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1. EINLEITUNG 

D i a b e t e s m e l l i t u s - d i e F e s t s t e l l u n g d i e s e r D i a g n o s e i s t n i c h t 
immer g l e i c h b e d e u t e n d m i t dem Tod d e r M e h r z a h l d e r B - Z e l l e n 
i n den L a n g e r h a n s s c h e n I n s e l n d e s P a n k r e a s . 
E i n a b s o l u t e r I n s u l i n m a n g e l i s t k e n n z e i c h n e n d für den j u v e n i 
l e n D i a b e t i k e r (Typ I D i a b e t e s ) , wogegen e i n r e l a t i v e r I n s u 
l i n m a n g e l d u r c h inadäquate Ausschüttungsmengen a u f e i n e n 
S e k r e t i o n s r e i z , Insulinrezeptorenstörungen und/oder P o s t r e 
z e p t o r d e f e k t e a l s U r s a c h e n des sogenannten A l t e r s d i a b e t e s 
(Typ I I D i a b e t e s ) angesehen werden ( 1 3 1 ) . Aus dem Verständnis 
d e r p h y s i o l o g i s c h e n T r i g g e r m e c h a n i s m e n l a s s e n s i c h v e r s c h i e 
dene Gründe für d i e ( T e i l - ) Hemmung d e r I n s u l i n s e k r e t i o n ab
l e i t e n . E i n e z e n t r a l e R o l l e s p i e l e n d a b e i das K a l z i u m i o n und 
d i e P r o s t a g l a n d i n d e r i v a t e . 

K o h l e n h y d r a t e und I n s u l i n s e k r e t i o n 

Nur m e t a b o l i s i e r b a r e und das ATP-Niveau e r h a l t e n d e K o h l e n 
h y d r a t e ( 6 ) , ( 8 5 ) , ( 8 7 ) , ( 1 0 1 ) , ( 1 5 8 ) , ( 1 7 0 ) , ( 1 9 8 ) , ( 1 9 9 ) , 
( 2 0 0 ) und d a r a u s a b l e i t b a r e Aminosäuren ( 1 5 8 ) , ( 1 9 8 ) p r o v o z i e 
r e n b e i a l l e i n i g e r E i n w i r k u n g a u f d i e B - Z e l l e n d e r L a n g e r h a n s 
s c h e n I n s e l n e i n e c h a r a k t e r i s t i s c h e Insulinausschüttung. 
Das w i c h t i g s t e K o h l e n h y d r a t i s t d i e D - G l u c o s e , was s i c h m i t 
i h r e r Bedeutung i n v i v o v e r b i n d e n läßt. 
B e i d e r h i e r gewählten V e r s u c h s a n o r d n u n g ( s i e h e K a p i t e l 2) 
w i r d d a s i s o l i e r t e R a t t e n p a n k r e a s von e i n e r künstlichen B l u t 
ersatzlösung durchströmt, d i e i n Bezug a u f den o n k o t i s c h e n 
Druck, d i e O s m o l a r i t a t r das pH und d i e Ionenzusammensetzung 
dem p h y s i o l o g i s c h e n Medium w e i t e s t g e h e n d e n t s p r i c h t . Nach 
15 Minuten V o r p e r f u s i o n m i t s i c h e r s u b s t i m u l a t o r i s c h e n 3mM 
G l u c o s e ( 5 0 ) ( = K o n t r o l l p h a s e ) löst 20mM G l u c o s e e i n e b i p h a -
s i s c h e K i n e t i k d e r I n s u l i n s e k r e t i o n ( 3 6 ) , ( 9 9 ) a u s , wobei d i e 
s c h n e l l e e r s t e Phase d u r c h e i n e n k u r z d a u e r n d e n Peak ^ I n i t i a l -
phase I = c a . 5 Min.) und d i e n a c h f o l g e n d e z w e i t e P h a s e 
(= Sekundärphase S ) d u r c h e i n e n langsamen A n s t i e g von einem 
T i e f p u n k t b i s i n etwa a u f Peakhöhe g e k e n n z e i c h n e t i s t ( 2 8 ) , ( 1 9 8 ) . 
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Abb. 1: S c h e m a t i s c h e D a r s t e l l u n g d e r Phasen d e r G l u c o s e - i n d u 
z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n (S = Sekundärphase, I = I n i 
t i a l p h a s e ) 

D i e vorgegebene V e r s u c h s a n o r d n u n g erfaßt d i e z e i t l i c h e Ab
f o l g e d e r Größe d e r I n s u l i n f r e i s e t z u n g und n i c h t d i e e l e k t r o -
p h y s i o l o g i s c h e n , b i o c h e m i s c h - m e t a b o l i s e h e n Vorgänge und mor
p h o l o g i s c h e n Veränderungen i n den B - Z e l l e n ( 4 2 ) . 
V o r a n g e s t e l l t s e i d e s h a l b zunächst e i n e zusammenfassende Be
s c h r e i b u n g d e r gegenwärtigen K e n n t n i s s e des Mechanismus d e r 
G l u c o s e - s t i m u l i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n , d i e im w e s e n t l i c h e n 
e i n e V e r b i n d u n g ( 6 ) , ( 2 8 ) , ( 1 9 8 ) d e r M e m b r a n - ( C y t o s o l - ) G l u c o -
s e r e z e p t o r ( 1 0 1 ) , (127) m i t d e r G l u c o s e v e r s t o f f w e c h s e l u n g s -
( B r e n n s t o f f - ) T h e o r i e ( 6 ) , ( 5 1 ) , ( 1 1 9 ) , ( 1 2 0 ) b e i n h a l t e t . Der 
D - G l u c o s e s p i e g e l i n d e r B - Z e l l e g l e i c h t s i c h a u g e n b l i c k l i c h 
d e r extrazellulären K o n z e n t r a t i o n an ( 6 4 ) , ( 6 6 ) , ( 1 2 1 ) , ( 1 2 6 ) . 
Der g e s c h w i n d i g k e i t s b e s t i m m e n d e S c h r i t t z u r E i n s c h l e u s u n g d e s 
Glucosemoleküls i n d i e G l y k o l y s e i s t d i e P h o s p h o r y l i e r u n g zu 
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G l u c o s e - 6 - P h o s p h a t m i t t e l s s p e z i e l l e r G l u c o k i n a s e n und d e r üb
l i c h e n H e x o k i n a s e ( 1 3 0 ) und n i c h t d e r T r a n s p o r t i n d i e Z e l l e 
( 6 ) r ( 5 7 ) . 
D i e G l u c o k i n a s e t r a n s f o r m i e r t s o z u s a g e n d i e extrazelluläre 
G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n i n e i n e erhöhte G l y k o l y s e a k t i v i t a t und 
s t e l l t s o m i t e i n mögliches E r k e n n u n g s s y s t e m für G l u c o s e i n den 
B - Z e l l e n d a r ( 1 3 0 ) . 

S u b s t r a t m e t a b o l i s m u s und transmembranöse I o n e n v e r s c h i e b u n g e n 

U n m i t t e l b a r nach d e r G l u c o s e a p p l i k a t i o n s t e i g e n d i e Kon
z e n t r a t i o n e n d e r r e d u z i e r t e n P y r i d i n n u c l e o t i d e und d e r H + - I o n e n , 
d i e aus d e r G l y c o l y s e und zu einem g e r i n g e n A n t e i l ( 8 ) , ( 5 7 ) 
a u s dem P e n t o s e p h o s p h a t - S h u n t stammen, an ( 1 4 2 ) , ( 1 6 3 ) . 
Das NAD(P)H und das H + - I o n a l s p o t e n t e Auslöser e i n e r I n s u l i n 
s e k r e t i o n ( 1 8 6 ) s i n d z w e i e n t s c h e i d e n d e K o p p l u n g s f a k t o r e n ( 1 1 7 ) , 
( 1 6 2 ) z w i s c h e n S u b s t r a t m e t a b o l i s m u s und d a r a u f f o l g e n d e n i n t r a -
extrazellulären E l e k t r o l y t v e r s c h i e b u n g e n ( 2 3 ) , ( 7 2 ) , ( 1 2 0 ) , 
( 1 4 0 ) , ( 1 6 1 ) . 
D i e g e s t e i g e r t e intrazelluläre Er z e u g u n g von H + - I o n e n d u r c h 
G l u c o s e , d i e nach außen a l s Nettoausstoß von H + - I o n e n i m p o n i e r t 
( 1 1 7 ) , ( 1 4 1 ) , kann den m i t t e l s natürlicher Iono p h o r e n e r l e i c h 
t e r t e n Κ - und Ca - E f f l ux a l s F o l g e e i n e r Η - I o n e n - B l o c k a d e 
d e r C a + + - I o n o p h o r e n r e s u l t i e r e n ( 1 2 0 ) . 
Der V e r g l e i c h d e r ( G l u c o s e - ) D o s i s - A n t w o r t - K u r v e für den H + - E f f -
l u x e i n e r s e i t s , m i t d e r i n i t i a l e n Hemmung des C a + + - E f f l u x 
(= e r s t e P h a s e ) ( 9 5 ) , ( 1 1 4 ) , ( 1 2 4 ) und d e r vorübergehenden, t e -
y e r s i b l e n Abnahme d e s K + - E f f l u x ( 6 9 ) a n d e r e r s e i t s , läßt e i n e 
U r s a c h e - W i r k u n g s - B e z i e h u n g w a h r s c h e i n l i c h e r s c h e i n e n ( 1 1 7 ) , 
( 1 2 0 ) . 
D i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e , e r n i e d r i g t e K + - P e r m e a b i I i t a t b e d i n g t 
e i n e D e p o l a r i s a t i o n d e r B-Zellmembran ( 6 ) , ( 6 9 ) , ( 7 1 ) , ( 7 6 ) , 
d i e i n Form von A k t i o n s p o t e n t i a l e n r e g i s t r i e r b a r i s t ( 3 3 ) , 
( 1 4 1 ) . D i e M e m b r a n d e p o l a r i s a t i o n r e a k t i v i e r t d i e Leitfähigkeit 
d e r potentialabhängigen C a + + - K a n ä l e ( 5 ) , ( 6 ) , ( 7 4 ) und r u f t 
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i n i t i a l e i n e n C a + + - I n f l u x ( 2 5 ) , ( 6 9 ) , ( 1 1 4 ) h e r v o r , d e r nach 
3 - 4 Minuten t r o t z p e r s i s t i e r e n d e r i n i t i a l e r Effluxhemmung von 
einem w i e d e r e r s t a r k t e n C a + + - E f f l u x (= z w e i t e P h a s e ) ( 8 0 ) , ( 9 5 ) , 
( 1 1 3 ) überdeckt w i r d . 
D i e s e r C a + + - E f f l u x a n s t i e g r e k r u t i e r t s i c h zum e i n e n T e i l aus 
einem C a + + / C a + + - A u s t a u s c h p r o z e s s ( 1 1 6 ) , ( 1 2 0 ) , i n dem einströ
mendes K a l z i u m intrazellulär gebundenes e r s e t z t ( 4 ) , ( 7 7 ) , und 
zum a n d e r e n T e i l f o l g t e r d e r I n s u l i n f r e i s e t z u n g ( 7 9 ) , d.h. e r 
s c h e i n t mehr e i n e F o l g e a l s e i n e U r s a c h e d e r S t i m u l u s - S e k r e 
t i o n s - K o p p e l u n g zu s e i n ( 9 6 ) . 

V e r t e i l u n g und Regulationsvorgänge d e s intrazellulären C a + + 

D i e d u r c h v e r s c h i e d e n a r t i g e , d e p o l a r i s i e r e n d w i r k e n d e n Maßnah-
4 5 + + 

men ( 5 ) , ( 6 8 ) , ( 7 4 ) , ( 1 0 7 ) v e r u r s a c h t e Ca -Nettoaufnahme 
( 6 1 ) , ( 7 8 ) , ( 9 7 ) , ( 1 4 8 ) , ( 1 9 4 ) führt zu e i n e r k r i t i s c h e n Erhö
hung d e s c y t o s o l i s c h f r e i e n , i o n i s i e r t e n K a l z i u m s ( 6 ) , (190),. 
d a s ursächlich für d i e Auslösung d e r Insulinausschüttung i s t 
( 1 6 0 ) , ( 1 9 2 ) und d i e s e im Verhältnis zum C a + + - G e h a l t des 
C y t o s o l s s t e i g e r t ( 1 2 2 ) . 
Um e i n e inadäquate S e k r e t i o n zu v e r h i n d e r n , nimmt HEDESKOV ( 5 7 ) 
ab e i n e r g e w i s s e n Höhe des c y t o s o l i s e h e n C a * ^ - S p i e g e l s das I n 
k r a f t t r e t e n von " f e e d - b a c k M - K o n t r o l l m e c h a n i s m e n an. E i n e große 
R o l l e für d i e c y t o p l a s m a t i s c h e C a + + - E r h ö h u n g s p i e l e n e i n ge
s t e i g e r t e r intra-extrazellulärer Umsatz ( 1 9 4 ) , wobei d e r K a l 
z i u m g e s a m t g e h a l t d e r I n s e l n k o n s t a n t b l e i b t ( 4 ) , ( 1 1 ) , ( 1 9 3 ) , 
( 1 9 5 ) und intrazelluläre Umverteilungsvorgänge ( 1 1 0 ) d e r v e r 
s c h i e d e n G l u c o s e - e m p f i n d l i c h e n C a + + - K o m p a r t i m e n t e ( 6 7 ) , ( 1 2 2 ) , 
( 1 3 9 ) . Zum e i n e n g i b t e s den oberflächlichen, s c h n e l l m o b i l i 
s i e r b a r e n C a + + - P o o l , submembranös oder i n d e r Plasmamembran d e r 
B - Z e l l e n g e l e g e n , d e r für d i e a k u t e Phase d e r I n s u l i n s e k r e t i o n 
n o t w e n d i g oder s o g a r d e r e n U r s a c h e ( 62) i s t , und zum anderen 
für d i e z w e i t e Phase e i n e n schwer m o b i l i s i e r b a r e n C a + + - P o o l i n 
den subzellulären S t r u k t u r e n ( 1 5 ) , ( 4 5 ) , ( 6 0 ) , ( 1 0 0 ) , ( 1 1 0 ) . 
Dennoch i s t d i e Verfügbarkeit von extrazellulärem C a + + unbe
d i n g t e r f o r d e r l i c h für d i e e r s t e Phase d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n 
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I n s u l i n s e k r e t i o n , w e n i g e r für d i e z w e i t e , d i e hauptsächlich 
von c A M P - v e r m i t t e l t e r U m v e r t e i l u n g d es intrazellulären K a l z i u m s 
von den Z e l l o r g a n e l l e n i n s C y t o s o l g e s t e u e r t w i r d ( 7 0 ) , ( 1 6 7 ) . 
Ohne j e g l i c h e s extrazelluläres C a + + w i r d k e i n I n s u l i n f r e i g e 
s e t z t ( 3 7 ) , ( 1 3 7 ) . 

C a l m o d u l i n , cAMP und d e r Exocytoseprozeß 

C a l m o d u l i n , e i n Ca + +-abhängiges ( 1 8 2 ) und d u r c h erhöhte c y t o -
s o l i s c h e C a + + - K o n z e n t r a t i o n a k t i v i e r b a r e s ( 1 2 2 ) , ( 1 8 3 ) R e g u l a 
t o r p r o t e i n konnte i n hohen K o n z e n t r a t i o n e n i n R a t t e n p a n k r e a s -
i n s e l n n a c h g e w i e s e n und d a r g e s t e l l t werden ( 1 6 6 ) , ( 1 7 2 ) , ( 1 7 9 , 
Übersicht). 
E s s t i m u l i e r t d i e membranständige A d e n y l a t - C y c l a s e ( 8 3 ) , ( 1 7 9 ) 
z u r B i l d u n g von cAMP ( 2 9 ) , ( 1 6 6 ) , ( 1 8 2 ) , w e l c h e s im Gesamtpro
zeß d e r I n s u l i n s e k r e t i o n mehr d i e R o l l e e i n e s Verstärkers ( 1 2 2 ) 
und/oder P o t e n t i a t o r s ( 5 3 ) , ( 5 8 ) , ( 8 8 ) , ( 1 2 0 ) , ( 1 6 6 ) , ( 1 8 2 ) 
s p i e l t und demnach e r s t nach d e r Erhöhung d e r C a + + K o n z e n t r a t i o n 
im C y t o s o l ( 4 9 ) , ( 1 6 6 ) v i a Calmodulin-abhängiger A d e n y l a t -
C y c l a s e r e g u l i e r t w i r d ( 7 4 ) , ( 1 2 2 ) . 
Das cAMP und C a + + - C a l m o d u l i n a k t i v i e r e n a uf v o n e i n a n d e r ge
t r e n n t e n Wegen ( 1 5 9 ) , ( 1 7 9 ) d i e j e w e i l s davon abhängige P r o t e i n 
k i n a s e , d i e d u r c h P h o s p h o r y l i e r u n g e n im mikrotubulären-mikro-
filamentösen System ( 4 6 ) , d e r Zellmembran ( 1 7 2 ) und d e r S e k r e t 
g r a n u l a ( 1 7 4 ) d e r e n E i g e n s c h a f t e n s o ändert, daß d a s I n s u l i n 
d e r S e k r e t g r a n u l a d u r c h E x o c y t o s e i n d a s I n t e r s t i t i u m f r e i g e 
s e t z t w i r d ( 6 ) , ( 4 7 ) . 
Das I n s u l i n d e r e r s t e n Phase stammt a us G r a n u l a , d i e s e h r nahe 
der Z e l l w a n d - P l a s m a m e m b r a n - E i n h e i t g e l a g e r t s i n d , im G e g e n s a t z 
zu d e n j e n i g e n für d i e z w e i t e Phase, d i e e r s t e n t l a n g von Mi k r o -
t u b u l i vom O r t d e r S y n t h e s e zu dem d e r E x o c y t o s e wandern müssen 
( 1 2 3 ) . Der Exocytoseprozeß i s t von ausgeprägten Veränderungen 
i n d e r P h o s p h o l i p i d z u s a m m e n s e t z u n g d e r B-Zellmembran b e g l e i t e t , 
denen e i n e R o l l e b e i d e r K o n t r o l l e d e r I n s u l i n f r e i s e t z u n g s r a t e 
zukommen könnte ( 1 3 8 ) , ( s . a . u n t e n ) . 
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E i n e w e i t e r e Wirkung d e s cAMP i s t d i e Hemmung d e r Ca**-abhängi-
gen ATPase ( 4 4 ) , ( 8 2 ) , ( 1 6 0 ) , w e l c h e K a l z i u m vom C y t o s o l i n 
d i e Z e l l o r g a n e l l e n , v o r a l l e m M i t o c h o n d r i e n ( 4 4 ) , ( 5 3 ) , (171) 
befördert, wodurch d i e K o n z e n t r a t i o n an i o n i s i e r t e m C a + + im 
C y t o s o l erhöht w i r d ( 1 9 ) , ( 1 6 0 ) , ( 1 6 7 ) , ( 1 7 1 ) , ( 1 7 5 ) . 
Der l e t z t e r e E f f e k t könnte a b e r auch d u r c h F r e i s e t z u n g von 
Mitochondrien-gebundenem ( 1 9 ) oder aus S e k r e t g r a n u l a stammendem* 
( 5 3 ) , ( 1 9 3 ) K a l z i u m e r r e i c h t werden. 
cAMP s c h e i n t e i n H a u p t f a k t o r i n d e r Regelung d e r C a + + - K o n z e n -
t r a t i o n im C y t o s o l und i n den Z e l l o r g a n e l l e n ( 1 9 ) , ( 1 1 5 ) , (122)) 
zu s e i n , obwohl ohne d i e G l u c o s e - b e d i n g t e Hemmung d e s C a + + -
E f f l u x k e i n a u s r e i c h e n d e r A n s t i e g über e i n e k r i t i s c h e S c h w e l 
l e n k o n z e n t r a t i o n für d i e Sekretionsauslösung zu e r r e i c h e n i s t 
( 1 8 ) , ( 1 6 5 ) . 
E i n e intrazellulär p a r t i k e l g e b u n d e n e m i t n i e d r i g e r K^ und e i n e 
gelöste P h o s p h o d i e s t e r a s e m i t hoher K^ i n a k t i v i e r e n cAMP zu 
5'AMP ( 1 6 5 ) . 

P r o s t a g l a n d i n d e r i v a t e und I n s u l i n s e k r e t i o n 

N i c h t abschließend geklärt i s t , i n welchem Ausmaß und an w e l 
c h e n P u n k t e n d e r S t i m u l u s - S e k r e t i o n s - K o p p e l u n g l e t z t e n d l i c h d u e 
F o l g e p r o d u k t e d e r l a n g k e t t i g e n , hochungesättigten Fettsäuren 
b e t e i l i g t s i n d . 
D i e E r s t b e s c h r e i b u n g d e r S t r u k t u r f o r m e l n d e r a l l c i s - 8 , 1 1 , 1 4 -
Eicosatrien-(=Homo-y-1inolensäure), d e r a l l c i s - 5 , 8 , 1 1 , 1 4 -
E i c o s a t e t r a e n - (=Arachidonsäure) und d e r a l l e i s - 5 , 8 , 1 1 , 1 4 , 1 7 -
Eicosapentaensäure a l s Präkursoren d e r e n t s p r e c h e n d e n P r o s t a 
g l a n d i n e Ε , E 2 , E 3 geht a u f BERGSTRÖM e t a l . , 1964, ( 1 2 ) z u 
rück. 



all e i s - 8,11,14- E i c o s a t r i e n s ä u r e 

Abb. 2: S t r u k t u r f o r m e l n d e r Präkursoren ( 1 2 ) , ( 1 3 ) , ( 4 0 ) 
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Für d i e Arachidonsäure ( = AA) konnten METZ e t a l . ( 1 3 6 ) i n den 
e n d o k r i n e n I n s e l z e l l e n zwei mögliche weiterführende S t o f f w e c h 
s e l w e g e n a c h w e i s e n , d e r e n e r s t e r v i a C y c l o o x y g e n a s e b i s zu 
den d i v e r s e n P r o s t a g l a n d i n e n (= PG) und Thromboxanen (= TX) 
( 3 4 ) , ( 5 6 ) , ( 1 5 0 ) , ( 1 5 6 ) , ( 1 7 3 ) und d e r e n z w e i t e r v i a 
L i p o x y g e n a s e , neben v i e l e n a n d e r e n zum hauptsächlichen Endpro
d u k t 12-Hydroxyeicosatetraensäure (= 12-HETE) ( 1 3 5 ) führt 
( s i e h e Abb. 3 ) . 

P h o s p h o l i p i d e der • AA ^ 12 Hydroperoxyeico-
Plasmamembran Phosphol i p a s e L i p o x y g e n a s e s a t e t r a e n s a u r e 

6-KETO-PGF TXB l*t 2 

Abb. 3: S c h e m a t i s c h e D a r s t e l l u n g d e r S t o f f w e c h s e l w e g e von 
Arachidonsäure 
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I n Abhängigkeit von den gewählten V e r s u c h s b e d i n g u n g e n b e e i n f l u s 
s e n d i e P r o s t a g l a n d i n e d e r E- bzw. F - S e r i e d i e I n s u l i n s e k r e t i o n 
r e c h t u n t e r s c h i e d l i c h . E s w i r d am i s o l i e r t e n , p e r f u n d i e r t e n 
R a t t e n p a n k r e a s b e i G l u c o s e - s t i m u l i e r t e r I n s u l i n s e k r e t i o n sowohl 
e i n e S t e i g e r u n g ( 2 ) , ( 1 4 5 ) , ( 1 4 4 ) a l s auch k e i n E f f e k t ( 1 0 2 ) , 
( 1 1 2 ) b e o b a c h t e t . 
B e i s u b s t i m u l a t o r i s c h e r G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n z e i g t s i c h k e i n e 
Wirkung ( 1 0 2 ) , ( 1 5 7 ) oder z.T. nur e i n g e r i n g e r m o n o p h a s i s c h e r 
A n s t i e g ( 1 0 2 ) . Auch an i s o l i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s i n s e l n gewon
nene E r g e b n i s s e s i n d widersprüchlich ( 2 0 ) , ( 8 9 ) . 

D i e W i r k u n g s w e i s e d e r P r o s t a g l a n d i n e E 1 , E ^ und F ^ i m H i n b l i c k 
a u f d a s e l e k t r o p h y s i o l o g i s c h - b i o c h e m i s c h e Modell s c h e i n t z.T. 
i n e i n e r B e e i n f l u s s u n g d e s M e m b r a n p o t e n t i a l s , d e r C a + + - I o n e n -
ströme ( 1 4 7 ) und i n der Aktivitätssteigerung d e r A d e n y l a t -
C y c l a s e ( 8 9 ) , ( 9 0 ) zu l i e g e n . 
LANDGRAF e t a l . ( 1 0 2 ) kommen zu dem E r g e b n i s , daß n i c h t s o s e h r 
d i e P G -Synthese, s o n d e r n d i e i n I n s e l n vorhandene Aktivität d e r 
P h o s p h o l i p a s e A^ ( 1 0 6 ) i n e r s t e r L i n i e i n den Sekretionsprozeß 
e i n g e s c h a l t e t i s t . 
Bestätigt w i r d d i e s d u r c h d i e S t u d i e n von YAMAMATO e t a l . ( 1 9 7 ) 
und KATO e t a l . ( 9 4 ) an i s o l i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s i n s e l n , i n 
denen G l u c o s e d i r e k t oder i n d i r e k t d i e Membran-Phospholipase 
&2 s t i m u l i e r t und d a d u r c h Arachidonsäure f r e i s e t z t , w e l c h e v i a 
L i p o x y g e n a s e oder C y c l o o x y g e n a s e m e t a b o l i s i e r t w i r d . 
Ebenso a k t i v i e r t G l u c o s e dosisabhängig d i e C y c l o o x y g e n a s e i n 
R a t t e n p a n k r e a s i n s e l n ( 3 1 ) . 
P h o s p h a t i d y l - i n o s i t o l i s t e i n e w a h r s c h e i n l i c h e endogene Q u e l l e 
für gewöhnlich i n d e r 2 e r P o s i t i o n v e r e s t e r t e Arachidonsäure 
i n R a t t e n p a n k r e a s i n s e l n und e s w i r d auch p a r a l l e l z u r z w e i t e n 
Phase d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n h y d r o l y s i e r t ( 9 ) , 
(32 ) . 

