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Experimentag investigations of the hypoglycaemic action 
of bovine proinsulin 

Summary. Proinsulln obtained from bovine insulin 
(Sc~Mn)T and A~ENS [6]) lowered the blood sugar level of 
rats and mice. The activity ratio proinsulin : insulin was 
1 : 4 in fed rats and fasted mice, and 1 : 2 in fasted rats, 
based on an equimolar dosage and measuring the effect 
in terms of maximum lowering of the blood sugar value. 
After proinsulin the decrease of the blood sugar was more 
protracted than  after insulin. Proinsulin which was in- 
cubated with trypsin in vitro, resembled insulin in degree 
and onset of action. I n  pancreateetomized, nephrectomized 
and two-thirds hepatectom~zed rats proinsulin acted as in 
normal animals. Alloxan-diabetic mice responded to pro- 
insulin like intact  mice. The reason why the onset of the 
hypoglyeaemic action of proinsulin was delayed is prob- 
ably due to the fact tha t  the active insulin must  first be 
produced by  a time-dependent proteolytic process. This 
may also be the cause of the ineffectiveness of proinsulin 
in the mouse convulsion test which was quoted by RVBEN- 
ST~N et al. [5]. 

Etude expgrimentalc de raction hypoglycgmlante de la 
pro-insuline de boeuf 

Rdsumd. Chez les rats et les souris le taux du sucre 
sanguin est abaiss@ par une proinsuline obtenue & partir 
de l ' insuline bovine (SeE~IDT et A~ENS [6]). Chez les rats 
aliment6s et les souris & jeun, le rapport d'activitg pro- 
insuline : insuline est de 1 : 4, chez les rats h jean de 1 : 2, 
dans le cas de dose gquimolaire et en mesurant l'abaisse- 
ment  maximum du sucre sanguin. L'abaissement du sucre 
sanguin ~volue de fagon plus lente apr@s proinsuline 
qu'apr&s insuline. La proinsuline, incub@e in vitro avee la 
trypsine, agit quanti~ativement et au point de vue temps, 
comme l'insuline. Chez les rats pancrgatectomisgs, chez les 

rats n@hreetomisds ainsi que chez ceux h@atectomisgs aux 
deux tiers, Faction de la proinsuline est la re@me que chez 
les animaux normaux. Les souris rendues diab~tiques par 
~'altoxane r@pondent ~galement k la proinsuline comme les 
souris intactes. L'action hypoglyc~miante de la proinsuline 
se manifeste de fagon retardde probablement parce que 
l ' insuline active dolt tout  d'abord se former par un pro- 
cessus prot.@olytique d@endant  du facteur temps. Ceci 
pourrait @tre aussi la raison pour laquelle, RUBENSTEIN 
et coll. [5] signalent l 'absenee d'effet de la proinsuline dans 
le test de convulsion chez la souris. 

Zusammenfassung. An l%atten and  1Y[i~usen wird der 
Blutzucker durch ein aus l%inderinsulin gewonnenes Pro- 
insulin (ScEMIDT und A~E~S [6]) gesenkt. Bei gefiitterten 
l~atten und  niichternen Mi~usen ist das Wirkungsverh~lt- 
nis Proinsulin:  Insutin = 1 :4 ,  bei nfichternen Rat ten  
1 : 2, wenn i~quimolar dosiert und  das Maximum der Blut- 
zuckersenklmg gewertet wird. Die Blutzuckersenkung ver- 
lguft nach Proinsulin protrahierter als nach Insulin. Pro- 
insulin, welches in vitro mit Trypsin inkubiert  wurde, 
wirkt quant i ta t iv  and  zeitlich wie Insulin. Bei panlcreat- 
elctomierten, bei nephreIctomierten und bei zweidrittel- 
hepate/ctomierten t~atten wirkt Proinsulin ebenso wie an 
Normaltieren. Auch alloxandiabetischc M~use sprechen auf 
Proinsulin wie intakte lVlguse an. Die hypoglykgmische 
Wirkung des 1)roinsulins t r i t t  wahrseheinlich deshalb ver- 
zSgert ein, well das aktive Insul in in einem zeitabh~ngigen 
proteolytischen Prozel~ erst entstehen m u l l  Dies kSnnte 
auch die Ursache fiir eine yon RU~ENSTEIN et al. [5] zi- 
tierte, fehlende Wirkung yon Proinsulin im M~usekrampf- 
test sein. 

