Krebs, Adipositas oder Diabamellitus durch eine einseitige
Ernahrung, Rauchen, Alkohol, Ubergewicht, Bluthaciot und viele andere

Risikofaktoren vermehrt auftreten. [1].

Die vorliegende Arbeit beinhaltet pharmakologisdhetersuchungen zu einer dieser

Folgeerkrankungen, dem Diabetes mellitus.

2.2. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus wird auch Zuckerkrankheit genaontd gehort zu den erblich
chronischen Stoffwechselerkrankungen. Diese Kraihkberuht entweder auf einem
absoluten oder auf einem relativen Mangel an Insidie Diagnose erfolgt durch die
Feststellung einer erhdhten Blutglukosekonzentmatid/ichtige Erkennungszeichen
dieser Krankheit sind neben Hyperglykdmie auch Gdukie, Polyurie und Polydipsie.
Je nach Schweregrad dieser Krankheit ist entwaderBehandlung durch Diat alleine

oder zusatzlich mit oralen Antidiabetika oder durctsulininjektionen notwendig.



Neben weiteren Sonderformen werden 2 Arten von @& mellitus unterschieden,
namlich Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 [2, 3].

Diabetes mellitus Typ 1tritt Gberwiegend in jingeren Jahren auf und varth als
insulinabhangiger Diabetes bezeichnet [3]. Beim TlypDiabetes kommt es zur
Zerstorung der insulinproduzierend@rZellen des Pankreas, wodurch ein absolutes
Insulindefizit eintritt [4]. Durch den absolutensidinmangel kommt es zu einer dem
Hungerstoffwechsel ahnlichen Stoffwechsellage, wasisammen mit einer
Dehydrierung den typischen Gewichtsverlust bedilgenn man den Typ-1-Diabetes
nicht behandelt, kommt es quasi zu einem ,Verhumgder Zellen“, da von vielen
Zelltypen keine Glukose aufgenommen werden kanrduBdn kommt es zu einer
Ketose, die im schlimmsten Fall todlich enden kdBh Allerdings ist der Typ 1
Diabetes, an dem nur 5-10 % der Diabetiker leig@sentlich seltener, als der Typ 2

[4].

Diabetes mellitus Typ 2tritt hauptsachlich bei é@lteren Menschen auf umd weshalb
auch als Altersdiabetes bezeichnet. Man sprichth auem insulinunabhéngigen
Diabetes. Es kommt zu einem multikausalen relativessulinmangel, der meist auch
erblich veranlagt ist. Ubergewicht, falsche Ernalgrwund eine geringe korperliche
Betatigung sind wesentliche Faktoren, die zu eibgatetes Typ-2 fuhren kénnen. Die
meisten Typ 2 Diabetiker sind Ubergewichtig oderipés, wodurch sich die
Glukosetoleranz verschlechtert. In der friihen Plasd=rkrankung entwickelt sich eine
zunehmende Insulinresistenz, die auch bei Uberdgvailbne Diabetes schon deutlich
ist. Dadurch wird eine vermehrte Insulinausschiggtuder B-Zellen induziert
(kompensatorische Hyperinsulindmie), was bei larg@raltendem Zustand zu einer
Beeintrachtigung dep-Zellfunktion fuhrt und eine Insuffizienz entstehkisst [2]. In
der spaten Phase der Erkrankung kann es, dhnimhlgp 1 Diabetes, zu einem totalen
Insulinmangel kommen. Der Typ 2 Diabetes ist fur-980 % der Diabetesfalle
verantwortlich [4]. Die Unterschiede in den Pathwegen zwischen Typ 1 und Typ 2
Diabetes sind in Abbildung L1 dargestellt.



Diabetes mellitus Diabetes mellitus
Typ1l Typ 2

Abbildung L1: Pathogenese von Diabetes mellitus Tyf und 2, adaptiert nach [2]

2.3. GLUKOSESTOFFWECHSEL

Diabetes mellitus ist also durch Hyperglykdmie, oalseinen gestorten
Glukosestoffwechsel definiert. Die Leber stellt dantrale Organ der anabolen und
katabolen  Prozesse des Kohlenhydratstoffwechselsr. dém  gesamten
Kohlenhydratstoffwechsel des Menschen ist die DkG#g von grof3er Bedeutung. Um
zu einer Reaktion zu gelangen, muss Glukose mig Mdn ATP in Glukose-6-phosphat
umgewandelt werden. In fast allen Zellen findehsias Enzym Hexokinase, welches
diese Reaktionen katalysiert. Ausnahmen sind diet.and dig3-Zellen des Pankreas,

wo sich eine besondere Isoform, namlich die Glukage, befindet.



Der Phosphorylierung folgen die weiteren Schrige @lykolyse, also des Abbaus von
Glukose zum Pyruvat. Unter anaeroben Bedingungeshdaas Pyruvat dann zum Laktat
umgesetzt. Die folgende Gleichung beschreibt diesa@wreaktion, der anaeroben

Glukoseverstoffwechslung:

Glukose + 2 ADP + 2P 2 Laktat + 2 ATP + 2 kO

[5]

Wenn Glukose unter aeroben Bedingungen abgebaut, wierden die gebildeten
Pyruvat-Molekile in die mitochondriale Matrix trgustiert, wo sie in Acetyl-CoA

umgewandelt werden. AnschlieBend wird das Acetyh@o den Zitronensaurezyklus
eingeschleust. In diesen Kreislauf von Reaktion@m wro Umlauf ein Acetyl-CoA

eingeschleust, wobei 2 Molekille g@nd jeweils ein Molektl GTP und FADHsowie

3 Molekile NADH entstehen. Die beiden letztgenann@oenzyme spielen eine
wichtige Rolle bei der oxidativen Phosphorylierungy der ATP aus ADP
phosphoryliert wird (siehe Abbildung L2) [6].
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Abbildung L2: Die Reaktionsschritte des Zitronenséuezyklus [7]

Glukose-6-Phosphat muss aber nicht direkt in dik@Y{se eingehen. Der erste Schritt
der Glykogensyntheseist die Umwandlung von Glukose-6-phosphat in Ghéa-
phosphat durch die Phosphoglukomutase (Abbildung. ICurch die Glukose-1-
phosphat-UTP-Transferase entsteht aus Glukose-dpphd und UTP die UDP-
Glukose. Dabei kommt es zu einer Phosphorsaureadbytdung zwischen den
Phosphatresten von Glukose-1-phosphat und UTPruneiterer Folge zur Abspaltung
des Phosphats von UTP durch die Pyrophosphataddnldang L4). Dadurch kommt
es zu einer Gleichgewichtsverschiebung der RealktioRichtung Glykogensynthese.
AnschlieRend kommt es zur Ubertragung der aktierertUDP-Glukose auf ein
Startermolekil. Das Schlusselenzym der Glykogehsyg#t stellt die Glykogen-
Synthase dar. Die Glykogen-Synthase Ubertragt Glykeste von der UDP-Glukose

auf vorhandene Ketten, wodurch es zu einer Ketrédovgerung des Glykogenmolekils
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kommt. Durch die Entstehung von Verzweigungssteieneiner bestimmten Anzahl
von Glukoseeinheiten und durch die Knipfung von dlykosidischen Bindungen an
benachbarten Ketten, kommt es zu einer typischarmbgigen Verzweigung der
Glykogenkette. Beim Abbau des Molekiils handelties am eine phosphorylytische
Spaltung durch Phosphorséure, wodurch wieder Gaitgshosphat entsteht. Die
Glykogenphosphorylase katalysiert diese Reaktioth stellt das Schlisselenzym der
Glykogenolyse dar [8].

OPO4*
(|: y CH,OH
g Phosphoglukomutase O

O > OH

OH
OH OPO,%
OH OH OH
OH

Abbildung L3: Umwandlung von Glukose-6-phosphat inGlukose-1-phosphat durch die

Phosphoglukomutase, adaptiert nach [9]

CH,OH —0
o 3 % 3 fL““ ¢ D8 3 CL g
OH 0—P—~0—P—0—P—0 N/KO Kat OH 0-F-0 -?**O N S0
. & O o O _ > OH o © o |
<
OH [ OPOy -2Phosphat
OH
OH OH OH OH

Abbildung L4: Entstehung der UDP-Glukose durch dieVerkniipfung von Phosphatresten von
Glukose-1-phosphat und UTP, adaptiert nach [9]
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Die Glukose und die Glukosyleinheiten aus dem Gighko werden also uber die
Glykolyse zur Versorgung der Zellen mit Energie P3Tverwendet. Die Leber kann
aber auch grol3e Mengen an Glukose freisetzen,udi@l@n Glykogenvorraten stammt
(Glukogenese) oder sozusagen in Umkehrung der Gis#xoz.B. aus Laktat oder
Aminosauren gebildet wird (Glukoneogenese). Duraksm@echend regulierte Raten
von Glukoseresorption aus dem Darm, Glukoseprodoktider Leber und
Glukoseaufnahme in die Gewebe wird die Blutglukoselentration eines gesunden
nichternen Menschen zwischen 70 und 120 mg/dl &onhgjehalten. Dies wird als
Glukosehomdoostasebezeichnet, fur die die Wirkungen der Hormone linsund
Glukagon wichtig sind. Insulin und Glukagon zirlaxkn im Blut eines gesunden
Menschen in wechselnden Konzentrationen, wobeilimsitkung ein Absinken und
Glukagonwirkung ein Ansteigen der Blutglukosekorieation bewirkt. Zur
kurzfristigen Regulation der Blutglukosekonzentratisind insbesondere Auf— und
Abbau von Leberglykogen sowie die Glukoseaufnahmedie Skelettmuskulatur
wichtig. Durch den stéandigen Glykogenauf- und -abbarden in etwa 60 % der mit
der Nahrung aufgenommenen Glukose zuerst in deerLgbspeichert und spater zur
Verfigung gestellt, sofern man sich gesund ern&ut. langerfristigen Regulation
werden verschiedene Adaptionsmechanismen benétidgss unter anderem auch bei
kohlenhydratfreier Erndhrung eine Mindestmenge dmk&e zur Verflgung steht.
Hierbei kommt es zur Einschréankung des Glukoseweuddrs durch Leber, Muskulatur
und Fettgewebe. Zur gleichen Zeit einsetzende Glekigenese der Leber kann die
Glukoseversorgung aufrecht erhalten, was insbeseridedas Gehirn wichtig ist [10].

2.4. INSULIN

Das lebenswichtige, die Blutglukose senkende Horommh somit im Mittelpunkt aller

Beobachtungen tber Diabetes mellitus ist Insulin.

Insulin ist ein Polypeptid und besteht aus insgedgimAminosauren. Es setzt sich aus

einer kirzeren A-Kette, die 21 Aminosauren enthéii aus einer langeren B-Kette,
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die aus 30 Aminoséauren besteht, zusammen. Dieserbefetten sind Uber zwei
Disulfidbricken miteinander verbunden. Zur weiter&tabilisierung sind zwel
Cysteinreste innerhalb der A-Kette noch zusatzticinch eine dritte Disulfidbriicke
verbunden (Abbildung L5). Threonin, Serin und é&alin in der A-Kette, sowie
Threonin in der B-Kette sind bei Mensch, Rind undhwein unterschiedlich
positioniert. Die molare Masse des Humaninsulinsége 5786 Dalton. Zur Synthese
des Insulins kommt es in speziellen Zellen, df#Zellen der sogenannten
Langerhans'schen Inseln, die sich im Pankreasgewetstreut befinden. Man findet

etwa ein bis zwei Millionen Langerhans'sche InselrPankreas eines Menschen [3, 5].

Abbildung L5: Struktur des Humaninsulins adaptiert nach [5]
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Bei derInsulinsekretion wird das Insulin durch Exozytose an das Blut akgeg. Der
Anstieg der Blutglukosekonzentration stellt den Miigsten physiologischen Reiz fur
die Ausldsung der Insulinsekretion dar. Durch derstReg der Blutglukose wird diese
vermehrt in dieB-Zelle aufgenommen und fuhrt zu einer Erhdhungidiazellularen
ATP-Konzentration. Daraufhin werden ATP-sensitivalidmkanale (Krp-Kanale)
geschlossen, wodurch es zu einer Depolarisation Miembran kommt. Dadurch
wiederum werden Kalziumkanale aktiviert und Kalziginromt in die Zelle ein. Durch
die Erhohung der Kalziumkonzentration kommt es&wslosung der Exozytose. Dabei
verschmelzen die insulinhaltigen Granula mit dersRlamembran, wodurch das Insulin

in den extrazellularen Raum abgegeben wird (Abloddu6) [5].

Insulin

ATP-sensitiver Depnlansatlnn
K* - Kanal
SC I lieft !

nspo \f Ca2+
port ‘\ /v

(Intracyiiuiare ca=Speicher Jj Insulin enthaltende

Wesikel
Glucose T
¢ Endoplasmatisches
Glucose-6-P = Gly colyse Mitochondium Reticulum J

Abbildung L6: Reaktionsmechanismus der glukoseinduzrten Insulinfreisetzung [11]

Glucose-
(GLUT

Glucose

Die Wirkungen von Insulin sind vielfaltig. In Zusammenhang mit Diabetes medlist
die Bedeutung des Hormons vor allem fiir die Glukosgbostase, aber auch fur Fett —
und Proteinstoffwechsel, entscheidend. Die Wirkwmn Insulin wird in etlichen
Organen beobachtet, wobei es auf Leber, Muskulatdr-ettgewebe die bedeutendsten
Effekte aufweist. Die Wirkung des Insulins lassthsiam besten als anabol und
antikatabol beschreiben. Durch gezielte Steueruaog ®chlisselenzymen werden
anabole Vorgéange, wie die Synthese von Fett, Pratedd Glykogen beschleunigt.
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Ebenso werden katabole Prozesse, wie Proteolysgko@nolyse und Lipolyse,
gehemmt (Tabelle L1).

Bei der Vermittlung der Insulinwirkung an der Zellerd zuerst das Hormon an einen
Rezeptor in der Plasmazellmembran gebunden. Darmh aeis Hormonsignal in die
Zelle Ubertragen, und letztendlich Schlisselenzygesteuert. Dadurch werden

verschiedenste intrazellulare Stoffwechselprozesgeliert [3].

