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The effect of N,n-butylbiguanide on the metabolism of
isolated perfused livers of normal and alloxan-diabetic ke-
totic rats.

Summary. The effect of N, n-butylbiguanide on the
metabolism of isolated perfused livers of normal and
alloxan-diabetic ketotic rats was studied. — Ny,n-butyl-
biguanide in a concentration of 2.55 - 10 M in the per-
fusion medium had the following effects: 1. The amino
acid balance of normal and diabetic livers was altered in
a positive direction. The continuous net output of a-amino
acids seen in control experiments decreased significantly
under butylbiguanide and a net uptake of «-amino acids
took place. 2. The net output of inorganic phosphate by
normal and diabetic livers was significantly diminished by
butylbiguanide. 3. The elevated net output of urea by
diabetic livers decreased significantly under butylbigua-
nide. The urea balance of normal livers remained unchang-
ed. 4. The net output of potassium by diabetic livers was
significantly diminished by butylbiguanide. 5. The lactate/
pyruvate-ratio, which was elevated in experiments with
diabetic livers became normalized more rapidly in presence
of butylbiguanide. 6. Bile production of normal and dia-
betic livers was stimulated by butylbiguanide. This sti-
mulation was significant in experiments with diabetic
livers. — In experiments with normal and diabetic livers
N,,n-butylbiguanide in a concentration of 2.55 - 10-* M
did not have any significant effect on the glucose balance,
the uptake of non-esterified fatty acids, the production
of ketone bodies, the liver blood flow, or liver glycogen
content. — Nj,n-butylbiguanide at a concentration four
times greater (1.02 - 10-* M) had the following effects in
experiments with normal livers: 1. The positive effect
of the smaller biguanide concentration (2.55 - 10— M) on
the amino acid balance could not be demonstrated with
the higher concentration. 2. The concentration of lactate
in the medium showed a significant increase. 3. The lac-
tate/pyruvate-ratio was significantly higher than in con-
trol experiments. — At a concentration of 1.02 - 10-* M
the equilibration volume for butylbiguanide was greater
than the plasma volume. A measurable decrease in the
medium concentration of butylbiguanide did not oeccur
during the 8 hours of perfusion with either a low or a
high concentration. The biguanide excretion with bile was
minimal.

L'action de la Nyn-butylbiguanide sur le métabolisme
du foie isolé et perfusé de rats normaux et de rats rendus
diabétiques cétosiques par Palloxane.

Résumé. On a étudié action de la N n-butylbiguanide
sur le métabolisme des foies isolés et perfusés de rats
normaux et de rats rendus diabétiques ecétosiques par

Palloxane. — A une concentration de 2.55 - 10-% mole/l

dans le milieu de perfusion, la Ny,n-butylbiguanide avait

* Mit Unterstittzung der Deutschen Forschungsge-
meinschaft, Bad Godesberg.

** Teilergebnisse wurden auf dem IIL. Internat. Sym-
posion iiber Diabetesiragen (1963) vorgetragen (s. MoH-
NIKE, G., ed., IT. Internat. Sympos. iiber Diabetesfragen,
S. 221ff., Karlsburg b. Greifswald).

les effets suivants. — 1. Le bilan des acides aminés des
foies normaux et diabétiques était modifié dans un sens
positif. La sortie nette et continue des acides «-aminés,
que l'on observait dans les expériences de controéle, di-
minuait significativement sousl'effet de la butylbiguanide;
il se produisait méme une nette captation des acides o-
aminés. — 2. La quantité nette de phosphate inorganique
sortant des foies normaux et diabétiques, était significa-
tivement diminuée par la butylbiguanide. — 3. La quan-
tité nette et élevée d’urée sortant des foies diabétiques
diminuait significativement sous 'effet de la butylbigua-
nide. Le bilan de I'urée des foies normaux demeurait in-
changé. — 4. La quantité nette de potassium sortant des
foies diabétiques était significativement diminuée par la

‘butylbiguanide. — 5. Le rapport lactate/pyruvate, qui

était élevé dans les expériences effectuées sur les foies
diabétiques, était normalisé plus rapidement en présence
de butylbiguanide. — 6. La production de bile des foies
normaux et diabétiques était stimulée par la butylbigua-
nide. Cette stimulation était significative dans les ex-
périences sur les foies diabétiques. — Dans les expériences
effectuées sur les foies normaux et diabétiques, la Ny,-
n-butylbiguanide, & une concentration de 2.55 - 10-% M,
n’avait aucune action significative sur le bilan net du
glucose, la captation des acides gras non-estérifiés, la pro-
duction de corps cétoniques, le débit sanguin hépatique
ou le glycogéne du foie. — Dans les expériences sur les
foies normaux, la Nj,n-butylbiguanide, & une concen-

tration quatre fois plus élevée (1.02 - 10~ M) avait les

effets sutvants: 1. L’effet positif, obtenu avec la con,
centration la plus faible de biguanide (2.55 - 10-% M) sur
le bilan des acides aminés ne pouvait plus étre démontré
avec la concentration la plus élevée. — 2. La concentra-
tion de lactate dans le milieu était significativement aug-
mentée. — 3. Le rapport lactate/pyruvate était signi-
ficativement plus élevé que dans les expériences de con-
trole. — A une concentration de 2.55 - 10-® M, la butyl-
biguanide se trouvait exclusivement dans la fraction plas-
matique du milieu de perfusion. — A une concentration
de 1.02 - 10-t M, V’espace de distribution de la butyl-
biguanide était plus grand que le volume du plasma. —
Pendant les 3 heures de perfusion, il ne s’est pas produit
de diminution mesurable dans la concentration de butyl-
biguanide du milieu, ni avec la concentration faible, ni
avec la concentration élevée. — L’élimination de la bi-
guanide par la bile était minime.

Zusarnvmenfassung. An isolierten perfundierten Lebern
von normalen und von alloxandiabetischen ketotischen
Ratten wurde der Effekt von Ny,n-Butylbiguanid auf den
Leberstoffwechsel untersucht. — N;,n-Butylbiguanid in
einer Konzentration von 2.55 - 10-> M im Perfusionsme-
dium hatte folgende Effekte. — 1. Die Aminoséurebilanz
normaler und diabetischer Lebern wurde in positiver
Richtung verdndert. Die in Kontrollversuchen feststell-
bare kontinuierliche Nettoabgabe von o-Aminosiuren
nahm unter Butylbiguanid signifikant ab oder es kam
sogar zu einer Nettoaufnahme von o«-Aminosduren. —
2. Die Nettoabgabe von anorganischem Phosphat durch
normale und diabetische Lebern wurde durch Butyl-
biguanid signifikant vermindert. — 3. Die erhéhte Netto-
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harnstoffabgabe diabetischer Lebern wurde durch Butyl-
biguanid signifikant vermindert. Die Harnstoffbilanz nor-
maler Lebern blieb unbeeinflut. — 4. Die Nettoabgabe
von Kalium durch diabetische Lebern wurde durch Butyl-
biguanid signifikant vermindert. — 5. Der in Experimen-
ten mit diabetischen Lebern erhohte Lactat/Pyruvat-
Quotient im Perfusionsmedium normalisierte sich bei Bu-
tylbiguanidzusatz rascher. — 6. Die Gallebildung nor-
maler und diabetischer Lebern ist unter Butylbiguanid
gesteigert. Die Steigerung ist in den Hxperimenten mit
diabetischen Lebern signifikant. — N,n-Butylbiguanid
in einer Konzentration von 2.55 - 10> M hatte keinen sig-
nifikanten Effekt auf die Nettoglucosebilanz, die Auf-
nahme unveresterter Fettséiuren, die Ketonkérperbildung,
die Leberdurchblutung und die Anderungen des Leber-
glykogengehaltes in Experimenten mit normalen und dia-
betischen Lebern. — Ni,n-Butylbiguanid in einer 4-fach
héheren Konzentration (1.02 - 10~* M) hatte in Experi-
menten mit normalen Lebern folgende Wirkung: 1. Der
positive Effekt der kleineren Biguanidkonzentration

Die Vorstellung von Wirriams [39, 46], dal} die
blutzuckersenkenden Biguanide ihren therapeuti-
schen Effekt iiber eine Steigerung der anaeroben Gly-
kolyse entfalten, war von Anfang an wenig iiber-
zeugend, da ein solcher Wirkungsmechanismus nur
auf dem Wege fiiber eine allgemeine Stoffwechsel-
schidigung zustande kommen kénnte. Tierexperimen-
telle Befunde, welche die ,,Glykolysetheorie” zu
stiitzen schienen, waren mit Biguanidkonzentrationen
erzielt worden, die um den Faktor 102 bis 103 iiber den
therapeutisch erzielten Plasmaspiegeln lagen.

