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1. EINLEITUNG

Diabetes mellitus - die Feststellung dieser Diagnose ist nicht
immer gleichbedeutend mit dem Tod der Mehrzahl der B-Zellen
in den Langerhansschen Inseln des Pankreas.

Ein absoluter Insulinmangel ist kennzeichnend fiir den juveni-
len Diabetiker (Typ I Diabetes), wogegen ein relativer Insu-
linmangel durch inaddquate Ausschiittungsmengen auf einen
Sekretionsreiz, Insulinrezeptorenstdrungen und/oder Postre-
zeptordefekte als Ursachen des sogenannten Altersdiabetes
(Typ II Diabetes) angesehen werden (131). Aus dem Verstdndnis
der physiologischen Triggermechanismen lassen sich verschie-
dene Griinde fiir die (Teil-) Hemmung der Insulinsekretion ab-
leiten. Eine zentrale Rolle spielen dabei das Kalziumion und
die Prostaglandinderivate.

Kohlenhydrate und IniuliﬂsngeEign_
Nur metabolisierbare und das ATP-Niveau erhaltende Kohlen-
hydrate (6), (85), (87), (101), (158), (170), (198), (199),
(200) und daraus ableitbare Aminosiuren (158), (198) provozie-
ren bei alleiniger Einwirkung auf die B-Zellen der Langerhans-
schen Inseln eine charakteristische Insulinausschiittung.

Das wichtigste Kohlenhydrat ist die D-Glucose, was sich mit
ihrer Bedeutung in vivo verbinden l&Bt.
Bei der hier gewdhlten Versuchsanordnung (siehe Kapitel 2)
wird das isolierte Rattenpankreas von einer kiinstlichen Blut-
ersatzl6sung durchstrémt, die in Bezug auf den onkotischen
Druck, die Osmolaritdt, das pH und die Ionenzusammensetzung
dem physiologischen Medium weitestgehend entspricht. Nach

15 Minuten Vorperfusion mit sicher substimulatorischen 3mM
Glucose (50) (=Kontrollphase) 16st 20mM Glucose eine bipha-
sische Kinetik der Insulinsekretion (36), (99) aus, wobei die
schnelle erste Phase durch einen kurzdauernden Peak (=Initial-
phase I = ca. 5 Min.) und die nachfolgende zweite Phase

= Sekunddrphase S) durch einen langsamen Anstieg von einem
Tiefpunkt bis in etwa auf Peakhdhe gekennzeichnet ist (28),(198).

.



KONTROLLPHASE  STIMULATIONSPHASE KONTROLLPHASE

c VAN I | S
E I

2 [

R |

=z

o |

I |

< I

w i

(%]

< |

-

o )

N |

= _— ] |

0 5 MINUTEN

Abb. 1: Schematische Darstellung der Phasen der Glucose-indu-

zierten Insulinsekretion (S= Sekunddrphase, I = Ini-

tialphase)

Die vorgegebene Versuchsanordnung erfaft die zeitliche Ab-
folge der GrdBe der Insulinfreisetzung und nicht die elektro-
physiologischen, biochemisch-metabholischen Vorgdnge und mor-

phologischen Verdnderungen in den B-Zellen (42).
Vorangestellt sei deshalb zundchst eine zusammenfassende Be-

schreibung der gegenwartigen Kenntnisse des Mechanismus der

Glucose-stimulierten Insulinsekretion, die im wesentlichen

eine Verbindung (6), (28), (198) der Membran-(Cytosol-)Gluco-

(127) mit der Glucoseverstoffwechselungs-
(119), (120) beinhaltet. Der

serezeptor (101),
(Brennstoff-)Theorie (6), (51),
D-Glucosespiegel in der B-Zelle gleicht sich augenblicklich

der extrazelluldren Konzentration an (64), (66), (121), (126).
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zur Einschleusung des

Glucosemolekiils in die Glykolyse ist die Phosphorylierung zu



Glucose-6-Phosphat mittels spezieller Glucokinasen und der iib-
lichen Hexokinase (130) und nicht der Transport in die Zelle
(6), (57).

Die Glucokinase transformiert sozusagen die extrazelluliare
Glucosekonzentration in eine erhdhte Glykolyseaktivitdt und
stellt somit ein mdgliches Erkennungssystem filir Glucose in den
B-Zellen dar (130).

§u25£t3tEeEagoiiEmEs_uEd_tEagsmeTbEaEBEe_Ignsnzezsghieéuggsn‘
Unmittelbar nach der Glucoseapplikation steigen die Kon-
zentrationen der reduzierten Pyridinnucleotide und der H+—Ionen,
die aus der Glycolyse und zu einem geringen Anteil (8), (57)
aus dem Pentosephosphat-Shunt stammen, an (142), (163).

Das NAD(P)H und das H'-Ion als potente Auslodser einer Insulin-
sekretion (186) sind zwei entscheidende Kopplungsfaktoren (117),
(162) zwischen Substratmetabolismus und darauf folgenden intra-
extrazelluldren Elektrolytverschiebungen (23), (72), (120),
(140), (161).

Die gesteigerte intrazelluldre Erzeugung von H'-Ionen durch
Glucose, die nach auBen als NettoausstoB von H*-Ionen imponiert
(117), (141), kann den mittels natiirlicher Ionophoren erleich-
terten K*'- und ca**-Efflux als Folge einer H'-Ionen-Blockade
der Ca*‘—lonophoren resultieren (120).

Der Vergleich der (Glucose-)Dosis-Antwort-Kurve fiir den u*-Eff-
lux einerseits, mit der initialen Hemmung des ca**-Efflux

(= erste Phase) (95), (114), (124) und der voriibergehenden, re-
versiblen Abnahme des K*-Efflux (69) andererseits, last eine
Ursache-Wirkungs-Beziehung wahrscheinlich erscheinen (117),
(120).

Die Glucose-induzierte, erniedrigte K*-Permeabilitit bedingt
eine Depolarisation der B-Zellmembran (6), (69), (71), (76),
die in Form von Aktionspotentialen registrierbar ist (33},
(141). Die Membrandepolarisation reaktiviert die Leitfdhigkeit
der potentialabhingigen ca**-kanile (5), (6), (74) und ruft



initial einen Ca''-Influx (25), (69), (114) hervor, der nach

3 - 4 Minuten trotz persistierender initialer Effluxhemmung von
einem wiedererstarkten Ca’*-Efflux (= zweite Phase) (80), (95),
(113) liberdeckt wird.

Dieser Ca+*-Eff1uxanstieg rekrutiert sich zum einen Teil aus
einem Ca’*/Ca”-Austauschprozess (116), (120), in dem einstro-
mendes Kalzium intrazelluldr gebundenes ersetzt (4), (77), und
zum anderen Teil folgt er der Insulinfreisetzung (79), d.h. er
scheint mehr eine Folge als eine Ursache der Stimulus-Sekre-
tions-Koppelung zu sein (96).

Verteilung und Regulationsvorgange des intrazelluldren ca'

Die durch verschiedenartige, depolarisierend wirkenden Mafinah-
men (5), (68), (74), (107) verursachte 45Ca”—Nettoaufnahme
(61), (78), (97), (148), (194) fihrt zu einer kritischen Erh&é-
hung des cytosolisch freien, ionisierten Kalziums (6), (190),.
das ursdchlich fiir die Ausldsung der Insulinausschiittung ist
(160), (192) und diese im Verhdltnis zum Ca"-Gehalt des
Cytosols steigert (122).

Um eine inaddquate Sekretion zu verhindern, nimmt HEDESKOV (57)
ab einer gewissen HBhe des cytosolischen Ca*f~Spiegels das In-
krafttreten von "feed-back"-Kontrollmechanismen an. Eine groBe
Rolle fiir die cytoplasmatische Ca*+—8rh6hung spielen ein ge-
steigerter intra-extrazelluldrer Umsatz (194), wobei der Kal-
ziumgesamtgehalt der Inseln konstant bleibt (4), (11), (193),
(195) und intrazelluldre Umverteilungsvorgange (110) der ver-
schieden Glucose-empfindlichen Ca'*—Kompartimente (67), (122),
(139). 2um einen gibt es den oberfldchlichen, schnell mobili-
sierbaren Ca**—Pool, submembrands oder in der Plasmamembran der
B-Zellen gelegen, der fiir die akute Phase der Insulinsekretion
notwendig oder sogar deren Ursache (62) ist, und zum anderen
fiir die zweite Phase einen schwer mobilisierbaren Ca**-Pool in
den subzelluldren Strukturen (15), (45), (60), (100), i110).
Dennoch ist die Verfiigbarkeit von extrazelluldrem ca*' unbe-

dingt erforderlich fiir die erste Phase der Glucose-induzierten



Insulinsekretion, weniger fiir die zweite, die hauptsachlich

von cAMP-vermittelter Umverteilung des intrazelluldren Kalziums
von den Zellorganellen ins Cytosol gesteuert wird (70), (167).
Ohne jegliches extrazellulires ca** wird kein Insulin freige-
setzt (37), (137).

Calmodulin, cAMP und der Exocytoseprozef

Calmodulin, ein Ca**—abhﬁngiges (182) und durch erhdhte cyto-
solische Ca**-Konzentration aktivierbares (122), (183) Regula-
torprotein konnte in hohen Konzentrationen in Rattenpankreas-
inseln nachgewiesen und dargestellt werden (166), (172), (179,
Ubersicht).

Es stimuliert die membranstindige Adenylat-Cyclase (83), (179)
zur Bildung von cAMP (29), (166), (182), welches im Gesamtpro-
zef der Insulinsekretion mehr die Rolle eines Verstdrkers (122)
und/oder Potentiators (53), (58), (88), (120), (166), (182)
spielt und demnach erst nach der Erhdhung der ca**Konzentration
im Cytosol (49), (166) via Calmodulin-abhingiger Adenylat-
Cyclase reguliert wird (74), (122).

Das cAMP und Ca**-Calmodulin aktivieren auf voneinander ge-
trennten Wegen (159), (179) die jeweils davon abhdngige Protein-
kinase, die durch Phosphorylierungen im mikrotubul&ren-mikro-
filamentdsen System (46), der Zellmembran (172) und der Sekret-
granula (174) deren Eigenschaften so &ndert, daB das Insulin
der Sekretgranula durch Exocytose in das Interstitium freige-
setzt wird (6), (47).

Das Insulin der ersten Phase stammt aus Granula, die sehr nahe
der Zellwand-Plasmamembran-Einheit gelagert sind, im Gegensatz
zu denjenigen fiir die zweite Phase, die erst entlang von Mikro-
tubuli vom Ort der Synthese zu dem der Exocytose wandern miissen
(123). Der ExocytoseprozeB ist von ausgepridgten Verdnderungen
in der Phospholipidzusammensetzung der B-Zellmembran begleitet,
denen eine Rolle bei der Kontrolle der Insulinfreisetzungsrate

zukommen konnte (138), (s.a. unten).



Eine weitere Wirkung des cAMP ist die Hemmung der Ca"—abhéngi—
gen ATPase (44), (82), (160), welche Kalzium vom Cytosol in

die 2ellorganellen, vor allem Mitochondrien (44), (53), (171)
beférdert, wodurch die Konzentration an ionisiertem ca*t im
Cytosol erhdht wird (19), (160), (167), (171), (175).

Der letztere Effekt k&nnte aber auch durch Freisetzung von
Mitochondrien-gebundenem (19) oder aus Sekretgranula stammendem
(53), (193) Kalzium erreicht werden.

cAMP scheint ein Hauptfaktor in der Regelung der ca**-Konzen-
tration im Cytosol und in den Zellorganellen (19), (115), (122)
zu sein, obwohl ohne die Glucose-bedingte Hemmung des catt-
Efflux kein ausreichender Anstieq iiber eine kritische Schwel-
lenkonzentration fiir die Sekretionsausl8sung zu erreichen ist
(18), (165).

Eine intrazelluldr partikelgebundene mit niedriger K, und eine

M

geldste Phosphodiesterase mit hoher K, inaktivieren cAMP zu

S'AMP (165).

M

Prostaglandinderivate und Insulinsekretion

Nicht abschlieBend geklart ist, in welchem AusmaB8 und an wel-
chen Punkten der Stimulus-Sekretions-Koppelung letztendlich die
Folgeprodukte der langkettigen, hochungesdttigten Fettsduren
beteiligt sind.

Die Erstbeschreibung der Strukturformeln der all cis-8,11,14-
Eicosatrien-(:Homo-Y‘-linolenséure), der all cis-5,8,11,14-
Eicosatetraen- (=Arachidonsdure) und der all cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaensdure als Prdkursoren der entsprechenden Prosta-

glandine E E Eg geht auf BERGSTROM et al., 1964, (12) zu-

17 72!

rick.
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Abb. 2: Strukturformeln der Prakursoren (12), (13), (40)



Flir die Arachidonsdure (= AA) konnten METZ et al. (136) in den
endokrinen Inselzellen zwei m8gliche weiterfiihrende Stoffwech-
selwege nachweisen, deren erster via Cyclooxygenase bis zu
den diversen Prostaglandinen (= PG) und Thromboxanen (= TX)
(34), (56), (150), (156), (173) und deren zweiter via
Lipoxygenase, neben vielen anderen zum hauptsdchlichen Endpro-
dukt 12-Hydroxyeicosatetraensdure (= 12-HETE) (135) fiihrt
{siehe Abb. 3).

Phospholipide der » AA P 12 Hydroperoxyeico-
Plasmamembran Phospholipase Lipoxygenase satetraensdure

Cyclooxygenase —p

PG-Endoper-
~HETE
oxidsynthetase PGG2 12-4
Peroxidase ————’l
PGH2 Leukotriene
Prostacyclin- PGD_- /\
synthetase ynthetase isomerase Endoperoxid-
isomerase Endoperoxid-
reduktase
. —_ A\
Prostacyclin TXA PGD PGE PGF
X 5-Keto-
(PGI,) 2 2 2a58ESse 2

~KETO-PGF )
6-KET 1® TXB,

Abb. 3: Schematische Darstellung der Stoffwechselwege von
. Arachidonsdure



In Abhdngigkeit von den gewdhlten Versuchsbedingungen beeinflus-
sen die Prostaglandine der E- bzw. F-Serie die Insulinsekretion
recht unterschiedlich. Es wird am isolierten,perfundierten
Rattenpankreas bei Glucose-stimulierter Insulinsekretion sowohl
eine Steigerung (2), (145), (144) als auch kein Effekt (102),
(112) beobachtet.

Bei substimulatorischer Glucosekonzentration zeigt sich keine
Wirkung (102), (157) oder z.T. nur ein geringer monophasischer
Anstieg (102). Auch an isolierten Rattenpankreasinseln gewon-
nene Ergebnisse sind widersprichlich (20), (89).

Die Wirkungsweise der Prostaglandine EI' E2 und leim Hinblick
auf das elektrophysiologisch-biochemische Modell scheint z.T.
in einer Beeinflussung des Membranpotentials, der ca**-Ionen-
strome (147) und in der Aktivitdtssteigerung der Adenylat-
Cyclase (89), (90) zu liegen.

LANDGRAF et al. (102) kommen zu dem Ergebnis, daB nicht so sehr
die PG-Synthese, sondern die in Inseln vorhandene Aktivitdt der
Phospholipase A2 (106) in erster Linie in den SekretionsprozeB
eingeschaltet ist.

Bestatigt wird dies durch die Studien von YAMAMATO et al. (197)
und KATO et al. (94) an isolierten Rattenpankreasinseln, in
denen Glucose direkt oder indirekt die Membran-Phospholipase

A2 stimuliert und dadurch Arachidonsdure freisetzt, welche via
Lipoxygenase oder Cyclooxygenase metabolisiert wird.

Ebenso aktiviert Glucose dosisabhingig die Cyclooxygenase in
Rattenpankreasinseln (31).

Phosphatidyl-inositol ist eine wahrscheinliche endogene Quelle
fiir gewdhnlich in der 2er Position veresterte Arachidonsiure

in Rattenpankreasinseln und es wird auch parallel zur zweiten
Phase der Glucose-induzierten Insulinsekretion hydrolysiert (9),
(32).

Die genannte Phosphatidyl-inositol-Hydrolyse bendtigt die An-
wesenheit von extrazelluldrem Kalzium und ist offensichtlich
Folge und nicht Ursache des initialen ca**-Influx (9).
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Der erhdhte Umsatz von Phosphatidyl-inositol ist wohl z.T. auch
Ca**~Calmodulin-vermittelt, weil dieses in der Lage ist, die
Phospholipase A2 zu stimulieren (35).

Die mit der Glucose-induzierten Insulinsekretion parallel ein-
hergehende Freisetzung endogener Arachidonsdure via Phospho-
lipase A2 (133) und deren Oxidation via Lipoxygenase (136)
kdnnte eine Erkldrung fiir das biphasische Sekretionsmuster bie-
ten (133).

METZ et al. (133) leiten aus ihren Ergebnissen weiterhin ab,
daB die Phospholipase A, die Rolle eines "Glucose-Fiihlers"
spielt und die Arachidonsdurefreisetzung in die Stimulus-
Sekretions-Koppelung eingeschaltet ist (135). Die.instabilen
Folgeprodukte der Lipoxygenase (z.B. 12-Hydroperoxyeicosate-
traensidure), welche die Glucose-induzierte Insulinfreisetzung
stimulieren, widren dann im Sinne eines "Start-Signals" zu in-
terpretieren und die Reduktion mittels reduzierender Aquivalen-
te aus dem Glucosestoffwechsel zu den stabilen, aber wirkungs-
losen Endprodukten (z.B. 12-Hydroxyeicosatetraensdure), als
"Stop-Signal" (135).

Die Lipoxygenase-Folgeprodukte erscheinen als die die Insulin-
sekretion vermittelnde "third messenger" (133).

Als antagonistisches System dazu fiihrt der Metabolismus der
Arachidonsdure via Cyclooxygenase zu einer Verminderung der
Glucose-induzierten Insulinsekretion (136).

