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Metabolism of Ad;/pose Tissue in Normal, Alloxan- 
diabetic and in fasted-refed Rats During Prolonged Incuba- 
tion in vitro. 

Summary. A method for the prolonged incubation of 
adipose tissue in vitro is described. -- Adipose tissue of 
normal, alloxan diabetic and fasted-refed rats survives in 
vitro for 24 hours and remains responsive to insulin. -- 
The glucose uptake of diabetic adipose tissue rises during 
8 to 16 hours of incubation in vitro to values which are 
on the same order as those of normal tissue. This effect 
is independent of insulin. -- Basal glycerol release rises 
during incubation. The glycerol release of the tissue is 
stimulated by insulin at the beginning of the incubation 
and inhibited at the end of incubation. -- The comparison 
of the stimulation of intracellular glucose metabolism by 
prolonged incubation and by insulin may permit one to 
distinguish insulin effects on glucose transport from other 
possible effects on glucose metabolism. -- The mechan- 
isms responsible for the insulin-independent glucose 
penetration during prolonged incubation are presently 
being investigated. 

Mdtabolisme du tissu adipeux de rats normaux, alloxane- 
diab~tiques et rdalimentds apr~s carence alimentaire pen- 
dant une incubation prolongde in vitro. 

R~sumg. Une mdthode permettant  l ' ineubation in vitro 
de longue durde du tissu adipeux est d6crite. -- Ainsi le 
tissu adipeux 6pidldymaire du rat  survit in vitro jusqu'~ 
24 heures. -- L'6tude a por~6 sur le tissu adipeux de rats 
normaux, r6alimentds apr@s jefine et alloxanis6s. -- Pen- 
dant  route la durde de l ' incubation, le tissu rgpond ~ la 
stimulation par l 'insuline. -- Le m6tabolisme du glucose 
du tissu adipeux ((diab6tique~), d 'abord abaiss6, augmente 
au cours de Fincubation ~ des valeurs comparables au 

tissu adipeux mormal)>, ceei notamment  en l'absence d'in- 
suline. -- La production de glyc6rol ]par le tissu augmente 
pendant  l ' incubation. L'insuline a une action stimulatrice 
sur la lipolyse au ddbut, mais une action inhibitrice k la 
fin de l ' incubation. -- La comparaison entre Faction sti- 
mulatrice d 'une incubation de longue durde sac le mdta- 
bolisme intracellulaire du glucose et celle de l ' insuline 
permettra de sdparer Faction de l ' insuline sur le transport  
du glucose de possibles actions suppldmentaires de cet 
hormone dans la normalisation du mdtabolisme du tissu 
adipeux ((diab6tique~). -- Les causes de la stimulation du 
m6tabolisme du glucose lors d 'une incubation sent exami- 
n6es actuellement. 

Zusammenfassung. Eine Methode der langfristigen In-  
kubation yon epididymalem Fettgewebe yon Rat ten  wird 
beschrieben. -- Fettgewebe normaler, alloxandiabetischer 
und nach Nahrungskarenz widergefiitter~er l~atten iiber- 
lebt in Vitro w~hrend 18 bis 24 Stunden. ]:)as Gewebe l~13t 
sich w~hrend der ganzen Zeit mit  Insulin stimulieren. -- 
Die verl~ngerte Inkuhat ion yon Fettgewebe alloxandia- 
betiseher Rat ten  ffihrt in den ersten 8 bis 16 Stunden ohne 
Insulin zu einem Anstieg der Gincoseaufnahme au~ Werte, 
die denjenigen des normalen Gewebes entsprechen. -- Die 
basale Glycerinabgabe steigt w~hrend der Inkubat ion  an. 
Zu Beginn der Inkubat ion  wird die Glycerinabgabe durch  
Insul in gefSrdert, gegen Ende der Inkubat ion  teilweise 
gehemmt. -- Der Vergleich des intracellul~ren Stoffweeh- 
sels markier~er Glucose ur/ter Insulinsbimulation und naeh 
langfristiger Inkuba t ien  diirfte einen Beitrag zur Beant- 
wortung der Frage leisten, ob Insul in zus~tzliche brans- 
portunabh~ngige Wirkungen auf den Glucosestoffwechsel 
des Fettgewebes ausiibt. -- Die Griinde der insulinunab- 
h~ngigen Steigerung der Glucoseaufnahme w~hrend der 
langzeitigen Inkubat ion werden zur Zeit untersueht. 