In vitro-Untersuchungen mit Biguanidkonzentra-
tionen, die dem Bereich therapeutisch erzielbarer Bi-
guanidplagmaspiegel wesentlich néher lagen, haben in
Abwesenheit von Insulin keine eindeutigen Effekte
auf den Energiestoffwechsel von Fett- oder Muskelge-
webe ergeben (s. Diskussion). Auch die Frage einer
Potenzierung der Insulinwirkung auf den Glucosestoff-
wechsel von Muskel- oder Fettgewebe ist noch véllig
offen (s. Diskussion).

Andererseits haben bereits frithere Untersuchungen
von Wick et al. [44], die inzwischen durch BECcRMANN
[2, 4] bestitigh und erweitert wurden, gezeigt, daf
oral zugefithrte Biguanide iiber einen lingeren Zeit-
raum in der Leber angereichert werden. Es lag daher
nahe, die Wirkung von Biguaniden auf den Stoff-
wechsel der isolierten perfundierten Leber zu unter-
suchen. Experimente dieser Art fehlen. AuBerdem wur-
den frithere Untersuchungen, die sich mit der Beein-
flussung des Leberstoffwechsels durch Biguanide be-
faBten, stets mit sehr hohen Dosen durchgefiihrt [17,
39, 40, 41, 43]. Die im Folgenden mitgeteilten Unter-
suchungen an isolierten Lebern von normalen und
alloxandiabetischen ketotischen Ratten wurden des-
halb mit einer Biguanidkonzentration (N;, n-Butyl-
biguanid) von 2.55 - 10-5 M durchgefiihrt. Diese Kon-
zentration liegt nur 5--10 mal héher als die bei
Butylbiguanid-behandelten Diabetikern gemessenen
Plasmaspiegel [2, 4, 34]. Zum Vergleich wurden auch
einige Versuche mit einer 4-fach hoéheren Butylbi-
guanidkonzentration (1.02 - 10-* M) durchgefiihrt.
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(2.55 - 10-> M) auf die Aminosdurebilanz war nicht mehr
nachweisbar. — 2. Die Lactatkonzentrationen im Medium
waren deutlich erhoht. — 3. Der Lactat/Pyruvat-Quotient
im Medium lag deutlich héher als in den Kontrollex-
perimenten. — Bei einer Butylbiguanidkonzentration von
2.55 -+ 10 M befand sich das zugegebene Biguanid aus-
schlieBlich. im Plasmaanteil des Perfusionsmediums. Bei
einer Butylbiguanidkonzentration von 1.02 - 10-¢ M war
der Verteilungsraum des Butylbiguanids grofer, als dem
Plasmavolumen entsprach. Weder bei Verwendung der
niedrigen, noch bei Verwendung der hohen Biguanidkon-
zentration trat ein meBbarer Konzentrationsabfall im
Medium wéhrend der dreistiindigen Perfusion ein. Die
Biguanidausscheidung mit der Galle war minimal.

Key-words: n-Butilbiguanid, Leberstoffwechsel, Glu-
coneogenese, Glucosebilanz, Lactat, Pyruvat, Quotient,
Aminosdurebilanz, anorganisches Phosphat, Kalium,
NEFA-Aufnahme, Ketogenese, Butylbiguanidstoffwech-
sel, Alloxandiabetes.

Methodik

Zur Untersuchung wurden ménnliche Sprague-
Dawley-Ratten eines Inzuchtstammes der Gesellschaft
fiilr Versuchstierzucht, Hannover-Linden, verwendet.
Gewicht 190250 g.

Die Vorbereitung der Tiere, die Erzeugung des Allo-
xandiabetes und der diabetischen Ketose wurden in einer
fritheren Mitteilung [35] ausfiihrlich beschrieben. Alle
Tiere blieben vor Versuchsbeginn 20 Stunden niichtern.

Soweit nicht anders erwéhnt, wurden dem Perfusions-
medium vor Versuchsbeginn 2.55-10-5> Mol/l N,,n-Butyl-
biguanid! zugesetzt. In 3 Versuchen mit Lebern normaler
Tiere enthielt dags Medium 1.02-10-¢ Mol/l N, ,n-Butylbi-
guanid. Die Versuche begannen 20 Minuten nach dem In-
gangkormmen der Leberdurchstrémung in der Perfusions-
apparatur. Die Versuchsdauer betrug 180 min. Opera-
tionstechnik, Perfusionsapparatur und Zusammensetzung
des Mediums entsprachen den fritheren Angaben [35]. Die
Glucoseausgangskonzentration im Medium betrug in allen
Versuchen 11.1 mMol/l, die Ausgangskonzentrationen
an unveresterten Fettsduren (NEFA) 2.5—3.5 mval/l.

Die Bestimmung von Glucose, Lactat, Pyruvat,
NEFA, Gesamtketonkérpern, a-Amino-N, Harnstoff, an-
organischem Phosphat (P;), Kalium und Leberglykogen
erfolgte mit den frither [35] angegebenen Methoden.

Bestimmung der Butylbiguanidkonzentration in Per-
fusionsplasma und Galle:

Die Methode, die in dhnlicher Weise bereits von BEck-
MANN [2, 4] angewendet wurde, basiert auf der Tatsache,
dafl Ny,n-Butylbiguanid bei neutralem pH im UV-Bereich
ein Absorptionsmaximum bei 233 my hat, das nach Zu-
gabe von Sédure verschwindet (s. Abb. 1). Nach SEAPIRO
[31] liegen die meisten mono-substituierten Biguanide bei
neutralem pH in einer monobasischen Ringform vor. Bei
stark saurem pH tritt dagegen im wesentlichen die nicht-
geschlossene, dibasische Form auf (s. Abb. 1). Der Uber-
gang von der monobasischen Ringform in die offene di-
basische Form dirfte die Ursache des Verlustes der Licht-
absorption bei 233 mu nach Zugabe von Séure sein.

Wiahrend die Messung in wiBrigen Losungen kein
Problem darstellt, bereitet die Bestimmung in biologi-
schem Material gewisse Schwierigkeiten, da bei der Li-

1 N,,n-Butylbiguanid (Silubin®) wurde uns freund-
licherweise von Herrn Dr. G. Micuaern, Chemie Griinen-
thal GmbH, Stolberg/Rhld. zur Verfiigung gestellt. Es
liegt als N,,n-Butylbiguanid-HCI vor.