Die genannte P h o s p h a t i d y l - i n o s i t o l - H y d r o l y s e benötigt d i e An
w e s e n h e i t von extrazellulärem K a l z i u m und i s t o f f e n s i c h t l i c h 
F o l g e und n i c h t U r s a c h e d e s i n i t i a l e n C a + + - I n f l u x ( 9 ) . 
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Der erhöhte Umsatz von P h o s p h a t i d y l - i n o s i t o l i s t wohl z.T. a u c h 
C a + + - C a l m o d u l i n - v e r m i t t e l t , w e i l d i e s e s i n d e r Lage i s t , d i e 
P h o s p h o l i p a s e A 2 zu s t i m u l i e r e n ( 3 5 ) . 
D i e m i t d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n p a r a l l e l e i n 
hergehende F r e i s e t z u n g endogener Arachidonsäure v i a Phospho
l i p a s e A^ ( 1 3 3 ) und d e r e n O x i d a t i o n v i a L i p o x y g e n a s e ( 1 3 6 ) 
könnte e i n e Erklärung für das b i p h a s i s c h e S e k r e t i o n s m u s t e r b i e 
t e n ( 1 3 3 ) . 
METZ e t a l . (133) l e i t e n aus i h r e n E r g e b n i s s e n w e i t e r h i n ab, 
daß d i e P h o s p h o l i p a s e d i e R o l l e e i n e s "Glucose-Fühlers" 
s p i e l t und d i e Arachidonsäurefreisetzung i n d i e S t i m u l u s -
S e k r e t i o n s - K o p p e l u n g e i n g e s c h a l t e t i s t ( 1 3 5 ) . D i e i n s t a b i l e n 
F o l g e p r o d u k t e d e r L i p o x y g e n a s e ( z . B . 1 2 - H y d r o p e r o x y e i c o s a t e -
traensäure), w e l c h e d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n f r e i s e t z u n g 
s t i m u l i e r e n , wären dann im S i n n e e i n e s " S t a r t - S i g n a l s " zu i n 
t e r p r e t i e r e n und d i e R e d u k t i o n m i t t e l s r e d u z i e r e n d e r Äquivalen
t e aus dem G l u c o s e s t o f f W e c h s e l zu den s t a b i l e n , a b e r w i r k u n g s 
l o s e n Endprodukten ( z . B . 12-Hydroxyeicosatetraensäure), a l s 
" S t o p - S i g n a l " ( 1 3 5 ) . 
D i e L i p o x y g e n a s e - F o l g e p r o d u k t e e r s c h e i n e n a l s d i e d i e I n s u l i n 
s e k r e t i o n v e r m i t t e l n d e " t h i r d m e s s e n g e r " ( 1 3 3 ) . 
A l s a n t a g o n i s t i s c h e s System dazu führt d e r M e t a b o l i s m u s d e r 
Arachidonsäure v i a C y c l o o x y g e n a s e zu e i n e r Verminderung d e r 
G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n ( 1 3 6 ) . 

Zusammenfassend läßt s i c h k o n s t a t i e r e n , daß m e t a b o l i s c h e Abläu
f e z u r Erkennung d e r G l u c o s e a l s S t i m u l u s für d i e B - Z e l l e n , 
E l e k t r o l y t v e r s c h i e b u n g e n ( v . a . C a + + - E r h ö h u n g b i s zu e i n e r k r i 
t i s c h e n G r e n z e ) z u r Auslösung und d a s M i t w i r k e n von m i k r o t u b u -
lären-mikrofilamentösen P r o z e s s e n i n d e r E x o c y t o s e z u r Auf
r e c h t e r h a i tung d e r I n s u l i n s e k r e t i o n notwendig s i n d ( 1 2 0 ) . 
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Z i e l e d e r A r b e i t 

D i e b esondere Bedeutung d e s G l u c o s e s t o f f w e c h s e i s , d e r K a l z i u m - -
i o n e n k o n z e n t r a t i o n e n , d e s "second m e s s e n g e r s " cAMP s o w i e d e r 
F o l g e p r o d u k t e d e r hochungesättigten Fettsäuren für d i e Mecha
nismen d e r I n s u l i n s e k r e t i o n i s t nach dem a u f g e z e i g t e n M o d e l l 
e v i d e n t . 
Größtenteils wurden d i e s e E r k e n n t n i s s e an s t a t i s c h e n I n k u b a 
t i o n s s y s t e m e n m i t i s o l i e r t e n , d e r m e c h a n i s c h e n A l t e r a t i o n un
m i t t e l b a r a u s g e s e t z t e n P a n k r e a s i n s e l n oder I n s e l z e l l k u l t u r e n 
gewonnen. Daraus e r g i b t s i c h zum e i n e n d i e Begründung für d i e s e 
A r b e i t , S t o f f e zu t e s t e n , d i e Einfluß a u f d i e oben g e n a n n t e n 
H a u p t f a k t o r e n des S e k r e t i o n s m e c h a n i s m u s ausüben und zum a n d e r e n 
e i n V e r s u c h s s y s t e m zu wählen, d a s d e r Dynamik d e r I n s u l i n f r e i 
s e t z u n g Rechnung trägt, S e q u e n z e x p e r i m e n t e s n einem i s o l i e r t e n 
P a n k r e a s e r l a u b t und d i e P a n k r e a s i n s e l n s e l b s t d a b e i unange
t a s t e t läßt. 

Im Rahmen d e r b i o l o g i s c h e n Variabilität i s t d i e m i t 20 mM 
G l u c o s e h e r v o r g e r u f e n e I n s u l i n s e k r e t i o n s k i n e t i k ( v g l . Abb. 1) 
k o n s t a n t r e p r o d u z i e r b a r ( 9 9 ) . 
Auf d i e s e r G r u n d l a g e w i r d u n t e r s u c h t , ob d u r c h d i e v o r a u s 
gehende und/oder d i e m i t G l u c o s e s i m u l t a n e n E i n w i r k u n g e n von 
Prostaglandinpräkursoren, Äthanol, K a l z i u m , T h e o p h y l l i n und 
D 600 i n j e w e i l s u n t e r s c h i e d l i c h e n K o n z e n t r a t i o n e n e i n e n modi
f i z i e r e n d e n Einfluß a u f e i n d u r c h k o n s t a n t e G l u c o s e s t i m u l a t i o n 
e r r e i c h t e s " s t e a d y s t a t e " d e r S e k r e t i o n ausüben. 

Di e Gründe, d i e für d i e Verwendung von PG-Präkursoren s p r e c h e n , 
l i e g e n zunächst i n d e r großen H e t e r o g e n ! t a t d e r P r o s t a g l a n d i n e 
s e l b s t , d i e b e i exogener A p p l i k a t i o n , j e nach V e r s u c h s b e d i n 
gungen, s e h r gegensätzliche R e a k t i o n e n i n Bezug a u f d i e I n s u l i n 
ausschüttung h e r v o r r u f e n ( 1 5 1 ) ( s . a . o b e n ) . 

W e i t e r h i n h a n d e l t e s s i c h um intrazelluläre R e g u l a t o r e n ( 5 5 ) 
mit einem hohen Umsatz ( 1 8 4 ) , w e s h a l b i n d e r Verwendung d e r 
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V o r s t u f e n der p h y s i o l o g i s c h e r e Weg zu sehen i s t , i h r e Bedeutung 
im Sekretionsprozeß aufzuklären und d i e o r g a n e i g e n e n Enzym
systeme z u r Wirkung kommen zu l a s s e n . 
Außerdem hat s i c h d i e Verfügbarkeit an f r e i e n , hochungesättig
ten Fettsäuren i n Form d e r V o r s t u f e n ( z . B . Arachidonsäure) a l s 
e i n g e s c h w i n d i g k e i t s b e s t i m m e n d e r S c h r i t t i n d e r endogenen PG-
S y n t h e s e h e r a u s g e s t e l l t ( 1 8 7 ) . 
Um d i e endogene F r e i s e t z u n g d e r Präkursoren a us P h o s p h o l i p i d e n 
und T r i g l y c e r i d e n ( 2 0 2 ) m i t t e l s P h o s p h o l i p a s e n z u umgehen ( 1 8 5 ) , 
werden d i e gemeinsamen V o r s t u f e n d e r P r o s t a g l a n d i n e und d e r 
Hydroxyfettsäuren dem Organ d i r e k t a n g e b o t e n . 

Die Anfälligkeit d e r hochungesättigten Fettsäuren gegenüber 
S a u e r s t o f f - und Lichteinflüssen macht d i e Überprüfung d e r 
chemischen Stabilität zum Z e i t p u n k t d e s E r r e i c h e n s d e r Bauch
speicheldrüse und danach e r f o r d e r l i c h . 
Da d i e Präkursoren i n a b s o l u t e m Äthanol gelöst dem P e r f u s i o n s 
medium zu g e m i s c h t werden, muß u n t e r s u c h t werden, ob von d i e s e m 
i n d e r verwendeten K o n z e n t r a t i o n e i n e Wirkung a u f d i e b a s a l e 
oder G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n a u s g e h t . 

Aus E x p e r i m e n t s e r i e n von LANDGRAF e t a l . ( 1 0 3 ) geh t h e r v o r , daß 
der Phosphodiesterasehemmer T h e o p h y l l i n a u f d i e L e u c i n - s t i m u -
l i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n e h e r e i n e n s u p p r e s s i v e n E f f e k t ausübt. 
Somit i s t e i n w e i t e r e s Z i e l , Aufschlüsse darüber zu e r h a l t e n , 
ob s i c h d i e G l u c o s e - s t i m u l i e r t e I n s u l i n f r e i s e t z u n g u n t e r Theo-
p h y l l i n e i n w i r k u n g ähnlich verhält bzw. ob e i n e e t w a i g e Hemmung 
zusätzlich e i n e Abhängigkeit von d e r extrazellulären Ca* +-Kon-
z e n t r a t i o n erkennen läßt. D i e Bedeutung des extrazellulären 
C a + + für den Sekretionsprozeß w i r d i n den E x p e r i m e n t e n m i t 
D 600, einem B l o c k e r von transmembranösen C a + + - K a n ä l e n , näher 
u n t e r s u c h t . 
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2. METHODIK 

2.1 E x p e r i m e n t e l l e r Aufbau 

2.1.1 Präparationsplatz 
D i e B e s c h r e i b u n g e r f o l g t u n t e r Punkt 2.4 

2.1.2 Perfusionskammer 
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Abb. 4: S c h e m a t i s c h e D a r s t e l l u n g d e r Perfusionskammer 



- 14 -

Zeichenerklärung z u r A b b i l d u n g 4: 

1 a-d = G l a s k o l b e n , d i e j e nach E x p e r i m e n t m i t v e r s c h i e d e n e n 
Perfusionsflüssigkeiten (max. 700 ml) gefüllt werden, 2 = F i l 
t e r , 3 - Schlauchpumpe, 4 = Dreiweghähne, 5 = Rücklauf, 
6 = Q u e c k s i l b e r m a n o m e t e r , 7 = P e r f u s o r m i t S p r i t z e , 8 = Kanüle 
i n d e r A r t . c o e l i a c a , 9 = Kanüle aus d e r Vena p o r t a e , 10 = Ka
nüle aus dem Duodenum, 11 = Organkomplex i n d e r M e t a l l s c h a l e 
im Wärmeblock = 12, 13 = B e g a s u n g s s y s t e m m i t B e f e u c h t u n g s a n l a g e 
14 = Uhr, 15 = A b s p e r r v e n t i l e . 
Di e i n d e r Abbildung 4 d a r g e s t e l l t e V e r s u c h s a n o r d n u n g b e f i n d e t 
s i c h i n e i n e r a b g e s c h l o s s e n e n P l e x i g l a s k a m m e r , d i e nur e i n e 
k l e i n e Öffnung z u r Probeentnahme an d e r V. portae-Kanüle = 9 
b e s i t z t . Der T h e r m o s t a t r e g u l i e r t d i e L u f t t e m p e r a t u r a u f 37°C. 
Die G l a s k o l b e n s i n d von einem W a s s e r m a n t e l umgeben ( i n d e r Ab
b i l d u n g n i c h t e i n g e z e i c h n e t ) , d e r von einem außerhalb d e r Kam
mer g e l e g e n e n R e s e r v o i r m i t Wasser von 37°C v e r s o r g t w i r d , um 
d i e Perfusionlösungen a u f d i e s e r T e mperatur zu h a l t e n . Ebenso 
w i r d d e r Wärmeblock = 12 durchspült. 
Die F i l t e r stammen von B l u t t r a n s f u s i o n s b e s t e c k e n . Im G e g e n s a t z 
zu den Abbildungen werden d i e Silikonschläuche d e r a r t v e r l e g t , 
daß e i n e Schlauchpumpe = 3 d e r Marke I s m a t e c (Typ MP 13GJ-4; 
SA/Zürich) a u s r e i c h t , d i e a l l s e i t s g l e i c h e Pumpendurchflußrate 
von 5 ml/min zu e r z i e l e n . D i e Dreiweghähne = 4 e r l a u b e n d i r e k 
t e s U m s c h a l t e n vom Rücklauf = 5 a u f O r g a n p e r f u s i o n d u r c h d i e 
Kanüle i n der A r t e r i a c o e l i a c a = 8. D i e s e Anordnung h a t e i n e n 
Totraum von c a . 0,5 ml. J e nach E x p e r i m e n t w i r d j e w e i l s e i n e r 
de r G l a s k o l b e n = 1 a-d bzw. d e r P e r f u s o r = 7 z u - und abge
s c h a l t e t . Der P e r f u s o r von B. Braun Melsungen AG (Typ 71100) 
i s t a u f e i n e Fördermenge von 200 yul/min e i n g e s t e l l t . D araus 
e r g i b t s i c h m i t d e r o.g. Pumpenflußrate e i n Gesamtflow von 5,2 
ml/min. D i e Perfusionslösungen werden m i t einem U^/CO^ Gas
g e m i s c h von 95 : 5 V o l % b e g a s t . 



2.2 H e r s t e l l u n g d e r Lösungen für d i e P e r f u s i o n e n 

2.2.1 Stammlösungen 

2.2.1.1 D e x t r a n 

E s werden 200 g D e x t r a n 60 ( M o l e k u l a r g e w i c h t : 60000 b i s 80000) 
d e r K n o l l AG, L u d w i g s h a f e n , i n e i n e n G l a s k o l b e n eingewogen, i n 
400 ml Aqua b i d e s t gelöst und i n a u s g e k o c h t e Dialyseschläuche 
abgefüllt. B e i 4°C w i r d gegen e i n m a l e r n e u e r t e s Aqua b i d e s t 
m i n d e s t e n s 12 Stunden d i a l y s i e r t , um e v e n t u e l l v o r h a n d e n e n i e 
d e r m o l e k u l a r e V e r u n r e i n i g u n g e n zu e n t f e r n e n . H o c h m o l e k u l a r e s 
D e x t r a n w i r d von den P a n k r e a s i n s e l n n i c h t v e r s t o f f w e c h s e l t ( 1 0 1 ) . 
Die K o n z e n t r a t i o n d e r b e i 4°C a u f b e w a h r t e n Stammlösung e r r e c h 
net s i c h zu 200 g χ 100/Volumen(ml). 

2.2.1.2 P u f f e r 

Die S a l z e ( p r o a n a l y s i i ) für d i e v e r s c h i e d e n e n Pufferlösungen 
l i e f e r t d i e F i r m a Merck aus D a r m s t a d t . Der K r e b s - H e n s e l e i t - B i -
c a r b o n a t p u f f e r w i r d a l s wässrige, z e h n f a c h k o n z e n t r i e r t e Stamm
lösung, g e t r e n n t nach s e i n e n Komponenten ( P u f f e r A ^ ^ und Puf
f e r Β ) , h e r g e s t e l l t . D i e Pufferstammlösungen l a g e r n b e i 4 C. 

P u f f e r A,: NaCl 
K C l 
C a C l 2 x 2 H 2 0 
MgSO 4x7H 20 

1197,8 mmol/1 
4 7,0 mmol/1 
5,0 mmol/1 

12,2 mmol/1 

1197,8 mmol/1 
4 7,0 mmol/1 
25,0 mmol/1 
12,2 mmol/1 

P u f f e r A 2: NaCl 
KCl 
C a C l 2 x 2 H 2 0 
MgSO.x7H 0 
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P u f f e r A 3: NaCl 
KCL 

1197,8 mmol/1 
47,0 mmol/1 

C a C l 2 x 2 H 2 0 
MgS0 4x7H 20 12,2 mmol/1 

P u f f e r B: 14,7 mmol/1 
2 50,0 mmol/1 

2.2.1.3 G l u c o s e 

W a s s e r f r e i e D( + ) - G l u c o s e von Merck, Da r m s t a d t , w i r d z u r Her
s t e l l u n g d e r 1 Μ (18,016 g / d l ) Stammlösung v e r w e n d e t . D i e s e l a 
g e r t b e i - 20°C. 

2.2.1.4 Prostaglandinpräkursoren 

D i e Prostaglandinpräkursoren a l l cis-8,11,14-Eicosatriensäure 
(= Homo- y-Linolensäure) von Sigma, S t . Louis/USA, a l l c i s - 1 1 , 
14,17-Eicosatriensäure, Arachidonsäure (= a l l c i s - 5 , 8 , 1 1 , 1 4 -
Eicosatetraensäure) und a l l eis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensäure 
( a l s M e t h y l e s t e r ) von S e r v a F e i n b i o c h e m i e a , H e i d e l b e r g , werden 
i n Ampulen zu j e 50mg i n öliger Form g e l i e f e r t . L u f t s a u e r s t o f f 
vermag d i e s e hochungesättigten Fettsäuren l e i c h t zu o x i d i e r e n , 
w e s h a l b s i e u n t e r Stickstoffatmosphäre i n η-Hexan ( v e r s e t z t m i t 
10% Äthanol) gelöst werden. D i e s e so b e i -80°C a u f b e w a h r t e n 
Stocklösungen haben e i n e K o n z e n t r a t i o n von 10mg Fettsäure / ml 
Lösung. 

2.2.1.5 D 600 Lösung 

B e i d e r K n o l l AG, L u d w i g s h a f e n , i s t d a s c t - I s o p r o p y 1 - oc ( ( N-
m e t h y l - N - h o m o v e r a t r i l ) - f - a m i n o p r o p y l ) - 3,4,5 t r i m e t h o x y p h e n y l 
- a c e t o n i t r i l m i t d e r K u r z b e z e i c h n u n g D 600 i n Form des Hydro-
c h l o r i d s m i t dem M o l e k u l a r g e w i c h t von 521,1 g/mol erhältlich. 
H i e r v o n w i r d e i n e 1 mM Stammlösung z u b e r e i t e t . 
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2.2.2 Perfusionslösungen 

2.2.2.1 Kontrollösung : 3 mM G l u c o s e 

D i e s e G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n i s t s i c h e r s u b s t i m u l a t o r i s c h , da d i e 
S e k r e t i o n s s c h w e l l e b e i 4 mM a n z u s e t z e n i s t ( 1 4 8 ) , ( 1 9 8 ) und d e r 
p h y s i o l o g i s c h e B l u t z u c k e r s p i e g e l b e i R a t t e n z w i s c h e n 4,4 mM 
und 6,6 mM sc h w a n k t . 
P r o 100 ml werden benötigt: 8 g D e x t r a n ( 8 g / d l χ 100 ml / 

X g / d l Stammlsg. ) 
10 ml P u f f e r A 2 

10 ml P u f f e r Β 
0,3 ml 1 Μ G l u c o s e 
Aqua b i d e s t - a d 100 

2.2.2.2 Stimulationslösung : 20 mM G l u c o s e 

D i e s e G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n e r z e u g t e i n e f a s t maximale I n s u l i n 
f r e i s e t z u n g , w i e e i g e n e V o r v e r s u c h e und d i e H i n w e i s e a u s d e r 
L i t e r a t u r e r g e b e n . 
Pro 100 ml werden benötigt: 8 g D e x t r a n ( s . o . ) 

10 ml P u f f e r A 1 3 

10 ml P u f f e r Β 
2 ml 1 Μ G l u c o s e 
Aqua b i d e s t . ad 100 

Daraus e r r e c h n e n s i c h f o l g e n d e I o n e n k o n z e n t r a t i o n e n für K o n t r o l l -
und Stimulationslösungen: NaCl 119,78 mmol/1 

KCL 4,7 mmol/1 
C a C l 2 χ 2H 20 2,5 mmol/1 ( a u s 

P u f f e r A 2 ) 
0,5 mmol/1 ( a u s 

P u f f e r A 1 ) 
5,0 mmol/1 ( a u s 

MgS0 4 x 7H 20 1,22 mmol/1 
NaHC0 3 25,0 mmol/1 
KH 2P0 4 1,47 mmol/1 

P u f f e r A 3 ) 
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D i e s t e i g e n d e Osmolarität d u r c h d i e u n t e r 2.2.2.3 b i s 2.2.2.5 
ge n a n n t e n Zusätze i n den h i e r v e r w e n d e t e n K o n z e n t r a t i o n e n h a t 
k e i n e n Einfluß a u f d i e Phasen d e r I n s u l i n s e k r e t i o n ( 1 1 1 ) . 

2.2.2.3 K o n t r o l l - und Stimulationslösung m i t Äthanol 

A b s o l u t e r Äthanol von J . T . Ba k e r C h e m i k a l i e n , Groß-Gerau, wurde 
b e i den e n t s p r e c h e n d e n E x p e r i m e n t e n d e r Kontrollösung i n e i n e r 
Menge von 0,1 V o l % bzw. d e r Stimulationslösung i n e i n e r Menge 
von 0,05 V o l % z u g e s e t z t . 

2.2.2.4 K o n t r o l l - und Stimulationslösung m i t T h e o p h y l l i n 

T h e o p h y l l i n ( M o l e k u l a r g e w i c h t : 180,17 g/mol) i n f e i n p u l v e r i 
s i e r t e r Form von S c h u c h a r d , München, w i r d i n d i e Lösungen e i n 
gewogen, um e i n e K o n z e n t r a t i o n von 2, 5 oder 10 mM zu e r r e i 
c h e n . 

2.2.2.5 K o n t r o l l - und Stimulationslösung m i t T h e o p h y l l i n 
und D 600 

Zu den u n t e r 2.2.2.4 genannten T h e o p h y l 1 i n k o n z e n t r a t i o n e n w i r d 
d a s e n t s p r e c h e n d e Volumen D 600 aus d e r 1mM Stammlösung p i p e t 
t i e r t . 

2.2.2.6 Temperatur, pH, p 0 2 , p C 0 2 

D i e f e r t i g e n Lösungen werden i n d i e e n t s p r e c h e n d e n P e r f u s i o n s 
k o l b e n (= 1 a-d i n Abb. 4) gefüllt, a u f 37°C erwärmt und c a . 
20 min m i t einem 0 2 : C 0 2 -Gasgemisch von 95 : 5 v/v b e g a s t . 
Der p 0 2 s t e l l t s i c h zu c a . 350 mmHg und d e r pCC>2 zu c a . 30 mm 
Hg e i n . 
Schon g e r i n g e pH - Abweichungen können e i n e S t i m u l a t i o n bzw. 
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S u p p r e s s i o n d e r I n s u l i n s e k r e t i o n z u r F o l g e haben ( 8 6 ) , ( 1 4 6 ) . 
D e s h a l b w i r d m i t H i l f e von 2 η HCl bzw. 2 η NaOH d a s pH a u f 
7, 4 e i n g e s t e l l t . 

2.2.2.7 Aufnahme d e r P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n i n d i e P e r f u s o r -
s p r i t z e 

Der i n E i s g e b e t t e t e n Prostaglandin-Stocklösung (10 mg/ml) w i r d 
u n m i t t e l b a r v o r E x p e r i m e n t b e g i n n d a s b e r e c h n e t e ( s . u . ) Volumen 
entnommen und i n einem Eppendorfgefäß u n t e r ^ - A t m o s p h ä r e e i n 
gedampft, um schädigende Einflüsse des η-Hexans a u f d a s P e r f u 
s i o n s o r g a n zu v e r m e i d e n . 
D i e P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n werden i n einem g l e i c h e n Volumen 
a b s o l u t e n Äthanols w i e d e r aufgenommen und davon w i r d d i e e n t 
s p r e c h e n d e Menge i n d i e P e r f u s o r s p r i t z e zu einem bestimmten 
Volumen K o n t r o l l - bzw. Stimulationslösung ( s i e h e u n t e r 2.2.2.1) 
p i p e t t i e r t . E s i s t a u f g u t e Durchmischung und B l a s e n f r e i h e i t 
d e s Anschlußsystems zu a c h t e n . 
D i e B e r e c h n u n g d e r benötigten Mengen bzw. Volumina w i r d am B e i 
s p i e l d e r Arachidonsäure ( M o l e k u l a r g e w i c h t 304,5 g/mol) ausge
führt. U n t e r Berücksichtigung d e r v e r s c h i e d e n e n M o l e k u l a r g e 
w i c h t e g i l t d a s g l e i c h e für d i e a n d e r e n P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n . 
B e i Verwendung e i n e r 50 ml S p r i t z e l i e f e r t d e r P e r f u s o r 200 ̂ i l / m i n 
zu den 5 ml/min d e r Schlauchpumpe, d.h. b e i einem G e s a m t f l o w 
von 5,2 ml/min w i r d d i e Lösung aus dem P e r f u s o r 1 : 26 verdünnt 
D i e gewünschte K o n z e n t r a t i o n an Prostaglandinpräkursoren nach 
d e r Zumischung beträgt 10~ Μ (= 3045 yug Arachidonsäure pro L i 
t e r ) . U n t e r E i n b e z i e h u n g d e s Verdünnungsfaktors e r g i b t s i c h 
für d i e Arachidonsäure i n d e r P e r f u s o r s p r i t z e e i n e K o n z e n t r a 
t i o n von 79,19 mg/1. 
J e 10 Minuten werden aus d e r P e r f u s o r s p r i t z e 2 ml Lösung abge
geben, i n d e r s i c h 158,34 ytfg Arachidonsäure b e f i n d e n . Dafür 
s i n d a u s d e r Stocklösung (10 mg/ml) 15,83 JLl zu entnehmen und 
mit K o n t r o l l - bzw. Stimulationslösung auf 2 ml zu ergänzen. 
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T i e r s p e z i e s und d e r e n Ernährungsbedingungen 

D i e männlichen S P F - R a t t e n , Sprague Dawley von Mus R a t t u s GmbH, 
B r u n n t h a l b e i München, wiegen b e i L i e f e r u n g 250 - 300 g. D i e 
T i e r e wurden 1 0 - 1 4 Tage m i t A l t r o m i n von A l t r o m i n - S p e z i a l -
f u t t e r GmbH, Lage/BRD, ad l i b i t u m ernährt, b i s das Gewicht a u f 
300 - 350 g a n g e s t i e g e n war. 
Am V o r t a g abends, 16-20 Stunden v o r dem E x p e r i m e n t , werden d i e 
R a t t e n i n e i n e n Käfig m i t grobmaschigem D r a h t n e t z b o d e n z u r Vor
beugung d e r Koprophagie zum F a s t e n g e s e t z t . S i e bekommen nur 
Wasse r . 
D i e V e r s u c h s t i e r e b e f i n d e n s i c h d a d u r c h etwa i n d e r g l e i c h e n 
P h a s e d e r t a g e s z e i t l i c h e n Schwankungen d e r I n s u l i n s e k r e t i o n ( 1 0 ) . 