Die wi~hrend langerem Fas ten  auf t re tenden  Ver- 
~nderungen des Fettgewebestoffwechsels werden durch 
Wiederff i t terung aufgehoben [11, 8, 28]. Eine Normali-  
s ierung des Stoffwechsels k a n n  auch durch lang- 
zeitige I n k u b a t i o n  des isolierten Fe~tgewebes in vitro 
erreicht werden [19]. Es war das Ziel der im folgenden 
beschriebenen Untersuchungen ,  die s~offwechself6r- 
dernde Wi rkung  einer langzei~igen I n k u b a t i o n  aueh an  
diabe~ischem Fet tgewebe zu un te rsuchen  a n d  im be- 
sonderen die Frage zu kl/~ren, ob die Steigerung der 
Glucoseaufnahme allein oder noch zus/~tzliche Insul in-  
wi rkungen  fiir die Wiederherstel lung der me~abolischen 
A k t i v i t ~  verantwor t l ich  sind. 

* Y)iese Arbeit erfolgte mit  Untersbfitzung dutch the 
United States Public Health Service (Grant :No. A 5'387) 
und  den Schweizerisehen :Nationalfonds (Nr. 3'854L 

Auf G r a nd  der Arbei ten  yon  HERREmt et al. 1 ent-  
wickelten wir dazu eine Inkuba t ionsmethode ,  die die 
Reakt ionsfahigkei t  des Gewebes fiber S tunden  ge- 
w/ihrleistet. Eine  Beschreibung dieser Methode u n d  
der dami t  e rhal tenen Resul ta te  m i t  epid idymalem 
Fet tgewebe norma]er,  a l loxandiabet ischer  u n d  nach  
Nahrungskarenz  wiedergeffitterter R a t t e n  is~ Inhal~ 
der vorl iegenden Arbeit .  

Material und Methoden 

Versuchstiere. Drei Gruppen  r e i n  gezfichteter 
0sborn-Mende l -Ra t t en  wurden  verwendet :  

1 Ich bin den Herren Prof. A.E. RENOI~D, Dr. 1VL G. 
HERRERA und Dr. G.R. PHILIPPS fiir die Uberlassung ih- 
res Manuskripts lange vor tier Publikation zu Dank ver- 
pflichtet. 
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a) Gefiitterte Ratten hatten freien Zugang zur 
Nahrung und wurden bei einem Gewieht yon 120 bis 
140 g getStet. 

b) Wiedergefiitterten Ratten wurde bei einem Ans- 
gangsgewieht yon 160 bis 180 g w/~hrend 120 Stunden 
jegliehe Nahrung auBer Wasser entzogen und an- 
sehlieBend wurden sic 24 Stunden mit kohlenhydrat- 
reieher, fet tarmer Di/~t geffittert. 

e) Alloxandiabetische Ratten: Bei diesen Tieren mit 
einem Ausgangsgewieht yon 140 bis 160 g wurde nach 
einer Fastenzeit yon 24 Stunden 45 mg Alloxan pro kg 
t~atte in die Sehwanzvene injiziert. AnsehlieBend hatten 
die Tiere wieder freien Zugang zur Nahrung und wur- 
den 96 Stunden nach der Injektion dekapitiert. 

Bei seh]eehtem Zustand wurde am dritten und 
vierten Tage naeh Alloxan je 10 ml l~ingerl6sung mit 
0.3 mEq. Kalium s.e. injiziert. 

Blutzuekerbestimmungen solehermagen behandel- 
ter Rat ten vor der Dekapitation ergaben durehwegs 
Werte zwischen 600 und 1000 mg%. 