Key-words: Insulin, proinsulin, blood sugar, mice, rats, 
pancreatectomy, nephrectomy, hepatectomy (partial) 
alloxan diabetes. 

STEnVEg et al. k o n n t e n  vor kurzem einen einkett i-  
gen Vorli~ufer des Insul ins,  das Proinsulin, bei der 
I n k u b a t i o n  yon  Insulh]omgewebe [8] n n d  isolierten 
fl-Zellen aus Ra t t enpankreas  [9] nachweisen. Nach 
Unte r suehungen  yon  SOHMIDT a n d  A~E~S [6] ist im 
Proinsul in  vom Rind  das Aminoende  der Insul in-A- 
Ke t t e  mi t  dem Carboxylende der Insu l in -B-Ket te  
durch ein aus 29 Aminos~uren bestehendes Verbin- 
dungsglied verknfipft .  I n  in vitro-Untersuchungen an  
isolierten Fet tzel len a n d  am Froschmuskel  zeigte Pro- 
insul in  nu r  eine sehr geringe Insu l inwi rkung  (zit. bei 
RUBENSTEn~ et al. [5]). Die I n k u b a t i o n  yon  Pro insu l in  
in vitro mit  Tryps in  ergibt  Des-Ala-Insnl in  als Um-  
wandlungsprodukt ,  das sich elektrophoretisch [6] a n d  
biologiseh im Mauskrampftes t  [3] n ieht  vom Insu l in  
unterscheidet .  Uber  die U m w a n d l u n g  yon  Proinsul in  
in vivo ist noch niehts  bekann t .  Aueh Un te r suchungen  
fiber die Blutzuckerwirkung sind bisher n ich t  durch- 

geffihrt worden. Wir  ha t t en  Gelegenheit, das yon  
SCHMIDT a n d  A~E~S gewonnene Proinsul in  auf seine 
Blu tzuekerwirkung an  R a t t e n  n n d  Mi~usen zu unter -  
suchen a n d  m6chten  im Folgenden darfiber berichten.  

Material and Methoden 

Tiermaterial: Es warden ]%atten beiderlei Geschleehts 
vom S~amm Wistar /Winkelmann-SPF and  weibliehe 
M~use des Stammes NMRI/Hann. -SPF verwendet. Sic 
erhielten Leitungswasser und Standardfutter Altomin-l~ 
ad libitum. ,,Gefiitterten" Ratten wurde das Fut ter  un- 
mittelbar, , ,niichternen" l%atten and  M~usen 16 Std vor 
Versuchsbeginn entzogen. Die Stalltemperatur betrug 
24 • I~ die Beleuchtungszeit (hell/dunkel) 12/12 Std. 
Das K6rpergewicht der in takten weiblichen Rat ten  betrug 
110--130 g, der pankreatektomierten m~nnlichen Ver- 
suchstiere 175--195 g, der hepatektomierten m~nnlichen 
sowie nephrektomierten weibliehen l%atten 130--160 g 
bzw. 120--145 g. 
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Substanzen: Als S tandard  wurde ein Misehinsulin yon 
Rind und Schwein mi t  24 I E / m g  (int. S tandard  IV 1958) 
verwendet.  Proinsulin stellte Dr. D.D.  S c ~ D ~ / B i o -  
chemisehes Labora tor inm der Farbenfabr iken Bayer  AG, 
Werk  Elberfeld, zur Verfiigung, wofiir wir ihm herzlieh 
danken. Insulin und Proinsulin wurden in Phosphat-  
Zitrat-Puffer p H  8 gelSst. ])as Injekt ionsvolumen betrug 
2 ml/kg l~atte bzw. 10 ml/kg 1Viaus. Trasylol| lag als 
Trockensubstanz mi t  4900 K I E / m g  vor. Es wurde in 
physiologischer KochsalzlSsung gelSst. ]:)as Injekt ions-  
volumen betrug 10 ml/kg l~atte. In  den Versuehen mi t  
Blutentnahmen nach 10, 20 and  30 Min. (Abb. 1 and  
Tabelle 7) wurde zu jedem Zei tpunkt  ein anderes Tier- 
kollektiv benutzt .  Die iibrigen Versuehe wurden an je- 
wefts demselben Tierkollektiv durehgefiihr$. Dieses anter-  
sehiedliche Vorgehen war notwendig, weft die HShe des 
Blutzuekers dureh so schnell aufeinanderfolgende Punk-  
tionen, wie es bei den 10-Minutenabstanden der Fa l l  ist, 
bereits verander t  werden kann. 