Tabelle L1: Die Wirkungen des Insulins auf diverseStoffwechselprozesse adaptiert nach [3]

Prozess Organ

1. Stimulation des Membrantransportes von:

Zuckern Fettgewebe, Muskel
Aminosauren Fettgewebe, Muskel
lonen Leber, Fettgewebe, Muskel

2. Anabole Wirkung durch:
Stimulation der Proteinsynthese Fettgewebe, Muskel
Stimulation der Glykogensynthese Fettgewebe, Mydledier

Stimulation ~ der  Triglycerid-  undFettgewebe, Leber

Fettsduresynthese

3. Antikatabole Wirkung durch:

Hemmung der Lipolyse Fettgewebe (Leber)
Hemmung der Proteolyse Muskel, Leber

Hemmung der Glukoneogenese Leber
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Bei der so genanntemsulinresistenz, die Ubergewicht und Adipositas begleitet,
kommt es in den verschiedensten Zielorganen vowmlilnszu einer verminderten
Antwort auf das Hormonsignal, vor allem im Skelaigkel, im Fettgewebe und in der
Leber. Folgen sind vermehrte Glukoseproduktion emmiedrigte Glukoseaufnahme aus
dem Blut. Um ein Entgleisen der Blutglukosekonzatntn zu vermeiden, produzieren
die pB-Zellen des Pankreas bei der Insulinresistenz MVermmsulin. Das ist der
mutmalliche Grund, warum sialas Pankreas nach einer bestimmten Zeit erschopft
und es nicht mehr genug Insulin produzieren kazh [Raher kommt es zuerst zu einer
kompensatorischen Hyperinsulinamie und im weitergerlauf oft zu einer

Hyperglykamie, also zum Diabetes mellitus [13].

2.5. Karp-KANALE

Katp-Kandle gehoéren zu einer grol3en Klasse von Kalimélesn, die dazu beitragen
das Ruhepotenzial bei negativen Membranpotenzialginecht zu erhalten. Agp-
Kanale befinden sich unter anderem in Muskelzellenlenp-Zellen des Pankreas und

im Gehirn.

Der Karp-Kanal besteht aus zwei Typen von Proteinen. Egitsrgdie sogenannten
Sulfonylharnstoffrezeptoren (SUR = sulfonylureaeqgor), der die Bindungsstelle fir
die kanalblockierenden Sulfonylharnstoffe darstedihdererseits die porenbildenden
Einheiten (Kir6.x; Kir = K inward rectifier), diem eine zentrale Pore angeordnet sind.
Ein Kanal wird aus acht Proteinen gebildet, jeweilsr Einheiten SUR und vier
Einheiten Kir6.x. Man kennt sowohl unterschiedliclseformen der porenbildenden
Einheit, ndmlich Kir6.1 und Kir6.2, als auch deslf@uwlharnstoffrezeptors (SURL,
SUR2A, SUR2B). Die unterschiedlichen Subtypen smgerschiedenen Zelltypen zu
finden. So ist z.B. Kir6.2 der dominante Subtypdig meisten Gewebe.

Die bereits erwahnten Sulfonylharnstoffe blockiedsn Kanal und firhren so zur

Depolarisation der Zelle. Diazoxid, aber auch Middx Nicorandil und Pinacidil
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zahlen zu den Kaliumkanaloffnern. Kaliumkanaloffmeduzieren die Hemmwirkung

von ATP und fuhren dazu, dass sich der Kanal ine@egrt physiologischer, zellularer

ATP-Konzentration 0Offnet. Kaliumkanal6ffner fuhreaul3erdem dazu, dass das
Ruhepotenzial in Richtung des Kaliumgleichgewicbtepzials verschoben wird,

woraus eine Hyperpolarisation der Zelle resultiert.

Nicht zuletzt aufgrund der unterschiedlichepri und SUR-Subtypen unterscheiden
sich Organe in ihrer Empfindlichkeit fur bestimmt&aliumkanal6ffner und
Sulfonylharnstoffe. So reagieren Gefal3— und Bradohiskulatur am empfindlichsten
auf die klassischen Kanal6ffner. Danach folgenHkezmuskulatur, Skelettmuskulatur,
Neuronen und letztendlich dig-Zellen des Pankreas. Bei der Empfindlichkeit der
Sulfonylharnstoffe hingegen ist es anders, hied slie 3-Zellen deutlich empfindlicher

als die Muskulatur und das Herz.

Die fur die vorliegende Studie relevanten Wirkundemen in einer Hemmung der
Insulinsekretion (Kanaloffner; Hyperpolarisationpggniber einer Stimulation der
Insulinsekretion (Kanalblocker; Depolarisation). n&i weitere Eigenschaft der
Kaliumkanaloffner ist die Senkung des GefaR3wiedewds, die in weiterer Folge zu
einer Abnahme des arteriellen Blutdrucks fuhrt. @ad kommt es zu
Katecholaminausschittung, Tachykardie, Natrium— WNdsserretention und einer

Steigerung der Plasmareninaktivitat [14].

2.6. DIAZOXID

Diazoxid ist ein Benzothiadiazin-Derivat (Abbildung7) und wirkt als oraler
Kaliumkanaloffner [15]. Diazoxid fuhrt zur Hemmuuder Insulinfreisetzung aus d@n

Zellen des Pankreas und in weiterer Folge zu eirlerhéhung der
Blutglukosekonzentration. Aul3erdem fuhrt es zu minfbfall des Blutdrucks und des
peripheren Gefallwiederstands, was wiederum zu a@rfgihten Herzfrequenz und

einem erh6htem Herzzeitvolumen fihrt.
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Diazoxid kommt zu 90 % an Plasmaproteine gebundam wodurch es zu einer
langeren Plasmahalbwertszeit kommt, die 20-30 Strmetragt. Die Wirkungsdauer
hingegen liegt nur bei 4-12 Stunden [14].
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Abbildung L7: Strukturformel von Diazoxid [15]

2.7. a;-r ADRENERGE REZEPTOREN

az-adrenerge Rezeptoren oder aughAdrenozeptoren, spielen eine wichtige Rolle in
der Regulation der Blutglukosehoméostase und werded verschiedene Subtypen
aufgeteilt, namlicho,a, azg und ooc-Adrenozeptoren. Alle 3 Subtypen sind Mitglieder
der Familie der G-Protein-gekoppelten RezeptorelPQR). axa-Adrenozeptoren
wurden im Gehirn und in den Neuronen gefunden umdl der vorherrschende Subtyp
der Hemmung der Insulinsekretion [16]. Aucbc-Adrenozeptoren fihren zu einer
Hemmung der Insulinsekretion. Sie sind im Nebemmarark der wichtigste Subtyp.
Alle 3 Subtypen fuhren gleichermalen zu einer Henmgnu der
Noradrenalinausschittung aus den Nervenenden dapaflyischen Nervensystems
[17]. Adrenalin und Noradrenalin werden auch aus d@@romaffinen Zellen des
Nebennierenmarks sezerniert und erhthen die Bkagkkonzentration, durch die
Hemmung der Insulinsekretion und durch die ErhéhdergGlukagonsekretion aus dem
endokrinen Pankreas, sowie durch die Erhohung deikoBeogenese und der
Glykogenolyse in der Leber. Die Effekte von Adreémaind Noradrenalin werden unter

anderem durch die-Adrenozeptoren vermittelt [16].
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Rosengren et al. beschaftigten sich mit einem Zuosamhang zwischen
Adrenozeptoren des;a-Subtyps und Diabetes mellitus Typ 2. Die Ergelmisgisen
darauf hin, dass dex,a-Adrenozeptor eine wichtige Rolle in der Pathogenaad
Pathophysiologie des Typ 2 Diabetes spielen konrAesgangspunkt dieser
Schlussfolgerung waren in vitro- und in vivo- Strdian der Goto-Kakizaki (GK)
Ratte, welche ein weit verbreitetes Modell flir T¥Diabetes darstellt. Zuerst wurden
kongene Stamme der GK-Ratte gefunden, die einedmjesinsulinsensitivitat, eine
gestorte Insulinsekretion, sowie verschiedene myp T2 Diabetes assoziierte
Spatkomplikationen aufwiesen. In der Folge wurdeGenom der GK-Ratten ein 1,4
Mb-Segment nachgewiesen, dass in Verbindung miweieninderten Freisetzung von
Insulin steht. Dieses Segment enthielt funf bekanRtotein-codierende Gene. In
Ratten, in deren isolierten Langerhans’schen Indielitnsulinsekretion vermindert war,
war die Expression von vier dieser Gene unverandeihrend beim funften Gen
Adra2a, welches fur dema-Adrenozeptor codiert, sowohl auf mRNA- als auch au

Protein-Ebene vermehrte Expression in den Insébimgen wurde [18].

In weiteren Untersuchungen wurde in den Ratten hidlierer Expression desa-
Adrenozeptors auch in vivo eine ausgepragte Rewoluktler Glukose-stimulierten

Insulinsekretion verbunden mit einer gestorte Gaatoleranz festgestellt [18].

In weiteren in vitro Experimenten konnte derAdrenozeptorantagonist Yohimbin das
Defizit in der glukose-stimulierten Insulinfreisatly aus Inseln solcher Ratten
aufheben. Zusammengefasst unterstiitzen diese Beahgen das Konzept, dass die
gestorte Insulinsekretion dieser Tiere durch eibergxpression daga-Adrenozeptor-

Subtyps verursacht wird [18].

Auf der Basis dieser Feststellungen an Versuclestigrurden SNP-Analysen (SNP =
Single Nucleotide Polymorphism) des menschlichemsGAdra2a durchgeftihrt. In
Analogie zu den Befunden an den GK-Ratten fandem lsier SNPs, die zu vermehrter
Expression desya-Adrenozeptors fuhrten und auch hier war diese legeh&xpression
mit verringerter Insulinsekretion und vermindertersulingranula in den B-Zellen
dieser Menschen verbunden. Es konnte sogar einezidsi®n mit dem Typ 2 Diabetes

nachgewiesen werden [18]. Diese Ergebnisse suggeyiglass zumindest bei einem
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Teil der vom Typ 2 Diabetes betroffenen Patientere erhohte Expression dega-
Adrenozeptors, die offenbar zu einer tbermafigemrdeng der Insulinsekretion fuhrt,

eine kausale Rolle spielt.

2.8. UK 14,304

UK 14,304 (UK) ist ein synthetischeg-Adrenozeptoragonist und ist nach systemischer
Verabreichung in vivo auch zentral aktiv. UK 14,36#5-Bromo-6-(2-Imidazolin-2yl-
Amino)-Quinoxalin (Abbildung L8) und fuhrt, ebenswie Diazoxid, zu einer
Hemmung der Insulinsekretion aus dem Pankreas wWaskandig direkt Ubero,-
Adrenorezeptoren, die von den insulinproduzierenflefellen exprimiert werden,
vermittelt wird [19, 20].
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Abbildung L8: Strukturformel von UK 14,304 [21]
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2.9. EFAROXAN

Efaroxan gehort zu den Imidazolinen und st ein huwoksamer ap-
Adrenozeptorantagonist (Abbildung L9). AuRerdem rfuHEfaroxan zu einer
gesteigerten Insulinsekretion in déZellen des Pankreas.

Neben deras-antagonistischen Wirkung verursacht Efaroxan aihli83en der ATP-
sensitiven K-Kanale der-Zellen des Pankreas, wodurch eine Depolarisat@mpe
Zelle resultiert [22, 23, 24, 25, 26, 27].
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Abbildung L9: Strukturformel von Efaroxan [28]

Aus mehreren Studien wurde geschlossen, dass dieuilgi von az-antagonistischen
Imidazolinen wie Efaroxan auf die Insulinsekretinicht aus der Interaktion mii,-
Adrenozeptoren resultiert, da nur bestimeatéddrenozeptorantagonisten diesen Effekt
hervorzurufen schienen [22, 23, 24, 26, 27]. Bemde,-Adrenozeptorantagonist
Idazoxan beispielsweise konnte dieser Effekt niestgestellt werden [23, 29].

In einer Studie von Chan et al. wurde das razerai&faroxangemisch in das (+) und
(-)-Enantiomer aufgetrennt und griindlich untersu€iie untersuchten die Wirkung der
beiden Enantiomere, sowie die Wirkungen von UK ubidzoxid auf inkubierte

Rattenpankreasinseln und kamen zu folgenden Ergstmi19]:

Als die Inseln mit den gereinigten EnantiomererAmwvesenheit von 6mM Glukose
inkubiert wurden, war das (-)-Enantiomer deutliobtgmter als das (+)-Enantiomer.
Bereits bei einer Konzentration von 1 uM des (-piiomers kam es zu einem
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deutlichen Anstieg der Insulinsekretion, die beieeiKonzentration von 100 uM des
(-)-Enantiomers immer noch stieg. Das (+)-Enantionfiéhrte selbst bei einer

Konzentration von 100 uM zu keinem Anstieg [19].

Beim zweiten Versuch wurden die Inseln mit 20 mMikaise und 1 uM UKnkubiert.
UK ist einaz-Agonist und fuhrt zur Hemmung der Insulinsekretibas (+)-Enantiomer
hob den hemmenden Effekt von UK bereits bei nanareal Konzentrationen komplett
auf, wahrend das (-)-Enatiomer nicht einmal bepMeine Wirkung zeigte [19].

Beim dritten Versuch wurden die Inseln mit 20 mMukdse und 250 uM Diazoxid
inkubiert [19]. In diesem Fall war das (-)-Enantemdeutlich wirksamer als das (+)-
Enantiomer. Wahrend das (-)-Enantiomer bei einenze€aotration von 75 puM der
Hemmung der Insulinsekretion deutlich entgegenwirkvar das (+)-Enantiomer bei
dieser Konzentration nahezu wirkungslos [19].

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass afere @iarmakologischen Hemmer

der Insulinsekretion das (-)-Enantiomer wirksamar ®als das (+)-Enantiomer.

In Anwesenheit von UK war das (+)-Enantiomer effet und beim Einsatz von

Diazoxid zeigte das (-)-Enantiomer eine starkerekWig [19].

Chan et al. zeigten aul3erdem, dass die Wirkung Efamoxan offenbar auf zwei
verschiedene Bindungsstellen zuriickzufihren is.dde Bindungstelle ist fur das (+)-
Enantiomer relevant und stellt dem-Adrenozeptor dar, wahrend die andere

Bindungsstelle das (-)-Enantiomer stérker bindgj.[1

Auf Basis dieser Ergebnisse zogen die Autoren dehuSs, dass das (-)-Enantiomer
von Efaroxan ein potentes und fir eine Medikamdanteklung interessantes
insulinotropes Molekdl ist, das sowohl unter Stadtadingungen als auch unter
Diazoxidexposition deutlich starker wirkt als dag-Enantiomer. Eine Uberlegenheit

des (+)-Enantiomers wurde lediglich unteradrenerger Stimulation beschrieben.

In einer weiteren Studie, von Mourtada et al., veurebenfalls die Wirkung der

Efaroxan-Enantiomere auf die Insulinfreisetzungliéster Langerhans scher Inseln
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untersucht. Hier konnte ein &hnliches Ergebnis imieder Studie von Chan et al.
festgestellt werden. Wie schon erwartet, kam man deeden Enantiomeren zu
unterschiedlichen Ergebnissen in Bezug auf die @8étion der Insulinsekretion. Auch
hier war das (-)-Enantiomer in einem Konzentrati@meich von 10-50 uM deutlich
effektiver als das (+)-Enantiomer [30].