Zusammenfassend laBt sich konstatieren, daB metabolische Ablau-
fe zur Erkennung der Glucose als Stimulus fiir die B-2ellen,
Elektrolytverschiebungen (v.a. Ca*+—Erh6hung bis zu einer kri-
tischen Grenze) zur Ausldsung und das Mitwirken von mikrotubu-
ldaren-mikrofilament8sen Prozessen in der Exocytose zur Auf-
rechterhaltung der Insulinsekretion notwendiqg sind (120).



Ziele der Arbeit_

Die besondere Bedeutung des Glucosestof fwechsels, der Kalzium-
ionenkonzentrationen, des "second messengers" cAMP sowie der
Folgeprodukte der hochungesidttigten Fettsiduren fiir die Mecha-
nismen der Insulinsekretion ist nach dem aufgezeigten Modell
evident.

GréBtenteils wurden diese Erkenntnisse an statischen Inkuba-
tionssystemen mit isolierten, der mechanischen Alteration un-
mittelbar ausgesetzten Pankreasinseln oder Inselzellkulturen
gewonnen. Daraus ergibt sich zum einen die Begriindung fir diese
Arbeit, Stoffe zu testen, die EinfluB auf die oben genannten
Hauptfaktoren des Sekretionsmechanismus ausiiben und zum anderen
ein Versuchssystem zu wdhlen, das der Dynamik der Insulinfrei-
setzung Rechnung tragt, Sequenzexperimente an einem isolierten
Pankreas erlaubt und die Pankreasinseln selbst dabei unange-
tastet lant.

Im Rahmen der biologischen Variabilitadt ist die mit 20 mM
Glucose hervorgerufene Insulinsekretionskinetik (vgl. Abb. 1)
konstant reproduzierbar (99).

Auf dieser Grundlage wird untersucht, ob durch die voraus-
gehende und/oder die mit Glucose simultanen Einwirkungen von
Prostaglandinprikursoren, Athanol, Kalzium, Theophyllin und

D 600 in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen einen modi-
fizierenden EinfluB auf ein durch konstante Glucosestimulation

erreichtes "steady state" der Sekretion ausiiben.

Die Griinde, die fiir die Verwendung von PG-Prakursoren sprechen,
liegen zundchst in der groBen Heterogenitdt der Prostaglandine
selbst, die bei exogener Applikation, je nach Versuchsbedin-
gungen, sehr gegensdtzliche Reaktionen in Bezug auf die Insulin
ausschiittung hervorrufen (151) (s.a. oben).

Weiterhin handelt es sich um intrazelluldre Regulatoren (55)

mit einem hohen Umsatz (184), weshalb in der Verwendung der



- 12 -

Vorstufen der physiologischere Weqg zu sehen ist, ihre Bedeutung
im SekretionsprozeB aufzukldren und die organeigenen Enzym-
systeme zur Wirkung kommen zu lassen.

AuBerdem hat sich die Verfiigbarkeit an freien, hochungesittig-
ten Fettsduren in Form der Vorstufen (z.B. Arachidonsidure) als
ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der endogenen PG-
Synthese herausgestellt (187).

Um die endogene Freisetzung der Prdkursoren aus Phospholipiden
und Triglyceriden (202) mittels Phospholipasen zu umgehen (185),
werden die gemeinsamen Vorstufen der Prostaglandine und der

Hydroxyfettsduren dem Organ direkt angeboten.

Die Anfdlligkeit der hochungesdttigten Fettsduren gegeniiber
Sauerstoff- und Lichteinfliissen macht die {Uberpriifung der
chemischen Stabilitdt zum Zeitpunkt des Erreichens der Bauch-
speicheldriise und danach erforderlich.

Da die Pridkursoren in absolutem Athanol geldst dem Perfusions-
medium zugemischt werden, muB untersucht werden, ob von diesem
in der verwendeten Konzentration eine Wirkung auf die basale
oder Glucose-induzierte Insulinsekretion ausgeht.

Aus Experimentserien von LANDGRAF et al. (103) geht hervor, das
der Phosphodiesterasehemmer Theophyllin auf die Leucin-stimu-
lierte Insulinsekretion eher einen suppressiven Effekt ausiibt.
Somit ist ein weiteres 2iel, Aufschliisse dariiber zu erhalten,
ob sich die Glucose-stimulierte Insulinfreisetzung unter Theo-
phyllineinwirkung &hnlich verhdlt bzw. ob eine etwaige Hemmung
zusdtzlich eine Abhingigkeit von der extrazelluliren Ca''-Kon-
zentration erkennen ldft. Die Bedeutung des extrazellulidren
ca*’ fiir den Sekretionsprozef wird in den Experimenten mit

D 600, einem Blocker von transmembrandsen Ca**—Kanﬁlen, ndher
untersucht.
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2. METHODIK

2.1 Experimenteller Aufbau

2.1.1 Praparationsplatz
Die Beschreibung erfolgt unter Punkt 2.4

2.1.2 Perfusionskammer
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Perfusionskammer
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Zeichenerkldrung zur Abbildung 4:

1 a-d = Glaskolben, die je nach Experiment mit verschiedenen
Perfusionsfliissigkeiten (max. 700 ml) gefiillt werden, 2 = Fil-
ter, 3 = Schlauchpumpe, 4 = Dreiweghdhne, S5 = Riicklauf,

6 = Quecksilbermanometer, 7 = Perfusor mit Spritze, 8 = Kaniile
in der Art. coeliaca, 9 = Kaniile aus der Vena portae, 10 = Ka-
nile aus dem Duodenum, 11 = Organkomplex in der Metallschale
im Warmeblock = 12, 13 = Begasungssystem mit Befeuchtungsanlage
14 = Uhr, 15 = Absperrventile.

Die in der Abbildung 4 dargestellte Versuchsanordnung befindet
sich in einer abgeschlossenen Plexiglaskammer, die nur eine
kleine Offnung zur Probeentnahme an der V. portae-Kaniile = 9
besitzt. Der Thermostat reguliert die Lufttemperatur auf 37°%.
Die Glaskolben sind von einem Wassermantel umgeben (in der Ab-
bildung nicht eingezeichnet), der von einem auBerhalb der Kam-
mer gelegenen Reservoir mit Wasser von 37°% versorgt wird, um
die Perfusionldsungen auf dieser Temperatur zu halten. Ebenso
~wird der Widrmeblock = 12 durchspiilt.

Die Filter stammen von Bluttransfusionsbestecken. Im Gegensatz
zu den Abbildungen werden die Silikonschlduche derart verlegt,
daf eine Schlauchpumpe = 3 der Marke Ismatec (Typ MP 13GJ-4;
SA/ziirich) ausreicht, die allseits gleiche Pumpendurchflufirate
von 5 ml/min zu erzielen. Die Dreiweghihne = 4 erlauben direk-
tes Umschalten vom Riicklauf = 5 auf Organperfusion durch die
Kaniile in der Arteria coeliaca = 8. Diese Anordnung hat einen
Totraum von ca. 0,5 ml. Je nach Experiment wird jeweils einer
der Glaskolben = 1 a-d bzw. der Perfusor = 7 2zu- und abge-
schaltet. Der Perfusor von B. Braun Melsungen AG (Typ 71100)
ist auf eine Fordermenge von 200 /d/min eingestellt. Daraus
ergibt sich mit der o.g. PumpenfluBrate ein Gesamtflow von 5,2
ml/min. Die Perfusionsl8sungen werden mit einem 02/CO2 Gas-
gemisch von 95 : 5 Vol% begast.
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2.2 Herstellung der Ldsungen fiir die Perfusionen

2.2.1 Stamml&sungen

2.2.1.1 Dextran

Es werden 200 g Dextran 60 (Molekulargewicht: 60000 bis 80000)
der Knoll AG, Ludwigshafen, in einen Glaskolben eingewogen, in
400 ml Aqua bidest geldst und in ausgekochte Dialyseschlduche
abgefiillt. Bei 4°C wird gegen einmal erneuertes Aqua bidest
mindestens 12 Stunden dialysiert, um eventuell vorhandene nie-
dermolekulare Verunreinigungen zu entfernen. Hochmolekulares
Dextran wird von den Pankreasinseln nicht verstoffwechselt (101).
Die Konzentration der bei 4°C aufbewahrten Stammlésung errech-
net sich zu 200 g x 100/Volumen(ml).

2.2.1.2 Puffer

Die Salze (pro analysii) flir die verschiedenen Pufferl&sungen
liefert die Firma Merck aus Darmstadt. Der Krebs-Henseleit-Bi-
carbonatpuffer wird als widssrige, zehnfach konzentrierte Stamm-
16sung, getrennt nach seinen Komponenten (Puffer A1_3 und Puf-
fer B), hergestellt. Die PufferstammlGsungen lagern bei 4°c.

Puffer L NaCl 1197,8 mmol/1l
KC1l 47,0 mmol/1l
CaCl,x2H,0 5,0 mmol/1
MgSO4x7H20 12,2 mmol/1

Puffer Ayl NaCl 1197,8 mmol/1
KC1l 47,0 mmol/1
CaCl x2"20 25,0 mmol/1

2
MgS0,x7H,0 12,2 mmol/1
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Puffer A3: NaCl 1197,8 mmol/1
KCL 47,0 mmol/1
CaC12x2H20
M9504x7H20 12,2 mmol/1
Puffer B: KH2P04 14,7 mmol/1
NaHCO3 250,0 mmol/1

2.2.1.3 Glucose

Wasserfreie D(+) - Glucose von Merck, Darmstadt, wird zur Her-
stellung der 1 M (18,016 g/dl) StammlSsung verwendet. Diese la-
‘gert bei - 20°C.

2.2.1.4 Prostaglandinprdkursoren

Die Prostaglandinprdkursoren all cis-8,11,14-Eicosatriensdure
(= Homo-y-~Linolenséure) von Sigma, St. Louis/USA, all cis-11,
14,17-Eicosatriensdure, Arachidonsdure (= all cis-5,8,11,14-
Eicosatetraensdure) und all cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensadure
(als Methylester) von Serva Feinbiochemiea, Heidelberg, werden
in Ampulen zu je 50mg in 6liger Form geliefert. Luftsauerstoff
vermag diese hochungesidttigten Fettsduren leicht zu oxidieren,
weshalb sie unter Stickstoffatmosphdre in n-Hexan (versetzt mit
10% Athanol) geldst werden. Diese so bei -80°C aufbewahrten
Stockldsungen haben eine Konzentration von 10mg Fettsdure / ml
L3sung.

2.2.1.5 D 600 LBsung

Bei der Knoll AG, Ludwigshafen, ist das «-Isopropyl - o (( N-
methyl-N-homoveratril)- y -aminopropyl) - 3,4,5 trimethoxyphenyl
- acetonitril mit der Kurzbezeichnung D 600 in Form des Hydro-
chlorids mit dem Molekulargewicht von 521,1 g/mol erhidltlich.
Hiervon wird eine 1 mM Stammldsung zubereitet.



2.2.2 Perfusionsldsungen

2.2.2.1 Kontrollésung : 3 mM Glucose

Diese Glucosekonzentration ist sicher substimulatorisch, da die
Sekretionsschwelle bei 4 mM anzusetzen ist (148), (198) und der
physiologische Blutzuckerspiegel bei Ratten zwischen 4,4 mM
und 6,6 mM schwankt.
Pro 100 ml werden bendtigt: 8 g Dextran (8g/dl x 100 ml /
X g/dl Stammlsg.) -
10 ml Puffer A
10 ml Puffer B
0,3 ml 1 M Glucose
Agqua bidest.ad 100

2

2.2.2.2 Stimulationsldsung : 20 mM Glucose

Diese Glucosekonzentration erzeugt eine fast maximale Insulin-
freisetzung, wie eigene Vorversuche und die Hinweise aus der
Literatur ergeben.
Pro 100 ml werden bendtigt: 8 g Dextran (s.o.)
10 ml Puffer A
10 ml Puffer B
2 ml 1 M Glucose
Aqua bidest. ad 100

1-3

Daraus errechnen sich folgende Ionenkonzentrationen fir Kontroll-

und Stimulationsldsungen: NaCl 119,78 mmol/1
KCL 4,7 mmol/1
CaCl2 X 2H20 2,5 mmol/l (aus
Puffer Az)
0,5 mmol/l (aus
Puffer A‘)
5,0 mmol/l (aus
Puffer A3)
MgS0, x 7H,0 1,22 mmol/1

NaHCO3 25,0 mmol/1

KH2PO4 1,47 mmol/1
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Die steigende Osmolaritdt durch die unter 2.2.2.3 bis 2.2.2.5
genannten Zusdtze in den hier verwendeten Konzentrationen hat

keinen EinfluB auf die Phasen der Insulinsekretion (111).

2.2.2.3 Kontroll- und Stimulationsl8sung mit Athanol

Absoluter Athanol von J.T. Baker Chemikalien, GroB-Gerau, wurde
bei den entsprechenden Experimenten der Kontrolldsung in einer
Menge von 0,1 Vol% bzw. der Stimulationsl8sung in einer Menge

von 0,05 Vol% zugesetzt.

2.2.2.4 Kontroll- und Stimulationsl8sung mit Theophyllin

Theophyllin (Molekulargewicht: 180,17 g/mol) in fein pulveri-
sierter Form von Schuchard, Miinchen, wird in die L&sungen ein-
gewogen, um eine Konzentration von 2, S oder 10 mM zu errei-
chen.

2.2.2.5 Kontroll- und Stimulationsl8sung mit Theophyllin
und D 600

Zu den unter 2.2.2.4 genannten Theophyllinkonzentrationen wird
das entsprechende Volumen D 600 aus der 1mM Stammldsung pipet-
tiert.

2.2.2.6 Temperatur, pH, p02, pCO2

Die fertigen L&sungen werden in die entsprechenden Perfusions-
kolben (= 1 a-d in Abb. 4) gefiillt, auf 37°C erwdrmt und ca.
20 min mit einem 02 : C02 -Gasgemisch von 95 : 5 v/v begast.
Der pO2 stellt sich zu ca. 350 mmHg und der pCO2 zu ca. 30 mm
Hg ein.

Schon geringe pH - Abweichungen kdnnen eine Stimulation bzw.
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Suppression der Insulinsekretion zur Folge haben (86), (146).
Deshalb wird mit Hilfe von 2 n HCl bzw. 2 n NaOH das pH auf
7,4 eingestellt.

2.2.2.7 Aufnahme der Prostaglandinvorstufen in die Perfusor-
spritze

Der in Eis gebetteten Prostaglandin-Stockldsung (10 mg/ml) wird
unmittelbar vor Experimentbeginn das berechnete (s.u.) Volumen
entnommen und in einem EppendorfgefdB unter NZ—Atmosphére ein-
gedampft, um schiddigende Einfliisse des n-Hexans auf das Perfu-
sionsorgan zu vermeiden.

Die Prostaglandinvorstufen werden in einem gleichen Volumen
absoluten Athanols wieder aufgenommen und davon wird die ent-
sprechende Menge in die Perfusorspritze zu einem bestimmten
Volumen Kontroll- bzw. Stimulationsldsung (siehe unter 2.2.2.1)
pipettiert. Es ist auf gute Durchmischung und Blasenfreiheit
des AnschluBsystems zu achten.

Die Berechnung der bendtigten Mengen bzw. Volumina wird am Bei-
spiel der Arachidonsdure (Molekulargewicht 304,5 g/mol) ausge-
fiihrt. Unter Beriicksichtigung der verschiedenen Molekularge-
wichte gilt das gleiche fiir die anderen Prostaglandinvorstufen.
Bei Verwendung einer 50 ml Spritze liefert der Perfusor ZOO/H/min
zu den 5 ml/min der Schlauchpumpe, d.h. bei einem Gesamtflow
von 5,2 ml/min wird die LOsung aus dem Perfusor 1 : 26 verdiinnt
Die gewiinschte Konzentration an Prostaglandinpr3dkursoren nach
der Zumischung betrigt 10_5 M (= 3045 P9 Arachidonsdure pro Li-
ter). Unter Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors ergibt sich

fiir die Arachidonsdure in der Perfusorspritze eine Konzentra-
tion von 79,19 mg/l.

Je 10 Minuten werden aus der Perfusorspritze 2 ml L8sung abge-
geben, in der sich 158,34 H9 Arachidonsdure befinden. Dafir
sind aus der Stockldsung (10 mg/ml) 15,83 fl zu entnehmen und
mit Kontroll- bzw. Stimulationsldsung auf 2 ml zu ergdnzen.
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2.3 Tierspezies und deren Erndhrungsbedingungen

Die midnnlichen SPF-Ratten, Sprague Dawley von Mus Rattus Gmbl,
Brunnthal bei Minchen, wiegen bei Lieferung 250 - 300 g. Die
Tiere wurden 10 - 14 Tage mit AltrominR von Altromin-Spezial-
futter GmbH, Lage/BRD, ad libitum erndhrt, bis das Gewicht auf
300 - 350 g angestiegen war.

Am Vortag abends, 16-20 Stunden vor dem Experiment, werden ‘die
Ratten in einen Kifig mit grobmaschigem Drahtnetzboden zur Vor-
beugung der Koprophagie zum Fasten gesetzt. Sie bekommen nur
Wasser.

Die Versuchstiere befinden sich dadurch etwa in der gleichen

Phase der tageszeitlichen Schwankungen der Insulinsekretion (10).

2.4 Pankreaspridparation und Isolierung

2.4.1 Narkotisierung

Den Versuchstieren werden 55 mg Pentobarbital (NembutalR) pro
kg Kdrpergewicht intraperitoneal injiziert. Die narkotisierende
Wirkung tritt innerhalb von 5 bis 10 Minuten ein.

2.4.2 Operationstechnik

Die im folgenden beschriebene Operationstechnik entspricht
leicht modifiziert einer Methode von SUSSMANN et al. (176) und
GRODSKY et al. (51).

Z2iel der Prdparation ist es, das Pankreas mit der Milz, dem Ma-
gen und dem proximalen Teil des Duodemums en bloc aus dem Ober-
bauch der Ratte zu entfernen, wobei vorher die Arteria coeliaca
und die Pfortader mit einer Kaniile versehen werden. Alle ande-
ren GeféBe werden unterbunden.