.Methoden: Blutzuekerbest immungen wurden mi t  dem 
Auto-Analyzer/Teehuicon naeh der yon HOFFI~AI~ [4] an- 
gegebenen Kaliumferr icyanid-Methode durchgefiihrt.  Das 
Blur wurde dem retroorbi talen Venenlolexus entnommen. 
- -  Die Pankrea tektomie  erfolgte in Evipan| 
(100 mg/kg i.p.) nach Cox et al. [2] dutch Ligatur  yon 
Pankreas,  angrenzender Duodenalsehleife und Milz. Le- 
berarter ie  und Pfor tader  blieben in takt .  --  Die Zwei- 
dr i t te lhepatektomie wurde in Athernarkose vorgenom- 
men. Die beiden grol~en ventralen Leberlappen wurden 
nacheinander ligiert und reseziert. Kontrollversuehe an 
10 Ra t t en  ergaben, dal~ bei diesern Vorgehen 69 ~ 2.0% 

bzw. 26 Prozent ,  bezogen auf  die Kon t ro l lg ruppe .  Nach  
20 Min. is t  die Blutglueose  s ta rker ,  n~mlich u m  15 
bzw. 41 P rozen t  (Abb. 1 B) u n d  naeh  30 Min. n m  24 
bzw. 44 P rozen t  (Abb.  1 C) ve rminder t .  Demgegeni iber  
f i ihren ann~hernd  aquimolare  Dosen Pro insu l in  ~ 
(0.8 bzw. 2.0 nmol /kg  s. c.) w~hrend  der  ers ten  30 Min. 
nach  der  App l ika t i on  zu keiner  s ignif ikanten Vers  
rung  des Blutzuekers .  E r s t  naeh  einer S tunde  bes t eh t  
eine s ignif ikante Differenz zur Kont ro l le .  Auch  die 
e twa  f i inffach hShere Proinsul indosis ,  ni~mlich 4.1 nmol /  
kg  s. e., i s t  naeh  10 Min. noch unwirksam.  Naeh  20 Min., 
ein Ze i tpunk t ,  zu dem Insul in  in  der  halben s  
ren  Menge den  Blu tzucker  u m  41% senkt ,  i s t  die Wir -  
k u n g  des Proinsul ins  nur  eben so s t a rk  wie die W i r k u n g  
yon  0.7 nmol /kg  Insul in.  E r s t  naeh  30 und  60 Min. is t  
der  hypog lykamisehe  Effekt  dieser  Pro insul indos is  
ausgepr/~gt, a l lerdings n ieh t  st/~rker als der  m i t  der  
ha lben  Insul indos is  erreichte.  Pro insu l in  w i rk t  dem- 
naeh  verz5ger t  und  q u a n t i t a t i v  sehw/~eher als Insul in .  

2. Gefi~#erte Ra#en 

E r w a r t u n g s g e m ~  wi rk t  Insul in ,  wie ein Vergleich 
der  W e r t e  in  Tabel le  1 m i t  denen  der  Abb.  1 zeigt,  an  
gefi~tterten R a t t e n  deut l ieh  schw~eher als an  ni iehter-  
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Abb. 1. Blutzuekerwerte in rng/100ml ~= i s  yon niiehternen Ra t t en  zu ver- 
sehiedenen Zeiten nach subeutaner  In jekt ion  versehiedener Dosen Insu- 
lin bzw. Proinsulin (nmol/kg) : n ---- 6. Zu jedem Zei tpunkt  der Blutzucker- 
untersuchung wurden jewefts andere Tierkollektive verwendet (s. Methode) 

der Leber entfernt werden. -- An weiblichen Ratten 
erfolgte die Nephrektomie in fiblieher Weise dutch Ligieren 
der zu- und abfiihrenden Gef~l~e und Entfernen der Nie- 
ren. Alle Operationen wurden unmit te lbar  vor Versuchs- 
beginn ausgefiibrt.  - -  Zur Erzeugung eines Alloxand~abvtes 
erhielten 1Vi~use 100 mg/kg Al loxan te t r ahydra t /10ml  
Zitratpuffer p H  5 in 30 see i .v.  injiziert.  Es wurden nur  
solehe Tiere verwendet,  bei denen 4 Tage sparer eine 
Niichternglucosurie (Glukotest| nachweisbar 
war. --  Signlfikanzberechnunyen erfolgten naeh S~UDEN~. 

nen.  Auch  der  Effekt  yon  Pro insu l in  is t  r eduz ie r t :  
4.1 nmol /kg ,  die in den  Versuchen an  n i ich te rnen  Tie- 
ren  s t a rk  wi rksame Dosis, h a t  noch keine  Wirkung .  Das  
gi l t  selbst  fiir die doppe l te  Dosis yon  8.2 nmol /kg  
(Tabelle 1). E r s t  16.5 nmol /kg  Proinsul in  h a b e n  eine 
m i t  3.7 nmol /kg  Insul in  e twa  verg le iehbare  W i r k s a m -  
kei t .  Auf  molarer  Basis  en t sp r ich t  dies e inem W i r k s a m -  
ke i t sverh~I tn is  yon  ca. 1:4.  