Inkubationsmedien. Als Inkubationsmedium wurde 
in den meisten hier besehriebenen Versuehen steriles 
Zellkulturmedinm naeh EAGLE et al. [5] mit der yon 
EARLE [6] besehriebenen Zusammensetzung des Bi- 
carbonatpuffers verwendet (General Biochemicals 
Laboratory Park, Chagrin Falls, Ohio, USA). Es zeigte 
sieh in spgteren Versuchen, dab die sterile Puffer- 
15sung allein, ohne Zugabe essentieller Aminos/~uren 
und Vitamine, fiir die beschriebenen Inkubationszeiten 
geniigt. Auch der Zusatz yon 5% Serum fastender 
I ~ t t e n  erwies sieh als nicht notwendig ffir das iJber- 
leben des Gewebes. 5 mg Penicillin und 5 mg Strepto- 
mycin pro 100 ml wurden allen Inkubationsmedien 
beigeffigt. Weiter enthielten die LSsungen Albumin in 
Konzentrationen zwisehen 1 und 2 g pro 100 ml. 
Kristallines Schweineinsulin mit einer Aktivit/~t yon 
23.9 IE/mg wurde in Krebs-Ringer-Bicarbonatpuffer 
mit 200 mg Albumin pro 100 ml verdiinnt. Weitere Zu- 
s/~tze sind in den einzelnen Experimenten angegeben, 

Vor der Inkubation wurden die L6sungen mit 
einem 950/00~ --  5~o CO 2 Gasgemiseh ges/~ttigt (pH 
7.4) und auf 37 ~ C vorgew&rmt. 

Inl~ubationstechnik. Die l~atten wurden dureh De- 
kapitation getStet, das epididymale Fettgewebe mSg. 
liehst raseh und mit einem Schnitt weggetrennt und 
je vier Fettzipfel in einem 25 ml Polyaethylenflgseh- 
chen (Packard) mit den besehriebenen LSsungen in 
einem Sehfittelapparat (Dubnoff) inkubiert (Sehiit. 
telfrequenz 80 pro Minute, Temperatur 37~ Der 
Weehsel der Fettzipfel in neue F1/~schchen mit frisehem 
Medium erfolgte m6gliehst schonend Mle 4 bis 8 
Stunden. Die Inkubationszeiten betrugen zwischen 16 
und 24 Stunden. W/~hrend der ganzen Dauer der In- 
kubation wurden die L5sungen unter einer Gloeke 
often mit 95% 02 --  5% CO 2 begast, um ein Absinken 
der Sauerstoffspannung und eine Anhgufung yon CO~ 
zu verhindern. Mit dieser Teehnik verdunstet  kein 
Wasser und die Puffer-LSsungen dicken nicht ein. Die 
Gef~ge wurden vor and naeh Zugabe des Fettgewebes 

gewogen und alle l~esultate auf das Feuehtgewieht des 
Gewebes bezogen. 

Bestimmungen. Glucose, Glycerin und Milehs/iure 
wurden enzymatisch bestimmt mit den Reagenzien der 
Firma Boehringer, Mannheim, Deutschland. 

Freie Fettsguren im Medium wurden naeh GO~DON 
[16] extrahiert  und titriert. 

Zur Glykogenbestimmung wurde das getroeknete, 
fettfreie Gewebe (Extraktion der Totallipide naeh 
FOLC~ et al. [7]) in 30 ~o -iger KOI-I hydrolisiert, und das 
Glykogen in 70% -igem Ethanol mit Na~SO 4 bei 4 ~ C 
dreimal gef/illt. Das Glykogen wurde dann hydrolisiert 
und Glucose enzymatiseh bestimmt. 

Bemerkungen zur Methodik. 1. Vorversuehe zeigten, 
dab Inkubationen fiber die hier angegebenen Zeiten 
nur mit sterflen Puffern durehgefiihrt werden k6nnen. 

2. Die Zersehneidung der Fettzipfel in kleine Stiieke 
und deren gleichm//Bige Verteilung auf die Inkubations- 
gef/~Be, eine Methode, die sieh fiir kurzfristige In- 
kubationen in diesem Labor bestens bewghrt hat [10], 
erwies sich ffir langfristige Versuehe als ungiinstig. 
Einmal wird das Gewehe dureh das Zerschneiden er- 
heblich verletzt und augerdem ist ein sehonender und 
selmeller Weehsel so vieler Einzelstiieke yon einem 
Iukubationsgef/iB in das andere nieht m6glieh. 

3. Das Gewieht yon Fettgewebe nimmt w&hrend 
Inkubationen in Pufferl6sungen zu. Dies wird auf eine 
Aufnahme yon Wasser in den extrazellulgren t~aum 
zuriiekgefiihrt [14, 3]. Insulin hemmt diese Gewiehts- 
zunahme zum Teil. So fanden wir in unseren Versuchen 
eine durehsehnittHehe Zunahme des Gewiehts w/~hrend 
24-stiindigen Inkubationen um 100~ und mit Insulin 
(250 #E/ml) eine Zunahme yon nur 74.5%. 