Das auf dem Riicken liegende, an den Beinen aufgespannte Ver-
suchstier wird zum besseren Absaugen der leicht verschleimenden
Atemwege zundchst tracheotomiert.

Der Situs wird mit einem Langsschnitt von der Regio pubica bis
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zum Processus xiphoideus erdffnet und durch einen Querschnitt
nach links und rechts lumbal erweitert. Alle weiteren Angaben
erfolgen aus der Sicht des Operateurs.

Durch Spaltung des Mesocolon descendens und ascendens, doppel-
ter Ligatur (= Seide von MEZ : Proto Cord 50) der Arteriae
colicae sinistrae und mediae wird der Dickdarm mobilisiert.

Nun unterbindet und durchtrennt man den MesenterialgefaBstiel
knapp am Unterrand des Pankreas. Es schlieBt sich die Resektion
des ischidmischen Darmes an. Eine Kanilile im proximalen Duodenal-
stumpf gewdhrleistet den Abflus von Magen- und Pankreassekret.
Zwischendurch wird der Situs regelmdBig mit warmer physiologi-
scher Kochsalzl8sung befeuchtet. Nach der doppelten Unterbin-
dung und Durchtrennung des Osophagus pridpariert es sich weiter-
hin leichter unter dem Mikroskop bei ca. 5-facher VergrdBerung.
Man verschafft sich nun freien Zugang zur Art. hepatica propria,
die distal von ihrem Ursprung aus der Art. hepatica communis
zusammen mit dem Gallengang doppelt ligiert und durchtrennt
wird. Jetzt prdpariert man die Pfortader bis zu ihrer Aufzwei-
gung am Leberhilus frei und legt eine Fadenschlinge fiir die
spidtere Kaniilierung.

ZUr Erdffnung des Retroperitoneums entlang der Aorta miissen Ma-
gen, Milz und Pankreas nach links verlagert werden. Distal des
Abganges der Art. mesenterica superior wird die erste Schlinge
um die Aorta, zwischen Art. mesemterica sup. und Art. coeliaca
die zweite und proximal dieser die dritte gelegt. 500 I.E.He-
parin in die Vena cava inferior injiziert verhindern die intra-
vasale Gerinnung wdhrend der Ischimiezeit. Nun werden die
Schlingen um die Aorta in der o.g. Reihenfolge zugezogen, und
gegeniiber dem Abgang der Art. cceliaca wird durch einen kleinen
§chnitt eine Kaniile (Portex PP S50, Portex limited, Hythe Kent)
2 mm in die Art. coeliaca vorgeschoben und mit einer darumge-
legten Schlinge fixiert. Sofort danach wird fertige Kontrolld-
sung mit 120 cm "20 Druck infundiert. Die Ischamiedauer ist we-
niger als zwei Minuten.

Durch einen Schnitt in den linken Pfortaderast wird eine Kanii-
le (Portex PP 200) eingefiihrt und mit der gelegten Schlinge
festgebunden.
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2.4.3 1Isolierung des Organkomplexes und Einbringung in die
Perfusionskammer

Der behutsam mit den Fingern der linken Hand gefafte Organkom-
plex wird en bloc herausgeschnitten und in der vorgewadrmten
Metallschale in den wﬁ;meblock der Perfusionskammer gebracht.
Bis zum AnschluB an das Perfusionssystem in der Kammer tritt
eine zweite Ischdmie von 2 - 3 min auf., Der Organkomplex liegt
in Kontrolldsung, so daB am Gewebe eine Temperatur von 36 - 37°¢
gewdhrleistet ist. Hypothermie senkt bzw. hemmt die Insulinse-

kretion (38), (57). Die Operation dauert insgesamt 50 min.,

2.5 Perfusion des Pankreas

Wie schon aus dem Versuchsaufbau (Abb. 4) ersichtlich, handelt
es sich um ein offenes System, in dem die durch den Organkom-
plex gepumpten L&sungen nicht mehr rezirkulieren. So kann eine
m8gliche Interaktion der vom Pankreas in den Pfortaderstrom
sezernierten Substanzen (z.B. Glucagon, Somatostatin) und eine
"feed-back" Hemmung durch bereits vorhandenes Insulin verhin-
dert (3), (27) werden.

2.5.1 Perfusionsdruckmessung

Nach dem Offnen des entsprechenden Absperrventils zeigt das
Quecksilbermanometer (vgl. Abb. 4) bei verdrehungsfreier Lage
der Kaniilen einen ziemlich konstanten Druck von ca. 80 mm Hg

an.

2.5.2 Flowbestimmung

Sowohl wdhrend der Kontroll- als auch der Stimulationsphase
wird alle 5 min durch einminiitiges Sammeln des Perfusates an
der Vena portae-Kaniile ein Flow von ca. 5 ml/min gemessen.
Falls die V. portae-Kaniile torquiert ist, fdllt die Perfusions-
rate durch ein eintretendes Stauungsddem rasch ab und der Druck
steigt.
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2.5.3 Bestimmung von pH, pO pCO

2’ 2

Mit Hilfe einer herkdmmlichen Spritze werden aus der Vena por-
tae-Kaniile einige ml Perfusat blasenfrei abgesaugt. Ein voll-
automatisches Analysiergerdt miBt einen pO2 von ca. 133 mm Hg
und einen pCO2 von ca. 44 mmHG (vgl. die Werte in den Perfu-
sionsldsungen unter Punkt 2.2.2.6). Das pH des Pfortaderaus-
flusses, gemessen mit einer Glaselektrode, schwankt zwischen

7,35 und 7,45.

2.6 Probeentnahme und Umschaltvorgang

2.6.1 Vorbereitung der Eppendorf-Gefidse

In jedes Proberdhrchen (1,5 ml) werden SOAFI einer 20 g/dl ent-
haltenden L&sung von bovinem Serumalbumin (Behringwerke, Mar-
burg}, Solﬂl TrasylolR (20000 KIE/ml von Bayer, Leverkusen) und
10 #l einer 12 g%-igen EDTA-LOsung vorpipettiert. Der Zusatz
von bovinem Serumalbumin verhindert die Adsorption von Insulin
an Glas- und Plastikgefdge (26), (145).

Der Kallikreininhibitor 'I'rasylolR soll méglicherweise mitse-
zernierte Pankreasproteasen inaktivieren (119), um einer Spal-
tung von Insulin und Glucagon entgegenzuwirken (154). TrasylolR
hat keinen EinfluB auf den Insulin-RIA (99).

2.6.2 Auffangen der Proben

Nach dem AnschluB des Organkomplexes an die Art. coeliaca-Kani-
le wird 15 Minuten lang mit Kontrolldsung perfundiert, wobei
300, 180, 60 und 15 Sekunden vor dem Umschalten auf die Stimu-
lationsbedingung zum Zeitpunkt 0 fiir jeweils 13 Sek. das Perfu-
sat (= 1,1 ml) in einem vorbereiteten Eppendorf-Gefdn aufgefan-
gen wird.
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Der Umschaltvorgang von einer zur anderen L8sung benétigt hdch-
stens fiinf Sekunden. Bei einem Totraum von ca. 500 /41 zwischen
arteriellem ZufluB und vendsem AbfluB ist nach dem Umschalten
ein vollstdndiger Ersatz einer LOsung sicher binnen einer Minu-
te anzunehmen.

Die aus Vorexperimenten gewonnenen Erkenntnisse iiber das zu er-
wartende Sekretionsprofil von Insulin bestimmen die Zeitpunkte
der Probennahme nach einem Umschaltvorgang: In der ersten Minu-
te alle 15 Sek., bis zur fiinften Minute alle 30 Sek., bis zur
achten Minute alle 60 Sek. und danach alle zwei, drei oder finf
Minuten. Die Ldnge der einzelnen Abschnitte in den Sequenzexpe-

rimenten ist aus den entsprechenden Abbildungen ersichtlich.

2.6.3 Lagerung der Proben

Die gewonnenen Proben werden bis zum Experimentende auf Eis ge-
lagert und anschlieBend tiefgefroren bei -20°C aufbewahrt.
Mehrmaliges Auftauen und Wiedereinfrieren dndert den Insulinge-
halt der Proben nicht (128).

2.7 Insulinbestimmung (RIA)

2.7.1 Verfahrensprinzip

Die Messung der Insulinkonzentration in den Proben erfolgt mit
Hilfe des von HALES und RANDLE (54) entwickelten, auf der Dop-
pelantikdrpermethode basierenden Radio-Immuno-Assay (RIA).
Insulin-Antik6rper werden zundchst durch Anti-Insulin-Antikor-
per prazipitiert. Dieser Immunkomplex wird mit bekannten Insu-
linkonzentrationen (=Standards) und den Proben inkubiert, dann
mit gleichen Mengen 12SJ - markiertem Rinderinsulin versetzt
und erneut inkubiert.

125.] - markiertes und nicht markiertes Insulin konkurrieren

kompetitiv um die Bindungsstellen am Immunkomplex. Je mehr In-
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sulin in den Proben bzw. Standards vorhanden ist, desto weniger
125J—Rinderinsulin bindet sich. Nach der Abtrennung des soge-
nannten freien (= ungebundenen markierten und unmarkierten)
-Insulins ergibt die Radioaktivitdt im Pr3zipitat der Proben im
Vergleich zu der der Standards die Absolutkonzentrationen an

Insulin.

2.7.2 RIA-Reagentien
2.7.2.1 Insulinstandards

2.7.2.1.1 Ratteninsulinstandard

Dieser Standard wird bei den Experimenten mit Prostaglandinvor-
stufen und Athanol (siehe Punkt 3.3 und 3.4) eingesetzt. 0,1 mg
gefriergetrocknetes Ratteninsulin (21,4 U/mg) von der Firma
Novo, Kopenhagen, (Lot Nr.: 791009) wird in 2ml Perfusionspuf-
fer (Zusammensetzung s.u.)} geldst und zundchst in 20 Fl Frak-
tionen portioniert. Eine dieser Fraktionen verdiinnt man weiter
mit 980 PJ Perfusionspuffer. Eine wiederum daraus gewonnene

50 M1 Fraktion stellt die Stockldsung fiir die Ausverdiinnung zur
Standardkurve mit den Punkten 6, 4, 3, 2, 1 und 0,4 ng Insulin
pro ml dar.

Beim Auftreten hdherer Insulinkonzentrationen auBerhalb des
MeBbereiches kann die Probe bis zu einem Faktor von 10 mit Per-
fusionspuffer verdiinnt und an der o.g. Standardkurve abgelesen
werden. Die ausreichende Genauigkeit fiir dieses Vorgehen stiitzt
sich auf Versuche mit Verdiinnungsreihen, in denen die um die
Verdiinnungsfaktoren (bis 10) korrigierten Werte einen Varia-
gionskoeffizienten von 7 bis 8 % aufweisen.

0,05 % und 0,1 % Athanol in der Probe haben keinen EinfluB auf
die Standardkurve. Alle Standards werden bei - 20°C aufbewahrt.
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Perfusionspuffer zum Verdiinnen (pll = 7,4):
8 g% Dextran

10 & Puffer A2

10 & Puffer B

0,83 g% Bovines Serumalbumin

0,144 g3 EDTA

83200 K.I.E. TrasylolR pro 100 ml
Aqua bidest ad 100.

2.7.2.1.2 Humaninsulinstandard

Dieser Standard wird bei den Versuchen mit Theophyllin, ver-
schiedenen Ca®'-Konzentrationen und D 600 (vgl. Punkt 3.5) an-
gewendet. Der Humaninsulinstandard (Lot 5727) von Wellcome
Reagents Limited, Beckenham, England, wird in 2,6 ml Perfusions-
puffer geldst und in 200 ﬂl Fraktionen auspipettiert. Davon
wird eine mit 800 Fl Perfusionspuffer (s.o.) vermischt, so daB
eine Konzentration von 200/LU/m1 resultiert. Diese Stockld8sung
wird in mehreren Schritten zu den Konzentrationen 200 / 100 /
75 / 50 / 25 / 12,5 / 6,25 /ﬂUml fiir die Standardkurve ver-
diinnt.

Im Vergleich zu den mit Ratteninsulinstandard bestimmten Insu-
linproben liegen die an obiger Humanstandardkurve abgelesenen
Werte um die Hilfte niedriger (99). Auch bei hdherer Insulin-
konzentration in den Proben ist deshalb eine Verdiinnung bis zum
Faktor vier ausreichend. Theophyllin beeinfluft den Insulin-
RIA nicht (104).

2.7.2.1.3 Interne Kontrollstandards

Sie werden aus einem gepoolten Perfusat der Stimulationsphase
eines Experiments gewonnen. In jeweils 200 fl Portionen wird
ein Teil zundchst unverdiinnt und ein weiterer 1 : 10 in Perfu-
sionspuffer verdinnt auspipettiert und bei -20°C tiefgefroren.
Unmittelbar vor einer Insulinbestimmung wird jeweils eine Por-
tion aufgetaut und die noch unverdiinnte 1 : 10 in Perfusions-
puffer verdiinnt bzw. die schon verdiinnte unverdndert in den
Assay eingesetzt.
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Sowohl bei den Ansidtzen mit Ratten- als auch mit Humaninsulin-
standard sind die Mittelwerte fiir die zundchst unverdiinnt ge-
lassenen Proben um 10,5 % bzw. 12,6 % niedriger. Eine Erkldrung
hierfiir bietet mdglicherweise die Adhdsion von Insulinmolekiilen
zu Oligomeren beim Lagern in hdherer Konzentration und damit
eine Nichterfassung bei der Bestimmung.

Als statistisches MaB fiir zufidllige Fehler bei der Insulinbe-
stimmung in den o.g. ZOQFl Fraktionen (= Kontrollstandards)
dient der prozentuale Anteil der Standardabweichung vom Mittel-
wert (= Variationskoeffizient (VK) ).

In den Ansdtzen mit Ratteninsulinstandard 138t sich bei den
schon verdiinnten Proben ein VK von 20 % ermitteln. Mit Human-
insulinstandard bessert sich die Prdzision zu einem VK von

10,2 % bei den schon bzw. zu einem VK von 11,4 % bei den kurz

vor dem Ansatz verdiinnten Proben.

2.7.2.2 Tracer

Es handelt sich um 125J—Rinderinsulin (in: 1% bovinem Serumal-

bumin; 0,05 M Na3PO4; 0,1 % NaN3; pH = 7,4) der Behringwerke AG,
Marburg, mit einer spezifischen Aktivitdt von 140 - 170 mCi/mg
und einer Gesamtaktivitdt von 11 - 13 puCi. Im Assay wird der
Tracer 1 : 20 in Sorinpuffer verdiinnt eingesetzt. Der Sorinpuf-
fer enthalt pro 100 ml: 1,06 mg Na_,HPO, x 2H_O, 100 mg bovines

2 4 2
Serumalbumin, 372,5 mg EDTA und 200 mg humanes Albumin.

2.7.2.3 Doppelantikdrper

Wellcome Reagents Ltd., Beckenham, England, liefert das ge-
friergetrocknete Bindungsreagenz (Lot 8552), das in 8 ml A.d.
aufgeldst wird. Es ist ein Immunprdzipitat aus einem Insulin-
Antikdrper vom Meerschweinchen und einem gegen Meerschweinchen-
globulin gerichtetem Antikdrper aus Kaninchenserum (= Doppel-
antikdérper). Ohne EinbuBen in der Bindungskapazitdt kann das
Reagenz bei -20% lidnger als eine Woche gelagert und dann wie-
derverwendet werden.
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2.7.3 Inkubations- und Pipettierschema

Zuerst wird die Standardkurve auspipettiert, beginnend mit fiinf
sog. Nullstandards BO (= insulinfreier Perfusionspuffer), denen
sich in ansteigender Konzentration Zweifachbestimmungen der o.g
Insulinstandards anschlieBen. Die unspezifische Bindung von

‘ZSJ-Rinderinsulin ergibt sich aus drei Werten, wobei nur Per-
fusionspuffer ohne AntikSrper eingesetzt wird. Dann folgen die

Proben aus den Experimenten in Einfachbestimmung.

Die spezifische Bindung errechnet sich aus dem Quotienten der
Mittelwerte von Bo (in cpm = Radioaktivitdt in counts per minu-
te). Sie liegt zwischen 45 % und 60 %. Die untere Nachweisgren-
ze ist als diejenige Insulinkonzentration definiert, die ober-
halb der dreifachen Standardabweichung der Nullstandards BO
liegt (128). Das folgende Pipettierschema spiegelt die von
HALES und RANDLE (54) angegebenen Verhdltnisse der Einzelkompo-

nenten wieder.

50 /d Standard oder Probe
+

50 FI Doppelantik8rper

Schiitteln; 6 Stunden bei 4°C inkubieren
+

50 Fl Tracer
Schiitteln; 18 - 22 Stunden bei 4°C inkubieren

Filtration

Aktivitdtsmessung

2.7.4 Filtration

Die Trennung des Immunkomplex - gebunden vom ungebundenen In-
sulin erfolgt mit Hilfe des halbautomatischen Filtrierverfah-
rens nach BOTTERMANN et al, (16). Dabei schlagen sich die
Immunprdzipitate auf in physiologischer Kochsalzldsung getrédnk-

ten Filterpapieren nieder.



2.7.5 Aktivititsmessung

Von den nach dem o.g. Verfahren gewonnenen Filterpapieren wird
die Radioaktivitdt in Impulsen pro Minute im)ﬁzéhler (LKB
Wallac 80000, Bromma, Schweden) bestimmt. Die Zihlraten werden
per Computer durch die von MARSCHNER et al. (125) entwickelte
"spline-function" ausgewertet.

2.7.6 Berechnung der Sekretionsraten

Durch einen aus den Standards vorgegebenen Faktor lassen sich
ng/ml in PU/ml umrechnen. Unter Einbeziehung der Flowrate
(ml/min) ermittelt man die fiir die spidteren Betrachtungen bes-
ser geeigneten ,ﬂ!pro Minute.