Ergebnisse 

1. Ni~chterne Ratten 

Wie  die Abb .  1A zeigt,  senken 0.7 u n d  1.8 nmol  
Insu l in  den  B lu tzucke r  n i ich te rner  R a t t e n  schon 
10 Min. nach  subcu tane r  I n j e k t i o n  s ignif ikant  u m  13 

1 ]:)as aus der Aminos~iurenanalyse berechnete Mole- 
kulargewicht unseres Proinsulins betr~gt  nach SCHMIDT U. 
A~E~S [6] 8621, das lY[olekulargewicht yon l=tinderinsulin 
5733. In  unseren Untersuchungen sind nut  ann~hernd 
~iquimolare Rosen yon Insulin und Proinsulin benutzt ,  da 
fiir unser Proinsulin ursprfinglich ein h6heres lY[olekular- 
gewicht, n~imlich 9500, angenommen wurde. 
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3. Pankrea t ek t om i e r t e  R a t t e n  

Der Blutzucker  yon  gefi i t terten R a t t s n  steigt naeh 
Aussehal tung des Pankreas  kont inuier l ieh  an  (Tabelle 
2). Durch 7.3 nmol  Insu l in /kg  s. e. 1/~Bt sich der Anst ieg 
signifikant hemmen.  Eine ann/~hernd/~quimolare Dosis 
Proinsulin,  8.2 nmol,  ist wirksam, aber deutlich schw/~- 
cher. Die vierfache Dosis Proinsul in  fiihrt  zu einer 

g. Zwe idr i t t e lhepa tek tomier te  R a t t e n  

Die In jek t ion  yon  5.5 nmol  Insu l in /kg  s. c. fi ihrt  bei 
zweidrit~elhepatektomierten,  gefi i t ter ten R a t t e n  zu 
einer s ignif ikanten Verminderung  der Blutglueose (Ta- 
bells 3). Eine/~quimolare Dosis Proinsul in  (6.2 nmol /kg  
s.c.) senkt  den Blutzucker  n ieht  signifikant,  die vier- 
faehe Menge hingegen etwa ebenso stark wie 5.5 nmol  

Tabelle i. Blutzuckersenkende W i r k u n g  yon I n s u l i n  und  P r o i n s u l i n  an  gefiitterten Rat ten  zu  
versehiedenen Zei ten nach subcutaner Appli lcat ion;  n = 6 

Blutglucose in rag/100 ml 4. ls 

Dosis/kg s.c. 0 30 60 90 Min. n. App1. 

Kontrolle 101 4. 5.5 112 4. 8.0 118 4.4- 7.8 117 -4- 8.3 

3.7 nmol Insulin 96 4. 3.8 79 4. 7.5 101 q- 12 107 4. 5.8 

7.3 nmol Insul in 101 :J: 2.3 61 ~: 4.7 68 4. 8.4 89 -4- 15 

4.1 nmol Proinsulin 102 • 2.3 112 4. 3.4 118 • 2.1 124 4. 13 

8.2 nmol Proinsulin 103 -4- 3.5 102 4. 3.9 112 4. 3.0 112 4. 3.4 

16.5 nmol Proinsuliu 99 • 8.1 79 4. 10 86 4. 13 101 4. 16 

- - p  < 0.05 I p < 0.001/gegen Kontrolle 

Tabelle 2. Blutzuckersenkende W i r k u n g  yon I n s u l i n  und  Pro insu l in  an  gefiitterten pankreatektomisrten t~atten. Der 
Nul lwer t  wurde unmit telbar nach tier Operation bestimmt, n ~ 4, Kontrolle n ~ 6 

Blutglucose in mg/100 ml =~ ls 

Dosis/kg s.c. 0 30 60 90 120 Min. n. Appl. 

