Diabetologia 2, 104-109 (1966)

Uber den Insulinabbau in der isolierten Rattenleber bei Perfusion

mit Rattenserum und Leucin®

K. Korprrz, H. Bire1, E. R. Frousca und K. ScHwARzZ

II. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. BODECHTEL)
und Stoffwechselabteilung (Leiter: Prof. Dr. A. LaBuARrT) der Medizinischen Klinik der Universitit Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. P.H. RoOSSIER)

Eingegangen am 16. Februar 1966

The degradation of insulin by the isolated rat liver per-
Jused with rat serum and leucine.

Summary. 1. Isolated rat livers were perfused with a
semisynthetic medium containing diluted rat serum to
see whether or not the rat liver can convert crystalline
rat insulin into nonsuppressible insulin-like activity. —
The influence of L-leucine on the clearance of insulin by
the perfused liver was studied in the same perfusion sys-
tem. — 2. Nonsuppressible TLA was not found in the
perfusion fluid, even after prolonged perfusion of the liver
with erystalline rat insulin. — 3. The clearance of insulin
by the liver was not changed by the addition of L-leucine
(approximately 60 mg9%,) to the perfusion fluid. — 4. The
specific liver clearances for crystalline insulin were almost
identical under the 3 experimental conditions studied.
The perfused isolated rat liver appears to be a good model
for the study of the hepatic degradation of insulin.

Dégradation de Uinsuline dans le foie isolé de rat lors
de la perfusion avec du sérum de rat et de la leucine.

Résumé. Des foies isolés de rats ont été perfusés avec
un milieu semisynthétique contenant du sérum dilué de
rat, pour voir si le foie de rat peut ou non convertir 'in-
suline cristallisée de rat en activité insulinique non sup-
primable. — L’influence de la L-leucine sur la clearance
de V'insuline par le foie perfusé a été étudiée avec le méme
systéme de perfusion. — 2. On n’a pas trouvé de I.1.A.
non supprimable dans le liquide de perfusion, méme apreés
perfusion prolongée du foie avec 'insuline cristallisée de

Untersuchungen der letzten Jahre haben unter
Verwendung biologischer Methoden Aufschliisse iiber
die Natur der im Serum vorhandenen Insulinaktivitét
erbracht. Diese 148t sich durch Messung am isolierten
Fettgewebe aufteilen in eine durch Antikérper hemm-
bare (HI) und in eine durch Antikérper nicht hemm-
bare Form (NHI). Aufgrund der Befunde von Btret
et al. [4] und FrorscH [12] et al. beim Inselzelladenom
und der Untersuchungen von SaMaAN et al. [30, 31] ist
anzunehmen, daf Insulin von den B-Zellen der
Pankreasinseln in hemmbarer Form sezerniert wird.
Die HI ist mit dem immunologisch nachweisbharen
Insulin identisch [36]. Die NHI ist in der Elektro-
phorese den Alpha,-g;-Globulinen assoziiert.

Die Bildung der NHI wurde von SAMAAN et al. in
die Leber verlegt. Diese Autoren fanden bei Patienten
mit Leberinsuffizienz erniedrigte Werte der NHI und

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (Ko 225) und des Schweizerischen National-
fonds zur Forderung der Wissenschaften.

rat. — 3. La clearance de I'insuline par le foie n’était pas
modifiée par I’addition de L-leucine (approximativement
60 mg 9%,) au liquide de perfusion. — 4. Les clearances
spécifiques du foie pour I'insuline cristallisée étaient pra-
tiquement identiques dans les 3 conditions expérimen-
tales étudiées. Le foie de rat isolé perfusé parait étre une
bonne préparation pour I’étude de la dégradation hépati-
que de I’insuline.