2.8 Qualitative und semiguantitative Bestimmungsmetbode des
Konzentrationsverlaufes und der Stabilitdt von Testsub-
stanzen

2.8.1 Radioisotopenmarkierte Testsubstanzen

Die 8,11,14-(l-‘dc)—Eicosatriensﬁure (1,76 x 1073 M) mit einer

spezifischen Aktivitat von 57,0 mCi/mmol und die (1—14C)—Ara-
chidonsiure (1,8 x 107°M) liefert New England Nuclear, 549 Al-
bany St., Boston, Mass.. Die radiochemische Reinheit ist grdBer
als 98 ¢, mit 99 % cis- und 1 % trans-Isomeren. Beide in abso-
lutem Athanol geldsten Siduren lagern bei -80°C in einer Stick-
stof fatmosphidre unter LichtausschluB.

2.8.2 Loésungsbereitung und Probenentnahme

Bei allen Experimenten mit radioaktiven Testsubstanzen wird nur
Kontrolldsung verwendet. Wie unter 2.2.2.7 beschrieben, fiillt
man die Perfusorspritze mit unmarkierter 8,11,14-Eicosatrien-
sdure bzw. Arachidonsiure, so daB nach der 1 : 26 Zumischung
die Endkonzentration von 10—5 M erzielt wird.

Zusatzlich gibt man die markierten S3uren in die Perfusorsprit-
ze. Fiir dieses Vorhaben wird von der 8,11,14—(1-14C)—Bicosa—

triensdure- und der (1—14C)—Arachidonséure-stocklﬁsung eine



1 : 10 Verdinnung in absolutem Athanol hergestellt, um handli-
chere Pipettiervolumina zu bekommen. Entsprechend dem unter
Punkt 2.2.2.7 genannten Rechenbeispiel fiir nicht radioaktive
Arachidonsdure versetzt man je 2 ml L&sung in der Perfusions-
spritze zudem mit 13 ul (1 -14C)-Arachidons§ure aus der ver-
diinnten Stockldsung. Schlieflich betrdgt nach der 1 : 26 Zumi-
schung die Endkonzentration an markierter Siure 4,5 x 10_8M.
Dieser Anteil an der unmarkierten Sidure (IO-SM) ist demnach
kleiner als 0,5 %. Die Zeitpunkte fiir die Probenentnahmen an
der Vena por;ae-Kanﬁle folgen mit geringen Abweichungen dem
Schema in 2.6.2..

Ferner werden an den Punkten Al/2' 81/2, C1/2, dargestellt in
der Abbildung 5, grdBere Proben (ca. 22 ml) gesammelt, um durch
das anschlieBende Extraktionsverfahren und die Diinnschicht-
chromatographie AufschluB ilber die chemische Stabilitdt der
Prostaglandinvorstufen und deren tatsichlicher Konzentration

vor Ort zu erlangen.

PERFUSORSPRITZE

A1/2 R

- — e — >
2]
—

— e o ——{>

KL '_—I_A/ﬁ 1 ] ] | | a—KL?2

B2 o
— G2
ORGANKOMPLEX C

Abb. 5: Schematische Darstellung der Probenentnahmepunkte fiir
die Diinnschichtchromatographie (V¥gl. folgender Text
und Abb. 4)
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Ay Aus der fertig vorbereiteten Perfusorspritze werden
unmittelbar vor deren Installation 800 ﬂ) Ldsung
entnommen und mit 20,8 ml Kontrolldsung (=KL)

1:26 verdiinnt.
BI: Kurz vor dem AnschluB des Organkomplexes werden bei

laufendem Zumischungssystem (KL2 und Perfusorsprit-
ze) an der Spitze der Art. coeliaca-Kaniile ca. 22 ml

Lésung aufgefangen.

C1: Nachdem der Organkomplex angeschlossen ist, wird zum
Zeitpunkt 0 von der Perfusion mit KL1 auf KL2 und
die Perfusorspritze umgeschaltet. Das an der Vena
portae-Kaniile in den ersten 2-8 Minuten gesammelte

Perfusat stellt die Probe C‘ dar.

CZ: In den letzten 2-8 Minuten dieses Perfusionsab-
schnittes gewinnt man die Probe C2 und schaltet wie-

der auf die Perfusion mit KL, zuriick.

82: Jetzt, am Ende der Perfusion, wird wie in Punkt B1
verfahren.

A2: Analoges Vorgehen wie in Punkt A,

Proben filir die Aktivitadtsverlaufskurven und die Diinn-

schichtchromatographie werden sofort weiterverarbeitet.

2.8.3

Messung des Aktivitdtsverlaufes

Von den erhaltenen Proben werden je 260 pul in ein Szintilla-
tionsgefdB pipettiert, mit 10 ml Unisolv Szintillationsfliissig-
keit vermischt und bei 4°C im f-zihler ( f- Szint BF 5000;

Kanal C) iiber 10 min gemessen. Die Grundaktivitdt betriagt 27-

29 cpm.
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2.8.4 Qualitatives Nachweisverfahren mit der Diinnschicht-

chromatographie

2.8.4.1 Extraktionsverfahren

Die Radioaktivitdt der (1-]4C)—Arachidonsﬁure und der 8,11,14-
(1—14C)—Eicosatrienséure ist in den wéssrigen Ldsungen der Pro-

ben A und C zu gering, um sie nach dem Auftragen

1/2* B2 1/2
auf eine "Thin Layer Chromatography" (=TLC)-Platte im Scanner
noch messen zu kdnnen.

Deshalb muB ein Extraktionsverfahren dazwischengeschaltet wer-
den. Da es sich um langkettige, hochungesdttigte Fettsduren
handelt, verspricht ein hydrophobes Extraktionsmedium eine An-
reicherung.

Aus Vorversuchen bietet sich als giinstiges Extraktionsmedium
ein Chloroform-Methanol-Gemisch (9 : 1 v/v; pro analysii von
Merck, Darmstadt) an (analog (34), (202)). Jede der Proben
A1/2' B1/2 und C1/2 wird dem folgenden Extraktionsverfahren
unterzogen.

Von jeder Probe werden 20 ml in 5 ml H20 aufgenommen und mit
konzentrierter Ameisensdure auf das pH von 3 gebracht (55),
(152), da die Fettsduren in undissoziiertem 2Zustand hydrophober
sind. Nun wird 3 min mit 10 ml Chloroform-Methanol-Gemisch ge-
schiittelt und die anschlieBende Entmischung durch das Zentri-
fugieren bei 2500 Upm beschleunigt. Mit Hilfe von Pasteurpi-
petten trennt man die iiberstehende widssrige Phase ab, die noch
zweimal mit je 5 ml extrahiert wird.

Der Extrakt (ca. 20 ml) wird in einem Birnenkolben bei 35°C
und Unterdruck eingedampft, wobei gegen Ende zugegebener abso-
luter Athanol (1,5 ml) die Ameisensdure austreibt. Der Riick-
stand wird in 500/&1 Essigsduredthylester und IOO‘ﬂl absolutem
Athanol aufgenommen und in ein Eppendorf-Gefdgp iiberfiihrt, wo
ein feiner Stickstoffstrahl die L3sungsmittel erneut verdampft.
Diese Prozedur wiederholt man noch einmal. Die im Eppendorf-Ge-
fdB8 angereicherten Prostaglandinvorstufen werden zweimal nach-
einander in 20/;1 absolutem Athanol geldst und auf eine TLC-
Platte (s.u.) aufgebracht.
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Die dJazu durchgefithrte Bestimmung der Extraktionsausbeute ergab
fiir die (1—14C)—Arachidon55ure z.B. in der Probe A1 73 % und

in % 48 3. Demgegeniiber sind die Quoten fiir die 8,11,14-

(1- 'C)-Eicosatriensdure niedriger (A1 : 54 % ; 02 : 38 %).

Die jroBte Anreicherung wird im ersten Extraktionsschritt er-
ziel, wogegen sich die Verluste gleichmidBig iiber die Restld-
sungn und Riickstdnde verteilen.

2.8.4.2 Auftragung und Trennung auf "Thin Layer Chromatography" -
’ Platte

Die rLC-Platten (20 x 20 cm), mit 0,25 mm Kieselgel 60 be-
schithtet, liefert die Firma Merck, Darmstadt. Vor der Verwen-
dung trocknen die Platten eine Stunde bei 120° (48). Die Auf-
tragpunkte miissen einen geniigend groBen Abstand vom Platten-
rand haben, da seitlich Unregelmdsigkeiten in der Laufmittel-
fron vorkommen. Ein kleiner Startpunkt mit hoher Stoffkonzen-
traton wird durch die fraktionierte Auftragung der angerei-
cheren Prostaglandinvorstufen (vgl. 2.8.4.1) und der zwischen-
zeit ichen Trocknung im Stickstoffstrom erzielt. Je 5 Fl einer
1 ¢ 0 Athanolverdiinnung der Stockldsungen von (1—14C)—Arachi—
donsiure und 8,11,14—(1—14C)—Eicosatr1ens§ure dienen als Refe-
renz:n RA bzw. RE' In der Stickstoff-gefiillten Trennkammer tau-
chendie TLC-Platten bis zu einem Zentimeter unter den Auf-
tragpunkten in das Laufmittel ein. Dieses besteht aus der or-
gani:chen Phase einer Essigsduredthylester-Isooctan-Eisessig-
Wassf-Mischung (11:3:2:10 v/v/v/v; pro analysii von Merck,
Darm:tadt) (30), (34), (84). Wenn die Laufmittelfront kurz vor
dem beren Rand steht, zeichnet man diese an und trocknet an-
schlepend die Platte.

2.8.43 Messung im "Thin Layer Chromatography" - Scanner

Das Mdtasten der’Bahnen auf der TLC-Platte mit dem Scanner vom
Starbunkt bis zur Laufmittelfront geschieht mit einer Bleifo-
lienbespannten Blende (2 x 36 mm). Dem maximalen Schreiberaus-

schlag von 10 cm entspricht eine Impulsrate von 100 cps (counts
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per second). 2Zum Vorschub von 300 mm/h wird eine Trdgheit von
10 sRC gewdhlt, die verzerrungsfreie Peaks gewdhrleistet.

2.9 Auswertung der Ergebnisse und Statistik

Die Berechnung der Insulinsekretionsraten in }nU/min aus den
Einzelproben wird in 2.7.6 erlidutert.

Die Experimente mit gleichartigen Bedingungen werden zu Mittel-
wertskurven (+ Standard Error of Mean) zusammengefaBt.

Die Flachen unter den Kurven sind mit den Absolutmengen sezer-
nierten Insulins pro 2eitraum identisch. Das Prinzip der Fl&a-
chenberechnung besteht in der Mittelwertbildung zweier benach-
barter MeBpunkte, multipliziert mit dem Zeitabstand in Minuten.
Per Computer werden diese Fl&dchenintegrale in den Einzelexperi-
menten fir bestimmte Zeitrdume, ersichtlich aus den Tabellen

1 - 5, berechnet, addiert und gemittelt. Die Grenzen der Fli-
chenintegrale werden in Anlehnung an ZAWALICH et al. (198) und
TIENGO et al. (180) gewihlt. '

Der unpaarige Flachenvergleich fordert den Student-T-Test fliir
unverbundene Stichproben, in den Flachenmittelwerte mit der
Standardabweichung und der Experimentanzahl direkt eingesetzt
werden konnen.

Dagegen ist fiir Vergleiche von Integralen in einem Experiment,
wenn auch an mehreren Experimenten mit denselben Versuchsbedin-
gungen durchgefiihrt, der Student-T-Test fiir verbundene Stich-
proben heranzuziehen.

Fiir paarige Punktvergleiche, wie 2.B. vor und nach Umschaltvor-

gdangen, wird ebenfalls der zuletztgenannte Test beniitzt.



3. ERGEBNISSE

3.1 Aktivitdtsverlaufskurven von (1—14C)-Arachidons§ure

und 8,11,14-(1—14C)—Eicosatrienséure

Da der direkte chemische Nachweis der Testsubstanzen mit gros-
tem Aufwand verbunden wire, bedient man sich der radioaktiv
markierten Vertreter, um den Konzentrationsverlauf beurteilen
zu konnen.

Mit einer Latenz von 30 bis 60 Sekunden nach dem Umschaltvor-
gang erscheinen die radioaktiven Testsubstanzen an der Vena-
portae-Kantile, was sich in einem steilen Aktivitidtsanstieg aus-
driickt (Abb. 6 und 7).

Der Aktivitadtsverlauf erreicht nach dem initialen Anstieg un-
gefdhr ab der 10. Minute ein leicht abfallendes Niveau (abb.

6 und 7).

Diese Tatsache ist durch eine zunehmende Retention der ungesidt-
tigten Fettsiduren im Organkomplex erklirbar.

Nach dem Zuriickschalten auf die Ausgangsbedingungen f&dllt die
Aktivitidt binnen 3 - 5 Minuten fast auf die Vorwerte (Abb. 6
und 7) ab.

Zusammenfassend 13Bt sich hierzu konstatieren, daB diese Ver-
suchsanordnung mit dem System der Zumischung der hochungesit-
tigten Fetts3uren in die Perfusionsldsung unmittelbar vor der
Organpassage geeignet ist, keine diskrepanten zeitlichen Ver-
z6gerungen beim Umschaltvorgang und keine exzessiv groBen

Schwankungen im TestsubstanzzufluB auftreten zu lassen.
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3.2 Chemische Stabilitdt der Prostaglandinvorstufen widhrend

der Experimente

3.2.1 Qualitativ

Die aus den Proben A1/2 und B extrahierte (vgl. 2.8.2 und

2.8.4) und mit Hilfe der Dﬁnn;éﬁichtchromatographie analysierte
(1—140)—Arachidon55ure und 8,11,14-(1—14C)-Eicosatriens§ure
zeigen, daB die Form und Lokalisation der Aktivitdtsgipfel mit
E identisch sind (Abb. 9 - 12).

Demnach kommt es bei der Perfusion der beiden Sduren nicht zu

den Referenzsubstanzen RA bzw. R

einem Abbau.

In den Proben nach der Organpassage (C1/2) imponiert bei der
(1—14C)—Arachidon55ure eine zusitzliche chromatographisch lang-
sam laufendere Substanz (Abb. 8 - 10), wogegen die 8,11,14-
(1-'4C)Eicosatriensﬁure—Peaks keine chemische Verdnderungen er-
fahren. (Abb. 11 und 12).

Die Arachidonsiure wird also offensichtlich z.T. in einen we-
niger stark lipophilen Metaboliten umgewandelt und zwar im

Zeitraum C1 moglicherweise mehr als in C2.

3.2.2 Semigquantitativ

Die Flache unter den Impulsausschlidgen ist der Radicaktivitat
direkt proportional. In den Abbildungen 9 - 12 reprasentiert
der RA/E
C1/2 eingesetzte Aktivitiat, wogegen R
Finftel davon darstellt.

Im Vergleich zur theoretisch eingesetzten Aktivitdt R

-Peak die theoretisch in den Proben A1/2, BI/Z sowie

A in der Abb. 8 nur ein

A/E

scheinen davon noch 40 - 50 % nach dem Extraktionsverfahren in
den Proben ohne die Organpassage (A1/2, B1/2) auf den TLC-Plat-
ten (Abb. 9 - 12).

Die Organpassage mindert diese Quoten bei der (1—14C)—Ara-

14

chidonsdure auf die H3lfte und bei der (1- 'C)-Eicosatriensiure

auf ein Viertel.
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Unter Beriicksichtigung der verschiedenen Extraktionsausbeuten

von A gegeniliber C]/2 {vgl. 2.8.4) lassen sich die Reten-

tionsbégte im Organkomplex absch&dtzen.

Von der Arachidonsdure werden ca. 50 % und von der Eicosatrien-
sdure ca. 65 % zurlickgehalten. Ein Grund fiir die hohe Retention
der Prostaglandinpridkursoren diirfte in der ausgeprédgten Lipo-
philie als langkettige, hochungesdttigte Fettsduren liegen, wo-
bei eine geringere Anzahl von Doppelbindungen die Fettldslich-

keit steigert (48).

STAR LAUFMITIELFRONT
[}
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Abb. 8: TLC-Scann von (1—14C)-Arachidons§ure nach der Organ-
1 und 02 (vgl. Punkt 2.8.2).

Die Referenzsubstanz RA stellt ein Finftel der in

passage im Zeitraum C

C”2 eingesetzten Gesamtaktivitdt dar.
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Abb. 9: TLC-Scann von (I-I4C)-Arachidonséure in der ersten
llilfte des Experiments an den Punkten A (= Perfusor)
B (= Art. coeliaca-Kaniile) und C (= nach dem Organ-
komplex an der Vena portae-Kaniile).
Referenzsubstanz RA(= theoretisch, d.h. ohne Extrak-

tionsverfahren eingesetzte Aktivitdt), (vgl. 2.8.2.)
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Abb. 10: TLC-Scann von (1—]4C)—Arachidons§ure in der zweiten

R

2
RA

Hdlfte des Experiments an den in Abb. 9 genannten
Punkten.
(RA wie in Abb. 9)
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Abb. 11: TLC-Scann von 8,11,14-(1-14C)—Eicosatriens§ure in
der ersten Halfte des Experiments an den in Abb. 9
genannten Punkten.

Referenzsubstanz RE (=theoretisch, d.h. ohne
Extrationsverfahren eingesetzte Aktivitit)
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Abb. 12: TLC-Scann von 8,11,14—(1—]4C)-Eicosatrienséure in der

zweiten Hdlfte des Experiments an den in Abb. 9 ge-
nannten Punkten.

(RE wie in Abb. 11)
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3.3 Perfusion mit Prostaglandinvorstufen

3.3.1 8,11,14 Eicosatriens3dure, 11,14,17 Eicosatriensaure,
Arachidonsdure und 5,8,11,14,17 Eicosapentaensdure in
Kontrolldsung

Nach dem Zumischen der o.g. Substanzen in einer Konzentration

von 10_5M in die Kontrolldsung dndern sich weder die Kinetik

noch die Menge des sezernierten Insulins eindeutig (Abb. 13-16).