2006 fuhrten Taylor et al. ebenfalls eine Studierithe Wirkung von Efaroxan und

seinen Enantiomeren durch. Sie untersuchten dasommeme G-Protein Rhes (Ras
Homologue Expressed in Striatum) das in @efiellen des Pankreas vorkommt und
eventuell einen Einfluss auf die Insulinfreisetzimag. Zuerst behandelten sie RINmM5F-
Zellen mit Efaroxanrazemat. Bei einer Konzentratumm 100 uM Efaroxan erreichte

der Rhes mRNA-Gehalt seinen Maximalwert. Weitersdeno die Zellen auch mit den

gereinigten Efaroxanenantiomeren behandelt. Es evufdstgestellt, dass die

Behandlung mit 100 uM (-)-Efaroxan zu einem viérkéren Anstieg des Rhes mRNA-
Gehalts fuhrte, als mit 100 uM (+)-Efaroxan. Es damr auch Ratteninseln mit 100 uM
(-)-Efaroxan behandelt, wobei auch ein Anstieg Bées mMRNA-Gehalts festgestellt
werden konnte. AulRerdem stellten die Autoren fesiss die Induktion der Rhes-
Expression von Calzium gesteuert wird und nicheldirmit der Insulinfreisetzung

assoziiert ist. Diese Ergebnisse bestatigten faiBarichte, dass Rhes in dgiZellen

exprimiert und von Imidazolinen reguliert wird [31]

Hatlapatka et al. fihrten im Jahr 2009 Perifusiensiiche mit Mauseinseln durch. Sie
untersuchten die Wirkung von Nahrstoffen und Niéhistoffen auf die
Insulinsekretion in Kombination mit Efaroxan. Esnkeheraus, dass Efaroxan die
Stimulation der Insulinsekretion durch den Nahrstéfetoisocapronsaure (KIC)
verstarkt, jedoch die Insulinsekretion des Nichtidéoffes KCIl, der durch
Depolarisation wirkt, nicht beeinflusste. AuRerdgam man zu dem Ergebnis, dass
Efaroxan und RX871024, ein anderen-Antagonist, keine Wirkung auf die
Insulinsekretion von Sulfonylharnstoff-Rezeptor $£/R1) Knockout-Méausen hatten.

Hatlapatka et al. kamen also zu dem Ergebnis, diasg/irkung von Efaroxan auf die
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Insulinsekretion wohl durch die Effekte degtk-Kanals zustande kommt, da SUR1 ein
Bestandteil des kp-Kanals ist [32].

In einer Studie von Berdeu et al. wurde die Wirkwog Imidazolinderivaten auf die
Insulinsekretion anhand von Perfusionen isoliefattenpankreata untersucht. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass das Imidazolin EfaroMad ein weiterera;,-
Adrenozeptorantagonist eine stimulierende Wirkund @die Insulinsekretion hatten.
Idazoxan und Yohimbin, welch@-Antagonisten sind, hatten keinen Einfluss auf die
Insulinsekretion. AuRerdem konnte festgestellt wardiass alle getesteten Imidazoline
eine Vasokonstriktion in den Blutgefal3en des Pawkrauslosten, im Gegensatz zu
Yohimbin. Die Efaroxan-induzierte Inuslinsekretiomrde durch eine Blockade der-
Adrenozeptoren nicht beeinflusst, weshalb die Effekon Efaroxan nicht auf eine

Interaktion mita-Adrenozeptoren zurickgefiuhrt wurden [33].

Letztendlich wurde aus all den obigen Befunden Sigrluss gezogen, dass Efaroxan-
induzierte Insulinsekretion wohl nicht durch eindodkade dero, —oder o;-
Adrenozeptoren erklart werden kann, sondern zumsindauptsachlich durch einen
anderen Mechanismus verursacht wird. Diesen anddemhanismus glaubte man in
der Interaktion mit dem kp-Kanal gefunden zu haben.

Fagerholm et al. fuhrten im Jahr 2008 allerdinge eveitere in vivo-Studie durch, um
herauszufinden, ob die Wirkung von Efaroxan aufesinAntagonismus des;-
Adrenozeptors dep-Zellen beruht, oder doch durch unabhangige Mechaen, wie
zum Beispiel tber den &p-Kanal, auftritt. Sie untersuchten die Wirkung Jgiaroxan
und eines nicht-Imidazolim,-Adrenozeptorantagonisten auf die Blutglukose ured d
Plasmainsulinkonzentration. Dazu verwendetenagifdrenozeptor-Knockout-Mause
(024-KO), die mit Kontrollmausen (wild type) verglichemurden. Die Substanzen
wurden ihnen sowohl im gefasteten, als auch imtggtén Zustand verabreicht. Das
Blut wurde anhand von Schwanzpunktion abgenommagefRolm et al. kamen zu

dem Ergebnis, dass Efaroxan ohwnga-Adrenozeptor keine Wirkung auf die
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Insulinsekretion und Glukosesenkungoip-KO-Méausen zeigte. Dies widersprach der
bis dahin bevorzugten Hypothese, dass Efaroxanhamay vona,-Adrenozeptor zu

einer Erhéhung der Insulinsekretion und einer Seglder Blutglukose fuhrt [34].

In mehreren unterschiedlichen Studien kam manalstder Feststellung, dass Efaroxan
sowohl ein ausgezeichneter-Adrenozeptorantagonist ist, als auch fahig ist die
insulinotrope Wirkung der Glukose durch die Blookaitkr ATP-sensitiven KKanale
derp-Zellen des Pankreas zu verstarken. Wenn es auche8tgibt, die in eine andere
Richtung weisen [34], so wurde doch die langsteé Hgidurch angenommen, dass die
antihyperglykdmische und insulinotrope Wirkung  vdffaroxan und anderen

Imidazolinen nicht auf dem,-Antagonismus beruht.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. VERSUCHSTIERE

FUr Experimente an isolierten Langerhans schennnserden C57BL/6J-Méause der
Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutsatl) sowie der Abteilung fur
Labortierkunde und Labortiergenetik der MedizinschUniversitat Wien (Himberg,
Osterreich) verwendet. Es wurden jeweils 4 Mause Kiifig bei kiinstlichem 12/12
Stunden Tag/Nacht-Rhythmus und 22° C Raumtempegatualten. Futter und Wasser
stand ihnen ad libitum zur Verfligung, da der Gakery fur die Gewebsentnahme

gefullt sein sollte, was bei gefasteten Tieren inagr Fall ist.

Fur orale Glukosetoleranztests und fir Untersucbongmit pharmakologisch
induzierter Hyperglykamie wurden C57BL/6J-Mause deérma Charles River
Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) verwendet, jdigeils fir 2 Wochen vor dem
Versuch akklimatisiert wurden. 10 Stunden vor Versleginn wurden sie gewogen,
mit verschiedenfarbigen Markern individuell gekesichnet, gematcht und nichtern

gesetzt, wobei ihnen Wasser weiterhin ad libitum\zerfigung stand.

3.2. PERIFUSION

3.2.1. VERSUCHSPRINZIP DER PERIFUSION ISOLIERTER INSELN

Im Prinzip handelt es sich bei der Perifusion ume dimspilung isolierter
Langerhans'scher Inseln von Mausen mit Krebs-Rigégier und verschiedenen
Substanzen in einem Perifusionszylinder. Die Langes schen Inseln werden aus dem
Pankreas isoliert, indem das Pankreas mit Collagenangedaut wird. Das
Perifusionsmedium wird nach der Umspullung der msel festgelegten Zeitpunkten
gesammelt und das darin enthaltene Insulin mittelses Radioimmunoassays

gemessen.
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3.2.2. REAGENZIEN

3.2.2.1. Krebs-Ringer-Puffer:

Als Medium fir die Perifusion wurde ein Krebs-Rindguffer verwendet, der sich aus 6

Stammlésungen zusammensetzt (Tabelle MML1).

Tabelle MM1: Herstellung von Krebs-Ringer-Puffer aus 6 Stammlésungen

Volumen, gesamt: 768 ml
LOosung 1:
600 ml

(154mM NacCl, pH=5,3): 18,0g NaCl (Merck 6404), Adést ad 2,0 I.

Lésung 2:
24 ml

(154mM KClI, pH=5,8): 5,759 KCI (Merck 4936), A. lest ad 500 ml

LGsung 3:

(110mM CaCj x 2H,0, pH=5,7): 8,10g Cagk 2H,0 (Merck 2382),| 18 ml
A. bidest ad 500 ml.

LOsung 4:

(154mM KH,POy, pH=4,6): 5,275g KkPO, (Merck 4873), A. bidest| 6 M!
ad 250 ml.

LOosung 5:

(154mM MgSQ x 7 KO, pH=6,0): 9,55g MgSEX 7 HO (Merck 6 ml
5886), A. bidest ad 250 ml.

LGsung 6:
102 ml

(154mM NaHCQ): 13,0g NaHCQ (Merck 6329), A. bidest ad 1,0 |

A. bidest 12 ml
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Der Krebs-Ringer-Puffer wurde zuerst 20 Minuten é&t% CQ : 5 % Q begast. Dem
begasten Krebs-Ringer-Puffer wurden eine Hepes Nbh&Htdng (siehe unten; 12
ml/768 ml Krebs-Ringer-Puffer) und Bovines Serunbuhin (0,2 % wi/v, Fraktion V,
Roche, Mannheim, Deutschland) zugesetzt. Dieserigysurd in der Folge als ,KRB*
bezeichnet.

3.2.2.2. Hepes NaOH-LOsung:

Es wurden 38,7 g HEPES (Sigma-Aldrich Chemie Gm$tdjnheim, Deutschland) in
125 ml A. bidest gel6st und anschlieend 77 ml 1&DN zu der HEPES-LOsung
hinzugegeben. Abschliel3end wurde die Losung in & zu je 12 ml aliquotiert und

bei -20°C gelagert.

3.2.2.3. Collagenaselosung:

Zum Andauen des Pankreas wurde Collagenaselosumgmeet. Die vorportionierte
Collagenase (NB 8 Broad Range, Serva ElectroptorésmbH, Heidelberg,
Deutschland) wurde aus dem Kuhlschrank genommenKRB (1mg/ml) gel6st,
verschlossen und bis zur Weiterverwendung bei 4ffGeavahrt.

3.2.2.4. 5 mM oder 7 mM Glukoseldsung (,Pickmedium®):

Um die isolierten Inseln hé&ndisch zu sammeln (,erch, wurde eine Glukoseldsung
bendtigt, die in ihrer Zusammensetzung jenem Medamtsprach, das am Beginn des
jeweiligen Experiments zur Perifusion verwendetdeurDazu wurden 43,2 mg (5 mM)
bzw. 60,5 mg (7 mM) Glukose (D(+)-Glukose, Merck && Darmstadt, Deutschland)
in 48 ml KRB geldst.
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3.2.2.5. Substanzen:

» Efaroxan (Efa): Efa (Efaroxanhydrochlorid, Sigma-Aldrich Chemie Gthb
Steinheim, Deutschland bzw. gereinigte Enantiont® Efa ((+)-Efa und (-)-
Efa), bereitgestellt vom Chemielabor der Firma %Bpta Drug Discovery
Developement AG, Wien/Tulln), wurden in KRB geldStas Razemat wurde in
den Konzentrationen 25, 80, und 250 uM verwende}:Efa kam in den
Konzentrationen 0,25, 2,5, 25, 100 und 250 puM ufeEfa kam in den
Konzentrationen 25 und 250 puM zur Verwendung. Ad&er war bei
Experimenten mit Efa und dessen Enantiomeren Diyisittlioxid (DMSO,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschladeiin Medium in einer

Konzentration von 0,1 % (v/v) zugesetzt.

» Diazoxid (Diaz): Diaz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DeulsnH)
wurde in DMSO gel6ést und kam in einer Konzentratimn 250 uM zur
Verwendung. Die DMSO-Konzentration im Perifusionsimen war in

Experimenten mit Diaz letztendlich 0,25 % (v/v).

* UK 14,304 (UK): UK (5-Bromo-6-(2-imidazolin-2-ylamino) quinoxaline,
Tocris, Bristol, UK) wurde ebenfalls in DMSO gelpstodass bei den
Experimenten eine DMSO-Konzentration von 0,1 % aaden war. Es wurde

in einer Konzentration von 1pM verwendet.

3.2.3. PERIFUSIONSMEDIEN

3.2.3.1. Equilibrationsmedium:

Das Medium fur die Equilibrationsphase in Experitean in denen Efa als Razemat
untersucht wurde, war KRB mit 5 mM Glukose (sieh2.234.). Bei Experimenten, in
denen Diaz oder UK zum Einsatz kam, wurde dem KRBM Glukose hinzugefugt
(siehe 3.2.2.4.), sowie 250 uM Diaz oder 1 uM Ulkl{glle MM2).
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3.2.3.2. Testmedium 1:

Testmedium 1 entsprach dem jeweiligen Medium deuillbgationsphase (siehe
3.2.3.1.), wobei allerdings die jeweils angegebekenzentrationen von Efa zugesetzt
waren (Tabelle MM2).

3.2.3.3. Testmedium 2:

Testmedium 2 entsprach dem Medium der Testphasielie(3.2.3.2.), wobei allerdings
eine hohere Glukosekonzentration von 10 mM (stattNb) bzw. 20 mM (statt 7 mM)
Glukose zugesetzt war (Tabelle MM2).

3.2.3.4. Testmedium 3:

Im Testmedium 3, das nur in einigen Experimentan Hinsatz kam, befanden sich 10

mM Glukose, sonst entsprach es dem Testmedium 2.



Tabelle MM2: Zusammensetzung der Perifusionsmedien
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Equ. Test.1 Test.2 Test.3
(0-60 min.) (60-90 min.) | (90-120 min.) | (120-130 min.)
5 mM Glukose| 5 mM Glukoseé 10 mM Glukose 10 mM
Protokoll 1: Glukose
+ 25,80 oder| =25, 80 oder
Efaroxan 250 pM Efa 250 uM Efa
Razemat Razemat
7 mM Glukose| 7 mM Glukose| 20 mM Glukose
+ 250 uM Diaz| = 250 uM Diaz| + 250 uM Diaz
Protokoll 2:
+ 100 oder 250 + 100 oder 250
Diazoxid UM (+)-Efa UM (+)-Efa
+ 100 oder 250 #+ 100 oder 250
UM (-)-Efa UM (-)-Efa
7 mM Glukose| 7 mM Glukose| 20 mM Glukose
+1uM UK +1uM UK +1uM UK
Protokoll 3: +0,25,2,5 + 0,25, 2,5 oder
UK oder 25 uM | 25 uM (+)-Efa
(+)-Efa
+ 25 oder 250
+ 25 oder 250 UM (-)-Efa
uM (-)-Efa

Efa Razemat...razemisches Efaroxan

(+)/(-)-Efa...gereinigte Enantiomere von Efaroxan

Diaz...Diazoxid
UK...UK 14,304

Equ. ...Equilibrationsmedium
Test.1/2/3...Testmedium 1/2/3
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3.2.4. PANKREASPRAPARATION

Zuerst wurde die Maus mittels Inhalationsnarkotikui@evorane Abbott Wien,
Osterreich) in einem Glas betaubt und durch zelwil@islokation getdtet. Danach
wurde die Maus auf eine Korkplatte fixiert, das |Felit Ethanol betraufelt und
abgewischt. Anschliel3end wurde das Fell der Mausuateren Drittel des Abdomens
eingeschnitten und mit beiden Handen gedffnet. Dlanvaurde die Maus so gedreht,
dass der Schwanz in Richtung des Praparators z8igtalarunter liegende Haut wurde
mit einem T-Schnitt getffnet und die linke obereit&edes Rippenbogens
eingeschnitten. Danach wurde die Maus so gedretsts der Kopf in Richtung des
Praparators zeigte. Die Leber wurde in Richtung Blesiskopfes geklappt und der
Darm nach links verschoben (Abbildung MM1).

