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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist der Uberbegriff fiir eine Reihe von klinischen Befunden von
Patienten, die unter verschiedensten Symptomen leiden, die alle von erhdhten
Blutglukosespiegeln ausgehen. Sekundar kann das Syndrom Diabetes durch
Pankreatektomie, Hamochromatose oder Cortisontberproduktion bei Morbus
Cushing hervorgerufen werden. Primar jedoch wird meistens zwischen 2
Hauptgruppen unterschieden: Typ | Diabetes mellitus (insulin-dependent diabetes
mellitus oder IDDM) und Typ Il Diabetes mellitus (non-insulin-dependent diabetes
mellitus oder NIDDM).

1.1.1 Typ | Diabetes mellitus — IDDM

Charakteristisch fur den Typ | Diabetes ist der absolute Insulinmangel. Der
Erkrankung liegt eine Zerstérung der Langerhans Inseln zugrunde. Manifest wird der
Diabetes erst, wenn ca. 90% der B-Zell-Masse zerstort ist. Verantwortlich fur das
Auftreten der Erkrankung sind genetische, autoimmune und exogene Faktoren.

1.1.1.1 Ursachen des Typ | Diabetes mellitus

Genetisch bedingte Faktoren gehen mit der Ausbildung der MHC (major
histocompatibility complex) — codierten Molekule der Klasse | und Il einher. Die
Molekule der Klasse | werden auf jeder Zelle gebildet, wahrend die der Klasse Il auf
Zellen des Immunsystems (Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten) vorkommen
und mit fremden Antigenen Komplexe formen, die spezifischen T-Zellen die
Erkennung von koérperfremden Antigenen ermdglichen. Der MHC ist ein hoch
polymorpher Genort auf dem Chromosom 6, der die Gene fir die Klasse |- (HLA-A,
HLA-B, HLA-C) und Klasse II- (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR) Molekulle enthalt. Das
genetisch bedingte Risiko flr Typ | Diabetes wird z.B. fur die weilRe Bevolkerung mit
dem Genort HLA-DR assoziiert, wobei die Diabetespravalenz fur Personen mit HLA-
DR4 und HLA-DRS3 hoéher ist gegenltber Personen mit HLA-DR2. Personen mit dem
heterozygoten Typ HLA-DR3/4 haben ein 20 bis 40 fach hoheres Risiko als die
Durchschnittsbevolkerung (Gorsuch, 1987).

Die Anwesenheit von antiflammatorischen Zellen (Gepts, 1965) in den Langerhans
Inseln und die haufige Anwesenheit von Antikdrpern gegen Inselzellen lassen auf
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eine Beteiligung der zellularen und humoralen Abwehr (Bottazzo et al., 1974) im
Sinne einer Autoimmunreaktion schlief3en.

Virusinfektionen mit Mumps-, Roteln-, Masern- und Coxsackie-Viren sind bei
genetisch vorbelasteten Menschen maoglicherweise der Ausldser fur die Entwicklung
eines Typ | Diabetes.

1.1.2 Typ ll Diabetes mellitus — NIDDM

NIDDM ist durch einen relativen Insulinmangel gekennzeichnet. Hier wird zwischen
Typ lla (nicht adipds) und Typ Ilb (adipos) unterschieden. Beim Typ lla ist vor allem
eine gestorte Insulinsekretion, beim Typ llb die Insulinresistenz, eine verminderte
Wirkung des Insulins an seinen Zielzellen, die Ursache. MODY (Maturity Onset
Diabetes of the Young) ist eine Form des Diabetes, die vor allem bei jungen
Menschen auftritt.

1.1.2.1 Ursachen des Typ Il Diabetes

Beim Typ Il Diabetes geht man auch von einer genetischen Veranlagung aus, wobei
die beteiligten Genorte noch nicht genau zugeordnet werden konnten. Hinweise
dafir gibt die unterschiedliche Diabetes-Pravalenz fiur verschiedene ethnische
Gruppen. Auch haben jungen Patienten (25-40 Jahre), die Typ Il Diabetes
entwickeln, oft Eltern, die beide Diabetes oder Glukoseintoleranz zeigen (O Rahilly et
al., 1987).

Da Diabetes erst nach einer jahrelangen Phase des Pradiabetes, die meistens
unbemerkt bleibt, zum Ausbruch kommt, ist es schwierig, den Verlauf der Krankheit
in dieser Zeit zu charakterisieren. Doch das Auftreten einer IGT (impaired glucose
tolerance) scheint eng mit dem spateren Ausbruch des Diabetes verknupft zu sein
(Sartor et al.,, 1980, Ohlson et al., 1988). Ein gangiges Modell der
Krankheitsentwicklung geht, neben der genetischen Veranlagung, von folgendem
typischen Verlauf beim ubergewichtigen Diabetiker aus:

Durch (ibermaRige Nahrungsaufnahme entwickelt sich Ubergewicht. Das
Ubergewicht als solches scheint verantwortlich fiir das Entstehen einer
Insulinresistenz der insulin-abhangigen Gewebe zu sein. Als Folge kommt es zu
einer Hyperglykamie, die oft uber Jahre noch durch eine Hyperinsulinamie
ausgeglichen werden kann. Erst nach jahrelanger B-Zell-Uberstimulation, wenn die
Langerhans Inseln die bendtigte Insulinmenge nicht mehr liefern kénnen oder die
periphere Insulinresistenz weiter zugenommen hat, kommt es zum endgultigen
Entgleisen des Blutzuckerspiegels:
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Hyperphagie

!
Ubergewicht

l

Insulinresistenz

l

B-Zell-Uberstimulation

! !
Hyperinsulinamie Hypoinsulinamie

Abb. 1.1.2.1: Méglicher Mechanismus der Entwicklung eines Typ-lIb-Diabetes

1.2 Die Langerhans Inseln und ihre Beeinflussung
durch neuronale, humorale und parakrine Wege

Die Bauchspeicheldrise sezerniert als exokrine Druse Verdauungsenzyme und
alkalische Flussigkeit fur die Nahrungsverdauung und gibt sie Uber den Ductus
pancreatus in das Duodenum ab. Nur etwa 1% der Bauchspeicheldrise besteht aus
Langerhans Inseln, die den endokrinen Teil des Pankreas bilden. Ungefahr 1 Million
Inseln mit einem Durchmesser von 20-800 um liegen als komplexer eigenstandiger
Zellverband (Volk und Wellmann, 1985) verstreut im exokrinen Pankreasgewebe.
Dieser Zellverband besteht aus vier unterschiedlichen endokrinen Zelltypen. Den
Hauptteil von 60-90% machen die insulinproduzierenden B-Zellen aus, die vor allem
den Kern der Langerhans Insel bilden. Vorwiegend in der Peripherie der Insel
befinden sich die  glukagonproduzierenden  A-Zellen  (15-20%), die
somatostatinbildenden D-Zellen (5-15%) und zu etwa 1% die PP-Zellen, die das
pankreatische Polypeptid produzieren (Ashcroft und Rorsman, 1989; Pipeleers et al.,
1985). Diese beeinflussen sich gegenseitig Uber ihre sezernierten Hormone und
werden auch Uber das vegetative Nervensystem beeinflusst.
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Glucose, Hormone, i e

Parasympathikus

Intrainsulare
Portale
Mikrozirkulation

Abb. 1.2: Schematische Darstellung einer Langerhans’schen Insel (Ammon, 1995)

Der arterielle Blutstrom versorgt die Langerhans Inseln von innen nach auf3en mit
Blut (Samols et al., 1988). Zuerst erreicht das Blut die B-Zellen, die vor allem auf
Grund der Glukosekonzentration Insulin abgeben. Uber ein intrainsulinres
Portalvenensystem fliet das Blut an A- und D-Zellen vorbei, wobei das enthaltene
Insulin diese beeinflusst. Insulin hemmt die Glukagon- und Somatostatinsekretion.

Das Glukagon der A-Zellen und das Somatostatin der D-Zellen erreichen die anderen
endokrinen Zellen auf parakrinem Wege. Glukagon moduliert die Insulinfreisetzung
aus B-Zellen zumindest teilweise durch Adenylatcyclase-Aktivierung uber ein Gs
(stimulierendes GTP-bindendes)-Protein  (Schuit und Pipeleers, 1986). Das
freigesetzte Insulin hemmt Uber einen Feedback-Mechanismus die B-Zelle selbst
(Ammon und Verspohl, 1976; Ammon et al., 1991). Dafir spricht auch die
Anwesenheit von Insulinrezeptoren an der B-Zelle (Verspohl und Ammon, 1980). Der
Parasympathikus steigert die Insulinsekretion wahrend der Sympathikus sie hemmt.
Durch cholinerge Beeinflussung ist die sogenannte kephale Phase der
Insulinsekretion zu erklaren, in der allein durch Anblick und Geruch von Nahrung
Insulin freigesetzt wird (Ahren et al., 1986). In der enteralen Phase wird die
Insulinsekretion durch den sogenannten Inkretin-Effekt gesteigert (Creutzfeldt, 1979).
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Hier  steigern gastrointestinale Peptidhormone, die  wahrend des
Verdauungsvorgangs gebildet werden, die Insulinsekretion.

1.3 Mechanismus der Insulinsekretion

MaRgeblicher Ausloser fur die Insulinsekretion ist die im Blut zirkulierende Glukose,
die insulinunabhangig in die B-Zelle mit Hilfe des GLUT-2-Glukosetransporters
(Thorens et al., 1988) aufgenommen wird und intrazelluar hauptsachlich Gber den
Glykolyseweg metabolisiert wird. Der daraus resultierende Anstieg des ATP/ADP-
Quotienten schliet den ATP-abhangigen Kaliumkanal (Ashroft und Rorsman, 1989);
Rorsman und Trube, 1985), wodurch eine Depolarisation der Zelle eingeleitet wird.
Die Depolarisation fiihrt zum Offnen spannungsabhéngiger Calciumkanale und damit
zum Anstieg der cytosolischen Calciumkonzentration. Die intrazellulare
Calciumerhdéhung aktiviert Ca-abhangige Prozesse wie z. B. Ca-Calmodulin-
abhangige Proteinphosphorylierungen, die fur die Verschmelzung der Insulingranula
mit der Zellmembran und somit fur die Exocytose verantwortlich sind (Arkhammer et
al., 1987; Ashcroft et al., 1994).

1.3.1 Initiatoren der Insulinsekretion

Substanzen, die eine Insulinsekretion ausldsen kdnnen, werden als Initiatoren der
Insulinfreisetzung bezeichnet. Dazu zahlen Nahrungsbestandteile, wie z.B.
metabolisierbare  Kohlenhydrate (Glukose, Mannose, Fruktose), bestimmte
Aminosauren (Arginin, Leucin) und kurzkettige Fettsauren (Buttersaure, Oktansaure),
aber auch antidiabetische Pharmaka (Sulfonylharnstoffe).

Als der wichtigste Initiator der Insulinsekretion ist die Glukose zu nennen, die
aufgrund ihrer Metabolisierung zu einer Erhohung des ATP/ADP-Quotienten und zum
Schlielen des ATP-abhangigen Kaliumkanals fuhrt. Auf gleichem Weg sorgen auch
andere Substanzen, wie z.B. Glycerinaldehyd, Leucin (McDonald, 1990) und
Mannose, fur eine Insulinfreisetzung.

Die beiden Aminosauren Lysin und Arginin werden in die B-Zellen aufgenommen und
bewirken aufgrund ihrer positiven Ladung eine Ladungsverschiebung, die in einer
Depolarisation der Zelle resultiert (Yada, 1994). Dadurch werden die
spannungsabhangigen Calciumkanale gedffnet und eine Insulinsekretion ausgeldst.

Die zur Therapie des Diabetes mellitus Typ [l (NIDDM) eingesetzten
Sulfonylharnstoffderivate (z.B. Tolbutamid, Glibenclamid) schliefen durch einen
direkten Angriff den ATP-abhangigen Kaliumkanal. Dieser Kaliumkanal besitzt
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zusatzlich zu einer porenbildenden Einheit (Kir6.2) eine
Sulfonylharnstoffbindungsstelle (SUR) (Inagaki et al.,, 1995), an die die Pharmaka
binden und den Kanal schlieRen. Dies fuhrt glukoseunabhangig zur Depolarisation
der Zelle und nachfolgenden Insulinsekretion.

1.3.2 Modulatoren der Insulinsekretion

Unter Modulatoren der Insulinsekretion versteht man Substanzen unterschiedlicher
Herkunft, die eine bereits ausgelOoste Insulinsekretion entweder verstarken oder
abschachen konnen. Hierzu zahlen verschiedene gastroinstestinale Hormone (CCK,
GIP, GLP-1), die Inselhormone (Glukagon, Somatostatin, Insulin), Neuropeptide
(VIP, GRP, Galanin) und Neurotransmitter (Acetylcholin, Noradrenalin) (Ammon und
Wahl, 1989; Berggren et al., 1992).

Die Modulation erfolgt hauptsachlich Gber Phosphorylierungsvorgange, bei denen die
Proteinkinase A, die Proteinkinase C und verschiedene Phosphatasen beteiligt sind.
Die Aktivierung der membranstandigen Adenylatcyclase durch Peptidhormone flhrt
zu einem Anstieg des zellularen cAMP-Gehaltes. Dies flhrt zu verstarkten
Proteinphosphorylierungen durch die Proteinkinase A, wodurch z.B. der
Calciumeinstrom uber den L-Typ-Calciumkanal gesteigert wird. Zusatzlich wird
jedoch auch ein direkter Angriff des cAMP bei der Exocytose der Sekretionsgranula
postuliert (Ammala et al., 1993). Die durch ein G-Protein aktivierte Phospholipase C
spaltet das aus der Membran stammende Substrat in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) (Best, 1983). IP3 erhoht die intrazellulare
Calciumkonzentration der B-Zellen, indem es aus intrazellularen Speichern (z.B. aus
dem endoplasmatischen Retikulum) Calcium freisetzt, und verstarkt somit die durch
andere Substanzen ausgeldste Insulinsekretion. DAG ist der physiologische Aktivator
der Proteinkinase C (Berridge, 1983), durch die offensichtlich die
Acetylcholinmodulation der Insulinsekretion vermitttelt wird (Persaud et al., 1991).

Auch eine Veranderung des Redoxstatus im Bereich des NADPH/NADP-Quotienten
kann die Insulinsekretion modulieren (Ammon und Wahl, 1994).
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Initiation Modulation

/\‘ Glucose / /

”p Metabollsmus Phospholipase C  Adenylatcyclase

ATP IP, DAG cAMP —p| PKA
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PKC
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Calciumkanal

GSH NADP

» [Ca*], — | CaCaMK
IR
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|

Granulabewegung
Exozytose

Andere Wirkungen

Abb. 1.3.2: Modell zum Mechanismus der Insulinsekretion (Ammon, 1995)

1.4 Insulinwirkungen

Durch die Bindung des Insulins an einen spezifischen Rezeptor

in der

Plasmamembran wird eine Kette an Vorgangen in Gang gesetzt, an deren Ende sich
folgende Effekte an den Zielzellen Muskel, Fett und Leber zeigen:

1. Aktivierung von Membrantransportprozessen (lonen, Glukose, Aminosauren)

2. Stimulierung anaboler Effekte wie Glykogensynthese,

Proteinsynthese

Lipogenese und

3. Hemmung kataboler Effekte wie Lipolyse, Proteolyse und Glykogenolyse

4. Stimulierung von RNA- und DNA-Synthese und somit Zellwachstum

bestimmter Zelltypen
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1.5 Insulinrezeptor

Das Vorhandensein eines spezifischen Insulinrezeptors wurde zu Anfang der 70er
Jahre von einigen Arbeitsgruppen postuliert (Cuatrecasas, 1971; Freychet, 1971;
Kono und Barham, 1971). Inzwischen liegen zahlreiche Studien Uber dessen Struktur
und Funktion vor.

Der Insulinrezeptor ist ein transmembranares Glykoprotein von ca. 400kDa, welches
sich aus zwei a-Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von je 135kDa (Goldfine,
1987) und zwei [B-Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 95kDa
zusammensetzt (Jakob und Cuatrecasas, 1981).