70 3mM Glucose | 3mM Glucose 3mM Glucose

+10-5M8, 11,14 Eicosatrien -
60~ sdure

Jnsulinsekretion pU/ Min

10

A T ) T
-5 0 10 20 25 30 L0

Perlusionsdauer, Min

Abb. 13: Der EinfluB von 10> M 8,11,14 Eicosatriens3ure

auf die basale Insulinsekretion (n = 5, Mittelwerts-
kurve + SEM)
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Der EinfluB von 10_5 M 11,14,17 Eicosatriensdure auf

die basale Insulinsekretion (n = 5, Mittelwertskurve
+ SEM)
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Der EinfluB von 10_5 M Arachidonsdure auf die basale

Insulinsekretion (n = 4, Mittelwertskurve + SEM)
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Abb. 16: Der Einflud von 10> M 5,8,11,14,17 Eicosapentaen-

sdure auf die basale Insulinsekretion (n = 6, Mittel-
wertskurve + SEM)
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3.3.2 8,11,14 Eicosatrien-, 11,14,17 Eicosatrien-, Arachidon-
und 5,8,11,14,17 Eicosapentaensdure in Stimulations-
18sung

Die Stimulation mit 20 mM Glucose iliber 40 Minuten zeigt das
bekannte biphasische Sekretionsmuster der Insulinausschiittung.
Ab der 10. Minute tritt keine signifikante Steigerung der Se-
kretionsraten mehr ein (vgl. Tab. 1), d.h. das Plateau ist
erreicht.

6000 |-
5000 |
3mM
Glucosy 20mM Glucose FOmM Glucose | 3mM Glucose
w00 |-
<
b
2 1000 |
[
S
<
5
[
“w
£
S 2000 |-
“
c
£
1000 |
mm 1 1 1 1 1

-5 0 ) 0 15 X ry 0 60
Pertusionsdauer, Min. |

Abb. 17: Perfusion mit 20 mM Glucose iiber 40 Minuten
(n = 6, Mittelwertskurve + SEM)
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Die in den Versuchen der Abbildungen 18 bis 21 durchgefiihrte

Prastimulation mit 20 mM Glucose zeigt das bekannte biphasische
Sekretionsmuster mit dem initialen Peak (= erste Phase:

0 -

5.Min.) und die nach einem Tiefpunkt auf ein Plateau an-

steigende zweite Phase (5.- 25.Min.).

Die Addition der o.g. Prostaglandinprdkursoren (10—5M) in diese
Sekretionsphase (25.- 50.Min.) 148t keine signifikanten Abwei-
chungen der Insulinausschiittung sowohl im Hinblick auf die

Quantitdt (vgl. Tab. 1) als auch auf den Kurvenverlauf

(Abb.

18 - 21) erkennen.

Nach dem Entzug des Stimulans f&llt die Sekretionsrate in den
ersten fiinf Minuten steil ab, bleibt dann aber weiterhin deut-

lich i{iber den Pristimulationswerten bestehen.

4000 }-
JmM | 20mM Glucose 20mM Glucose ImM Glucose
Glucose +1075M 8.1, 1 Eicosolriensgure

3000}
€
b3
2
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§
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-
H
H
£
E]
"
[

> 1000}

0 1 2 1 1 2 2 1 1 N 1 1 1
-5 0 10 20 30 0 (1] 60 70
Perfusionsdaver, Min.
Abb., 18:

Vorperfusion mit 20 mM Glucose und der EinfluB von
10-5 M 8,11,14 Eicosatriensdure auf die zweite Phase

der Glucose—induzierten Insulinsekretion (n = 6, Mit-
telwertskurve + SEM)
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Abb. 19: Vorperfusion mit 20 mM Glucose und der EinfluB von IO_SM

11,14,17 Eicosatriensdure auf die zweite Phase der Glu-
cose-induzierten Insulinsekretion (n = 6, Mittelwertskur-

ve + SEM)
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Abb. 20: Vorperfusion mit 20 mM Glucose und der EinfluB von IO'SM
Arachidonsdure auf die zweite Phase der Glucose-indu-

zierten Insulinsekretion (n = 6, Mittelwertskurve + SEM)
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1072

21: Vorperfusion mit 20 mM Glucose und der EinfluB von

M 5,8,11,14,17 Eicosapentaensdure auf die zweite

Phase der Glucose-induzierten Insulinsekretion

(n =

7, Mittelwertskurve + SEM)
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Tabelle 1: Vergleiche von Fldchenintegralen aus den Experimen-

ten mit Prostaglandinprdkursoren (Mittelwerte + SEM)

Durchschnittliche Insulinsekretion Steigerung (%) Signifi-
( /AU/min) kanz
Niveau
20 mM Glucose 20 mM Glucose plus...

(10.-25. Min.) ¥ " (25.-40. Min.)
2651 + 223 3140 + 326 21 + 12,5 N.S.

... 10 M 8,11,14

Eicosatriensédure
1840 + 197 1982 + 264 10 + 13,5 N.S.

... 10%M 11,14,17

Eicosatriensédure
2373 + 620 2391 + 315 1,3 + 8,8 N.S.

e 10 M

Arachidonsédure
2225 + 1368 2634 + 252 7,1 +13,7 N.S.

... 10 %M 5,8,11,14,17

Eicosapentaensdure

1705 + 403 1870 + 168 11,8 + 7,7 N.S.
Vergleich der prozentualen Steigerung der Sekretionsraten: Signifi-
kanz

20 mM Glucose <«¢— 20 mM Glucose plus... Niveau
e 10-5M 8,11,14 Eicosatriensédure

21 + 12,5 10 + 13,5 N.S.
e 10-5M 11,14,17 Eicosatriensdure

21 + 12,5 1,8 + 8,8 N.S.

-5 . "

... 10 "M Arachidonsidure

21 + 12,5 7,1 + 13,7 N.S.

. ee lO_SM Eicosapentaensdure
21 + 12,5 11,8 + 2,7 N.S.
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3.4 Perfusionen mit Athanol

3.4.1 EinfluB von Athanol auf die basale Insulinsekretion

0,1 Vvols Athanol fiihrt bei substimulatorischer Glucosekon-
zentration zu keiner signifikanten Anderung der Insulinse-
kretion (Abb. 22).

3mM | 3mM Glucose+1Vol %o Athanol ImM Glucose
|Glucose

100}

Jnsulinsekretion pU/ Min

Perfusionsdauer, Min.

Abb. 22: Der EinfluB von 0,1 Vols Athanol auf die basale
Insulinsekretion (n = 4, Mittelwertskurve + SEM)



3.4.2 Einflup von Athanol auf die Glucose-induzierte

Insulinsekretion

Im Vergleich zur Glucose-induzierten Insulinsekretion

(Abb. 17) fihrt die gleichzeitige Perfusion von Glucose

(20 mM) plus 0,05 Vol% Athanol zu keiner Anderung der Insu-
linsekretion.
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.
ImM Glucose [§ 20mM Glucose + 0.5 Vot %.Alhanol| 3 mM Glucose

4000 |-
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3
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1000 |

0 | ——— i 1 i 1

-5 1] 10 20 25 30 40
Pertusionsdauer. Min

Abb. 23: Der EinfluB von 0,05 Vol% Athanol auf die mit 20 mM
Glucose induzierte Insulinsekretion (n = 5, Mittel-
wertskurve + SEM)

Ebenso besteht kein signifikanter Unterschied zu den beiden
Phasen der Glucose-induzierten Insulinsekretion in den Pra-
perfusionsabschnitten bei den Experimenten mit den Prosta-
glandinprdkursoren (Abb. 18-21).
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3.5 Perfusionen mit unterschiedlichen Konzentrationen von

Kalzium, Theophyllin und D 600 in verschiedenen Kombi-

nationen miteinander

3.5.1 Der Einfluf von Theophyllin auf die Glucose-stimu-
lierte Insulinsekretion

Die Abb. 24 b zeigt in der unteren Kurve die mit 20 mM Gluco-
se allein induzierte Insulinausschiittung bei physiologischer
ca**-Konzentration von 2,5 mM.

In der ersten Versuchsreihe (Abb. 24 a-c) wird zun3chst in

der Kontrollphase (-5' - 0') ohne Glucose, wie auch in den

sich anschlieBenden 25 Min., in denen jedoch 5 mM Theophyllin
vorhanden sind, vorperfundiert. Diese Perfusionsbedingungen
fiihren zu keiner nennenswerten Steigerung der basalen Insu-
linausschiittung.

Wird zum Zeitpunkt 25. Min. zus3tzlich mit 20 mM Glucose
stimuliert, so kommt es zu einer Potenzierung der biphasi-
schen Insulinsekretion (vgl. Abb. 24 b; Tabelle 2, A gegen
C). Unter denselben Bedingungen, aber einmal mit auf 0,5 mM
erniedrigtem Kalzium (Abb. 24 a), und zum anderen mit auf S
mM erhdhtem Kalzium (Abb. 24 c) in der Theophyllin-Glucose-
Stimulationsphase, ergibt sich ein dhnlich deutlicher Anstieg
der Insulinausschiittung gegeniiber den Kontrollexperimenten
(Tab. 2, A--B, A--D). Ein Vergleich beider Phasen zwischen
den Bedingungen 0,5 mM ca** und 2,5 mM cat? 1ist keinen (Tab.
B--C) Unterschied erkennen. Signifikant geringer ist die In-
sulinsekretion jedoch bei 5 mM ca*?t gegeniiber 2,5 mM ca*t
(Tab. 2, D--C).

Der Wechsel von ausschlieBlich 5 mM Theophyllin enthaltendem
(50'-75') zu von Theophyllin freiem Perfusionsmedium bewirkt
eine schnelle, voriibergehend erhdhte Insulinsekretion bei
Vorbehandlung mit 0,5 mM ca*' und 2,5 mM Ca++, jedoch nicht
bei 5 mM Ca**. Der hdchste Punkt, bezogen auf den Wert zum
Zeitpunkt 75', ergab eine Steigerung um 52 + 10 % (p = 0,05)
bzw. 123 + 55 % (p = 0,025), (vgl. Abb. 24 a,b).

2,
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Abb. 24 a -c: Der EinfluB der Vorperfusion mit S mM Theophyllin
auf die Glucose-induzierte Insulinfreisetzung bei
niedrigem (0,5 mM, n = 5), normalem (2,5 mM, n = 7)
und hohem (5 mM, n = 4) Kalzium. Die untere Kurve
in der Abb. 24 b zeigt das bei 2,5 mM ca*t? durch
Glucose allein hervorgerufene Sekretionsprofil.
(n = 10 , Mittelwertskurven + SEM)



Tabelle 2:Vergleiche von Fldchenintegralen (=Insulinmengen

in IuU) der Experimente in der Abbildung 24 a -c.

Experimentele Bedingungen Sezerniertes Insulin in PU (X + SEM)
Anzahl der Ekperimente mmol/1 Erste Phase Zweite Phase
25.-30. Min, 30.-50, Min,
A Glcose 20 2 310 + 201 10 907 + 1 785
1]
(10) s’ 2,5
Glcose 20
B Thophyllin S 6 051 + 935 25 919 + 3 205
(5) ca’ 0,5
Glcose 20
[ Thophyllin 5 7 000 + 536 25 921 + 2 105
(7 cat 2,5
Glcose 20
D Thophyllin 5 5 250 + 207 17 835 + 4 663
+
(4) Ca 5

vergleiche:

N

p = 0,0005 p
p = 0,00005 p
p = 0,00005 p < 0,05
N N
N N
p p

O w T o» » ¥
'
0O O N0 T O ©



In einer zweiten Experimentreihe wird zundchst 25 Minuten
lang mit 20 mM Glucose vorperfundiert (Abb. 25 a-c), woraus
sich das bekannte biphasische Sekretionsmuster ergibt. In die
zweite Phase werden ab der 25. Minute 2, 5 oder 10 mM Theo-
phyllin dazugegeben.

Mit allen drei gepriiften Theophyllinkonzentrationen kommt es
zu einer voriibergehenden Hemmung der Insulinsekretion, die
bezogen auf die vorherige Sekretionsrate in der 25. Min. eine
Erniedrigung derselben um 32 + 9 % (p<0,01) bei 2 mM, um 22

+ 6 % (p<0,025) bei 5 mM und um 32 + 4 % (p<0,001) bei 10 mM
Theophyllin erreicht.

Ein Vergleich der sezernierten Insulinmengen von sich ent-
sprechenden Zeitraumen (5.-25. Min. und 30.-50. Min.) fiihrt
beim Zusatz der drei genannten Theophyllinkonzentrationen

zu einer Steigerung der Ausschiittung um 84 + 26% (p<0,01),

un 140 + 48 % (p=<0,005) und um 52 + 23 % (p<0,05) (Tab. 3).
Es findet sich kein signifikanter Unterschied in der Hohe der
Ausschiittungsmengen bei den verschiedenen Theophyllinkonzen-
trationen (Tab. 3: A--B, A--C, B--C).

Ebenso besteht keine Auswirkung auf die zweite Phase der In-
sulinsekretion, induziert durch 20 mM Glucose mit 5 mM Theo-
phyllin bei 2,5 mM ca'*, ob mit 5 mM Theophyllin allein oder
ausschlieBlich mit 20 mM Glucose vorperfundiert wird (Tab. 2,C,
rechte Spalte mit Tab. 3, B, rechte Spalte: 25921 + 2105 PU/ZO m
mit 26309 + 2906 wU/20 min).

Der Entzug von Theophyllin aus dem Medium bei fortdauernder
Perfusion mit 20 mM Glucose verursacht einen kurzfristigen
Anstieg der Insulinausschiittung, bezogen auf die Sekretions-
rate in der 50. Minute und zwar um 18 + 5 % (p=<0,01) bei 2mM,
um 38 + 20 % (p=0,05) bei 5 mM und um 34 4+ 22 % (N.S.) bei

10 mM Theophyllin (Abb. 25 a-c). Diese drei prozentualen
Steigerungen sind voneinander nicht signifikant verschieden.



Der maximal steigernde oder hemmende Effekt einer neu hinzu-
gefiigten Substanz, bezogen auf die unmittelbar vorausgehende
Sekretionsrate, tritt innerhalb der ersten Minute wegen der
diskontinuierlichen Probenahme in unterschiedlichen Zeitpunk-
ten auf.

Die Mittelwertskurven in den Abbildungen verschleiern deshalb
diese Effekte, wie z.B. in der Abbildung 25 a, wo nach der
50. Minute kein Insulinausschiittungsgipfel zu erkennen ist,
obwohl. eine Signifikanz aus dem Student-t-Test fiir verbundene
Stichproben resultiert.
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Tabelle 3: Vergleiche von Flachenintegralen (Insulinmengen

in PU) der Experimente in der Abbildung 25 a-c.

Experimentelle
Bedingungen

(Anzahl)
Glucose
A Theophyilin
+
(6) Ca
Glucose
B Theophyllin
++
(6) Ca
Glucose
C Theophyllin
++
(5) Ca

Vergleiche:

A--B
A--C
B--C

Sezerniertes Insulin

nM

20

(X + SEM)

zweite Phase
5.-25.Min.

13284
+1722

13072
43157

19972
+3750

zweite Phase
30.-50.Min.

20
10
2,5

in ,‘U

22676
42410

26309
+2926

29108
+5501

Signifikanz-
niveau
Steigerung

der Sekretions-
rate + SEM

p=0,01
84 + 26 %

p=0, 005
140 + 48%

p=0,005
52 + 23%




3.5.2 Der EinfluB der Anderung der extrazelluliren Kalzium-
konzentration auf die Sekretionswirkung von 20 mM
Glucose und 5 mM Theophyllin

Einem bei physiologischer, extrazelluldrer Kalziumkonzentra-
tion mit 20 mM Glucose vorstimulierten Pankreas werden
gleichzeitig im Perfusionsmedium die ca**-Konzentration auf
0,5 mM gesenkt und 5 mM Theophyllin hinzugefiigt. Dies hemmt
die Insulinsekretion initial fiir 2-4 Minuten (tiefster Punkt),
bezogen auf die vorausgehende in der 25. Minute gemessene In-
sulinsekretion um 40 + 11 & (p 4 0,025), (Abb. 26 a).

Die analoge Situation bei 2,5 mM ca*? 138t eine maximale Er-
niedrigung der Insulinsekretion um 22 + 6 % (p ¢ 0,025) und
bei 5 mM Ca*' um 28 + 3 % ( p £ 0,005) erkennen (Abb. 25 b
und Abb. 26 b). Das Ausmaf der Hemmung unterscheidet sich bei
den verschiedenen Ca**-Konzentrationen nicht signifikant von-
einander.

Der bei 2,5 mM Ca’* (Abb. 25 b) und 5 mM Ca®® (Abb. 26 b)
zwischen der 30. und 50. Minute beobachtete, postinhibitori-
sche Anstieg der Sekretionsraten (140 + 48 %, p # 0,005 bzw.

+

51 + 28 %, N.S., vgl. Tab. 4) gegeniiber dem Zeitraum von der
5. - 25. Minute tritt bei 0,5 mM ca** (Abb. 26a) nicht in Er-
scheinung.

Die Insulinmengen der Vorstimulationsphasen mit 20 mM Glucose
(5.-25. Minute) unterscheiden sich nicht signifikant (Tab. 4,
erste Spalte : A--B, A--C, B--C).

Jedoch differiert die Insulinmenge im Vergleich der jeweili-
gen Zeitrdume von der 30. - 50. Minute zwischen 0,5 mM ca*t
und 2,5 mM ca*’ (Tab. 4, rechte Spalte : A--B, p £ 0,005) und
entsprechend 0,5 mM ca** und 5 mM ca'' (Tab. 4, rechte Spalte:
A--C, p ¢ 0,005) erheblich.

Wiedereinfithrung der physiologischen Kalziumkonzentration und
gleichzeitige Wegnahme des Theophyllins fiihrt zu einem vor-
libergehenden Sekretionsanstieg gegeniiber der Sekretionsrate
in der 50. Minute. Dieser Anstieg betrdgt in der Abb. 26 a

96 + 22 % (p € 0,01), in der Abb. 25 b 28 + 20 % (p < 0,05)
und in der Abb. 26 b 10 + 5 % (p < 0,05).
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Das Sekretionsmaximum in der Abb. 26a ist im Vergleich zu den
anderen beiden signifikant grdBer (p < 0,05).