21



320

weillfiallung ein mehr oder weniger grofer Verlust auf-
tritt. Von den von uns untersuchten Fallungsverfahren
(Hitzefallung, Methanolfdllung, Athanolfillung, Fallung
mit Bariumhydroxyd und Zinksulfat, 30 min Kochen in
0.05%iger Essigsdurelosung, Trichloressigsdure, 5 N
HC10,) erwies sich die Perchlorséurefdllung als am besten
geeignet. Im einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: 5 ml
Perfusionsplasma wurden mit 1 ml 5 N HCIO, versetzt
und nach beendigter Fillung 10 Min. bei 5000 g zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde mit 4 N KOH neutralisiert
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Abb. 1. a) Mono- und dibasische Form der Biguanide. b) Ubergang
der monobasischen in die dibasische Form nach Behandlung von N,
n-Butylbiguanid mit HCl. Butylbiguanid (5.02 - 10— M) in .0 ge-
16st, hat ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 233 mu. Nach
Zugabe von 0.10 ml 4 N HCI zu 8 ml wiBriger Butylbiguanidlsung ver-
schwindet die Absorption bei 283 myu nahezu vollstindig
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gesellschaft Berlin-Duisburg, Sédulenhdhe 20 cm, Sdulen-
durchmesser 2 em). Die Sdule wurde mit 200 ml Aqua
dest. gewaschen und anschlieBend das Biguanid mit 80 ml
einer 0.425 N NaCl-Losung von der Séule eluiert. Im Ro-
tationsverdampfer wurde das Eluat vorsichtig auf 1 —2 ml
eingeengt uwnd mit Aqua dest. auf ein Volumen von 6 ml
gebracht. 3 ml dieser Losung wurden in einer Quarzkuvette
(d = 1 cm) bei 233 my im Spektralphotometer PM@Q 1T
der Firma Zeiss vor {E,) und nach (E,) Zugabe von 0.1 ml
einer 4 N HCl gemessen. Aus der Extinktionsdiffereng
E,—E, wurde mit Hilfe einer Eichkurve die Biguanid-
konzentration ermittelt. — Der Biguanidverlust wiahrend
der Siulenpassage und wihrend des Einengens ist nicht
groBer als 10— 15%,. Die EiweiBfallung bedingt hingegen
einen Verlust von ca. 30%,. Aus diesemn Grunde wurden
zur Erstellung einer Eichkurve bekannte Biguanidkon-
zentrationen zum Perfusionsplasma zugegeben und hier-
mit die Eichkurve erstellt. Biguanidkonzentrationen un-
ter 1 pg/ml kénnen mit der genannten Methode nicht
mehr genau erfalt werden. Sie ist aber wesentlich emp-
findlicher als die von FrReEDMAN et al. [18] angegebene
colorimetrische Methode mit o-Naphtol-Diacetyl-Rea-
genz.

Zur Bestimmung von N n-Butylbiguanid in Galle
wurden 3 ml Galle (Galle aus 2—3 Versuchen wurde ge-
poolt} auf die Permutitsdule gegeben. Waschen und Elu-
ieren der Saule, sowie der weltere Bestimmungsgang wie
bei der Biguanidbestimmung im Plasma beschrieben. Eine
Eichkurve wurde mit bekannten Butylbiguanidkonzen-
trationen in Galle angelegt.

Statistische Methoden:

Abgesehen von Lactat, Pyruvat und Glykogen wur-
den die Konzentrationsinderungen der verschiedenen
Metabolite auf 10 g Feuchtleber bezogen.

In den Tabellen werden die Mittelwerte und die ein-
fache Standardabweichung angegeben. Varianzanalyse
mit dem t-Test nach STupENT. In den Tabellen und Ab-
bildungen bedeutet +, daf die angegebene Konzentra-
tion iiber, —, daB} sie unter der Ausgangskonzentration
liegt.

Hrgebnisse

1. Untersuchungen mit 2.65 - 10-5 Mol|l N,, n-Butyl-
biguanid im Perfusionsmedium. Das Verhalten der
Glucosekonzentration im Medium wird durch den Bi-

Tabelle 1. Anderungen der Qlucosekonzentration in mMol[l im Medium bei Perfusion isolierter Lebern von normalen und
diabetischen Ratten n Amwesenheit von Butylbiguanid (2.55 + 10-5 M). (Die Anderungen sind bezogen auf die Ausgangs-
konzentrationen ber t = 0 und auf 10 g Leber).

Zeit in Minuten

Glucose 0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0 + 0.07 + 0.28 + 0.31 + 0.44 + 0.32 + 0.10 8
ohne BG + 0.56 + 1.40 + 1.51 + 1.39 + 1.51 4 1.26
Normal 0 + 0.35 + 0.49 + 0.67 + 0.85 + 0.87 + 0.91 6
mit BG + 0.33 + 0.47 + 0.51 + 0.67 4+ 0.54 4 0.70
p-Wert > 0.25 > 0.10
Diabetisch 0 + 0.27 + 0.46 + 0.74 + 0.63 + 1.15 + 1.10 5
ohne BG + 0.69 + 0.81 + 1.64 + 2.39 + 2.50 + 3.60
Diabetisch 0 + 1.15 + 1.60 + 1.79 4 1.59 + 1.59 + 1.75 6
mit BG + 0.86 + 0.91 -+ 1.38 + 1.95 + 2.41 + 2.37
p-Wert > 0.30 > 0.30

(Glaselektrode). Zur Ausfdllung des entstandenen KClO,
wurde der Ansatz fiir 1 Stunde in ein Kisbad ge-
bracht. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugation
(10 min, 5000 g) entfernt und der Uberstand auf einen
Kationenaustauscher gebracht (Permutit-G der Permuti-

guanidzusatz nicht signifikant beeinflufit. Unter Bu-
tylbiguanid steigt die Glucosekonzentration bei Ver-
suchen mit Lebern normaler Tiere kontinuierlich und
stirker an als in den Kontrollexperimenten (s. Tab. 1).
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Der Unterschied ist nicht signifikant. Die mittlere
Nettoglucoseabgabe diabetischer Lebern ist mit und
ohne Butylbiguanid stdrker als diejenige normaler
Lebern. Auch hier fehlt ein signifikanter Effekt von
Butylbiguanid (s. Tab. 1).

Die Qlykogenbildung normaler und diabetischer Le-
bern wird durch Butylbiguanid nicht signifikant be-
einflufit (s. Tab. 2).

In den Experimenten mit diabetischen Lebern und
Butylbiguanidzusatz lagen die Glykogenwerte im Mittel
deutlich hoher als in den diabetischen Kontrollexperi-
menten. Unterschiede im Schweregrad des Diabetes kénn-
ten diese Differenz erkliren: So betrug die mittlere Keton-
korperausscheidung in der Gruppe der diabetischen Tiere,
deren Lebern mit Biguanid-haltigermm Medium perfundiert
wurden, unmittelbar vor dem Versuch 10.3 mMol/24h im
Vergleich zu 5.9 mMol/24h in den diabetischen Kontrollen.
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Unterschiede sind in der 150. und 180. Versuchsminute
gignifikant (s. Tab. 3). In den Experimenten mit
diabetischen Lebern war hingegen genau das Umge-
kehrte zu beobachten: Die in Experimenten mit diabe-
tischen Kontrollen erhéhte Anfangskonzentration von
Lactat fallt unter Butylbiguanid in gleicher Weise
bis zur 90. Versuchsminute ab wie in den Experi-
menten mit diabetischen Kontrollen. Der in Experi-
menten mit diabetischen Lebern im Vergleich zu
normalen Lebern verzogert einsetzende Anstieg der
Lactatkonzentration in der 2. Versuchshélfte [35] er-
folgt in Anwesenheit von Butylbiguanid schneller. Der
Unterschied ist aber nicht signifikant (s. Tab. 3).