Insulinbjndungsstellen
a-Untereinheit
[

0 0

~S-S—-| |--S—Sd |s-s-

Plasmamembran

Tyrosinkinase-Domanen R-Untereinheit
C-Termini

Abb. 1.4.1: Schematischer Aufbau des Insulinrezeptors

Wahrend sich die a-Untereinheiten ausschlieBlich an der AuBenseite der
Plasmamembran befinden, bestehen die beiden [(-Untereinehiten des
Insulinrezeptors aus einem extrazellularen, einem transmembranaren sowie einem
intrazellularen Anteil. Die Insulinbindungsstelle liegt in der a-Untereinheit (De Meyts
et al. 1988, 1989). Im intrazellularen Bereich der [-Untereinheit befinden sich
verschiedene fur die Insulinsignalubertragung wichtige Domanen v.a. Tyrosinkinase.
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1.5.1 Signaltransduktion

Durch die Insulinbindung an die a-Untereinheit kommt es zu einer Dimerisation und
zu einer Konformationsanderung der a-Untereinheiten (Debant et al., 1989).

Insulin

a (O
‘|:F ﬂ a-Untereinheit

Plasmamembran |

b) Insulin

-Untereinheit

Inaktive Tyrosinkinase-Domanen Aktivierung der Tyrosinkinasen

Phosphorylierung  von  intrazellularen
Proteinen wie IRS1 und IRS2

Abb. 1.4.2: Insulinrezeptor-Signalubertragung

Anschlielend wird die Autophosphorylierung der Insulinrezeptor-p-Untereinheit
stimuliert. Dabei werden mehrere Tyrosinreste phosphoryliert. Nach Shulman et al.
spielt sich am Insulinrezeptor folgendes ab:

Die Tyrosinkinase des Insulinrezeptors ist an sich aktiv; sie wird jedoch durch die a-
Untereinheit sterisch gehemmt. Nach Insulinbindung andert die a-Untereinheit ihre
Konformation und hebt dadurch ihre sterische Inhibition der Tyrosinkinase in der 3-
Untereinheit auf (Shulman, 1990).

Nach der Autophosphorylierung d.h. nach der Aktivierung des Insulinrezeptors
kommt es zur Phosphorylierung von Substraten u.a. Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS1)
und Insulinrezeptorsubstrat 2 (IRS2). Diese konnen Proteine wie die
Phosphatidylinositol-3-Kinase, die Phosphatase PTD1D (SHP2), das Growth-Factor-
Receptor-Binding-Protein-2 (Grb2) und —7 (Grb7) sowie die Phospholipase Cy (PLCy)
binden. Die Anlagerung solcher Proteine an IRS1 und IRS2 initiiert verschiedene
Signalwege mit den Resultaten wie dem Glukosetransport in die Zelle, der
Glykogensynthese, der DNA-Synthese, der Proteinsynthese und anderem mehr.
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1.5.2 Insulinresistenz

Glukose stellt eine der wichtigsten Energiequellen des Organismus dar. Stérungen in
diesem Glukosetransportsystem und somit auch in der Insulinsignalubertragung
konnen die Entstehung von Krankheiten wie z. B. Diabetes mellitus hervorrufen
(Friedmann et al., 1991; Vogt et al., 1992). Neben einem genetischen Defekt, der fur
den Typ-lI-Diabetes bislang noch nicht identifiziert werden konnte, spielt die
sekundare Verminderung der Insulinsensitivitat beziehungsweise das Vorhandensein
und die Zunahme der Insulinresistenz durch theoretisch reversible Faktoren wie
Bewegungsmangel, Adipositas und Hyperglykamie ebenso eine bedeutsame Rolle.
Unter Insulinresistenz versteht man eine verringerte biologische zellulare Antwort auf
endogenes und/oder exogenes Insulin. Wann sich der Diabetes mellitus manifestiert,
hangt es auch wesentlich von der Existenz solcher oben genannter Insulinresistenz-
Faktoren ab. Einen wichtigen Insulinresistenz-Faktor stellt die Hyperglykamie dar
(DelPrato et al., 1994). So fuhrte im Zellmodell eine kurzzeitige Inkubation (30
Minuten) mit 10mM Glukose, entsprechend einem Blutzuckerwert von ca. 200 mg/dl
zu einer verminderten Aktivierung des Insulinrezeptors und zu einer verminderten
Substratphosphorylierung IRS1 (Berti et al., 1994). Obwohl es durchaus Hinweise fur
kompensatorische Signalwege bei der Inhibition von
Insulinsignallbertragungsproteinen auf Postrezeptorebene gibt (Araki et al., 1994):
die IRS1-Knockout-Maus zeigt keinen Diabetes mellitus,da IRS2 zumindest teilweise
kompensatorisch die Funktion von IRS1 Ubernehmen kann, kann die zellulare
Insulinibertragung offensichtlich spater nicht mehr kompensiert werden, da die
Hyperglykdmie auch eine Hemmung des Glukosetransportes (unabhangig von der
Glukosetransporter-Downregulation) und der mitogenen Effekte des Insulins
verursacht ( Berti et al., 1994; Muller et al., 1991). Inwieweit sich eine chronische
Hyperglykamie z.B. Uber mehrere Tage im Tiermodell im gesamten Organismus auf
die Insulinresistenz auswirkt, muf® noch untersucht werden. Im Rahmen unseres
Projektes hat Herr B. Houdali diesen Teil der Experimente ibernommen.
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2 Fragestellung

Der Typ Il Diabetes ist im Frihstadium gekennzeichnet durch eine Hyperinsulinamie,
eine beginnende Insulinresistenz und eine geringe Hyperglykamie. Sie sind u.a.
Folge einer permanent hyperkalorischen Ernahrung, von Bewegungsmangel und als
Folge von Ubergewicht. Fiir die Deponierung der Nahrungsbestandteile Glukose,
Fettsauren und Aminosauren ist die ausreichende Verfugbarkeit von Insulin sowie
dessen ausreichende Wirkung auf die Zielgewebe Muskulatur, Leber und
Fettgewebe Voraussetzung. Eine permanente hyperkalorische Ernahrung muf} daher
Auswirkungen auf Bereitstellung und Wirkungen des Insulins haben.

Im Rahmen einer grolRer angelegten Versuchsreihe sollte daher untersucht werden,
wie sich eine 5-tagige hyperkalorische Glukosezufuhr (Dauerinfusion) bei der Ratte
auf Blutzucker und Verfligbarkeit von Insulin (diese Dissertation) sowie
Insulinwirkungen auf Muskelgewebe (Dissertation B. Houdali, 2000) auswirken.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher folgende Fragen untersucht werden:

° Wie verhalten sich Blutzuckerspiegel, Blutinsulinspiegel und Insulinogener
Index nach einer hyperkalorischen Dauerinfusion von Glukose uber 2 bis 5
Tage?

) Findet sich auch zu dieser Zeit eine starkere oder schwachere Sensibilisierung

der Insulinsekretion wie von Bacher und Brandle (Dissertationen M. Bacher,
1995 und W. Brandle, 1995) nachgewiesen?

° Ist eine mogliche gesteigerte Insulinsekretion auf eine Hyperplasie bzw.
Hypertrophie Langerhanscher Inseln zurtickzuflihren?

° Wie verhalt sich der Insulingehalt der Langerhans’schen Inseln nach 5 Tagen
Dauerinfusion?

° Wie verhalten sich Futteraufnahme und Kérpergewicht?

Ergebnisse dieser Arbeit und der Dissertation von B. Houdali sind inzwischen in der
Zeitschrift Diabetologia [45:356-368 (2002) und 46:203-212 (2003)] publiziert.
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3 Material

3.1 Versuchstiere

Fur samtliche Versuche wurden weibliche Wistar Ratten (Charles River,
Deutschland) mit einem Gewicht von 250-300 g verwendet. Das Alter der Ratten lag
zwischen zwei und vier Monaten. Die Tiere wurden in Makrolonkafigen bei einer

konstanten Temperatur von 24°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55-60% und

einem Tag-

/' Nacht-Rhythmus von

12 Stunden gehalten. Sie erhielten

Standardtrockenfutter (Altromin, Lage/Lippe) und Trinkwasser ad libitum.

3.2 Gerate

Gamma-Counter:
LSC-Zahlglaser:
Magnetrahrer:

Membranfilter:

Infusionspumpen:

Mikroskop:
Mixer:

pH-Meter:
Reagenzgefalle:
Thermostat:
Wasserbad:

Zentrifugen:

Die hier

nicht ausdricklich aufgefuhrten Gerate entsprechen der

Clinigamma 1272, LKB Wallac, Turku, Finnland

Minivials 2000, Zinsser, Frankfurt a.M.

IKA-Kombimag RCT, Janke & Klnkel, Staufen i. Breisgau
Minisart NML 0,2um Porendurchmesser, Sartorius, Gottingen

Perfusor EDL 2 Spritzenpumpe mit 2 Kunststoffeinmalspritzen
0,1-29,9ml/h, Braun, Melsungen

Stereolupe SM6, Nikon, Japan

Whirlmix, Vortex-Genie, Milten, Niederlande
Digital-pH-Meter 646, Knick
Polystyrolrohrchen, Vetter, Ammerbuch
Eppendorf Geratebau, Meckenheim
Schittelwasserbad, Kéttermann, Hanigsen

Beckmann Microfuge B, Kuhlzentrifuge Cryofuge 203, Heraeus

ublichen

Ausstattung in wissenschaftlichen Labors.
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3.3 Hilfsmittel fur die Dauerinfusion

Blutentnahmekapillaren: Capilette 10ul, Selzer, Waghausl|

free-moving-system: Kafig Eigenbau, vgl. Kapitel 4

Kabelbinder: Polyamid, 20 cm lang, 2,5 mm breit, Conrad Electronic,
Munchen

Katheter: Eigenbau, vgl. Kapitel 4, bestehend aus:

Silikonschlauch: Silastic, 0,5mm I.D., 1,00 mm A.D., Dow Corning

Corporation, Medical Products, Midland, MI, USA
Silikongewebe: Silastic, Dicke: 0,178 mm, USA
Polyethylenschlauch: 0,5 mm I.D., 1,00 mm A.D., Vetter, Ammerbuch

Miniature swivel: drehbarer Einkanal Infusionskopf, ZAK-Medizintechnik,
Minchen

3.4 Chemikalien

Adenosin-5"-Diphosphat: Boehringer Mannheim

Adenosin-5"-Triphosphat: Boehringer Mannheim

Alpha-D-Glokose: Serva, Feinbiochemica, Heidelberg
Collagenase: Worthington Biochemicals, USA

Cystein: Boehringer Mannheim

EDTA-Na: Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Insulin Radioimmunoassay Kit: Linco Research, St. Louis, USA
- Guinea Pig IgG Carrier

- Guinea Pig Anti Rat Insulin Serum

HEPES: 2-hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethanesulfonic acid, Roth,
Karlsruhe

125 Jod-Insulin: A-14 Schweineinsulin, 360 mCi/mg

Ratteninsulinstandard: Novo Research Institute, Bagsvaerd, Danemark

Rinderserumalbumin: Sigma Chemicals, St. Louis, USA



14 Material

Alle anderen, nicht aufgefihrten Substanzen wurden in pro analysi Qualitat von
Merck, Darmstadt bezogen.

3.5 Arzneistoffe

Atropinsulfatidsung:1 mg/ml, Universitatsapotheke, Tubingen
Glukose-Losung 50%: Glucosteril® 50%, Fresenius, Bad Homburg
Heparin 5000 I.E. /ml: Liquemin®, Roche, Grenzach

Ketamin 50 mg/ml: Ketanest®, Parke-Davis, Freiburg

NaCl-Lésung 0,9%, steril: Universitatsapotheke, Tubingen

NaCl-Lésung 0,45%: Braun, Melsungen

PS-Puder: Pitman-Moore, Burgwedel
PVP-Jod-L6sung: Betaisodona®, Mundipharma, Limburg
Xylasin: Rompun®, Bayer, Leverkusen

3.6 Elektrolytlosungen und Medien

3.6.1 Krebs-Ringer-HEPES-L6sung (KRH-Puffer)

Der verwendete KRH-Puffer weist die folgende Zusammensetzung auf:

NaCl 122,0 mM
KCL 4,8 mM
CaCly 2,5mM
MgCl, 1,1 mM

HEPES 10,0 mM
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Es erwies sich als zweckmalig, drei getrennte konzentrierte Stammlosungen des
Puffers herzustellen.

Stammlésung A:

NaCl 71,30 g

KCI 3,699

MgCl, [6H20 2,24 ¢

Aqua bidest. ad 1000,00 g
Stammlosung B:

CaCl, 2H,0 3,679

Aqua bidest. ad 1000,00 g
Stammlésung C:

HEPES 23,83 ¢

Aqua bidest. ad 1000,00 g

Diese Stammldsungen wurden im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt und kurz vor
Versuchsbeginn folgendermallen gemischt und verdinnt:

Stammldsung A: 1 Teil
Stammldsung B: 1 Teil
Stammldsung C: 1 Tell
Aqua bidest. 7 Teile

Dieser Puffer wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Der KRH-Puffer
zeichnet sich durch eine hohe pH-Stabilitat aus.
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3.6.2 Puffer fiir den Linco Radioimmunoassay

NaCl 9,009
Na;HPO,4 [7H,0 12,35 ¢
KH2PO4 0,659
EDTA 9,309
EMTSA 0,10 g
Aqua bidest. ad 900,0 g

Dieser Puffer wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und
anschlieBend mit Aqua bidest. auf ein Volumen von 1000,0 ml aufgefullt. Diese
Ldsung wurde bei 4°C maximal einen Monat gelagert.

3.6.3 Meerschweinchen-Antikorper gegen Ratteninsulin (Linco)

Der in gefrorener Form gelieferte Antikbrper wurde mit 20 ml Linco Assay Puffer
unter Zusatz von 1% BSA verdinnt und anschlieend in Aliquots zu je 0,4 ml bei

-20°C bis zur weiteren Verwendung vorratig gehalten.

3.6.4 Puffer fiir die Ratteninsulinstandardiosung

Na;HPO4 2H,0 5779
NaH,PO4 -H20 1,059
Thiomersal 0,24 g
NaCl 6,00 g
Aqua bidest. ad 1000,00 g

Das Insulin wurde auf eine Konzentration von 1000 IU / | verdinnt, und davon
wurden jeweils 20 pl (20 mU pro Gefaly) bei —20°C gelagert.

3.6.5 '°J-Insulin

125J-Insulin mit einer Aktivitat von etwa 21 pCi (ca. 740 kBq), was einer spezifischen
Aktivitat von 175 mCi / mg Insulin entspricht, wurde in 2,0 ml 1%iger Na-Azid-Losung
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(mit einem Zusatz von 1% BSA) aufgenommen und anschlieRend in Portionen zu
100 pl bei —20°C eingefroren.

3.6.6 Meerschweinchen IgG Carrier (Linco)

Das in gefrorener Forn gelieferte Immunglobulin wurde mit 100 ml Linco assay Puffer
(unter Zusatz von 3% PEG 8000) verdunnt und bei —20°C bis zur weiteren
Verwendung vorratig gehalten.

3.6.7 Ziegenantikorper gegen Meerschweinchen IgG (Linco)

Das in gefrorener Forn gelieferte Immunglobulin wurde mit 100 ml Linco assay Puffer
(unter Zusatz von 3% PEG 8000) verdinnt und bei —20°C bis zur weiteren

Verwendung vorratig gehalten.

3.6.8 Medium fur die Praparation der Inseln und die Bestimmung
der Insulinsekretion

Fur die Praparation der Inseln wurde der unter 3.4.1 beschriebene KRH-Puffer
verwendet, der einen BSA-Zusatz von 0,5% und Glukose in einer Konzentration von
2,8 mM bis 28 mM (vgl. Tabelle Tab. 4.6) enthielt. Der pH-Wert wurde auf 7,35
eingestellt und mehrmals wahrend der Inselisolierung Uberpruft.
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4 Methoden

4.1 Dauerinfusion der Ratten

4.1.1 Narkose

FUr eine rasche und zuverlassig, aber nicht zu lange andauernd, wirksame Narkose
wurde die folgende Kombination gewahlt:

Ketanest® ( Ketamin 50 mg/ml ) und Rompun® im Verhéltnis 3:1 und 2 Tropfen
Atropinlésung pro 1 ml Mischung. Hiervon wurden 0,6 ml fur eine Ratte i.p. ( durch
die Bauchdecke senkrecht in den Bauchraum, ohne den Gastrointestinaltrakt zu
verletzen) injiziert.