Wie eine Gegeniiberstellung der Fldchenintegrale bei 20 mM
Glucose und 5 mM Theophyllin (= rechte Spalte der Tab. 2 ge-
gen jene der Tab. 4) plus die entsprechenden ca**-Konzentra-
tionen ersichtlich macht, hat die Prastimulation mit 5 mM
Theophyllin gegeniiber der mit 20 mM Glucose nur bei 0,5 mM
ca*' in der zweiten Sekretionsphase eine stimulatorische Wir-
kung (Tab. 2, B gg. 4, A, 30. - 50. Minute : 25919 + 3205 ge-
gen 12956 + 733 PU/ZO min), (p £ 0,005).
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Abb. 26 a-b: Vorperfusign mit 20 mM Glucose ggd der EinfluB von
0,5 mM Ca (n = 5) und 5 mM Ca (n = 6) auf die
zweite Phase der Glucose-induzierten Insulinse-
kretion bei Anwesenheit von 5 mM Theophyllin
(Mittelwertskurven + SEM)
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Tabelle 4: Vergleiche von Flichenintegralen (=Insulinmengen
in U) der Experimente in der Abbildung 26 a,b
(A u. C) und der Abbildung 25 b (B).

Experimentelle Sezerniertes Insulin in FU Signifi-
Bedingungen (X + SEM) kanznivean
Steigerung
der Sekre-
tionsrate
+ SEM
zweite Phase zweite Phase
5.-25.Min. 30.-50.Min.
(Anzahl) mM mM
Glucose 20 20
A Theophyllin - 12911 5 12956 N.S.
++
(5) Ca 2,5 + 640 0,5 + 733 0,3 +8 %
Glucose 20 5
Theophyllin - 13072 5 26309 p%0, 005
++
(6) Ca 2,5 +3157 2,5 +2926 140 + 48 %
Glucose 20 20
(o Theophyllin - 21133 5 29073 N.S.
=+
(6) Ca 2,5 +4233 5 +4236 51 + 28 ¢
Vergleiche:
A--B N.S. p=0, 005
A--C N.S. p<0, 005

B--C N.S. N.S.
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Abb. 27 a - c: Vorperfusion mit 20 mM Glucose und der EinfluB

von 0,8 (n = 4), 4 (n = 4) oder 8 (n = 3) prM
D 600 allein auf die zweite Phase der Glucose-
induzierten Insulinsekretion (= Mittelwerts-
kurven mit den Balken (= + SEM)).

Respektive desgleichen bei zusdtzlicher Anwe-
senheit von 10 mM Theophyllin (n = 5; n = 6;

n = 4; Mittelwertskurven mit den schraffierten
Flachen (= + SEM))
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3.5.3. Der EinfluB von D 600 auf die mit Glucose und
Theophyllin induzierte Insulinfreisetzung

Die nach der Vorstimulation mit 20 mM Glucose hinzugefiigten
10 mM Theophyllin verursachen bei gleichzeitiger Applikation
von 0, 0,8 , 4 oder 8 ﬂM D 600, einem Blocker von transmem-
brandsen Ca**-Kandlen (116), bezogen auf die vorausgehende
Sekretionsrate in der 25. Minute, eine voriibergehende 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 %

(p € 0,005, Abb. 27 c). Gegeniiber der Bedingung ohne D 600
wird nur bei 4 ApM D 600 die Hemmung signifikant verstarkt
(32 + 4 % gegen 50 + 4 %; p < 0,005).

Wenn man D 600 (0,8 , 4 oder 8 ﬂM) in der zweiten Phase der
Glucose-induzierten Insulinfreisetzung perfundiert, so tritt
eine persistierende Hemmung auf (Abb. 27 a-c, 25. - 50. Mi-
nute), die bezogen auf die jeweils vorausgehenden Sekre-
tionsraten in der 5. bis 25. Minute 17 + 4 %, 33 + 10 % bzw.
46 + 17 % betrdgt. Nach dem Entzug von D 600 erholt sich die
Insulinausschiittung langsam bis auf das urspriingliche Niveau
(Abb. 27 a-c, 50. - 75. Minute).

10 mM Theophyllin ist in der Lage, abgesehen von der initia-
len Hemmung (s.o.), diese im weiteren Verlauf aufzuheben
(Abb. 27 a-c, 30. - 50. Minute).

Bei 0, 0,8 und B’;M D 600 wird durch 10 mM Theophyllin von
der 30. - 50. Minute ein signifikanter Anstieg des freige-
setzten Insulins iliber dasjenige hinaus erreicht, welches in
der Vorstimulation mit 20 mM Glucose von der 5. - 25. Minute
sezerniert wird (Tab. S5, Reihe A : p € 0,05, B : p < 0,05,
D: p < 0,025). Der analoge Vergleich bei 4‘ﬂM D 600 bleibt
unter dem Signifikanzniveau (Tab. 5, Reihe C : N.S.).

Wird in den Experimenten der Abbildung 27 a - c sowohl das
Theophyllin als auch das D 600 entfernt, so erscheint ein
kurzes plotzliches Maximum der Insulinfreisetzung und zwar,
bezogen auf die vorausgehende Sekretionsrate in der 50. Minu-
te, eine Steigerung um 19 + 6 % (p < 0,025) bei 0,8/1M, um
20‘1 7% (p £ 0,025) bei 4/LM und um 16 + 7 % (N.S.) bei B/uM
D 600.



Dem Entzug von Theophyllin ohne D 600 (Abb. 25 c) folgt eine
nicht signifikante ErhShung um 34 + 22 %.

Die durch 20 mM Glucose und 10 mM Theophyllin von der 30. -
50. Minute sezernierte Menge Insulin ist statistisch gleich
der bei zusdtzlicher Anwesenheit von D 600 (vgl. Tab. §
A--B, A--C, A--D).

Die sequentielle Perfusion mit 20 mM Glucose, 20 mM Glucose
plus 5 mM Theophyllin und anschlieBend noch 4/uM D 600 zeigt,
auBer dem Verlust des plotzlichen Insulinausstofes nach dem
Theophyllinentzug in der 100. Minute, keine wesentliche Ande-
rung des Sekretionsprofils (Abb. 28) gegeniiber der sofértigen
Anwesenheit von 4/uM D 600 in der Glucose-Theophyllin stimu-
lierten Insulinsekretion (Abb. 27 b).

Insbesondere tritt keine hemmende Wirkung von D 600 bei des-
sen Zusatz in eine Glucose-Theophyllin stimulierte Sekre-
tionsphase auf (Abb. 28, 50. - 75. Minute).
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Abb. 28: Der Einfluf von 44PM D 600 auf die zweite Phase der
mit 20 mM Glucose und 5 mM Theophyllin stimulierten
Insulinsekretion (n = 7, Mittelwertskurve + SEM)



Tabelle 5: Vergleiche von Fl&dchenintegralen (=Insulinmengen in
)LU) der Experimente in der Abbildung 25 c¢ (A) und -
der Abbildung 27 a-c (B, C, D)

Experimentelle Sezerniertes Insulin in /_.U Signifikanz-
Bedingungen (¥ + SEM) niveau
(in allen Exp. Steigerung
2,5 mM Ca ) der Sekre-
tionsrate
+ SEM

zweite Phase zweite Phase
5.-25. Min. 30.-50. Min.

(Anzahl) mM mM
Glucose 20 20

A Theophyllin - 19972 10 29108 p<0, 05

(5) - - +3750 - +5501 52 + 23 %
Glucose 20 20

B Theophyllin - 21814 10 26318 p<0,05

(5) D 600 - +1426 0,0008 42479 21 + 9 %
Glucose 20 20

C Theophyllin - 23776 10 30551 N.S.

(6) D 600 - +2924 0,004 43697 36 + 19 %
Glucose 20 20

D Theophyllin - 15772 10 19472 p<0,025

1) n600 - +1929 0,008 42700 23 + 5

Vergleiche:

A--B N.S. N.S.
A--C N.S. N.S.
A--D N.S. N.S.



q. DISKUSSION

4.1 Prostaglandinvorstufen

14C)—Arachidonséiure in PGE2 und PGFZX

im Rattenpankreas und deren Nachweis ist HAMAMDCZIC et al.

Die Umwandlung von (1-

(55) gelungen, obwohl der von den Pankreasinseln bzw. B-Zel-
len stammende Anteil ziemlich klein sein diirfte (112). Prédpa-
rationen von exokrinen, azindren Pankreaszellen weisen die
Fdhigkeit auf, Arachidonsdure sowohl via Lipoxygenase als
auch via Cyclooxygenase zu den entsprechenden Endprodukten

zu metabolisieren (153).

Wie schon im Ergebnisteil festgestellt, kommt es bei der Per-

]4C)—Bicosatrienséure und (1—'4C)-Ara—

fusion von 8,11,14-(1-
chidonsdure zu keinem Abbau bzw. Zerfall der langkettigen,
hochungesdttigten Fettsduren, d.h. sie erreichen die B-Zellen
in intaktem Zustand.

Ein Umbau in einen weniger stark lipohilen Metaboliten
scheint bei der Arachidonsidure stattzufinden, da unmittelbar
vor dem Organ der Aktivitdtspeak noch ungespalten und danach
1/2 in Abb. 9 und 10).

Die 8,11,14 Eicosatriensdure wird offensichtlich nicht in

verbreitert bzw. zweigipflig ist (B

wesentlichen Mengen oder nur geringfiligig umgebaut.

SAMUELSSON et al. (156) berichten ebenfalls, daB die 8,11,14
Eicosatriensdure in kiinstlichen Medien wie hier nicht in
Prostaglandine metabolisiert wird.

Die in der Einleitung beschriebenen Effekte exogener Prosta-
glandine sind keine unspezifischen von ungesdttigten, lang-
kettigen Fettsduren, da selbst bis zu 750‘pM Olsdure keine
Insulinausschiittung am isolierten, perfundierten Ratten-
pankreas provoziert (22), (144). In Inselzellkulturen zeigte
sich jedoch schon bei 17,7/AM Olsdure eine stimulierende Wir-
kung, wogegen gesidttigte Fettsduren keinen Effekt hatten (136).
ErhShte Spiegel an freien (exogenen) Prostaglandinprdkursoren
stimulieren die PG-Synthese in Zellen, die iliber die ent-

sprechenden Enzymsysteme verfiigen (187).



_ 68 -

Von der Arachidonsdure ist bekannt, das8 sie in einer wie auch
in den eigenen Experimenten verwendeten Konzentration von 10 ﬂM
kein Substrat des Energiestoffwechsels ist, sondern regqulati-
ve Funktionen ausiibt (22). Andererseits schridnken Konzentra-
tionen grdBer als 200 PM die Lebensfdhigkeit der B-Zellen
deutlich ein (197). Der natiirliche Gehalt an den Folgeproduk-
ten PGE2 und pGqu wurde zu 52 pmol bzw. 28 pmol/g Pankreas-
gewebe von Wistar-Ratten bestimmt (93).

Liegt 3H-markielfte Arachidonsdure in einer Konzentration von
33/1M vdr, so wird diese, sowohl bei substimulatorischer,

als auch verstdrkt bei stimulatorischer Glucosekonzentration

in die Membranphospholipide von isolierten Rattenpankreasin-
seln eingebaut und via Phospholipase A2 wieder freigesetzt,
worauf dann die weitere Metabolisierung folgt (41).

Ob eine Abhéngfgkeit der Art der Prostaglandinsyntheseproduk-
te (PGEZ, PGFZN u./o. 6Keto-PGF1u) von der einwirkenden Ara-
chidonsiurekonzentration, wie sie in einer Cyclooxygenase-
Prdparation aus Samenbl3dschen von Schafen nachgewiesen wurde
(34), auch bei den Langerhansschen Inseln der Fall ist, muB
noch gekldrt werden.

Aus den Ergebnissen von AKPAN et al. (1) am isolierten, per-
fundierten Rattenpankreas leiten sich Hinweise ab, daB die
endogenen Prostaglandine m8glicherweise i{iberhaupt nicht obli-
gatorisch in die normale Funktion der Langerhansschen Inseln
eingeschaltet sind. Sie konnten ndmlich zeigen, daB Bauch-
speicheldriisen von Ratten, die in Bezug auf die essentiellen
Fettsduren und damit die Prostaglandinvorstufen mangelernihrt
wurden, auf die iiblichen Sekretionsreize (u.a. Glucose) im
wesentlichen unverdndert antworteten.

Da sowohl 8,11,14 Eicosatriensiure, als auch 11,14,17 Eico-
satrien-, Arachidon- oder Eicosapentaensdure bei substimula-
torischen 3 mM Glucose keinen EinfluB auf die basale Insulin-
sekretion ausiiben, weist dies in die gleiche Richtung.

AXEN K.V. et al. (9) konnten am isolierten Rattenpankreas

ebenfalls keinen Effekt von PG-Pridkursoren bei 3 mM Glucose
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auf die Insulinsekretion beobachten, weil selbst die endogene
Freisetzung von Arachidonsdure aus Phosphatidylinositol erst
nach dem Glucose(16,7 mM)-induzierten ca**-iInflux in der
Stimulus-Sekretionskoppelung einsetzt. Jedoch scheinen
Prostaglandine der E-Serie nach einer ldngeren Fastenperiode
einen tonisch hemmenden Effekt auf die Basalsekretion auszu-
liben, da sich der Gehalt an diesen Prostaglandinen mehr als
verdreifacht (98). METZ et al. (135), (136) berichten tber
eine stimulierende Wirkung von exogener Arachidonsdure auf
die basale und durch Glucose induzierte Insulinsekretion in
Inselzellkulturen ab einer Konzentration von 16,4 FM’ wobei
ein unspezifisch toxischer Effekt ausgeschlossen wurde. Eine
Konzen;ration von 1,64 /M hatte keinen EinfluB auf die Insu-
linsekretion. Der Widerspruch zu den eigenen Ergebnissen
kdnnte in der hdheren Konzentration und in der andersartigen
Prdparation liegen.

Auch die Sekretionsraten in der zweiten Phase der Glucose-
induzierten Insulinausschiittung dndern sich durch das Beifii-
gen der Prostaglandinprdkursoren nicht signifikant (vgl.
Tabzlle 1).

Hohe Glucosekonzentrationen wie die hier verwendeten bedingen
mbglicherweise eine Verminderung der PG-Synthese (39). Ferner
kdnnten durch einen Mangel an bestimmten Zusatzstoffen (z.B.
reduzierte Glutathione) manche Enzyme der o.g. Kaskaden (z.B.
Prostaglandin-Endoperoxid-E-Isomerase) nicht in vollem Umfang
zur Wirkung kommen (156).

Die von YAMAMATO et al. (197) an isolierten Rattenpankreasin-
seln durch grdBer als 100 uM Arachidonsédure erzielte Insulin-
freisetzung wird auf einen zellytischen Effekt bei diesen re-
lativ hohen Konzentrationen zuriickgefithrt. Eine Nettowirkung
von Prostaglandinen diirfte nur dann eintreten, wenn die rela-
tiven Konzentrationen der Folge- bzw. Endprodukte der o.g.
Stoffwechselwege zueinander gestdrt sind (112).

Geht man weiterhin von der Tatsache aus, daB in Pankreasin-
seln ein die Glucose-induzierte Insulinfreisetzung hemmender

Stoffwechselweg der Arachidonsdure via Cyclooxygenase und ein
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diese stimulierender Weg via Lipoxygenase existiert (136),
2 (105),
(197) und der Zunahme von Lipoxygenase-Folgeprodukten (132)

so ist trotz Aktivitdtssteigerung der Phospholipase A

kein tiefergreifendes Ungleichgewicht zu erwarten.

Die Ursache fiir einen fehlenden EinfluB der Arachidonsdure
ist z.T. auch darin zu sehen, daB zwar ein instabiles Zwi-
schenprodukt des Lipoxygenase-Weges, die 12-Hydroperoxyeico-
satetraensdure, die Glucose-induzierte Insulinfreisetzung

zu potenzieren vermag, jedoch wird dieses durch die in der
Glykolyse entstehenden Reduktionsdquivalente zum stabilen,
aber wirkungslosen Endprodukt (12-Hydroxyeicosatetraensiure)
metabolisiert (135).

Aufgrund der dargestellten Ergebnisse konnte fiir die Prosta-
glandinvorstufen im Rahmen der basalen und der Glucose-indu-
zierten Insulinsekretion keine zentrale Bedeutung derselben

im Stimulus-Sekretions-Koppelungsmechanismus aufgezeigt werden.

4.2 Athanol

Verschiedentlich wird iiber einen EinfluB von Athanol auf die
Insulinsekretion von Ratten (81), (143), (164), (168), (180)
berichtet.

Da die Prostaglandinérékursoren in absolutem Athanol geldst
dem Perfusionsmedium zugefiigt werden (vgl. 2.2.2.7), und
folglich eine {iberlagerung von Wirkungen auf die Insulinse-
kretion denkbar ist, wird diese Mdglichkeit durch entspre-
chende Kontrollexperimente iiberpriift (siehe 3.4).

Der Athanol erreicht nach der Zumischung eine Endkonzentra-
tion von ca. 0,03 Vols.

Bei einer Athanolkonzentration von 0,1 Vol% bzw. 0,05 Vol
148t sich am isolierten, perfundierten Rattenpankreas weder
eine Anderung der Basalsekretion bei substimulatorischer
noch ein EinfluB auf die mit 20 mM Glucose stimulierte Insu-
linausschiittung aufzeigen (siehe 3.4).