Die Pyruvatkonzentration veréndert sich in Kon-
trollexperimenten mit normalen Lebern in dhnlicher
Weise wie die Lactatkonzentration: Sie fillt in der

Tabelle 2. Anderungen des Glykogengehaltes in g/100 g Feuchtleber bei Perfusion isolierter Lebern von normalen und dia-
beteschen Ratlen in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.55 + 10~ M)

Zeit in Minuten

Glykogen 0 30 60 0 120 150 180 a
Normal 0.066 — — — 0.208 — 0.239 8
ohne BG 4 0.039 + 0.127 -+ 0.170
Normal 0.042 — — — 0.147 — 0.180 6
mit BG -+ 0.010 + 0.130 4+ 0.108
p-Wert > 0.30 > 0.30
Diabetisch 0.399 — — — 0.707 — 0.690 5
ohne BG -- 0.400 + 0.562 -+ 0.603
Diabetisch 0.916 - — — 1.217 — 1.153 6
mit BG -+ 0.846 -+ 1.400 4- 1.22
p-Wert > 0.30 > 0.20

Tabelle 3. Anderungen der Konzentration von Lactat in mMol[l im Medium bei Perfusion isolierter Lebern von normalen
und diabetischen Raiten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.65 - 10-5 M)

Zeit in Minuten

Lactat

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0.730 0.565 0.406 0.366 0.441 0.648 0.932 8
ohne BG -+ 0.224 + 0.123 + 0.185 -+ 0.162 -+ 0.232 -+ 0.331 + 0.407
Normal 0.847 0.745 0.528 0.372 0.236 0.293 0.459 6
mit BG + 0.547 + 0.425 + 0.253 + 0.183 + 0.107 + 0.099 -+ 0.202
p-Wert < 0.02 < 0.02
Diabetisch 1.330 0.950 0.650 0.330 0.260 0.270 0.430 5
ohne BG -+ 0.690 + 0.450 -+ 0.185 + 0.082 + 0.118 + 0.114 -+ 0.186
Diabetisch 1.340 0.992 0.375 0.365 0.423 0.415 0.700 6
mit BG + 0.457 + 0.278 -+ 0.210 + 0.185 + 0.250 -+ 0.350 + 0.432
p-Wert < 0.05 > 0.10

Die Lactatkonzentration zeigt in Versuchen mit
normalen Lebern mit und ohne Butylbiguanid einen
deutlichen Abfall. Ohne Butylbiguanid kommt es von
der 90. Minute an zu einem Wiederanstieg der Lactat-
konzentration. Bei Versuchsende ist die Ausgangs-
konzentration iiberschritten. Unter Butylbignanid
setzt der Wiederanstieg dagegen erst nach der 120.
Minute ein. Die Lactatkonzentration liegt bei Versuchs-
ende weit unter der Ausgangskonzentration. Die

ersten Versuchshilfte ab, um in der 2. Versuchshélfte
weit iiber den Ausgangswert anzusteigen. Demgegen-
iiber bleibt die Pyruvatkonzentration unter Butyl-
biguanid bis zur 120. Minute relativ konstant, um
danach deutlich langsamer anzusteigen als in den
Kontrollexperimenten (s. Tab. 4). Bei Versuchsende
ist der Unterschied signifikant (p < 0.05).

In Kontrollexperimenten mit Lebern von diabe-
tischen Tieren verhilt sich die Pyruvatkonzentration
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ebenfalls dhnlich wie die Lactatkonzentration: Ohne fikant beeinfluit (s. Tab. 5). Der in Experimenten mit
Biguanidzusatz erfolgt der Anstieg in der 2. Versuchs- diabetischen Lebern zu Versuchsbeginn signifikant
hdlfte im Vergleich zu Experimenten mit normalen erhéhte L/P-Q [35] fillt unter Butylbiguanid schneller
Lebern verzogert. Unter Butylbiguanid steigt die auf normale Werte ab (s. Tab. 5). Der Unterschied der
Pyruvatkonzentration dagegen auch bei Experi- 60-Minuten-Werte ist signifikant.

Tabelle 4. Anderungen der Konzentration von Pyruvat in mMoll im Medium bei Perfusion isolierter Lebern von normalen
und diabetischen Ratten tn Arnwesenheit von Butylbiguanid (2.5 - 10-5 M)

Zeit in Minuten

Pyruvat

0 30 60 90 120 150 180 "
Normal 0.065 0.045 0.042 0.053 0.086 0.117 0.146 8
ohne BG + 0.022 -+ 0.009 -+ 0.006 -+ 0.017 -+ 0.034 -+ 0.085 -+ 0.058
Normal 0.059 0.067 0.070 0.063 0.059 0.073 0.088 6
mit BG + 0.054 + 0.034 + 0.043 + 0.036 -+ 0.028 + 0.019 + 0.033
p-Wert < 0.05
Diabetisch 0.047 0.036 0.040 0.025 0.029 0.049 0.077 5
ohne BG + 0.01 + 0.006 + 0.015 -+ 0.011 + 0.012 + 0.017 -+ 6.042
Diabetisch 0.048 0.048 0.045 0.064 0.060 0.098 0.135 6
mit BG + 0.005 4+ 0.010 + 0.014 -+ 0.028 4+ 0.029 + 0.059 -+ 0.085
p-Wert > 0.10

Tabelle 5. Anderungen des Lactat/ Pyruvat-Quotienten (L[P-Q) 4m Medium bei Perfusion isolierter Lebern von normalen
und diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.65 - 10-5 M)

Zeit in Minuten

Lie-Q 0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 11.2 12.5 9.7 6.9 5.5 5.5 6.4 8
ohne BG + 4.0 + 4.0 3.5 6.1 + 1.7 4+ 1.1 + 1.6
Normal 14.3 11.1 7.5 5.9 4.0 4.0 5.2 6
mit BG + 4.5 + 5.6 + 4.2 + 3.2 + 3.4 + 1.2 -4 2.8
p-Wert > 0.25
Diabetisch 28.3 26.4 16.2 11.4 9.0 5.5 5.6 5
ohne BG + 11.6 -+ 13.5 + 7.6 + 34 4 4.4 + 2.8 + 1.7
Diabetisch 27.5 20.6 8.3 5.7 7.1 4.2 5.2 6
mit BG + 12.4 + 7.4 + 3.6 + 4.9 + 6.8 + 24 + 1.2
p-Wert < 0.05
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wie in Experimenten mit normalen Lebern ohne Butyl- (NEFA), die in Kontrollexperimenten keinen Unter-

biguanidzusatz (s. Tab. 4). Die Einzelwerte streuen schied zwischen Lebern von normalen und diabetischen

aber so stark, daB dieser Effekt nicht signifikant ist. Ratten erkennen a8t [35], wurde durch Butylbi-
Die Anderungen des Lactat/Pyruvat-Quotienten. guanid nicht signifikant beeinfluBt (s. Tab. 6 und

(L/P-Q) im Medium werden in Experimenten mit Le-  Abb. 2).

bern normaler Tiere durch Butylbiguanid nicht signi- Auch die Verdnderungen der Gesamtketonkorper-
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Tabelle 6. Anderungen der Konzentration freier Fettsduren (NEFA) in mvalll im Medium bei Perfusion isolierter Lebern
von normalen und diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.55 - 10~ M). (Die Anderungen sind bezogen
auf die Ausgangskonzentrationen bei t = 0 und auf 10 g Leber)

NEFA Zeit in Minuten

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0 - 1.36 —2.25 — 2.39 — 2.54 — 2.58 — 2.61 8
ohne BG + 0.65 4 0.80 + 1.06 4 1.06 + 1.01 4+ 1.06
Normal 0 — 1.47 — 2.45 — 2.73 — 201 — 3.02 — 3.06 8
mit BG + 0.19 — 0.53 + 0.64 + 0.81 + 0,88 + 0.80
p-Wert > 0.30
Diabetisch 0 — L71 - 2.71 — 3.00 — 3.25 —3.21 — 3.27 5
ohne BG 4+ 0.30 + 0.45 + 0.56 4 0.56 + 0.59 + 0.57
Diabetisch 0 — 1.69 — 2.41 — 2.60 — 2.66 — 2.77 — 2.82 6
mit BG + 0.58 + 0.79 + 0.86 4+ 0.99 + 1.11 4+ 1.13
p-Wert > 0.30

Tabelle 7. Anderungen der Konzentration der Gesamitketonkorper in mMol[l im Medium bei Perfusion isolierter Lebern
von normalen und diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.65 - 105 M). (Die Anderungen sind bezogen
auf die Ausgangskonzentrationen bei t = 0 und auf 10 g Leber)