Unter dem Mikroskop wurde die Einmindung des Galgrgs in den Darm (Papilla

vateri) abgeklemmt, damit die Collagenasel6sungdeeilnjektion nicht in den Darm,

sondern in das Pankreas flieBen konnte. Danachram mit einer spitzen Pinzette
unter den Gallengang und schnitt am Darm-distaleaieEmit Hilfe einer Minischere ein

kleines Loch in das Bindegewebe, sodass anschlie@arFaden durchgezogen werden
konnte. Der Gallengang wurde mithilfe des Faderspgent und von Uberschissigem
Bindegewebe befreit. AnschlieBend fuhr man mit demrderen Ende einer

abgerundeten Pinzette unter den Gallengang, saglaesArt Unterlage geschaffen

wurde. Schliel3lich wurden etwa 2 ml der Collagelimsang tUber den Gallengang in
das Pankreas gespritzt, sodass das Pankreas nasigkigit aufgeblasen wurde

(Abbildung MM2).

Abschlielend wurde das Pankreas aus der Maus bedpasiert (Abbildung MM3)

und bis zur weiteren Verarbeitung in R6hrchen dafgegeben.

Fir eine Perifusion wurden Inseln von mindesteMgse verwendet.



Abbildung MM1.: Vorbereitung der toten Maus fur die Pankreaspréparation

Abbildung MM2: Einspritzen der Collagenasel6sung inden Gallengang
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Abbildung MM3: Herauspraparieren des Pankreas

3.2.5. ISOLATION DER LANGERHANS SCHEN INSELN

Zur Verdauung wurden die Roéhrchen mit dem Pankifgiasl3 Minuten in ein

Wasserbad (37°C) gestellt, wodurch die injeziertellagenase das exokrine
Pankreasgewebe zersetzen konnte, und anschlieBel® fSekunden gut geschiuittelt,
wodurch ein weiterer mechanische Gewebezerfall tkéwiurde. Danach wurden die
Rohrchen mit eiskaltem KRB aufgeflllt und auf Eissellt, um die Verdauung zu
stoppen. Die Rohrchen wurden gut geschuttelt, une gute Durchmischung des
Gewebes mit KRB zu bewirken und anschlieBend #agtert (1150 rpm, 4°C, 15

Sekunden). Der Uberstand wurde dekantiert und oereBs wurde erneut durchgefiihrt,
um die Collagenase aus dem Gewebe zu waschen. Derstdnd wurde wieder
dekantiert und die Ro6hrchen wurden mit dem glukessatzten ,Pickmedium®

aufgefullt. Danach wurden die R6hrchen wieder gusicgittelt und auf Eis gestellt.
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3.2.6. ,PICKEN" DER INSELN

Das angedaute Pankreasgewebe wurde in eine gegthvratrischale geleert. Unter
dem Mikroskop wurden die Inseln (Abbildung MM4) mdiner 100 pl-Pipette
herausgepickt (= gesammelt) und in einer weitertngehale mit dem Pickmedium auf
Eis gesammelt. Das Picken sollte moglichst saulasuéen, und es sollten keine
anderen Gewebeteile mit gesammelt werden. Es wujdemils 50 Inseln pro

Perifusionszylinder gesammelt.

Abbildung MM4: In einer schwarzen Petrischale siehiman zwischen lysiertem

exokrinen Pankreasgewebe intakte Langerhans schedaln
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3.2.7. BELADEN DER PERIFUSIONSZYLINDER

Meist wurden 4  Perifusionsexperimente  parallel  dgetuhrt. Das
Equilibrationsmedium wurde in 4 Spritzen aufgezoged in den jeweiligen unteren
Teil des Perifusionszylinders geflllt. Anschlie3emarde der obere Teil des Zylinders,
der mit 2 Dichtungsringen und einem dazwischenhega Filterpapier bestlckt war,
mit dem unteren Teil verschlossen (Abbildung MM5hdu luftblasenfrei mit
Equilibrationsmedium aufgefillt. Die Perifusionsmger wurden mit jeweils 50 Inseln
befillt, indem man die Pipettenspitze mit den Insei den Zylinder steckte, die Pipette
abnahm und die Inseln in den Perifusionszylindekes lie3, wo sie sich auf dem
Filterpapier absetzten (Abbildung MM6). Danach wamrddie Pipettenspitzen heraus
genommen und unter dem Mikroskop Uberpruft, ob B&=In aus der Spitze in den
Zylinder gerieselt waren. AnschlielBend wurde dienpea gestartet (1ml/min) und die
Perifusionszylinder an den abfilhrenden  Schlauch esuigossen. Die
Perifusionszylinder wurden an die Innenwand ein&stRRbehéalters im Wasserbad
befestigt (Abbildung MM7). Der Plastikbehélter wardbgedeckt, um ein 37°C warmes
Klima zu gewahrleisten. AnschlielRend konnte dieféfgpn gestartet werden.

umterer Teil des
Perifusions zylinders abfithrendes

Schilauch

zufithrendes
Schilauch

bnru Teil des
Perifusionszylinders

Dichtungsringe Memiboran

Abbildung MM5: Aufbau des Perifusionszylinders



Abbildung MM6: Beladen des Perifusionszylinders mitden Inseln

Equilibrations- Testmediuml Testmadium2 Pumpa
medium

Bepasungs-
schlauch

Perifusionszylinder im
Plastikbehilter

Abbildung MM7: Versuchsaufbau der Perifusion
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3.2.8. TESTPHASE

Die ersten 60 Minuten wurden die Inseln vom Equéilonsmedium umspdult. Jeweils
17 Minuten vor dem Wechsel zu einem anderen Pesifamedium bei Minute 60, 90
und 120 wurde die Atmosphéare Uber den jeweiligewlibtein den R6hrchen nochmals
mit 95 % CQ : 5 % Q begast. Gemessen wurde die Insulinkonzentraties d
Effluents, das Uber die Pumpe durch die Perifugigimler lief und in Eppendorf-
Hutchen gesammelt wurde. Die Protokolle beinhaitdWessungen zu 17 bzw. 19
Zeitpunkten. Die Probenabnahme erfolgte nach eipestimmten Zeitschema (Tabelle
MM3). Die meisten Experimente endeten nach 120 &kéimu Perifusion. Bei
Experimenten mit razemischem Efaroxan gab es noghit2re Messungen bei Minute
125 und 130. Die Proben wurden bis zur Insulinmegsn einem Tiefkthler bei -20°C

aufbewabhrt.
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Tabelle MM3: Zeitschema fir das Sammeln von EffluerProben wahrend der

Perifusion
Probe | Minute
1 40 Begasen von Testsmedium 1
2 50
3 57 Umstecken auf Testmedium 1
4 62,5
5 65
6 67,5
7 70 Begasen von Testmedium 2
8 75
9 80
10 87 Umstecken auf Testmedium 2
11 92,5
12 95
13 97,5
14 100 Begasen von Testmedium 3*
15 105
16 110
17 117 Umstecken auf Testmedium 3*
18* 125
19* 130

* nur bei Perifusionsexperimenten mit razemischem faroxan
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3.2.9. INSULINMESSUNG

Die Messung des Insulins erfolgte mittels einesi®adnunoassays (RIA; Sensitive
Rat Insulin RIA Kit, Millipore Corporation, Billeda, U.S.A.). Beim RIA, der nach
Angabe des Herstellers durchgefuhrt wurde, wirce destgelegte Konzentration an
radioaktiv markiertem Antigen an einen Antikdrpegbgnden. Dazu wurden jeweils
100 pl der Probe gegeben. Diese Probe enthielt @mbekannte Konzentration an
Insulin (= unmarkiertes Antigen). Sowohl das radtoamarkierte Antigen, als auch
das unmarkierte Antigen binden an den Antikorpesduch eine Konkurrenz um die
Bildung von Antigen-Antikérperkomplexen entstehe thehr unmarkiertes Antigen
vorhanden ist, desto weniger radioaktiv markieesigen kann an den Antikorper
binden. Durch einen zweiten Antikérper und einechbsl3ende Zentrifugation wurde
das antikorpergebundene Antigen vom freien Antiggtrennt. Zuletzt wurde die
Intensitat der Strahlung der Antigen-Antikérperkdexg in einem Gamma-Counter
gemessen und in ng/ml Insulin in der Probe umgerechDie Insulinsekretionsrate

wird in pg/min/Iinsel angegeben und wie folgt berexth
ng/ml * 1000 = pg/min

pg/min/50 = pg/min/insel

Umrechnungsfaktor von ng auf pg = 1000

Inseln/Zylinder = 50
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3.3. ORALER GLUKOSETOLERANZTEST (OGTT)

Am Versuchstag wurde zum Zeitpunktssl min die Schwanzspitze der Maus leicht
angestochen und mit Hilfe des austretenden Bldtthims anschlieRend mit einem
Blutglukosemessgerat (One Touch Ultra Easy Lifesdslilpitas, USA) die
Blutglukosekonzentration gemessen. Unmittelbar danvaurde Efaroxan oder Vehikel
(0,5% CMC = Carboxymethylcellulose; 5 pl/g Korpesmgeht Maus) oral per
Schlundsonde (=Gavage) verabreicht.

Efaroxan sowie dessen gereinigte Enantiomere wuntleNehikel geldst. Efaroxan-
Razemat kam in einer Dosis von 0,3 mg/kg zur Vedueg. (+)-Efaroxan und (-)-
Efaroxan kamen beide jeweils in den Dosen 0,3 unty/kg zum Einsatz. (-)-Efaroxan

wurde weiters in einer Dosis von 3 mg/kg verwer{d@abelle MM4).

Zum Zeitpunkt b min wurde abermals die Blutglukose gemessen, wobei ke
Anstechen der Schwanzspitze mehr nétig war. Aulderdarde eine Glukoseldsung (3

g/kg; 6 ul/g Korpergewicht Maus) gavagiert.

Zu den Zeitpunkten 35 min Teo min T90 min 1120 min T150 min Wurde die Blutglukose
bestimmt, wobei bei allen Zeitpunkten vonsTnin bis Tis0 min €iNne Doppelbestimmung

durchgefuhrt wurde, sodass zur Auswertung ein Wit gebildet werden konnte.



Tabelle MMA4: Im oralen Glukosetoleranztest verabrechte Dosen von Efaroxan
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Versuch 1
Vehikel Efa, Razemat (+)-Efa (-)-Efa
CMC 0,5% 0,3 mg/kg 0,3 mg/kg 0,3 mg/kg
Versuch 2
Vehikel (-)-Efa (-)-Efa (+)-Efa
CMC 0,5 % 3 mg/kg 1 mg/kg 1 mg/kg

Efa...Efaroxan

(+)-Efa...das (+)-Enantiomer von Efaroxan

(-)-Efa...das (-)-Enantiomer von Efaroxan

Efa, Razemat...razemisches Efaroxan
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3.4. PHARMAKOLOGISCH INDUZIERTE
HYPERGLYKAMIE

Neben den Glukosetoleranztests wurden auch Expeténtirchgefihrt, in denen eine
Hyperglykdmie nicht durch Fitterung von Glukosefiggu sondern durch

Verabreichung von pharmakologischen Hemmern dedilrsekretion induziert wurde.

Am Versuchstag wurde zum Zeitpunkt oTmin die Schwanzspitze der Maus leicht
angestochen und mit Hilfe des austretenden Blutthigms anschlieBend mit einem
Blutglukosemessgerat die Blutglukosekonzentratioemgssen. Dann wurde die
entsprechende Kombination eines Hemmers der Irsgdretion mit einem gereinigten
Efaroxanenantiomer verabreicht. Bei allen Versucwenden Efa und Diaz bzw. das
Vehikel (0,5 % CMC; 5 pl/g) oral per Schlundsonderabreicht. UK bzw. das

entsprechende Vehikel (physiologische Kochsalzlgsuit 7 % DMSO; NacCl; 5 ul/g)

wurden hingegen zum gleichen Zeitpunkt intrapegtdverabreicht (Tabelle MM5).

Die Enantiomere von Efaroxan wurden in 0,5 % CMdosteund kamen als (+)-
Efaroxan sowie als (-)-Efaroxan in den Dosierungen 1 mg/kg zum Einsatz. (+)-
Efaroxan wurde zusatzlich in einer Dosis von 0,@tkn verwendet.

Diazoxid wurde in CMC gelost und kam in der Dosi® 250 mg/kg zur Verwendung.

Die UK-Stammlésung (in DMSO) wurde in einer physgischen Kochsalzl6ésung
(NaCl) verdunnt und kam in den Dosierungen von 28 100 pg/kg zum Einsatz. Die

i.p. induzierte Lésung enthielt letztendlich eink1BO-Konzentration von 7 %.

Zu den Zeitpunkten b min Teo min Too min T120 min T150 min T1so min Wurde die
Blutglukose bestimmt, wobei bei allen ZeitpunkteanvTy min bis Tigo min €ine
Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde, sodass zuwAtising ein Mittelwert gebildet

werden konnte.
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Tabelle MM5: Verabreichung und Dosierung von Substazen in den Experimenten zur

pharmakologisch induzierten Hyperglykdmie

Versuch 1
Vehikel CMC CMC 0,5 % + (+)-Efa (-)-Efa
05% + UK 25 pgl/kg 1 mg/kg + 1 mg/kg) +
NacCl UK 25 pg/kg UK 25 pg/kg
Versuch 2
Vehikel CMC Diaz 250 mg/kg Diaz 250 mg/kg + | Diaz 250 mg/kg +
(+)-Efa1l mg/kg (-)-Efa1 mg/kg
0,5 %
Versuch 3
Vehikel CMC CMC 0,5% + (+)-Efa (-)-Efa
UK 100 pg/kg
05% + 1 mg/kg + 1 mg/kg +
NacCl UK 100 ung/kg UK 100 ung/kg
Versuch 4
UK 100 pg/kg + UK 100 pg/kg + Diaz Diaz
CMC 0,5 % (+)-Efa
250 mg/kg 250 mg/kg +
0,01 mg/kg
(+)-Efa
0,01 mg/kg

NaCl...physiologische Kochsalzlésung mit 7 % DMSO

(+)/(-)-Efa...gereinigte Enantiomere des Efaroxan

UK...UK 14,304

Diaz...Diazoxid
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3.5. STATISTIK

Die Ergebnisse wurden mittels deskriptiver Statisiusgewertet. Zum statistischen
Vergleich der Mittelwerte wurde ein Students-t Teserwendet, der flr
heteroskedastische Datenséatze adaptiert ist (Miir&xcel). Die Ergebnisse werden in
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts (SEAhgegeben.

Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1. WIRKUNG VON EFAROXAN IN VITRO

Im ersten Teil meiner Arbeit wurde sowohl die Winguvon razemischem Efaroxan, als

auch die Wirkung von gereinigten Efaroxanenanti@meauf die Insulinsekretion

perifundierter Mauseinseln untersucht.

Anwesenheit der Insulinsekretionshemmer DiazoxidrddK wurden Effekte auf die

Unter Stetfleledingungen wie auch in

basale Sekretion und auf die Antwort auf einen Géalstimulus dargestellt.

4.1.1. WIRKUNG EFAROXAN UNTER STANDARDBEDINGUNGEN

5 mM Glukose

32

<——25, 80 und 250 uyM razemisches Efaroxan —
10 mM Glukose ———

24

16

—Vehikel

—25uM
Efaroxan
80 yM
Efaroxan
250 yM
Efaroxan

Insulinfreisetzung (pg/min*nsel)

Zeit (min.)

120

140

Abbildung ED1: Einfluss von 25, 80 und 250 uM Efargan auf die Insulinfreisetzung perifundierter

Langerhans’scher Inseln von M&usen

Mittelwert £ SEM, n jeweils > 4, ° p < 0,05 gegen Vehikel
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Abbildung ED2: Einfluss von 25, 80 und 250 uM Efargan auf die Insulinsekretion perifundierter

Langerhans’scher Inseln von Mausen

Mittelwert + SEM, n jeweils > 4, * p < 0,05 gegen Vehikel

In den ersten 60 Minuten, also wahrend der Egqgailibnsphase, lag eine
Glukosekonzentration von 5 mM vor. Ab der 60. Mautwurde dem

Perifusionsmedium, bei gleich bleibender Glukoselkntration, 25, 80 oder 250 puM
Efaroxan zugesetzt. Ab Minute 62,5 bewirkten 80 @%@ pM Efaroxanrazemat im
Vergleich zum Vehikel einen signifikanten Anstiegerd Insulinfreisetzungsrate
(Abbildung ED1). In den nachsten 30 Minuten bliéd 8ekretionsrate jeweils etwa auf
dem bei 62,5 Minuten gemessenen Niveau. Erst nacit® 90 und einem Anheben
der Glukosekonzentration von 5 auf 10 mM kam esemem deutlichen weiteren
Anstieg der Insulinsekretionsrate. Die Sekretiohsart auf den Glukosestimulus
wurde von Efaroxan dosisabhangig verstarkt, woleieatste Sekretionsspitze (92,5
Minuten; wird auch als ,erste Phase der Sekretiomgat® bezeichnet) noch keine
signifikanten Unterschiede zeigte. In der nachfottgn zweiten Phase der
Sekretionsantwort war wiederum ein sehr deutlicrdwsisabhéngiger Effekt von
Efaroxan zu erkennen. Ab der 95. Minute bis hin Minute 130 blieb die

Freisetzungsrate unter dem Vehikel auf einem dalbilen Plateau. Bei 25 und 80 uM

Efaroxan kam es von der 95. bis zur 120. Minuteemem leichten Anstieg der
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Insulinfreisetzungsrate, bei 250 uM Efaroxan fielsér Anstieg sehr deutlich aus. Ab
Minute 120 wurde kein Efaroxan mehr zugesetzt, wddwie Insulinsekretionsrate

rasch abfiel. Zusammenfassend konnte also gezeigten, dass razemisches Efaroxan
in jedem Fall die Insulinsekretion fordert. Je hodee Konzentrationen, desto héher

liegt die Insulinfreisetzungsrate.

In Abbildung ED2 sind diese Ergebnisse nochmals Fdchen unter der Kurve
zusammengefasst. Diese zeigen freilich, dass eMlimute 90 bis 120, also unter
erhohter Glukose, zu einer vielfach hoheren Inseknetion kam als in Minute 60 bis
90. AulRerdem zeigen sie sehr klar, dass Efaroxanndulinfreisetzung dosisabhangig
erhoht und dass dies sowohl bei niedriger als abeh stark stimulierender

Glukosekonzentration der Fall ist.
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4.1.2. WIRKUNG VON (+) -UND (-)-EFAROXAN UNTER DIAZOXID

100 oder 250 pM (+)-Efaroxan
oder (-)-Efaroxan
€ 250 uM Diazoxid >
7 mM Glukose ———><— 20 mM Glukose —>

A

60
—\Vehikel
50
——250 pM Diazoxid
?
c 40
&= 250 pM Diazoxid +
% 100 pM (+)-Efaroxan
= g
C
E —250 pM Diazoxid +
o 250 pM (+)-Efaroxan
o
£ 20
g —250 pM Diazoxid +
= 100 pM (-)-Efaroxan
10
——250 pM Diazoxid +
250 uM (-)-Efaroxan
0

140

Zeit (min_)

Abbildung ED3: Einfluss von 100 und 250 uM (+)-Efaoxan und (-)-Efaroxan auf die

Insulinsekretion perifundierter Diazoxid-exponierter (250 uM) Langerhans’scher Inseln von
Mausen

Mittelwert + SEM, n jeweils > 3, ° p < 0,05 gegen Diazoxid
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1000

800 aVehikel
®m 250 pM Diazoxid

0250 M Diazoxid +
100 uM (+}-Efaroxan

L3
Hi %

600

m 250 uM Diazoxid +

250 uM (+)-Efaroxan
s HM (+)

B350 uM Diazoxid +
% 100 uM (-}-Efaroxan
H |2 250uM Diazoxid +
250 uM (-}-Efaroxan

Insulinfreisetzung (pa/min*lnsel)

200

Minute 60-30 Minute 560-120 Minute 50-120

Abbildung ED4: Einfluss von 100 und 250 uM (+)-Efaoxan und (-)-Efaroxan auf die
Insulinsekretion perifundierter Diazoxid-exponierter (250 M) Langerhans’scher Inseln von
Mausen

Mittelwert £ SEM, n jeweils > 3, * p < 0,05 gegen Diazoxid

Wahrend der ersten 60 Minuten wurden die Inselnemiér Glukosekonzentration von
7 mM und mit 250 uM Diazoxid umspult. Danach wuddem Perifusionsmedium 100
UM oder 250 uM (+)-Efaroxan oder (-)-Efaroxan zwies wobei an der
Glukosekonzentration und an der Diazoxidkonzemnatiichts verandert wurde. Selbst
als bei Minute 90 die Glukosekonzentration von 7 raid 20 mM angehoben wurde,
kam es unter Diazoxid, einem Hemmer der Insulireteékn, zu keinem Anstieg der
Insulinfreisetzungsrate (Abbildung ED3). Alle ge&ten Konzentrationen von
Efaroxanenantiomeren wirkten dieser Hemmung abler strk entgegen. Die unter
100 pM (+)-Efaroxan erhobenen Kurven waren jeneterukontrollbedingungen (d.h.
ohne Diazoxid und ohne Efaroxan) sehr ahnlich. Brigisetzungsraten unter 250 uM
der Enantiomere waren noch deutlicher und gingemitsdber die Aufhebung der
Diazoxid-induzierten Hemmung hinaus. Die Kurvenfomit schnellem hohen Peak

und einer nachfolgenden Plateauphase entsprachr @tien Bedingungen dem
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typischen Muster. Fur die vorliegende Studie besohavichtig ist die Feststellung,

dass die Wirkungen der beiden Enantiomere in kéMeise unterschiedlich waren.

Dieses wichtige Ergebnis wird auch bei der Betnaohtder kumulativ freigesetzten
Insulinmengen deutlich (Abbildung ED4).

4.1.3. WIRKUNG VON (+) -UND (-)-EFAROXAN UNTER UK

e 0,25, 2,5 und 25 pM (+)-Efaroxan sowie 5
25 und 250 pM (-)-Efaroxan

< 1 uM UK >
€«——— 7mMGlukose —>€ 20mM Glukose =

36
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e 3B Q r — 1M UK
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= ) I -
E = ‘L \ 1 1M UK + 0.25
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g LA 1 1M UK + 2.5 pM
8 [l A b S
N = (+}-Efaroxan
8 16 !IIT
» i
= |"}) — 1 M UK + 25 pM
4 = b I (+)-Efaroxan
E T
8 \ — 1M UK + 25 uM
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Abbildung ED5: Einfluss von 0,25, 2,5 und 25 uM (+Efaroxan und 25 und 250 uM (-) Efaroxan
auf die Insulinsekretion perifundierter UK-exponierter (1 puM) Langerhans’scher Inseln von

Mausen

Mittelwert + SEM, n jeweils > 3, ° p < 0,05 gegen UK



51

1000

@Vehikel
800

=1 pM UK

O1uM UK+ 0.25 pM
(+)-Efaroxan

O1pM UK+ 25uM
(+)-Efaroxan

B pM UK+ 25 pM
(+)-Efaroxan

31 pM UK + 25 pM
(-)-Efaroxan

=1 uM UK+ 250 yM
(-)-Efaroxan

600

400

*

Insulinfreisetzung (pg/min*insel)

200 *

Minute 60-90 Minute 60-120 Minute 90-120

Abbildung ED6: Einfluss von 0,25, 2,5 und 25 pM (+Efaroxan und 25 und 250 pM (-) Efaroxan
auf die Insulinsekretion perifundierter UK-exponierter (1 uM) Langerhans’scher Inseln von

Mausen

Mittelwert £ SEM, n jeweils > 3, * p < 0,05 gegen UK

Ab der 60. Minute wurde dem Perifusionsmedium, dasM Glukose und 1 puM UK
enthielt, 0,25, 2,5 und 25 uM (+)-Efaroxan odem28 250 uM (-)-Efaroxan zugesetzt.
Wahrend es unter allen anderen Bedingungen zu rk®eginderung kam, stieg die
Insulinfreisetzungsrate unter 25 puM (+)-Efaroxard #60 pM (-)-Efaroxan an und
blieb von Minute 62,5 bis zu Minute 90 auf einennd@mernd konstanten Plateau
(Abbildung ED5). Als bei der 90. Minute die Gluk&sazentration auf 20 mM erhéht
wurde, blieb die Insulinsekretion durch 1 uM UKtfaaverandert unterdrtickt. 0,25 uM
(+)-Efaroxan und 25 uM (-)-Efaroxan konnten digddemmung kaum entgegenwirken.
2,5 UM (+)-Efaroxan hob die hemmende Wirkung vaoM UK in etwa auf, die Kurve
war der Sekretionsdynamik unter Basalbedingungemi@él) sehr ahnlich. 250 uM (-)-
Efaroxan hatte eine dhnliche Wirkung wie unter Bas#ngungen und unter Diazoxid,
die Insulinsekretionsrate war sehr stark erhohte DQrof3te Wirkung zeigte unter

Hemmung mit 1 uM UK allerdings (+)-Efaroxan, das B& pM sogar eine noch
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hohere Sekretionsrate bewirkte als 25 puM (-)-Efampx obwohl ein 10-facher

Unterschied in den Konzentrationen bestand.

Zusammenfassend konnte hier also gezeigt werdes, K wie Diazoxid als starker
Hemmer der Insulinfreisetzung wirkt. Ebenfalls ktsrgezeigt werden, dass (+)-
Efaroxan schon in kleinen Konzentrationen der UHdmierten Hemmung der
Insulinfreisetzung entgegenwirkte. (-)-Efaroxantéatine vergleichbare Wirkung nur
bei mehr als 10-fach hoheren Konzentrationen.

Die zusammenfassende Darstellung der ErgebnisseFlalshen unter der Kurve

(Abbildung ED6) verdeutlicht eindrucksvoll, dasg #lotenz von (+)-Efaroxan der UK-
induzierten Hemmung entgegenzuwirken, um ein \obks grofRer ist als jene des (-)-
Efaroxan. Dieses Muster steht im deutlichen Gedenga den sehr &hnlichen

Wirkungen der beiden Enantiomere unter Diazoxidsmerter Hemmung (Abbildung

EDA4).

4.2. DISKUSSION IN VITRO

Chan et al. veroffentlichten 1990 eine Studie, @n die vergleichende Versuche mit
Idazoxan an isolierten Rattenpankreasinseln duncteéii, um festzustellen, ob die
insulinotrope Wirkung von Efaroxan auf einemAdrenozeptor-Antagonismus beruht.
Wenn dies der Fall ware, so folgerten die Autorefisste Idazoxan, das ebenfalls ein
wirkungstarkero,-Adrenozeptor-Antagonist ist, dieselbe Wirkung \&Ei@roxan zeigen.
Da Idazoxan jedoch keine Wirkung zeigte, schlostienAutoren, dass Efaroxan uber
einen Adrenozeptor-unabhangigen Mechanismus wirkess. Sie fanden heraus, dass
die Wirkung von Efaroxan in diesen Experimentereoiffar einer Interaktion mit den

Katp-Kanélen def-Zellen des Pankreas zuzuschreiben ist [22].

In einer weiteren Studie von 1993 untersuchte tkeclge Arbeitsgruppe vergleichend

die Wirkung von (+)— und (-)-Efaroxan auf die Insskkretion von inkubierten
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Rattenpankreasinseln [19], die in einigen Experinmmleich mit UK oder Diazoxid
behandelt wurden. Es handelte sich also um Prd&gkdle jenen der Experimente
dieser Diplomarbeit sehr ahnlich waren. Untersahigad Ahnlichkeiten der Ergebnisse

sollen daher nun genau diskutiert werden.

Im ersten Versuch untersuchten Chan et al. die Wdgkn der beiden gereinigten
Efaroxanenantiomere auf isolierte Inseln, die innem herkdbmmlichen

Inkubationspuffer mit einer Glukosekonzentratiomv® mM inkubiert wurden. Beide
Enantiomere zeigten grundsatzlich eine dosisabhangnsulinotrope Wirkung.

Bezuglich der Potenz wurde aber eine deutliche lgenheit des (-)-Efaroxans
beschrieben, das bereits bei einer Konzentratiaon ¥qiM zu einer Steigerung der
Insulinsekretion fihrte. Bis zu einer Konzentratvmn 100 uM (-)-Efaroxan stieg die
Insulinsekretion immer deutlicher an, wohingegejiEfaroxan bis 10 uM véllig ohne
Wirkung blieb und bei 100 uM nur einen sehr modaerainstieg der Insulinsekretion

induzierte [19].