Am gleichen Versuchsmodell blieb, in Ubereinstimmung mit den

eigenen Ergebnissen, die Basalsekretionsrate selbst unter dem
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Hinzufiigen von z.T. hdheren Konzentrationen absoluten Athanols
(0,18 Vol% bzw. 1 Vol%) unverdndert (144), (180). Jedoch wur-
den beide Phasen der Glucose(11,1 mM)-induzierten Insulinse-
kretion in der Studie von TIENGO et al. (180) in Abhdngigkeit
von der Athanolkonzentration gesenkt. Die Erklidrung fiir diese
Diskrepanz zu den eigenen Ergebnissen diirfte in der nicht
maximalen Insulinantwort durch 11,1 mM Glucose liegen und
vielleicht auch in dessen jeweils 40 Minuten langen Vorperfu-
sionen mit Athanol bei substimulatorischer Glucose.
Gleichzeitige Perfusion von isolierten Rattenpankreasinseln
mit 16,7 mM Glucose und 0,39 Vol% bzw. 0,13 Vol% Athanol ver-
ursacht bei h8heren Athanolkonzentrationen eine deutliche
Hemmung beider Phasen der Glucose-induzierten Insulinfrei-
setzung, widhrend bei 0,13 Vol %, einer Konzentration, die den
eigenen Athanolkonzentrationen nahekommt, sich keine Anderung
der Insulinsekretion zeigt (168).

In dieser Studie 13ste eine Vorperfusion mit 0,13 oder

0,39 Vols Athanol keinen Effekt auf die folgende Insulinant-
wort aus.

Im Gegensatz dazu fanden HOLLEY, D.C. et al. (81) am isolier-
ten, perfundierten Rattenpankreas schon bei 0,13 Vol% Athanol
eine Erniedrigung der Glucose-induzierten Insulinausschiittung
in der zweiten Phase, wogegen 1,3 Vol% beide Phasen hemmte.
Die aufgezeigten Ergebnisse zusammengefaBt verdeutlichen, daB
die beiden Phasen der Glucose-induzierten Insulinantwort in
Abhidngigkeit von der Athanolkonzentration gehemmt werden kén-
nen, dies aber auch vom AusmaB des Stimulationsreizes, d.h.
der Glucosekonzentration, mitbestimmt wird.

Die Athanol-Endkonzentration lag bei 0,03 Vol% in den Experi-
menten mit den Prostaglandinvorstufen.

Eine Interferenz des Athanols auf die Effekte der Prostaglan-

dinvorstufen 148t sich damit weitgehend ausschlieBen.
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4.3 Theophyllin

1,3 Dimethylxanthin mit der Kurzbezeichnung Theophyllin wie
auch die Derivate IBMX (= 3-Isobutyl-1-Methylxanthin) (58),
Theobromin (21) und Coffein (21), (44) sind potente, kompeti-
tive Hemmer vor allem der partikelgebundenen Phosphodieste-
rase (21), (155), (165), welche cAMP zu 5'AMP inaktiviert.
Theophyllin ist daher in der Lage, die intrazelluldre Konzen-
tration von cAMP zu erhdhen (119), (175), (181). Glucose be-
eintrdchtigt die Phosphodiesteraseaktivitdt nicht (122).

Zu einer exzessiven Insulinfreisetzung kommt es jedoch nur,
wenn die B-Zellen gleichzeitig oder jemals vorher mit Glucose
inkubiert waren (49), d.h. eine cAMP-Erhdhung allein ist unzu-
reichend.

Von den im obigen Modell beschriebenen Hauptwirkungen des
cAMP, n3mlich die Aktivierung der Proteinkinase mit Folge-
reaktionen und die Hemmung der ca**-ATPase der Zellorganell-
membranen, trdgt vor allem die letztere zur ErhShung des in-
trazelluldr frei ionisierten Kalziums bei (18), (19), d.h.
Kalzium wird dadurch Glucose-unabhingig vom Zellorganellen-
in den Cytoplasma-Pool umverteilt (19), (167).

Selbst bei hohen Konzentrationen von Glucose wird dessen
Metabolismus durch Theophyllin nicht beeinfluBt (5), jedoch
kénnen Methylxanthine den Glucosetransport in die Zelle (129)
hemmen, was aber ohne Folgen bleibt, da dies nicht der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt ist.

Neben der indirekten, cAMP-vermittelten Hemmung der catt-
ATPase (57) durch Methylxanthine haben letztere auch eine
direkte, cAMP-unabhdngige, hemmende Wirkung auf die ATP-ab-
hangige ca*'-Aufnahme (171) in Mitochondrien (17), (52) und
Sekretgranula.

Auch ASHCROFT et al. (7) kamen zu dem SchluB, das Methylxan-
thine unabhidngig von den Auswirkungen der Hemmung der
Phophodiesterase zusdtzlich direkt die ca**-Aufnahme in die
Mitochondrien herabsetzen.
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4.3.1 Der TheophyllineinfluB bei 2,5 mM catt

Die potenzierende Wirkung von Theophyllin auf die Glucose-
(oder durch andere Stimuli)-induzierte Insulinsekretion ist
die Erh8hung der intrazellulédren ca'*-Konzentration (19),
(104), (119). Bei hohen Theophyllinkonzentrationen von 5 mM
bis 10 mM kann es auf diese Weise auch ohne Glucose zu einer
relativ geringen Insulinfreisetzung kommen (18), (70), (104).
Obwohl 5 mM Theophyllin iliber der von METZ et al. (134) und
SOMERS et al. (169) bei niedrigen Glucosekonzentrationen zu
1,4 mM als der sicher substimulatorisch wirkenden Theophyl-
linkonzentration liegt, wird nur eine unwesentliche oder kei-
ne Erhéhung der basalen Insulinsekretion in der Pridperfu-
sionsphase festgestellt, was auch in Einklang mit LANDGRAF
et al. (101), LANDGRAF-LEURS et al. (104), ERISSON et al.
(19), LENZEN et al. (110) und CHARLES et al. (29) steht (vgl.
Abb. 24 a-c).

Die potenzierende Wirkung von S mM Theophyllin (29) kann so-~
wohl fiir die erste als auch fiir die 2weite Phase der Gluco-
se-induzierten Insulinsekretion bestdtigt werden (Tab. 2).
Dieser Steigerungsgrad wird durch Zugabe von sowohl 2 mM
Theophyllin, das allein substimulatorisch ist (70), als auch
von 5 mM und 10 mM Theophyllin in die laufende zweite Phase
der Glucose-induzierten Insulinsekretion nicht ganz erreicht
(Tab.3) ’

5 mM Theophyllin stellt sich unter diesen Bedingungen, in
Ubereinstimmung mit METZ et al. (134), als am stirksten po-
tenzierend heraus (Tab. 3, B : 140 + 48 %).

MALAISSE et al. (119) erhielten bei Exposition von isolierten
Rattenpankreasinseln in 1,4 mM Theophyllin und hohen Glucose-
konzentrationen praktisch dieselben Ergebnisse. Stimulatori-
sche Konzentrationen von Glucose erhdhen, wie im Modell er-
ldutert, erst sekunddr nach dem Anstieqg des cytosolisch
freien Ca'’ via Ca+*—Calmodulin-abhéngiger Adenylat-Cyclase
(166) die cAMP Konzentration (74), (117), (201), die wiederum
im Sinne ¢ines "feed-forward” das cytosolische ca’?'
ansteigen 1l&aBt (29).

weiter
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Die Folge davon ist ein gesteiéerter Ca‘*—Efflux, der die
‘initiale Ef fluxhemmung iiberdeckt (114).

Obwohl Theophyllin ohne Glucose durch die Hemmung der cAMP=-
inaktivierenden Phosphodiesterase die intrazellulidre Konzen-
tration von cAMP noch stdrker zu erhdhen vermag wie die Glu-
cose allein (29), ist keine oder nur eine geringe Insulin-
freisetzung zu beobachten (104), (119), (165).

In diesem Fall wirkt zwar das gebildete cAMP im Sinne einer
Erhdhung des cytosolisch frei geldsten Ca*+, aber dieses ent-
kommt der B-Zelle transmembrands (18) und bedingt somit den
Theophyllin-induzierten, je nach Konzentration, mdsig (108)
bis starken Anstieg des cat*-Efflux (18), (19), (119), ohne
dessen Aufnahme in die Zelle zu beeinflussen (19), (65).

HAHN et al. (52) fanden sogar keinerlei EinfluB von
Theophyllin auf die intrazelluldre Kalziumverteilung bei An-
wesenheit von Glucose. Dagegen stehen die Ergebnisse von
LENZEN et al. (110), wonach 5 mM Theophyllin die ca**-Nieder-
schlidge an der inneren Oberflidche der B-Zellmembranen vermin-
dert und die Prazipitate im Cytoplasma vermehrt sind.

Erst bei Anwesenheit von stimulatorischer Glucose wird nun
dieser Ca‘*-Efflux teilweise gehemmt, und/oder hohe Glucose-
konzentrationen determinieren die Effluxrate gar vollkommen
unabhingig vom Theophyllin (77), so daB aufgrund der syner-
gistischen Wirkung dieser beiden Substanzen auf die cAMP- und
damit auf die cytolische ca**_Konzentration eine potenzierte
Insulinsekretion die Folge ist.

Wirde eine Praperfusion mit Theophyllin ohne Glucose eine
stidrker anhaltende Akkumulierung des cytosolischen ca** brin-
gen als eine Prdperfusion mit Glucose, so miiBte die Insulin-
sekretion im ersteren Fall kleiner werden beim Erreichen
einer hemmend wirkenden Ca'*-Konzentration oder gréBer, wenn
das Ca*+—0ptimum noch nicht wirksam war (weitere Erklarung
s.u.). Dies konnte in unseren Experimenten nicht gefunden

werden.



Gibt man zur zweiten Phase der Glucose-induzierten Insulinse-
kretion Theophyllin, so ist initial wdhrend der ersten Minu-
ten eine vorilibergehende signifikante Hemmung zu beobachten,
die in die Phase der oben beschriebenen Potenzierung iibergeht
(Abb. 25 a-c).

Eine Beziehung zur cAMP- und intrazellulidren Ca+*—Verteilung
ist wahrscheinlich, weil diese hauptsidchlich die zweite Phase
der Glucose-induzierten Insulinsekretion steuern (15), (70).
Da die Prdstimulation mit 20 mM Glucose schon zu einer Er-
hdhung des cytosolischen ca*' und zu einer Nettoaufnahme
dessen vor allem in die B-Zell-Sekretgranula und Mitochon-
drien fiihrt (15), (160), ist es denkbar, daf die via
Theophyllinwirkung akut erh8hte cAMP-Konzentration durch die
Hemmung der ca**-aTPase (44) das cytosolische Kalzium vor-
iibergehend derart bis an eine kritische Schwelle (eventuell
ein hemmend wirkendes Maximum) ansteigen 1d8t und die am
Sekretionsprozess beteiligten Ca"-empfindlichen Enzymsysteme
inaktiviert, bis sich ein neues Ca++~Austausch—Gleichgewicht
eingestellt hat.

Ein Ausdruck dieser kurzzeitigen exzessiven Ca*+—Erh6hung‘im
Cytosol kdnnte der von BRISSON et al. (18) drei bis vier Mi-
nuten nach 2Zugabe von Theophyllin beobachtete maximale catt-
Efflux sein.

HELLMAN (58) folgert aus seinen Daten, daB nicht nur eine Er-
niedrigung, sondern auch eine Erh8hung des funktionell
wichtigen intrazelluldren ca**-Pools in einer verminderten
Ansprechbarkeit auf Glucosestimulation enden kénnte.

Die Adenylat-Cyclase (24), (119), (165) und Proteinkinase
(189) werden tatsichlich durch hohe intrazellulidre Ca**-kon-
zentrationen (107> - 10”9 M freies Kalzium), (57) teilweise
gehenmt.

Andererseits ist es auch mdglich, daB8 Enzyme durch diesen
Ca**-Exzess erst aktiviert werden, wie z.B. die Phosphodie-
**_calmodulin (179) und die Phosphoprotein-

phosphatase (165), die die Wirkung von Proteinkinasen (siehe

sterase durch Ca

Modell) antagonisiert und die Insulinsekretion damit beein-
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triachtigen konnte (evtl. eine '"feed-back" - Hemmung zum
Schutz vor akuter Degranulation der B-Zellen bei ca**-Uber-
schuB).

In vitro Versuche von WEISENBERG et al. (188) konnten bei
ansteigenden Kalziumkonzentrationen eine Depolymerisierung
von wachsenden Mikrotubuli zeigen, was eine Behinderung des
Exozytoseprozesses vor allem in der zweiten Phase zur Folge
haben kénnte.

Ob ein von HELLMANN (58) vermuteter unspezifisch membran-
stabilisierender Effekt von Kalzium eine Rolle spielt, ist
ungewifl.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB Theophyllin in der
zweiten Phase der Glucose-induzierten Insulinfreisetzung
initial Prozesse in Gang setzt, die die cytosolische ca*t-
Konzentration in einen hemmenden Bereich bringen, der in der

folgenden Phase der Potenzierung wieder verlassen wird.

Der Entzug von Theophyllin aus der zweiten Phase der Glucose-
induzierten Insulinsekretion 18st nach Gabe von Theophyllin
einen initialen, kurzen Anstieg der Sekretion aus (sog. "Off-
Effekt"), (101).

Da trotz der vorausgehenden Potenzierung der Insulinausschiit-
tung noch eine weitere Steigerung méglich ist, bewirkt an-
scheinend der Einsatz von Theophyllin zundchst einen akuten
Anstieg des cytosolisch freien' Ca** auf ein Maximum im Be-
reich der Hemmkonzentration (initialer Abfall und dann Poten-
zierung, s.o.) und nicht auf ein darunter liegendes Optimum,
das erst nach Theophyllinentzug durchschritten wird.

Durch die Reaktivierung der Phosphodiesterase nimmt die cAMP-
Konzentration ab, und damit tritt eine Enthemmung der granu-
lagebundenen ca**-ATPase (44) ein, die das Zellorganellen-ge-
bundene Kalzium (z.B. in Sekretgranula (160)) erhoht.

Dies bewirkt eine Umverteilung und Senkung des cytosolischen
Kalziums vom Maximum der Potenzierungsphase voriibergehend zum
Optimum der Off-Effekt-Phase.

Je geringer die unmittelbar vorausgehende extrazelluldre Kal-



ziumkonzentration ist, desto grdBer ist der prozentuale An-
stieg des Off-Effekts, d.h. die cytosolische Kalziumkonzen-
tration und die Verteilung in den 2ellorganellen ist bei
kleineren extrazelluliren Ca'*-Konzentrationen linger im Be-
reich des Optimums. Dies unterstiitzt die Ergebnisse von’
HELLMANN (58), die zeigen, daB Phosphodiesteraseinhibitoren
das extrazelluliare Ca*+~0ptimum nach geringeren Konzentratio-
nen hin verschieben. '

Bemerkenswert ist, daB der Entzug von Theophyllin nach einer
sich an die Glucose-Theophyllin induzierte Insulinsekretion
anschlieflende Phase alleiniger Theophyllinperfusion einen
Off-Effekt ausldst. ‘

Ein voriibergehender Kontakt mit Glucose scheint aber notwen-
dig zu sein, da LANDGRAF-LEURS et al. (104) keinen Off-Effekt
bei ausschlieBlicher Perfusion mit Theophyllin gefunden ha-
ben. Ebenso verursacht Phenylalanin ( 5 - 20 mM) einen Off-
Ef fekt nur bei substimulatorischen Glucosekonzentrationen
(103). Der Off-Effekt ist also nicht allein dem Theophyllin-
entzug zuzuschreiben, sondern es miissen beglinstigende 2Zusatz-
bedingungen erfiillt sein. Dies scheint auch bei einer Vorbe-
handlung mit 5 mM ca'' nicht mehr der Fall zu sein, da hier
der Off-Effekt fehlt. Der Off-Effekt kann aber dennoch als
fiir Theophyllin spezifisch angenommen werden und ist keine
Folge des beim Umschalten auftretenden, abrupten Abfalls der
Osmolaritdt, der bei BLACKARD, W.G. et al. (14) beim Ubergang
von 20 mM auf 3 mM Glucose mit einer Off-Antwort begleitet
wurde, da der Off-Effekt auch ohne Glucose-bedingten Osmola-
ritdtssprung auftritt. Den sich an eine Phase mit alleiniger
Theophyllinperfusion anschlieBenden Off-Effekten diirfte im
Gegensatz zu denen einer Potenzierungsphase folgenden ein
anderer intrazelluldrer Mechanismus zugrunde liegen, da der
ersterwdhnte Anstieg von anndhernd basalen Insulinspiegeln
ausgeht. Zusammenfassend 1aBt sich zum Off-Effekt sagen, daB
er in seinem AusmaB von der vorausgehénden Theophyllinkonzen-
tration (2 mM - 10 mM) unabhdngig und von der vorhergehenden

ca**-Konzentration und dem Kontakt zur Glucose abhdngiqg ist.



4.3.2 Der TheophyllineinfluB bei 0,5 und 5 mM ca*tt

Zundchst werden diejenigen Versuche diskutiert, in denen eine
Praperfusion mit 5 mM Theophyllin durchgefiihrt wurde. Eine
Erniedrigung des extrazelluldren Kalzium auf 0,5 mM wdhrend
der Glucose-Theophyllin-induzierten Insulinsekretion 148t im
Vergleich zu 2,5 mM keinen Unterschied erkennen, jedoch hat
die Erhdhung auf 5 mM eine Verminderung der Potenzierung in
beiden Phasen zur Folge.

MILNER und HALES (137) fanden eine Hemmung der Glucose-indu-
zierten Insulinfreisetzung durch hohe extrazellulire ca*t-
Konzentrationen ( > 2 mM). 5,12 mM hemmt, wenn auch nicht
signifikant, die Glucose-induzierte Insulinsekretion, 1l&Bt
aber die cAMP-Konzentration in der Zelle unberiihrt (29),
(58). Es ist denkbar, daB der Theophyllin-induzierte ca**-
Efflux durch ansteigende extrazellulidre Kalziumkonzentratio-
nen durch einen membranstabilisierenden Effekt (58) behindert
wird (18).

Da zusitzlich die Glucose-induzierte Ca**-Aufnahme parallel
mit der extrazelluliren ca**-Konzentration steigt (68), (122),
konnten sich beide Effekte derart addieren, daB sich das
cytosolische Kalzium einer Hemmschwelle fiir die in die Insu-
linfreisetzung eingeschalteten Enzymsysteme ndhert, was
offensichtlich bei 0,5 mM Ca'' nicht der Fall ist.