4. Die Milehs/~urekonzentration im Medium stieg 
w/ihrend langzeitiger Versuche etwas an, fibertraf aber 
hie 30 mg pro 100 ml. pH-Messungen wghrend einzelner 
Versuehe zeigten nur geringe Schwankungen zwisehen 
7.3 und 7.5. 

Resultate 

1. Glucoseaufnahfae des epididymalen aVettgewebes 
normalgefiitterter und alloxandiabetischer Ratten wghrend 
24-stiindiger Inlcubation in vitro mit und ohne Insulin. 
Tabelle 1 zeigt die Durehsehnittswerte der Glucose- 
aufnahme des epididymalen Fettgewebes normal ge- 
fiitterter Rat ten  mit und ohne Insulinstimulation bei 
einer 24 Stunden dauernden Inkubation. Die basale 
Glueoseaufnahme nimmt yon Beginn an zu. Von 16 
Sttmden an nimmt das Gewebe gegenfiber den ersten 
4 Stunden sigidfikant mehr Glucose auf. Von der 4. zur 
24. Stunde steigt die Glueoseaufnahme im Dureh- 
sehnitt um 6.12 #Mol/g/Std, d.h. um 112% an. Insulin 
(250 #E/ml) stimuliert die Glueoseaufnahme w/~hrend 
der ersten 4 Stunden auf mehr als das Dreifaehe des 
Basalwertes. Die prozentuale Stimulation dureh Insu- 
lin wird mit der Zunahme der Basalaufnahme im Ver- 
laufe der Inkubation kleiner und betr / igt  bei 24 
Stunden nur noeh 180%. Das unter Insu]instimulation 
stehende Gewebe nimmt am Ende der Inkubation im 
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Tabel le  1. Glucoseaufnahme des epididymalen Fettgewebes gefgtterter Ratten mit und ohne Insul in wgd~rend 2d-stgndiger 
Inkubation "in vitro 

I n k u b a ~ i o n s m e d i u m :  Eag l e ' s  T C - m e d i u m ,  200 m g  Glucose a n d  i g A l b m n i n  pro  100 ml .  M e d i u m w e c h s e l  alle 4 S~unden  
Die l~esulta~e s ind  als  #Mol  Glucose,  die pro  g F e ~ g e w e b e  pro S6unde a t f f g e n o m m e n  w u r d e n ,  a nge ge be n .  M i ~ e l w e r t e  

:h m i t t l e r e r  Fehler ,  n in  K l a m m e r n  
Die Z u n a h m e  der  G l u e o s e a t d n a h m e  under  250/~E I n s u l i n / m l  i s t  zus /~z l ich  in  Prozen~en  des  Basalwer~es  a n g e b e n  

Inkuba~ions- 
d~uer in Std. 

Oh n e  I n s u l i n  

Mi~ 250 CE/ml I 
Insulin 
% Stimulation 

I II III IV 
4 8 16 24 

Glucoseaufnahme in ~3~ol/g/Std 

5.47:J= 0.37 6 . 5 5 •  9 . 0 1 •  1 1 . 5 9 ~ 0 . 6 3  
(6) (9) (9) (9) 

1 7 . 7 7 ~ 1 . 0 1  17.80=~1.00 20.01=~0.71 20.80q-1.02 
(6) (s) (s) (s) 
325 272 222 180 

Statistik 

I++II I~lll l+~IV II+~lll lll+->IV 

n.s. <0.0005 <0.0005 <0.005 <0.01 

n.s.  n .s .  < 0 . 0 5  n .s .  n .s .  

Durchschnitt  3.03 #Mol/g/Std Glucose mehr auf als am 
Anfang (nicht signifikant). 

Fe~tgewebe Mloxandiabetiseher Tiere wurde under 
gleichen Bedingungen inkubiert  (Tabelle 2). Diabeti- 
sches Gewebe n immt  anfiinglich weniger Glucose auf 
als normales Gewebe. Wi~hrend der Inkubat ion steigt 
die Glueoseatffnahme dann raseh an und erreicht 
bereits nach 8 Stunden Werte, wie sie beim Gewebe ge- 
fiit~erter Ra~ten gefunden werden. Prozentual steigt 
die basale Glueoseaufnahme bei gefiitterten Ra t ten  
yon der 4. zur 8. Stunde im Durchschnitt  um 20%, bei 
allox~ndiabetischen Tieren aber um 152~o an. Nach 
8 Sbunden nimm~ die basale Glueose~ufnahme nur 
noch wenig zu und b]eibt yon der 16. Stunde an 
praktiseh gleich. Das Gewebe spricht w/~hrend der 
gunzen Inkubat ionsdauer  auf Insulin an. Die prozen- 
fume Stimulation dureh Insulin ist am grSBten, wenn 
die basMe Glucose~ufnahme klein ist, d.h. am Anfang 
der Inkubation.  