Dies wiederspricht den Ergebnissen einer ander@iobarbeit, dessen Verfasser zu

dem Ergebnis kam, dass beide Efaroxanenantiomei&amahnlich stark wirkten [35].

Im zweiten Versuch inkubierten Chan et al. die limsgit 20 mM Glukose und 1 pM
des ox-Agonisten UK. Hier wirkte (+)-Efaroxan dem hemmendEffekt von UK
deutlich entgegen. Schon bei einer Konzentratiammar 1 M (+)-Efaroxan war eine
Wirkung zu erkennen und der Effekt nahm mit stedggrKonzentration deutlich zu.
(-)-Efaroxan, hingegen zeigte selbst bei 10 pMwveargleichsweise marginale Wirkung
[19].

Diese Feststellung wird durch die Ergebnisse vagbarer Experimente der
vorliegenden Diplomarbeit bestatigt, da auch higfEfaroxan, nicht aber (-)-Efaroxan,

schon in kleinen Konzentrationen der Hemmung deulinfreisetzung durch UK
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entgegen wirkte. Diese besondere Fahigkeit, dikiWiy einesu,-Rezeptoragonisten
aufzuheben, lasst vermuten, dass der zugrundentlegklechanismus ein vorwiegend
vom (+)-Enantiomer getragenesa-Antagonismus ist. Die Schlussfolgerung der oben
erwahnten Vergleichsstudie zwischen Efaroxan uaddgan von Chan et al. [22], dass
Efaroxan uber einen Adrenozeptor-unabhangigen Mestmas wirkt, wirde damit nur
unter bestimmten Versuchsbedingungen, nicht albdgKiaexponierte Inseln gelten.

Im dritten Versuch inkubierten Chan et al. die Ingait 20 mM Glukose und 250 uM
Diazoxid, einem Offner der i¢p-Kanale. Wie schon im oben zitierten Experimenteohn
Hemmer der Insulinsekretion zeigte (-)-Efaroxan haugnter Diazoxid in den
Experimenten dieser Forschergruppe eine deutlighkeste Wirkung als (+)-Efaroxan.
(-)-Efaroxan hob bei einer Konzentration von 75 [k@implett die Hemmung der
Insulinsekretion durch Diazoxid auf, wohingegen-Efaroxan in dieser Konzentration

einen vergleichsweise marginalen Effekt hatte [19].

Insgesamt stellten Chan et al. also fest, dass Howm Abwesenheit eines
pharmakologischen Hemmers als auch unter Diazopmtion (-)-Efaroxan als
Stimulator der Insulinsekretion aus isolierten Lewgns schen Inseln viel wirksamer
war als (+)-Efaroxan. Bei Inkubation in Anwesenheiin UK war allerdings (+)-
Efaroxan viel potenter [19]. Chan et al. schloss@is ihren Ergebnissen, dass die
Wirkung von Efaroxan wohl auf zwei verschiedenedsingsstellen bzw. Mechanismen
zuruckzufuhren ist. Ein Mechanismus ware demgemalAatagonismus anuipa-
Adrenozeptor, der vor allem von (+)-Efaroxan angesipen wird, Uber den zweiten
Mechanismus ware (-)-Efaroxan viel wirkungsstarkid]. Vieles sprach und spricht

daflr, dass diesem zweiten Mechanismus ein Schiid@eKirp-Kanale zugrunde liegt.

Wahrend die Ergebnisse der vorliegenden Diplomartiei Uberlegenheit des (+)-
Enantiomers unter UK bestatigen, ergab sich bei ereinvergleichbaren

Versuchsanordnung unter Diazoxidexposition ein garderer Befund als in der Studie
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von Chan et al. [19]. In den Experimenten diesg@narbeit konnte unter Diazoxid
namlich kein Unterschied zwischen den Wirkungen w@t)- und (-)-Efaroxan
festgestellt werden. Gleich wie die Gruppe Chaaletrat in meinen Untersuchungen
allerdings auch fur das (-)-Enantiomer die Wirkunmter Diazoxid nur bei
mikromolaren Konzentrationen auf, wahrend die B#ekon (+)-Efaroxan an UK-
behandelten Inseln im nanomolaren Konzentratiomstiefestgestellt wurden. Das von
mir beschriebene Wirkmuster an isolierten Nagehmse enantio-unspezifische
Wirkung unter Diazoxid und Uberlegene Potenz dgsEfatiomers unter einem,-
Agonisten — wurde bemerkenswerter Weise auch fig andere Imidazolinverbindung
beschrieben [36].

Obwonhl wir ein etwas anderes Wirkmuster fandendasGruppe Chan et al., konnten
wir also grundsatzlich bestéatigen, dass Efaroxanvimmo offenbar Uber zweli
unterschiedliche Mechanismen die Insulinsekretibgigern kann (mutmaflichu,-
Antagonismus und SchlieRen dertk-Kandale). Daraus ergibt sich die wesentliche
Frage, welcher dieser beiden Mechanismen wie ieitlie bekannte insulintrope und
blutglukosesenkende Wirkung von Efaroxan in vivoamgwortlich ist. Nach unseren in

vitro-Experimenten folgten daher die flr uns nadieiessanteren in vivo-Versuche.



4.3. WIRKUNG VON EFAROXAN IN VIVO

Im zweiten Teil meiner Arbeit wurde die Wirkung saiw von razemischem Efaroxan
als auch seiner gereinigten Enantiomere in vivegiet. Um die Pharmakologie in vivo
in Bezug zu den in vitro erhobenen Daten zu stelhenden die Wirkungen nicht nur in

Glukosetoleranztests untersucht, sondern auch yeerglykdmien, die durch Injektion

von Diazoxid oder UK verursacht wurden.

4.3.1. ORALE GLUKOSETOLERANZTESTS

—Vehikel

—0,3 ma/kg
razemisches
Efaroxan
0,3 ma/kg (+)-
Efaroxan

0,3 mg/kg (-)-
Efaroxan

43.1.1. RAZEMAT VS. GEREINIGTE ENANTIOMERE
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g 300 Substanzen /
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Abbildung ED7: Einfluss von 0,3 mg/kg razemischem faroxan, (+) —und (-)-Efaroxan auf die orale

Glukosetoleranz (3g/kg) von Mausen

Mittelwert + SEM, n = jeweils 8, ° p < 0,05 gegen &hikel
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Abbildung EDS8: Einfluss von 0,3 mg/kg razemischem faroxan, (+) —und (-)-Efaroxan auf die

totale Flache unter der Glukosekurve im oralen Gluksetoleranztest von Mausen

Mittelwert £ SEM, n = jeweils 8, * p < 0,05 gegen ¥hikel

Zum Zeitpunkt Ty5 min Wurden 0,3 mg/kg razemisches Efaroxan, (+) —ogeEfaroxan
verabreicht, bei Jminfolgte die Verabreichung von Glukosel6sung. B&j i, erreichte
die Blutglukose ihren Maximalwert, wobei razemissl&aroxan und (+)-Efaroxan im
Gegensatz zum Vehikel zu einem deutlich niedrigerelinstieg der
Blutglukosekonzentration fuhrten (Abbildung ED7)ieBlutglukose des razemischen
sowie des (+)-Efaroxans fiel nach dem SpitzenwertThy min bis zu &o min @b und war
am Ende des Experiments &hnlich wie der AnfangswerEfaroxan zeigte keinen
Einfluss auf die Glukosekonzentration im Blut. Zusaenfassend konnte also gezeigt
werden, dass razemisches Efaroxan und (+)-Efarexendeutlich bessere Wirkung auf

die Glukosekonzentration im Blut hatten, als (-gfekan.

Auch die zusammenfassende Darstellung der Ergebnéds Flachen unter der
Glukosekurve (Abbildung EDB8) verdeutlicht, dasseraisches Efaroxan sowie (+)-
Efaroxan besser wirkten als (-)-Efaroxan. Die F&amter der Glukosekurve des
razemischen Efaroxans und des (+)-Efaroxans war Vengleich zum Vehikel

signifikant kleiner, wobei (+)-Efaroxan sogar noe€ftwas starker wirkte als das
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Razemat. (-)-Efaroxan zeigte im Vergleich zum Vehikkeinen signifikanten

Unterschied bei den Flachen unter der Glukosekurve.

4.3.1.2. (+)-EFAROXAN VS. (-)-EFAROXAN
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Abbildung ED9: Einfluss von 3 und 1 mg/kg (-)-Efarxan, sowie 1 mg/kg (+)-Efaroxan auf die orale

Glukosetoleranz (3g/kg) von Mausen

Mittelwert + SEM, n jeweils > 8, ° p < 0,05 gegen Vehikel
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Abbildung ED10: Einfluss von 3 und 1 mg/kg (-)-Efapoxan, sowie 1 mg/kg (+)-Efaroxan auf die

Flache unter der Glukosekurve im oralen Glukosetolenztest von Mausen

Mittelwert £ SEM, n jeweils > 8, * p < 0,05 gegen Vehikel

Nachdem zum Zeitpunkt .45 min die Substanzen verabreicht wurden, kam es zum
Zeitpunkt Ty minsowohl bei 3 mg/kg (-)-Efaroxan als auch bei 1 rggfk)-Efaroxan zu
einem Abfall der Glukosekonzentration im Blut. Belriichsten Wert der Blutglukose,
namlich bei T5 mn kam es zu einem signifikant kleineren Anstieg der
Blutglukosekonzentration bei 3 mg/kg (-)-Efaroxandul mg/kg (+)-Efaroxan im
Gegensatz zum Vehikel. Nach Minute 30 fiel die Blukosekurve unter beiden
Substanzen ab, wobei 3 mg/kg (-)-Efaroxan bis zumleEdes Experiments keine
Wirkung mehr zeigte. Im Gegensatz dazu zeigte kon@¥)-Efaroxan bis zum Schluss
eine signifikante Wirkung (Abbildung ED9). Wahremtks gesamten Experiments
bewirkte 1 mg/kg (-)-Efaroxan zu keinem Zeitpunktem signifikanten Unterschied
zum Vehikel. Zusammenfassend konnte hier gezeiglleve dass (+)-Efaroxan stéarker
wirkt, als (-)-Efaroxan, welches sogar in dreifdubherer Dosis eingesetzt wurde. Im
vorigen Experiment (Abbildung ED7) zeigte 0,3 mg/kg)-Efaroxan auch eine
signifikante  Wirkung im Gegensatz zum Vehikel, wodu also noch einmal
verdeutlicht werden kann, dass sogar eine 10-fablere Dosis von (-)-Efaroxan immer
noch weniger Wirkung hatte, als (+)-Efaroxan.
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In Abbildung ED10 sind diese Ergebnisse nochmalg-tchen unter der Glukosekurve
zusammengefasst. Hier sieht man deutlich, dasegech Experiment nur (+)-Efaroxan
eine signifikante Wirkung aufweist. (-)-Efaroxanigte in beiden eingesetzten Dosen

keine signifikante Wirkung auf die Flache unter Herve.

Zusammenfassend konnte also in zwei oralen Gluélesanztests gezeigt werden, dass
(+)-Efaroxan mit wesentlich hoherer Potenz die G&étoleranz verbessert als (-)-

Efaroxan.

4.3.2. PHARMAKOLOGISCH INDUZIERTE HYPERGLYKAMIEN

4.3.2.1. DIAZOXID-INDUZIERTE HYPERGLYKAMIE
500
s Pl —Vehikel
400 o el
300 7 ; : I T —250 mg/kg Diazoxid

Glukose (mgfdl)

200 = 250 mg/kg Diazoxid +

=z - 5 r_é_——cp————@ 1 mg/kg (+)-Efaroxan

100

250 mg/kg Diazoxid +
1 mg/kg (-)-Efaroxan
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Zeit(min)

Abbildung ED11: Einfluss von 1 mg/kg (+) -oder (-)Efaroxan auf eine Diazoxid-induzierte (250
mg/kg) Hyperglykédmie bei Mausen

Mittelwert + SEM, n = jeweils 8, ° p < 0,05 gegen iBzoxid alleine
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Abbildung ED12: Einfluss von 1 mg/kg (+) —oder (-}=faroxan auf die Flache unter der Kurve bei

Diazoxid-induzierter (250 mg/kg) Hyperglykdmie vonMausen

Mittelwert £ SEM, n = jeweils 8, * p < 0,05 gegen @zoxid alleine

Nach dem Verabreichen von 250 mg/kg Diazoxid zuntpzekt O kam es verglichen
mit dem Vehikel zu einem starken Anstieg der Bluitglsekonzentration. Hier erreichte
die Blutglukose bei Minute 120 ihr Maximum und fashschlieend bis zum Ende des
Experiments wieder leicht ab. Bei einer gleichgeiti Verabreichung von 1 mg/kg (-)-
Efaroxan fiel der Anstieg geringer aus, als bei d#einigen Verabreichung von
Diazoxid.  (-)-Efaroxan  wirkte dem  Diazoxid-induziemn  Anstieg der
Blutglukosekonzentration also entgegen. Einen raiéhkeren Effekt als 1 mg/kg (-)-
Efaroxan wies allerdings 1 mg/kg (+)-Efaroxan aubdurch der Glukoseanstieg vollig
ausblieb. Die Glukosekurve verlief in etwa wie des Vehikels (Abbildung ED11).
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Auch die zusammenfassende Darstellung der ErgebaissFlachen unter der Kurve
verdeutlicht diesen Befund. Sowohl (-)-Efaroxars auch (+)-Efaroxan zeigten eine
signifikante Wirkung auf den Diazoxid-induziertetu€oseanstieg, wobei (+)-Efaroxan
deutlich starker wirkte (Abbildung ED12).

Zusammenfassend konnten bei einer Dosis von 1 miggkge Efaroxanenantiomere

einer Diazoxid-induzierten Hyperglykédmie entgegekem, wobei das (+)-Efaroxan
wesentlich starker wirkte als (-)-Efaroxan.
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100
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Abbildung ED13: Einfluss von 0,01 mg/kg (+)-Efaroxa auf eine Diazoxid-induzierte (250 mg/kg)
Hyperglykdmie bei Mausen

Mittelwert + SEM, n = jeweils 8, ° p < 0,05 gegen iBzoxid alleine
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Abbildung ED14: Einfluss von 0,01 mg/kg (+)-Efaroxa auf die Flache unter der Kurve bei
Diazoxid-induzierter (250 mg/kg) Hyperglykéamie beiMausen

Mittelwert £ SEM, n = jeweils 8, * p < 0,05 gegen @zoxid alleine

In diesem Experiment wurde die Wirkung von 0,01 kgg#)-Efaroxan unter Diazoxid

getestet, um festzustellen, ob das (+)-Enantiomvefches bei héheren Dosierungen
Wirkung zeigte, auch in kleineren Dosen wirkt. Naidr Gabe von Diazoxid zum
Zeitpunkt o min kam es in den ersten beiden Stunden zu einem egndiier

Blutglukosekonzentration, welche beiiod min thren Hochstwert erreichte und
anschlieBend auf einem annahernd gleichbleibendeaall blieb. Bei zusatzlicher
Verabreichung von (+)-Efaroxan war das Ergebnisithemd dasselbe, 0,01 mg/kg (+)-
Efaroxan zeigte somit keine Wirkung (Abbildung ED1Es konnte also festgestellt

werden, dass (+)-Efaroxan in dieser Dosis keinekMvig hatte.