Kon~rolle 114 q- 11 157 4. 17 178 4. 29 225 :L 41 253 :k 49 
7.3 nmol Insul in 115 4. 14 79 4. 13 95 4. 34 128 4. 58 143 -4- 50 

8.2 nmol l~roinsulin 116 zk 16 125 :k 12 t38 4. 13 175 ~: 8.0 179 4. 45 
33.0 nmol Proinsulin 112 4. 4.0 61 4. 13 49 4. 9.2 58 4. 5.3 70 q- 3.5 

/ '  < 0.05 / 
P < 0.01 ~ gegen Kontrolle 
P < 0.001) 

Tabelle 3. Blutzuckersenlcende W i r k u n g  yon I n s u l i n  ~tnd Pro insu l in  an  gefiAtterten zweidrittelhepatektomierten Rat ten  
zu  versehiedenen Zei ten naeh subcutaner Appti lcat ion.  Der Nul lwer t  wurde unmit te lbar nach der Operation bestimmt, n = 6 

Blutglucose in rag/100 ml 4. ls 

Dosis/kg s.c. 0 30 60 90 120 Min. n. Appl. 

Kontrolle 106 4. 8.6 121 :k 16 118 4. 19 119 • 15 119 • 12 
5.5 nmol Insulin 108 4. 5.2 62 4. 11 62 :~ 11 67 :~ 12 73 -4- 19 

6.2 rime1 Proinsulin 110 4. 4.7 110 :~ 8.1 107 :L 14 115 q- 15 116 4. 17 
24.7 nmol Proinsulin 107 ~: 4.4 70 :k 10 60 4. 7.2 61 4. 7.7 61 4. 11 

- -  P < 0.001 gsgen Kontrolle 

st/irkeren und  1/inger andaue rnden  Hypoglyk~mie als 
7.3 nmol  Insul in .  Pro insul in  wirkt  demnach  auch an  
pankreaslosen l~atten, u n d  zwar eher starker u n d  an- 
h~l tender  als an  intak~en. Fi i r  eine Wi rkung  des Pro- 
insulins i n  vivo, m6glicherweise als Aktivierungsorgan,  
ist das Pankreas  also n ich t  efforderlich. 

Insul in.  Das Wirkungsverh~l tn is  I n s u l i n : P r o i n s u l i n  
ist  wiederum 1:4  wie bei i n t ak t en  Tieren. Fi ir  die 
Wi rkung  des Proinsul ins  ha t  die Leber offensicht- 
lich keine entscheidende Bedeutung,  wenn aueh 
nicht  ausgeschlossen werden kann ,  dab der ver- 
bliebene LebeiTest gentigt, u m  das applizierte 

Diabetologia Vol. 5 23 
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]?roinsulin zur  w i rksamen  Insu l in form umzuwan-  l icherweise nur  par t ie l l ,  so dab  eine ausre ichende Pro-  
deln. te inasen-Res takt iv i t /~ t  noch vo rhanden  ist .  

5. Nephrektomierte Ratten 

A n  neph rek tomie r t en  R a t t e n  wurde  der  B lu tzueker  
durch  4.1 nmol /kg  Pro insu l in  (Tabelle 4) ebenfal ls  
s t a rk  und  verzSger t  gesenkt .  Vergle icht  m a n  die W e r t e  
der  Tabel le  4 mi t  den als , ,Kon t ro l l en"  anzusehenden  

6. Intalcte ni~chterne MiSuse 

Bei M~usen s te ig t  der  B lu tzucker  an  sich schon 
w~hrend  des Versuchsablaufs  an  (Kontro l le  in  Tabel le  
5). Es dt i r f te  sich u m  die Folge  der  in kurzen  In t e r -  
va l l en  vo rgenommenen  Venenpunk t ionen  im Orbi ta l -  

Tabelle 4. Blutzuckersenlcende Wirl~ung von Proinsutin an nephrektomierten niiehternen Ratten zu verschiedenen Zeiten 
~ach subcutaner Applikation 

Proinsulin wurde 1 Std nach der Operat ion s.c., Trasylol unmit te lbar  nach der Operation i .p.  injiziert. Der Nullwert  
wurde 1 Std naeh tier Operation best immt,  n = 5 

Blutglucose in rag/100 ml • Is 

Dosis/kg 0 30 60 90 120 Min. n. Appl. 