2.4 Pankreaspräparation und I s o l i e r u n g 

2.4.1 N a r k o t i s i e r u n g 

Den V e r s u c h s t i e r e n werden 55 mg P e n t o b a r b i t a l (Nembutal ) pro 
kg Körpergewicht i n t r a p e r i t o n e a l i n j i z i e r t . D i e n a r k o t i s i e r e n d e 
Wirkung t r i t t i n n e r h a l b von 5 b i s 10 Minuten e i n . 

2.4.2 O p e r a t i o n s t e c h n i k 

D i e im f o l g e n d e n b e s c h r i e b e n e O p e r a t i o n s t e c h n i k e n t s p r i c h t 
l e i c h t m o d i f i z i e r t e i n e r Methode von SUSSMANN e t a l . ( 1 7 6 ) und 
GRODSKY e t a l . ( 5 1 ) . 
Z i e l d e r Präparation i s t e s , d a s P a n k r e a s m i t d e r M i l z , dem Ma
gen und dem p r o x i m a l e n T e i l des Duodemums en b l o c aus dem Ober
bauch d e r R a t t e zu e n t f e r n e n , wobei v o r h e r d i e A r t e r i a c o e l i a c a 
und d i e P f o r t a d e r m i t e i n e r Kanüle v e r s e h e n werden. A l l e ande
r e n Gefäße werden unterbunden. 
Das a u f dem Rücken l i e g e n d e , an den B e i n e n a u f g e s p a n n t e V e r 
s u c h s t i e r w i r d zum b e s s e r e n Absaugen d e r l e i c h t v e r s c h l e i m e n d e n 
Atemwege zunächst t r a c h e o t o m i e r t . 
Der S i t u s w i r d mit einem Längsschnitt von d e r Reg i o p u b i c a b i s 
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zum P r o c e s s u s x i p h o i d e u s eröffnet und d u r c h e i n e n Q u e r s c h n i t t 
n a c h l i n k s und r e c h t s lumbal e r w e i t e r t . A l l e w e i t e r e n Angaben 
e r f o l g e n a u s d e r S i c h t des O p e r a t e u r s . 
D u r c h S p a l t u n g d e s Mesocolon d e s c e n d e n s und a s c e n d e n s , d o p p e l 
t e r L i g a t u r ( = S e i d e von MEZ : P r o t o Cord 50) der A r t e r i a e 
c o l i c a e s i n i s t r a e und mediae w i r d d e r Dickdarm m o b i l i s i e r t . 
Nun u n t e r b i n d e t und d u r c h t r e n n t man den Mesenterialgefäßstiel 
knapp am U n t e r r a n d d e s P a n k r e a s . E s schließt s i c h d i e R e s e k t i o n 
d e s ischämischen Darmes an. E i n e Kanüle im p r o x i m a l e n Duodenal-
stumpf gewährleistet den Abfluß von Magen- und P a n k r e a s s e k r e t . 
Z w i s c h e n d u r c h w i r d d e r S i t u s regelmäßig m i t warmer p h y s i o l o g i 
s c h e r Kochsalzlösung b e f e u c h t e t . Nach d e r d o p p e l t e n U n t e r b i n 
dung und D u r c h t r e n n u n g d e s Ösophagus präpariert e s s i c h w e i t e r 
h i n l e i c h t e r u n t e r dem Mikroskop b e i c a . 5 - f a c h e r Vergrößerung. 
Man v e r s c h a f f t s i c h nun f r e i e n Zugang z u r A r t . h e p a t i c a p r o p r i a , 
d i e d i s t a l von ihrem U r s p r u n g aus d e r A r t . h e p a t i c a communis 
zusammen m i t dem G a l l e n g a n g d o p p e l t l i g i e r t und d u r c h t r e n n t 
w i r d . J e t z t präpariert man d i e P f o r t a d e r b i s zu i h r e r A u f z w e i 
gung am L e b e r h i l u s f r e i und l e g t e i n e F a d e n s c h l i n g e für d i e 
spätere Kanülierung. 
ZUr Eröffnung d e s R e t r o p e r i t o n e u m s e n t l a n g d e r A o r t a müssen Ma
gen, M i l z und P a n k r e a s nach l i n k s v e r l a g e r t werden. D i s t a l d e s 
Abganges d e r A r t . m e s e n t e r i c a s u p e r i o r w i r d d i e e r s t e S c h l i n g e 
um d i e A o r t a , z w i s c h e n A r t . m e s e m t e r i c a sup. und A r t . c o e l i a c a 
d i e z w e i t e und p r o x i m a l d i e s e r d i e d r i t t e g e l e g t . 500 I.E.He
p a r i n i n d i e Vena c a v a i n f e r i o r i n j i z i e r t v e r h i n d e r n d i e i n t r a 
v a s a l e G e r i n n u n g während d e r Ischämiezeit. Nun werden d i e 
S c h l i n g e n um d i e A o r t a i n d e r o.g. R e i h e n f o l g e zugezogen, und 
gegenüber dem Abgang d e r A r t . c o e l i a c a w i r d d u r c h e i n e n k l e i n e n 
S c h n i t t e i n e Kanüle ( P o r t e x PP 50, P o r t e x l i m i t e d , Hythe K e n t ) 
2 mm i n d i e A r t . c o e l i a c a v o r g e s c h o b e n und m i t e i n e r darumge
l e g t e n S c h l i n g e f i x i e r t . S o f o r t danach w i r d f e r t i g e Kontrollö-
sung m i t 120 cm 1^0 Druck i n f u n d i e r t . D i e Ischämiedauer i s t we
n i g e r a l s z w e i Minuten. 
Durch e i n e n S c h n i t t i n den l i n k e n P f o r t a d e r a s t w i r d e i n e Kanü
l e ( P o r t e x PP 200) eingeführt und m i t d e r g e l e g t e n S c h l i n g e 
f e s t g e b u n d e n . 
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2.4.3 I s o l i e r u n g d e s Organkomplexes und E i n b r i n g u n g i n d i e 
Perfusionskammer 

Der behutsam mit den F i n g e r n d e r l i n k e n Hand gefaßte Organkom
p l e x w i r d en b l o c h e r a u s g e s c h n i t t e n und i n d e r vorgewärmten 
M e t a l l s c h a l e i n den Wärmeblock d e r P e r f u s i o n s k a m m e r g e b r a c h t . 
B i s zum Anschluß an das P e r f u s i o n s s y s t e m i n d e r Kammer t r i t t 
e i n e z w e i t e Ischämie von 2 - 3 min a u f . Der Organkomplex l i e g t 
i n Kontroilösung, so daß am Gewebe e i n e T e m p e r a t u r von 36 - 37°C 
gewährleistet i s t . Hypothermie s e n k t bzw. hemmt d i e I n s u l i n s e 
k r e t i o n ( 3 8 ) , ( 5 7 ) . D i e O p e r a t i o n d a u e r t i n s g e s a m t 50 min.. 

2.5 P e r f u s i o n d e s P a n k r e a s 

Wie schon aus dem V e r s u c h s a u f b a u (Abb. 4) e r s i c h t l i c h , h a n d e l t 
e s s i c h um e i n o f f e n e s System, i n dem d i e d u r c h den Organkom
p l e x gepumpten Lösungen n i c h t mehr r e z i r k u l i e r e n . So kann e i n e 
mögliche I n t e r a k t i o n d e r vom P a n k r e a s i n den P f o r t a d e r s t r o m 
s e z e r n i e r t e n S u b s t a n z e n ( z . B . Glucagon, S o m a t o s t a t i n ) und e i n e 
" f e e d - b a c k " Hemmung d u r c h b e r e i t s v o r h a n d e n e s I n s u l i n v e r h i n 
d e r t ( 3 ) , ( 27) werden. 

2.5.1 P e r f u s i o n s d r u c k m e s s u n g 

Nach dem Öffnen d e s e n t s p r e c h e n d e n A b s p e r r v e n t i l s z e i g t das 
Qu e c k s i l b e r m a n o m e t e r ( v g l . Abb. 4) b e i v e r d r e h u n g s f r e i e r Lage 
d e r Kanülen e i n e n z i e m l i c h k o n s t a n t e n Druck von c a . 80 mm Hg 
an . 

2.5.2 Flowbestimmung 

Sowohl während d e r K o n t r o l l - a l s auch d e r S t i m u l a t i o n s p h a s e 
w i r d a l l e 5 min d u r c h einminütiges Sammeln d e s P e r f u s a t e s an 
d e r Vena portae-Kanüle e i n Flow von c a . 5 ml/min gemessen. 
F a l l s d i e V. portae-Kanüle t o r q u i e r t i s t , fällt d i e P e r f u s i o n s 
r a t e d u r c h e i n e i n t r e t e n d e s Stauungsödem r a s c h ab und d e r Druck 
s t e i g t . 
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2.5.3 Bestimmung von pH, P°2' P C 0 2 

M i t H i l f e e i n e r herkömmlichen S p r i t z e werden aus d e r Vena por
tae-Kanüle e i n i g e ml P e r f u s a t b l a s e n f r e i a b g e s a u g t . E i n v o l l 
a u t o m a t i s c h e s Analysiergerät mißt e i n e n pO^ von c a . 133 mm Hg 
und e i n e n pCC^ von c a . 44 mmHG ( v g l . d i e Werte i n den P e r f u 
sionslösungen u n t e r Punkt 2 . 2 . 2 . 6 ) . Das pH d e s P f o r t a d e r a u s 
f l u s s e s , gemessen m i t e i n e r G l a s e l e k t r o d e , schwankt z w i s c h e n 
7,35 und 7,45. 

2.6 Probeentnahme und U m s c h a l t v o r g a n g 

2.6.1 V o r b e r e i t u n g d e r Eppendorf-Gefäße 

I n j e d e s Proberöhrchen ( 1 , 5 ml) werden 50 Jl\ e i n e r 20 g / d l e n t 
h a l t e n d e n Lösung von bovinem Serumalbumin ( B e h r i n g w e r k e , Mar

is 

b ü r g ) , 50 Jll T r a s y l o l (20000 K I E / m l von B a y e r , L e v e r k u s e n ) und 
10 jll e i n e r 12 g % - i g e n EDTA-Lösung v o r p i p e t t i e r t . Der Z u s a t z 
von bovinem Serumalbumin v e r h i n d e r t d i e A d s o r p t i o n von I n s u l i n 
an G l a s - und Plastikgefäße ( 2 6 ) , ( 1 4 5 ) . 

R 
Der K a i l i k r e i n i n h i b i t o r T r a s y l o l s o l l möglicherweise m i t s e -
z e r n i e r t e P a n k r e a s p r o t e a s e n i n a k t i v i e r e n ( 1 1 9 ) , um e i n e r S p a l 

ls 
t ung von I n s u l i n und G l u c a g o n e n t g e g e n z u w i r k e n ( 1 5 4 ) . T r a s y l o l 
h a t k e i n e n Einfluß a u f den I n s u l i n - R I A ( 9 9 ) . 

2.6.2 A u f f a n g e n d e r Proben 

Nach dem Anschluß d e s Organkomplexes an d i e A r t . coeliaca-Kanü-
l e w i r d 15 Minuten l a n g m i t Kontrollösung p e r f u n d i e r t , wobei 
300, 180, 60 und 15 Sekunden v o r dem Um s c h a l t e n auf d i e S t i m u 
l a t i o n s b e d i n g u n g zum Z e i t p u n k t 0 für j e w e i l s 13 Sek. das P e r f u 
s a t (= 1,1 ml) i n einem v o r b e r e i t e t e n Eppendorf-Gefäß a u f g e f a n 
gen w i r d . 
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Der Umschaltvorgang von e i n e r z u r a n d e r e n Lösung benötigt höch
s t e n s fünf Sekunden. B e i einem Totraum von c a . 500 yul z w i s c h e n 
a r t e r i e l l e m Zufluß und venösem Abfluß i s t nach dem Umschalten 
e i n vollständiger E r s a t z e i n e r Lösung s i c h e r b i n n e n e i n e r Minu
te anzunehmen. 
Di e aus V o r e x p e r i m e n t e n gewonnenen E r k e n n t n i s s e über d a s zu e r 
wartende S e k r e t i o n s p r o f i l von I n s u l i n bestimmen d i e Z e i t p u n k t e 
d e r Probennahme nach einem U m s c h a l t v o r g a n g : I n d e r e r s t e n Minu
t e a l l e 15 Sek., b i s z u r fünften Minute a l l e 30 Sek., b i s z u r 
a c h t e n Minute a l l e 60 Sek. und danach a l l e z w e i , d r e i o d e r fünf 
Minuten. Die Länge d e r e i n z e l n e n A b s c h n i t t e i n den Sequenzexpe
r i m e n t e n i s t aus den e n t s p r e c h e n d e n A b b i l d u n g e n e r s i c h t l i c h . 

2.6.3 Lagerung d e r Proben 

Die gewonnenen Proben werden b i s zum E x p e r i m e n t e n d e a u f E i s ge
l a g e r t und anschließend t i e f g e f r o r e n b e i -20°C a u f b e w a h r t . 
Mehrmaliges A u f t a u e n und W i e d e r e i n f r i e r e n ändert den I n s u l i n g e 
h a l t d e r Proben n i c h t ( 1 2 8 ) . 

2. 7 I n s u l i n b e s t i m m u n g ( R I A ) 

2.7.1 V e r f a h r e n s p r i n z i p 

D i e Messung d e r I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n i n den Proben e r f o l g t m i t 
H i l f e des von HALES und RÄNDLE ( 5 4 ) e n t w i c k e l t e n , auf d e r Dop
pelantikörpermethode b a s i e r e n d e n Radio-Immuno-Assay ( R I A ) . 
Insulin-Antikörper werden zunächst d u r c h Anti-Insulin-Antikör
per präzipitiert. D i e s e r Immunkomplex w i r d m i t bekannten I n s u 
l i n k o n z e n t r a t i o n e n ( = S t a n d a r d s ) und den Proben i n k u b i e r t , dann 

1 25 
mi t g l e i c h e n Mengen J - m a r k i e r t e m R i n d e r i n s u l i n v e r s e t z t 
und e r n e u t i n k u b i e r t . 
125 

J - m a r k i e r t e s und n i c h t m a r k i e r t e s I n s u l i n k o n k u r r i e r e n 
k o m p e t i t i v um d i e B i n d u n g s s t e l l e n am Immunkomplex. J e mehr I n -
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s u l i n i n den Proben bzw. S t a n d a r d s vorhanden i s t , d e s t o w e n i g e r 
17 5 

J - R i n d e r i n s u l i n b i n d e t s i c h . Nach d e r Abtrennung des soge
n a n n t e n f r e i e n (= ungebundenen m a r k i e r t e n und u n m a r k i e r t e n ) 
I n s u l i n s e r g i b t d i e Radioaktivität im Präzipitat der Proben im 
V e r g l e i c h zu d e r d e r S t a n d a r d s d i e A b s o l u t k o n z e n t r a t i o n e n an 
I n s u l i n . 

2.7.2 R I A - R e a g e n t i e n 

2.7.2.1 I n s u l i n s t a n d a r d s 

2.7.2.1.1 R a t t e n i n s u l i n s t a n d a r d 

D i e s e r S t a n d a r d w i r d b e i den E x p e r i m e n t e n m i t P r o s t a g l a n d i n v o r -
s t u f e n und Äthanol ( s i e h e Punkt 3.3 und 3.4) e i n g e s e t z t . 0,1 mg 
g e f r i e r g e t r o c k n e t e s R a t t e n i n s u l i n (21,4 U/mg) von d e r F i r m a 
Novo, Kopenhagen, ( L o t Nr.: 791009) w i r d i n 2ml P e r f u s i o n s p u f 
f e r (Zusammensetzung s.u.) gelöst und zunächst i n 20 Jil F r a k 
t i o n e n p o r t i o n i e r t . E i n e d i e s e r F r a k t i o n e n verdünnt man w e i t e r 
m i t 980 ^ t l P e r f u s i o n s p u f f e r . E i n e wiederum d a r a u s gewonnene 
50 μΐ F r a k t i o n s t e l l t d i e Stocklösung für d i e Ausverdünnung z u r 
S t a n d a r d k u r v e m i t den Punkten 6, 4, 3, 2, 1 und 0,4 ng I n s u l i n 
p ro ml d a r . 
Beim A u f t r e t e n höherer I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n e n außerhalb des 
Meßbereiches kann d i e Probe b i s zu einem F a k t o r von 10 mit P e r 
f u s i o n s p u f f e r verdünnt und an d e r o.g. S t a n d a r d k u r v e a b g e l e s e n 
werden. D i e a u s r e i c h e n d e G e n a u i g k e i t für d i e s e s Vorgehen stützt 
s i c h a u f V e r s u c h e m i t Verdünnungsreihen, i n denen d i e um d i e 
Verdünnungsfaktoren ( b i s 10) k o r r i g i e r t e n Werte e i n e n V a r i a 
t i o n s k o e f f i z i e n t e n von 7 b i s 8 % a u f w e i s e n . 
0,05 % und 0,1 % Äthanol i n d e r Probe haben k e i n e n Einfluß auf 
d i e S t a n d a r d k u r v e . A l l e S t a n d a r d s werden b e i - 20°C a u f b e w a h r t . 
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P e r f u s i o n s p u f f e r zum Verdünnen (pH = 7 , 4 ) : 

8 g% D e x t r a n 

10 % 
10 % P u f f e r A 

P u f f e r Β 
0,83 g% 
0,144 g% 

B o v i n e s Serumalbumin 

83200 
EDTA 
K . I . E . T r a s y l o l R pro 100 ml 

Aqua b i d e s t ad 100. 

2.7.2.1.2 H u m a n i n s u l i n s t a n d a r d 

D i e s e r S t a n d a r d w i r d b e i den V e r s u c h e n m i t T h e o p h y l l i n , v e r 
s c h i e d e n e n C a + + - K o n z e n t r a t i o n e n und D 600 ( v g l . Punkt 3.5) an
gewendet. Der H u m a n i n s u l i n s t a n d a r d ( L o t 5727) von Wellcome 
R e a g e n t s L i m i t e d , Beckenham, E n g l a n d , w i r d i n 2,6 ml P e r f u s i o n s 
p u f f e r gelöst und i n 200 ^ t l F r a k t i o n e n a u s p i p e t t i e r t . Davon 
w i r d e i n e m i t 800 yul P e r f u s i o n s p u f f e r ( s . o . ) v e r m i s c h t , so daß 
e i n e K o n z e n t r a t i o n von 200 ̂ tü/ml r e s u l t i e r t . D i e s e Stocklösung 
w i r d i n mehreren S c h r i t t e n zu den K o n z e n t r a t i o n e n 200 / 100 / 
7 5 / 5 0 / 2 5 / 1 2 , 5 / 6 , 2 5 ymU/ml für d i e S t a n d a r d k u r v e v e r 
dünnt. 
Im V e r g l e i c h zu den m i t R a t t e n i n s u l i n s t a n d a r d bestimmten I n s u 
l i n p r o b e n l i e g e n d i e an o b i g e r Humanstandardkurve a b g e l e s e n e n 
Werte um d i e Hälfte n i e d r i g e r ( 9 9 ) . Auch b e i höherer I n s u l i n 
k o n z e n t r a t i o n i n den Proben i s t d e s h a l b e i n e Verdünnung b i s zum 
F a k t o r v i e r a u s r e i c h e n d . T h e o p h y l l i n beeinflußt den I n s u l i n -
RIA n i c h t ( 1 0 4 ) . 

2.7.2.1.3 I n t e r n e K o n t r o l l s t a n d a r d s 

S i e werden aus einem g e p o o l t e n P e r f u s a t d e r S t i m u l a t i o n s p h a s e 
e i n e s E x p e r i m e n t s gewonnen. I n j e w e i l s 200 yul P o r t i o n e n w i r d 
e i n T e i l zunächst unverdünnt und e i n w e i t e r e r 1 : 10 i n P e r f u 
s i o n s p u f f e r verdünnt a u s p i p e t t i e r t und b e i -20°C t i e f g e f r o r e n . 
U n m i t t e l b a r vor e i n e r I n s u l i n b e s t i m m u n g w i r d j e w e i l s e i n e Por
t i o n a u f g e t a u t und d i e noch unverdünnte 1 : 10 i n P e r f u s i o n s 
p u f f e r verdünnt bzw. d i e schon verdünnte unverändert i n den 
Assay e i n g e s e t z t . 
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Sowohl b e i den Ansätzen m i t R a t t e n - a l s auch mit H u m a n i n s u l i n 
s t a n d a r d s i n d d i e M i t t e l w e r t e für d i e zunächst unverdünnt ge
l a s s e n e n Proben um 10,5 % bzw. 12,6 % n i e d r i g e r . E i n e Erklärung 
hierfür b i e t e t möglicherweise d i e Adhäsion von Insulinmolekülen 
zu O l i g o m e r e n beim L a g e r n i n höherer K o n z e n t r a t i o n und damit 
e i n e N i c h t e r f a s s u n g b e i d e r Bestimmung. 
A l s s t a t i s t i s c h e s Maß für zufällige F e h l e r b e i d e r I n s u l i n b e 
stimmung i n den o.g. 200yil F r a k t i o n e n (= K o n t r o l l s t a n d a r d s ) 
d i e n t der p r o z e n t u a l e A n t e i l d e r S t a n d a r d a b w e i c h u n g vom M i t t e l 
w e r t ( = V a r i a t i o n s k o e f f i z i e n t (VK) ) . 
I n den Ansätzen m i t R a t t e n i n s u l i n s t a n d a r d läßt s i c h b e i den 
s c h o n verdünnten Proben e i n VK von 20 % e r m i t t e l n . Mit Human
i n s u l i n s t a n d a r d b e s s e r t s i c h d i e Präzision zu einem VK von 
10,2 % b e i den schon bzw. zu einem VK von 11,4 % b e i den k u r z 
v o r dem A n s a t z verdünnten Proben. 

2.7.2.2 T r a c e r 

E s h a n d e l t s i c h um ^ ^ J - R i n d e r i n s u l i n ( i n : 1% bovinem S e r u m a l 
bumin; 0,05 Μ N a 3 P 0 4 ; 0,1 % NaN^; pH = 7,4) d e r B e h r i n g w e r k e AG, 
Marburg, m i t e i n e r s p e z i f i s c h e n Aktivität von 140 - 170 mCi/mg 
und e i n e r Gesamtaktivität von 11 - 13 y t C i . Im A s s a y w i r d d e r 
T r a c e r 1 : 20 i n S o r i n p u f f e r verdünnt e i n g e s e t z t . Der S o r i n p u f -
f e r enthält p r o 100 ml: 1,06 mg Na 2HP0 4 χ 2Η2<3, 100 mg b o v i n e s 
Serumalbumin, 372,5 mg EDTA und 200 mg humanes Albumin. 

2.7.2.3 Doppelantikörper 

Wellcome R e a g e n t s L t d . , Beckenham, E n g l a n d , l i e f e r t das ge
f r i e r g e t r o c k n e t e B i n d u n g s r e a g e n z ( L o t 8 5 5 2 ) , das i n 8 ml A.d. 
aufgelöst w i r d . E s i s t e i n Immunpräzipitat aus einem I n s u l i n -
Antikörper vom Meerschweinchen und einem gegen Meerschweinchen-
g l o b u l i n g e r i c h t e t e m Antikörper aus Kaninchenserum (= Doppel
antikörper). Ohne Einbußen i n d e r Bindungskapazität kann das 
Reagenz b e i -20°C länger a l s e i n e Woche g e l a g e r t und dann wie
d e r v e r w e n d e t werden. 
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2.7.3 I n k u b a t i o n s - und P i p e t t i e r s c h e m a 

Z u e r s t w i r d d i e S t a n d a r d k u r v e a u s p i p e t t i e r t , beginnend m i t fünf 
sog. N u l l s t a n d a r d s B q (= i n s u l i n f r e i e r P e r f u s i o n s p u f f e r ) , denen 
s i c h i n a n s t e i g e n d e r K o n z e n t r a t i o n Zweifachbestimmungen d e r o.g 
I n s u l i n s t a n d a r d s anschließen. D i e u n s p e z i f i s c h e Bindung von 
125 

J - R i n d e r i n s u l i n e r g i b t s i c h aus d r e i Werten, wobei nur P e r 
f u s i o n s p u f f e r ohne Antikörper e i n g e s e t z t w i r d . Dann f o l g e n d i e 
Proben aus den E x p e r i m e n t e n i n E i n f a c h b e s t i m m u n g . 

D i e s p e z i f i s c h e Bindung e r r e c h n e t s i c h aus dem Q u o t i e n t e n d e r 
M i t t e l w e r t e von B q ( i n cpm - Radioaktivität i n c o u n t s p e r minu
t e ) . S i e l i e g t z w i s c h e n 45 % und 60 %. D i e u n t e r e N a c h w e i s g r e n 
z e i s t a l s d i e j e n i g e I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n d e f i n i e r t , d i e o b e r 
h a l b d e r d r e i f a c h e n S t a n d a r d a b w e i c h u n g d e r N u l l s t a n d a r d s B Q 

l i e g t ( 1 2 8 ) . Das f o l g e n d e P i p e t t i e r s c h e m a s p i e g e l t d i e von 
HALES und RÄNDLE ( 5 4 ) angegebenen Verhältnisse d e r E i n z e l k o m p o 
n e n t e n w i e d e r . 