Zeit in Mi
Gesamt-Ketonkorper elt in Minuten

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0 + 2.90 + 4.82 + 4.75 + 4.18 + 3.64 + 3.26 8
ohne BG + 0.57 + 0.92 + 0.49 + 0.87 4+ 0.90 + 0.83
Normal 0 + 3.45 + 5.50 + 6.00 + 5.75 + 5.33 + 4.76 6
mit BG + 1.95 4 1.34 4+ 1.74 + 1.74 4+ 1.99 4 2.12
p-Wert > 0.20 > 0.10 < 0.05 > 0.10
Diabetisch 0 + 2.64 + 5.13 -+ 5.47 + 5.60 + 5.05 + 4.54 5
ohne BG + 1.05 + 1.17 -+ 0.99 4+ 1.31 + 1.28 -4 1.38
Diabetisch 0 + 3.61 + 5.68 + 6.35 + 5.76 + 5.34 + 4.97 6
mit BG + 1.24 + 1.03 4+ 1.28 + 2.08 + 2.15 4+ 2.14
p-Wert > 0.20 > 0.30

Tabelle 8. Anderungen der Konzentration des a-Amino-N in mg/[l im Medium bei Perfusion isolierter Lebern von normalen
und diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.56 - 10-5 M). (Die Anderungen sind bezogen auf die Aus-
gangskonzentrationen bei t = 0 und auf 10 g Leber)

wAmine-N Zeit in Minuten

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0 41 168 1135 + 157 £ 20.2 1 26.3 8
ohne BG + 2.7 132 1 34 + 3.1 1 6.0 4 58
Normal 0 — 09 — 28 — 3.9 — 27 — 01 + 1.0 6
mit BG 145 + 5.1 + 7.0 + 59 4 6.0 L 59
p-Wert < 0.01 < 0.001 < 0.001 < 0001 < 0.001
Diabetisch 0 1+ 2.2 + 7.7 + 9.6 + 16.6 + 23.6 4 32,5 5
ohne BG 1+ 1.9 129 1 2.8 + 5.0 + 6.3 4 4.8
Diabetisch 0 — 18 —03 + 22 + 5.5 1 88 + 127 6
mit BG L 54 L 5.5 4 6.3 4 44 + 5.1 + 78
p-Wert < 0.02 < 002 < 0.01 < 0.01 < 0.001

konzentration lassen keinen signifikanten EinfluB von
Butylbiguanid erkennen (s. Tab. 7).

Lebern normaler Tiere weisen in Versuchen ohne
Butylbiguanid einen etwas, aber noch nicht signifikant
geringeren Anstieg der Ketonkorperkonzentration auf.
In dieser Gruppe lag aber auch die NEFA-Ausgangs-
konzentration und dementsprechend die NEFA-Auf-
nahme am tiefsten (s. Tab. 6).

Die a-Amino-N-Bilanz wird bei Anwesenheit von
Butylbiguanid im Sinne einer fehlenden bzw. ver-
minderten Nettoabgabe verdndert. Wihrend die o-
Amino-N-Konzentration ohne Butylbiguanid in Ex-
perimenten mit Lebern normaler und diabetischer Rat-
ten einen kontinuierlichen Anstieg zeigt, kommt es
unter Butylbiguanid in Versuchen mit normalen Le-
bern zu keinem Anstieg oder sogar zu einer Netto-
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Tabelle 9. Anderungen der Konzentration des Harnstoff-N in mMolfl im Medium bei Perfusion isolierter Lebern von
normalen und diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.55 - 10-° M). (Die Anderungen sind bezogen auf
die Ausgangskonzenirationen bei ¢ = 0 und auf 10 g Leber)

Harnstoff-N Zeit in Minuten

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0 + 0.35 + 0.86 + 1.15 + 1.58 -+ 2.33 +4- 2.62 8
ohne BG - 0.16 + 0.48 + 0.39 + 0.30 + 0.80 + 0.52
Normal 0 + 0.45 + 0.82 4 1.26 -+ 1.68 + 2.33 + 2.68 6
mit BG + 0.09 + 0.21 + 0.25 4 0.36 4 0.50 4 0.66
p-Wert > 0.30
Diabetisch 0 -+ 0.96 + 1.61 + 2.53 -+ 3.47 -+ 4.06 + 5.07 5
ohne BG -+ 0.58 4 0.97 -+ 1.20 + 1.32 + 1.48 + 1.51
Diabetisch 0 + 0.43 + 1.09 + 1.63 + 2.08 + 2.69 + 3.20 6
mit BG 4 0.35 + 0.44 4+ 0.54 + 0.85 + 1.04 + 1.10
p-Wert < 0.05

Tabelle 10. Anderungen der Konzentration an anorganischem Phosphat (P;) in mMol/l im Medium bei Perfusion isolierter
Lebern von normalen und diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.55 - 10-5 M). (Die Anderungen sind
bezogen auf die Ausgangskonzentrationen bei t = 0 und auf 10 g Leber)

Zeit in Minuten

Pg

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0 + 0.32 + 0.47 — + 0.68 — + 0.98 8
ohne BG + 0.11 -+ 0.27 + 0.14 + 0.29
Normal 0 4- 0.13 + 0.19 — + 0.33 - -+ 0.58 6
mit BG --0.10 + 0.14 + 0.24 -+ 0.26
p-Wert < 0.05 < 0.01 < 0.02
Diabetisch 0 -+ 0.30 -+ 0.62 -+ 0.80 -+ 1.18 5
ohne BG: + 0.05 4+ 0.10 — + 0.22 — -+ 0.28
Diabetisch 0 -+ 0.17 -~ 0.26 — + 0.51 — + 0.74 6
mit BG -4~ 0.09 + 0.14 - 0.19 1 0.16
p-Wert, < 0.02 < 0.001 < 0.05 < 0.05

Tabelle 11. Anderungen der Kaliumkonzentration in muall im Medium bei Perfusion isolierter Lebern von normalen und
diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.65 + 10-% M). (Die Anderungen sind bezogen auf die Ausgangs-
konzentrationen bei t = 0 und auf 10 g Leber)

Zeit in Minuten

Kalium 0 30 60 0 120 150 180 py
Normal 0 -+ 0.13 -- 0.66 -+ 1.35 -+ 1.80 -4-2.33 4 2.59 8
ohne BG 4+ 0.32 -+ 0.60 - 0.64 + 0,73 -+ 0.74 -+ 1.03
Normal 0 -+ 0.04 -+ 0.54 -+ 1.00 -+ 1.31 -+ 2.08 + 2.61 6
mit BG -+ 0.18 -+ 0.54 -+ 0.31 -+ 0.60 + 0.73 -+ 0.56
p-Wert > 0.30
Diabetisch ‘ 0 +-0.52 -+ 0.90 + 2.24 -+ 2.90 + 3.31 + 3.60 5
ohne BG + 0.25 + 0.35 -+ 0.81 - 0.65 + 0.77 -+ 0.80
Diabetisch 0 -+ 0.55 -~ 0.61 -+ 0.85 -+ 1.35 + 1.90 + 2.36 6
mit BG =+ 0.57 + 0.34 -+ 0.51 -+ 0.73 + 0.39 -+ 0.44
p-Wert < 0.06 < 0.05 < 0.01 < 0.02

Aufnahme. Der Unterschied ist statistisch signifikant.
(s. Tab. 8). Unter Butylbiguanid 148t sich in Ex-
perimenten mit diabetischen Lebern zwar noch ein
Anstieg der «-Amino-N-Konzentration nachweisen,
dieser ist jedoch signifikant geringer als ohne Butyl-
biguanid-Zusatz (s. Tab. 8).

Die Netto-Harnstoff-Abgabe normaler Lebern wird
durch Butylbiguanid nicht beeinflufit (s. Tab. 9). Die

Netto-Harnstoffabgabe durch diabetische Lebern, die
ohne Butylbiguanid signifikant groBer ist als diejenige
normaler Lebern [35], ist dagegen unter Butylbiguanid
signifikant vermindert (s. Abb. 3 und Tab. 9).