Die Wirkung setzte nach ca. 5 min ein und hielt etwa 1 Stunde an. Falls die Wirkung
nachlie, was durch zunehmende Reflexe des Tieres wahrend der Operation
frihzeitig zu erkennen war, konnten 0,1 bis 0,2 ml der Narkosemischung i.p.
nachinjiziert werden.

Wahrend der Operation wurden fortwahrend die Narkosetiefe, die Reflexe und die
Atmung Uberpruft.

4.1.2 Katheterimplantation

Die Ratte wurde im Brust- und Nackenbereich rasiert und die Haut mit Jodldésung
( Betaisodona®) desinfiziert.

Anschlielend wurde dem auf dem Rucken liegenden Tier mit einem halbrunden
Skalpell die Haut knapp unterhalb des Schlusselbeins durch einen Langsschnitt auf
einer Lange von etwa 1,5 bis 2 cm durchtrennt.

Durch vorsichtiges Praparieren mit einer Praparierschere konnte die vena jugularis
auf einer Lange von etwa 1 cm freigelegt werden.

Beim Entfernen von direkt an der Vene anliegendem Gewebe mulfdte darauf geachtet
werden, da® das Gefald nicht durch zu starke Belastung kollabierte, wodurch
Komplikationen beim Offnen der Vene und dem Einfiihren des Katheters hatten
verursachen werden konnen.

Zur Weitung des OP-Feldes wurden durch Anlegen von je einer kleinen Klemme
rechts und links die Wundrander fixiert.
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Die letzten dunnen Schichten von aufliegendem Gewebe wurden mit zwei spitzen
geraden, mikrochirurgischen Pinzetten beiseite gezogen.

Die freiliegende Jugularisvene wurde an der kopfwarts liegenden Seite mit einer
Schlinge aus Seidenfaden einmal unterfahren, umschlungen und nochmals
unterfahren. Die 10 cm langen Fadenenden wurden zusammengefaldt. Die Klemme
wurde angespannt und abgelegt. Dadurch wurde die Blutzirkulation unterbrochen,
damit beim Offnen der Vene keine starkeren Blutungen auftraten. Die Vene war noch
mit etwas Blut gefullt und daher gut sichtbar.

Auf der brustwarts liegenden Seite wurde die Vene mit einem weiteren Faden einmal
unterfahren. Der Faden wurde zunachst abgelegt. Die Vene konnte jetzt in dem
Bereich zwischen den beiden Faden mit einer spitzen Schere angeschnitten werden.
Dann wurde der inzwischen mit einer Losung von 50 |.E. Heparin in steriler
physiologischer Kochsalzlosung gespulte und luftfrei gefullte Katheter in die Vene
eingefuhrt und mit dem auf der Brustseite liegenden Faden fixiert. Anschliel3end
wurden die auf der Kopfseite liegenden Fadenenden verknotet und der Katheter an
dieser Stelle durch eine Schlinge festgenaht.

Die Lage und Funktion des Katheters wurden durch vorsichtiges Injizieren von ca.
0,1 bis 0,3 ml der Heparinldsung und anschlieRendem Aspirieren von etwas Blut
gepruft. Das Blut wurde wieder zurlckinjiziert, der Katheter mit etwa 0,2 ml der
dahinterliegenden Heparin-Kochsalzlésung nachgespult und direkt hinter dem
Silikonvlies mit einer kleinen Bulldogg-Klemme abgedrickt. Jetzt konnte die
Heparinspritze abgezogen werden, ohne dal Luft in den Katheter gelangen konnte.

Nun wurde das Tier vorsichtig auf den Bauch gedreht und die Nackenhaut hinter den
Ohren durch einen 1-2 mm langen Schnitt mit der Schere durchtrennt. Durch diesen
Schnitt wurde von der Nackenseite kommend eine ca. 8 cm lange Braunile ( 1,2 mm
Durchmesser) unter der Haut, seitlich am Hals vorbei bis zum auf der Brustseite
herausschauenden Katheterende gefuhrt. Das Katheterende wurde durch die
Braunule geschoben und diese danach abgezogen, so dal3 der Katheter nun direkt
aus der Vene am Hals vorbei ( unter der Haut ) bis zum Nacken des Tieres fuhrte.
Von dort wurde er von unten in die Metallspirale des schwenkbaren
Infusionskopftragers eingefihrt und auf den unteren, kanillenartigen Ansatz des
vorher von der Infusionspumpe aus Iluftfrei mit steriler physiologischer
Kochsalzldsung gefluteten Infusionsdrehkopfes aufgesteckt.

Die Bulldogg-Klemme konnte jetzt entfernt werden, und die Infusion wurde mit 0,5
ml/h physiologischer Kochsalzlésung begonnen.
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Die Schnittwunde auf der Brustseite wurde mit etwas steriler physiologischer
Kochsalzlésung ausgespult, trocken getupft, mit Penicillin-Sulfonamid-Wundpuder
bestreut und mit etwa 5-6 Stichen genaht. Nun wurde das Tier auf den Bauch
gedreht, damit der kleine Schnitt am Nacken mit einem Stich verschlossen werden
konnte. Anschliellend wurde der Faden zweimal direkt durch die mittlere Bohrung der
Teflonplatte am unteren Ende der Metallspirale geflhrt und diese mit demselben
Faden direkt am Nacken des Tieres festgenaht. Als zusatzliche Sicherung und zur
Kraftibertragung als stufenlos verstellbares Halsband weude zum Schluld ein
Kunststoffkabelbinder durch die Teflonplatte und um den Hals des Tieres gelegt,
nicht zu fest angezogen ( rundum ca. 3mm Luft ), und das Uberstehende Ende
abgezwickt.

Das Tier konnte jetzt in den Kafig gelegt und in den Tierstall zurickgebracht werden,
wo es kurze Zeit spater aufwachte.

Wahrend der Erholungszeit von 2-3 Tagen wurde die Infusionsrate bei 0,5 ml/h
physiologischer Kochsalzlésung gehalten, um ein Verstopfen des Katheters mit
koaguliertem Blut zu verhindern.
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Abb. 4.1.2: EinfGhren des Herzkatheters in die Jugularisvene
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4.1.3 Katheteraufbau

Die Implantation des Katheters in die Jugularisvene bis zum rechten Herzvorhof
wurde ausgewahlt, weil damit eine schnelle Durchmischung des jeweiligen
Infusionsmediums gewahrleistet wird. Wegen der Hypertonie der 50%igen Glukose-
Losung zur Infusion mit der Gefahr von GefaRlasionen konnte kein peripherer
Applikationsort fur die i.v. Dauerinfusion gewahlt werden.

Eine fur diese experimentellen Anforderungen bendtigte Katheterform war
kommerziell nicht erhaltlich. Deshalb muf3te ein aus mehreren Komponenten
bestehender Katheter entwickelt und selbst hergestellt werden, s. a. Brandle,
(Dissert. 1995 ). Danach flhrten samtliche Versuche mit anderen als den hier
verwendeten Materialien nach mehr oder weniger kurzer Zeit wegen Inkompatibilitat
zum Abbruch der Infusion.

Fiar den im Tier verlaufenden Teil des Katheters war ein Schlauch aus Silikonmaterial
aufgrund der folgenden Eigenschaften notwendig und besonders gut geeignet:

Biokompatibilitat des Silikonpolymers

® geringere Verletzungsgefahr der GefalRintima beim Einfuhren und Verweilen
aufgrund der hohen Flexibilitat des Katheters

e weniger Fremdkorpergefuhl und Behinderung des Tieres wegen der guten
Biegsamkeit

® Zugspannungen werden durch die hohe Elastizitat ebenfalls abgefangen, so

daR die

Gefahr einer Verlagerung und insbesondere des Herausrutschen des Katheters

geringer ist

im Vergleich zu starrem Kathetermaterial ermdglicht die Nachgiebigkeit der
Oberflache eine Fixierung mit einer festen Schlinge aus Seidennahtmaterial fur
eine dauerhafte Abdichtung an der Eintrittsstelle des Katheters ins Gefaly

® das Silikonvlies kann nur auf Silikonmaterial ( mit einem speziellen
Silikonklebstoff)

dauerhaft haltbar verbunden werden.
e seitliche Offnungen lassen sich leicht an der Seite des Katheters einstanzen

® langere Funktionsdauer des Katheters durch geringere Fibrinablagerungen auf
der AuRenseite und um Lumen des Katheters.
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Aufgrund groRerer mechanischer Stabilitat insbesondere im Bereich des Ansatzes
am Infusionskopf wurde fur den aullerhalb des Tieres verkaufenden Tell
Polyethylenmaterial verwendet. Durch zu grof3e Beanspruchung, z.B. wenn sich das
Tier mehrmals gedreht oder geschittelt hatte, ware ein Schlauch aus Silikon im
Bereich des Uberganges zum unteren Teil des Infusionskopfes haufig eingerissen.
Die einfache Fixierung des Katheters durch Nahte war nicht ausreichend, um ein
Herausrutschen des Katheters aus der Vene im Verlauf der insgesamt 7-8 tagigen
Infusion zuverlassig zu verhindern. Aus diesem Grund diente ein auf dem Katheter
fest verklebtes Silikonvlies in ca. 0,5 cm Abstand zur Eintrittsstelle in die Vene als
zusatzliche Verankerung, indem der Katheter hinter dem Vlies mit einer Schlinge an
der Vene und dem Gewebe fixiert wurde.

Um eine gleichmalligere Verteilung und die Entnahme von Blutproben durch den
Katheter zu ermoglichen, mufdte an der Spitze des Katheters eine zusatzliche
seitliche Offnung angebracht werden. Bei nur einer zentralen Offnung bestand die
Gefahr, dald durch den Unterdruck beim Ansaugen von Blut die GefalRwand durch
einen Ventileffekt an die Offnung angesaugt wurde und diese blockierte.

4.1.4 Herstellung des Katheters

Zunachst wurden vom Silikonschlauch 12 cm lange Stucke und vom PE-Schlauch 32
cm lange Stucke gerade geschnitten. Vom Silikonvliesgewebe wurden 0,5 cm x 0,5
cm grol3e Stucke abgeschnitten und in der Mitte mit einer gerade abgesagten und
scharf geschliffenen Kanule ( 0,9 mm Durchmesser ) gelocht. Der mit einem Skalpell
schrag angespitzte PE-Schlauch wurde mindestens etwa 5 mm tief in den
Silikonschlauch geschoben und an dieser Uberlappungsstelle mit einem
Baumwollfaden durch mehrere Schlingen und Knoten gesichert. Ebenfalls mit der
gescharften 0,9 mm Kanule wurde ca. 2 mm von der gerade abgeschnittenen Spitze
des Katheters entfernt ein einzelnes Loch in die Katheterwand gestanzt. Das
Silikonvlies wurde in 4 cm Abstand zur Spitze mit Silikonklebstoff befestigt. Nach
einer Trocknungszeit von 24 h wurden mit einer kleinen Schere die Ecken des Vlies
so abgeschnitten, dal3 einen ovale Katheterform entstand.
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Polyethylenschlauch
Lange : 32,0 cm

ID 0,5 mm
AD 1,0 mm

Sicherungsnaht

Silikonschlauch
Lange : 12,0 cm

ID 0,02 in.

IO,S - AD 0,037 in.

Kathetervlies 0,7 x 0,7 mm

Ringmarkierung

seitliche Katheteréffnung
Durchmesser 0,9 mm

Abb.4.1.4: Aufbau des Herzkatheters (Eigenbau)
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4.1.5 Infusion

Nach der 2-3 tagigen Erholungszeit erhielten die Tiere eine entweder 2 oder 5 Tage
anhaltende Dauerinfusion mit einer Infusionsrate von 2 ml/h. Die Kontrollgruppe
erhielt eine 0,45% Kochsalzlésung infundiert. Eine 0,9% Kochsalzlésung hatte eine
Uberlastung des Organismus mit NaCl nach sich ziehen kénnen. Die Glukosegruppe
erhielt eine 50% Glukoseldsung mit einem Zusatz von 0,45% Kochsalz. Wahrend der
gesamten Infusionsdauer hatten die Tiere freien Zugang zu Futter und Wasser. Nach
der Infusion wurden die Tiere, genau wie bei der Isolierung der Inseln beschrieben,
mit Diethylether narkotisiert, Katheter und Infusionssystem direkt am Tier abgetrennt
und die Langerhans Inseln wie Ublich isoliert. Die Infusionsdauer wurde auf 5 Tage
festgesetzt, da in den ersten Versuchen eine siebentagige Infusionsdauer qualitativ
keine anderen Ergebnisse bei der glukosestimulierten Insulinsekretion als eine
funftagige Infusion zeigte. Zudem lagen die Ausfallquoten bei der 7 Tage
anhaltenden Infusionsdauer weit Uber 50 Prozent.

4.1.6 free-moving-system: ein Modell zur Dauerinfusion von Ratten
bei fast voller Bewegungsfreiheit

Ein oben und unten offener Plexiglas, Durchmesser 30 cm, Lange 35 cm, wurde auf
ein verchromtes Gitter aufgesetzt, das auf einem 33 cm x 33 cm Aluminiumrahmen
als Basis verschraubt war. Zur Erleichterung des Einstreuwechsels wurde eine PVC-
Wanne wie eine Schublade im Aluminiumrahmen unterhalb des Gitters
eingeschraubt.

Seitlich am Plexiglas waren zur Befestigung eines Drahtkorbes for Trockenfutter
rechteckige Offnungen angebracht und Lécher fiir die Befestigung eines
Metallhalters fur eine Standardwasserflasche. Beides war fur die Tiere in der
gewohnten Hohe erreichbar. Am oberen Rand des Plexiglaszylinders wurde der
schwenkbare Tragarm mit dem luft- und wasserdichten Infusionsdrehkopf am inneren
und dem verschiebbaren Gegengewicht am aul3eren Ende festgeschraubt.

Auf der Unterseite des Infusionsdrehkopfes an der unteren Anschlul3kanule fir den
Infusionsschlauch diente eine 30 cm lange llickenlos aus rostfreiem Federstahl
gewickelte, stabile Spirale mit 4 mm Durchmesser als Fuhrungsschiene flr den
Katheter. Dadurch wurde diese vor Beschadigungen ( wie z.B. Kratzen und Beilen
der Ratte ) geschitzt und konnte sich auch nicht verdrillen, wenn das Tier sich
mehrmals umdrehte, da die Metallspirale die Drehbewegungen bis 360° drehbaren
Infusionskopf weiterleitete.
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Am anderen Ende des Infusionsdrehkopfes verlief die Infusion von der oberen
AnschluBkanule durch einen elastischen PVC-Schlauch mit 2 mm
AulRendurchmesser bis zur Infusionspumpe. Diese war mit zwei 50-ml-
Kunststoffspritzen bestlckt, bei denen Kanulen aufgesteckt waren, Uber die der PVC-
Zuleitungsschlauch gezogen wurde. Die Spritzen wurden nach jedem Gebrauch heif}
ausgewaschen, mit destilliertem Wasser gespult und wiederverwendet. Am unteren
Ende der Metallspirale war eine 1 cm x 1 cm gro3e, 4 mm hohe, abgerundete
Teflonplatte mit vertikalen Bohrungen ( zum Festnahen der Platte am Nacken des
Tieres ) und einer horizontal verlaufenden Durchfuhrung far einen
Polyamidkabelbinder mit 20 cm Lange und 3 mm Breite als Halsband angebracht.
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Abb. 4.1.6: Modell zur Dauerinfusion von Ratten bei voller Bewegungsfreiheit
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Plexiglaszylinder

Einstreuschublade (PVC, verschweisst)
Kafigunterbau (Aluminium)

Halsband

Teflonplatte

Katheterschutzspirale (Inox-Federstahldraht, gewickelt)
unteres Anschluldstick am Infusionsdrehknopf
Infusionsdrehkopf (Teflon)

oberes Abschluf3stick am Infusionsdrehknopf
Schwingarm

verstellbares Gegengewicht

Gitterboden
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4.2 Isolierung der Langerhans Inseln

4.2.1 Modifizierte Vorschrift nach Gotoh et al. (1985) und Sutton et
al. (1986 )

Die Ratte wurde getotet, das Abdomen geodffnet und der Ductus pancreaticus an der
Leber abgeklemmt. Ein dinner Schlauch wurde in den Ductus pancreaticus vom
Darm aus eingefuhrt und das Pankreas mit 10 ml Kollagenasel6sung ( 10 ml HEPES-
Puffer mit 12,5 mg Kollagenase Serva ) aufgeblaht. Das nun gut sichtbare
Gesamtorgan wurde von Duodenum, Magen und Milz abgetrennt, herausgeschnitten
und 15 min bei 37° im Schuittelwasserbad inkubiert. Das Bindegewebe und der
exokrine Teil des Pankreas wurden dabei aufgeldst und die kompakten Langerhans
Inseln blieben erhalten. Die Verdauungsreaktion wurde durch Zugabe von kalter
Pufferlésung gestoppt. Nach dem Abzentrifugieren wurde der Uberstand abkantiert.
Dieser Waschvorgang wurde noch 2-3 wiederholt. AnschlieBend wurde der Inhalt
des Zentrifugenglases in ein 50 ml Becherglases UuberfUhrt und mit Puffer
resuspendiert. Es folgte das Auslesen der einzelnen Inseln in einer schwarzen
Schale unter der Stereolupe. Die Ausbeute betrug ca. 400 Inseln.