50 u l S t a n d a r d oder Probe 

50 yul Doppelantikörper 

Schütteln; 6 Stunden b e i 4°C i n k u b i e r e n 
+ 

50 ylll T r a c e r 

Schütteln; 18 - 22 Stunden b e i 4°C i n k u b i e r e n 

F i l t r a t i o n 

A k t i v i tätsmessung 

2.7.4 F i l t r a t i o n 

D i e Trennung des Immunkomplex - gebunden vom ungebundenen I n 
s u l i n e r f o l g t mit H i l f e d e s h a l b a u t o m a t i s c h e n F i I t r i e r v e r f a h -
r e n s nach SOTTERMANN e t a l . ( 1 6 ) . Dabei s c h l a g e n s i c h d i e . 
Immunpräzipitäte a u f i n p h y s i o l o g i s c h e r Kochsalzlösung getränk
t e n F i l t e r p a p i e r e n n i e d e r . 



- 29 -

2.7.5 Aktivitätsmessung 

Von den nach dem o.g. V e r f a h r e n gewonnenen F i l t e r p a p i e r e n w i r d 
d i e Radioaktivität i n Impulsen pro Minute im j*"-Zähler (LKB 
W a l l a c 80000, Bromma, Schweden) bestimmt. D i e Zählraten werden 
p e r Computer d u r c h d i e von MARSCHNER e t a l . ( 1 2 5 ) e n t w i c k e l t e 
" s p l i n e - f u n c t i o n " a u s g e w e r t e t . 

2.7.6 B e r e c h n u n g d e r S e k r e t i o n s r a t e n 

D u r c h e i n e n a u s den S t a n d a r d s vorgegebenen F a k t o r l a s s e n s i c h 
ng/ml i n yUU/ml umrechnen. U n t e r E i n b e z i e h u n g d e r F l o w r a t e 
(ml/min) e r m i t t e l t man d i e für d i e späteren B e t r a c h t u n g e n bes
s e r g e e i g n e t e n yuU p r o Minute. 

2.8 Q u a l i t a t i v e und s e m i q u a n t i t a t i v e Bestimmungsmetbode des 
K o n z e n t r a t i o n s v e r l a u f e s und d e r Stabilität von T e s t s u b 
s t a n z e n 

2.8.1 R a d i o i s o t o p e n m a r k i e r t e T e s t s u b s t a n z e n 

D i e 8,11,14-(1- 1 4C)-Eicosatriensäure (1,76 χ 1 0 ~ 3 M) m i t e i n e r 
s p e z i f i s c h e n Aktivität von 57,0 mCi/mmol und d i e ( 1 ^ C ) - A r a 
chidonsäure ( 1 , 8 χ 10~ 3M) l i e f e r t New E n g l a n d N u c l e a r , 549 A l 
bany S t . , B o s t o n , Mass.. D i e r a d i o c h e m i s c h e R e i n h e i t i s t größer 
a l s 98 %, m i t 99 % e i s - und 1 % t r a n s - I s o m e r e n . B e i d e i n abso
lutem Äthanol gelösten Säuren l a g e r n b e i -80°C i n e i n e r S t i c k 
s t o f f atmosphäre u n t e r Lichtausschluß. 

2.8.2 Lösungsbereitung und Probenentnahme 

B e i a l l e n E x p e r i m e n t e n m i t r a d i o a k t i v e n T e s t s u b s t a n z e n w i r d nur 
Kontrollösung v e r w e n d e t . Wie u n t e r 2.2.2.7 b e s c h r i e b e n , füllt 
man d i e P e r f u s o r s p r i t z e m i t u n m a r k i e r t e r 8 , 1 1 , 1 4 - E i c o s a t r i e n -
säure bzw. Arachidonsäure, so daß nach d e r 1 : 26 Zumischung 
d i e E n d k o n z e n t r a t i o n von 10~ Μ e r z i e l t w i r d . 
Zusätzlich g i b t man d i e m a r k i e r t e n Säuren i n d i e P e r f u s o r s p r i t -

1 4 
z e . F u r d i e s e s Vorhaben w i r d von d e r 8,11 , 1 4 - ( 1 - C ) - E i c o s a -

14 
t r i e n s a u r e - und d e r ( 1 - C)-Arachidonsäure-Stocklösung e i n e 
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1 : 10 Verdünnung i n absolutem Äthanol h e r g e s t e l l t , um h a n d l i 
chere P i p e t t i e r v o l u m i n a zu bekommen. Entsprechend dem u n t e r 
Punkt 2.2.2.7 genannten Rechenbeispiel für n i c h t r a d i o a k t i v e 
Arachidonsäure v e r s e t z t man j e 2 ml Lösung i n der P e r f u s i o n s -

1 4 
s p r i t z e zudem m i t 1 3 y*l (1 - C)-Arachidonsäure aus der v e r 
dünnten Stocklösung. Schließlich beträgt nach der 1 : 26 Zumi-
schung d i e End k o n z e n t r a t i o n an m a r k i e r t e r Säure 4,5 χ 10 Μ. 
Dieser A n t e i l an der unma r k i e r t e n Säure (10~ 5M) i s t demnach 
k l e i n e r a l s 0,5 %. Die Z e i t p u n k t e für d i e Probenentnahmen an 
der Vena portae-Kanüle f o l g e n m i t geringen Abweichungen dem 
Schema i n 2.6.2.. 
Ferner werden an den Punkten Α ^ 2 , Β ^ 2 # C^ 2, d a r g e s t e l l t i n 
der Abbildung 5, größere Proben (ca. 22 ml) gesammelt, um durch 
das anschließende E x t r a k t i o n s v e r f a h r e n und d i e Dünnschicht
chromatographie Aufschluß über d i e chemische Stabilität der 
P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n und deren tatsächlicher K o n z e n t r a t i o n 
vor Ort zu erl a n g e n . 

PERFUSORSPRITZE 

Abb. 5: Schematische D a r s t e l l u n g der Probenentnahmepunkte für 
d i e Dünnschichtchromatographie ( V g l . f o l g e n d e r Text 
und Abb. 4) 



- 31 -

P u n k t A 

Punkt Β 

Aus d e r f e r t i g v o r b e r e i t e t e n P e r f u s o r s p r i t z e werden 
u n m i t t e l b a r v o r d e r e n I n s t a l l a t i o n 800 pX Lösung 
entnommen und m i t 20,8 ml Kontrollösung (=KL) 
1:26 verdünnt. 

Ku r z v o r dem Anschluß des Organkomplexes werden b e i 
l a u f e n d e m Zumischungssystem ( K L 2 und P e r f u s o r s p r i t -
z e ) an d e r S p i t z e d e r A r t . 
Lösung a u f g e f a n g e n . 

coeliaca-Kanüle c a . 22 ml 

Punkt C 

Punkt Cn 

Nachdem d e r Organkomplex a n g e s c h l o s s e n i s t , w i r d zum 
Z e i t p u n k t 0 von d e r P e r f u s i o n m i t KL 1 a u f KL^ und 
d i e P e r f u s o r s p r i t z e u m g e s c h a l t e t . Das an d e r Vena 
portae-Kanüle i n den e r s t e n 2-8 Minuten gesammelte 
P e r f u s a t s t e l l t d i e Probe C 1 d a r . 

I n den l e t z t e n 2-8 Minuten d i e s e s P e r f u s i o n s a b 
s c h n i t t e s g e w i n n t man d i e Probe C 2 und s c h a l t e t w i e 
d e r a u f d i e P e r f u s i o n m i t KL, zurück. 

Punkt B^: J e t z t , am Ende d e r P e r f u s i o n , w i r d wie i n Punkt Β 
v e r f a h r e n . 

Punkt A n A n a l o g e s Vorgehen wie i n Punkt A 

D i e s e Proben für d i e Aktivitätsverlaufskurven und d i e Dünn
s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e werden s o f o r t w e i t e r v e r a r b e i t e t . 

2.8.3 Messung d e s Aktivitätsverlaufes 

Von den e r h a l t e n e n Proben werden j e 260 yul i n e i n S z i n t i l l a -
tionsgefäß p i p e t t i e r t , m i t 10 ml U n i s o l v S z i n t i 1 l a t i o n s f l ü s s i g -
k e i t v e r m i s c h t und b e i 4°C im yi-Zähler ( ß- S z i n t BF 5000; 
Ka n a l C) über 10 min gemessen. D i e Grundaktivität beträgt 27-
29 cpm. 



- 32 -

2.8.4 Q u a l i t a t i v e s N a c h w e i s v e r f a h r e n m i t d e r Dünnschicht-
c h r oma t og r a ph i e 

2.8.4.1 E x t r a k t i o n s v e r f a h r e n 

1 4 
D i e Radioaktivität d e r ( 1 - C)-Arachidonsäure und d e r 8,11,14-

14 . 
( 1 - C)-Eicosatriensäure i s t i n den w a s s r i g e n Losungen d e r P r o 
ben Α

Ί / 2 ' B l / 2 u n d C l / 2 2 U 9 e r i n < 3 ' u m s i e n a c n dem A u f t r a g e n 
a u f e i n e " T h i n L a y e r Chromatography" ( = T L C ) - P l a t t e im S c a n n e r 
noch messen zu können. 
D e s h a l b muß e i n E x t r a k t i o n s v e r f a h r e n d a z w i s c h e n g e s c h a l t e t wer
den. Da e s s i c h um l a n g k e t t i g e , hochungesättigte Fettsäuren 
h a n d e l t , v e r s p r i c h t e i n hydrophobes E x t r a k t i o n s m e d i u m e i n e An
r e i c h e r u n g . 
Aus V o r v e r s u c h e n b i e t e t s i c h a l s günstiges E x t r a k t i o n s m e d i u m 
e i n C h l o r o f o r m - M e t h a n o l - G e m i s c h ( 9 : 1 v/v; pro a n a l y s i i von 
Merck, D a r m s t a d t ) an ( a n a l o g ( 3 4 ) , ( 2 0 2 ) ) . J e d e d e r Proben 
A.j^2' B i / 2 u n ( ^ C l / 2 w * r c * ^ e m r ° l 9 e n c * e n E x t r a k t i o n s v e r f a h r e n 
u n t e r z o g e n . 
Von j e d e r Probe werden 20 ml i n 5 ml H^O aufgenommen und m i t 
k o n z e n t r i e r t e r Ameisensäure a u f das pH von 3 g e b r a c h t ( 5 5 ) , 
( 1 5 2 ) , da d i e Fettsäuren i n u n d i s s o z i i e r t e m Z u s t a n d hydrophober 
s i n d . Nun w i r d 3 min m i t 10 ml C h l o r o f o r m - M e t h a n o l - G e m i s c h ge
schüttelt und d i e anschließende E n t m i s c h u n g d u r c h d a s Z e n t r i -
f u g i e r e n b e i 2500 Upm b e s c h l e u n i g t . Mit H i l f e von P a s t e u r p i -
p e t t e n t r e n n t man d i e überstehende wässrige Phase ab, d i e noch 
zweimal m i t j e 5 ml e x t r a h i e r t w i r d . 
Der E x t r a k t ( c a . 20 ml) w i r d i n einem B i r n e n k o l b e n b e i 35°C 
und U n t e r d r u c k e ingedampft, v/obei gegen Ende zugegebener a b s o 
l u t e r Äthanol (1,5 ml) d i e Ameisensäure a u s t r e i b t . Der Rück
s t a n d w i r d i n 500 f i l Essigsäureäthylester und 100 fLl a b s o l u t e m 
Äthanol aufgenommen und i n e i n Eppendorf-Gefäß überführt, wo 
e i n f e i n e r S t i c k s t o f f s t r a h l d i e Lösungsmittel e r n e u t v e r d a m p f t . 
D i e s e P r o z e d u r w i e d e r h o l t man noch e i n m a l . D i e im Eppendorf-Ge
fäß a n g e r e i c h e r t e n P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n werden zweimal n a c h 
e i n a n d e r i n 20 jxl a b s o l u t e m Äthanol gelöst und a u f e i n e TLC-
P l a t t e ( s . u . ) a u f g e b r a c h t . 
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D i e dazu durchgeführte Bestimmung d e r E x t r a k t i o n s a u s b e u t e e r g a b 
1 4 

für 3 i e ( 1 - C)-Arachidonsäure z.B. i n d e r Probe Λ 1 73 % und 
i n C 48 %. Demgegenüber s i n d d i e Quoten für d i e 8,11,14-
( 1 - C)-Eicosatriensäure n i e d r i g e r (A 1 : 54 % ; C 2 : 38 % ) . 
D i e größte A n r e i c h e r u n g w i r d im e r s t e n E x t r a k t i o n s s c h r i t t e r 
z i e l t , wogegen s i c h d i e V e r l u s t e gleichmäßig über d i e Restlö-
s u n ^ n und Rückstände v e r t e i l e n . 

2.8.1.2 A u f t r a g u n g und Trennung a u f " T h i n L a y e r Chromatography"_ 
P l a t t e 

D i e T L C - P l a t t e n (20 χ 20 cm), m i t 0,25 mm K i e s e l g e l 60 be
s c h i c h t e t , l i e f e r t d i e F i r m a Merck, D a r m s t a d t . Vor d e r Verwen
d u n g t r o c k n e n d i e P l a t t e n e i n e Stunde b e i 120°C ( 4 8 ) . D i e Auf
tr a g s p u n k t e müssen e i n e n genügend großen Abstand vom P l a t t e n 
r a n d haben, da s e i t l i c h Unregelmäßigkeiten i n d e r L a u f m i t t e l 
fron; vorkommen. E i n k l e i n e r S t a r t p u n k t m i t hoher S t o f f k o n z e n -
t r a t o n w i r d d u r c h d i e f r a k t i o n i e r t e A u f t r a g u n g d e r a n g e r e i 
c h e r e n P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n ( v g l . 2.8.4.1) und d e r Zw i s c h e n 
z e i t i c h e n Trocknung im Stickstoffström e r z i e l t . J e 5 u l e i n e r 

14 
1 : 0 Athanolverdünnung d e r Stocklösungen von ( 1 - C ) - A r a c h i -

1 4 
dons>ure und 8,11,14-(1- C)-Eicosatriensäure d i e n e n a l s R e f e -
renz«n Rft bzw. Rg. I n d e r Stickstoff-gefüllten Trennkammer t a u -
c h e n d i e T L C - P l a t t e n b i s zu einem Z e n t i m e t e r u n t e r den Auf-
trag:punkten i n das L a u f m i t t e l e i n . D i e s e s b e s t e h t a u s der o r 
ganischen Phase e i n e r Essigsäureäthylester-Isooctan-Eisessig-
Wass«r-Mischung (11:3:2:10 v / v / v / v ; p r o a n a l y s i i von Merck, 
Darmrtadt) ( 3 0 ) , ( 3 4 ) , ( 8 4 ) . Wenn d i e L a u f m i t t e l f r o n t kurz v or 
dem (beren Rand s t e h t , z e i c h n e t man d i e s e an und t r o c k n e t an
schießend d i e P l a t t e . 

2.8. /. 3 Messung im " T h i n L a y e r Chromatography" - S c a n n e r 

Das ^ t a s t e n der'Bahnen a u f d e r T L C - P l a t t e m i t dem S c a n n e r vom 
S t a r t p u n k t b i s z u r L a u f m i t t e l f r o n t g e s c h i e h t m i t e i n e r B l e i f o -
l i e n - b e s p a n n t e n B l e n d e (2 χ 36 mm). Dem maximalen S c h r e i b e r a u s -
schlc-j von 10 cm e n t s p r i c h t e i n e I m p u l s r a t e von 100 c p s ( c o u n t s 
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per s e c o n d ) . Zum Vorschub von 300 mm/h w i r d e i n e Trägheit von 
10 sRC gewählt, d i e v e r z e r r u n g s f r e i e Peaks gewährleistet. 

2.9 Auswertung d e r E r g e b n i s s e und S t a t i s t i k 

D i e Berechnung der I n s u l i n s e k r e t i o n s r a t e n i n ^U/min aus den 
E i n z e l p r o b e n w i r d i n 2.7.6 erläutert. 
D i e E x p e r i m e n t e mit g l e i c h a r t i g e n Bedingungen werden zu M i t t e l 
w e r t s k u r v e n (jf S t a n d a r d E r r o r of Mean) zusammengefaßt. 
Di e Flächen u n t e r den Kurven s i n d m i t den Absolutmengen s e z e r -
n i e r t e n I n s u l i n s p ro Z e i t r a u m i d e n t i s c h . Das P r i n z i p d e r Flä
che n b e r e c h n u n g b e s t e h t i n d e r M i t t e l w e r t b i l d u n g z w e i e r benach
b a r t e r Meßpunkte, m u l t i p l i z i e r t m i t dem Z e i t a b s t a n d i n Minuten. 
Per Computer werden d i e s e Flächenintegrale i n den E i n z e l e x p e r i 
menten für bestimmte Zeiträume, e r s i c h t l i c h a u s den T a b e l l e n 
1 - 5, b e r e c h n e t , a d d i e r t und g e m i t t e l t . D i e G r e n z e n d e r Flä
c h e n i n t e g r a l e werden i n Anlehnung an ZAWALICH e t a l . ( 1 9 8 ) und 
TIENGO e t a l . ( 1 80) gewählt. 
Der u n p a a r i g e Flächenvergleich f o r d e r t den S t u d e n t - T - T e s t für 
unverbundene S t i c h p r o b e n , i n den Flächenmittelwerte m i t d e r 
S t a n d a r d a b w e i c h u n g und d e r E x p e r i m e n t a n z a h l d i r e k t e i n g e s e t z t 
werden können. 
Dagegen i s t für V e r g l e i c h e von I n t e g r a l e n i n einem E x p e r i m e n t , 
wenn a u c h an mehreren E x p e r i m e n t e n mit d e n s e l b e n V e r s u c h s b e d i n 
gungen durchgeführt, d e r S t u d e n t - T - T e s t für verbundene S t i c h 
proben h e r a n z u z i e h e n . 
Für p a a r i g e P u n k t v e r g l e i c h e , wie z.B. v o r und nach U m s c h a l t v o r 
gängen, w i r d e b e n f a l l s d e r z u l e t z t g e n a n n t e T e s t benützt. 



3. ERGEBNISSE 

1 4 
3.1 Aktivitätsverlaufskurven von ( 1 - C)-Arachidonsäure 

1 4 
und 8,11,14—(1— C)-Eicosatriensäure 

Da d e r d i r e k t e c h e m i s c h e Nachweis d e r T e s t s u b s t a n z e n m i t größ
tem Aufwand verbunden wäre, b e d i e n t man s i c h d e r r a d i o a k t i v 
m a r k i e r t e n V e r t r e t e r , um den K o n z e n t r a t i o n s v e r l a u f b e u r t e i l e n 
zu können. 
Mi t e i n e r L a t e n z von 30 b i s 60 Sekunden nach dem U m s c h a l t v o r 
gang e r s c h e i n e n d i e r a d i o a k t i v e n T e s t s u b s t a n z e n an d e r Vena-
portae-Kanüle, was s i c h i n einem s t e i l e n Aktivitätsanstieg aus 
drückt (Abb. 6 und 7 ) . 
Der Aktivitätsverlauf e r r e i c h t nach dem i n i t i a l e n A n s t i e g un
gefähr ab d e r 10. Minute e i n l e i c h t a b f a l l e n d e s N i v e a u (Abb. 
6 und 7 ) . 
D i e s e T a t s a c h e i s t d u r c h e i n e zunehmende R e t e n t i o n d e r ungesät 
t i g t e n Fettsäuren im Organkomplex erklärbar. 
Nach dem Zurückschalten a u f d i e Ausgangsbedingungen fällt d i e 
Aktivität b i n n e n 3 - 5 Minuten f a s t a u f d i e V o r w e r t e (Abb. 6 
und 7) ab. 

Zusammenfassend läßt s i c h h i e r z u k o n s t a t i e r e n , daß d i e s e Ver
s u c h s a n o r d n u n g m i t dem System d e r Zumischung d e r hochungesät
t i g t e n Fettsäuren i n d i e Perfusionslösung u n m i t t e l b a r v o r der 
Organpassage g e e i g n e t i s t , k e i n e d i s k r e p a n t e n z e i t l i c h e n V e r 
zögerungen beim U m s c h a l t v o r g a n g und k e i n e e x z e s s i v großen 
Schwankungen im Testsubstanzzufluß a u f t r e t e n zu l a s s e n . 
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Abb. 7: Aktivitätsverlaufskurve von 8 , 1 1 , 1 4 - ( 1 - C ) - E i c o s a t r i e n 
säure 
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3.2 Chemische Stabilität d e r P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n während 
d e r E x p e r i m e n t e 

3.2.1 Q u a l i t a t i v 

D i e aus den Proben υ η ^ e x t r a h i e r t e ( v g l . 2.8.2 und 
2.8.4) und m i t H i l f e d e r Dünnschichtchromatographie a n a l y s i e r t e 

14 .. 14 
( 1 - C)-Arachidonsäure und 8,11,14—(1- C)-Eicosatriensäure 
z e i g e n , daß d i e Form und L o k a l i s a t i o n d e r Aktivitätsgipfel m i t 
den R e f e r e n z s u b s t a n z e n R^ bzw. R ß i d e n t i s c h s i n d (Abb. 9 - 1 2 ) . 
Demnach kommt e s b e i d e r P e r f u s i o n d e r b e i d e n Säuren n i c h t zu 
einem Abbau. 
I n den Proben nach d e r Or g a n p a s s a g e ( C 1 ,_) i m p o n i e r t b e i d e r 

14 
( 1 - C)-Arachidonsäure e i n e zusätzliche c h r o m a t o g r a p h i s c h l a n g 
sam l a u f e n d e r e S u b s t a n z (Abb. 8 - 1 0 ) , wogegen d i e 8,11,14-

1 4 
( 1 - C)Eicosatriensäure-Peaks k e i n e c h e m i s c h e Veränderungen e r 
f a h r e n . (Abb. 11 und 1 2 ) . 
D i e Arachidonsäure w i r d a l s o o f f e n s i c h t l i c h z.T. i n e i n e n we
n i g e r s t a r k l i p o p h i l e n M e t a b o l i t e n umgewandelt und zwar im 
Z e i t r a u m C^ möglicherweise mehr a l s i n C 2 . 
3.2.2 S e m i q u a n t i t a t i v 

D i e Fläche u n t e r den Impulsausschlägen i s t d e r Radioaktivität 
d i r e k t p r o p o r t i o n a l . I n den Abbildungen 9 - 1 2 repräsentiert 
d e r R A ^ E ~ P e a k d i e t h e o r e t i s c h i n den Proben Λ<|/2' B 1 / 2 s o w * e 

C^y^ e i n g e s e t z t e Aktivität, wogegen R^ i n d e r Abb. 8 nur e i n 
Fünftel davon d a r s t e l l t . 
Im V e r g l e i c h z u r t h e o r e t i s c h e i n g e s e t z t e n Aktivität R f t/ E e r 
s c h e i n e n davon noch 40 - 50 % nach dem E x t r a k t i o n s v e r f a h r e n i n 
den Proben ohne di 
t e n (Abb. 9 - 1 2 ) . 

1 4 
D i e Organpassage m i n d e r t d i e s e Quoten b e i d e r ( 1 - C ) - A r a -

1 4 
chidonsäure auf d i e Hälfte und b e i d e r ( 1 - C)-Eicosatriensäure 
a u f e i n V i e r t e l . 

den Proben ohne d i e Or g a n p a s s a g e ( Λ
1 / 2 ' B 1 / 2 * a u f d e n T L C " p * a t " 
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Un t e r Berücksichtigung d e r v e r s c h i e d e n e n E x t r a k t i o n s a u s b e u t e n 
von gegenüber * ν9*· 2.8.4) l a s s e n s i c h d i e R e t e n -
t i o n s w e r t e im Organkomplex abschätzen. 
Von d e r Arachidonsäure werden c a . 50 % und von d e r E i c o s a t r i e n 
säure c a . 65 % zurückgehalten. E i n Grund für d i e hohe R e t e n t i o n 
d e r Prostaglandinpräkursoren dürfte i n d e r ausgeprägten L i p o 
p h i l i c a l s l a n g k e t t i g e , hochungesättigte Fettsäuren l i e g e n , wo
b e i e i n e g e r i n g e r e A n z a h l von Doppelbindungen d i e Fettlöslich-
k e i t s t e i g e r t ( 4 8 ) . 

Abb. 8: TLC-Scann von ( 1 - C)-Arachidonsäure nach d e r Organ
p a s s a g e im Z e i t r a u m und C 2 ( v g l . Punkt 2 . 8 . 2 ) . 
D i e R e f e r e n z s u b s t a n z R A s t e l l t e i n Fünftel der i n 

A 
C . / 9 e i n g e s e t z t e n Gesamtaktivität d a r . 
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SIAR1 LAUFMITTELFRON 
• 

Abb. 9: TLC-Scann von ( 1 - C)-Arachidonsäure i n der e r s t e n 
Hälfte d e s E x p e r i m e n t s an den Punkten Λ ( = P e r f u s o r ) 
Β (= A r t . coeliaca-Kanüle) und C ( = nach dem Organ
komplex an d e r Vena portae-Kanüle). 
R e f e r e n z s u b s t a n z Rß( = t h e o r e t i s c h , d.h. ohne E x t r a k 
t i o n s v e r f a h r e n e i n g e s e t z t e Aktivität), ( v g l . 2.8.2.) 
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START LAUFMITTELFRONT 
» I 

J l O c p s j 

C 2 

Abb. 10: TLC-Scann von ( 1 - C)-Arachidonsäure i n d e r z w e i t e n 
Hälfte d e s E x p e r i m e n t s an den i n Abb. 9 genann t e n 
Punkten. 
( R A wie i n Abb. 9) 
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Abb. 11: TLC-Scann von 8,11,14-(1- C)-Eicosatriensäure i n 
d e r e r s t e n Hälfte d e s E x p e r i m e n t s an den i n Abb. 9 
genannten Punkten. 
R e f e r e n z s u b s t a n z R E ( = t h e o r e t i s c h , d.h. ohne 
E x t r a t i o n s v e r f a h r e n e i n g e s e t z t e Aktivität) 
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START LAUFMITTELFRONT 

ι 
1 4 

Abb. 12: TLC-Scann von 8 , 1 1 , 1 4 - ( 1 - C)-Eicosatriensäure i n d e r 
z w e i t e n Hälfte d e s E x p e r i m e n t s an den i n Abb. 9 ge
nannten P u n k t e n . 
( R 0 wie i n Abb. 11) 
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3.3 P e r f u s i o n m i t P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n 

3.3.1 8,11,14 Eicosatriensäure, 11,14,17 Eicosatriensäure, 
Arachidonsäure und 5,8,11,14,17 Eicosapentaensäure i n 
Kontrollösung 

Nach dem Zumischen d e r o.g. S u b s t a n z e n i n e i n e r K o n z e n t r a t i o n 
von 10 Μ i n d i e Kontrollösung ändern s i c h weder d i e K i n e t i k 
noch d i e Menge d e s s e z e r n i e r t e n I n s u l i n s e i n d e u t i g (Abb. 1 3 - 1 6 ) . 