Die Netto-Abgabe von anorgamischem Phosphat
durch normale und diabetische Lebern erfolgt in An-

wesenheit von Butylbiguanid signifikant verzdgert (s.
Tab. 10).
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Tabelle 12. Verhalten des Galleflusses in ml/10 g Leber bei Perfuston isolierter Lebern von normalen und diabetischen
Ratten i Anwesenheit von Butylbiguanid (2.55 - 10-5 M)

Zeit in Minuten
Gallefiufy

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 0.77 1.22 1.60 8
ohne BG + 0.31 + 0.50 + 0.73
Normal 1.06 1.61 2.04 6
mit BG 1 0.25 -+ 0.46 + 0.64
p-Wert > 0.05 > 0.05 > 0.10
Diabetisch 0.50 0.90 1.20 5
ohne BG -+ 0.01 -+ 0.10 -+ 0.30
Diabetisch 0.87 1.47 2.07 6
mit BG -+ 0.39 + 0.49 -+ 0.81
p-Wert < 0.05 < 0.02 < 0.05

Tabelle 13. Anderungen des Leberdurchflusses n mlj10 g Leber/min bei Perfusion isolierter Lebern won normalen und
diabetischen Ratten in Anwesenheit von Butylbiguanid (2.55 - 10-% M)

Zeit in Minuten
Leberdurchfluf

0 30 60 90 120 150 180 n
Normal 21.0 24.6 217.6 28.1 217.5 24.1 23.6 8
ohne BG + 3.3 6.4 -+ 6.9 + 7.0 N 4+ 4.8 4+ 3.5
Normal + 26.5 31.5 32.3 31.7 31.7 32.1 25.2 6
mit BG + 4.7 -+ 8.4 + 5.3 + 4.6 + 7.2 4 3.8 + 10.5
p-Wert > 0.05 > 0.25 > 0.30
Diabetisch 23.0 28.1 30.2 31.0 30.9 31.0 29.1 5
ohne BG + 7.0 + 11.0 + 10.0 + 9.1 + 9.2 + 9.0 + 11.2
Diabetisch 29.6 33.8 35.5 35.9 35.8 35.0 34.2 6
mit BG + 4.2 + 5.1 + 5.1 + 7.9 4+ 10.1 4+ 8.7 -+ 7.0
p-Wert > 0.10 > 0.30 > 0.30
Die Galle-Produktion normaler und diabetischer
Lebern ist unter Butylbiguanid im Mittel deutlich ge-
gteigert (s. Tab. 12). Der Unterschied ist aber nur in
Ot Butylbiguand den Experimenten mit diabetischen Lebern signifikant.

ote Butylbiguanid
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Abb. 3. Nettoabgabe von Harnstoff-N durch isolierte perfundierte Lebern

von alloxandiabetischen ketotischen Ratten ohne und mit Zusatz von N,,

n-Butylbiguanid zum Perfusionsplasma (2.55 » 10-° M), (Mittelwerte mit
Standardabweichungen), Die Anderungen sind auf 10 g Leber bezogen

Eine #dhnliche Konstellation findet man bei Be-
trachtung der Netio-Kalium-Abgabe: Wihrend die
Netto-Abgabe von Kalium durch normale Lebern
keine Beeinflussung durch Butylbiguanid erkennenlat,
erfolgt die Netto-Kalium-Abgabe diabetischer Lebern
unter Butylbiguanid signifikant verzogert (s. Tab. 11).

Der BlutfluB durch normale und diabetische Le-
bern wird durch Butylbiguanid nicht signifikant be-
einflult (s. Tab. 13).

II. Untersuchungen mit einer Bulylbiguanid-Kon-
zentration von 1.02 - 10-* Mol[l N,n-Butylbiguanid im
Perfusions- Medium. In drei Experimenten mit Lebern
normaler Ratten wurde die Butylbiguanid-Konzen-
tration auf 1.02 - 10-¢ M erhéht. Die Ergebnisse sind
Tabelle 14 und Abb. 6 zu entnehmen. Im Gegensatz
zu den mit 2.55 - 10-% M Butylbiguanid durchgefithrten
Versuchen lief} sich bei Verwendung der héheren Bu-
tylbiguanid-Konzentration ein Effekt auf die «-Amino-
N-Bilanz nicht mehr nachweisen (s. Abb. 6 und Tab.
14). Gleichzeitig lagen die Medium-Konzentrationen
von Lactat sowie der Lactat-Pyruvat-Quotient deut-
lich héher (s. Tab. 14 bzw. Abb. 4). Dieser Befund, der
bei Verwendung der niedrigeren Biguanid-Konzen-
tration (2.55 + 10-® M) nicht nachweisbar war, lie§}
sich in jedem einzelnen der drei Versuche feststellen.
Die tibrigen Parameter wiesen keine verwertbare Ab-
weichung auf.
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Tabelle 14. Anderungen der Konzenirationen wverschiedener Stoffwechselparameter sowie des Leberdurchflusses und des

Galleflusses bei Perfusion wsolierter Lebern von normalen Ratten in Anwesenheit von 1.02 - 10+ M (/) Butylbiguanid.

(Die Konzentrationsinderungen von Glucose, NEF A, GQesamtketonkdrpern, oa-Amino-N, Harnstoff-N, anorg. Phosphat

und Kalium sind bezogen auf die Ausgangskonzentrationen bei § = 0 und auf 10 g Leber). Die aufgefiihrten Daten sind
Mittelwerte aus dret Versuchen.

Zeit in Mi
Untersuchter Parameter el in Minuten

0 30 60 90 120 150 180 n
Glucose (mMol/1) 0 + 0.12 + 0.59 + 1.09 + 0.92 + 0.67 + 0.23
Lactat {mMol/1) 1.360 1.320 1.325 1.000 0.842 1.208 1.380
Pyruvat (mMol/l) 0.0509 0.0554 0.0574 0.1117 0.1095 0.1740 0.1460
L/P-Q 26.9 24.1 23.1 9.0 17.7 7.0 9.5
NEFA (mval/l) 0 — 1.59 — 2.68 — 2.88 — 3.06 — 3.11 — 3.12
Gesamtketonkorper 0 + 345 + 5.40 + 5.68 4+ 5.35 + 4.70 -+ 4.31
(mMol/1)
a-Amino-N (mg/1) 0 + 3.03 + 8.30 + 10.46 + 14.40 + 18.10 + 22.60
Harnstoff-N (mMol/l) 0 + 031 + 0.50 4+ 1.13 + 1.60 + 2.04 4+ 2.32
Anorg. Phosphat 0 + 0.02 + 0.26 — + 032 — + 0.56
(mMol/1)
Leberglykogengehalt 0.131 0.136 0.141
(2/100 g Feuchtleber)
Kalium (mval/l) 0 + 0.27 + 0.58 -+ 0.78 + 1.10 + 1.73 + 2.40
Leberdurchflufl 26.6 28.6 294 30.4 27.8 26.6 22.1
(m1/10g/min)
GallefluB (ml/10g) 0.72 1.31 1.81
+30 III. Der Stoffwechsel von Nyn-Butylbiguanid bei
- K Perfusion isolierter Rattenlebern. Weder bei Verwendung
B 4B der hohen, noch bei Verwendung der niedrigen Bi-
£ //{ guanid-Konzentration ergab sich ein meBbarer Ver-
X P4 lust von Biguanid wihrend der dreistiindigen Perfu-
e ;/// sion: In den Experimenten mit niedriger Biguanid-
S #5H— A Konzentration (2.55 - 10-* M) betrug die Konzentra-
§ 0 & Bs tion im Perfusionsplasma zu Versuchsbeginn (normale
- und diabetische Lebern) 3.52 - 10-5 M, bei Versuchs-
ende 3.57 - 105 M. In den Versuchen mit der 4-fach
7z By héheren Butylbiguanidkonzentration lag die Aus-
= )\&_\ )r/k gangskonzentration bei 1.07 - 10-4 M, die Konzentra-
40 _ Y | K tion am Versuchsende bei 0.98 - 10-* M (Perfusions-
EoIN y 7 plasma). Die Unterschiede liegen im Bereich der Fehler-
345 SSqg [ tBs breite der Biguanidbestimmungsmethode.
\%: ’ T~ Bei einer eingewogenen Butylbiguanidmenge von
2.55 + 10-° Mol/l Perfusionsmedium werden im Per-
2 fusionsplasma ca. 3.55 - 10-% Mol/l gefunden. Das be-
deutet, dafl Butylbiguanid kaum in gréBerem Um-
SPe fan‘g in die Rinderel.“ythrocyten gelangt sein kann.
a Bei einer Konzentration von 1.02 - 10-* Mol/l Perfu-
I N \ sionsmedium mull dagegen der Verteilungsraum fiir
70 Ry bz Butylbiguanid groBer sein, da auch im Plasmaanteil des
NI e Es Perfusionsmediums nur 1.07 - 10-* Mol/l gefunden
wurden.