4.2.2 Glukosekonzentrationen der Medien

Um die durch die Glukosedauerinfusion erreichten Effekte zu erhalten, wurden die
Inseln nach Beendigung der Infusion bis zu Beginn der verschiedenen Versuche bei
der Glukosekonzentration gehalten wie sie nach zwei bzw. funf Tage Infusion im Blut
gefunden wurde:

- 18,8 mM Glukose fur die Inseln der zwei Tage glukoseinfundierten Ratten
und

- 7,2 mM Glukose fur die Inseln von 5 Tage mit Glukose infundierten Ratten
sowie fur die Inseln aller Kontrolltiere

Nach der Auslese wurden die Inseln bei entsprechender Glukosekonzentration 60
min bei 37°C im Schuttelwasserbad vorinkubiert. Dies diente dazu, den Inseln einen
Regenerationszeitraum vom Isolierungsprozel® zu verschaffen. Es ist mdglich, dal®
durch die Collagenase Oberflachenstrukturen der Inseln und eventuell auch
Rezeptoren verandert/verdaut werden. Durch den normalen Rezeptor turn-over
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konnte es hier zur Regeneration kommen. Unterschiede zwischen Inseln, die durch
Mikrodissektion bzw. durch enzymatische Methoden isoliert wurden, konnten von
J.H. Nielsen und A. Lernmark ( 1983 ) sowie J.C. Henquin und H.P. Meissner (1984 )
nachgewiesen werden.

4.3 Bestimmung der Blutzuckerkonzentration

4.3.1 Gewinnung der Blutproben

Die Blutprobenentnahme wurde vor, wahrend und nach der eigentlichen Infusion
jeweils zur gleichen Uhrzeit vormittags durchgeflnhrt.

Die Tiere erhielten Uber den Katheter 0,1 ml der Narkosemischung, die auch bei der
Operation verwendet wurde. AnschlieRend wurde der Schwanz kurz angeschnitten.
Mit einer Einmalkapillare mit Ringmarke wurden 10 pl Blut entnommen, mit 990 ul
isotonischer Kochsalzlosung verdunnt und bei 5000 x g die Erythrozyten
abzentrifugiert.

4.3.2 Blutzuckermessung

Aus dem Uberstand der Zentrifugation wurde die Glukosekonzentration mit einer
modifizierten Methode der Gluco-quant®Test —Kombination Hexokinase-G-6-P-
Dehydrogenase-Methode bestimmt.

Glukose und zugesetztes ATP reagieren mit Hexokinase zu G-6-P und ADP. Das G-
6-P reagiert mit NADP+ und G-6-P-DH zu Gluconat-6-P, H+ und NADPH. Letzteres
konnte durch Bestimmung der Extinktion bei 365 nm detektiert werden. Die Extinktion
wurde gegen das reine Reaktionsgemisch gemessen. Standards mit
Glukosekonzentionen zwischen 50 und 500 mg/ml wurden in derselben Weise wie
die Proben behandelt. Die aus den Standards errechnete Eichkurve wurde dazu
benutzt, um die Glukosekonzentration der Proben zu ermitteln. Jede Probe und jeder
Standard wurde dreimal bestimmt und der Mittelwert gebildet.
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4.4 Bestimmung der Insulinsekretion

4.4.1 Inkubation von Langerhans Inseln

Je 5 gleich grofRe Inseln wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal einpipettiert, trocken
gesaugt und mit 1 ml KRH-Puffer mit der jeweiligen Glukosekonzentration (0-28 mM)
versetzt. Die Proben wurden 60 min bei 37°C im Schuttelwasserbad inkubiert. Alle 15
min und nach Inkubationsende wurden die Roéhrchen von Hand kurz starker
geschuttelt, um sezerniertes Insulin im Inkubationsmedium besser zu verteilen. Dies
ist notwendig, um eine anhaltende Insulinsekretion zu erreichen. Andernfalls wirde
Insulin, welches sich in héherer Konzentration in der Nahe der Inseln befindet, Uber
einen negativen short-loop feedback Mechanismus die weitere Insulinfreisetzung
beeintrachtigen (Ammon, Reiber und Verspohl, 1991). Die Inkubation wurde im
Eisbad gestoppt. Aliquote zu je 100 yl wurden abpipettiert und bei —20°C bis zur
Insulinbestimmung tiefgefroren.

4.4.2 Insulinbestimmung uber Radioimmunoassay

Es wurde ein Antikorper gegen Ratteninsulin verwendet. Die Trennung des
gebundenen Insulins vom ungebundenen Insulin wurde mit der von Soeldner und
Sloane (1965) beschriebenen radioimmunologischen Doppelantikérpermethode
durchgefuhrt. Die Proben mit je 100 pl Eluat werden mit 100 pl Assay-Puffer (1%
BSA) verdunnt. Anschliellend wurden jeweils 100 pyl des im Verhaltnis 1:80 mit
Assay-Puffer (mit BSA) verdunnten 125J-Insulin und 100 pl des 1:40 mit Assay-
Puffer verdinnten Ratteninsulinantikorpers dazupipettiert. Die Proben werden
gevortext. Dann wurden sie im Kuhlschrank bei 4°C Uber Nacht gelagert, um die
Insulin-Antikorper-Kopplung vollstandig ablaufen zu lassen. Sodann wurde der
Insulin-Antikdrper-Komplex durch Zugabe von 100 pl Meerschweinchen-Serum als
Carrier und von 100 pl Ziegen-Antikérper gegen Meerschweinchen-Serum gefallt.
Hierzu waren 2 Stunden Zeit erforderlich. Nicht gebundenes radioaktives Insulin
wurde ausgewaschen, indem 1 ml Assay-Puffer ohnne BSA zugesetzt und gevortext
wurde. Durch Zentrifugation bei 2500 g bildete sich ein Pellet, der Uberstand konnte
vorsichtig vollstandig abgesaugt werden. Die Proben wurden mit Kunststoffstopfen
verschlossen, in spezielle Racks umgesetzt und im Gamma-Counter
ausgemessen.Ein an den Counter angeschlossener Computer wertete die Proben
aus, indem mit Hilfe der Standardwerte durch ein Regressionsverfahren die
Insulinkonzentration ermittelt wurde.
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4.4.3 Bestimmung des Gesamtinsulingehalts

4 Inseln von jeweils gleicher Grofde wurden mit 100 pl ethanolischer HCL-LOsung
versetzt, 30 min bei 37°C inkubiert, gemixt und bei —20 °C eingefroren. Am
Versuchstag erfolgte Zugabe von 160 pl 0,1 N NaOH und 740 uyl KRH-Puffer. 10yl
davon wurden mit 90 yl KRH-Puffer versetzt und im RIA eingesetzt.

4.4.4 Bestimmung des Serum-Insulingehalts

Die Blutproben wurden analog zur Bluglukose-Bestimmung (' s. 3.3.1 ) gewonnen und
100 pl im RIA zur Insulinbestimmung eingesetzt.

4.5 Bestimmung des ATP/ADP-Quotienten der Inseln

4.5.1 Prinzip der biometrischen Bestimmung

Biolumineszenz ist charakterisiert als eine exergone, enzymkatalysierte Reaktion,
deren Energie in Form von Licht abgegeben wird. Grundlegende Komponenten sind
die katalysierenden Enzyme (Luciferasen) und ihre oxidierbaren Substrate
(Luciferine). Bei der ATP-Bestimmung wird die Firefly-Luciferase, ein gereinigtes
Praparataus dem Leuchtkaferorgan von Photinus pyralis, und das D-(-)-Luciferin
verwendet.

Reaktionsmechanismus: D-(-)-Luciferin und ATP werden in Anwesenheit von Mg?*
durch Luciferase enzymatisch unter Abspaltung von Pyrophosphat in das gemischte
Anhydrid Adenyl-Luciferin-Luciferase umgewandelt. Das Adenyl-Luciferin dieses
Komplexes wird durch molekularen Sauerstoff oxidiert, wobei CO,, AMP und
Oxyluciferin, das sich im elektronisch angeregten Singulettzustandbefindet, gebildet
werden. Beim Ubergang vom angeregten Zustand in den Grundzustand wird Licht
zwischen 500 und 600 nm mit einem Maximum bei 562 nm emittiert. Bei Luciferase
im Uberschul wird das ATP vollstdndig umgesetzt. Fiir ATP-Konzentrationen von
10-6 mol/l bis zum Detektionslimit von 10-14 mol/l ist die Intensitat des emittierten
Lichts direkt proportional zur ATP-Konzentration (Wulff und Déggen, 1985)
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Luciferase

Luciferin + ATP  ———mmmmemmeme > Luciferyladenylat-Luciferase + PPi

Luciferyladenylat-Luciferase + 0y - > Oxyluciferin*-Luciferase + O+ AMP

!

Oxyluciferin-Luciferase + Licht

Oxyluciferin*-Luciferase = energetisch angeregte Form

Abb. 3.5.1: Reaktionsmechanismus der ATP-Bestimmung

4.5.2 Versuchsdurchfiihrung

4.5.2.1 Inkubation

ATP/ADP-Quotient, DNA-Gehalt und Protein-Gehalt wurden aus einer Probe
bestimmt. Dazu wurden 25 isolierte Langerhans Inseln in ein Eppendorf-Gefaly
Uberfiihrt und der Uberstand abgesaugt. Es wurde 1 ml des jeweiligen
Inkubationsmediums ( BSA-freier KRH-Puffer mit entweder (0 mmol/l) Glukose, (2,8
mmol/l) Glukose, (5,6 mmol/l) Glukose, (11,2 mmol/l) Glukose, (16 mmol/l) Glukose
oder (28 mmol/l) Glukose zupipettiert. Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten bei 37°C.
Die Inseln wurden dann vorsichtig mit der Handzentrifuge zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Durch Zugabe von 8,2 ul kalter Cystein/NaOH-LAsung I6sten
sich die Inseln sofort auf. Nach Zugabe von 59,5 ul kaltem Aqua dest. wurden die
Proben gemischt und fur die weiteren Versuche bei —20°C eingefroren.

4.5.2.2 Herstellung der ATP- und ADP-Proben fiir die Eichkurve

Aus dem ATP-und ADP-Standard wurde mit Hilfe der Cystein-NaOH-LOsung eine
Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 100; 50; 25; 12,5; 6,25 und 3,12
pmol/10pul hergestellt und genauso wie die Inselproben behandelt.
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4.5.2.3 Durchfiihrung der Messung

Am Versuchstag wurden die Proben aufgetaut und auf Eis gelagert. Eine Probe zu
10ul wurde fur die Bestimmung des ADP-Gehalts mit 20yl des ADP-
Reaktionsgemisches versetzt, nach 10 Minuten mit dem Vortex gemischt und durch
100ul einer HCI-L6sung (3mmol/l) neutralisiert. Die Probe wurde nochmals gemischt
und bis zur Messung auf Eis aufbewahrt. Eine zweite Probe mit 10ul wurde zur
Bestimmung des ATP-Gehalts mit 20ul des ATP-Reaktionsgemisches mit NAHCO3
versetzt und mit 100ul HCI-Lésung (3mmol/l) neutralisiert. 50ul der neutralisierten
Probe wurden mit 200ul Trispuffer und 50ul Monitoring-Reagenz gemischt. Die
Proben wurden in das BioOrbit-Lumineszenz-MeRgerat gestellt. Die Messung wurde
sofort gestartet und die Meldzeit betrug 20 Sekunden. Die ADP-Standards wurden
wie die Proben zur ADP-Bestimmung behandelt. Die ATP-Standards wurden
entsprechend den Proben zur Bestimmung des ATP-Gehalts eingesetzt.

4.5.2.4 Auswertung der MeRergebnisse

Die MeRwerte der Verdinnungen der Standards zeigten eine lineare Abhangigkeit.
Durch lineare Regressionsanalyse wurde je eine Eichkurve fir ATP und ADP erstellt.
Sowohl der ATP- als auch der ADP-Gehalt konnte direkt aus der Eichkurve
entnommen werden. Der ATP/ADP-Quotient wurde aus dem Verhaltnis der ATP- und
ADP-Mittelwerte einer Doppelbestimmung berechnet.

4.6 Bestimmung des Proteingehalts der Inseln

4.6.1 MeRprinzip der Bestimmung des Proteingehalts

Der Proteingehalt wurde mit einer modifizierten Methode nach Bradford (1976)
bestimmt. Es wurde ein kommerzieller Kit von BioRad eingesetzt. Das MeRprinzip
beruht auf einer Komplexbildung von Coomassie Brillant Blue G-250 mit Proteinen,
wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nach 595 nm
verschiebt. Die entstandene Blaufarbung wurde photometrisch bestimmt. Eine
Eichkurve mit bekannten Proteinkonzentrationen ermoglichte die Auswertung. Der
entstehende Farbstoff-Protein-Komplex war bis zu einer Stunde stabil.
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4.6.2 Durchfiihrung der Proteinbestimmung

Es wurden 20ul Probeldsung eingesetzt. Aus Rinderalbumin (Serva) wurde eine
Verdinnungsreihe mit Cystein/NaOH-Losung erstellt:

Konzentration BSA (pg/20ul): 20 15 10 75 50 25 1,25

10 ml des BioRad-Protein-Assay wurden mit 40 ml Aqua dest. verdinnt. Jeweils 20ul
Probel6sung wurden mit 1 ml BioRad-LOsung versetzt, durchmischt und nach etwa
20 Minuten in Halbmikrokuvetten im Photometer bei 595 nm gegen eine vorbereitete
Reaktionslésung vermessen.

Die Auswertung erfolgte durch das Ablesen des Proteingehalts an der Eichkurve.

4.7 Bestimmung des DNA-Gehalts der Inseln

4.7.1 MeRprinzip der Bestimmung des DNA-Gehalts

Die Bestimmung des DNA-Gehalts beruht auf der Methode nach Beckmann (1981).
Die von Kissane und Robins (1958) fur DNA-Bestimmung in Nervengewebe
entwickelte Methode wurde von Beckmann fur die Bestimmung des DNA-Gehalts in
Langerhans Inseln validiert. Die Methode basiert auf der Reaktion von DABA (3,5-
Diaminobenzoesauredihydrochlorid) mit der Desoxyribose-Komponente der DNA und
nachfolgender flourimetrischer Bestimmung bei einer Anregungswellenlange von 405
nm. DABA reagierte jedoch auch mit einigen anderen Aldehyden, die von
Gewebelipiden stammen konnen. Kissane und Robins fuhrten daher wiederholt
Ethanolextraktionsschritte durch, um das Gewebe von Lipiden zu reinigen.
Beckmann konnte zeigen, dal® die Langerhans Inseln deutlich weniger dieser
stérenden Lipide enthalten als Nervenzellgewebe und verzichtete auf die
Ethanolextraktion, die ebenfalls durch im Ethanol enthaltenen Acetaldehyd storen
kann.