80-

70-

60-

3mM Glucose 3 mM Glucose 
•KT5 Μ8.11.U Eicosatrien -

säure 

3mM Glucose 

50-

40" 

30-

20-

10 

0 I _ . . . - - τ — •• 1 , ι — — ι 1 1 1 1 1 r— 
-5 0 10 20 25 30 40 

P e r l u s i o n s d a u e r , M i n 

Abb. 13: Der Einfluß von 1 0 ~ 5 Μ 8,11,14 Eicosatriensäure 
au f d i e b a s a l e I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 5, M i t t e l w e r t s 
k u r v e + SEM) 
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2 5 30 40 

Abb. 14: Der Einfluß von 10~ Μ 11,14,17 Eicosatriensäure a u f 
d i e b a s a l e I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 5, M i t t e l w e r t s k u r v e 
+ SEM) 
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3 m M Glucose 

ί ο 20 25 

P e r f u s i o n s d a u e r . M i n 

Abb. 16: Der Einfluß von 1 0 ~ 5 Μ 5,8,11,14,17 E i c o s a p e n t a e n -
säure a u f d i e b a s a l e I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 6, M i t t e l 
w e r t s k u r v e + SEM) 
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3.3.2 8,11,14 E i c o s a t r i e n - , 11,14,17 E i c o s a t r i e n - , A r a c h i d o n -
und 5,8,11,14,17 Eicosapentaensäure i n S t i m u l a t i o n s 
lösung 

D i e S t i m u l a t i o n m i t 20 mM G l u c o s e über 40 Minuten z e i g t das 
bekannte b i p h a s i s c h e S e k r e t i o n s m u s t e r d e r Insulinausschüttung. 
Ab d e r 10. Minute t r i t t k e i n e s i g n i f i k a n t e S t e i g e r u n g d e r S e 
k r e t i o n s r a t e n mehr e i n ( v g l . Tab. 1 ) , d.h. d a s P l a t e a u i s t 
e r r e i c h t . 

Abb. 17: P e r f u s i o n mit 20 mM G l u c o s e über 40 Minuten 
(n = 6, M i t t e l w e r t s k u r v e + SEM) 
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Di e i n den V e r s u c h e n d e r Abbildungen 18 b i s 21 durchgeführte 
Prästimulation m i t 20 mM G l u c o s e z e i g t d a s bekannte b i p h a s i s c h e 
S e k r e t i o n s m u s t e r m i t dem i n i t i a l e n Peak (= e r s t e Phase: 
0 - 5.Min.) und d i e nach einem T i e f p u n k t a u f e i n P l a t e a u an
s t e i g e n d e z w e i t e Phase ( 5 . - 25.Min.). 
D i e A d d i t i o n d e r o.g. Prostaglandinpräkursoren (10~^M) i n d i e s e 
S e k r e t i o n s p h a s e ( 2 5 . - 50.Min.) läßt k e i n e s i g n i f i k a n t e n Abwei
chungen d e r Insulinausschüttung sowohl im H i n b l i c k auf d i e 
Quantität ( v g l . Tab. 1) a l s auch a u f den K u r v e n v e r l a u f 
(Abb. 1 8 - 2 1 ) e r k e n n e n . 
Nach dem E n t z u g d e s S t i m u l a n s fällt d i e S e k r e t i o n s r a t e i n den 
e r s t e n fünf Minuten s t e i l ab, b l e i b t dann a b e r w e i t e r h i n deut
l i c h über den Prästimulationswerten b e s t e h e n . 

« 0 0 0 
3mM 

Glucose 
20 mM Glucose 20 mH Glucose 

•10" S M 8.11. K E i c o s o l r i e n s ö u r e 
3mM Glucose 

3 0 0 0 
c 
i. 

3 . 
C 

1 2 0 0 0 

Μ 
C 
3 «· 
* 1 0 0 0 

η I I I 1 I I I 1 I I I 1 

- 5 0 10 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 

P e r f u s i o n s d a u e r . M i n . 

Abb. 18: V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß von 
10 Μ 8,11,14 Eicosatriensäure a u f d i e z w e i t e Phase 
d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 6, Mi t 
t e l w e r t s k u r v e + SEM) 



- 48 -

c 3000 

1000 

3mM J 2 0 m H Glucose ? f l m M Glucose 3 m H Glucose 
Glucosel 

ι • 10' 5 M n.H . I 7 E i c o s ü l n e n s Q u r e 
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P e r f u s i o n s d o u e f . M i n 

Abb. 19: V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß von 10 ~̂ M 
11,14,17 Eicosatriensäure a u f d i e z w e i t e Phase d e r G l u 
c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 6, M i t t e l w e r t s k u r 
ve + SEM) 
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Abb. 20: V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß von 10~ Μ 
Arachidonsäure a u f d i e z w e i t e P h ase d e r G l u c o s e - i n d u 
z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n (n - 6, M i t t e l w e r t s k u r v e + SEM) 
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Abb. 21: V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß von 
10" Μ 5,8,11,14,17 Eicosapentaensäure auf d i e z w e i t e 
Phase d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n 
( n = 7, M i t t e l w e r t s k u r v e ± SEM) 
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T a b e l l e Ί: V e r g l e i c h e von Flächenintegralen aus den Experimen

t e n mit Prostaglandinpräkursoren ( M i t t e l w e r t e + SEM) 

Dur c h s c l m i t t 1 i c h e I n s u ) i n s e k r e t i o n 
( yuU/min) 

S t e i g e r u n g (%) S i g n i f i -
kanz 
Niveau 

20 mM G l u c o s e 
(10.-25. Min.)" 

20 mM G l u c o s e p l u s . 
(25.-40. Min.) 

2651 + 223 3140 + 326 21 + 12,5 N.S. 

1840 + 197 

10 Μ 8,11,14 
Eicosatriensäure 
1982 + 264 10 + 13,5 N.S. 

2373 + 620 

10 5M 11,14,17 
Eicosatriensäure 
2391 + 315 1,3 + 8,8 N.S. 

2225 + 1368 

10 5M 
Arachidonsäure 
2634 + 252 7,1 + 13,7 N.S. 

1705 + 403 

10 Μ 5,8,11,14,17 
E i cosapentaensäure 
1870 + 168 11,8 + 7,7 N.S. 

V e r g l e i c h d e r p r o z e n t u a l e n S t e i g e r u n g d e r S e k r e t i o n s r a t e n ; 

20 mM G l u c o s e •20 mM G l u c o s e p l u s . . . 

S i g n i f i 
kanz 
Niveau 

21 + 12,5 
10 Μ 8,11,14 Eicosatriensäure 
10 + 13,5 N.S. 

21 + 12,5 
10 Μ 11,14,17 Eicosatriensäure 
1,8 + 8,8 N.S. 

21 + 12,5 
10 Μ Arachidonsäure 
7,1 + 13,7 N.S. 

21 + 12,5 
10 Μ Eicosapentaensäure 
11,8 + 7,7 N.S. 
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3. 4 P e r f u s i o n e n m i t Äthanol 

3.4.1 Einfluß von Äthanol auf d i e b a s a l e I n s u l i n s e k r e t i o n 

0,1 V o l % Äthanol führt b e i s u b s t i m u l a t o r i s c h e r G l u c o s e k o n -
z e n t r a t i o n zu k e i n e r s i g n i f i k a n t e n Änderung d e r I n s u l i n s e 
k r e t i o n (Abb. 2 2 ) . 

Abb. 22: Der Einfluß von 0,1 V o l % Äthanol a u f d i e b a s a l e 
I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 4, M i t t e l w e r t s k u r v e +_ SEM) 
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3.4.2 Einfluß von Äthanol a u f d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e 
I n s u l i n s e k r e t i o n 

Im' V e r g l e i c h z u r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n 
(Abb. 17) führt d i e g l e i c h z e i t i g e P e r f u s i o n von G l u c o s e 
(20 mM) p l u s 0,05 V o l % Äthanol zu k e i n e r Änderung d e r I n s u 
l i n s e k r e t i o n . 

3mM Glucose 

3000 

10 20 2S 
P e r t u s i o n s d a u e r . M i n 

Abb. 23: Der Einfluß von 0,05 V o l % Äthanol a u f d i e m i t 20 mM 
G l u c o s e i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n ( n = 5, M i t t e l 
w e r t s k u r v e + SEM) 

Ebenso b e s t e h t k e i n s i g n i f i k a n t e r U n t e r s c h i e d zu den b e i d e n 
Phasen d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n i n den Prä-
p e r f u s i o n s a b s c h n i t t e n b e i den E x p e r i m e n t e n m i t den P r o s t a 
glandinpräkursoren (Abb. 1 8 - 2 1 ) . 
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3.5 P e r f u s i o n e n m i t u n t e r s c h i e d l i c h e n K o n z e n t r a b i o n e n von 
K a l z i u m , T h e o p h y l l i n und D 600 i n v e r s c h i e d e n e n Kombi
n a t i o n e n m i t e i n a n d e r 

3.5.1 Der Einfluß von T h e o p h y l l i n auf d i e G l u c o s e - s t i m u -
l i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n 

D i e Abb. 24 b z e i g t i n d e r u n t e r e n Kurve d i e m i t 20 mM G l u c o 
s e a l l e i n i n d u z i e r t e Insulinausschüttung b e i p h y s i o l o g i s c h e r 
C a + + - K o n z e n t r a t i o n von 2,5 mM. 
I n d e r e r s t e n V e r s u c h s r e i h e (Abb. 24 a - c ) w i r d zunächst i n 
d e r K o n t r o l l p h a s e (-5' - 0') ohne G l u c o s e , wie auch i n den 

s i c h anschließenden 25 Min. r i n denen j e d o c h 5 mM T h e o p h y l l i n 
vorhanden s i n d , v o r p e r f u n d i e r t . D i e s e P e r f u s i o n s b e d i n g u n g e n 
führen zu k e i n e r n e n n e n s w e r t e n S t e i g e r u n g d e r b a s a l e n I n s u -
linausschüttung. 
Wird zum Z e i t p u n k t 25. Min. zusätzlich m i t 20 mM G l u c o s e 
s t i m u l i e r t , s o kommt e s zu e i n e r P o t e n z i e r u n g d e r b i p h a s i -
s c h e n I n s u l i n s e k r e t i o n ( v g l . Abb. 24 b; T a b e l l e 2, Α gegen 
C ) . U n t e r d e n s e l b e n Bedingungen, a b e r e i n m a l mit auf 0,5 mM 
e r n i e d r i g t e m K a l z i u m (Abb. 24 a ) , und zum a n d e r e n m i t auf 5 
mM erhöhtem K a l z i u m (Abb. 24 c ) i n d e r T h e o p h y l l i n - G l u c o s e -
S t i m u l a t i o n s p h a s e , e r g i b t s i c h e i n ähnlich d e u t l i c h e r A n s t i e g 
d e r Insulinausschüttung gegenüber den K o n t r o l l e x p e r i m e n t e n 
(Tab. 2, A--B, A--D). E i n V e r g l e i c h b e i d e r Phasen z w i s c h e n 
den Bedingungen 0,5 mM C a + + und 2,5 mM C a + + läßt k e i n e n (Tab. 2, 
B--C) U n t e r s c h i e d e r k e n n e n . S i g n i f i k a n t g e r i n g e r i s t d i e I n -
s u l i n s e k r e t i o n j e d o c h b e i 5 mM C a + + gegenüber 2,5 mM C a + + 

(Tab. 2, D-- C ) . 
Der Wechsel von ausschließlich 5 mM T h e o p h y l l i n e n t h a l t e n d e m 
(5θ'-75') zu von T h e o p h y l l i n f r e i e m P e r f u s i o n s m e d i u m b e w i r k t 
e i n e s c h n e l l e , vorübergehend erhöhte I n s u l i n s e k r e t i o n b e i 
Vo r b e h a n d l u n g m i t 0,5 mM C a + + und 2,5 mM C a + + , j e d o c h n i c h t 
b e i 5 mM C a + + . Der höchste Punkt, bezogen a u f den Wert zum 
Z e i t p u n k t 75', e r g a b e i n e S t e i g e r u n g um 52 + 10 I (p = 0,05) 
bzw. 123 + 55 % ( p = 0 , 0 2 5 ) , ( v g l . Abb. 24 a , b ) . 
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Abb. 24 a - c : Der Einfluß d e r V o r p e r f u s i o n m i t 5 mM T h e o p h y l l i n 
auf d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n f r e i s e t z u n g b e i 
n i e d r i g e m ( 0 , 5 mM, η = 5 ) , normalem ( 2 , 5 mM, η = 7) 
und hohem (5 mM, η = 4) K a l z i u m . D i e u n t e r e K u r v e 
i n d e r Abb. 24 b z e i g t das b e i 2,5 mM C a + + d u r c h 
G l u c o s e a l l e i n h e r v o r g e r u f e n e S e k r e t i o n s p r o f i l , 
(n = 10 t M i t t e l w e r t s k u r v e n + SEM) 
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T a b e l l e 2: V e r g l e i c h e von Flächenintegralen ( = I n s u l i n m e n g e n 

i n 14U) d e r E x p e r i m e n t e i n d e r A b b i l d u n g 24 a - c . 

E x p e r i m e n t e l e Bedingungen S e z e r n i e r t e s I n s u l i n i n ̂ jU (x + SEM) 

Anz a h l d e r feperimente nimol/i E r s t e Phase Z w e i t e Phase 
25.-30. Min. 30.-50. Min. 

A G L c o s e 20 2 310 + 2 0 1 10 907 + 1 785 

( 1 0 ) C a + 2,5 

G L c o s e 20 
Β T h o p h y l l i n 5 6 051 + 935 25 919 + 3 205 

( 5 ) Ca 0,5 

G l c o s e 20 
C T h o p h y l l i n 5 7 000 + 536 25 921 + 2 105 
( 7 ) C a + 2,5 

G l c o s e 20 
T h o p h y l l i n 5 5 250 + 207 17 835 + 4 663 

(4) Ca 

V e r g l e i c h e : 

Α - Β 

A - C 

A - D 

Β - C 

§ - D 

D " C 

ρ - 0,0005 

ρ - 0,00005 

ρ * 0,00005 

N.S. 

N.S. 

ρ * 0,025 

ρ - 0,0005 

ρ - 0,0005 

ρ - 0,05 

N.S. 

N.S. 

ρ - 0,005 
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I n e i n e r z w e i t e n E x p e r i m e n t r e i h e w i r d zunächst 25 Minuten 
l a n g m i t 20 mM G l u c o s e v o r p e r f u n d i e r t (Abb. 25 a - c ) , woraus 
s i c h das bekannte b i p h a s i s c h e S e k r e t i o n s m u s t e r e r g i b t . I n d i e 
z w e i t e Phase werden ab d e r 25. Minute 2, 5 oder 10 mM Theo
p h y l l i n dazugegeben. 
Mit a l l e n d r e i geprüften T h e o p h y l l i n k o n z e n t r a t i o n e n kommt e s 
zu e i n e r vorübergehenden Hemmung der I n s u l i n s e k r e t i o n , d i e 
bezogen au f d i e v o r h e r i g e S e k r e t i o n s r a t e i n d e r 25. Min. e i n e 
E r n i e d r i g u n g d e r s e l b e n um 32 + 9 % ( p ^ 0 , 0 1 ) b e i 2 mM, um 22 
+ 6 % (p^0,025) b e i 5 mM und um 32 +_ 4 % ( p * 0 , 0 0 1 ) b e i 10 mM 
T h e o p h y l l i n e r r e i c h t . 
E i n V e r g l e i c h d e r s e z e r n i e r t e n I n s u l i n m e n g e n von s i c h e n t 
s p r e c h e n d e n Zeiträumen ( 5 . - 2 5 . Min. und 30.-50. Min.) führt 
beim Z u s a t z d e r d r e i genannten T h e o p h y l 1 i n k o n z e n t r a t i o n e n 
zu e i n e r S t e i g e r u n g d e r Ausschüttung um 84 _+ 26% ( p ^ 0 , 0 1 ) , 
um 1 40 + 48 % (p*0,005) und um 52 + 23 % (p*?0,05) (Tab. 3 ) . 
Es f i n d e t s i c h k e i n s i g n i f i k a n t e r U n t e r s c h i e d i n d e r Höhe d e r 
Ausschüttungsmengen b e i den v e r s c h i e d e n e n T h e o p h y l l i n k o n z e n 
t r a t i o n e n (Tab. 3: A--B, A--C, B - - C ) . 
Ebenso b e s t e h t k e i n e Auswirkung au f d i e z w e i t e Phase d e r I n 
s u l i n s e k r e t i o n , i n d u z i e r t d u r c h 20 mM G l u c o s e m i t 5 mM Theo
p h y l l i n b e i 2,5 mM C a + + , ob mit 5 mM T h e o p h y l l i n a l l e i n oder 
ausschließlich m i t 20 mM G l u c o s e v o r p e r f u n d i e r t w i r d (Tab. 2 fC, 
r e c h t e S p a l t e m i t Tab. 3, B, r e c h t e S p a l t e : 25921 + 2105 yuU/20 m 
m i t 26309 + 2906 / i U/20 m i n ) . 
Der E n t z u g von T h e o p h y l l i n aus dem Medium b e i f o r t d a u e r n d e r 
P e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e v e r u r s a c h t e i n e n k u r z f r i s t i g e n 
A n s t i e g d e r Insulinausschüttung, bezogen au f d i e S e k r e t i o n s 
r a t e i n d e r 50. Minute und zwar um 18 + 5 % ( p * 0 , 0 1 ) b e i 2mM, 
um 38 + 20 % (p*0,05) b e i 5 mM und um 34 + 22 % (N.S.) b e i 
10 mM T h e o p h y l l i n (Abb. 25 a - c ) . D i e s e d r e i p r o z e n t u a l e n 
S t e i g e r u n g e n s i n d v o n e i n a n d e r n i c h t s i g n i f i k a n t v e r s c h i e d e n . 
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Der maximal s t e i g e r n d e oder hemmende E f f e k t e i n e r neu h i n z u 
gefügten S u b s t a n z , bezogen a u f d i e u n m i t t e l b a r vorausgehende 
S e k r e t i o n s r a t e , t r i t t i n n e r h a l b d e r e r s t e n Minute wegen d e r 
d i s k o n t i n u i e r l i c h e n Probenahme i n u n t e r s c h i e d l i c h e n Z e i t p u n k 
t e n a u f . 
D i e M i t t e l w e r t s k u r v e n i n den Abbildungen v e r s c h l e i e r n d e s h a l b 
d i e s e E f f e k t e , w i e z.B. i n d e r A b b i l d u n g 25 a, wo nach d e r 
50. Minute k e i n Insulinausschüttungsgipfel zu e r k e n n e n i s t , 
obwohl, e i n e S i g n i f i k a n z aus dem S t u d e n t - t - T e s t für verbundene 
S t i c h p r o b e n r e s u l t i e r t . 
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Abb. 25 a - c : V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß 
von 2 mM (n = 6 ) , 5 mM (η = 6) und 10 mM (n = 5) 
T h e o p h y l l i n a u f d i e z w e i t e Phase d e r G l u c o s e -
i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n ( M i t t e l w e r t s k u r v e n 
+ SEM) 
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T a b e l l e 3: V e r g l e i c h e von Flächenintegralen ( I n s u l i n m e n g e n 

i n j\U) d e r E x p e r i m e n t e i n d e r Abbildung 25 a - c . 

E x p e r i i n e n t e l l e 
Bedingungen 

S e z e r n i e r t e s I n s u l i n i n pl) 
(x + SEM) 

S i g n i f i k a n z 
n i v e a u 
S t e i g e r u n g 
d er S e k r e t i o n s 
r a t e + SEM 

( A n z a h l ) 

z w e i t e Phase 
5.-25.Min. 

z w e i t e Phase 
30.-50.Min. 

G l u c o s e 20 20 

Α T h e o p h y l l i n - 13284 2 22676 p-0,01 

( 6 ) Ca + * 2,5 +1722 2,5 +2410 84 + 26 % 

G l u c o s e 20 

Β T h e o p h y l l i n - 13072 

( 6 ) C a + + 2,5 +3157 

20 

5 

2,5 

26309 

+2926 

p-0,005 

140 + 48% 

G l u c o s e 

C 

( 5 ) Ca 

T h e o p h y 1 l i n 
+ + 

20 

1997 2 

2,5 +3750 

20 

10 

2,5 

29108 

+5501 

p*0,005 

52 + 23% 

V e r g l e i c h e : 

A--B 

A--C 

B--C 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 
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3.5.2 Der Einfluß d e r Änderung d e r extrazellulären K a l z i u m 
k o n z e n t r a t i o n a uf d i e S e k r e t i o n s w i r k u n g von 20 mM 
G l u c o s e und 5 mM T h e o p h y l l i n 

Einem b e i p h y s i o l o g i s c h e r , extrazellulärer K a l z i u m k o n z e n t r a 
t i o n m i t 20 mM G l u c o s e v o r s t i m u l i e r t e n P a n k r e a s werden 
g l e i c h z e i t i g im P e r f u s i o n s m e d i u m d i e C a + + - K o n z e n t r a t i o n a u f 
0 r 5 mM g e s e n k t und 5 mM T h e o p h y l l i n hinzugefügt. D i e s hemmt 
d i e I n s u l i n s e k r e t i o n i n i t i a l für 2-4 Minuten ( t i e f s t e r P u n k t ) , 
bezogen auf d i e voraus g e h e n d e i n d e r 25. Minute gemessene I n 
s u l i n s e k r e t i o n um 40 + 11 % (p * 0 , 0 2 5 ) , (Abb. 26 a ) . 
D i e a n a l o g e S i t u a t i o n b e i 2,5 mM C a + + läßt e i n e maximale E r 
n i e d r i g u n g d e r I n s u l i n s e k r e t i o n um 22 +_ 6 % (ρ ^ 0,025) und 
b e i 5 mM C a + + um 28 + 3 % ( ρ * 0,005) e r k e n n e n (Abb. 25 b 
und Abb. 26 b ) . Das Ausmaß d e r Hemmung u n t e r s c h e i d e t s i c h b e i 
den v e r s c h i e d e n e n C a + + - K o n z e n t r a t i o n e n n i c h t s i g n i f i k a n t von
e i n a n d e r . 
Der b e i 2,5 mM C a + + (Abb. 25 b) und 5 mM C a * + (Abb. 26 b) 
z w i s c h e n d e r 30. und 50. Minute b e o b a c h t e t e , p o s t i n h i b i t o r i -
s c h e A n s t i e g d e r S e k r e t i o n s r a t e n (140 +_ 48 %, ρ £ 0,005 bzw. 
51 +_ 28 %, N.S., v g l . Tab. 4) gegenüber dem Z e i t r a u m von d e r 
5. - 25. Minute t r i t t b e i 0,5 mM C a + + (Abb. 26a) n i c h t i n E r 
s c h e i n u n g . 
D i e I n s u l i n m e n g e n d e r V o r s t i m u l a t i o n s p h a s e n m i t 20 mM G l u c o s e 
( 5 . - 2 5 . Minute) u n t e r s c h e i d e n s i c h n i c h t s i g n i f i k a n t ( T a b . 4, 
e r s t e S p a l t e : A--B, A--C, B - - C ) . 
J e d o c h d i f f e r i e r t d i e I n s u l i n m e n g e im V e r g l e i c h der j e w e i l i 
gen Zeiträume von d e r 30. - 50. Minute z w i s c h e n 0,5 mM C a + + 

und 2,5 mM C a + + (Tab. 4, r e c h t e S p a l t e : Λ--Β, ρ * 0,005) und 
e n t s p r e c h e n d 0,,5 mM Ca + + und 5 mM Ca + + (Tab. 4, r e c h t e S p a l t e : 
A--C, ρ 4 0,005) e r h e b l i c h . 
Wiedereinführung d e r p h y s i o l o g i s c h e n K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n und 
g l e i c h z e i t i g e Wegnahme des T h e o p h y l l i n s führt zu einem v o r 
übergehenden S e k r e t i o n s a n s t i e g gegenüber d e r S e k r e t i o n s r a t e 
i n d e r 50. Minute. D i e s e r A n s t i e g beträgt i n d e r Abb. 26 a 
96 + 22 % (ρ * 0 , 0 1 ) , i n d e r Abb. 25 b 28 + 20 % (ρ ^ 0,05) * 
und i n d e r Abb. 26 b 10 + 5 % (p * 0 , 0 5 ) . 
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Das S e k r e t i o n s m a x i mum i n d e r Abb. 26a i s t im V e r g l e i c h zu den 
a n d e r e n b e i d e n s i g n i f i k a n t größer (ρ Ρ 0 , 0 5 ) . 
Wie e i n e Gegenüberstellung d e r Flächenintegrale b e i 20 mM 
G l u c o s e und 5 mM T h e o p h y l l i n (= r e c h t e S p a l t e d e r Tab. 2 ge
gen j e n e d e r Tab. 4) p l u s d i e e n t s p r e c h e n d e n C a + + - K o n z e n t r a -
t i o n e n e r s i c h t l i c h macht, h a t d i e Prästimulation mit 5 mM 
T h e o p h y l l i n gegenüber der m i t 20 mM G l u c o s e nur b e i 0,5 mM 
C a + * i n d e r z w e i t e n S e k r e t i o n s p h a s e e i n e s t i m u l a t o r i s c h e Wir
kung (Tab. 2, Β gg. 4, A, 30. - 50. Minute : 25919 + 3205 ge
gen 12956 + 733 ^iü/20 m i n ) , ( p * 0 , 0 0 5 ) . 

Abb. 26 a-b: V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß von 
0,5 mM C a + + (n = 5) und 5 mM C a + + (n = 6) a u f d i e 
z w e i t e Phase d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e 
k r e t i o n b e i A n w e s e n h e i t von 5 mM T h e o p h y l l i n 
( M i t t e l w e r t s k u r v e n _+ SEM) 



T a b e l l e 4: V e r g l e i c h e von Flächenintegralen ( = I n s u l i n m e n g e n 

i n U) d e r E x p e r i m e n t e i n d e r Abbildung 26 a,b 

(A u. C) und d e r Abbildung 25 b (Β). 

E x p e r i m e n t e l l e S e z e r n i e r t e s I n s u l i n i n yu.U S i g n i f i -
Bedingungen (3Ϊ + SEM) k a n z n i v e a u 

z w e i t e Phase z w e i t e Phase 
5.-25.Min. 30.-50.Min. 