Kontrolle  70 ~= 12 66 i 9.5 59 • 8.1 59 ~= 10 60 =L 9.4 
4.1 nmol Proinsulin s.c. 69 • 6.8 53 • 6.8 33 =~ 2.9 32 J= 3.4 35 ~= 4.7 

4.1 nmol Proinsulin s.c. -~ 
200000 K I E  Trasylol i .p.  76 • 5.1 56 • 9.7 34 • 17 41 =J= 16 42 • 16 

P < 0 .05  I p < 0.001/ gegen Kontrolle  

Tabelle 5. Blutzuckersenkende Wirkung von Insulin und Proinsulin an intakten ni~chternen MSusen 
zu verechiedenen Zeiten nach subcutaner Applikation. n = 7 

Blutglueose in mg/  100 ral ~ ls 

Dosis/kg s.c. 0 30 60 90 iYlin, n. Appl.  

Kontrol le  68 & 10 112 + 20 135 • 23 164 • 24 

1.8 nmol Insulin 64 =E 7.5 76 ~= 13 89 ~= 29 119 =~ 37 

3.7 nmol Insulin 71 • 8.4 63 • 11 48 • 13 69 ~ 26 

7.3 nmol Insulin 65 • 11 34 • 2.6 30 • 6.4 37 ~= 8.5 

4.1 nmol Proinsulin 70 • 7.5 93 -~ 16 113 4- 24 136 • 2 6  

8.2 nmol Proinsulin 78 4- 9.2 94 4- 40 99 • 30 111 • 45 

16.5 nmol Proinsulin 72 =]= 14 61 • 21 53 • 5.8 57 • 13 

P < O.05 
P < 0.01 } gegen Kontrolle  
P < 0 .001J  

der  Abb.  1, so kSnnte  Pro insu l in  an  n e p h r e k t o m i e r t e n  
Tieren  eher  wi rksamer  sein als bei  den  in t ak t en .  Die 
Niere is t  also ffir die U m w a n d l u n g  des Pro insu l ins  zum 
a k t i v e n  P r o d u k t  n ich t  ve ran twor t l i ch .  Durch  sie geht  
Pro insu l in  und  Insul in ,  wie RUBE~STEIN et  al. [5] 
zeigten,  im H a r n  ver loren.  

Zu der  Frage ,  ob T ra sy lo l -hemmbare  P ro te inasen  
an  der  U m f o r m u n g  yon  Pro insu l in  be te i l ig t  sind, h a b e n  
wir  Trasy lo l  u n d  Pro insu l in  k o m b i n i e r t  ve rabfo lg t :  zu- 
n~chs$ erhie l ten  die Tiere  200 000 K I E  Trasy lo l /kg  i. p.,  
60 Min. sparer  das  Pro insu l in  s. c .  Wie  die W e r t e  der  
Tabe l le  4 demons t r ie ren ,  b le ib t  die P ro insu l inwi rkung  
un te r  Trasy lo l  unver~nder t .  Dieser  , ,nega t ive"  Befund  
be rech t ig t  a l le rd ings  n ieh t  zu der  SchluSfolgerung,  dab  
P ro te inasen  an  der  P ro insu l inumwand lung  n ich t  be- 
te i l ig t  s ind.  Die H e m m w i r k u n g  des Trasy lo l  i s t  m6g- 

p lexus  handeln .  - -  Subeu tane  I n j e k t i o n e n  yon  1.8, 3.7 
bzw. 7.3 nmol /kg  Insu l in  s.c.  senken den  B lu tzucke r  
dosisabh~ngig  (Tabelle 5). Die k le ins te  appl iz ier te  
Dosis Proinsul in ,  4.1 nmol /kg ,  beeinfluS~ die Blur-  
glucose n ich t  s ignif ikant .  Die Erh5hung  der  Dosis auf  
8,2 bzw. 16.5 nmol /kg  Pro insu l in  f i ihr t  zu einer dosis- 
abh~ngigen  Verminderung  der  Glucose im Blur .  16.5 
nmol /kg  Pro insu l in  s ind ungef~hr  ebenso wi rksam wie 
3.7 nmol /kg  Insul in.  - -  Das  Wirkungsverh~ l tn i s  Insu-  
l in :  Pro insu l in  is t  1 : 4. 