Zusommenfassung. 1. Mit Hilfe der zyclischen Perfu-
gion isolierter Rattenlebern mit verdinntem Rattenserum
wurde versucht, zur Frage der Umwandlung von kristal-
linem Ratteninsulin in die nicht-antikérperhemmbare In-
sulinaktivitédt (NHI) in der Leber Stellung zu nehmen., —
In weiteren Versuchen wurde der Einfluff von Leucin auf
den Insulinabbau in der Leber gepriift. — 2. Wie schon
bei der Verwendung eines halbsynthetischen Perfusions-
mediums konnte nach Durchstréomung mit verdinntem
Rattenserum keine Umwandlung von kristallinem Rat-
teninsulin in die NHI durch die isolierte Rattenleber fest-
gestellt werden. — 3. Die Durchstromungsversuche er-
gaben keinen Hinweis auf eine Verdnderung des Insulin-
abbaus in der Leber unter dem Einfluf von L-Leucin. —
4. Die aufgrund der Durchstromung isolierter Ratten-
lebern ermittelte Leberclearance und spezifische Leber-
clearance des Insulins zeigte unter verschiedenen Ver-
suchsbedingungen eine gute Ubereinstimmung. Die Me-
thode der Perfusion der isolierten Rattenleber ist deshalb
als geeignetes Modell zur Untersuchung des Insulinabbaus
anzusehen.

nach Durchstrémung der Leber pankreatektomierter
Hunde mit Altinsulin einen Anstieg der NHI im
Venenblut [32, 33]. In fritheren Untersuchungen haben
wir mit der Methode der Perfusion isolierter Ratten-
lebern keinen Anhalt fiir eine Umwandlung der HT in
NHT in der Leber finden kénnen [5]. Diese Perfusionen
wurden jedoch mit einem halbsynthetischen Medium
bestehend aus Rinderalbumin, Tyrodelosung und
Glucose durchgefiihrt. Die Vergleichbarkeit des Modells
mit physiologischen Verhéltnissen war somit neben der
Isolierung des Organs durch die Art des Perfusions-
mediums eingeschrénkt. Zum Ausschlufl der Moglich-
keit, daBl bei der Umwandlung der HI in NHI in der
Leber Plasmaproteine eine maligebende Rolle spielen
oder in dem isolierten Organ eine Bindung an Plasma-
proteine erfolgt, haben wir in der vorliegenden Arbeit
die gleiche Frage mithilfe der Perfusion isolierter
Rattenlebern mit verdiinntem Rattenserum unter-
sucht. In einer zweiten Gruppe von Perfusionen ver-
suchten wir, eine Antwort auf die Frage nach dem Ein-
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fluB von Leucin auf den Insulinabbau bzw. die Um-
wandlung von HI in NHI in der Leber zu erhalten.
Leucin fiihrt bei empfindlichen Sduglingen und
Kleinkindern, bei einem Teil der Patienten mit
Inselzelladenomen und, wesentlich schwéicher aber
dennoch signifikant, auch bei gesunden Versuchs-
personen zu einer Senkung des Blutzuckerspiegels.

Methoden

Die zur Durchstromung verwendeten Organe wurden
ménnlichen Ratten eines Sprague-Dawleystammes mit
einem Korpergewicht von 240—270 g in leichter Nem-
butalnarkose entnommen. Die Perfusion wurde nach der
Methode von Mirrer [22] in einer Modifikation von
ScummassExr [34] durchgefuhrt. Als Kontrollen des in-
vivo-status der Leber diente die laufende Untersuchung
des Lactat-Pyruvatquotienten im Perfusionsmedium und
des ATP/ADP-Quotienten im Lebergewebe nach Ab-
schlufl der Perfusion. Versuche, die den von SCHIMASSEK
geforderten Kriterien nicht geniigten, wurden bei der Aus-
wertung nicht beriicksichtigt.