4.7.2 Durchfiihrung der DNA-Bestimmung

Es wurden DNA-Standards mit folgenden Konzentrationen hergestellt:
DNA-Gehalt (pg/12,5pl): 1,25 0,625 0,312 0,156 0,07

12,5 ul Probelésung oder die DNA-Standards wurden mit 31,2 pl DABA-L&sung
versetzt und bei 60°C flr 40 Minuten unter gerelmafligem Umschutteln inkubiert. Die
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auf Zimmertemperatur abgekuhlten Proben wurden nach Zugabe von 625 pl 1N HCI
im Fluorimeter vermessen. Die Anregungswellenlange war 405 nm, das
Fluoreszenzlicht wurde bei 520nm detektiert. Aus den Standards wurde eine
Eichgerade erstellt und daraus die DNA-Konzentrationen der Proben errechnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Invivo-Untersuchungen

5.1.1 EinfluR einer ein- bis siebentagigen Glukosedauerinfusion
auf den Blutzuckerspiegel der Ratte

In Abb. 5.1.1 ist die Blutzuckerkonzentration von Ratten wahrend der Dauerinfusion
dargestellt.

Die Ratten erhielten nach der Operation eine zweitdgige Erholungszeit mit einer
Infusion von 0,5 ml /h einer 0,9%igen NaCl-Losung. Dann wurden die Tiere in zwei
Gruppen eingeteilt. Wahrend die erste Gruppe (G) bis zu sieben Tage mit 2 ml/h
einer 50%igen Glukoselosung in einer 0,45%igen NaCl-Losung infundiert wurde,
erhielt die zweite Gruppe bestehend aus Kontrolltieren (K) fur dieselbe
Infusionsdauer nur eine 0,45%ige NaCl-Losung.

Diese Kontrolltiere zeigten uber den gesamten Verlauf des Versuchs einen
konstanten Plasmaglukosespiegel von etwa 130mg/dl. Bei den mit Glukose
infundierten Tieren sah man nach den ersten 24 h einen steilen Anstieg der
Glukosekonzentration im Blut von 130mg/dl auf 470mg/dl. Danach sank der
Glukosespiegel deutlich ab und erreichte ab dem flnften Tag den Wert der
Kontrolltiere von ca. 130mg/dl.
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Abb. 5.1.1: EinfluB einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoselosung ( G ) oder einer 0,45%-igen NaCl-lésung ( K ) auf den
Blutzuckerspiegel der Ratte.

%% h< 0,001

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.1.1)
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Tab. 5.1.1: EinfluB einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoselosung ( G ) oder einer 0,45%-igen NaCl-lé6sung ( K ) auf den
Blutzuckerspiegel der Ratte.

Blutzuckerkonzentration ( mg/dl )

Zeit (Tage) 0 1 2 5 7
G
Glukoseinfusion 145+ 5 475+29 | 338 =3 132+7 126 £ 8
K
Kochsalzinfusion 1355 130 £ 2 134 +2 125 +1 123 +3
Statistische Auswertung: p
Gvs. K n.s. < 0,001 < 0,001 n.s. n.s.
G (Zeit = 0Tag) vs.
1Tag, 2Tage, 5Tage,und 7Tage < 0,001 < 0,001 n.s. n.s.
K (Zeit = 0Tag) vs.
1Tag, 2Tage, 5Tage und 7Tage n.s. n.s. n.s n.s.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2 Doppelbestimmungen ging als n = 1 in die statistische

Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente (Infusionen): n = 5-6.




40 Ergebnisse

5.1.2 EinfluR einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit
Glukose oder NaCl auf den Plasmainsulinspiegel der Ratte

Abb. 5.1.2 zeigt die Plasmainsulinkonzentration von Ratten bei permanenter
Glukose- bzw. NaCl-Infusion Uber sieben Tage.

Wahrend bei den Kontrolltieren Uber die gesamte Infusionsdauer die
Plasmainsulinkonzentration bei ca. 45 pU/ml lag, erreichte diese bei den
glukoseinfundierten Ratten ein Maximum (900 pU/ml) nach den ersten 24h. Im
weiteren Verlauf der Infusion sank der Plasmainsulinspiegel ab und zwar auf 155
pU/ml nach sieben Tagen, womit er aber immer noch dreimal héher als bei den
Kontrolltieren war.
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Abb. 5.1.2: EinfluB einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoselosung ( G ) oder einer 0,45%-igen NaCl-lésung ( K ) auf den
Plasmainsulinspiegel der Ratte.

%% h< 0,001

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.1.2)
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Tab. 5.1.2: EinfluB einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer

50%-igen Glukoselosung ( G ) oder einer 0,45%-igen NaCl-lé6sung ( K ) auf den
Plasmainsulinspiegel der Ratte.

Plasmainsulinkonzentration ( pU/ml )

Zeit (Tage) 0 1 2 5 7
G

Glukoseinfusion 42 +2 903 +43 595 + 17 219+10 | 155+ 11

K
Kochsalzinfusion 39 +1 41 +1 44 + 2 38+1 49 + 4
Statistische Auswertung: p
Gvs. K n.s. < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

G (Zeit = 0Tag) vs.
1Tag, 2Tage, 5Tage,und 7Tage| <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
K (Zeit = 0Tag) vs.

1Tag, 2Tage, 5Tage und 7Tage n.s. n.s. n.s n.s.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.
Jede Plasmainsulinmessung wurde als Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Der Mittelwert aus 3 Bestimmungen ging als n = 1 in die statistische Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): n = 5-6
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5.1.3 EinfluR einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit
Glukose bzw. NaCl auf den insulinogenen Index

Die Abb. 5.1.3 =zeigt den |Insulinogenen Index (das Verhaltnis von
Plasmainsulinkonzentration zu Blutzuckerkonzentration) bei infundierten Ratten.

Bei den Kontrolltieren liegt der insulinogene Index Uber die gesamte Infusionsdauer
nahezu konstant bei 0,3. Dagegen steigt dieser Index bei den glukoseinfundierten
Ratten nach 24h auf 1,9. Danach sinkt er langsam ab und betragt nach sieben Tagen
Infusion 1,2 und ist damit immer noch viermal gréfer als bei den Kontrolltieren.
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Abb. 5.1.3: EinfluB einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoselosung ( G ) oder einer 0,45%-igen NaCl-lésung ( K ) auf den
Insulinogenen Index der Ratte.

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.1.3)
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Tab. 5.1.3: EinfluB einer ein- bis siebentagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoselosung ( G ) oder einer 0,45%-igen NaCl-lé6sung ( K ) auf den
Insulinogenen Index der Ratte, berechnet aus den Ergebnissen der Tabellen

5.1.1 und 5.1.2
Insulinogener Index
Zeit ( Tage ) 0 1 2 5} 7
G
Glukoseinfusion | 0,30 £ 0,03 | 1,92 +0,11 | 1,77 £ 0,06 | 1,67 £ 0,14 | 1,23 + 0,07
K
Kochsalzinfusion | 0,29 + 0,02 | 0,31 + 0,01 | 0,33 £ 0,02 | 0,31 £ 0,01 | 0,40 £ 0,03
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5.2 In vitro-Untersuchungen

5.2.1 Glukosestimulierte Insulinsekretion

Fir die in-vitro Untersuchungen wurden Inseln von nur zwei und funf Tage
infundierten Ratten verwendet. Auf die siebentagige Infusion wurde nun verzichtet,
da bei dieser Infusionsdauer die Ausfallquote sehr hoch war. Darlber hinaus wurden
in Vorversuchen bei der statischen Inkubation keine signifikanten Unterschiede
bezlglich der Sekretion von Insulin zwischen finf und sieben Tage
glukoseinfundierten Ratten festgestellt.

Um die durch die Glukosedauerinfusion erreichten Effekte zu erhalten, wurden die
Inseln nach Beendigung der Infusion bis zum Beginn der eigentlichen statischen
Inkubation weiterhin bei derselben Glukosekonzentration gehalten, wie sie nach zwei
bzw. funf Tage Infusion im Blut gefunden wurde, d.h.

- 18,8 mM Glukose fur die Inseln der zwei Tage glukoseinfundierten Ratten und

- 7,2 mM Glukose fur die Inseln von 5 Tage mit Glukose infundierten Ratten
sowie fur die Inseln aller NaCl-infundierten Kontrolltiere
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5.2.1.1 EinfluB verschiedener Glukosekonzentrationen auf die Insulinsekretion
von Langerhans Inseln von Ratten nach einer 2zweitdgigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder NaCl (K: 0,45%), jeweils mit
einer Infusionsrate von 2 ml/h

Die Abb. 5.2.1.1 zeigt den EinfluR verschiedener Glukosekonzentrationen auf die
Insulinsekretion von Langerhans Inseln der Ratte nach einer zweitagigen
Dauerinfusion.

Bei den Inseln der mit Kochsalz infundierten Ratten (K) tritt der typische sigmoide
konzentrationsabhangige Anstieg der Insulinsekretion auf. Hierbei fallt auf, dafl
selbst im Inkubationsmedium ohne Glukose eine Insulinsekretion zu verzeichnen ist,
welche ihr Maximum erst oberhalb von 16,8mM erreicht.

Die Inseln der glukoseinfundierten Ratten (G) zeigen im Inkubationsmedium ohne
Glukose eine um ca. 9-fach hdhere Insulinsekretion als bei der Kontrolle und haben
schon bei 5,6mM Glukose einen Spitzenwert, welcher sich bei weiterer Erhéhung der
Glukosekonzentration nicht mehr signifikant andert.
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Abb. 5.2.1.1: Einflul® verschiedener Glukosekonzentrationen auf die Insulinsekretion

von Langerhans Inseln von Ratten nach einer zweitagigen Dauerinfusion mit Glukose
(G: 50%) oder NaCl (K: 0,45%), jeweils mit einer Infusionsrate von 2 ml/h.

***: p< 0,001; **: p< 0,01; *: p< 0,05

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.1.1)
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Tab. 5.2.1.1:

EinfluBR verschiedener

Glukosekonzentrationen

auf die

Insulinsekretion von Langerhans Inseln von Ratten nach einer zweitagigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder NaCl (K: 0,45%), jeweils mit einer

Infusionsrate von 2 ml/h.

Insulinsekretion ( yU / 5 Inseln / 60 min )

16,8 mM und 28 mM

Glukose (mM) 0 2,8 5,6 11,2 16,8 28
G
Glukoseinfusion
Praparation bei 562 + 45 904 + 1423 + 1515 + 254 1511 £ 130 | 1597 + 205
18.7 mM Glukose 118 125
K
Kochsalzinfusion
Praparation bei 64,6 +8 66 +8 144 + 17 482 + 35 571+ 58 830 + 88
7,4 mM Glukose
Statistische Auswertung: p
Gvs. K < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,01 < 0,001 <0,05
G: (0 mM Glukose) vs.
2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
16.8 M i 28 M <005 | <0,001 <005 <0,001 <0,01
K: (0 mM Glukose) vs.
2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
m m m ns. <0,01 < 0,001 <0,001 <0,001

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2-3 Doppelbestimmungen ging als n

Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): n = 5-6.

1 in die statistische
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5.2.1.2 EinfluB verschiedener Glukosekonzentrationen auf die Insulinsekretion
von Langerhans Inseln von Ratten nach einer fiinftagigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder NaCl (K: 0,45%), jeweils mit
einer Infusionsrate von 2ml/h

Aus Abb. 5.2.1.2 geht hervor, dal® nach der funftagigen Dauerinfusion die
Langerhans Inseln von kochsalzinfundierten Ratten (K) bereits bei der Inkubation
ohne Glukose eine Insulinsekretion aufweisen und dal} diese bei weiterer Erhohung
der Glukosekonzentration sigmoid ansteigt.

Auch bei den glukoseinfundierten Ratten (G) ist eine Insulinsekretion im
glukosefreien Inkubationsmedium zu beobachten. Sie Ubertrifft die der Kontrolle um
das 4-fache und ist nur halb so ausgepragt wie die der zwei Tage
glukoseinfundierten Ratten (G). Im weiteren Verlauf findet eine von der
Glukosekonzentration abhangige, deutliche Zunahme der Insulinsekretion, mit einem
Maximum bei 11,2mM Glukose, statt.

Wird die Gkulosekonzentration weiter auf 28mM gesteigert, so ist keine weitere
signifikante Anderung der Sekretionsleistung festzustellen.
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Abb. 5.2.1.2: Einfluld verschiedener Glukosekonzentrationen auf die Insulinsekretion
von Langerhans Inseln von Ratten nach einer funftagigen Dauerinfusion mit Glukose
(G: 50%) oder NaCl (K: 0,45%), jeweils mit einer Infusionsrate von 2 ml/h.

**: p<0,01; *: p< 0,05; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.1.2)
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Tab. 5.2.1.2: EinfluB verschiedener Glukosekonzentrationen auf die
Insulinsekretion von Langerhans Inseln von Ratten nach einer funftagigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder NaCl (K: 0,45%), jeweils mit einer
Infusionsrate von 2 ml/h.

Insulinsekretion ( pU / 5 Inseln / 60 min )

Glukose (mM) 0 2,8 5,6 11,2 16,8 28

G
Glukoseinfusion

Praparation bei | 229 + 47 357 +76 | 812 +203 | 1475 + 229 1510 £ 316 | 1381 + 185
7,4 mM Glukose

K
Kochsalzinfusion

Praparation bei 51+8 80+4 | 217 +52 473 + 69 522 + 71 707 + 42
7,4 mM Glukose

Statistische Auswertung: p

Gvs. K <0,05 <0,05 n.s. <0,01 <0,05 <0,05

G: (0 mM Glukose) vs.

2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
12318 mM r:nd 28 mT/I n.s. <0,05 < 0,001 < 0,01 < 0,001

K: (0 mM Glukose) vs.

2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
16,8 mM und 28 mM n.s. <0,05 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2-3 Doppelbestimmungen ging als n = 1 in die statistische
Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): n = 5-6.
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5.2.2 EinfluB einer Inkubation mit Glukose auf die ATP/ADP-
Quotienten

5.2.21 EinfluB verschiedener Glukosekonzentrationen auf die ATP/ADP-
Quotienten von Langerhans Inseln von Ratten nach einer zweitagigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder Kochsalz (K: 0,45%), jeweils
mit einer Infusionsrate von 2ml/h

Die Abb. 5.2.2.1 zeigt den EinfluR verschiedener Glukosekonzentrationen auf die
ATP/ADP-Quotienten von Langerhans Inseln von Ratten, deren Inseln nach einer
zweitagigen Dauerinfusion mit Glukose (G) bzw. Kochsalz (K) bei der Praparation bei
der Glukosekonzentration gehalten wurden wie sie am Ende der Infusion im Blut
vorlag, d.h.

- 18,8mM Glukose flr die Inseln glukoseinfundierter Ratten (G) und
- 7,2mM Glukose fur die Inseln kochsalzinfundierter Ratten (K) (s.a. Abb.5.1.1).

Aus der Abb. 5.2.2.1 geht hervor, dal bei kochsalzinfundierten Ratten der ATP/ADP-
Quotient bei OmM Glukose ca. 3,8 betragt. Dieser Quotient nimmt bei steigenden
Glukosekonzentrationen zu und erreicht bei 11,2mM sein Maximum.

Bei hoheren Glukosekonzentrationen 16,8mM und 28mM ist nur eine leichte und
somit statistisch nicht signifikante Abnahme des ATP/ADP-Quotienten zu
verzeichnen.

Bei glukoseinfundierten Ratten hat der ATP/ADP-Quotient einen Wert von 5 bei 0OmM
Glukose und unterscheidet sich somit statistisch signifikant von dem Quotienten 3,8
kochsalzinfundierter Ratten.

Eine weitere Erhohung der Glukosekonzentration bis auf 28mM flhrt nicht zu einer
statistisch signifikanten Anderung des APT/ADP-Quotienten.
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Abb. 5.2.2.1: EinfluR verschiedener Glukosekonzentrationen auf die ATP/ADP-
Quotienten von Langerhans Inseln von Ratten nach einer zweitdgigen Dauerinfusion
mit Glukose (G: 50%) oder Kochsalz (K: 0,45%), jeweils mit einer Infusionsrate von 2
mi/h.

*: p< 0,05

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.2.1)
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Tab. 5.2.2.1: EinfluB verschiedener Glukosekonzentrationen auf die ATP/ADP-
Quotienten von Langerhans Inseln von Ratten nach einer 2zweitagigen

Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder Kochsalz (K: 0,45%), jeweils mit einer
Infusionsrate von 2 ml/h.