7. Alloxandiabetische ni~chterne MiSuse 

Der  erhShte  B lu tzucker  a l loxand iabe t i scher  M~use 
wird  dureh  5.5 nmol /kg  Insu l in  s .c.  innerha lb  einer 
S tunde  sehr  s t a rk  v e r m i n d e r t  (Tabelle 6). Pro insu l in  
If ihr te  in  einer  Dosierung yon  12.4 nmol /kg  s.c.  eben- 
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falls zu einer signifikanten, aber nicht  so ausgepr/~gten 
Hypoglyk/~mie. Die doppelte Dosis Proinsulin, n/~m- 
lieh 24.7 nmol, sind eine Stunde naeh ihrer In jekt ion  
nieht  st/~rker wirksam. Alloxandiabetische M/~use sind 
sowohl gegen Insulin als aueh Proinsulin sehr empfind- 
lieh. Auff/fllig ist die gr5Bere Streuung der Proinsulin- 
werte (s. Tab. 6, 60-Min.-Werte). 

T~belle 6. Blutzuckersenlcende Wirkung yon Insulin und 
Proinsulin an alloxandiabetischen ni~chternen M(tusen nach 

subcutaner Applikation. n = 6 

Blutglueose in mg/100 ml -4- ls 
Dosis/kg s.c. 0 60 Min. n. Appl. 

Kontrolle 450 -4- 45 380 -4- 59 

5.5 nmol Insulin 410 -4- 30 66 -4- 22 
12.4 nmol Proinsulin 418 -4- 80 137 4- 123 

24.7 nmol Proinsulin 504 -4- 36 171 -4- 98 

p < 0.01 / 
P < 0.001) gegen Kon~rolle 

Diskussion 

STEINER et al. [9] zeigten, dab die Biosynthese 
des Insulins fiber Proinsulin fiihrt. Proinsulin kann  
aber nur  in geringen Mengen aus kristallinem Insulin 
[6, 7, 1] gewonnen werden. Das Pankreas  enth/flt und  
sezerniert offenbar iiberwiegend biologiseh aktives In- 
sulin und relativ wenig Proinsulin. Dementsprechend 
ist zu folgern, daB die Herausspal tung des aus 29 

solches sowohl an isolierten Fettzellen als auch am 
isolierten Froschmuskel  praktisch keine insulinartige 
Wirkung hat.  

Gibt man  ProinsuHn intakten Tieren, so erh/flt man,  
wie ~dr zeigen konnten,  eindeutige Senkungen des 
Blutzuckers. Der Unterschied zum Insulin liegt in 
einer zeitliehen Verschiebung des Wirkungseintr i t ts  
und einer geringeren, das Maximum betreffenden Wir- 
kungsintensit/~t. Beides ist aus der Vorstellung heraus 
verst/indlich, dab Proinsulin innerhalb einer gewissen 
Zeit erst zu Insulin umgewandel t  werden muB; denn 
infolge der kons tanten  Inakt ivierungsbedingungen 
wird bei langsamerem ,,Anfluten" akt iven Materials 
hie die gleich hohe Maximalkonzentrat ion wie bei Gabe 
eines yon  vornherein fertigen Insulins erreicht. Fiir die 
Riehtigkeit  dieser Vorstellung spreehen vor  allem Be- 
funde fiber die Wirkung  yon  in vitro akt ivier tem Pro- 
insulin, die in Tabelle 7 zusammengefaBt sind: w/~hrend 
Proinsulin erwartungsgem~B mit  deutlicher Latenz  
wirksam wird, verh/flt es sich nach vorheriger in vitro- 
Inkuba t ion  mit  Trypsin genau wie die /~quimolare 
Menge reinen Insulins. (Wegen Substanzmangel  konn-  
ten die Versuche nur  mit  einer Dosis durchgeffihrt  wer- 
den.) Da sieh Proinsulin also durch Trypsin  vollsts 
zu akt ivem Insulin (Des-Ala-Insulin l) umwandeln  l~Bt, 
wird infolgedessen auch der E inwand  entkrKftet, dab 
die im Vergleich mit  Insulin schw/~ehere hypoglyk/s 
sehe Proinsulinwirkung die Folge einer partiellen De- 
natur ierung des benutz ten  Proinsulins sei. - -  An  wel- 
ehem Oft  injiziertes Proinsulin zu Insulin aktiviert  

Tabelle 7. Blutzuckersenkende Wirkung von Insulin, mit Trypsin inkubiertem 
Proinsutin bzw. Proinsulin an ni~chternen Ratten zu verschiedenen Zeiten nach 

subcutaner Ayoplikation 

Proinsulin wurde 22 Min. lang bei 37~ in Trispuffer pH  8 inkubiert, n = 6. Zu 
jedem Zeitpunkt der Blutzuckeruntersuchung wurden jeweils andere Tier- 

kollektive verwendet (s. Methode) 

Blutglucose in rag/100 ml -4- ls 

Dosis/kg s.c. 10 20 30 Min. n. Appl. 