Das Perfusionsmedium bestand bei Gruppe A, iiber
die wir an anderer Stelle bereits berichteten [5], aus Rin-
dererythrozyten (Haematokrit 31-—349,), Rinderalbu-
min (2 g/100 ml), Tyrodelésung und Glucose (100 mg%)
mit einem pH von 7.4. Die Organe der Versuchsgruppe B
wurden mit Rattenserum, verdinnt mit Tyrodelésung 1:2
perfundiert. Das Rattenserum stammte von Osborne-
Mendel-Ratten, die nach einer Fastenzeit von 48 Stunden
in CO,-Narkose durch Aortenpunktion entblutet wurden.
Dieses Serum enthielt weniger als 50 ¢E Insulinaktivitéit

ro ml.

P Das Perfusionsmedium in Gruppe C war identisch mit
dem halbsynthetischen Medium der Gruppe A, enthielt
aber zusétzlich L-Leucin.! Leucin wurde dem Perfusions-
medium in einer Menge von 50 mg%, zugesetzt und an-
schlieend wurden wihrend des ganzen Versuches 6.92 mg
Leucin geltst in Tyrodelésung pro Stunde durch eine elek-
trische Pumpe kontinuierlich in das System infundiert
um einen moglichst konstanten Spiegel zu erhalten. Die
Leucinkonzentration im erythrozytenireien Perfusat wur-
de bei einzelnen Perfusionen durch Bestimmung mit dem
Stein and Moore Aminoacidanalyzer kontrolliert.? Rat-
teninsulin wurde in 1/250 n HCI gelést und dem Perfusat
zugesetzt, bei Gruppe A 0.2 resp. 2 E, Gruppe B 2.0 E
resp. 0.75 E und bei Gruppe C 2.0 E.

Die einzelnen Versuche dauerten 4 (Gruppe B, C) bzw. 6
(Gruppe A) Stunden. Das Anfangsvolumen der Perfu-
sionslésung betrug 200 ml und wurde bei den verschiede-
nen Abnahmen (30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 und 240
Minuten) um jeweils 8 ml vermindert.

Die Bestimmung der Insulinaktivitdten im erythro-
zytenfreien Perfusat erfolgte nach der Methode von
FromscH et al. [12] in der von Btre1 et al. [5] angegebe-
nen Weise. Die kleinste Verdiinnung des Perfusats be-
trug 1:3; die geringste meBbare ILA-Konzentration® war
demnach 30 uE/ml.

Die Leberclearance K wurde nach folgender allgemeiner
Formel errechnet:

2.3 -Vperf
= T* IOg Of

! Fir die Uberlassung von L-Leucin sind wir der Fir-
ma Deutsche Hoffmann La Roche zu Dank verpflichtet.

2 Fiur die Durchfithrung der Bestimmung sind wir
Herrn Dr. R.E. HuuMBEL vom Biochemischen Institut
der Universitdt Zirich zu Dank verpflichtet.

3 Unter ILA ist die am Fettgewebe gemessene Insulin-
aktivitdt zu verstehen.
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Wobei:

K = Leberclearance (ml/min)

Vpert = Volumen der Perfusionsfliissigkeit wihrend der
Periode ¢, bis ty (ml)

¢ = Zeit (min)

At = ty—t, (min)

C, = Insulinkonzentration zur Zeit ¢4 (#E/ml)
Cr = Insulinkonzentration zur Zeit ¢y (uI/ml)

Bei den Perfusionen mit Leucin komplizierte sich die Be-
rechnung, weil durch die kontinuierliche Infusion von
leucinhaltiger aber insulinfreier Perfusionslésung (rund

4 ml/Std) das Insulin im Perfusat laufend verdiinnt wur-

de. Dieser Verdiinnung muf bei der Berechnung der Le-

berclearance mit folgender approximativer Formel Rech-
nung getragen werden:

Ceorr = Insulinkonzentration, die an dem bestimmten
Zeitpunkt erreicht worden wére, wenn keine Ver-
diinnung durch die kontinuierliche Infusion statt-
gefunden hétte.