ATP/ADP ( 5 Inseln /5 min)

Glukose (mM) 0 2,8 5,6 11,2 16,8 28
G
Glukoseinfusion
Praparation bei | 4,96 + 0,33 4.83 5,09 496+0,22 | 5,03+0,29 | 4,84 +0,27
18,7 mM Glukose +0,16 + 0,27
K
Kochsalzinfusion
Praparation bei 3,8+0,33 4,38 4,70 496+0,38 | 4,94 +0,26 | 4,60 +0,23
7,4 mM Glukose + 0,38 + 0,35
Statistische Auswertung: p
Gvs. K <0,05 ns. ns. ns. ns. ns.

G: (0 mM Glukose) vs.
2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
16,8 mM und 28 mM n.s. ns. ns. ns. ns.

K: (0 mM Glukose) vs.
2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
16,8 mM und 28 mM n.s. ns. ns. <0,05 ns.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2 Bestimmungen ging als n = 1 in die statistische Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): n = 5-6.



56 Ergebnisse

5.2.2.2 EinfluBR verschiedener Glukosekonzentrationen auf die ATP/ADP-
Quotienten von Langerhans Inseln von Ratten nach einer funftagigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder Kochsalz (K: 0,45%), jeweils
mit einer Infusionsrate von 2ml/h

Ahnlich wie bei der zweitagigen Dauerinfusion wurden die Inseln nach der Infusion
bis zum Inkubationsbeginn bei der Glukosekonzentration gehalten wie sie nach 5
Tage Dauerinfusion im Blut gefunden wurde, d.h.

- 7,2mM Glukose fur die Inseln glukoseinfundierter Ratten (G)
- 7,2mM Glukose fur die Inseln kochsalzinfundierter Ratten (K) (s.a. Abb. 4.1.1).

In Abb. 5.2.2.2 sieht man bei den Inseln kochsalzinfundierter Ratten (K) eine
konzentrationsabhangige Zunahme des ATP/ADP-Quotienten, wobei dieser bei 0OmM
Glukose einen Wert von ca. 3 hat.

Dagegen betragt der ATP/ADP-Quotient bei den Inseln glukoseinfundierter Ratten
(G)ca.5. bei OmM Glukose und bleibt in etwa gleich bei weiterer Erhdhung der
Glukosekonzentration auf 28mM.
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Abb. 5.2.2.2: EinfluB verschiedener Glukosekonzentrationen auf die

ATP/ADPQuotienten von Langerhans Inseln von Ratten nach einer funftagigen
Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder Kochsalz (K: 0,45%), jeweils mit einer
Infusionsrate von 2 ml/h.

*: p< 0,05

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.2.2)
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Tab. 5.2.2.2:

Einflufl verschiedener Glukosekonzentrationen auf die
ATP/ADP-Quotienten von Langerhans Inseln von Ratten nach einer
filnftigigen Dauerinfusion mit Glukose (G: 50%) oder Kochsalz (K:
0,45%), jeweils mit einer Infusionsrate von 2 ml/h.

ATP/ADP ( 5 Insein /5 min)

16,8 mM und 28 mM

Glukose (mM) 0 2,8 5,6 11,2 16,8 28
G
Glukoseinfusion
Praparation bei | 5,40 + 0,67 5,70 4,64 4,88+0,55 | 529+0,57 | 460+0,45
18,7 mM Glukose +0,82 + 0,66
K
Kochsalzinfusion
Praparation bei 3,03+0,10 3,83 3,78 4,08+0,37 | 4,40+0,20 | 4,50 + 0,36
7,4 mM Glukose +0,53 + 0,09
Statistische Auswertung: p
Gvs. K < 0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G: (0 mM Glukose) vs.
2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
16.8 mM und 28 mM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
K: (0 mM Glukose) vs.
2,8mM, 5,6mM, 11,2mM,
m m " n.s. <0,01 <0,05 <0,001 <0,01

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2 Bestimmungen ging als n = 1 in die statistische Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): n = 5.
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5.2.3 EinfluR einer Dauerinfusion mit Glukose auf den DNA-Gehalt
von Langerhans Inseln der Ratte

5.2.3.1 EinfluB einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 mi/h einer 50%-
igen Glukoselosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
DNA-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

Aus der Abb. 5.2.3.1 geht hervor, dal} bei einer Dauerinfusion der DNA-Gehalt von
Inseln glukoseinfundierter und kochsalzinfundierter Ratten ca. 5,8ug/10 Inseln
betragt und somit in etwa gleich ist.

Auch die Infusionsdauer nimmt keinen EinfluRl auf den DNA-Gehalt, denn zwischen
Inseln von 2 und 5 Tage glukoseinfundierten Tieren ist kein Unterschied bezuglich
des DNA-Gehalts festzustellen.
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Abb. 5.2.3.1: EinfluB einer zwei- bzw. flinftagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoseldsung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
DNA-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.3.1)
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Tab. 5.2.3.1: EinfluB einer zwei- bzw. fiinftagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer

50%-igen Glukoseldosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
DNA-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

DNA-Gehalt ( ug / 10 Insein )

Infusionsdauer (Tage) 2 5
G
Glukoseinfusion 0,578 = 0,01 0,58 + 0,02
K
Kochsalzinfusion 0,566 + 0,04 0,578 £ 0,03
Statistische Auswertung: p
Gvs. K n.s. n.s.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 3 Bestimmungen ging als n = 1 in die statistische Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen): n = 5-6.
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5.2.4 EinfluBR einer Dauerinfusion mit Glukose auf den Protein-
Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte

5.2.4.1 EinfluB einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 mi/h einer 50%-
igen Glukoselosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
Protein-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

In Abb. 5.2.4.1 sieht man, dal’ der Protein-Gehalt bei der 2-tagigen Kontrolle ca. 5,5
Mg/10 Inseln betragt. Dagegen liegt dieser bei Inseln glukoseinfundierter Ratten bei
ca. 9 ug/10 Inseln und somit fast zweimal so hoch wie bei der Kontrolle.

Eine Ausdehnung der Dauerinfusion auf 5 Tage fuhrt sowohl bei der Kontrolle als
auch bei mit Glukose infundierten Tieren zu keiner nennswerten Anderungen der
Werte.
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Abb. 5.2.4.1: EinfluR einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h
einer 50%-igen Glukoselosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf
den Protein-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

***: p< 0,001; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.4.1)
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Tab. 5.2.4.1: EinfluB einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoseldosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
Protein-Gehalt von Langerhans Insein der Ratte.

Protein-Gehalt ( pg / 10 Inseln )

Infusionsdauer (Tage) 2 5
G
Glukoseinfusion 9,23 +0,50 8,78 £ 0,27
K
Kochsalzinfusion 5,76 £ 0,16 5,46 £ 0,24
Statistische Auswertung: p
Gvs. K n.s. n.s.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.
Der Mittelwert aus 3 Bestimmungen ging als n = 1 in die statistische Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen): n = 5-6.
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5.2.5 EinfluR einer Dauerinfusion mit Glukose auf den Insulin-
Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte

5.2.5.1 EinfluB einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 mi/h einer 50%-
igen Glukoselosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
Insulin-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

Die Abb. 5.2.5.1 zeigt die Wirkung einer 2- bzw. 5-tagigen Dauerinfusion mit Glukose
auf den Insulin-Gehalt Langerhans Inseln der Ratte.

Wahrend bei der 2 Tage Kontrolle der Insulin-Gehalt ca. 1600ng/10 Inseln betragt, so
fallt dieser bei der 2 Tage Glukose-Gruppe auf ca. 550 ng/10 Inseln.

Eine Erweiterung der Infusion auf 5 Tage fuhrt bei der Glukose-Gruppe zu einer
starkeren- statistisch aber nicht signifikanten- Abnahme des Insulin-Gehalts.
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Abb. 5.2.5.1: EinfluB einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h einer
50%-igen Glukoseldsung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf den
Insulin-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

***: p< 0,001; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.5.1)
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Tab. 5.2.5.1: EinfluB einer zwei- bzw. funftagigen Dauerinfusion mit 2 ml/h
einer 50%-igen Glukoselosung (G) oder einer 0,45%-igen NaCl-losung (K) auf
den Insulin-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

Insulingehalt ( ng / 10 Inseln)

Infusionsdauer (Tage) 2 5
Glukoseinfusion 571 +55 326 + 52
Kochsalzinfusion 1597 + 138 1695 + 113

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.
Der Mittelwert aus 3 Bestimmungen ging als n = 1 in die statistische Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen): n = 5.
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5.2.6 EinfluB einer zwei und flinf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2 ml/h einer 50%igen Glukose- oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf den Insulingehalt, bezogen auf den DNA-
Gehalt der Langerhans Insein.

Bestimmt man bei den infundierten Tieren den Insulin- sowie DNA-Gehalt der
Langerhans Inseln und setzt man diese beiden Parameter in Verhaltnis
(Insulin:DNA), so sieht man in Abb. 5.2.6 bei den zwei Tage glukoseinfundierten
Ratten eine Reduzierung des Quotienten auf ca. 40% des Wertes der Kontrolle. Bei
Erweiterung der Dauerinfusion auf funf Tage fallt der Quotient noch deutlicher kleiner
aus und betragt nur etwa 20% des Wertes der Kontrolltiere.
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Abb. 5.2.6: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukose- oder einer 0,45%igen Kochsalzlosung auf den
Insulingehalt, bezogen auf den DNA-Gehalt der Langerhans Inseln.

***: p< 0,001;

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.6)
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Tab. 5.2.6: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukose- oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf den
Insulingehalt, bezogen auf den DNA-Gehalt der Langerhans Inseln.

Insulin/DNA
Infusionsdauer (Tage) 2 5
Glukoseinfusion 968 + 103 586 = 101

Kochsalzinfusion 2765 + 288 3041 + 278
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5.2.7 EinfluB einer zwei und flinf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2 mil/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer
0,45%igen Kochsalzlosung auf den Insulingehalt, bezogen
auf den Proteingehalt der Langerhans Insein.

Betrachtet man nun in Abb. 5.2.7 die Anderung des Insulingehalts als Protein im
Verhaltnis zum Gesamtproteingehalt der Langerhans Inseln, so fallt auf, daf® bei den
2 Tage glukoseinfundierten Ratten der Quotient nur etwa einfunftel des Wertes der
Kontrolle ausmacht. Bei den 5 Tage infundierten Tieren wird der Quotient kleiner und
betragt nur noch ein Achtel des Verhaltnisses bei der Kontrolle.
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Abb. 5.2.7: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlosung auf
den Insulingehalt, bezogen auf den Proteingehalt der Langerhans Inseln.

***: p< 0,001;

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.7)
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Tab. 5.2.7: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf
den Insulingehalt, bezogen auf den Proteingehalt der Langerhans Inseln.

Insulin/Protein

Infusionsdauer (Tage) 2 5

Glukoseinfusion 617 39+7

Kochsalzinfusion 267 + 22 323+ 34
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5.2.8 EinfluB einer zwei und flinf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2 ml/ einer 50%igen Glukoseldsung oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf den Proteingehalt, bezogen auf den
DNA-Gehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

Bildet man den Quotienten aus Protein- und DNA-Gehalt von Langerhans Inseln, so
stellt man in Abb. 5.2.8 bei glukoseinfundierten Ratten eine eineinhalb fache
Zunahme des Quotienten im Vergleich mit der Kontrolle. Die Werte zwischen 2 und 5
Tage Dauerinfusionen unterscheiden sich jeweils nicht signifikant.
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Abb. 5.2.8: EinfluR einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf
den Proteingehalt, bezogen auf den DNA-Gehalt von Langerhans Inseln der
Ratte.

***: p< 0,001; **: p<0,01; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.8)
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Tab. 5.2.8: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf
den Proteingehalt, bezogen auf den DNA-Gehalt von Langerhans Inseln der

Ratte.

Protein/DNA

Infusionsdauer (Tage) 2 5
Glukoseinfusion 16 £ 0,86 15,27 £ 0,93
Kochsalzinfusion 10,41 £ 0,95 9,42 + 0,45




Ergebnisse 77

5.2.9 EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf den Glykogengehalt von Langerhans
Inseln der Ratte.

Bestimmt man den Glykogengehalt Langerhansscher Inseln von zwei und funf Tag
infundierten Ratten, so fallt auf, dal® bei zwei Tage glukoseinfundierten Tieren der
Glykogengehalt den der Kontrolltiere ca. um das vierfache Ubertrifft. Dagegen ist
nach funftagiger Infusion kein signifikanter Unterschied bezuglich des
Glykogengehalts zwischen glukose- und kochsalzinfundierten Tieren festzustellen.
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Abb. 5.2.9: EinfluR einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf
den Glykogengehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

***: p< 0,001; *: p< 0,05; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.2.9)
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Tab. 5.2.9: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2
ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf
den Glykogengehalt von Langerhans Inseln der Ratte.

Glykogengehalt ( pmol / Insel )

Infusionsdauer (Tage) 2 5
Glukoseinfusion 101 £ 22 33,7+7,6
Kochsalzinfusion 27,4 +9/7 205+7,3

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2-3 Doppelbestimmungen ging als n = 1 in die statistische
Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): 5-6.
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5.3 Zusatzversuche

5.3.1 EinfluR einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf den Futterverbrauch der Ratte

In Abb. 5.3.1 sieht man, dal} wahrend der Infusion die glukoseinfundierten Ratten
wesentlich weniger fressen als die Kontrolltiere. Betrachtet man nur die
glukoseinfundierten Ratten, so ist festzustellen, dal® der Futterverbrauch bei der funf
Tage anhaltenden Infusion signifikant weniger ist als bei der zweitagigen
Dauerinfusion.
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Abb. 5.3.1: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit
2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzl6sung auf
den Futterverbrauch der Ratte

***: p< 0,001; *: p< 0,05;

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.3.1)
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Tab. 5.3.1: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit
2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzl6sung auf
den Futterverbrauch der Ratte

Futterverbrauch ( g/Tag)

Infusionsdauer (Tage) 2 5
Glukoseinfusion 7,8+0,2 7,05+ 0,26
Kochsalzinfusion 10,1 +0,3 12,3+ 0,32

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2-3 Doppelbestimmungen ging als n = 1 in die statistische
Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): 5-6.
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5.3.2 EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf das Korpergewicht der Ratte

In Abb. 5.3.2 sieht man, daf} sich das Korpergewicht sowohl bei Kontroll- als auch bei
den glukoseinfundierten Ratten nicht signifikant unterscheiden.

Betrachtet man jedoch nur die Netto-Gewichtszunahme wahrend der Infusion, so
sind doch gewisse Unterschiede bezuglich des Korpergewichtes festzustellen, siehe
Abb. 5.3.2.
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Abb. 5.3.2: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit
2m/l einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlosung auf
das Korpergewicht der Ratten

*: p< 0,05; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.3.2)
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Tab. 5.3.2 EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit
2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlosung auf

das Korpergewicht der Ratte

Korpergewicht (g)
Infusionsdauer (Tage) 2 5

G

Glukoseinfusion 2605 2855
K

Kochsalzinfusion 262 +4 26317

Statistische Auswertung: p
Gvs. K n.s. <0,05
G: 2 Tage vs. 5 Tage <0,05
K: 2 Tage vs. 5 Tage n.s.

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Anzahl der unabhangigen Experimente (Infusionen): 8-9.
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5.3.3 EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf die Zunahme des Korpergewichts von
Ratten.

In Abb. 5.3.3 sient man, dal® die Nettogewichtszunahme bei glukoseinfundierten
Ratten ca. 3g pro Tag betragt und somit fast doppelt soviel wie bei den Kontrolltieren
ist. Betrachtet man nur die Glukosegruppe, so ist festzustellen, dal} die
Gewichtszunahme bei der funftagigen Infusion etwas grof3er ausfallt als bei der
zweitagigen Dauerinfusion. Zwischen den Kontrolltieren beider Gruppen ist die
Zunahme des Korpergewichts wahrend der Dauerinfusion in etwa gleich, namlich ca.
1,7g pro Tag.
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Abb. 5.3.3: EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit
2m/l einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlosung auf
die Zunahme des Korpergewichtes von Ratten

***: p< 0,001; *: p< 0,05; ns: statistisch nicht signifikant

(Zahlenwerte und statistische Auswertung siehe Tab. 5.3.3)
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Tab. 5.3.3: EinfluB einer zwei und fiinf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit 2m/|
einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlésung auf die

Zunahme des Korpergewichtes von Ratten

Gewichtszunahme ( g/Tag )

Infusionsdauer (Tage) 2 5
Glukoseinfusion 3+0,04 3,4+0,17
Kochsalzinfusion 1,75+ 0,09 1,83+0,12

Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

Der Mittelwert aus 2-3 Doppelbestimmungen ging als n = 1 in die statistische
Auswertung ein.