( A n z a h l ) mM 

S t e i g e r u n g 
d e r S e k r e 
t i o n s r a t e 
+ SEM 

Gl u c o s e 20 20 

Λ T h e o p h y l l i n - 12911 5 12956 N.S. 

(5 ) C a + + 2,5 + 640 0,5 + 733 0,3 + 8 % 

G l u c o s e 

T h e o p h y l 1 i n 

( 6 ) C a + * 

G l u c o s e 

C T h e o p h y l l i n 
++ 

( 6 ) Ca 

20 

13072 

2,5 +3157 

20 

21133 

2,5 +4233 

5 

5 26309 

2,5 +2926 

20 

5 29073 

5 +4236 

p^0,005 

140 + 48 % 

N.S. 

51 + 28 % 

V e r g l e i c h e : 

p^C-,005 

p^0,005 

N.S. 

Λ--Β 

A--C 

B--C 

N.S. 

N.S. 

N.S. 
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Abb. 27 a - c : V o r p e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e und d e r Einfluß 
von 0,8 ( n = 4 ) , 4 ( n = 4) oder 8 ( n = 3) ^M 
D 600 a l l e i n a u f d i e z w e i t e Phase d e r G l u c o s e -
i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n (= M i t t e l w e r t s 
k u r v e n m i t den B a l k e n (= SEM) ) . 
R e s p e k t i v e d e s g l e i c h e n b e i zusätzlicher Anwe
s e n h e i t von 10 mM T h e o p h y l l i n (n = 5; η = 6; 
η = 4; M i t t e l w e r t s k u r v e n m i t den s c h r a f f i e r t e n 
Flächen (= + SEM)) 
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3.5.3. Der Einfluß von D 600 a u f d i e mit G l u c o s e und 
T h e o p h y l l i n i n d u z i e r t e I n s u l i n f r e i s e t z u n g 

D i e nach d e r V o r s t i m u l a t i o n m i t 20 mM G l u c o s e hinzugefügten 
10 mM T h e o p h y l l i n v e r u r s a c h e n b e i g l e i c h z e i t i g e r A p p l i k a t i o n 
von 0, 0,8 , 4 oder 8yuM D 600, einem B l o c k e r von transmem-
branösen Ca -Kanälen ( 1 1 6 ) , bezogen auf d i e v o r a u s g e h e n d e 
S e k r e t i o n s r a t e i n d e r 25. Minute, e i n e vorübergehende Hemmung 
um 32 + 4 % (p * 0,001, Abb. 25 c ) , 36 + 11 % ( p * 0,025, 
Abb. 27 a ) , 50 + 4 % (p * 0,005, Abb. 27 b) und 40 + 8 % 
(ρ ^ 0,005, Abb. 27 c ) . Gegenüber d e r Bedingung ohne D 600 
w i r d nur b e i 4 D 600 d i e Hemmung s i g n i f i k a n t verstärkt 
(32 + 4 % gegen 50 ± 4 %; ρ * 0 , 0 0 5 ) . 
Wenn man D 600 (0,8 , 4 oder 8 yttM) i n d e r z w e i t e n P h a s e d e r 
G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g p e r f u n d i e r t , s o t r i t t 
e i n e p e r s i s t i e r e n d e Hemmung a u f (Abb. 27 a - c , 25. - 50. Mi
n u t e ) , d i e bezogen a u f d i e j e w e i l s v o r a u s g e h e n d e n S e k r e 
t i o n s r a t e n i n d e r 5. b i s 25. Minute 17 + 4 %, 33 +_ 10 % bzw. 
46 + 17 % beträgt. Nach dem E n t z u g von D 600 e r h o l t s i c h d i e 
Insulinausschüttung langsam b i s a u f das ursprüngliche N i v e a u 
(Abb. 27 a - c , 50. - 75. M i n u t e ) . 
10 mM T h e o p h y l l i n i s t i n d e r Lage, abgesehen von d e r i n i t i a 
l e n Hemmung ( s . o . ) , d i e s e im w e i t e r e n V e r l a u f a u f z u h e b e n 
(Abb. 27 a - c , 30. - 50. M i n u t e ) . 
B e i 0, 0,8 und 8 jtM D 600 w i r d d u r c h 10 mM T h e o p h y l l i n von 
d e r 30. - 50. Minute e i n s i g n i f i k a n t e r A n s t i e g d es f r e i g e 
s e t z t e n I n s u l i n s über d a s j e n i g e h i n a u s e r r e i c h t , w e l c h e s i n 
de r V o r s t i m u l a t i o n m i t 20 mM G l u c o s e von d e r 5. - 25. Minute 
s e z e r n i e r t w i r d (Tab. 5, R e i h e Λ : ρ ^ 0,05, Β : ρ ^ 0,05, 
D : ρ * 0 , 0 2 5 ) . Der a n a l o g e V e r g l e i c h b e i 4yuM D 600 b l e i b t 
u n t e r dem S i g n i f i k a n z n i v e a u (Tab. 5, R e i h e C : N. S . ) . 
Wird i n den E x p e r i m e n t e n d e r Abb i l d u n g 27 a - c sowohl d a s 
T h e o p h y l l i n a l s auch d as D 600 e n t f e r n t , s o e r s c h e i n t e i n 
k u r z e s plötzliches Maximum d e r I n s u l i n f r e i s e t z u n g und zwar, 
bezogen auf d i e vorausgehende S e k r e t i o n s r a t e i n d e r 50. Minu
t e , e i n e S t e i g e r u n g um 19 +_ 6 % (ρ ^ 0,025) b e i 0,8 yuM, um 
20 + 7 % (ρ ^ 0,025) b e i 4 ̂ JLM und um 16 _+ 7 % (N.S.) b e i 8 yuM 
D "600. 
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Dem E n t z u g von T h e o p h y l l i n ohne D 600 (Abb. 25 c ) f o l g t e i n e 
n i c h t s i g n i f i k a n t e Erhöhung um 34 22 %. 
D i e d u r c h 20 mM G l u c o s e und 10 mM T h e o p h y l l i n von der 30. -
50. Minute s e z e r n i e r t e Menge I n s u l i n i s t s t a t i s t i s c h g l e i c h 
d e r b e i zusätzlicher A n w e s e n h e i t von D 600 ( v g l . Tab. 5 : 
A--B, A--C, A--D). 

D i e s e q u e n t i e l l e P e r f u s i o n m i t 20 mM G l u c o s e , 20 mM G l u c o s e 
p l u s 5 mM T h e o p h y l l i n und anschließend noch 4 yuM D 600 z e i g t , 
außer dem V e r l u s t d e s plötzlichen Insulinausstoßes nach dem 
T h e o p h y l 1 i n e n t z u g i n d e r 100. Minute, k e i n e w e s e n t l i c h e Ände
rung d e s S e k r e t i o n s p r o f i l s (Abb. 28) gegenüber d e r s o f o r t i g e n 
A n w e s e n h e i t von 4 D 600 i n d e r G l u c o s e - T h e o p h y l l i n s t i m u 
l i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n (Abb. 27 b ) . 
I n s b e s o n d e r e t r i t t k e i n e hemmende Wirkung von D 600 b e i d e s 
s e n Z u s a t z i n e i n e G l u c o s e - T h e o p h y l l i n s t i m u l i e r t e S e k r e 
t i o n s p h a s e a u f (Abb. 28, 50. - 75. M i n u t e ) . 

Abb. 28: Der Einfluß von 4 yu.M D 600 auf d i e z w e i t e Phase d e r 
m i t 20 mM G l u c o s e und 5 mM T h e o p h y l l i n s t i m u l i e r t e n 
I n s u l i n s e k r e t i o n (n = 7, M i t t e l w e r t s k u r v e +_ SEM) 
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T a b e l l e 5: V e r g l e i c h e von Flächenintegralen ( = I n s u l i n m e n g e n i n 

yu.U) d e r E x p e r i m e n t e i n d e r Abbildung 25 c (A) und ' 

d e r A b b i l d u n g 27 a - c ( B f C, D) 

F.xper i m e n t e l l e 
Bedingungen 
( i n a l l e n ^ l j j x p . 
2,5 mM Ca ) 

( A n z a h l ) 

S e z e r n i e r t e s I n s u l i n i n jxl) 
(5Γ + SEM) 

z w e i t e Phase z w e i t e Phase 
5.-25. Min. 30.-50. Min. 

S i g n i f i k a n z 
n i v e a u 
S t e i g e r u n g 
d e r S e k r e 
t i o n s r a t e 
+ SEM 

A 

( 5 ) 

G l u c o s e 20 

T h e o p h y l l i n 19972 

+3750 

20 

10 29108 

+ 5501 

p^0,05 

52 + 23 % 

Gl u c o s e 20 20 

Β T h e o p h y l l i n - 21814 10 26318 

( 5 ) D 600 - +1426 0,0008 +2479 

p^0,05 
21 + 9 % 

Gl u c o s e 20 20 

C T h e o p h y l l i n - 23776 10 30551 

( 6 ) D 600 - +2924 0,004 +3697 

N.S. 

36 + 19 % 

Gl u c o s e 20 20 

D T h e o p h y l l i n - 15772 10 19472 

( 4 ) D600 - +1929 0,008 +2700 

p^0,025 

23 + 5 

V e r g l e i c h e : 

Λ--Β 

A--C 

A--D 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

N.S. 



- 67 -

4. DISKUSSION 

4.1 P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n 

ι 4 

D i e Umwandlung von ( 1 - C)-Arachidonsäure i n PG E 2 und P G F ^ 
im R a t t e n p a n k r e a s und d e r e n Nachweis i s t HAMAMDCZIC e t a l . 

( 5 5 ) g e l u n g e n , obwohl d e r von den P a n k r e a s i n s e l n bzw. B - Z e l 
l e n stammende A n t e i l z i e m l i c h k l e i n s e i n dürfte ( 1 1 2 ) . Präpa
r a t i o n e n von e x o k r i n e n , azinären P a n k r e a s z e l l e n w e i s e n d i e 
Fähigkeit a u f , Arachidonsäure sowohl v i a L i p o x y g e n a s e a l s 
a u c h v i a C y c l o o x y g e n a s e zu den e n t s p r e c h e n d e n Endprodukten 
zu m e t a b o l i s i e r e n ( 1 5 3 ) . 
Wie schon im E r g e b n i s t e i l f e s t g e s t e l l t , kommt e s b e i d e r P e r -

14 14 f u s i o n von 8, 1 1 , 1 4 - ( 1 - C)-Eicosatriensäure und ( 1 - C ) - A r a -
chidonsäure zu keinem Abbau bzw. Z e r f a l l d e r l a n g k e t t i g e n , 
hochungesättigten Fettsäuren, d.h. s i e e r r e i c h e n d i e B - Z e l l e n 
i n i n t a k t e m Z u s t a n d . 
E i n Umbau i n e i n e n w e n i g e r s t a r k l i p o h i l e n M e t a b o l i t e n 
s c h e i n t b e i d e r Arachidonsäure s t a t t z u f i n d e n , da u n m i t t e l b a r 
v o r dem Organ d e r Aktivitätspeak noch u n g e s p a l t e n und danach 
v e r b r e i t e r t bzw. z w e i g i p f l i g i s t ( Β

Ί / 2 * n A t > D » 9 und 1 0 ) . 
D i e 8,11,14 Eicosatriensäure w i r d o f f e n s i c h t l i c h n i c h t i n 
w e s e n t l i c h e n Mengen oder nur geringfügig umgebaut. 
SAMUELSSON e t a l . ( 1 5 6 ) b e r i c h t e n e b e n f a l l s , daß d i e 8,11,14 
Eicosatriensäure i n künstlichen Medien wie h i e r n i c h t i n 
P r o s t a g l a n d i n e m e t a b o l i s i e r t w i r d . 
D i e i n d e r E i n l e i t u n g b e s c h r i e b e n e n E f f e k t e exogener P r o s t a 
g l a n d i n e s i n d k e i n e u n s p e z i f i s c h e n von ungesättigten, l a n g 
k e t t i g e n Fettsäuren, da s e l b s t b i s zu 750 ̂uM Ölsäure k e i n e 
Insulinausschüttung am i s o l i e r t e n , p e r f u n d i e r t e n R a t t e n 
p a n k r e a s p r o v o z i e r t ( 2 2 ) , ( 1 4 4 ) . I n I n s e l z e l l k u l t u r e n z e i g t e 
s i c h j e d o c h schon b e i 17,7 ̂ iM Ölsäure e i n e s t i m u l i e r e n d e Wir
kung, wogegen gesättigte Fettsäuren k e i n e n E f f e k t h a t t e n ( 1 3 6 ) . 
Erhöhte S p i e g e l an f r e i e n (exogenen) Prostaglandinpräkursoren 
s t i m u l i e r e n d i e PG-Synthese i n Z e l l e n , d i e über d i e e n t - * 
sp r e c h e n d e n Enzymsysteme verfügen ( 1 8 7 ) . 
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Von d e r Arachidonsäure i s t bekannt, daß s i e i n e i n e r w i e auch 
i n den e i g e n e n E x p e r i m e n t e n verwendeten K o n z e n t r a t i o n von 10 
k e i n S u b s t r a t des E n e r g i e s t o f f w e c h s e l s i s t , s o n d e r n r e g u l a t i 
ve F u n k t i o n e n ausübt ( 2 2 ) . A n d e r e r s e i t s schränken K o n z e n t r a 
t i o n e n größer a l s 200 yuM d i e Lebensfähigkeit d e r B - Z e l l e n 
d e u t l i c h e i n ( 1 9 7 ) . Der natürliche G e h a l t an den F o l g e p r o d u k 
t e n PGE^ und P G F 2 Q ( wurde zu 52 pmol bzw. 28 pmol/g P a n k r e a s -
gewebe von W i s t a r - R a t t e n bestimmt ( 9 3 ) . 
L i e g t "*H-markierte Arachidonsäure i n e i n e r K o n z e n t r a t i o n von 
33 î.M v o r , so w i r d d i e s e , sowohl b e i s u b s t i m u l a t o r i s c h e r , 
a l s a u c h verstärkt b e i s t i m u l a t o r i s c h e r G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n 
i n d i e Membranphospholipide von i s o l i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s i n 
s e l n e i n g e b a u t und v i a P h o s p h o l i p a s e A^ w i e d e r f r e i g e s e t z t , 
worauf dann d i e w e i t e r e M e t a b o l i s i e r u n g f o l g t ( 4 1 ) . 
Ob e i n e Abhängigkeit d e r A r t d e r P r o s t a g l a n d i n s y n t h e s e p r o d u k -
t e ( P G E 2 , P G F 2 0 ( u./o. 6 K e t o - P G F 1 w ) von d e r e i n w i r k e n d e n A r a -
chidonsäurekonzentration, wie s i e i n e i n e r C y c l o o x y g e n a s e -
Präparation aus Samenbläschen von S c h a f e n n a c h g e w i e s e n wurde 
( 3 4 ) , a u c h b e i den L a n g e r h a n s s c h e n I n s e l n d e r F a l l i s t , muß 
noch geklärt werden. 
Aus den E r g e b n i s s e n von ΑΚΡΛΝ e t a l . ( 1 ) am i s o l i e r t e n , p e r 
f u n d i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s l e i t e n s i c h H i n w e i s e ab, daß d i e 
endogenen P r o s t a g l a n d i n e möglicherweise überhaupt n i c h t o b l i 
g a t o r i s c h i n d i e normale F u n k t i o n d e r L a n g e r h a n s s c h e n I n s e l n 
e i n g e s c h a l t e t s i n d . S i e konnten nämlich z e i g e n , daß Bauch
speicheldrüsen von R a t t e n , d i e i n Bezug auf d i e e s s e n t i e l l e n 
Fettsäuren und damit d i e P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n mangelernährt 
wurden, a u f d i e üblichen S e k r e t i o n s r e i z e ( u . a . G l u c o s e ) im 
w e s e n t l i c h e n unverändert a n t w o r t e t e n . 
Da sowohl 8,11,14 Eicosatriensäure, a l s auch 11,14,17 E i c o 
s a t r i e n - , A r a c h i d o n - oder Eicosapentaensäure b e i s u b s t i m u l a -
t o r i s c h e n 3 mM G l u c o s e k e i n e n Einfluß a u f d i e b a s a l e I n s u l i n 
s e k r e t i o n ausüben, w e i s t d i e s i n d i e g l e i c h e R i c h t u n g . 
ΛΧΕΝ K.V. e t a l . ( 9 ) konnten am i s o l i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s 
e b e n f a l l s k e i n e n E f f e k t von PG-Präkursoren b e i 3 mM G l u c o s e 
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a u f d i e I n s u l i n s e k r e t i o n b e o b a c h t e n , w e i l s e l b s t d i e endogene 
F r e i s e t z u n g von Arachidonsäure aus Phosphat i d y l i n o s i t o l e r s t 
n a c h dem G l u c o s e ( 1 6 , 7 m M ) - i n d u z i e r t e n C a + * - I n f l u x i n d e r 
S t i m u l u s - S e k r e t i o n s k o p p e l u n g e i n s e t z t . J e d o c h s c h e i n e n 
P r o s t a g l a n d i n e d e r Ε-Serie nach e i n e r längeren F a s t e n p e r i o d e 
e i n e n t o n i s c h hemmenden E f f e k t a u f d i e B a s a l s e k r e t i o n a u s z u 
üben, da s i c h d e r G e h a l t an d i e s e n P r o s t a g l a n d i n e n mehr a l s 
v e r d r e i f a c h t ( 9 8 ) . METZ e t a l . ( 1 3 5 ) , ( 1 3 6 ) b e r i c h t e n über 
e i n e s t i m u l i e r e n d e Wirkung von exogener Arachidonsäure a u f 
d i e b a s a l e und d u r c h G l u c o s e i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n i n 
I n s e l z e l l k u l t u r e n ab e i n e r K o n z e n t r a t i o n von 16,4 μΜ, wobei 
e i n u n s p e z i f i s c h t o x i s c h e r E f f e k t a u s g e s c h l o s s e n wurde. E i n e 
K o n z e n t r a t i o n von 1,64 ̂ M h a t t e k e i n e n Einfluß a u f d i e I n s u 
l i n s e k r e t i o n . Der W i d e r s p r u c h zu den e i g e n e n E r g e b n i s s e n 
könnte i n d e r höheren K o n z e n t r a t i o n und i n d e r a n d e r s a r t i g e n 
Präparation l i e g e n . 
Auch d i e S e k r e t i o n s r a t e n i n d e r z w e i t e n Phase d e r G l u c o s e -
i n d u z i e r t e n Insulinausschüttung ändern s i c h d u r c h d a s Beifü
gen d e r Prostaglandinpräkursoren n i c h t s i g n i f i k a n t ( v g l . 
T a b e l l e 1 ) . 
Hohe G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n e n w i e d i e h i e r v e r w e n d e t e n b e d i n g e n 
möglicherweise e i n e Verminderung d e r PG-Synthese ( 3 9 ) . F e r n e r 
könnten d u r c h e i n e n Mangel an bestimmten Z u s a t z s t o f f e n ( z . B . 
r e d u z i e r t e G l u t a t h i o n e ) manche Enzyme d e r o.g. Kaskaden ( z . B . 
P r o s t a g l a n d i n - E n d o p e r o x i d - E - I s o m e r a s e ) n i c h t i n v o l l e m Umfang 
z u r Wirkung kommen ( 1 5 6 ) . 
D i e von YAMAMATO e t a l . ( 1 9 7 ) an i s o l i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s i n -
s e l n d u r c h größer a l s ΙΟΟ^μΜ Arachidonsäure e r z i e l t e I n s u l i n 
f r e i s e t z u n g w i r d a u f e i n e n z e l l y t i s c h e n E f f e k t b e i d i e s e n r e 
l a t i v hohen K o n z e n t r a t i o n e n zurückgeführt. E i n e N e t t o w i r k u n g 
von P r o s t a g l a n d i n e n dürfte nur dann e i n t r e t e n , wenn d i e r e l a 
t i v e n K o n z e n t r a t i o n e n d e r F o l g e - bzw. Endprodukte d e r o.g. 
S t o f f w e c h s e l w e g e z u e i n a n d e r gestört s i n d ( 1 1 2 ) . 
Geht man w e i t e r h i n von d e r T a t s a c h e a u s , daß i n P a n k r e a s i n -
s e l n e i n d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n f r e i s e t z u n g hemmender 
S t o f f w e c h s e l w e g d e r Arachidonsäure v i a C y c l o o x y g e n a s e und e i n 
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d i e s e s t i m u l i e r e n d e r Weg v i a L i p o x y g e n a s e e x i s t i e r t ( 1 3 6 ) , 
s o i s t t r o t z Aktivitätssteigerung d e r P h o s p h o l i p a s e ( 1 0 5 ) , 
( 1 9 7 ) und d e r Zunahme von L i p o x y g e n a s e - F o l g e p r o d u k t e n ( 1 3 2 ) 
k e i n t i e f e r g r e i f e n d e s U n g l e i c h g e w i c h t zu e r w a r t e n . 
D i e U r s a c h e für e i n e n f e h l e n d e n Einfluß d e r Arachidonsäure 
i s t z.T. auch d a r i n zu se h e n , daß zwar e i n i n s t a b i l e s Zwi
s c h e n p r o d u k t d e s Lipoxygenase-Weges, d i e 1 2 - H y d r o p e r o x y e i c o -
satetraensäure, d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n f r e i s e t z u n g 
zu p o t e n z i e r e n vermag, j e d o c h w i r d d i e s e s d u r c h d i e i n d e r 
G l y k o l y s e e n t s t e h e n d e n Reduktionsäquivalente zum s t a b i l e n , 
a b e r w i r k u n g s l o s e n Endprodukt (12-Hydroxyeicosatetraensäure) 
m e t a b o l i s i e r t ( 1 3 5 ) . 
A u f g r u n d d e r d a r g e s t e l l t e n E r g e b n i s s e konnte für d i e P r o s t a 
g l a n d i n v o r s t u f en im Rahmen d e r b a s a l e n und d e r G l u c o s e - i n d u 
z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n k e i n e z e n t r a l e Bedeutung d e r s e l b e n 
im S t i m u l u s - S e k r e t i o n s - K o p p e l u n g s m e c h a n i s m u s a u f g e z e i g t werden. 

4.2 Äthanol 

V e r s c h i e d e n t l i c h w i r d über e i n e n Einfluß von Äthanol auf d i e 
I n s u l i n s e k r e t i o n von R a t t e n ( 8 1 ) , ( 1 4 3 ) , ( 1 6 4 ) , ( 1 6 8 ) , ( 1 8 0 ) 
b e r i c h t e t . 
Da d i e Prostaglandinpräkursoren i n a b s o l u t e m Äthanol gelöst 
dem P e r f u s i o n s m e d i u m zugefügt werden ( v g l . 2 . 2 . 2 . 7 ) , und 
f o l g l i c h e i n e Überlagerung von Wirkungen auf d i e I n s u l i n s e 
k r e t i o n denkbar i s t , w i r d d i e s e Möglichkeit d u r c h e n t s p r e 
chende K o n t r o l l e x p e r i m e n t e überprüft ( s i e h e 3 . 4 ) . 
Der Äthanol e r r e i c h t nach d e r Zumischung e i n e E n d k o n z e n t r a 
t i o n von c a . 0,03 V o l % . 
B e i e i n e r Äthanolkonzentration von 0,1 V o l % bzw. 0,05 V o l % 
läßt s i c h am i s o l i e r t e n , p e r f u n d i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s weder 
e i n e Änderung d e r B a s a l s e k r e t i o n b e i s u b s t i m u l a t o r i s c h e r 
noch e i n Einfluß a u f d i e m i t 20 mM G l u c o s e s t i m u l i e r t e I n s u 
linausschüttung a u f z e i g e n ( s i e h e 3 . 4 ) . 
Am g l e i c h e n V e r s u c h s m o d e l l b l i e b , i n Übereinstimmung mit den 
e i g e n e n E r g e b n i s s e n , d i e B a s a l s e k r e t i o n s r a t e s e l b s t u n t e r dem 
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Hinzufügen von z.T. höheren K o n z e n t r a t i o n e n a b s o l u t e n Äthanols 
(0,1 8 V o l % bzw. 1 V o l % ) unverändert ( 1 4 4 ) , ( 1 8 0 ) . J e d o c h wur
den b e i d e Phasen d e r G l u c o s e ( 1 1 , 1 m M ) - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e 
k r e t i o n i n d e r S t u d i e von TIENGO e t a l . ( 1 8 0 ) i n Abhängigkeit 
von d e r Äthanolkonzentration g e s e n k t . D i e Erklärung für d i e s e 
D i s k r e p a n z zu den e i g e n e n E r g e b n i s s e n dürfte i n d e r n i c h t 
maximalen I n s u l i n a n t w o r t d u r c h 11,1 mM G l u c o s e l i e g e n und 
v i e l l e i c h t a uch i n d e s s e n j e w e i l s 40 Minuten l a n g e n V o r p e r f u -
s i o n e n m i t Äthanol b e i s u b s t i m u l a t o r i s c h e r G l u c o s e . 
G l e i c h z e i t i g e P e r f u s i o n von i s o l i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s i n s e l n 
m i t 16,7 mM G l u c o s e und 0,39 V o l % bzw. 0,13 V o l % Äthanol v e r 
u r s a c h t b e i höheren Äthanolkonzentrationen e i n e d e u t l i c h e 
Hemmung b e i d e r Phasen d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n f r e i 
s e t z u n g , während b e i 0,13 Vol %, e i n e r K o n z e n t r a t i o n , d i e den 
e i g e n e n Äthanolkonzentrationen nahekommt, s i c h k e i n e Änderung 
d e r I n s u l i n s e k r e t i o n z e i g t ( 1 6 8 ) . 
I n d i e s e r S t u d i e löste e i n e V o r p e r f u s i o n m i t 0,13 o d e r 
0,39 V o l % Äthanol k e i n e n E f f e k t a u f d i e f o l g e n d e I n s u l i n a n t 
wort a u s . 
Im G e g e n s a t z dazu fanden HOLLEY, D.C. e t a l . ( 8 1 ) am i s o l i e r 
t e n , p e r f u n d i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s schon b e i 0,13 V o l % Äthanol 
e i n e E r n i e d r i g u n g d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n Insulinausschüttung 
i n d e r z w e i t e n Phase, wogegen 1,3 V o l % b e i d e Phasen hemmte. 
Di e a u f g e z e i g t e n E r g e b n i s s e zusammengefaßt v e r d e u t l i c h e n , daß 
d i e b e i d e n Phasen d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n a n t w o r t i n 
Abhängigkeit von d e r Äthanolkonzentration gehemmt werden kön
nen, d i e s a b e r auch vom Ausmaß d e s S t i m u l a t i o n s r e i z e s , d.h. 
d e r G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n , mitbestimmt w i r d . 
D i e Äthanol-Endkonzentration l a g b e i 0,03 V o l % i n den E x p e r i 
menten m i t den P r o s t a g l a n d i n v o r s t u f e n . 
E i n e I n t e r f e r e n z des Äthanols a u f d i e E f f e k t e d e r P r o s t a g l a n 
d i n v o r s t u f e n läßt s i c h damit w e i t g e h e n d ausschließen. 
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4.3 T h e o p h y l l i n 

1,3 D i m e t h y l x a n t h i n m i t d e r K u r z b e z e i c h n u n g T h e o p h y l l i n wie 
auch d i e D e r i v a t e IBMX ( = 3 - I s o b u t y l - 1 - M e t h y l x a n t h i n ) ( 5 8 ) , 
Theobromin ( 2 1 ) und C o f f e i n ( 2 1 ) , ( 4 4 ) s i n d p o t e n t e , kompeti-
t i v e Hemmer v o r a l l e m d e r p a r t i k e l g e b u n d e n e n P h o s p h o d i e s t e 
r a s e ( 2 1 ) , ( 1 5 5 ) , ( 1 6 5 ) , w e l c h e cAMP zu 5'AMP i n a k t i v i e r t . 
T h e o p h y l l i n i s t d a h e r i n d e r Lage, d i e intrazelluläre Konzen
t r a t i o n von cAMP zu erhöhen ( 1 1 9 ) , ( 1 7 5 ) , ( 1 8 1 ) . G l u c o s e be
einträchtigt d i e P h o s p h o d i e s t e r a s e a k t i v i t a t n i c h t ( 1 2 2 ) . 