Dementsprechend énderte sich die Formel:

23V
=7 pert X log

o
’ Of corr
Da bei den verschiedenen Perfusionstypen die Leberge-
wichte nicht identisch waren, muBte die spezifische Le-

berclearance errechnet werden:
K

Spezif. Leberclearance = Kgpee = m

Tabelle 1. Leberperfusion mit L-Leucinhaltigern Medium

(Gruppe C). Daten fir die Berechnung der Leberclearance.

Jeder Wert far die totale Insulinaktivitit entspricht etnem

Mittelwert aus drei Versuchen. SEM = ,,standard error of
the mean' = Standardabweichung des Mittelwertes

Zeit der Entnahme (Minuten

nach Zugabe des Insulins) 30 90 150 210

Totale Insulinaktivitidt im

Perfusat (uH/ml) 6700 3280 1790 630

Korrigierte totale Insulin-

aktivitdt im Perfusat (6700) 3360 1840 650

(4E/ml)

Mittlere Perfusionsvolumen Mittel-

im Intervall zwischen den 186 174 162 wertL

Entnahmen (ml) SEM

Im Intervall zwischen den

Entnahmen infundierte Per- 4 4 4

fusionsflitssigkeit (ml)

Leberclearance im Intervall

zwischen den Entnahmen 2.14 1.67 2.73 2.18 -

(ml/min} 0.30
Ergebnisse

Tabelle 1 gibt die Werte der Konzentration der totalen
Insulinaktivitét und der Leberclearances in den Perfu-
sionen der Gruppe C wieder. Die mittlere Leberclearance
betréigt in diesen Versuchen 2.18 ml/min. Bei einem mitt-
leren Lebergewicht von 11 g ergibt sich eine spezifische
Leberclearance von 0.20 4 0.03 ml/min/g (Mittelwert +
Standardabweichung des Mittelwertes). Die an anderer
Stelle [5] verdffentlichten Werte der Gruppe A hatten
eine spezifische Leberclearance von 0.18 ml/min/g erge-
ben. Dieser Wert ist vom oben angegebenen Wert der
Gruppe C nicht signifikant verschieden. In Abbildung 1
ist der Insulinabbau im leucinhaltigen Perfusat graphisch
dargestellt. In einem semilogarithmischen System liegen
die Punkte, wie bei der Gruppe A [5], annéhernd auf einer
geraden Linie. Aus dem unteren Teil der Abbildung 1 ist
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ersichtlich, daf3 dank kontinuierlicher Leucinzufuhr wih-
rend der ganzen Perfusionsdauer eine konstante Leucin-
konzentration beibehalten wird.
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/
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I
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Abb. 1. Totale Insulinaktivitit und Leucinkonzentration wihrend Leber-
perfusionen mit leucinhaltigem Medium (Gruppe C). Zur Zeit 0 wurden 2.0 E
Ratteninsulin zu 200 ml Perfusionsfliissigkeit zugesetzt., Jeder Punkt fiir
die Insulinaktivitidt stellt einen Mittelwert aus drei Versuchen dar. Die
ausgezogene Linie entspricht der Regressionsgeraden der vier Punkte. Die
gestrichelte Linie im unteren Teil der Abbildung gibt die Leucinkonzentra-
tion im Perfusat wieder, wobei jeder Punkt dem Mittelwert aus zwei Ver-
suchen entspricht

Tabelle 2. Perfusion der Leber mit Rattenserum enthaltendem
Medium (Gruppe B). Daten fiir die Berechnung der Leber-
clearance. Jeder Wert fur die totale Insulinaktivitdi ent-
spricht einem Mittelwert aus drei Versuchen. SEM =