In Abbildung ED14 sieht man die zusammenfassendstélaing der Ergebnisse als

Flachen unter der Kurve, die auch hier ergeben(gakfaroxan wirkungslos war.
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4.3.2.2. UK-INDUZIERTE HYPERGLYKAMIE
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Abbildung ED15: Einfluss von 1 mg/kg (+) —oder (-Efaroxan auf eine UK-induzierte (25 pg/kg)
Hyperglykdmie bei Mausen

Mittelwert + SEM, n jeweils > 7, ° p < 0,05 gegen UK alleine
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Abbildung ED16: Einfluss von 1 mg/kg (+) —oder (-Efaroxan auf die Flache unter der Kurve bei
UK-induzierter (25 pg/kg) Hyperglyk&mie bei M&ausen

Mittelwert + SEM, n jeweils > 7, * p < 0,05 gegen UK alleine
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Nachdem zum ZeitpunktoTmin 25 pg/kg UK verabreicht wurde, kam es zu einem
starken Anstieg der Blutglukosekonzentration im gleich zum Vehikel. Bei Minute
30 erreichte die Blutglukose ihren Hochstwert uiedl dnschlieBend bis zum Ende des
Experiments wieder ab. Gleichzeitige Verabreichwmog (-)-Efaroxan hatte keinen
Einfluss auf den Glukoseanstieg. Die Blutglukosekuwerlief ahnlich wie unter
Verabreichung von UK alleine. Gleichzeitige Veratiheng von (+)-Efaroxan hatte
allerdings eine deutliche Wirkung. Hier kam es zukeinem Anstieg der
Blutglukosekonzentration. Es kam sogar zu einemirkiesn der Glukosekonzentration
im Blut unter jene Werte die unter Vehikelbehandlgemessen wurden (Abbildung
ED15).

In Abbildung ED16 wird durch die Auswertung der Eogisse als Flachen unter der
Kurve deutlich sichtbar, dass nur (+)-EfaroxandErinduzierten Hyperglykamie stark

entgegenwirkte. (-)-Efaroxan hatte keine Wirkung.

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dasyky (+)-Efaroxan einer UK-
induzierten Hyperglykdmie entgegenwirkte, wahrend-Efaroxan unter diesen

Bedingungen wirkungslos war.
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Abbildung ED17: Einfluss von 1 mg/kg (+) —oder (-Efaroxan auf eine UK-induzierte (100 pg/kg)
Hyperglykdmie bei Mausen

Mittelwert + SEM, n = jeweils 8, ° p < 0,05 gegen Kl alleine
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Abbildung ED18: Einfluss von 1 mg/kg (+) —oder (-}faroxan auf die Flache unter der Kurve bei
UK-induzierter (100 pg/kg) Hyperglykdmie bei Mausen

Mittelwert + SEM, n = jeweils 8, * p < 0,05 gegen K alleine

In diesem Experiment (Abbildung ED17) wurden gedpmnidem zuvor dargestellten
Experiment hohere Konzentrationen von UK verwenBets Ergebnis blieb allerdings

dasselbe.
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Nach der Verabreichung von 100 pg/kg UK zum Zeigpud kam es zu einem
deutlichen Anstieg der Blutglukosekonzentrationgliehen mit dem Vehikel. Bei gb
min €rreichte die Blutglukose ihren Maximalwert unel fois zum Ende des Experiments
wieder ab. Bei gleichzeitiger Gabe von (-)-EfaroXam es zu einem in etwa selben
Ergebnis wie unter UK alleine. (-)-Efaroxan zeiggne Wirkung. (+)-Efaroxan konnte
jedoch bei gleichzeitiger Gabe dem UK-induziertenstleg entgegen wirken. Hier
verlief die Glukosekurve wie auch im zuvor besdbeigen Experiment sogar unter der
des Vehikels.

Diese Ergebnisse sind in Abbildung ED18 auch adcheén unter der Glukosekurve
dargestellt. UK fiihrte zu einem signifikanten Aestider Blutglukosekonzentration im

Gegensatz zum Vehikel. Bei gleichzeitiger Gabe tharoxan konnte nur das (+)-

Enantiomer eine signifikante glukosesenkende Wigkaofweisen. Zusammenfassend
konnte also gezeigt werden, dass UK in beiden veretiten Dosen (25 und 100 pg/kg)
zu einem Anstieg der Blutglukose fuhrte. Dieser thagsder Blutglukosekonzentration

konnte jedoch nur von (+)-Efaroxan, nicht aber )+iEfaroxan, erzielt werden.
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Abbildung ED19: Einfluss von 0,01 mg/kg (+)-Efaroxa auf eine UK-induzierte (100 pg/kg)
Hyperglykamie bei Mausen

Mittelwert £ SEM, n = jeweils 8, ° p < 0,05 gegen Kl alleine
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Abbildung ED20: Einfluss von 0,01 mg/kg (+)-Efaroxa auf die Flache unter der Kurve bei UK-
induzierter (100 pg/kg) Hyperglykamie bei Mausen

Mittelwert + SEM, n = jeweils 8, * p < 0,05 gegen K alleine

In diesem Experiment wurde abermals die Wirkung 0@l mg/kg Efaroxan getestet,
wie schon zuvor in Abbildung ED13, allerdings uritdf. Nach dem Verabreichen von
UK zum Zeitpunkt 0 kam es abermals zu einem ddwghc Anstieg der
Blutglukosekonzentration. Der Spitzenwert wurde Bbgj min erreicht, die Kurve fiel
anschlieBend stetig ab. Bei zuséatzlicher Gabe wrEfaroxan war ein signifikant
kleinerer Hochstwert beigd min zu sehen. Anschliel3end fiel die Kurve bis zum Eohete
Experiments wieder ab. (+)-Efaroxan konnte alsbstdbei einer Dosis von 0,01 mg/kg
entgegen wirken. Es konnte also festgestellt werdass eine niedrigere Dosis von (+)-

Efaroxan eine Wirkung hatte.

Auch die zusammenfassende Darstellung der ErgebuaissFlachen unter der Kurve
verdeutlicht die potente Wirkung von 0,01 mg/kg-Efaroxan auf 100 pg/kg UK. Es
konnte eine signifikante Wirkung festgestellt wer@abbildung ED20).
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4.4. DISKUSSION IN VIVO

Die in vivo-Versuche umfassten orale Glukosetoletests und Versuche mit
pharmakologisch induzierter Hyperglykéamie. Bei a@galen Glukosetoleranztests kam
ich zu dem Ergebnis, dass (+)-Efaroxan viel stavkiekt als (-)-Efaroxan, wobei selbst
eine 10-fach héhere Dosis von (-)-Efaroxan immeahneeniger Wirkung hatte als (+)-

Efaroxan.

In einem Versuch zur Diazoxid-induzierten Hyperglgke konnte ich feststellen, dass
beide Efaroxanenantiomere bei einer Dosis von kghdie Glykamie senken konnten,
wobei (+)-Efaroxan allerdings wesentlich starkerkea als (-)-Efaroxan. (+)-Efaroxan
wurde unter Diazoxid in einem zweiten Experimentmanit einer geringeren Dosis
(0,01 mg/kg) getestet, wobei hier keine Wirkundgtgefunden hat. Bei UK-induzierter
Hyperglykamie stellte ich bei beiden verabreichBasen (25 und 100 pg UK) einen
Anstieg der Blutglukosekonzentration fest. Diesem nstfeg der
Blutglukosekonzentration wirkte jedoch nur 1 mg/kg)-Efaroxan entgegen. Die
gleiche Dosis von (-)-Efaroxan blieb hier wirkurggsl Unter UK zeigte (+)-Efaroxan
selbst eine glukosesenkende Wirkung in der sefrigen Dosis von 0,01 mg/kg. Aus

diesen Experimenten kann man Folgendes schliel3en:

1) Die glukosesenkende Potenz von razemischem Efanskdast ausschlie3lich
dem (+)-Enantiomer zuzurechnen.

2) Die besonders potente Wirksamkeit von (+)-Efaroxarter UK weist im
Einklang mit Berichten aus der Literatur darauf,tdass das (+)-Enantiomer fur den
0-Antagonismus von Efaroxan verantwortlich ist. Qkikosesenkende Potenz von
razemischem Efaroxan lasst sich somit weitestgehend o,-Antagonismus

zurickfuhren.
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3) Die glukosesenkende Wirkung hoher Dosen von (-Jex&@n beruht auf einem
anderen Mechanismus als jene hoher Dosen von @rp¥dn. Dies lasst sich schliel3en,
da (-)-Efaroxan, ganz im Gegensatz zum (+)-Epamgr, der Diazoxid-induzierten

Hyperglykadmie starker entgegenwirkt als der UK-inéuen Hyperglykamie.

Fagerholm et al. fuhrten im Jahr 2008 ebenfallse eim vivo-Studie durch. Sie
untersuchten die Wirkung von Efaroxan und eingg\drenozeptorantagonisten, der
nicht zur Klasse der Imidazoline gehort, auf die utBlukose und die
Plasmainsulinkonzentration, um festzustellen obWigkung von Efaroxan auf einem
Antagonismus anu-Adrenozeptor dep-Zellen beruht. Die verabreichten Substanzen
wurden sowohl in gefasteten, als auch in geflutteM&usen untersucht, wobei daflr
aza-Adrenozeptor-Knockout-Mause ajfa-KO) mit  Kontrollmausen (wild  type)
verglichen wurden. Die Blutabnahme erfolgte anhagider Schwanzpunktion.
Fagerholm et al. kamen zu dem Ergebnis, dass Edaroknen,a-Adrenozeptor keine
Wirkung auf die Insulinsekretion und Glukosesenkimg,a-KO-Mausen zeigte [34],
was meine Schlussfolgerung bestarkt, dass die Wirkwwn Efaroxan in vivo vor allem

auf demax-Antagonismus beruht.

In der Literatur findet man nur wenige Untersuchemgzur Wirkung gereinigter

Efaroxanenantiomere in vivo. Die einzige Studie, der der Einfluss der

Efaroxanenantiomere in vivo in Glukosetoleranztestgersucht wurde, stammt von
Mourtada et al. [30]. Sie stammt also von jenereftdgruppe, die, wie oben erwéhnt,
unter den mehreren Versuchsbedingungen in vitre etérkere insulinotrope Potenz
des (-)-Enatiomers gegentber dem (+)-Enantiomerngein hatte [19]. Dieser Befund
an isolierten Inseln, der ja im Gegensatz zu meiBagebnissen steht, wurde in der
Arbeit von Mourtada et al. nochmals bestatigt [30hn Experimenten, bei denen
Ratten in vivo mit gereinigten Efaroxanenantiomepehandelt wurden, berichten die
Autoren leider keine Blutglukosewerte, sondern das Plasmainsulin. Bei relativ
hoher Dosierung von 3,5 mg/kg fanden die Forsclier beide Enantiomere, (+)-

Efaroxan und (-)-Efaroxan, ahnliche, eher modefatstiege des Plasmainsulins. Nur
wenn zugleich Glibenklamid verabreicht wurde, kasrza starkeren Anstiegen, wobei

(+)-Efaroxan dann deutlich wirksamer war als (-gftekan. Obwohl der Mangel an
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Glukosedaten die Interpretation erschwert, lassgn diese Befunde doch weitgehend
mit den meinen vergleichen, denn auch in meinedi8tinatte das gereinigte (-)-

Enantiomer bei sehr hoher Dosierung Wirkung. Weitear das (+)-Efaroxan in vivo

auch in der Studie von Mourtada et al. in vivo mimdest unter Glibenklamid - das
wirkungsstarkere Enantiomer, wenn dies auch déutieniger ins Auge stach als in
den Resultaten der vorliegenden Untersuchung.

Taylor et al. untersuchten 2006 ebenfalls die Witkwon Efaroxan und seiner
Enantiomere in vivo. In dieser Studie wurde allegdi keine metabolische Wirkung,
sondern das monomere G-Protein Rhes (Ras Homolexgressed in Striatum), das in
den B-Zellen des Pankreas vorkommt, untersucht. Im erstersuch behandelten sie
RINmM5F-Zellen mit Efaroxanrazemat. Der Rhes mRNA&estieg und erreichte bei
einer Konzentration von 100 uM Efaroxan seinen Muatwert. Im zweiten Versuch
wurden die Zellen auch mit gereinigten Efaroxanéoareren behandelt. Hier fuhrte
die Behandlung mit 100 uM (-)-Efaroxan zu eineml @rkeren Anstieg des Rhes
MRNA-Gehalts, als jene mit 100 uM (+)-Efaroxanelnem weiteren Versuch wurden
auch Ratteninseln mit 100 uM (-)-Efaroxan behandalth hier wurde ein Anstieg des
Rhes mRNA-Gehalts festgestellt. Weiters kamen Tagli@l. zu dem Ergebnis, dass die
Induktion der Rhes-Expression von Kalzium gestewertl und nicht direkt mit der
Insulinfreisetzung assoziiert ist. Die Autoren kantetztendlich zu dem Ergebnis, dass
Rhes in derB-Zellen exprimiert und von Imidazolinen reguliertrav[31]. Stimmen
meine oben genannten Schlussfolgerungen, so wiireleUbterlegenheit des (-)-
Enantiomers dafur sprechen, dass die Zunahme des-Rkpression im Gegensatz zur

Glukosesenkung nicht durat-Antagonismus bedingt sein kann.

Obwohl es also schon Hinweise in dieser Richtunyg, géeht die Kernaussage dieser
Diplomarbeit - dass die Wirkung von Efaroxan in oiiweitestgehend aub,-
Antagonismus beruht — im Gegensatz zur lange bagten Ansicht, dass die Ursache
der insulinotropen und glukosesenkenden Wirkunglahédazoline eben nicht der,-

Antagonismus sei. Ich vermute, dass diese Anscliawich durchsetzte, da viele
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Untersuchungen in vitro in Abwesenheit vogtAgonisten gemacht worden sind. Wie
in der Diskussion der in vitro-Daten erlautert, ftiir unter solchen
Versuchsbedingungen der in vivo so wichtmeAntagonismus schlichtweg nicht zur

Wirkung kommen und ,ibersehen® worden sein.