I 

Zu e i n e r e x z e s s i v e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g kommt e s j e d o c h nur, 
wenn d i e B - Z e l l e n g l e i c h z e i t i g oder j e m a l s v o r h e r m i t G l u c o s e 
i n k u b i e r t waren ( 4 9 ) , d.h. e i n e cAMP-Erhöhung a l l e i n i s t unzu
r e i c h e n d . 
Von den im o b i g e n Modell b e s c h r i e b e n e n H a u p t w i r k u n g e n des 
cAMP, nämlich d i e A k t i v i e r u n g d e r P r o t e i n k i n a s e m i t F o l g e 
r e a k t i o n e n und d i e Hemmung d e r C a + + - A T P a s e d e r Z e l l o r g a n e l 1 -
membranen, trägt v o r a l l e m d i e l e t z t e r e z u r Erhöhung des i n 
trazellulär f r e i i o n i s i e r t e n K a l z i u m s b e i ( 1 8 ) , ( 1 9 ) , d.h. 
K a l z i u m w i r d d a d u r c h Glucose-unabhängig vom Z e l l o r g a n e l l e n -
i n den C y t o p l a s m a - P o o l u m v e r t e i l t ( 1 9 ) , ( 1 6 7 ) . 
S e l b s t b e i hohen K o n z e n t r a t i o n e n von G l u c o s e w i r d d e s s e n 
Metabolismus d u r c h T h e o p h y l l i n n i c h t beeinflußt ( 5 ) , j e d o c h 
können M e t h y l x a n t h i n e den G l u c o s e t r a n s p o r t i n d i e Z e l l e ( 129) 
hemmen, was a b e r ohne F o l g e n b l e i b t , da d i e s n i c h t d e r ge
s c h w i n d i g k e i t s b e s t i m m e n d e S c h r i t t i s t . 
Neben d e r i n d i r e k t e n , c A M P - v e r m i t t e l t e n Hemmung d e r C a + + -
ATPase ( 5 7 ) d u r c h M e t h y l x a n t h i n e haben l e t z t e r e a u c h e i n e 
d i r e k t e , cAMP-unabhängige, hemmende Wirkung a u f d i e ATP-ab-
hängige C a + + - A u f n ä h m e ( 1 7 1 ) i n M i t o c h o n d r i e n ( 1 7 ) , ( 5 2 ) und 
S e k r e t g r a n u i a . 
Auch ASHCROFT e t a l . ( 7 ) kamen zu dem Schluß, daß Met h y l x a n 
t h i n e unabhängig von den Auswirkungen d e r Hemmung d e r 
P h o p h o d i e s t e r a s e zusätzlich d i r e k t d i e C a + + - A u f n ä h m e i n d i e 
M i t o c h o n d r i e n h e r a b s e t z e n . 
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4.3.1 Der Theophyllineinfluß b e i 2,5 mM Ca* + 

D i e p o t e n z i e r e n d e Wirkung von T h e o p h y l l i n a u f d i e G l u c o s e -
( o d e r d u r c h a n d e r e S t i m u l i ) - i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n i s t 
d i e Erhöhung d e r intrazellulären C a + + - K o n z e n t r a t i o n ( 1 9 ) , 
( 1 0 4 ) , ( 1 1 9 ) . B e i hohen T h e o p h y l l i n k o n z e n t r a t i o n e n von 5 mM 
b i s 10 mM kann e s a u f d i e s e Weise auch ohne G l u c o s e zu e i n e r 
r e l a t i v g e r i n g e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g kommen ( 1 8 ) , ( 7 0 ) , ( 1 0 4 ) . 
Obwohl 5 mM T h e o p h y l l i n über d e r von METZ e t a l . ( 1 3 4 ) und 
SOMERS e t a l . ( 1 6 9 ) b e i n i e d r i g e n G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n e n zu 
1 , 4 mM a l s d e r s i c h e r s u b s t i m u l a t o r i s c h w i r k e n d e n T h e o p h y l -
1 i n k o n z e n t r a t i o n l i e g t , w i r d nur e i n e u n w e s e n t l i c h e oder k e i 
ne Erhöhung d e r b a s a l e n I n s u l i n s e k r e t i o n i n d e r Präperfu-
s i o n s p h a s e f e s t g e s t e l l t , v/as auch i n E i n k l a n g m i t LANDGRAF 
e t a l . ( 1 0 1 ) , LANDGRAF-LEURS e t a l . ( 1 0 4 ) , BRISSON e t a l . 
( 1 9 ) , LENZEN e t a l . ( 1 1 0 ) und CHARLES e t a l . ( 2 9 ) s t e h t ( v g l . 
Abb. 24 a - c ) . 
D i e p o t e n z i e r e n d e Wirkung von 5 mM T h e o p h y l l i n ( 2 9 ) kann s o 
wohl für d i e e r s t e a l s a u c h für d i e z w e i t e Phase d e r G l u c o 
s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n bestätigt werden (Tab. 2 ) . 
D i e s e r S t e i g e r u n g s g r a d w i r d d u r c h Zugabe von sowohl 2 mM 
T h e o p h y l l i n , d a s a l l e i n s u b s t i m u l a t o r i s c h i s t ( 7 0 ) , a l s auch 
von 5 mM und 10 mM T h e o p h y l l i n i n d i e l a u f e n d e z w e i t e Phase 
d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n n i c h t ganz e r r e i c h t 
( T a b . 3 ) 
5 mM T h e o p h y l l i n s t e l l t s i c h u n t e r d i e s e n Bedingungen, i n 
Übereinstimmung m i t METZ e t a l . ( 1 3 4 ) , a l s am stärksten po
t e n z i e r e n d h e r a u s ( T a b . 3, Β : 1 40 _+ 48 % ) . 
MALAISSE e t a l . ( 1 1 9 ) e r h i e l t e n b e i E x p o s i t i o n von i s o l i e r t e n 
R a t t e n p a n k r e a s i n s e l n i n 1,4 mM T h e o p h y l l i n und hohen G l u c o s e -
k o n z e n t r a t i o n e n p r a k t i s c h d i e s e l b e n E r g e b n i s s e . S t i m u l a t o r i -
s c h e K o n z e n t r a t i o n e n von G l u c o s e erhöhen, wie im Modell e r 
läutert, e r s t sekundär n a c h dem A n s t i e g d e s c y t o s o l i s c h 
f r e i e n C a * + v i a Ca + +-Calmodulin-abhängiger A d e n y l a t - C y c l a s e 
( 1 6 6 ) d i e cAMP K o n z e n t r a t i o n ( 7 4 ) , ( 1 1 7 ) , ( 2 0 1 ) , d i e wiederum 
im S i n n e e i n e s " f e e d - f o r w a r d " d a s c y t o s o l i s c h e C a + + w e i t e r 
a n s t e i g e n läßt ( 2 9 ) . 
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D i e F o l g e davon i s t e i n g e s t e i g e r t e r C a 4 + - E f f l u x , d e r d i e 
i n i t i a l e Effluxhemmung überdeckt ( 1 1 4 ) . 
Obwohl T h e o p h y l l i n ohne G l u c o s e d u r c h d i e Hemmung d e r cAMP-
i n a k t i v i e r e n d e n P h o s p h o d i e s t e r a s e d i e intrazelluläre Konzen
t r a t i o n von cAMP noch stärker zu erhöhen vermag wie d i e G l u 
c o s e a l l e i n ( 2 9 ) , i s t k e i n e oder nur e i n e g e r i n g e I n s u l i n 
f r e i s e t z u n g zu beobachten ( 1 0 4 ) , ( 1 1 9 ) , ( 1 6 5 ) . 
I n d i e s e m F a l l w i r k t zwar d as g e b i l d e t e cAMP im S i n n e e i n e r 
Erhöhung des c y t o s o l i s c h f r e i gelösten Ca + + , a b e r d i e s e s e n t 
kommt d e r B - Z e l l e transmembranös ( 1 8 ) und b e d i n g t s o m i t den 
T h e o p h y l l i n - i n d u z i e r t e n , j e nach K o n z e n t r a t i o n , mäßig ( 1 0 8 ) 
b i s s t a r k e n A n s t i e g d es C a + + - E f f l u x ( 1 8 ) , ( 1 9 ) , ( 1 1 9 ) , ohne 
d e s s e n Aufnahme i n d i e Z e l l e zu b e e i n f l u s s e n ( 1 9 ) , ( 6 5 ) . 
HAHN e t a l . ( 5 2 ) fanden s o g a r k e i n e r l e i Einfluß von 
T h e o p h y l l i n a u f d i e intrazelluläre K a l z i u m v e r t e i l u n g b e i An
w e s e n h e i t von G l u c o s e . Dagegen s t e h e n d i e E r g e b n i s s e von 
LENZEN e t a l . ( 1 1 0 ) , wonach 5 mM T h e o p h y l l i n d i e C a + + - N i e d e r -
schläge an d e r i n n e r e n Oberfläche d e r B-Zellmembranen vermin 
d e r t und d i e Präzipitate im Cyt o p l a s m a v e r m e h r t s i n d . 
E r s t b e i Anw e s e n h e i t von s t i m u l a t o r i s c h e r G l u c o s e w i r d nun 
d i e s e r C a + + - E f f l u x t e i l w e i s e gehemmt, und/oder hohe G l u c o s e 
k o n z e n t r a t i o n e n d e t e r m i n i e r e n d i e E f f l u x r a t e g a r vollkommen 
unabhängig vom T h e o p h y l l i n {77), so daß a u f g r u n d d e r s y n e r 
g i s t i s c h e n Wirkung d i e s e r b e i d e n S u b s t a n z e n a u f d i e cAMP- und 
damit a u f d i e c y t o l i s c h e C a + + - K o n z e n t r a t i o n e i n e p o t e n z i e r t e 
I n s u l i n s e k r e t i o n d i e F o l g e i s t . 

Würde e i n e Präperfusion m i t T h e o p h y l l i n ohne G l u c o s e e i n e 
stärker a n h a l t e n d e Akkumulierung d es c y t o s o l i s c h e n C a + + b r i n 
gen a l s e i n e Präperfusion m i t G l u c o s e , s o müßte d i e I n s u l i n 
s e k r e t i o n im e r s t e r e n F a l l k l e i n e r werden beim E r r e i c h e n 
e i n e r hemmend wi r k e n d e n C a + + - K o n z e n t r a t i o n o d e r größer, wenn 
das Ca + +-Optimum noch n i c h t wirksam war ( w e i t e r e Erklärung 
s . u . ) . D i e s konnte i n u n s e r e n E x p e r i m e n t e n n i c h t gefunden 
werden. 
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G i b t man z u r z w e i t e n Phase d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e 
k r e t i o n T h e o p h y l l i n , s o i s t i n i t i a l während d e r e r s t e n Minu
t e n e i n e vorübergehende s i g n i f i k a n t e Hemmung zu beobachten, 
d i e i n d i e P h a s e d e r oben b e s c h r i e b e n e n P o t e n z i e r u n g übergeht 
(Abb. 25 a - c ) . 
E i n e B e z i e h u n g z u r cAMP- und intrazellulären C a + + - V e r t e i l u n g 
i s t w a h r s c h e i n l i c h , w e i l d i e s e hauptsächlich d i e z w e i t e Phase 
d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n s t e u e r n ( 1 5 ) , ( 7 0 ) . 
Da d i e Prästimulation m i t 20 mM G l u c o s e s c h o n zu e i n e r E r 
höhung d e s c y t o s o l i s c h e n C a + + und zu e i n e r Nettoaufnahme 
d e s s e n v o r a l l e m i n d i e B - Z e l l - S e k r e t g r a n u l a und Mitochon-
d r i e n führt ( 1 5 ) , ( 1 6 0 ) , i s t e s denkbar, daß d i e v i a 
T h e o p h y l 1 i n w i r k u n g a k u t erhöhte c A M P - K o n z e n t r a t i o n d u r c h d i e 
Hemmung d e r C a + * - A T P a s e ( 4 4 ) das c y t o s o l i s c h e K a l z i u m v o r 
übergehend d e r a r t b i s an e i n e k r i t i s c h e S c h w e l l e ( e v e n t u e l l 
e i n hemmend w i r k e n d e s Maximum) a n s t e i g e n läßt und d i e am 
S e k r e t i o n s p r o z e s s b e t e i l i g t e n C a + + - e m p f i n d l i c h e n Enzymsysteme 
i n a k t i v i e r t , b i s s i c h e i n neues C a + + - A u s t a u s c h - G l e i c h g e w i c h t 
e i n g e s t e l l t h a t . 
E i n A u s d r u c k d i e s e r k u r z z e i t i g e n e x z e s s i v e n C a + + - E r h ö h u n g im 
C y t o s o l könnte d e r von BRISSON e t a l . ( 1 8 ) d r e i b i s v i e r Mi
nuten n a c h Zugabe von T h e o p h y l l i n b e o b a c h t e t e maximale C a + + -
E f f l u x s e i n . 
HELLMAN ( 5 8 ) f o l g e r t a u s s e i n e n Daten, daß n i c h t nur e i n e E r 
n i e d r i g u n g , s o n d e r n a u c h e i n e Erhöhung d e s f u n k t i o n e l l 
w i c h t i g e n intrazellulären C a + + - P o o l s i n e i n e r v e r m i n d e r t e n 
A n s p r e c h b a r k e i t a u f G l u c o s e s t i m u l a t i o n enden könnte. 
Die A d e n y l a t - C y c l a s e ( 2 4 ) , ( 1 1 9 ) , ( 1 6 5 ) und P r o t e i n k i n a s e 
( 1 8 9 ) werden tatsächlich d u r c h hohe intrazelluläre C a + + - K o n -

- 5 - 4 
z e n t r a t i o n e n ( 1 0 - 10 Μ f r e i e s K a l z i u m ) , ( 5 7 ) t e i l w e i s e 
gehemmt. 
A n d e r e r s e i t s i s t e s a u c h möglich, daß Enzyme d u r c h d i e s e n 
C a + + - E x z e s s e r s t a k t i v i e r t werden, wie z.B. d i e Phosphodie
s t e r a s e d u r c h C a + + - C a l m o d u l i n ( 1 7 9 ) und d i e P h o s p h o p r o t e i n -
p h o s p h a t a s e ( 1 6 5 ) , d i e d i e Wirkung von P r o t e i n k i n a s e n ( s i e h e 
M o d e l l ) a n t a g o n i s i e r t und d i e I n s u l i n s e k r e t i o n damit b e e i n -
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trächtigen könnte ( e v t l . e i n e " f e e d - b a c k " - Hemmung zum 
S c h u t z v o r a k u t e r D e g r a n u l a t i o n d e r B - Z e l l e n b e i C a + + - Ü b e r -
schuß). 
I n v i t r o V e r s u c h e von WEISENBERG e t a l . ( 1 8 8 ) konnten b e i 
a n s t e i g e n d e n K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n e n e i n e D e p o l y m e r i s i e r u n g 
von wachsenden M i k r o t u b u l i z e i g e n , was e i n e B e h i n d e r u n g d e s 
E x o z y t o s e p r o z e s s e s v o r a l l e m i n d e r z w e i t e n P h a se z u r F o l g e 
haben könnte. 
Ob e i n von HELLMANN ( 5 8 ) v e r m u t e t e r u n s p e z i f i s c h membran
s t a b i l i s i e r e n d e r E f f e k t von K a l z i u m e i n e R o l l e s p i e l t , i s t 
ungewiß. 
D i e s e E r g e b n i s s e d e u t e n d a r a u f h i n , daß T h e o p h y l l i n i n d e r 
z w e i t e n P h a se d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g 
i n i t i a l P r o z e s s e i n Gang s e t z t , d i e d i e c y t o s o l i s c h e C a + + -
K o n z e n t r a t i o n i n e i n e n hemmenden B e r e i c h b r i n g e n , d e r i n d e r 
f o l g e n d e n P h a s e d e r P o t e n z i e r u n g w i e d e r v e r l a s s e n w i r d . 

Der E n t z u g von T h e o p h y l l i n a u s d e r z w e i t e n P h a s e d e r G l u c o s e -
i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n löst nach Gabe von T h e o p h y l l i n 
e i n e n i n i t i a l e n , k u r z e n A n s t i e g d e r S e k r e t i o n aus ( s o g . " O f f -
E f f e k t " ) , ( 1 0 1 ) . 
Da t r o t z d e r v o r a u s g e h e n d e n P o t e n z i e r u n g d e r Insulinausschüt
tung noch e i n e w e i t e r e S t e i g e r u n g möglich i s t , b e w i r k t an
s c h e i n e n d d e r E i n s a t z von T h e o p h y l l i n zunächst e i n e n a k u t e n 
A n s t i e g des c y t o s o l i s c h f r e i e n C a + + auf e i n Maximum im Be
r e i c h d e r Hemmkonzentration ( i n i t i a l e r A b f a l l und dann Poten
z i e r u n g , s.o.) und n i c h t a u f e i n d a r u n t e r l i e g e n d e s Optimum, 
das e r s t nach T h e o p h y l l i n e n t z u g d u r c h s c h r i t t e n w i r d . 
Durch d i e R e a k t i v i e r u n g d e r P h o s p h o d i e s t e r a s e nimmt d i e cAMP-
K o n z e n t r a t i o n ab, und d a m i t t r i t t e i n e Enthemmung d e r g r a n u 
lagebundenen C a + + - A T P a s e ( 4 4 ) e i n , d i e d a s Z e l l o r g a n e l l e n - g e 
bundene K a l z i u m ( z . B . i n S e k r e t g r a n u l a ( 1 6 0 ) ) erhöht. 
D i e s b e w i r k t e i n e U m v e r t e i l u n g und Senkung d e s c y t o s o l i s e h e n 
K a l z i u m s vom Maximum d e r P o t e n z i e r u n g s p h a s e vorübergehend zum 
Optimum d e r O f f - E f f e k t - P h a s e . 
J e g e r i n g e r d i e u n m i t t e l b a r v o r a u s g e h e n d e extrazelluläre K a i -
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z i u m k o n z e n t r a t i o n i s t , d e s t o größer i s t d e r p r o z e n t u a l e An
s t i e g d e s O f f - E f f e k t s , d.h. d i e c y t o s o l i s c h e K a l z i u m k o n z e n 
t r a t i o n und d i e V e r t e i l u n g i n den Z e l l o r g a n e l l e n i s t b e i 
k l e i n e r e n extrazellulären C a + + - K o n z e n t r a t i o n e n länger im Be
r e i c h d e s Optimums. D i e s unterstützt d i e E r g e b n i s s e von 
HELLMANN ( 5 8 ) , d i e z e i g e n , daß P h o s p h o d i e s t e r a s e i n h i b i t o r e n 
das extrazelluläre C a + + - O p t i m u m na c h g e r i n g e r e n K o n z e n t r a t i o 
nen h i n v e r s c h i e b e n . 
B emerkenswert i s t , daß d e r E n t z u g von T h e o p h y l l i n nach e i n e r 
s i c h an d i e G l u c o s e - T h e o p h y l l i n i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n 
anschließende P h a s e a l l e i n i g e r T h e o p h y l l i n p e r f u s i o n e i n e n 
O f f - E f f e k t auslöst. 
E i n vorübergehender K o n t a k t m i t G l u c o s e s c h e i n t a b e r notwen
d i g zu s e i n , da LANDGRAF-LEURS e t a l . ( 1 0 4 ) k e i n e n O f f - E f f e k t 
b e i ausschließlicher P e r f u s i o n m i t T h e o p h y l l i n gefunden ha
ben. E b e n s o v e r u r s a c h t P h e n y l a l a n i n ( 5 - 2 0 mM) e i n e n O f f -
E f f e k t nur b e i s u b s t i m u l a t o r i s c h e n G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n e n 
( 1 0 3 ) . Der O f f - E f f e k t i s t a l s o n i c h t a l l e i n dem T h e o p h y l l i n -
e n t z u g z u z u s c h r e i b e n , s o n d e r n e s müssen begünstigende Z u s a t z 
bedingungen erfüllt s e i n . D i e s s c h e i n t a u c h b e i e i n e r Vorbe
handlung m i t 5 mM C a + + n i c h t mehr d e r F a l l zu s e i n , da h i e r 
d e r O f f - E f f e k t f e h l t . Der O f f - E f f e k t kann a b e r dennoch a l s 
für T h e o p h y l l i n s p e z i f i s c h angenommen werden und i s t k e i n e 
F o l g e des beim U m s c h a l t e n a u f t r e t e n d e n , a b r u p t e n A b f a l l s d e r 
Osmolarität, d e r b e i BLACKARD, W.G. e t a l . ( 1 4 ) beim Übergang 
von 20 mM a u f 3 mM G l u c o s e m i t e i n e r O f f - A n t w o r t b e g l e i t e t 
wurde, da d e r O f f - E f f e k t a u c h ohne G l u c o s e - b e d i n g t e n Osmola-
ritätssprung a u f t r i t t . Den s i c h an e i n e P h a s e m i t a l l e i n i g e r 
T h e o p h y l l i n p e r f u s i o n anschließenden O f f - E f f e k t e n dürfte im 
G e g e n s a t z zu denen e i n e r P o t e n z i e r u n g s p h a s e f o l g e n d e n e i n 
a n d e r e r intrazellulärer Mechanismus z u g r u n d e l i e g e n , da d e r 
ersterwähnte A n s t i e g von annähernd b a s a l e n I n s u l i n s p i e g e l n 
a u s g e h t . Zusammenfassend läßt s i c h zum O f f - E f f e k t sagen, daß 
e r i n s e i n e m Ausmaß von d e r v o r a u s g e h e n d e n T h e o p h y l 1 i n k o n z e n -
t r a t i o n (2 mM - 10 mM) unabhängig und von d e r vorhergehenden 
C a + + - K o n z e n t r a t i o n und dem K o n t a k t z u r G l u c o s e abhängig i s t . 
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4.3.2 Der Theophyllineinfluß b e i 0,5 und 5 mM C a + + 

Zunächst werden d i e j e n i g e n V e r s u c h e d i s k u t i e r t , i n denen e i n e 
Präperfusion mit 5 mM T h e o p h y l l i n durchgeführt wurde. E i n e 
E r n i e d r i g u n g des extrazellulären K a l z i u m a u f 0,5 mM während 
d e r G l u c o s e - T h e o p h y l l i n - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n läßt im 
V e r g l e i c h zu 2,5 mM k e i n e n U n t e r s c h i e d e r k e n n e n , j e d o c h h a t 
d i e Erhöhung auf 5 mM e i n e Verminderung d e r P o t e n z i e r u n g i n 
b e i d e n Phasen z u r F o l g e . 
MILNER und HALES ( 1 3 7 ) fanden e i n e Hemmung d e r G l u c o s e - i n d u 
z i e r t e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g d u r c h hohe extrazelluläre C a + + -
K o n z e n t r a t i o n e n ( >2 mM). 5,12 mM hemmt, wenn auch n i c h t 
s i g n i f i k a n t , d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n , läßt 
a b e r d i e cAMP-Konzentration i n d e r Z e l l e unberührt ( 2 9 ) , 
( 5 8 ) . E s i s t denkbar, daß d e r T h e o p h y l l i n - i n d u z i e r t e Ca + + -
E f f l u x d u r c h a n s t e i g e n d e extrazelluläre K a l z i u m k o n z e n t r a t i o 
nen d u r c h e i n e n m e m b r a n s t a b i l i s i e r e n d e n E f f e k t ( 5 8 ) b e h i n d e r t 
w i r d ( 1 8 ) . 
Da zusätzlich d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e C a + + - A u f n ä h m e p a r a l l e l 
m i t d e r extrazellulären C a + + - K o n z e n t r a t i o n s t e i g t ( 6 8 ) , ( 1 2 2 ) , 
könnten s i c h b e i d e E f f e k t e d e r a r t a d d i e r e n , daß s i c h d a s 
c y t o s o l i s c h e K a l z i u m e i n e r Hemmschweile für d i e i n d i e I n s u 
l i n f r e i s e t z u n g e i n g e s c h a l t e t e n Enzymsysteme nähert, was 
o f f e n s i c h t l i c h b e i 0,5 mM C a + + n i c h t d e r F a l l i s t . 
Zur l e t z t e r e n T a t s a c h e i s t zu sagen, daß e i n e E r n i e d r i g u n g 
des extrazellulären K a l z i u m s u n t e r 2,5 mM, w e l c h e d i e optima
l e K o n z e n t r a t i o n im P e r f u s i o n s m e d i u m d a r s t e l l t ( 7 3 ) , d i e G l u 
c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n zwar s e n k t , j e d o c h w i r d d i e 
s e b e i Anwesenheit e i n e s P h o s p h o d i e s t e r a s e - I n h i b i t o r s zu 
k l e i n e r e n extrazellulären K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n e n h i n v e r s c h o 
ben (178) und s o m i t können s i c h d i e s e b e i d e n g e g e n s i n n i g w i r 
kenden E f f e k t e möglicherweise d e r a r t a u s g l e i c h e n , ohne e i n e 
Abnahme d e r I n s u l i n s e k r e t i o n h e r v o r z u r u f e n ( 5 8 ) , ( 5 9 ) . 
MILNER und HALES (137) konnten i n v i t r o b e i K a n i n c h e n p a n k r e a s 
e i n e Ca* +-Abhängigkeit d e s M e m b r a n p o t e n t i a l s f i n d e n , m i t dem 
E r g e b n i s , daß e i n e Verdoppelung des extrazellulären K a l z i u m s 
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( w i e im e i g e n e n V e r s u c h ) d i e I n s u l i n s e k r e t i o n d e u t l i c h s e n k t . 
E i n e n w e i t e r e n , i n d i r e k t e n H i n w e i s a u f d i e Hemmung d e r I n s u 
l i n f r e i s e t z u n g d u r c h hohe intrazelluläre K a l z i u m k o n z e n t r a t i o 
nen s t e l l e n d i e E r g e b n i s s e von KANATSUKA, A. e t a l . ( 9 2 ) d a r , 
d e r b e i 7,5 mM C a + + im Extrazellulärraum und An w e s e n h e i t 
e i n e s künstlichen C a + + - I o n o p h o r e n e i n e d e u t l i c h e Verminderung 
d e r I n s u l i n a n t w o r t e r h i e l t . 