sstandard error of the mean' = Standardabweichung des
Mittelwertes

Zeit der Entnahme (Minuten

nach Zugabe des Insulins) 30 90 150 210

Totale Insulinaktivitédt

(uE/ml) 5460 2270 1500 370

Perfusionsvolumen im Mittel

Intervall zwischen den 129 122 115 +SEM

Entnahmen (ml

Leberclearance im Intervall

zwischen den Entnahmen 1.88 0.83 2.68 1.80 4

(ml/min) 0.54

Tabelle 2 enthilt die Werte der totalen Insulinaktivi-
t#t und die Leberclearances in den Perfusaten der Grup-
pe B. Die mittlere Leberclearance betrégt in dieser Grup-
pe 1.80 ml/min., was bei einem mittleren Lebergewicht
von 11 g eine spezifische Leberclearance von 0.16 4 0.05
ml/min/g ergibt (Mittelwert 4+ Standardabweichung des
Mittelwertes). Diese spezifische Leberclearance ist von
den beiden vorgenannten nicht signifikant verschieden.
Abbildung 2 zeigh, daB die Punkte der Insulinkonzentra-
tion in einem semilogarithmischen System wie bei den
Gruppen A und C annshernd auf einer Geraden liegen.
Im unteren Teil der Abbildung 2 sind die Konzentrationen
von NHI in zwei Perfusionen dargestellt. AuBer zwei
MeBwerten liegen alle Werte unter 30 yE/ml, d.h. unter
der iblicherweise mit unserer Methode noch mef3baren
Konzentration. Die beiden Werte iiber 30 pE/ml erwiesen
sich bei statistischer Priifung der betreffenden Insulin-
Assays ebenfalls als nicht signifikant von Null verschie-
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den. Hs steht somit fest, daB auch in Anwesenheit von
Rattenserum in der Leberperfusion keine Umwandlung
von kristallinem Insulin in NHI erfolgt.
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Abb. 2. Totale und nicht hemmbare Insulinaktivitit wihrend Leberperfu-
sionen mit Medium, das Rattenserum enthilt (Gruppe B). Jeder Punkt fiir
die totale Insulinaktivitit (®) entspricht dem Mittelwert aus drei Versuchen.
Zur Zeit Null wurden 0.75 E Ratteninsulin zu 150 ml Perfusionsfilissigkeit
zugegeben. Die ausgezogene Linie stellt die Regressionsgerade fiir die totale
Insulinaktivitit dar. Die Punkte fiir die nicht hemmbare Insulinaktivitdt
(M, &) stammen aus zwei Einzelversuchen, bei denen zur Zeit Null 2,0 E
Ratteninsulin zu 200 ml Perfusionsfiissigkeit gegeben wurden. Die gestri-
chelte horizontale Linie entspricht der niedrigsten mit dem Assay noch
meBbaren Insulinaktivitit (30 xE/ml)

Wir danken Friaulein UTE WESTERMAYER, Fridulein
RexaTE ZrcHE und Fraulein BricirrE ScEwARz fir ihre
unermiidliche und gewissenhafte technische Mithilfe bei
dieser Arbeit.

Diskussion

Insulin wird vom Pankreas in einer Form, deren
Aktivitdt durch Anti-Insulin-Serum hemmbar ist, ab-
gegeben. Der groite Teil der Insulinaktivitdt des
Serums ist indessen nicht hemmbar. Nach den bereits
zitierten Befunden von SaMAAN et al. [32, 33], schien
die Annahme berechtigt, daBl die Leber Insulin in nicht
hemmbare ILA umwandeln kénnte. Da die Ratte einen
dhnlichen Plasmaspiegel von HI und NHI wie der
Mensch hat, priiften wir diese Hypothese mithilfe der
Perfusion der isolierten Rattenleber. Frithere Ex-
perimente [5] hatten keine Umwandlung von kristalli-
nem Insulin in NHT durch die mit einem halbsyntheti-
schen, albuminhaltigen Medium perfundierten Ratten-
leber gezeigt. Um die M6glichkeit auszuschliefen, dal
diese Umwandlung von Insulin in NHI unter Mit-
wirkung von Plasmaproteinen abléuft, haben wir die
gleichen Perfusionsversuche an isolierten Rattenlebern
mit verdiinntem Rattenserum wiederholt. Auch unter
diesen Versuchsbedingungen war wihrend der ge-
samten Versuchsdauer kein signifikanter Anstieg der
NHI im Perfusionsmedium feststellbar. Diese Befunde
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passen zu den kiirzlich publizierten Daten, wonach
NHI mit gréfiter Wahrscheinlichkeit kein Insulin und
auch keine der beiden Insulinketten enthélt [6]; sie
stehen jedoch im Widerspruch zu den Beobachtungen
von S1EsS et al. [35]. Diese Autoren wiesen bei Durch-
stromung der isolierten Rattenleber mit einem insulin-
freien Medium einen laufenden Anstieg der ILA nach.
Ob diese Diskrepanz auf Unterschieden im Perfusions-
medium, z.B. dem Zusatz von Zinksulfat, beruht, soll
in weiteren Untersuchungen geklirt werden.