Anzahl der unabhangigen Experimente ( Infusionen ): 5-6.
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5.3.4 EinfluB einer zwei und funf Tage anhaltenden Dauerinfusion
mit 2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen
Kochsalzlosung auf die Ausscheidung von Glukose im Urin
der Ratte

Entnimmt man direkt nach jeder Infusion den Urin und untersucht man auf das
Vorhandensein von Glukose im Urin mit Hilfe eines Zuckerteststabchens, so stellt
man fest, wie in Abb. 5.3.4 dargestellt, dal} nur bei den 2 Tage glukoseinfundierten
Ratten ein positiver Befund vorliegt. Bei den 5 Tage mit Glukose infundierten Ratten
fallt der Test auf Glukose im Urin negativ aus.

Tab.5.3.4: Einflul} einer zwei und fiinf Tage anhaltenden Dauerinfusion mit
2ml/h einer 50%igen Glukoselosung oder einer 0,45%igen Kochsalzlosung
auf die Ausscheidung von Glukose im Urin der Ratten

Infusionsdauer (Tage)
2 5
K GL K GL
Glukosezufuhr p. Infusion 0 24 0 24
(9/Tag)

Glukose im Urin neg. pos. neg. neg.




90 Diskussion

6 Diskussion

6.1 Typ-ll-Diabetes mellitus (NIDDM = Non Insulin
Dependent Diabetes Mellitus)

Diabetes mellitus vom Typ Il ist eine Erkrankung, die sich uber Jahre oder
Jahrzehnte unbemerkt entwickeln kann, bevor sie durch das endgultige Entgleisen
der Blutglukosekonzentration entdeckt wird. Ursachen des adipésen Typ-lI-Diabetes
sind neben einer genetischen Komponente vor allem Ubererndhrung und
Bewegungsmangel. Charakteristisch flr diese Stoffwechselerkrankung ist die sehr
frih beginnende Insulinresistenz, ein relativer Insulinmangel sowie wohl wegen
beider eine vermehrte Glukoseproduktion in der Leber.

Langerdauernde Exposition von Geweben mit hohen Glukosekonzentrationen wird
in der Literatur unter der Bezeichnung “Glukosetoxizitat” diskutiert. Im Grunde
genommen handelt es sich bei den Versuchen zur “Glukosetoxizitat® um
Ubererndhrung von Geweben, die damit fertig werden miissen, obwohl sie hohes
bzw. andauernd hohes Substratangebot gar nicht bendtigen. Permanentes
Uberangebot an Substrat fiihrt beim Menschen zu Ubergewicht und in vielen Fallen
zum Typ-ll-Diabetes (Altersdiabetes) mit Hyperglykdmie, Hypercholesterinamie
(Hyperlipidamie) und Hypertonie. Folgen sind Mikro- und Makroangiopathie. Das
Gewebe wird immer unempfindlicher gegenuber Insulin, vermutlich um sich gegen
Ubermalige Glukoseeinlagerung zur Wehr zu setzen. Die zunachst einsetzende
Hyperinsulinamie bei nur leicht erhdéhtem Blutzuckerspiegel scheint der
Insulinresistenz entgegenwirken zu wollen, bis der Zeitpunkt eintritt, zu dem der
Inselpraparat Uberfordert ist und es bei ansteigendem Blutzuckerspiegel zum
Insulinmangel kommt. Eine Uber langere Zeit dauernde hyperkalorische
Glukoseinfusion kommt einer Ubererndhrung insbesondere durch Kohlenhydrate
gleich. Der tagliche Kalorienbedarf einer jungen (300g) noch wachsenden Ratte
betragt ca. 45 kcal pro Tag. Mit der von uns verwendeten Glukoseinfusion fuhrten wir
den Tieren pro Tag 98,4 kcal zu. Nach 5 Tagen sank gegenuber den Kontrollen von
ca. 10g der Futterverbrauch auf 7g pro Tag. Das ist etwa ein Drittel. Diese
verminderte Futteraufnahme zusammen mit der infundierten Glukosemenge ergibt
dennoch eine Kalorienzufuhr, die weit Uber dem Tagesbedarf liegt. Daraus erklart
sich schliel3lich die starkere Gewichtszunahme bei den glukoseinfundierten Tieren.
Madglicherweise liegt hier eine Situation vor, wie wir sie beim Menschen sehen, die
dann letztlich zum Typ Il Diabetes mit allen seinen Konsequenzen fuhrt. In dieser
Situation ist vor allem der Blutzuckerspiegel vom Interesse und zwar unter folgenden
Gesichtspunkten:



Diskussion 91

1. Die HOhe des Blutzuckers ist das Ergebnis aus Zufuhr und von
Glukoseaufnahme durch die Gewebe (Deponierung und Verstoffwechselung
zur Gewinnung von Energie)

2. Ausscheidung Uber die Nieren bei Uberschreitung der Nierenschwelle

3. EinfluR auf die Sekretion von Insulin bzw. Einflul der freigesetzten
Insulinmenge aud den Blutzucker und schliel3lich

4. sein langfristiger Effekt in Bezug auf Folgeerkrankungen der Zuckerkrankheit,
namlich  zunachst Insulinresistenz  und  langfristig  Mikro-  und
Makroangiopathie. Die beiden letzteren durften allerdings in unseren
Experimenten wegen der kurzen Versuchsdauer von lediglich 5 Tagen noch
keine Rolle spielen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bis zu 5 Tage anhaltende
Dauerinfusionen mit einer 50%igen hyperkalorische Glukosel6sung durchgefuhrt. Zu
Anfang wurde bis zu 7 Tagen infundiert. Da sich in Vorversuchen die
Blutglukosespiegel und das Insulinsekretionsverhalten zwischen 5 und 7 Tage
Dauerinfusionen kaum unterschieden und die Ausfallquote der Versuchstiere bei 7
Tage Dauerinfusionen Uber 60% betrug, wurde die Infusionsdauer in den nun
folgenden Versuchen auf 5 Tage festgelegt, wodurch die Ausfallquote auf ca. 30%
reduziert werden konnte.

6.2 Der Blutzuckerspiegel unter Dauerinfusion

In Ubereinstimmung mit den Befunden von Bedoya (1991), Sako (1992), Ammon et
al. (1998) und Laybutt, Thompson et al. (1997), bei denen wahrend einer
Glukosedauerinfusion die Blutzuckerspiegel etwa auf das Zwei- bis Dreifache der
Kontrollwerte erhoht waren, sind auch bei den Infusionsversuchen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit in etwa vergleichbare Ergebnisse gefunden worden.

24h nach Beginn der Dauerinfusion ist der Blutzuckerspiegel auf fast das Vierfache
(475 mg/100ml) der Werte von Kontrolltieren (130 mg/100ml) angestiegen.
Uberraschend fallt er dann langsam und kontinuierlich wieder ab und erreicht nach 5
Tagen das normoglykamische Niveau (135 mg/100ml gegenuber 125 mg/100ml der
Kontrolle) bei gleichbleibender Glukoseinfusion. Wir haben es also mit 2
verschiedenen Situationen zu tun, bei denen der Korper jeweils anders mit der ihm
zugefihrten Glukosemenge umgeht. Unter normaler Nahrungsaufnahme werden ca.
25% der zugeflhrten Glukosemenge zum Zweck der Energiegewinnung in
verschiedenen Geweben metabolisiert, ca. 25% werden in der Leber gespeichert, ca.
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50% in der Skelettmuskulatur und 1-3% gelangen in das Fettgewebe. Vermittelt
werden die Aufnahme und Speicherung der Glukose durch Insulin. Nach 2 Tagen
Infusion scheinen diese Mechanismen zu funktionieren. Wegen Uberschreitung der
Nierenschwelle taucht zunachst Glukose im Urin auf. Der Glykogengehalt der
Muskulatur steigt von 3,3 auf 49 mg/g Skelettmuskel, der Triglyceridgehalt der
Muskulatur von 245 auf 417 pmol/kg Skelettmuskel (Houdali et al., 2002). Dies ist
wohl auf die Wirkung der stark angestiegenen Insulinkonzentration im Blut
zuruckzufuhren: Insulin erhdht nicht nur die Glukoseaufnahme in Muskel- und
Fettgewebe sondern auch die Synthese von Glykogen in Leber und Muskulatur bei
gleichzeitiger Hemmung der Glykogenolyse und Gluconeogenese. Daruber hinaus
stimuliert es die Triglyceridsynthese in der Leber, die Aufnahme von Fettsauren in
das Fettgewebe, die Triglyceridsynthese und hemmt dort die Lipolyse.

Nach 5 und 7 Tagen ist der Blutzuckerspiegel trotz Dauerinfusion nahezu normal.
Uberraschend ist dabei jedoch der noch deutlich erhéhte Plasmainsulinspiegel.
Uberraschend deswegen weil dies bei Normoglykdmie (siehe Kontrolle) nicht der
Fall sein sollte. Es mul® also wahrend der Hyperglykdmiephase oder durch die
dauernde Glukosezufuhr eine Sensibilisierung des Sekretionsmechanismus
stattgefunden haben. Die Frage ist nun, wohin mit der permanenten Ubermaligen
Glukosezufuhr und wie geht der Kérper damit um? Uber die Niere verliert der Kérper
keine Glukose mehr. Dieser Weg ist also als Ursache fur die Normalisierung des
Blutzuckers ohne Bedeutung. Sieht man sich den Glykogengehalt der Muskulatur
nach 5 Tagen an, so ist dieser sogar deutlich niedriger als nach 2 Tagen Infusion
(Houdali et al., 2002). Und auch der Triglyceridgehalt der Muskulatur hat nicht weiter
zugenommen trotz erhohter Insulinspiegel. Dies spicht dafur, dass das
Muskelgewebe nicht mehr als Speicher fur Gbermaldig zugefuhrtes Substrat in Frage
kommt. Es mul sich also gegen die abspeichernde Wirkung des Insulins zur Wehr
gesetzt haben. Es ist insulinresistent geworden. In der Tat konnten Houdali et al.
(2002) unter denselben Versuchsbedingungen wie in dieser Arbeit nachweisen, dass
es zu einer Reduktion von Signaltransduktionsmetaboliten der Insulinwirkung im
Muskelgewebe kam, die eine verminderte Wirkung von Insulin und damit die
Insulinresistenz erklaren konnten. Die Muskulatur schitzt sich also vor weiterer
Uberladung mit Substraten (Glykogen und Triglyceriden). Dies ist insofern sinnvoll
als die Muskulatur kein Speicherorgan sondern ein Arbeits-(Kontraktions)organ
darstellt.

Wie geht der Korper dann mit dem Uberangebot an Glukose um? Zun&chst reduziert
er die Nahrungsaufnahme um 22%. Berlcksichtigt man dies, hatte er mit der
Glukosezufuhr immer noch einen erheblichen Uberschul® an oxidierbarem Substrat.
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Da die glukoseinfundierten Tiere gegenuber den Kontrollen keine gesteigerte
korperliche Aktivitat aufweisen, tragt auch ein erhéhter oxidativer Stoffwechsel nicht
zu zusatzlichem Energieverbrauch bei. Bleibt die Ablagerung in Form von
Triglyceriden im Fettgewebe eine Moglichkeit. In der Tat nehmen die
glukoseinfundierten Tiere von 2. zum 5. Tag der Infusion etwas Uber 4 g an
Koérpergewicht mehr zu als die Kontrollen. Wenn die vermehrte Einlagerung von
Triglyceriden in das Fettgewebe unter unseren Versuchsbedingungen noch
nachzuweisen ware, wirde das Ganze Sinn machen: denn Uberernahrung flhrt
beim Menschen zu Ubergewicht, woflr in erster Linie das Fettgewebe verantwortlich
ist.

6.3 Die Insulinsekretion unter Dauerinfusion

Aus den Versuchen zur Dauerinfusion geht hervor, dass die starke Hyperglykamie
nach 2 Tagen zu einer erheblichen Zunahme der Plasmainsulinkonzentration fuhrt,
die letztlich dafur sorgt, dass vermehrt Glukose ins Gewebe aufgenommen wird, wie
zum Beispiel der starke Anstieg des Muskelglykogens zeigt (Houdali et al., 2002).
Uberraschend ist allerdings, dass nach 5 Tagen Infusion immer noch ein deutlich
erhohter Insulinspiegel vorliegt, obwohl sich die Blutzuckerkonzentration weitgehend
normalisiert hat, und von dieser her eigentlich eine Stimulation der Sekretion in dem
oben genannten Ausmal nicht mehr erfolgen sollte. Dies spricht daflir, dass sich die
Ansprechbarkeit der B-Zellen auf das Signal geandert haben mufd und zwar in der
Weise, dass diese bereits auf sonst nicht stimulierende Glukosekonzentrationen jetzt
mit einer Sekretionssteigerung ansprechen. Dies zeigen frihere (Leahy, 1996) und
die jetzt vorliegenden in vitro Untersuchungen.

In Arbeiten von Ammon et al 1998 wurden die Inseln zwei Tage infundierter Ratten in
vitro mit verschiedenen Glukosekonzentrationen - von 2,8 bis 28 mM Glukose -
stimuliert. Dabei zeigte sich, dal} bereits bei 11,1 mM Glukose die maximale
Insulinsekretion lag. Bei hoheren Glukosekonzentrationen nahm sie leicht ab und
unterschied sich nicht signifikant von den Werten der Kontrolle.
Glukosekonzentrationen bis 11,1 mM verursachten also bei Inseln von
glukoseinfundierten Tieren eine viel hdhere Insulinsekretion als bei den Kontrollen,
woraus eine Sensibilisierung der Langerhans Inseln durch die Dauerinfusion mit
Glukose gefolgert wurde.

In Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es, die Infusion auf 5 Tage auszudehnen
und zu untersuchen, wie sich die verlangerte Infusionsdauer auf die
Sekretionsfahigkeit von Langerhans Inseln auswirken wirde. Im Gegensatz zu den
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Versuchen (Ammon et al., 1998) wurden bei den Experimenten dieser Arbeit die
Inseln in vitro auch ohne Glukosestimulation untersucht. Es stellte sich heraus, daf}
selbst bei 0 mM Glukose die Inseln sowohl bei zwei als auch bei funf Tage
glukoseinfundierten Ratten deutlich mehr Insulin als bei der Kontrolle sezernierten,
was die Sensibilisierung der Inseln unterstreicht. Die Insulinsekretion stieg mit
zunehmenden Glukosekonzentrationen und erreichte bei zwei Tage infundierten
Tieren das Maximum bereits bei 5,6 mM Glukose, wahrend das Sekretionsmaximum
von 5 Tage glukoseinfundierten Tieren erst bei 11,1 mM erreicht wurde. Die
Linksverschiebung der Konzentrationswirkungskurve fur Glukose in vitro sowie die
erhohte Basalsekretion bei 0 mM Glukose zeigen deutlich, dass die Hyperglykamie
wahrend der ersten 2 Tage der Infusion die Ansprechbarbeit des
Sekretionsmechanismus gegenuber Glukose deutlich erhoht, d.h. sensibilisiert hat,
wohl um mit der stark erhohten Glukosezufuhr fertig zu werden.

Wie in der Einleitung dargelegt, hangt die Sekretion eng mit der
Glukosekonzentration und diese wiederum mit dem Glukosemetabolismus in der B-
Zelle zusammen.

Die in diesem Zusammenhang auftretende Erhdhung der ATP/ADP-Quotienten
sowie eine Erhdhung des Redoxstatus von NADPH/NADP und GSH/GSSG scheinen
dabei eine entscheidende Rolle zu spielen. Eine Erhéhung des ATP/ADP-Quotienten
fuhrt Uber die Hemmung der ATP-abhangigen Kaliumkanale zu einer Depolarisation
der B-Zelle, wodurch (ber die Offnung des spannungsabhangigen L-Typ-
Calciumkanals und dem darauf folgenden Calciumeinstrom die Insulinsekretion
ausgeldst wird (Ashcroft et al., 1984).