Im f o l g e n d e n werden nun d i e E x p e r i m e n t e d i s k u t i e r t , i n denen 
e i n e Präperfusion m i t 20 mM G l u c o s e v o r a n g i n g (Abb. 26 a, b 
und Abb. 25 b ) . 
G l e i c h z e i t i g e s Dazugeben von 5 mM T h e o p h y l l i n i n d i e z w e i t e 
P h a s e d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n und Senken d e r 
C a + + - K o n z e n t r a t i o n a u f 0,5 mM oder V e r d o p p e l n a u f 5 mM r u f t 
i n b e i d e n Fällen (Abb. 26 a,b) e i n e i n i t i a l e Hemmung h e r v o r , 
d i e v e r g l i c h e n m i t 2,5 mM C a + + (Abb. 25 b) s i c h t b a r stärker 
i s t . 
Für d i e s e T h e o p h y l 1 i n - i n d u z i e r t e i n i t i a l e Hemmung i n d e r 
z w e i t e n P h a s e d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n g i l t 
im w e s e n t l i c h e n d a s s c h o n u n t e r Punkt 4.3.1 b e s p r o c h e n e , j e 
doch wurde d o r t d u r c h K o n s t a n t h a l t e n d e s extrazellulären K a l 
ziums a u f 2,5 mM k e i n e Änderung des Ca + +-abhängigen Membran
p o t e n t i a l s p r o v o z i e r t . 
D i e h i e r b e o b a c h t e t e verstärkte i n i t i a l e Hemmung d e r I n s u l i n 
s e k r e t i o n könnte A u s d r u c k e i n e r A l t e r a t i o n d e s Membranpoten
t i a l s d u r c h s p r u n g h a f t e Änderung d e r extrazellulären K a l z i u m 
k o n z e n t r a t i o n e n s e i n . 

D i e a u f d i e Hemmung f o l g e n d e Phase d e r P o t e n z i e r u n g w i r d b e i 
0,5 mM C a + + völlig unterdrückt und i s t auch b e i 5 mM Ca + + 

n i c h t s i g n i f i k a n t erhöht (Tab. 4 ) . Durch d i e V o r s t i m u l a t i o n 
m i t 20 mM G l u c o s e h a t d i e B - Z e l l e a n s c h e i n e n d d i e Fähigkeit 
v e r l o r e n , s i c h veränderter extrazellulärer K a l z i u m k o n z e n t r a 
t i o n e n b e i g l e i c h z e i t i g e r T h e o p h y l l i n a p p l i k a t i o n a n z u p a s s e n 
und e i n e für d i e P o t e n z i e r u n g d e r I n s u l i n s e k r e t i o n notwendige 
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neue intrazelluläre Ä q u i 1 i b r i e r u n g d e r K a l z i u m v e r t e i l u n g v o r 
zunehmen . 
WOLLHEIM e t a l . ( 1 9 2 ) e r h i e l t e n i n d e r z w e i t e n Phase b e i 0,1 mM 
C a + + und 16,7 mM G l u c o s e , j e d o c h ohne M e t h y l x a n t h i n z u s a t z , 
s o g a r e i n e Hemmung d e r I n s u l i n s e k r e t i o n um 83 %. Es i s t 
w i c h t i g für d i e u n t e n s t e h e n d e n F o l g e r u n g e n f e s t z u h a l t e n , daß 
Glucose-Präperfusion b e r e i t s K a l z i u m d u r c h Effluxhemmung i n 
trazellulär a k k u m u l i e r t ( 1 9 ) , (114) und T h e o p h y l l i n d i e K a l 
ziumaufnahme b e i hohen G l u c o s e k o n z e n t r a t i o n e n n i c h t b e e i n 
trächtigt ( 1 9 ) , ( 6 5 ) . 
B e r e i t s 16,7 mM G l u c o s e d e p o l a r i s i e r t d i e B-Zellmembran ( 5 ) 
und läßt e i n e n s c h n e l l e n C a + + - I n f l u x ( 1 1 8 ) m i t e i n e r I n s u l i n 
s e k r e t i o n f o l g e n ( 1 2 0 ) , d i e d u r c h E n t f e r n u n g d e s e x t r a z e l l u 
lären K a l z i u m s und d a d u r c h b e d i n g t e r R e p o l a r i s a t i o n s t a r k 
g e s e n k t w i r d ( 7 4 ) . 
Ohne extrazelluläres K a l z i u m kann d i e f e h l e n d e G l u c o s e - i n d u -
z i e r t e I n s u l i n a n t w o r t nur zum T e i l von T h e o p h y l l i n a u s g e g l i 
chen werden ( 1 9 ) , obwohl T h e o p h y l l i n d i e intrazelluläre cAMP-
K o n z e n t r a t i o n unabhängig von d e r extrazellulären K a l z i u m k o n 
z e n t r a t i o n erhöht ( 2 9 ) . Übereinstimmend dam i t s t e h t d i e T a t 
s a c h e , daß extrazelluläres C a + + z u r G l u c o s e - b e d i n g t e n cAMP-
Erhöhung notwendig i s t ( 2 9 ) , j e d o c h nur s t i m u l a t o r i s c h e G l u -
c o s e s p i e g e l ( 2 8 ) , ( 2 0 1 ) , n i c h t a b e r b a s a l e ( 2 8 ) , können den 
cAMP-Gehalt d e r B - Z e l l e n anheben. 
Trotzdem im e i g e n e n E x p e r i m e n t d i e extrazelluläre C a + + - K o n -
z e n t r a t i o n nur auf e i n Fünftel g e s e n k t wurde, i s t e i n e t e i l 
w e i s e R e p o l a r i s a t i o n d e r B-Zellmembran d e n k b a r , d i e d i e 
transmembrösen C a + + - K a n ä l e mehr oder m i n d e r schließt. E i n e n 
H i n w e i s a uf d i e s e Vermutung b i e t e t d i e T a t s a c h e , daß d i e Weg
nahme von extrazellulärem K a l z i u m d i e i n i t i a l e E f f l u x a b n a h m e 
erhält, wogegen d i e f o l g e n d e E f f l u x z u n a h m e a u s b l e i b t ( 1 1 4 ) . 
D i e s führt nun d u r c h d i e Ca + +-Nettoaufnähme i n d e r V o r p e r f u 
s i o n , g l e i c h z e i t i g e T h e o p h y l l i n w i r k u n g und M e m b r a n p o t e n t i a l 
änderung zu e i n e r noch e x z e s s i v e r e n , c y t o s o l i s c h e n K a l z i u m e r 
höhung, was s i c h i n d e r verstärkten i n i t i a l e n und dann p e r 
s i s t i e r e n d e n Hemmung ausdrückt. 
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D i e s e s hohe c y t o s o l i s c h e Ca**-Maximum während d e r p e r s i s t i e 
renden Hemmung müßte a l s o noch größer wie das u n t e r e i n e r 
v e r g l e i c h b a r e n p o t e n z i e r e n d e n Phase s e i n . Unterstützt w i r d 
d i e s e H y p o t h e s e d u r c h den verhältnismäßig großen, b r e i t e n 
O f f - E f f e k t , d e r d u r c h e i n längeres V e r w e i l e n d e r i n t r a z e l l u 
lären C a + + - K o n z e n t r a t i o n im Optimumbereich b e d i n g t i s t , w e i l 
d i e s e s a u s dem Maximumabbau g e s p e i s t w i r d . 

Die Präperfusion m i t T h e o p h y l l i n (Abb. 24 a - c ) b r i n g t , v e r 
stärkt d u r c h d i e f e h l e n d e G l u c o s e - b e d i n g t e C a + + - E f f l u x h e m m u n g / 

d u r c h den ausgelösten C a + + - A u s s t r o m ( 1 8 ) und d a s N i c h t z u s t a n -
dekommen d e r C a + + - A u f n ä h m e ( 1 9 ) , ( 6 5 ) i n s g e s a m t e h e r e i n e 
Verarmung d e r B - Z e l l e an d i e s e m K a t i o n m i t s i c h . Anders ge
s a g t , e i n e d u r c h Senkung d e r extrazellulären C a + + - K o n z e n t r a -
t i o n a uf 0,5 mM h e r v o r g e r u f e n e R e p o l a r i s a t i o n h a t h i e r n i c h t 
d i e oben b e s c h r i e b e n e s u p p r e s s i v e Wirkung a u f d i e P o t e n z i e 
rung, wie a u c h d a s E x p e r i m e n t bestätigt (Tab. 2, A - - B ) . 
B e i der plötzlichen Ca + +-Erhöhung a u f 5 mM g i l t im w e s e n t l i 
chen das u n t e r Punkt 4.3.1 D i s k u t i e r t e . 
Dort wurde b e i Theophyllinpräperfusion e i n e s i g n i f i k a n t e Po
t e n z i e r u n g ausgelöst, d i e j e d o c h h i e r nach Präperfusion m i t 
G l u c o s e n i c h t e r r e i c h t w i r d (Tab. 4 ) . D i e s s p r i c h t für d i e 
Hypothese, daß Glucosepräperfusion i n s g e s a m t d i e C a + * - K o n z e n -
t r a t i o n im C y t o s o l und i n den Z e l l o r g a n e l l e n erhöht, wodurch 
T h e o p h y l l i n über e i n e n C a + * - M a x i m a l s p i e g e l e i n e stärkere Hem
mung d e r I n s u l i n s e k r e t i o n h e r v o r r u f t . 
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4.4 D 600 

Neben den C a + + - A n t a g o n i s t e n V e r a p a m i l ( 1 0 9 ) , ( 1 6 9 ) , R 33711 
und a n d e r e n ( 1 9 6 ) konnte m i t D 600 ( 7 0 ) , ( 7 4 ) , ( 1 0 9 ) , ( 1 1 6 ) 
e i n e w e i t e r e s p e z i f i s c h den C a + + - I n f l u x d u r c h B l o c k a d e d e r 
C a + + - K a n ä l e ( 4 3 ) , ( 7 4 ) und damit a u c h d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e 
I n s u l i n s e k r e t i o n hemmende S u b s t a n z g e f u n d e n werden. 
Der C a + + - E f f l u x w i r d von D 600 n i c h t m o d i f i z i e r t ( 1 1 6 ) , wo
gegen b e i Messung von G l u c o s e - i n d u z i e r t e n B-Zellmembran-Po
t e n t i a l e n an d e r Maus e i n e Senkung d e r De- und R e p o l a r i s a -
t i o n s r a t e n f e s t g e s t e l l t werden konnte ( 1 4 9 ) . 
E i n V e r g l e i c h d e r K u r v e n p r o f i l e von G l u c o s e p l u s D 600 m i t 
d e n j e n i g e n , wo zusätzlich noch T h e o p h y l l i n beigefügt wurde 
(Abb. 27 a - c ) , z e i g t , daß T h e o p h y l l i n u n g e a c h t e t d e r Hemmwir
kung von D 600 s e i n S e k r e t i o n s m u s t e r d u r c h s e t z t und d i e i n i 
t i a l e Hemmung, d i e P o t e n z i e r u n g und den O f f - E f f e k t beibehält. 
4 ̂ tM D 600 e r w e i s t s i c h u n t e r d i e s e n Bedingungen a l s d i e Kon
z e n t r a t i o n , b e i d e r d i e i n i t i a l e Hemmung s i g n i f i k a n t stärker 
und d i e P o t e n z i e r u n g s i g n i f i k a n t schwächer gegenüber 0,8 yuM 
und 8 ytiM i s t . 
D i e von HENQUIN e t a l . ( 7 5 ) gefundene Dosisabhängigkeit 
(1-50 yuM D 600) d e r Hemmung d e r G l u c o s e - s t i m u l i e r t e n I n s u l i n 
s e k r e t i o n kann bestätigt werden. 
D i e s e Daten bekräftigen, daß d i e z w e i t e P h a s e d e r G l u c o s e - i n 
d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n zwar extrazelluläres C a + + benötigt 
( 6 3 ) , ( p e r s i s t i e r e n d e Influxhemmung d u r c h D 600 s e n k t d i e I n 
s u l i n s e k r e t i o n ) , T h e o p h y l l i n d i e s e n Mangel an C a + + - I n f l u x 
j e d o c h d u r c h d i e oben erläuterten Mechanismen d e r r a s c h e n Um
v e r t e i l u n g ( 1 1 6 ) von intrazellulärem K a l z i u m mehr a l s e r 
s e t z e n kann ( 1 8 ) , ( 1 9 ) . 
A d d i t i o n von C a + + - A n t a g o n i s t e n h a t d e n s e l b e n E f f e k t w i e E n t 
zug des extrazellulären K a l z i u m s , nämlich Hemmung d e r I n s u 
l i n s e k r e t i o n , a b e r b e i d e s kann d u r c h T h e o p h y l l i n , wenn auc h 
i n manchen Fällen nur zum T e i l , v e r h i n d e r t werden ( 1 9 ) , ( 7 0 ) , 
( 7 5 ) . Umgekehrt führt e i n e S t e i g e r u n g d e r transmembrösen 
C a * + - P e r m e a b i l i t a t d u r c h künstliche I o n o p h o r e n s e l b s t b e i 
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s t a r k e r n i e d r i g t e m extrazellulärem C a + + zu e i n e r I n s u l i n a u s 
schüttung ( 2 9 ) , ( 9 2 ) , ( 1 8 9 ) . 
E i n w e i t e r e s Z e i c h e n d e r Unbeeinflußbarkeit d e r i n t r a z e l l u 
lären T h e o p h y l l i n m e c h a n i s m e n , s p e z i e l l i n d e r P o t e n z i e r u n g , 
s p i e g e l t d i e T a t s a c h e w i e d e r , daß d i e Zugabe von D 600 i n 
d i e s e P h a s e k e i n e Wirkung z e i g t ( s i e h e Abb. 2 8 ) , ( 1 1 6 ) . 

D i e von SOMERS e t a l . ( 1 6 9 ) m i t V e r a p a m i l am i s o l i e r t e n , p e r 
f u n d i e r t e n R a t t e n p a n k r e a s e r h a l t e n e n E r g e b n i s s e stimmen m i t 
den e i g e n e n im w e s e n t l i c h e n überein. 
Nachdem d i e e r s t e P h a s e d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n s e k r e 
t i o n u n b e d i n g t extrazelluläres K a l z i u m benötigt, hängt d i e 
z w e i t e P h a s e , w i e d i e s e E r g e b n i s s e bestätigen, mehr von d e r 
intrazellulären C a + + - V e r t e i l u n g z w i s c h e n C y t o s o l und Z e l l o r 
g a n e l l e n ab ( 7 0 ) . 

4.5 Schlußfolgerungen a u s den Punkten 4.1 b i s 4.4 

Nachdem a l l g e m e i n a n e r k a n n t ( v g l . Übersichtsartikel: ( 1 4 1 ) , 
( 1 7 7 ) , ( 1 7 9 ) ) i s t , daß e i n A n s t i e g d e r K o n z e n t r a t i o n des i n 
trazellulären f r e i e n K a l z i u m s und d e s s e n V e r t e i l u n g i n den 
Z e l l k o m p a r t i m e n t e n e n t s c h e i d e n d e S c h r i t t e d e s I n s u l i n f r e i 
s e t z u n g s p r o z e s s e s d a r s t e l l e n , erörtert HEDESKOV ( 5 7 ) , ge
stützt a u f z a h l r e i c h e B e f u n d e v e r s c h i e d e n e r A u t o r e n , d i e mög
l i c h e R o l l e von erhöhtem, intrazellulärem f r e i e m K a l z i u m a l s 
Hemmer d e r I n s u l i n s e k r e t i o n i n e i n e r A r t "feed-back"-Kon-
t r o l l m e c h a n i s m u s . 
Auch SHARP e t a l . ( 1 6 6 ) w e i s e n i n d i e s e m S i n n e d a r a u f h i n , 
daß d i e intrazelluläre C a + + - K o n z e n t r a t i o n für e i n e größtmög
l i c h e Aktivität d e r A d e n y l a t - C y c l a s e z w i s c h e n zwei k r i t i s c h e n 
K o n z e n t r a t i o n e n g e h a l t e n werden muß. 
MALAISSE e t a l . ( 1 2 2 ) und WOLLHEIM e t a l . ( 1 9 1 ) sehen i n d e r 
b i p h a s i s c h e n G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g e i n e 
W i d e r s p i e g e l u n g e i n e s d a z u p a r a l l e l e n , b i p h a s i s c h e n , c y t o s o -
1 i s e h e n K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n s a n s t i e g e s . 
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Abb. 29: S c h e m a t i s c h e D a r s t e l l u n g d e s h y p o t h e t i s c h e n , q u a l i t a t i 
ven, c y t o s o l i s c h e n K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n s v e r l a u f e s i n 
den B - Z e l l e n d e r L a n g e r h a n s s c h e n I n s e l n i n B e z i e h u n g 
zu den Phasen d e r I n s u l i n s e k r e t i o n 
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M i t t e l s P h o s p h o d i e s t e r a s e h e m m e r n i s t man i n d e r Lage, v i a 
cAMP, d a s c y t o s o l i s c h f r e i e K a l z i u m darüber h i n a u s zu erhö
hen. Neben den b e r e i t s genannten E f f e k t e n von T h e o p h y l l i n 
k onnten k e i n e u n m i t t e l b a r e n Auswirkungen a u f d i e P r o s t a g l a n -
d i n s y n t h e s e f e s t g e s t e l l t werden ( 1 3 4 ) . 
Aus dem Ausmaß d e r Änderung d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n 
s e k r e t i o n d u r c h T h e o p h y l l i n kann man nun, wenn auch i n w e i t e n 
G r e n z e n , i n d i r e k t a u f den c y t o s o l i s c h e n K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n s 
v e r l a u f e x t r a p o l i e r e n . 
Zu berücksichtigen i s t , daß d i e Auswirkungen von T h e o p h y l l i n 
i n hohem Maße von d e r A b f o l g e und d e r A r t und Weise d e r Prä
s t i m u l a t i o n abhängig s i n d ( 1 0 4 ) . D i e T h e o p h y l l i n - b e d i n g t e 
M o d i f i z i e r u n g d e r z w e i t e n Phase d e r G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u 
l i n a n t w o r t i n d e r R e i h e n f o l g e Hemmung, P o t e n z i e r u n g und O f f -
E f f e k t h a t möglicherweise e i n e c y t o s o l i s c h e K a l z i u m k o n z e n t r a 
t i o n i n einem hemmenden, maximalen und o p t i m a l e n B e r e i c h m i t 
a l s U r s a c h e , wobei d i e extrazelluläre K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n 
n i c h t ohne Einfluß i s t . 
Im G e g e n s a t z d a z u fanden SOMERS e t a l . ( 1 6 9 ) m i t 1,4 mM Theo
p h y l l i n nur e i n m o n o p h a s i s c h e s A n t w o r t m u s t e r . 
Da e s T h e o p h y l l i n a us den b e r e i t s oben aufgeführten Gründen 
möglich i s t , d i e c y t o s o l i s c h e C a * * - K o n z e n t r a t i o n zu erhöhen, 
i s t e i n A n s t i e g i n e i n e n hemmenden B e r e i c h w a h r s c h e i n l i c h e r 
a l s U r s a c h e für d i e i n i t i a l e I n s u l i n s e k r e t i o n s v e r m i n d e r u n g 
a l s e i n A b f a l l d e s c y t o s o l i s c h e n K a l z i u m s i n d i e Nähe oder 
u n t e r d i e Auslöseschwelle. 
Der O f f - E f f e k t b e i T h e o p h y l l i n e n t z u g , e i n h e r g e h e n d m i t einem 
C a + * - A b f a l l im C y t o s o l , könnte e i n Ausdruck dafür s e i n , daß 
d a s c y t o s o l i s c h e C a * * i n d e r vorausgehenden Hemmungs- und 
P o t e n z i e r u n g s p h a s e über dem des O f f - E f f e k t s l i e g t , d.h. das 
Ca + +-Optimum müßte h i e r v o n d a r u n t e r l i e g e n . 
D i e E r g e b n i s s e a u s den E x p e r i m e n t e n m i t den Prostaglandinprä-
k u r s o r e n e r l a u b e n i n d i e s e m Zusammenhang k e i n e w e i t e r e n Auf
schlüsse über d e r e n R o l l e im S t i m u l u s - S e k r e t i o n s - K o p p e l u n g s -
m o d e l l . 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die v o r l i e g e n d e A r b e i t enthält S t u d i e n über d i e Beeinflußbar
k e i t d e r G l u c o s e - s t i m u l i e r t e n S e k r e t i o n s k i n e t i k von I n s u l i n 
am i s o l i e r t e n , p e r f u n d i e r t e n P a n k r e a s d e r R a t t e . 
I n V o r v e r s u c h e n w i r d d i e c h e m i s c h e Stabilität d e r P r o s t a g l a n 
dinpräkursoren u n t e r d i e s e n V e r s u c h s b e d i n g u n g e n anhand d e r 

14 . 14 
8,11,14-(1- C)-Eicosatriensäure und d e r ( 1 - C ) - A r a c h i d o n 
säure n a c h g e w i e s e n . D i e d a r g e s t e l l t e , g e r i n g e Trägheit des 
P e r f u s i o n s s y s t e m s e r l a u b t aussagefähige Rückschlüsse a u f d i e 
K i n e t i k d e r I n s u l i n s e k r e t i o n . 
D i e Prostaglandinpräkursoren 8,11,14 E i c o s a t r i e n - , 11,14,17 
E i c o s a t r i e n - , A r a c h i d o n - und Eicosapentaensäure z e i g e n i n 
e i n e r K o n z e n t r a t i o n von 10~ Μ weder e i n e n E f f e k t a u f d i e ba
s a l e noch a u f d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n . Ebenso 
i s t 0,1 V o l . % bzw. 0,05 V o l . % Äthanol ohne Einfluß. 
Präperfusion m i t 5 mM T h e o p h y l l i n führt zu e i n e r V e rdoppelung 
b e i d e r Phasen d e r (20 mM) G l u c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n f r e i 
s e t z u n g b e i 0,5, 2,5 und 5 mM K a l z i u m . Der E n t z u g von Theo
p h y l l i n v e r u r s a c h t b e i 0,5 und 2,5 mM C a + + e i n e n k u r z z e i t i g e n 
A n s t i e g d e r I n s u l i n s e k r e t i o n , a b e r n i c h t b e i 5 mM C a + + . 
Dem Hinzufügen von 2, 5 oder 10 mM T h e o p h y l l i n i n d i e z w e i t e 
Phase d e r G l u c o s e - s t i m u l i e r t e n I n s u l i n s e k r e t i o n f o l g t d o s i s 
unabhängig zunächst e i n e vorübergehende Hemmung, dann e i n e 
Phase d e r P o t e n z i e r u n g und schließlich nach dem E n t z u g von 
T h e o p h y l l i n wiederum e i n k u r z z e i t i g e r Insulinausstoß. 
E i n e Erhöhung d e r extrazellulären C a + + - K o n z e n t r a t i o n a u f 5 mM 
verändert d i e T h e o p h y l l i n w i r k u n g e n n i c h t , j e d o c h b r i n g t d i e 
E r n i e d r i g u n g auf 0,5 mM d i e P o t e n z i e r u n g s p h a s e zum V e r s c h w i n 
den . 
D 600, e i n B l o c k e r von transmembranösen C a + + - K a n ä l e n , hemmt 
d i e G l u c o s e - i n d u z i e r t e I n s u l i n s e k r e t i o n a n h a l t e n d und d o s i s 
abhängig (0,8 - 8 ftM D 6 0 0 ) . 
Di e g l e i c h z e i t i g e A n w e s e n h e i t (oder e i n e V o r p e r f u s i o n ) von 
10 mM T h e o p h y l l i n h e b t d i e s e Wirkung auf und s e t z t d a s o.g. 
S e k r e t i o n s m u s t e r von T h e o p h y l l i n d u r c h . 
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D i e s e E r g e b n i s s e werden am gegenwärtigen, b i o c h e m i s c h 
p h y s i o l o g i s c h e n M o d e l l d e r S t i m u l u s - S e k r e t i o n s - K o p p e l u n g 
d i s k u t i e r t . 
Den Prostaglandinpräkursoren kommt u n m i t t e l b a r k e i n e z e n t r a l e 
Bedeutung im Insulinfreisetzungsprozeß z u . Im G e g e n s a t z dazu 
üben d i e e x t r a - und intrazellulären K a l z i u m k o n z e n t r a t i o n e n 
sowie d i e T h e o p h y l l i n - m o d u l i e r t e intrazelluläre cAMP-Konzentra-
t i o n e i n e n e r h e b l i c h e n Einfluß a u s . D i e Annahme e i n e s eng um
s c h r i e b e n e n intrazellulären C a + + - K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h e s für 
d i e o p t i m a l e S e k r e t i o n s a n t w o r t i n d e r z w e i t e n Phase d e r G l u 
c o s e - i n d u z i e r t e n I n s u l i n f r e i s e t z u n g w i r d u n t e r m a u e r t . 
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