Zur letzteren Tatsache ist zu sagen, daB eine Erniedrigung
des extrazelluldren Kalziums unter 2,5 mM, welche die optima-
le Konzentration im Perfusionsmedium darstellt (73), die Glu-
cose-induzierte Insulinsekretion zwar senkt, jedoch wird die-
se bei Anwesenheit eines Phosphodiesterase-Inhibitors zu
kleineren extrazelluldren Kalziumkonzentrationen hin verscho-
ben (178) und somit kdénnen sich diese beiden gegensinnig wir-
kenden Effekte mdglicherweise derart ausgleichen, ohne eine
Abnahme der Insulinsekretion hervorzurufen (58), (59).

MILNER und HALES (137) konnten in vitro bei Kaninchenpankreas
eine Ca**—Athngigkeit des Membranpotentials finden, mit dem

Ergebnis, daB eine Verdoppelung des extrazelluldren Kalziums



(wie im eigenen Versuch) die Insulinsekretion deutlich senkt.
Einen weiteren, indirekten Hinweis auf die Hemmung der Insu-
linfreisetzung durch hohe intrazelluldre Kalziumkonzentratio-
nen stellen die Ergebnisse von KANATSUKA, A. et al. (92) dar,
der bei 7,5 mM ca*’ im Extrazellulirraum und Anwesenheit
eines kiinstlichen Ca**—Ionophoren eine deutliche Verminderung
der Insulinantwort erhielt.

Im folgenden werden nun die Experimente diskutiert, in denen
eine Pridperfusion mit 20 mM Glucose voranging (Abb. 26 a, b
und Abb. 25 b).

Gleichzeitiges Dazugeben von 5 mM Theophyllin in die zweite
Phase der Glucose-induzierten Insulinsekretion und Senken der
ca*'-Konzentration auf 0,5 mM oder Verdoppeln auf 5 mM ruft
in beiden F&dllen (Abb. 26 a,bj} eine initiale Hemmung hervor,
die verglichen mit 2,5 mM ca*’ (Abb. 25 b) sichtbar stirker
ist.

Fir diese Theophyilin—induzierte initiale Hemmung in der
zweiten Phase der Glucose-induzierten Insulinsekretion gilt
im wesentlichen das schon unter Punkt 4.3.1 besprochene, je-
doch wurde dort durch Konstanthalten des extrazelluldren Kal-
ziums auf 2,5 mM keine Anderung des Ca+*—abh§ngigen Membran-
potentials provoziert.

Die hier beobachtete verstdrkte initiale Hemmung der Insulin-
sekretion kdnnte Ausdruck einer Alteration des Membranpoten-
tials durch sprunghafte Anderung der extrazellulidren Kalzium-
konzentrationen sein.

Die auf die Hemmung folgende Phase der Potenzierung wird bei
0,5 mM ca*? v6llig unterdriickt und ist auch bei 5 mM ca*?'

nicht signifikant erhoht (Tab. 4). Durch die Vorstimulation
mit 20 mM Glucose hat die B-Zelle anscheinend die Fiahigkeit
verloren, sich verdnderter extrazelluldrer Kalziumkonzentra-
tionen bei gleichzeitiger Theophyllinapplikation anzupassen

und eine fiir die Potenzierung der Insulinsekretion notwendige
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neue intrazelluldre Aquilibrierung der Kalziumverteilung vor-
zunehmen.

WOLLHEIM et al. (192) erhielten in der zweiten Phase bei 0,1 mM
ca** und 16,7 mM Glucose, jedoch ohne Methylxanthinzusatz,
sogar eine Hemmung der Insulinsekretion um 83 %. Es ist
wichtig fiir die untenstehenden Folgerungen festzuhalten, das
Glucose-Praperfusion bereits Kalzium durch Effluxhemmung in-
trazelluldr akkumuliert (19), (114) und Theophyllin die Kal-
ziumaufnahme bei hohen Glucosekonzentrationen nicht beein-
trdchtigt (19), (65).

Bereits 16,7 mM Glucose depolarisiert die B-Zellmembran (5)
und 138t einen schnellen Ca**-Influx (118) mit einer Insulin-
sekretion folgen (120), die durch Entfernung des extrazellu-
liren Kalziums und dadurch bedingter Repolarisation stark
gesenkt wird (74).

Ohne extrazelluldres Kalzium kann die fehlende Glucose-indu-
zierte Insulinantwort nur zum Teil von Theophyllin ausgegli-
chen werden (19), obwohl Theophyllin die intrazellulire cAMP-
Konzentration unabhingig von der extrazelluliren Kalziumkon-
zentration erhdht (29). Ubereinstimmend damit steht die Tat-
sache, daB extrazellulires Ca** zur Glucose-bedingten cAMP-
Erhéhung notwendig ist (29), jedoch nur stimulatorische Glu-
cosespiegel (28), (201), nicht aber basale (28), kdnnen den
cAMP-Gehalt der B-Zellen anheben.

Trotzdem im eigenen Experiment die extrazellulire ca’**-kon-
zentration nur auf ein Fiinftel gesenkt wurde, ist eine teil-
weise Repolarisation der B-Zellmembran denkbar, die die
transmembrdsen Ca'*-Kaniile mehr oder minder schlieBt. Einen
Hinweis auf diese Vermutung bietet die Tatsache, daB die Weg-
nahme von extrazelluldrem Kalzium die initiale Effluxabnahme
erhdlt, wogegen die folgende Effluxzunahme ausbleibt (114).
Dies fithrt nun durch die Ca**-Nettoaufnahme in der Vorperfu-
sion, gleichzeitige Theophyllinwirkung und Membranpotential-
dnderung zu einer noch exzessiveren, cytosolischen Kalziumer-
héhung, was sich in der verstdrkten initjialen und dann per-
sistierenden Hemmung ausdriickt.



Dieses hohe cytosolische ca’*-Maximum wihrend der persistie-
renden Hemmung miBte also noch grdBer wie das unter einer
vergleichbaren potenzierenden Phase sein. Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch den verhdltnismd@Big groBen, breiten
Off-Effekt, der durch ein ldngeres Verweilen der intrazellu-
liren Ca'’-Konzentration im Optimumbereich bedingt ist, weil

dieses aus dem Maximumabbau gespeist wird.

Die Pradperfusion mit Theophyllin (Abb. 24 a-c) bringt, ver-
stdrkt durch die fehlende Glucose-bedingte Ca+*—Effluxhemmungl
durch den ausgeldsten ca**-Ausstrom (18) und das Nichtzustan-
dekommen der Ca‘*-Aufnahme (19), (65) insgesamt eher eine
Verarmung der B-Zelle an diesem Kation mit sich. Anders ge-
sagt, eine durch Senkung der extrazelluldren ca**-Konzentra-
tion auf 0,5 mM hervorgerufene Repolarisation hat hier nicht
die oben beschriebene suppressive Wirkung auf die Potenzie-
rung, wie auch das Experiment bestdtigt (Tab. 2, A--B).

Bei der pldtzlichen Ca*’—Erhéhung auf 5 mM gilt im wesentli-
chen das unter Punkt 4.3.1 Diskutierte.

Dort wurde bei Theophyllinprdperfusion eine signifikante Po-
tenzierung ausgeldst, die jedoch hier nach Prdperfusion mit
Glucose nicht erreicht wird (Tab. 4). Dies spricht fiir die
Hypothese, daB Glucosepraperfusion insgesamt die ca**-Konzen-
tration im Cytosol und in den Zellorganellen erhdht, wodurch
Theophyllin iliber einen Ca**—Maximalspiegel eine stidrkere Hem-

mung der Insulinsekretion hervorruft.
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Neben den Ca++—Antagonisten Verapamil (109), (169), R 33711
und anderen (196) konnte mit D 600 (70), (74), (109), (116)
eine weitere spezifisch den ca**-Influx durch Blockade der
ca**-kanile (43), (74) und damit auch die Glucose-induzierte -
Insulinsekretion hemmende Substanz gefunden werden.

Der Ca++—Efflux wird von D 600 nicht modifiziert (116), wo-
gegen bei Messung von Glucose-induzierten B-Zellmembran-Po-
tentialen an der Maus eine Senkung der De- und Repolarisa-
tionsraten festgestellt werden konnte (149).

Ein Vergleich der Kurvenprofile von Glucose plus D 600 mit
denjenigen, wo zusdtzlich noch Theophyllin beigefiigt wurde .
(Abb. 27 a-c), zeigt, daB Theophyllin ungeachtet der Hemmwir-
kung von D 600 sein Sekretionsmuster durchsetzt und die ini-
tiale Hemmung, die Potenzierung und den Off-Effekt beibehilt.
4/lM D 600 erweist sich unter diesen Bedingungen als die Kon-
zentration, bei der die initiale Hemmung signifikant starker
und die Potenzierung signifikant schwidcher gegeniiber 0,8/1M
und S/LM ist.

Die von HENQUIN et al. (75) gefundene Dosisabhdngigkeit

(1-50 FM D 600) der Hemmung der Glucose-stimulierten Insulin-
sekretion kann bestdtigt werden.

Diese Daten bekridftigen, daB die zweite Phase der Glucose-in-
duzierten Insulinsekretion zwar extrazellulires ca*? benstigt
(63), (persistierende Influxhemmung durch D 600 senkt die In-
sulinsekretion), Theophyllin diesen Mangel an ca**_Influx
jedoch durch die oben erliuterten Mechanismen der raschen Um-
verteilung (116) von intrazelluldrem Kalzium mehr als er-
setzen kann (18), (19).

Addition von Ca**—Antagonisten hat denselben Effekt wie Ent-
zug des extrazelluldren Kalziums, ndmlich Hemmung der Insu-
linsekretion, aber beides kann durch Theophyllin, wenn auch
in manchen F3illen nur zum Teil, verhindert werden (19), (70),
(75). Umgekehrt fiihrt eine Steigerung der transmembrdsen

ca**-Permeabilitidt durch kiinstliche Ionophoren selbst bei



stark erniedrigtem extrazelluldrem ca*' zu einer Insulinaus-
schiittung (29), (92), (189).

Ein weiteres 2eichen der UnbeeinfluBbarkeit der intrazellu-
ldaren Theophyllinmechanismen, speziell in der Potenzierung,
spiegelt die Tatsache wieder, daB die Zugabe von D 600 in
diese Phase keine Wirkung zeigt (siehe Abb. 28), (116).

Die von SOMERS et al. (169) mit Verapamil am isolierten, per-
fundierten Rattenpankreas erhaltenen Ergebnisse stimmen mit
den eigenen im wesentlichen iiberein.

Nachdem die erste Phase der Glucose-induzierten Insulinsekre-
tion unbedingt extrazelluldres Kalzium bendtigt, hdngt die
zweite Phase, wie diese Ergebnisse bestdtigen, mehr von der
intrazellulidren Ca*+—Verteilung zwischen Cytosol und 2Zellor-
ganellen ab (70).

4.5 SchluBfolgerungen aus den Punkten 4.1 bis 4.4

Nachdem allgemein anerkannt (vgl. Ubersichtsartikel: (141),
(177), (179)) ist, daB ein Anstieqg der Konzentration des in-
trazelluldren freien Kalziums und dessen Verteilung in den
Zellkompartimenten entscheidende Schritte des Insulinfrei-
setzungsprozesses darstellen, erdrtert HEDESKOV (57), ge-
stiitzt auf zahlreiche Befunde verschiedener Autoren, die mdg-
liche Rolle von erhdhtem, intrazelluldrem freiem Kalzium als
Hemmer der Insulinsekretion in einer Art "“feed-back"-Kon-
trollmechanismus. .

Auch SHARP et al. (166) weisen in diesem Sinne darauf hin,
dap die intrazelluldre Ca’*-Konzentration fiir eine groftmdg-
liche Aktivitdt der Adenylat-Cyclase zwischen zwei kritischen
Konzentrationen gehalten werden muB.

MALAISSE et al. (122) und WOLLHEIM et al. (191) sehen in der
biphasischen Glucose-induzierten Insulinfreisetzung eine
Widerspiegelung eines dazu parallelen, biphasischen, cytoso-

lischen Kalziumkonzentrationsanstieges.
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Abb. 29: Schematische Darstellung des hypothetischen, qualitati-

ven, cytosolischen Kalziumkonzentrationsverlaufes in
den B-Zellen der Langerhansschen Inseln in Beziehung
zu den Phasen der Insulinsekretion
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Mittels Phosphodiesterasehemmern ist man in der Lage, via
CAMP, das cytosolisch freie Kalzium dariiber hinaus zu erhé6-
hen. Neben den bereits genannten Effekten von Theophyllin
konnten keine unmittelbaren Auswirkungen auf die Prostaglan-
dinsynthese festgestellt werden (134).

Aus dem Ausmafi der Anderung der Glucose-induzierten Insulin-
sekretion durch Theophyllin kann man nun, wenn auch in weiten
Grenzen, indirekt auf den cytosolischen Kalziumkonzentrations-
verlauf extrapolieren.

2u beriicksichtigen ist, daB die Auswirkungen von Theophyllin
in hohem MaBe von der Abfolge und der Art und Weise der Pré-
stimulation abhidngig sind (104). Die Theophyllin-bedingte
Modifizierung der zweiten Phase der Glucose-induzierten Insu-
linantwort in der Reihenfolge Hemmung, Potenzierung und Off-
Effekt hat moglicherweise eine cytosolische Kalziumkonzentra-
tion in einem hemmenden, maximalen und optimalen Bereich mit
als Ursache, wobei die extrazelluldre Kalziumkonzentration
nicht ohne EinfluB ist.

Im Gegensatz dazu fanden SOMERS et al. (169) mit 1,4 mM Theo-
phyllin nur ein monophasisches Antwortmuster.

Da es Theophyllin aus den bereits oben aufgefiihrten Griinden
moglich ist, die cytosolische ca**-Konzentration zu erhdhen,
ist ein Anstieg in einen hemmenden Bereich wahrscheinlicher
als Ursache fiir die initiale Insulinsekretionsverminderung
als ein Abfall des cytosolischen Kalziums in die Ndhe oder
unter die Ausl3dseschwelle.

Der Off-Effekt bei Theophyllinentzug, einhergehend mit einem
ca**-Abfall im Cytosol, kdnnte ein Ausdruck dafiir sein, das
das cytosolische ca*t in der vorausgehenden Hemmungs- und
Potenzierungsphase iiber dem des Off-Effekts liegt, d.h. das
ca''-optimum miite hiervon darunter liegen.

Die Ergebnisse aus den Experimenten mit den Prostaglandinpré-
kursoren erlauben in diesem Zusammenhang keine weiteren Auf-
schliisse iliber deren Rolle im Stimulus-Sekretions-Koppelungs-
modell.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit enthidlt Studien iiber die BeeinfluBbar-
keit der Glucose-stimulierten Sekretionskinetik von Insulin
am isolierten, perfundierten Pankreas der Ratte.

In Vorversuchen wird die chemische Stabilitidt der Prostaglan-
diﬁprékursoren unter diesen Versuchsbedingungen anhand der
8,11,14-(1—14C)—E1cosatrien35ure und der (1-14C)-Arachidon-
siure nachgewiesen. Die dargestellte, geringe Trigheit des
Perfusionssystems erlaubt aussagefdhige Riickschliisse auf die
Kinetik der Insulinsekretion.

Die Prostaglandinprdkursoren 8,11,14 Eicosatrien-, 11,14,17
Eicosatrien-, Arachidon- und Eicosapentaensdure zeigen in
einer Konzentration von IO—SM weder einen Effekt auf die ba-
sale noch auf die Glucose-induzierte Insulinsekretion. Ebenso
ist 0,1 Vol.% bzw. 0,05 Vol.% Athanol ohne Einflus.
Praperfusion mit 5 mM Theophyllin fiihrt zu einer Verdoppelung
beider Phasen der (20 mM) Glucose-induzierten Insulinfrei-
setzung bei 0,5, 2,5 und 5 mM Kalzium. Der Entzug von Theo-
phyllin verursacht bei 0,5 und 2,5 mM ca** einen kurzzeitigen
Anstieg der Insulinsekretion, aber nicht bei 5 mM ca*t.

Dem Hinzufiigen von 2, 5 oder 10 mM Theophyllin in die zweite
Phase der Glucose-stimulierten Insulinsekretion folgt dosis-
unabhingig zunichst eine voriibergehende Hemmung, dann eine
Phase der Potenzierung und schlieBlich nach dem Entzug von
Theophyllin wiederum ein kurzzeitiger InsulinausstoB.

Eine Erhdhung der extrazellul&ren ca**-Konzentration auf 5 mM
verandert die Theophyllinwirkungen nicht, jedoch bringt die
Erniedriqgung auf 0,5 mM die Pqtenzierungsphase zum Verschwin-
den.

D 600, ein Blocker von transmembranosen Ca+'—Kan51en, hemmt
die Glucose-induzierte Insulinsekretion anhaltend und dosis-
abhdngig (0,8 - 8 FM D 600).

Die gleichzeitige Anwesenheit (oder eine Vorperfusion) von

10 mM Theophyllin hebt diese Wirkung auf und setzt das o.g.
Sekretionsmuster von Theophyllin durch.
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Diese Ergebnisse werden am gegenwdrtigen, biochemisch-
physiologischen Modell der Stimulus-Sekretions-Koppelung
diskutiert.

Den Prostaglandinprdkursoren kommt unmittelbar keine zentrale
Bedeutung im InsulinfreisetzungsprozeB zu. Im Gegensatz dazu
iiben die extra- und intrazelluldren Kalziumkonzentrationen
sowie die Theophyllin-modulierte intrazelluldre cAMP-Konzentra-
tion einen erheblichen EinfluB aus. Die Annahme eines eng um-
schriebenen intrazelluliren Ca''-Konzentrationsbereiches fiir
die optimale Sekretionsantwort in der zweiten Phase der Glu-

cose-induzierten Insulinfreisetzung wird untermauert.
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