g 30 60 B 20 10 780
min
Abb. 4. Anderungen der Konzentrationen von a-Amino-N und Lactat im
Perfusionsplasma bzw. Perfusionsmediom sowie des Lactat/Pyruvat-Quo-
tienten unter dem Einfiufl unterschiedlicher Konzentrationen von Ny, n-
Butylbiguanid im Perfusionsmedium. (K = Kontrollversuche ohne Butyl-
biguanidzusatz; B; = 2.55 - 10-3 M Bufylbiguanid; By, = 1.02 - 10* M
Butylbiguanid). Die perfundierten Lebern stammten von normalen, 20
Stunden niichternen Ratten. (Die dargestellten Kurven sind Mittelwerts-
kurven; s. auch Tab. 3, 5, 8 und 13)

Die nach 3-stiindiger Perfusion aus dem Medium
sdulenchromatographisch isolierte Substanz wies vor
und nach Sédurezugabe das gleiche UV-Spektrum auf
wie zu Versuchsbeginn (s. Abb. 5).

Da die UV-Apsorption aus der bereits erwihnten
monobasischen Ringform resultiert (s. Methodik), schlieBt
die fehlende Verdnderung des UV-Spektrums nicht aus,
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daf wihrend der Perfusion ein Teil des n-Butylbiguanids
in das von BECKMANN [2, 4] bei Ratten beschriebene 3-
Hydroxybutylbiguanid-Derivat umgewandelt worden ist.

Die Biguanidausscheidung mit der Galle war sehr
gering: Sie betrug bei Verwendung der niedrigeren
Butylbiguanid-Konzentration im Mittel 2.14 wMol/ml
Galle, in den Experimenten mit der hoheren Butyl-
biguanidkonzentration 7.28 wMol/ml Galle. Nach dem
oben Gesagten lifit sich nicht ausschlieBen, daB es
sich bei dem ausgeschiedenen Biguanid — zumindest
teilweise — um 3-Hydroxybutylbiguanid gehandelt
hat.
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Abb. 5. Verhalten der UV-Absorption des aus dem Perfusionsplasma iso-
lierten Biguanids vor (E;) und nach (E,) Leberperfusion iiber 8 Stunden. E,
bzw. By = Absorption vor Zusatz von HCi, E,HCI bzw. K, HCl = Absorp-
tion nach Zusatz von HCl. A E; bzw. A\ E, = Differenzkurve aus den
Absorptionen vor und nach HCl-Zugabe. Die vor Beginn der Perfusion ein-
gesetzte Konzentration an Nj, n-Butylbiguanid betrug 2.55 - 10~* M

Diskussion

Unter unseren experimentellen Bedingungen lagsen
gich eindeutige Wirkungen von N;,n-Butylbiguanid
auf den Stoffwechsel isolierter perfundierter Lebern
von normalen und alloxan-diabetischen ketotischen
Ratten nachweisen. Dabei sind folgende Punkte her-
vorzuheben:

1. Bei Verwendung einer Butylbiguanidkonzen-
tration von 2.55 - 10-® M kam es zu einer signifikanten
Verbesserung der Nettobilanzen von anorganischem
Phosphat und «-Aminosduren in Versuchen mit nor-
malen und diabetischen Lebern. Demgegeniiber war
eine Verminderung der Abgabe von Harnstoff und
Kalium sowie ein beschleunigter Abfall des L/P-Quo-
tienten nur in Experimenten mit Lebern diabetischer
Tiere nachweisbar.

2. Wihrend die bei einer Butylbiguanidkonzen-
tration von 2.55 - 10-3 M feststellbaren Anderungen
alle in Richtung einer Verbesserung des aeroben Stoff-
wechsels verliefen, fiihrte bereits eine Konzentrations-
steigerung auf 1.02 - 10* M zu einem Anstieg des
L/P-Quotienten. Gleichzeitig blieb unter der héheren
Dosierung der positive Effekt auf die Aminosdure-
bilanz aus.

Der positive Effekt auf die Phosphatbilanz (Butyl-
biguanidkonzentration 2.55 - 10-° M) scheint im Wider-
spruch zu fritheren Befunden von SHEPHERD und
McDoxarp [32] zu stehen. Diese Autoren stellten in

H.D. S6ring et al.: Die Wirkung von N;,n-Butylbiguanid

327

vivo bei DBI-behandelten Kaninchen einen Anstieg
der Serumkonzentrationen des anorganischen Phos-
phats fest. Demgegeniiber ist zu betonen, daB im
Serum biguanidbehandelter Diabetiker entweder keine
Verinderung des anorganischen Phosphatspiegels [29]
oder sogar eine Abnahme [19] gefunden wurde, so daB
es sich bei dem Ergebnis von SEEPEHERD und McDo-
NALD um die Folge der relativ hohen Dosierung ge-
handelt haben diirfte, die mit dem eigentlichen Me-
chanismus der Blutzuckersenkung in keinem Zusam-
menhang steht.

Die Verbesserung der Aminosédurebilanz entspricht
der von MtTING [27] bei biguanidbehandelten Diabe-
tikern nachgewiesenen Verminderung der Amino-
acidurie und der Serumaminosidurekonzentrationen.
Aufgrund unserer Befunde ist zu vermuten, daf der
von MtTiNg beobachtete Effekt — zumindest teil-
weise — iiber eine Wirkung der Biguanide auf den
Leberstoffwechsel zustande gekommen ist. Von Lree-
MANN et al. [21] ist auch an eviscerierten, funktionell
hepatektomierten Tieren eine gesteigerte Aminosiure-
aufnahme unter der Wirkung von — allerdings relativ
hochdosierten — Biguanidgaben beschrieben worden.
Dieser Effekt kénnte ebenfalls an der Verbesserung der
Aminosdurebilanz beim bignanidbehandelten Diabe-
tiker beteiligt sein.

Die Tatsache, dafl die Steigerung der Aminosiure-
aufnahme in unseren Versuchen entweder mit keiner
Verinderung (normale Lebern) oder sogar mit einer
Verminderung (diabetische Lebern) der Harnstoffab-
gabe einhergeht, beweist, dafl die Verbesserung der
Aminosédurebilanz nicht Folge eines gesteigerten Ami-
nosdureverbrauchs fiir Desaminierungsreaktionen sein
kann. Die Verbesserung der Aminosdurebilanz diirfte
daher nicht Ausdruck einer gesteigerten Gluconeo-
genese, sondern am ehesten Folge einer gesteigerten
Proteinsynthese sein.