Hier zwei Beispiele von Studien, die auf Basis vanvitro-Experimenten solche

Schlusse zogen:

Im Jahr 2009 fuhrten Hatlapatka et al. Perifusiensyche mit Mauseinseln durch,
wobei sie die Wirkung von Nahrstoffen und Nichtreibffen auf die Insulinsekretion in

Kombination mit Efaroxan untersuchten [32]. Siell®r fest, dass Efaroxan die
Stimulation der Insulinsekretion durch einen getiest Nahrstoff verstarkt und die
Insulinsekretion des getesteten Nichtnahrstoffesitnbeeinflusste. AulRerdem stellten
sie fest, dass Efaroxan und ein anderer getestg#ntagonist keine Wirkung auf die

Insulinsekretion von Sulfonylharnstoff-Rezeptor $£/R1) Knockout-Méausen hatten.
Die Autoren kamen zu dem finalen Ergebnis, dassWikung von Efaroxan auf die

Insulinsekretion durch Effekte auf demif&-Kanal zustande kommt, da SUR1 ein
Bestandteil des kgp-Kanals ist [32].

Berdeu et al. [33] fuhrten in einer Studie Perfasiersuche isolierter Rattenpankreata
durch und untersuchten die Wirkung von Imidazolmagen auf die Insulinsekretion.
Sie fanden heraus, dass Efaroxan, welches ein xwlidaist, eine stimulierende
Wirkung auf die Insulinsekretion hatte. Andemg-Antagonisten, namlich Idazoxan
(auch ein Imidazolin) und Yohimbin (kein Imidazglireigten aber keine Wirkung auf
die Insulinsekretion, woraus man schloss, das€tfekte von Imidazolinen nicht auf

eine Interaktion miti,-Adrenozeptoren zurtickzufihren sind [33].

Diese Autoren und viele andere, die ahnliche Expente gemacht haben, waren also
der Meinung, dass die Efaroxan-induzierte Insuknston nicht durch eine Blockade
der a-Adrenozeptoren zustande kommt, sondern durch emmeziten Mechanismus,

dem eine Interaktion mit dem Afe-Kanal zu Grunde liegt. Dies mag unter den
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gewahlten Versuchsbedingungen in vitro zwar riclsggn, kann aber nicht auf die
Situation in vivo extrapoliert werden. In vivo sindigonisten wie Adrenalin und
Noradrenalin immer vorhanden, was in vitro der expentellen Situation unter UK-
Exposition vergleichbar ist. Und unter diesen Umdé&h wird die potente Wirkung der

Imidazoline auch in vitro sichtbar.

Zusammenfassend kann man also feststellen, das®x&fa in vivo Uber zwei
Mechanismen insulinotrop und glukosesenkend witkamn (a-Antagonismus und
vermutlich Interaktion mit dem ¢p-Kanal). Jedoch stellte sich in meiner Diplomarbeit
der aoa-Antagonismus als der viel potentere und wichtightechanismus in vivo

heraus.
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5. SCHLUSSBETRACHTUNG

Mechanismen der Efaroxanwirkung in vitro

Ausgangspunkt dieser Studie war, dass fur die imstnbpe und glukosesenkende
Wirkung von Imidazolinen wie dem Efaroxan in detelatur zwei unterschiedliche
Mechanismen diskutiert werden (einerseits Antagous amaya-Adrenozeptor und
andererseits Schlielen desarikKanals). Dabei wurden den beiden gereinigten
Efaroxanenantiomeren unterschiedlich starke Wirkangber die beiden Mechanismen
zugeschrieben:aa-Adrenozeptor: (+)-Efaroxan > (-)-Efaroxan; atk-Kanal: (-)-

Efaroxan > (+)-Efaroxan.

Ich flhrte zuerst Experimente mit Hilfe einer Maeadleo zur Perifusion isolierter
Langerhans'scher Inseln durch, um diese beiden &hésimen in vitro zu
differenzieren. Ahnliche Experimente waren schonJahr 1993 durch Chan et al. an
Diazoxid— wund UK-exponierten Inseln durchgefuhrt reben [19]. Meine
Inselperifusionen bestatigten eine deutliche Ulgemédeit des (+)-Enantiomers unter
UK. Unter Diazoxidexposition erhielt ich allerdinggn anderes Ergebnis als Chan et
al., bei deren Versuchen (-)-Efaroxan deutlich ptate dem Diazoxid entgegenwirkte
als (+)-Efaroxan [19]. Ich hingegen konnte untezsdn Versuchsbedingungen keinen
Unterschied zwischen den beiden Efaroxanenantiomiesstellen. (-)-Efaroxan, wie
auch (+)-Efaroxan, wirkte in meinen Untersuchungenter Diazoxid nur in
mikromolaren Konzentrationen insulinoptrop, wohigge eine Wirkung von (+)-
Efaroxan unter UK schon in nanomolaren Konzentraiionachweisbar war. In Bezug
auf die wirksamen Konzentrationsbereiche kamen Céiaml. ebenfalls zu diesem
Ergebnis [19]. Obwohl meine Befunde also die Erggdmvon Chan et al. nicht in allen
Aspekten bestatigten, wurde auch in meinen Experiemedeutlich, dass Efaroxan in
vitro Uber zwei unterschiedliche Mechanismen damulimsekretion steigern kann. Dabei
durften beide Enantiomere &hnlich starke Wirkunfdmn Karp-Kanal haben, was in
Abwesenheit von adrenergen Agonisten gut darsteldia Sobald allerdings ein,-
Agonist anwesend ist, wird die,-antagonsitische Wirkung sichtbar, die offenkundig

nur das (+)-Enantiomer austibt.
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Diese in vitro dargestellte klare Differenzierunggrdrelativen Wirkstarken der
Efaroxanenantiomere Uber den jeweiligen Mechanissunlke genutzt werden, um
herauszufinden, welcher Mechanismus fir die Blkigbe-senkende Wirkung von

Efaroxan in vivo verantwortlich ist.

Mechanismen der Efaroxanwirkung in vivo

Um herauszufinden, welcher der beiden bekannterh&fesmen in vivo der relevante
ist, fuhrten ich an Mausen zuerst orale Glukosetnlgests durch. In diesen
Experimenten wurden die Wirkungen von Efaroxan sashen Enantiomeren auf die
Blutglukosekonzentration ohne Einsatz von Sekretiemmern getestet. Hier konnte
dem Efaroxanrazemat und dem (+)-Efaroxan eine idbuplotentere Wirkung auf die
Glukosekonzentration im Blut zugeschrieben werdén dem (-)-Efaroxan. Diese
Feststellung wird verdeutlicht, indem sogar eindddh héhere Dosis von (-)-Efaroxan
immer noch weniger Wirkung zeigte als (+)-Efaroxandiesen Experimenten konnte
ich also eine deutlich starkere Wirkung jenes Boamtrs feststellen, das fur den
Antagonismus amaya-Adrenozeptor verantwortlich ist. Die Ergebnisses agden

Glukosetoleranztests wiesen somit deutlich daraufdeass in vivouoa-Adrenozeptor-

Antagonismus der fur die Verbesserung der Glukésetoz hauptverantwortliche

Mechanismus ist.

Um diese Uberlegende Bedeutung dgsAnatagonismus zu untermauern, wurden in
vivo zusétzlich Experimente mit pharmakologisch unérten Hyperglykdmien
durchgeflihrt. Diese Hyperglykdamien wurden durchldjektion von einem der beiden
Insulinsekretionshemmer Diazoxid und UK ausgel@stindsatzlich war auch hier (+)-
Efaroxan unter allen Bedingungen das weitaus petenEnantiomer. (+)-Efaroxan
wirkte allerdings bei gleicher Dosierung dem UK lvstarker entgegen als dem
Diazoxid. Es zeigte unter UK, nicht aber unter Diad, selbst bei der sehr niedrigen
Dosis von 0,01 mg/kg eine glukosesenkende Wirkingse besonders hohe Fahigkeit,
die Wirkung einesx,-Agonisten aufzuheben, bestatigte abermals, dasgfiiekte des
(+)-Efaroxan wohl einemu-Antagonismus zuzuordnen sind. Anders als das (+)-

Efaroxan wirkte (-)-Efaroxan in einer Dosis von Xg/kg der Diazoxid-induzierten
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Hyperglykdmie deutlich entgegen, nicht aber der ib#uzierten Hyperglykamie.
Dieses unterschiedliche Interaktionsmuster mit kisalinsekretionshemmern beweist,
dass die Wirkung des (-)-Efaroxan in vivo tatsathliber einen anderen Mechanismus
zustande kommt als jene des (+)-Efaroxan. Zusamamsehd konnte ich also auch in
Experimenten mit pharmakologisch induzierten Hypd@mien bestatigen, dass (+)-
Efaroxan dem (-)-Efaroxan in vivo weit uberlegetnuisd das dies offenkundig damit zu
tun hat, dass nur das (+)-Enantionteranatgonistische Wirkung hat, wahrend (-)-

Efaroxan nur in weit héheren Dosen und Uber eimelei@n Mechanismus wirkt.

Schlussfolgerungen

In Anbetracht der Ergebnisse kann man also zwéigelsschlie3en, dass die
insulinotrope und glukosesenkende Wirkung von BEfamo in Mausen in vivo
weitgehend auf dem,-Antagonismus beruht. Der zweite Mechanismus, déenbar
eine Interaktion mit dem kp-Kanal zugrunde liegt, ist in seiner Bedeutung éwelh
oft Uberschétzt worden. Dies mag damit zu tun halass viele Versuche in
vorangehenden Studien in vitro und in volliger Alseeheit adrenerger Agonisten
durchgefuhrt wurden, also unter Bedingungen, uxEmen ax-Antagonismus nicht
sichtbar wird. Fur solche Standardbedingungentio v$t der Schluss, dass Imidazoline
Uber den Kgp-Kanal und nicht Uber Adrenozeptoren wirken, alsahkgcheinlich
richtig. Mehrere Studien, die unter solchen Versbeldingungen zu dem Ergebnis
kamen, dass die Efaroxan-induzierte Insulinsekneticht durch eine Blockade der
aza-Adrenozeptoren zustande kommt, sondern durch dhBe8en der Krp-Kandle,
sind daher zu bestétigen. Dieser Schluss kannrabler auf die viel bedeutsamere in
vivo-Situation Ubertragen werden. In vivo zirkukar namlich immer Agonisten wie
Adrenalin und Noradrenalin im Blut, sodass dgrAdrenozeptor-Antagonismus von
Efaroxan zur Wirkung kommt und zum weitaus potearierglukosesenkenden
Mechanismus wird. Letztendlich kam ich zu dem Erggbdass Efaroxan zwar sehr
wohl auch in vivo Uber zwei verschiedene Mechansmerken kann, dass die

Wirkkomponente Uber denafe-Kanal aber von vernachlassigbarer Bedeutung iss D
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ist fur eine mogliche weitere Entwicklung von s@ohSubstanzen als Medikamente

eine wichtige Information.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Zielsetzung: Ziel dieser Arbeit war ein besseres Verstandnisrjéiechanismen, Uber
die das Imidazolin Efaroxan in Mausen die InsulknsgBon verstarkt und die
Blutglukose senkt. Grundsatzlich wurden schon zweei Mechanismen mit diesen
Wirkungen von Efaroxan in Zusammenhang gebracht:Sehlie3en der kp-Kanéle
und ein Antagonismus an depa-Adrenozeptoren der insulinproduzierendeéellen.
Insbesondere sollte in der vorliegenden Arbeit kildang offene Frage beantwortet
werden, welcher dieser Mechanismen wie weit fUratighyperglykamische Wirkung

von Efaroxan in vivo verantwortlich ist.

Methoden: Ausgangspunkt der Experimente war die Verfugbarkeschreiner
Enantiomere von Efaroxan, die vergleichend untdénsugurden. Dabei wurden
insbesondere Unterschiede in deren Potenz ermiteltVirkungen eines,-Agonisten
bzw. eines Krp-Offners aufzuheben. Nach diesem Prinzip wurde redits die
insulinotrope Wirkung an isolierten perifudiertearigerhans'schen Inseln in vitro und
andererseits die Blutglukose-senkende Wirkung arudd@ in vivo vergleichend

untersucht.

Ergebnisse und Schlussfolgerung:Es konnte zunédchst bestéatigt werden, dass
Efaroxanrazemat in vitro die Insulinsekretion fétde Wahrend unter dem
Sekretionshemmer Diazoxid kein Unterschied in derirkihg der beiden
Efaroxanenantiomere auf die Insulinfreisetzunggestellt werden konnte, wirkte (+)-
Efaroxan schon in kleinen Konzentrationen der UHdmerten Hemmung der
Insulinfreisetzung entgegen. Dies weist darauf holass beide Enantiomere
gleichermal3en ein SchlieRen detrkKanale bewirken, detsi,-Antagonismus jedoch
praktisch ausschliel3lich vom (+)-Efaroxan getrag@d. In vivo erwies sich sowohl in

oralen Glukosetoleranztests als auch bei Diazoxidder UK-induzierten
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Hyperglykamien (+)-Efaroxan als wesentlich poterdks (-)-Efaroxan. In vivo stellte
sich also deraza-Antagonismus als der fir die Senkung der Blutghgkaveitaus

wichtigere Mechanismus heraus.
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7. ABSTRACT

Aim: A better understanding of the mechanisms, whicheese the insulin secretion
and reduce the blood glucose in mice by imidazoéfegoxan, were the aim of this
study. In this context, two mechanisms have beewocasted with these effects of
efaroxan previously: closing of dfp-channels and an antagonism to the
adrenoceptors of the insulin producipgells. Answering the question how much each
of these two mechanisms is responsible for thehgpéirglycemic effect of efaroxan,
was the main aim of the present study.

Methods: The starting point of these experiments was thelabty of highly pure
enantiomers of efaroxan, which were comparativahyestigated. In particular
differences have been identified in their poteryetverse the effect ofcg-agonist or a
Katp-opener. Under this principle on the one hand tiselinotropic effect on isolated
perifused Langerhans’ islets in vitro and on theeotand the blood glucose lowering

effect in mice in vivo was studied comparatively.

Results and conclusionit could first be confirmed that racemic efaroxaonmotes the
insulin secretion in vitro. While no difference the effect of the two enantiomers of
efaroxan on the insulin release under the insudicregions inhibitor diazoxide was
found, (+)-efaroxan even worked in small concerdrst against the UK-induced
inhibition of insulin release. This indicates tHadth enantiomers equally cause the
closure of Ksp-channels. Though thew-antagonism mechanism is exclusively
supported by (+)-efaroxan. In vivo it turned otmattin the oral glucose tolerance tests
and in diazoxide- or UK-induced hyperglycemias €fgroxan was much more
effective than (-)-efaroxan. Hence, in vivo thg-antagonism turned out to be the much
more important mechanism for lowering the blooccgke.
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