2. Abgabe von Glycerin, freien ~etts~uren und Milch- 
siiure dutch Fettgewebe alloxandiabetischer Ratten mit 
und ohne Insulin im Verlaufe der Inkubation in vitro 
i~ber 24 Stunden. Die Glyeerinabgabe des Fettgewebes 
alloxandiabetischer Rat ten  (Abb. 1) ist mi t  3.55 #Mol/ 
g/Std zu Beginn der Inkubat ion deutlich h6her als die 
Glycerinabgabe gefiitterter Rat~en, die unter d e n  
gleichen Bedingungen in unseren Laboratorien im 
Durchschnitt  1.46 / ~ o l / g / S t d  betr/~gt [i1]. Insulin 
s~eigert die Glycerinproduktiou yon 3.55 auf 4.23 
#Mol/g/Std. Dementsprechend werden in der ersten 
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Abb. 1. Abgabe yon Glyerin, freien Fettsi~uren und MilchsEure durch epi- 
did:r Fettgewebe alloxandiabetischer Ratten mit (o---o) und ohne 
(o--o) Insulin wihrend 24-sKindiger Inkubation in vitro 

u gleich wie im Text zu Tabelle 1 
Die l~esultate sind als Mittelwerte aus drei Inkubationen in /x3Iol pro g 

Fettgewebe pro Stunde mit der Streubreite angegeben 

Tabel le  2. Glucoseaufnahme des epididymalen _Fettgewebes alloxandiabetischer Ratten mit und ohne Insul in  w4hrend 
24-st~ndiger Inkubation in vitro 

V e r s u e h s b e d i n g u n g e n  gle ich wie i m  T e x t  z u  Tabel le  1 
Die  E x p e r i m e n t e  w u r d e n  96 S~unden  n a c h  i .v.  I n j e k t i o n  y o n  45 m g  A l loxa n  pro  kg  v o r g e n o m m e n  (siehe Methode)  

Inkubations- 
dauer in Std. 

Oh n e  I n s u l i n  

Mit  250/zE 
I n s u l i n  pro m l  
% S t i m u l a t i o n  

I 
4 

3 . 9 8 •  
(14) 

1 1 . 8 6 i 0 . 9 8  
0 4 )  
298 

II , III IV 
8 16 24 

Glucoseaufnahme ~ #~ol/g/Std 

i 0 . 0 4 •  i2 .99 :~0 .80  l i . 7 3 4 - 0 . 6 5  
(6) (6) (6) 

1 6 . 7 0 •  19.63=j=1.13 1 9 . 1 7 ~ : 0 . 4 8  
(6) (6) (5) 
166 151 163 

Statistik 
p ~o 2o p ~o 
[ ~ I I  1+-4111 I + - ~ I V  11+-4111 III+-~IV 

< 0 . 0 0 0 5  < 0 . 0 0 0 5  < 0 . 0 0 0 5  < 0 . 0 2 5  n.s .  

< 0 . 0 2 5  < 0 . 0 0 2 5  < 0 . 0 0 2 5  n.s .  n.s .  

i4" 
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Phase der Inkubation, wenn das Gewebe noch wenig 
Glucose aufnimmt, freie Fettsauren in das Medium 
abgegeben. Mit zunehmender Glucoseaufnahme im 
Verlaufe der Inkubation nimmt die Glycerin- und 
Fettsaurenabgabe vorerst ab. Von der 8. Stunde an 
sind keine FFS mehr ira Medium naehweisbar. Itin- 
gegen steigt die Glycerinabgabe ira weiteren Verlaui 
der Inkubation an, wobei jetzt  allerdings Insulin die 
Glyeerinabgabe hemmt und n i c h t  wie an~anglich 
fSrdert. Diabetisches Gewebe gibt mehr Milchsaure ab 
als normales Gewebe. Die Milchsaurebildung verlauft 
nicht parallel zur Glueoseaufnahme, sondern bleibt 
wahrend der ganzen Dauer der Inkubation mehr oder 
weniger konstant um 9.0 #Mol/g/Std. Insulin be- 
einflui~t die Bildung der Milchsaure unter diesen Be- 
dingungen nur unbedeutend. 