Kontrolle 66 4- 4.7 66 • 5.7 63 4- 4.4 
1.8 nmol Insulin 60 4- 7.2 40 -4- 1.8 b 38 -4- 2.2 a 

2.0 nmol mit Trypsin 
inkub. Proinsulin 58 4- 4.4 40 -4- 2.0 b 39 -4- 5.7 a 

2.0 nmol Proinsulin 65 4- 8.3 60 4- 2.6 46 -4- 5.3 

- - P  < o.o5 / 
P < O.O01J gegen Kontrolle 

P < 0.05 
b p < 0.001/gegen Proinsulin-Gruppe 

Aminos/~uren bestehenden und die beiden Insulin- 
ke t ten  verbindenden Peptids in den fl-Zellen erfolgen 
muB. Nach  STEllaR (pers. Mitteilung) ist es in hohem 
Grade unwahrscheinlich, dab Insulin im pharmazeut i-  
schen HerstellungsprozeB aus Proinsulin entsteht.  

Ffir die bereits im Pankreas  stat tf indende Um- 
wandlung yon  Proinsulin spreehen aueh die yon  I~V- 
m~STEI~ [5] zitierten Befunde, daB Proinsulin als 

wird, lieB sich in unseren Versuchen nicht  ermitteln. 
Da Proinsulin auch an pankreatektomierten und aUoxan- 
diabetischen Tieren im gleichen quant i ta t iven Verh/~lt- 
his zu Insulin wie an ~qormaltieren wirksam war ,kann 
es offenbar auch exbrapankreatiseh rol l  akt ivier t  wer- 
den. Ebenso unabh/~ngig scheint die Umwandlung  aueh 
yon  der Niere zu sein, da Proinsulin an  nephrektomier. 
ten Tieren die volle Wirkung  hatte.  Sie war eher st/~rker 

23* 
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als bei intakten Kontrollen, offensichtlich deshalb, weft 
Insulin und Proinsulin durch die l~iere in den Harn 
eliminiert werden [5]. Mit Sieherheit li~I~t sieh die 
Niere als partieller Umwandlungsort allerdings nieht 
ausschlieI~en, da die beim nephrektomierten Tier 
weniger gebildete Insulinmenge durch fehlende Aus- 
seheidung des an anderen 0r ten  entstehenden Insulins 
kompensiert werden kann. 

Leider haben die Versuehe an zweidrittelhepatekto- 
mierten Ratten kein verwendbares Ergebnis gebracht, 
da die Proinsulinwirkung auch bei diesen Tieren un- 
beeintraehtigt war, obwohl anzunehmen ist, dal~ die 
Leber zur Umwandlung yon Proinsulin befahigt ist. 
0ffensiehtlieh reicht dazu aber ein Drittel des Organs 
aus. Die Frage miil~te unter anderen experimentellen 
Bedingungen untersucht werden. 

Unsere Ergebnisse stehen in seheinbarem Wider- 
spruch zu J~u~erungen yon RUB~STEIN et al. [5]. Die 
Autoren zitieren eine persSnliehe Mitteilung, nach der 
Proinsulin im M~usekrampftest eine ,,extrem niedrige 
biologische Wirksamkeit" hat. Da wir die methodi- 
schen Bedingungen der betreffenden Untersuchungen 
nieht kennen, l~l~t sich die Diskrepanz schwer beur~ei- 
len. Wir m5ehten aber annehmen, dal~ deren wesent- 
liche Ursache in der relativ langsamen Entstehung des 
aktiven Insulins liegt, da ein schneller Abfall desBlut- 
zuekers die entscheidende Voraussetzung fiir das Auf- 
treten eines Insulinschocks ist. 

Schliel~lich m5ehten wir nicht unerw~hnt lassen, 
dab wir ein weiteres, yon SCHMIDT und A~E~S [6] 
isoliertes Peptid aus Rinderinsulin gepriift haben -- 
soweit es die geringe, zur Verfiigung stehende Menge 
erlaubte. Es handelt sieh um die ,,Fraktion b2" [6], 
bei der die vorher kontinuierliche Aminos~urenkette 

durch Abspaltung yon Lys-Arg an der A-Kette unter- 
brochen und zweikettig wurde. An niichternen Ratten 
senkte dieses Peptid den Blutzucker eine halbe Stunde 
nach subcutaner Injektion yon 10 bzw. 25 nmol/kg 
signifikant um 12 bzw. 22 Prozent der Kontrollwerte. 
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