Unsere Untersuchungen ergaben Aufschliisse iiber
den Abbau der HI durch die perfundierte Leber. Uber
die Schwundrate des Plasmainsulins liegen eine Reihe
von Untersuchungen, allerdings zum groBen Teil mit
J13 markiertem Insulin, vor. Die Markierung mit
diesem Isotop scheint nicht ohne Bedeutung fir die
Eigenschaften des Insulins zu sein, da nach Jod-
markierung eine Minderung der hypoglykaemischen
Wirkung von Insulin gefunden wurde [4]. Weiterhin
ist mit der Moglichkeit zu rechnen, dafl nicht allein die
Jodierung, sondern auch ionisierende Effekte der
Gammastrahlung zu molekularen Veranderungen
fithrt [2]. In diesem Zusammenhang ist die Beobach-
tung von MorTIMORE und TIETZE [24] interegsant, die
bei cyclischer Perfusion der isolierten Rattenleber mit
markiertem Insulin ein Sistieren des Insulinabbaus bei
einem Spiegel von 309, der Anfangskonzentration
fanden. Demgegeniiber zeigte sich in unseren Ver-
suchen ein kontinuierlich fortschreitender Abbau der
HI. Bei Verwendung einer semilogarithmischen Skala
ergaben die nach jeweils einer Stunde Intervall er-
mittelten Konzentrationen einen anndéhernd gerad-
linigen Abfall. Sie lagen nach 3 Stunden Perfusion
unter 109, der Ausgangskonzentration.

Die Leberclearance betrug in unseren Versuchen
nach Perfusion mit einem halbsynthetischen Medium
2.67 ml/min und mit verdiinntem Rattenserum 1.80 ml/
min. Der erste Wert entspricht anndhernd dem von
MortiMore et al. [25] gefundenen Mittelwert von
3.05 ml/min. Die nach Durchstrémung mit verdiinntem
Rattenserum beobachtete Leberclearance von 1.80 ml/
min war deutlich niedriger. Ein Vergleich der Werte
ist jedoch nur begrenzt moglich, da in beiden Arbeiten
unterschiedlich schwere Organe durchstrémt wurden,
das Lebergewicht aber nur bei der spezifischen Leber-
clearance beriicksichtigt wird. Aulerdem weichen die
Versuchsanordnungen zum Teil erheblich voneinander
ab. MoRTIMORE et al. verwendeten beispielsweise
markiertes Insulin, Rattenvollblut und ein wesentlich
kleineres Perfusionsvolumen (50 ml).

Bei Bestimmung der spezifischen Leberclearance
fanden wir nach Perfusion mit einem halbsynthetischen
Medium und nach Perfusion mit verdiinntem Ratten-
serum praktisch gleiche Werte fiir den Insulinabbau
mit 0.18 ml/min/g bzw. 0.16 ml/min/g.