Bereits frither ist eine Verminderung der Gluconeo-
genese durch Guanidinderivate beschrieben worden
[6, 28, 40, 45]. Die Experimente sind aber einerseits
mit relativ hohen Dosen, die Nierenschiden bewirkten
[45], andererseits nur an nicht-diabetischen Tieren
durchgefiihrt worden. Unter unseren Versuchsbe-
dingungen war eine Beeinflussung der Harnstoffbil-
dung normale Lebern nicht nachweisbar. Warum nur
die gesteigerte Harnstoffbildung der diabetischen Le-
bern durch Butylbiguanid vermindert wurde, muf8
offen bleiben. Unter gleichen experimentellen Bedin-
gungen konnten wir auch mit Insulin nur eine Ver-
minderung der Harnstoffbildung durch isolierte dia-
betische, nicht dagegen durch normale Lebern fest-
stellen [36]. Der Insulineffekt war allerdings geringer
als derjenige von Butylbiguanid. Es sei aber an dieser
Stelle nochmals darauf hingewiesen, dafl sich eine
Verminderung der hepatischen Nettoglucoseabgabe,
wie sie z. B. von BERINGER et al. [5] beim hungernden
Diabetiker wunter Biguanidbehandlung beobachtet
wurde, in unseren HExperimenten nicht nachweisen
lieB.
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Die Verbesserung der Kaliumbilanz isolierter dia-
betischer Lebern durch Butylbiguanid diirfte Folge
einer allgemeinen Verbesserung des oxydativen Stoff-
wechsels sein — wie er auch in der rascheren Normali-
sierung des L/P-Quotienten zum Ausdruck kommt.
Auch Insulin verbesserte unter den gleichen Bedin-
gungen nur die Kaliumbilanz der diabetischen, nicht
dagegen der normalen isolierten Leber [36]. Die unter
Butylbiguanid feststellbare Verbesserung der Amino-
sdurebilanz war unter Insulin ebenfalls zu beobachten.
Unter den Bedingungen der Leberperfusion lassen
sich also einige Parallen zwischen der Wirkung von
Insulin und der Wirkung niedriger Butylbiguanid-
konzentrationen feststellen. Es ist unwahrscheinlich,
daB Butylbiguanid die Wirkung von in der Leber oder
im Perfusionsmedium vorhandenem Insulin verstéirkt,
da Insulin durch die Leber auBerordentlich schnell
inaktiviert wird [20, 22, 24, 25, 26]. Die Bedeutung
einer von der isolierten Leber abgegebenen insulin-
ghnlichen Substanz [33] fiir das Zustandekommen des
Biguanideffektes auf den Stoffwechsel der isolierten
Leber muBl offengelassen werden. Dafl blutzucker-
wirksame Biguanide den Energiestoffwechsel beein-
flussen kénnen, ohne gleichzeitig zu einer Hemmung
der Zellatmung und einer Steigerung der anaeroben
Glykolyse zu fithren, war schon aufgrund der klini-
schen Erfahrungen zu erwarten, da eine Steigerung
der Blutlactatkonzentration nur in Einzelfdllen zu
beobachten war {11, 16, 37]. Wir selbst konnten bei
einer neueren klinischen Untersuchung an 30 Diabe-
tikern wihrend einer mehr als 3 Monate dauernden
Behandlung bei 14-tégiger Kontrolle der Blutlactat-
und Blutpyruvatspiegel keinen mefibaren Anstieg der
Lactatkonzentration und vor allem des Lactat/Pyru-
vat-Quotienten im Vergleich zu den Werten einer
6-wochigen Kontrollperiode ohne antidiabetische Me-
dikation feststellen [1].

Die ,,Glykolyse-Theorie” der Biguanidwirkung
basiert in erster Linie auf Experimenten, die mit rela-
tiv hohen Biguaniddosen durchgefithrt wurden. In
solchen Experimenten offenbart sich aber mehr der
relativ geringe Unterschied zwischen kurativer und
toxischer Dosis als der Mechanismus, der unter klini-
schen Bedingungen zur Blutzuckersenkung fithrt. Wir
haben schon frither [37] durch in vivo-Experimente
an Meerschweinchen nachweisen koénnen, dall die
Blutzuckersenkung bereits bei Biguaniddosen ein-
setzt, die noch nicht zu einer signifikanten Erhéhung
des Lactat/Pyruvat-Quotienten im Blut fithren, dafl
aber bereits eine geringe Steigerung der Dosierung zu
einem deutlichen Anstieg des L/P-Quotienten fithrte.
Die Experimente an der isolierten Leber bestitigen
dies: Wihrend bei einer Konzentration von 2.55 - 10-3
M eher Zeichen einer gesteigerten oxydativen Phos-
phorylierung nachweisbar sind, gentigt bereits eine
Erhshung auf 1.02 - 10-* M, um den Effekt auf die
Aminosiurebilanz aufzuheben und den L/P-Quotienten
deutlich zu erhéhen. Diese relativ geringe ,,therapeu-
tische Breite** 14Bt sich auch am Fettgewebe nach-
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weisen: Wihrend eine DBI-Konzentration? von 1.04 -
10-° M im Medium zu keiner Hemmung der durch
Insulin gesteigerten Stoffwechselaktivitdt von isolier-
tem Nebenhodenfettgewebe fithrt, setzt bereits bei
einer Konzentrationssteigerung auf 2.10 - 10-°* M eine
deutliche Hemmung der O,-Aufnahme, der Glucose-
aufnahme und der Glykogenbildung bei gleichzeitigem
Anstieg der Lactatabgabe und des L/P-Quotienten
ein [38]. .

Obwohl geniigend Befunde vorliegen, die der ,,Gly-
kolysetheorie‘* ihre Berechtigung nehmen, fehlt an-
dererseits bis heute eine befriedigende Erklirung fiir
den Wirkungsmechanismus. Fiir eine Wirkung der
Biguanide am Fettgewebe spricht wenig:

Der Effekt niedriger Biguanidkonzentrationen auf
Glucoseaufnahme und Glucoseoxydation war nicht signi-
fikant [14, 23, 30]. Auch die Vorstellung, dal Biguanide
die Wirkung niedriger Insulinkonzentrationen auf die
Glucoseoxydation am Fettgewebe steigern konnten [14],
bedarf einer eindeutigen experimentellen Sicherung. Von
einigen Autoren [3, 8, 9, 10] wird ein Effekt auf die Musku-
latur in Erwigung gezogen, wobei in erster Linie an eine
Steigerung der Wirkung niedriger Insulinkonzentrationen
auf die Glucoseaufnahme gedacht wird. Zwar ist sowohl
von CrREUTZFELDT, DEUTICKE und SOoring [12] als auch
von LairPMANN [21] eine Steigerung der Wirkung niedriger
Insulindosen auf die Glucoseaufnahme durch eviscerierte
Tiere nachgewiesen worden, dagegen konnte ein von
BoOLINGER et al. [7] am isolierten Rattendiaphragma be-
schriebener potenzierender Biguanideffekt auf die Glu-
cogeaufnahmesteigerung durch Insulin von DAWERE und
Baocn [14] nicht bestétigt werden.

Die von uns erhobenen Befunde haben ergeben,
daB im therapeutischen Bereich liegende Biguanid-
konzentrationen in der Leber Stoffwechselwirkungen
ausiiben konnen. Aus Untersuchungen von WIck et
al. [4] sowie von BEORMANN [2, 4] geht hervor, daB
oral verabreichtes Biguanid in grofier Konzentration
in die Leber gelangt. Die relativ hohe Konzentration
bleibt iiber 1—2 Stunden bestehen. Erst anschlieBend
verteilt sich das Biguanid im iibrigen Organismus. Die
pharmakokinetischen Voraussetzungen einer Biguanid-
wirkung auf den Leberstoffwechsel wéren also vor-
handen. Die hier von uns vorgelegten Befunde reichen
aber noch nicht aus, um aus ihnen eine vollsténdige
Erklirung des Mechanismus der Blutzuckersenkung
beim biguanidbehandelten Diabetiker abzuleiten. Von
Czyzyk und LADECKT [13] ist beobachtet worden, daB
bereits kurzfristige Biguanidbehandlung beim Men-
schen zu einer Erniedrigung der oralen Glucosetoleranz.-
kurve, nicht dagegen zur Beeinflussung der intrave-
nosen Glucosetoleranzkurve (CowarD-Test) fithrte.
Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dafi auch beim
Menschen der Biguanidwirkung auf den Leberstoff-
wechsel Bedeutung zukommt.

2 DBI = N,,-Phenylaethylbiguanid.
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