Sowohl bei 2 Tage als auch bei 5 Tage glukoseinfundierten Ratten ist selbst nach
der Inkubation ohne Glukose ein erhohter APT/ADP-Quotient von ca. 5 festzustellen,
der sich gegenuber 3 signifikant vom Quotienten der Kontrolle unterscheidet. Bei
steigenden Glukosekonzentrationen bis 28 mM bleibt der ATP/ADP-Quotient von
glukoseinfundiertenTieren in etwa gleich, namlich bei 5 und ist nicht mehr signifikant
unterschiedlich vom Quotienten der Kontrolltiere. Aber genau dieser fast
gleichbleibende Quotient Uber den gesamten Konzentrationsbereich kann nicht allein
die Sekretionsmaxima bei 5,6 mM nach zweitagiger und bei 11,1 mM nach
funftagiger Dauerinfusion erklaren. Von Ammon und Wahl (Review, 1994) wurde
postuliert, dass die Zunahme des ATP/ADP-Quotienten offensichtlich den
Einschaltmechanismus fir die Sekretion darstellt, dass andererseits der weitere
Metabolismus der Glukose modulierend auf die Sekretion einwirkt. Favorisiert
werden von Ammon und Wahl dabei der glukoseabhangige Anstieg reduzierter
Pyridinnucleotide sowie des GSH/GSSG-Quotienten. Diesen Zusammenhang
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untermauern die Daten von Ammon et al (1998), die nach zweitagiger
Glukoseinfusion einen erhéhten NADPH/NADP-Quotienten gefunden haben, welcher
parallel zur gesteigerten Insulinsekretion verlief.

Darlber hinaus kbnnen Phosphorylierungsreaktionen, die Uber die Phospholipase C
und Uber die Adenylatcyclase laufen, zur erhdhten Sekretion von Insulin beitragen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen klar, da} auch nach finf Tagen noch eine
Sensibilisierung der Insulinsekretion durch Glukose vorliegt. Sie fallt allerdings etwas
geringer aus als nach zwei Tagen. Diese verringerte Sensibilisierung durfte jedoch
darauf zuruckzufuhren sein, dal® jetzt nach funf Tage Dauerinfusion der
Blutzuckerspiegel nahezu normal ist und von ihm keine derart starke Signalwirkung
ausgehen kann, wie wir sie nach einer zwei Tage langen Infusion finden.

6.4 InselgroBe, Glykogen- und Insulingehalt unter
Dauerinfusion

InselgroBe

Die stark erhohten Plasmainsulinkonzentrationen unter Dauerinfusion werfen nicht
nur die Frage auf, wie sich diese auf Sekretion und Sekretionsmechanismus sondern
auch auf InselgrofRe und Insulingehalt auswirken. Bekanntlich steigert Glukose nicht
nur Insulinsekretion sondern auch Insulinbiosynthese (Svensson et al., 1991).

Hier zeigt sich, dass es durch die Glukoseinfusion im untersuchten Zeitraum nicht zur
Zellvermehrung gekommen ist, da sich die DNA-Gehalte der Inseln nicht verandert
haben. Dagegen nahm der Proteingehalt der Inseln nach 2 Tagen Infusion um ca.
80% zu. Keine weitere Zunahme erfolgte nach 5 Tagen. Diese Ergebnisse lassen auf
eine Hypertrophie schlieen, die nach 2 Tagen Infusion bereits abgeschlossen ist.
Dies stimmt mit den Daten in der Literatur Uberein (Bedoya & Jeanrenaud, 1991).
Aus den o. g. Daten geht also hervor, dass durch die Glukosedauerinfusion keine
Hyperplasie sondern nur eine Hypertrophie der Langerhans Inseln stattgefunden hat.
Ahnliche Befunde finden sich auch in der Literatur (Bonner-Weir, 1989). Der
Inselpraparat versucht also der Dauerbeanspruchung durch die permanente
Glukoseinfusion kompensatorisch mit einer Vergrollerung seiner B-Zellen
entgegenzuwirken.
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Glykogengehalt

Dauerinfusion bewirkt nach 2 Tagen nicht nur eine Hypertrophie des Inselgewebes.
Ahnlich wie in der Muskulatur (Vaag, Damsbo et al., 1992) findet sich auch eine
Zunahme des Glykogengehaltes und zwar auf das 4-fache. Dal® es sich dabei um
eine echte Zunahme und nicht nur um eine Parallelitat zur Hypertrophie handelt,
ergibt sich aus der Tatsache, dass sich der Proteingehalt lediglich um 80% erhdht
hat. Interessant und in Ubereinstimmung mit der Literatur (Malaisse et al., 1993) ist
die Beobachtung, dass der Glykogengehalt der Insel nach 5 Tagen wieder deutlich
geringer ist. Wahrend der Ruckgang des Glykogengehaltes in der Muskulatur
(Houdali et al., 2002; Sugden, Holness et al.,, 1997) moglicherweise auf
Insulinresistenz zurtckzuflihren sein kdnnte, trifft solches fur die B-Zelle nicht zu, da
dort die Glukoseaufnahme nicht insulinabhangig ist sondern Uber den insulin-
unabhangigen GLUT 2 verlauft. Die Glukoseaufnahme in die B-Zelle ist direkt
abhangig von der Glukosekonzentration im Blut, und diese ist nach 5 Tagen wieder
normal. Allerdings ist nicht bekannt, ob die Glukosesynthese der B-Zelle insulin-
abhangig ist. Immerhin verfugen auch Langerhans’'sche Inseln Uber
Insulinrezeptoren (Verspohl et al., 1980).

Insulingehalt

Bereits nach 2 Tagen Dauerinfusion kommt es zu einer drastischen Abnahme des
Insulingehaltes Langerhanscher Inseln ( Abb 5.2.5.1) und zwar sowohl berechnet auf
die Inselzahl als auch den DNA-Gehalt. Er ist noch deutlicher auf Proteinbasis, die
die Hypertrophie mitbertcksichtigt. Hier betragt er gegenuber den Kontrollen nur
noch 23%. Es halt also die Biosynthese nicht mit der Sekretion Schritt. Offenbar wird
durch die Hyperglykdmie nur die Sekretion aber nicht in gleichem Umfang die
Biosynthese sensibilisiert. Und insbesondere nach 5 Tagen Infusion durfte von der
Normoglykamie keine Stimulation der Biosynthese mehr ausgehen. Es ware an
dieser Stelle interessant zu wissen, ob dies auch fur den adipdsen Typ-lI-Diabetes
gilt, wenn es nach der Phase der Hyperinsulinamie zum relativen Insulinmangel
kommt.

In Arbeiten von Bedoya (1991) und Ammon et al. (1998) wurde bei 2 Tage
glukoseinfundierten Ratten im Vergleich mit der Kontrolle ein um ca. 80% reduzierter
Insulingehalt der Langerhans Inseln gefunden.

Die Messung desselben Parameters in der vorliegenden Arbeit sollte vor allem
Aufschlu® daruber geben, wie sich der Insulingehalt verhalt, wenn die
Glukosedauerinfusion von 2 auf 5 Tage ausgedehnt wird. Bei 2 Tage
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glukoseinfundierten Tieren reduziert sich der Insulingehalt auf ca. 35% im Vergleich
mit der Kontrolle. Bei 5-tagiger Dauerinfusion mit Glukose betragt der Insulingehalt
nur noch 20% des Wertes der Kontrolltiere. Allerdings sind die Werte von 2 und 5
Tage glukoseinfundierten Ratten nicht signifikant unterschiedlich.

Der stark reduzierte Insulingehalt, besonders bei 5-tagiger Glukoseinfusion, weist
zum einen unter Berucksichtigung der Plasmainsulinkonzentrationen auf eine noch
intakte Sekretion von Insulin hin. Zum andern zeigt diese starke Abnahme des
Insulinwertes beim Vergleich mit der Kontrolle, dass die Langerhans Inseln einen
grofRen Teil an Insulin ausschutten, um moglichst viel Glukose aus der Blutbahn zu
entfernen (s. Abb. 5.1.1).

Schlussfolgerungen

Allgemein lasst sich fur die funftagige hyperkalorische Dauerinfusion mit Glukose
sagen, dass in vivo bei den glukoseinfundierten Ratten verschiedene
Adaptationsmechanismen in Gang gesetzt werden, um den kurz nach Beginn der
Infusion stark erhéhten Blutglukosespiegel nach 5 Tagen auf das normoglykamische
Niveau zurickzufihren.

» Sensibilisierung der B-Zellen

Die Insulinsekretion ist nach 5 Tage Dauerinfusion noch intakt. Sie ist nicht nur noch
intakt, sondern die B-Zellen sind durch die Glukosedauerinfusion sogar sensibilisiert.
Dies wird insbesondere dadurch sichtbar, dass die Inseln bei der in vitro Inkubation
selbst bei 0 mM Glukose, d.h. in Abwesenheit von zugesetzter Glukose als
Stimulator, mehr Insulin sezernieren als bei den Kontrollen.

* Hypertrophie der B-Zellen

Um die hohe Sekretionsleistung zu ermdglichen, findet beim Inselapparat
kompensatorisch eine VergroRerung der B-Zellen statt. Es kommt jedoch nicht zu
einer Hyperplasie derselben Zellen, da es keinen Unterschied zwischen DNA-
Gehalten von glukose- und kochsalzinfundierten Ratten nach 5 Tagen Dauerinfusion
gibt.

» Erhdéhte Gewichtszunahme trotz verringerten Futterverbrauches

Der Hyperglykdmie entgegenwirkend tragt auch dazu bei, dass die
glukoseinfundierten Tiere weniger als die Kontrolltiere gefressen haben und dass bei
ihnen die Gewichtszunahme aber trotzdem ausgepragter als bei den
kochsalzinfundierten Ratten ausfallt. Moglicherweise wird ein Teil der
hyperkalorischen Glukosezufuhr in Fettsauren umgewandelt und in Form von Fett im
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Fettgewebe gespeichert. Die Skelettmuskulatur kommt als Speicherorgan
Uberschussiger Glukose nicht in Frage, da der Glykogengehalt der Skelettmuskulatur
nach 5 Tagen Infusion nur noch ein Drittel dessen aufwies, welcher nach 2 Tagen
Dauerinfusion festgestellt worden war.

¢ |nsulinresistenz

Um sich vor unphysiologischer Glukoseeinlagerung in die Muskulatur in Form von
Glykogen zu schitzen, scheint das Muskelgewebe eine Resistenz gegenuber Insulin
zu entwickeln, Uber deren mdglichen Mechanismus kurzlich von Houdali et al. (2002)
berichtet wurde.
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7 Zusammenfassung

Fragestellung

Charakteristisch flr den Typ-ll-Diabetes ist die Hyperglykamie, eine Insulinresistenz
und ein relativer Insulinmangel. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden,
wie sich eine permanent (5 Tage) stark erhohte, hyperkalorische Glukosezufuhr auf
die Funktion der B-Zelle auswirkt. Zu diesem Zweck wurde die Methode der
Glukosedauerinfusion ( funftagige Dauerinfusion mit einer 50%tigen Glukosel6sung
und mit einer Infusionsrate von 2ml/Stunde) angewandt.

Mit den gewonnenen Blutproben und den isolierten Langerhans Inseln sollten
folgende Fragen untersucht werden:

. Wie verhalten sich Blutglukosespiegel, Blutinsulinspiegel und Insulinogener
Index (Insulinwirksamkeit) nach einer Dauerinfusion von 5 Tagen?

. Findet sich zu dieser Zeit eine schwachere oder starkere Sensibilisierung der
Insulinsekretion als bei zweitagiger Dauerinfusion nachgewiesen?

. Ist eine mogliche gesteigerte Insulinsekretion auf eine Hyperplasie bzw.
Hypertrophie der Langerhans Inseln zurickzufliihren?

. Wie verhalt sich der Insulingehalt der Langerhans Inseln nach 5 Tagen
Dauerinfusion?

. Wie verhalten sich Fre3verhalten und Korpergewicht?

. In einer weiteren Dissertation (Houdali) sollte der Frage nach einer
moglicherweise entstehenden Insulinresistenz der Muskulatur unter den
gleichen Versuchsbedingungen nachgegangen werden.

Ergebnisse
In vivo Befunde

Durch die Dauerinfusion mit Glukose steigen die Blutzuckerwerte zunachst stark an.
Nach 24 Stunden erreichen sie das Maximum von 475 mg/dl. Sie sinken dann ab
und liegen nach 5 Tagen mit 130 mg/dl auf gleichem Niveau wie die der Kontrolltiere.

Der Plasmainsulinspiegel ist bei den glukoseinfundierten Ratten wahrend der
gesamten Infusionsdauer erhoht. Er erreicht nach 24 Stunden den Spitzenwert von
900pU/ml. Nach 5 Tagen ist der Plasmainsulinspiegel mit 200pU/ml immer noch
funfmal hoher als bei den Kontrolltieren.
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Der Insulinogene Index bei glukoseinfundierten Ratten ist mit 1,8 am ersten Tag
sechsmal und mit 1,2 nach finf Tagen viermal héher als bei der Kontrollgruppe.

In vitro Befunde

Die Insulinsekretion bei glukoseinfundierten Ratten ist in vitro stark erhoht. Schon im
Inkubationsmedium, welches keine Glukose enthalt, ist die Sekretion mit 500uU
Insulin /5Inseln /60min nach 2 Tagen zehnmal und mit 230uU Insulin /5Inseln /60min
nach 5 Tagen noch fast funfmal starker erhoht als bei den Kontrolltieren. Dieser
Anstieg halt bei einer Stimulation mit Glukosekonzentrationen von 2,8 mM bis 11,1
mM an. Bei weiterer Erhohung der Glukosekonzentrationen auf bis 28 mM ist die
Insulinsekretion nicht mehr steigerbar.

Fur das ATP/ADP-System ist ein starker Anstieg des ATP-Gehalts schon bei der
Inkubation ohne Glukose zu verzeichnen. Der daraus gebildete ATP/ADP-Quotient
von 5 unterscheidet sich signifikant von dem Quotienten (3,8) der Kontrolltiere. Bei
Stimulation mit Glukosekonzentrationen von 2,8 mM bis 28 mM sind die gefundenen
ATP/ADP-Quotienten glukose- und kochsalzinfundierter Ratten nicht mehr
voneinander signifikant verschieden.

Was die DNA-Gehalte Langerhans’scher Inseln anbetrifft, so ist sowohl bei glukose-
als auch kochsalzinfundierten Ratten keine Zunahme zu verzeichnen.

Bezlglich der Proteingehalte findet sich im Vergleich zu den Kontrollen bei den
glukoseinfundierten Tieren eine 80%ige Zunahme.

Umgekehrt verhalt es sich bei Insulingehalten: Nach 5 Tagen Glukoseinfusion ist der
Insulingehalt um 80% vermindert.

Bei den glukoseinfundierten Ratten ist wahrend der funftagigen Dauerinfusion der
Futterverbrauch um ein Drittel gesunken. Dagegen fand sich bei denselben Tieren
eine Zunahme des Korpergewichtes um 4 g. Eine Glukoseausscheidung im Urin
konnte bei den mit Glukose infundierten Ratten nach 5 Tagen Infusion nicht
beobachtet werden.

Schlussfolgerung

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich der Schlul, dass der
Gesamtorganismus auf die permanent erhohte Kalorienzufuhr durch Glukose sein
Insulinsekretionspotential gesteigert hat und zwar durch Hypertrophie und
Sensibilisierung der B-Zellen gegenuber Glukose. Ursache der Sensibilisierung
durfte ein hoher ATP/ADP-Quotient bei normalerweise nicht stimulatorischer
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Glukosekonzentration sein. Die Sensibilisierung der B-Zelle hat das Ziel, das
vermehrte Substratangebot aus dem Blut wegzuschaffen, was dann letztlich zu
erhdohter Gewichtszunahme flhrte. Zum anderen hat er die Nahrungsaufnahme
gedrosselt.

Was eine mogliche Glukosetoxizitat betrifft, kann man sagen, dass die funftagige
Dauerinfusion mit einer 50%tigen Glukoselésung eine solche noch nicht erkennen
laRkt. DarUber hinaus dirfte sich jedoch der Organismus bereits jetzt gegen die
permanent gesteigerte Insulinaktivitat zur Wehr setzen, indem er eine
Insulinresistenz (z.B. Muskulatur) ausbildet.
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