L-Leucin wurde von CocHraNE und Mitarbeitern
[7] als kausal wirksames Agens bei einem Teil der
idiopathischen Spontanhypoglykaemien der Kinder
erkannt. Bei den spiteren Untersuchungen konnte
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durch Leucin Hypoglykaemien bei Patienten mit 3-
Inselzelladenomen und, vor kurzem, auch bei Normal-
personen eine leichte, aber signifikante Blutzucker-
senkung ausgelost werden [10, 14]. Die Méglichkeit
einer physiologischen Blutzuckerregulation durch
Leucin wurde diskutiert. AuBler fiir L-Leucin konnte
ein blutzuckersenkender Effekt auch fiir andere
Aminoséuren nachgewiesen werden, so fiir Isoleucin,
Alphaketoisocapronsdure, Valin u.a. Isovaleriansiure
zeigte keine blutzuckersenkende Wirkung [29, 17,
14, 91.

Versuche, den Mechanismus der Leucinhypoglykae-
mie aufzukliren, haben bis jetzt zu keinem eindeutigen
Ergebnis gefilbrt. Bestimmungen des Insulins mit
biologischen und immunologischen Methoden ergaben
beim iiberwiegenden Teil der Patienten einen erhéhten
Plasmaspiegel. Die groite Wahrscheinlichkeit kam der
Erkldrung zu, nach der der Anstieg des Sernminsulins
durch eine Stimulation der Insulinfreisetzung aus dem
Pankreas zustande kommen sollte. Dieser an sich nahe-
liegende Schluf lieB sich jedoch in vitro durch Unter-
suchungen am isolierten Rattenpankreas nicht durch
die erwarteten Ergebnisse belegen [26, 11]. Inkubation
mit Leucin fithrte im Gegensatz zu Glucose zu keiner
Erhohung der Insulinabgabe durch das Ratten-
pankreas.

Die Méglichkeit, da der Leucineffekt nicht an die
Aminosdure selbst, sondern an eines der Abbau-
produkte gebunden ist, erscheint ebenfalls unwahr-
scheinlich.

Aufgrund der Arbeiten von Mapisox et al. [18, 21]
war insbesondere die Moglichkeit ins Auge zu fassen,
daB der Leucineffekt auf dem Wege iiber die Endstufe
des Leucinabbaus, das Acetoacetat, zustande kommt.
Diese Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dafl die durch
Ketokdrper, speziell durch Acetoacetat, ausgeldste
Hypoglykaemie durch eine verstidrkte Insulinfrei-
setzung aus dem Pankreas verursacht wird. Von den
Abbauprodukten des Leucins fithrt aber nur die
Alphaketoisocapronsiure zu einer regelméfiigen und
in ihrem AusmaB dem Leucineffekt vergleichbaren
Hypoglykaemie [17, 14]. Diese Ketosdure kann aber
durch Transaminierung leicht wieder in Leucin umge-
wandelt werden. Die néchste Abbaustufe, die Isovaleri-
ansdure zeigte bei wiederholten Untersuchungen keine
blutzuckersenkende Wirkung. Die folgenden Inter-
medidrprodukte p-methyl-g-hydroxyglutarsiure und
p-methylerotonsdure liefen bei Verabfolgung an
lencinempfindliche Kinder nur eine m#fiige oder keine
blutzuckersenkende Wirkung erkennen [15]. Da auch
diese Intermediérprodukte zu Acetoacetat abgebaut
werden, miifite eine dem Leucin dquimolare Menge
auch zu einer vergleichbaren Hypoglykaemie fiihren.

Dieser Befund spricht ebenfalls gegen ein Zu-
standekommen' des Leucineffektes auf dem' Umweg
iiber diese Intermedifirprodukte. Dariiber hinaus ist
einzuwenden, daBl dem Tyrosin, dessen Endprodukt
ebenfalls das Acetoacetat ist, keine hypoglykaemische
Wirkung zukommt [7] und zwischen dem Anstieg des

8
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Acetoacetats im Blut nach Leucingaben und dem
hypoglykaemischen Effekt eine deutliche Diskrepanz
besteht [9].

Neben einer direkten oder indirekten Erhéhung der
Produktions- oder Sekretionsrate von Insulin unter
dem EinfluB von Leucin wurde eine Potenzierung der
peripheren Insulinwirkung erdrtert, konnte aber
experimentell nicht gesichert werden [16]. Wiederholt
wurde ein hepatischer Effekt des Leucins in Erwigung
gezogen [8, 26, 14, 28]. Gegen eine Wirkung des Leucins
auf den hepatischen Insulinabbau wendete man aller-
dings ein, daff Substanzen denen eine solche Wirkung
in vivo zukommt, nie zu einem so deutlichen Blut-
zuckerabfall und Insulinanstieg im Plasma fithren [14].
Dieser Einwand trifft jedoch fiir den geringen Leucin-
effekt im normalen Organismus nicht zu. Von MIRsSKY
wurde eine Beeinflussung der Insulinase durch Amino-
séduren angenommen [23]. COCHRANE fand nach Leucin-
gaben eine Blutzuckersenkung in der Lebervene von
Hunden [8].

Da die Leber bei einer einmaligen Durchstrémung
bis zu 509, des zugefiihrten Insulins inaktivieren kann
[19] lieBe sich der Leucineffekt im normalen Organis-
mus durch eine Anderung dieser GréBe hinsichtlich des
Eintritts und Umfanges der Blutzuckersenkung und
der Erhohung des Insulinspiegels zwanglos erkliren,
Als Versuchstier war die Ratte geeignet, da sie dhnlich
dem Menschen einer Beeinflussung des Blutzucker-
spiegels durch Leucin unterliegt. Diese Beobachtung
von CocuRANE et al. [8] konnte von PENSUWAN et al.
[26] bestitigt werden, die nach intravendsen Leucin-
gaben einen Blutzuckerabfall in Hohe von 20—279%,
des Ausgangswertes nachwiesen. Anscheinend wider-
sprechende Befunde wurden von MCARTHUR et al. [20]
mitgeteilt. Diese Ergebnisse stellen keinen wirklich
stichhaltigen Einwand dar. Wéahrend des Versuchs
wurde sowohl bei Kontrollen als auch nach Belastung
der Ratten mit Leucin ein Blutzuckeranstieg nach-
gewiesen. Dieser Blutzuckeranstieg mufl demnach
wohl auf die Versuchsanordnung, beispielsweise das
Abschneiden der Schwanzspitze zur Blutgewinnung
bezogen werden.

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dal die
Erhdhung des Seruminsulinspiegels als Ursache der
Blutzuckersenkung nach Leucinzufuhr nicht durch
Hemmung des Insulinabbaus in der Leber erfolgt. Die
Leberclearance fiir Insulin in einem halbsynthetischen
Medium betrug ohne Leucin 2.67 ml/min, mit Leucin
2.18 ml/min. Bei Berechnung der spezifischen Leber-
clearance ergab sich ein Wert von 0.18 ml/min/g so-
wohl in den Kontrollperfusionen als auch nach Leucin.
Demnach verinderte Leucin in unseren Versuchen die
spezifische Leberclearance fiir Insulin nicht.

Die vorgelegten Befunde geben keinen Hinweis auf
eine wesentliche Rolle der Leber beim Zustandekom-
men der Veriinderungen des Plasmainsulinspiegels
nach Leucingaben. Da Leucin die Insulinclearance der
Leber nicht beeinfluBt und da, wie bereits erwihnt, die
Insulinsekretion des isolierten Rattenpankreas durch
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Leucin nicht stimuliert wird, bleibt die Frage nach
dem Wirkungsmechanismus dieser Aminosgure auf den
Insulin- und Blutzuckerspiegel ungeklirt und bedart
einer weiteren Bearbeitung.
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