3. Abgabe yon Glycerin und freien ~etts5uren und 
Glylcogengehalt des Fettgewebes wiedergefi~tterter Ratten 
im Verlaufe einer 18-st~ndigen Inlcubation mit und ohne 
Insulin. In Abb. 2 ist ein Versuch dargestellt, bei dem 
Fettgewebe yon Ratten, die nach 5-tagiger Nahrungs- 
karenz wiedergefiittert wurden, wahrend 18 Stunden 
mit und ohne Insulin und ohne Glucose im Medium 
inkubiert wurde. Es zeigt sieh, dal~ der hohe Glykogen- 
gehalt im Fettgewebe dieser Tiere schne]l abnimmt, 
wenn dem Gewebe kein Substrat mehr zur Verfiigung 
steht. So sinkt der Glykogengehalt in 4 Stunden yon 

100 ~.,, YO0 
�9 ".,k jli  

0 I0  

_20 ~ 
0 2 zl 6' 8 lO 12 Iz/ I# ~'~'d 18 

Znkub~z//bns~eil 

Abb. 2. Stoffwechscl des Fettgewebes yon l%atten, die nach 120-stfindiger 
Nahrungskarenz 24 Stunden fang wiedergefiittert wurden, w~hrend einer 
18-stiin4igen Inkubation in vitro ohne Glucose im ~ed ium mi~ (o--o) und 

ohne (o---o) Insulin 
n a s  e!oididymale Fettgewebe yon drei l%atten wurde zur ]~estimmung des 

Glykogengehaltes vor der Inkubation verwende~ 
In  16 Gcf~l~en wurden je 4 Fettzipfel inkubiert, Zu den angegebenen Zeiten 
win'de das Gewebe herausgenommen und darin das Glykogen bestimmt. 
Fiir  die langen Inkubationszeiten wnrde das Medium alle 4 Stunden gewech- 
selt. Die Glykogenwerte beruhen auf  einer ~essung an 4 Fettzipfeln und 
sind zum besseren Vcrgleich mit  der Glycerinabgabe auf  ttiKol 3-Kohlen- 

stoff-Einheiten umgerechne~ 
Die l~esulta/~e der Glycerin- und Fetts~nrcnabgabe sind I)urchschnittswerte 

yon 2 -  6 Inkubationen 
Als l~edium warde ein steriler Bicarbonat-Puffer (Narle's base, siehe l~[e- 
thoden) rnit 1.5 g Albumin pro 100 nH vcrwendet, Insulinkonzentration 

i000 tt]~/ml 

51.7 auf 22.7 #Mol/g. Der Glykogensehwund wird mit 
abnehmendem Glykogengehalt des Gewebes lang- 
samer. BTach 18 Stunden ist praktiseh kein Glykogen 
mehr naehweisbar. Insulin verz5gert diesen Abbau des 
Glykogens, verhindert ihn aber nicht. Die Glycerin- 
abgabe steigt fast linear an und betragt 9.3 #Mol/g 
nach der 1. Stunde und 90.3 #Mol/g nach 18-stfindiger 
Inkubation. Insulin hemmt die Glycerinproduktion 
stark (1.7 #Mol/g nach der 1. Stunde, 21.4 #Mol/g nach 
der 18. Stunde). 

Von der 8. Stunde an, wenn der Glykogengehalt 
schon stark abgesunken ist (1.3 #Mol/g ohne Insulin, 
8.0/~Mol/g mit Insulin), beginnt das Gewebe vermehrt  
freie Fettsauren abzugeben. Diese Abgabe der FFS 
steigt stetig an und erreieht nach 18 Stundeu Werte 
um 3.4 #Aeq/g/Std ohne Insulin und 1.8 #Aeq/gStd 
mit Insulin. Die Abgabe yon FFS an das Medium 
scheint in umgekehrt proportionalem Verhaltnis zur 
Glykogenabnahme zu stehen. 

Diskussion 

Die Hauptwirkung des Insulins auf das Fettgewebe 
scheint die F5rderung des Glucosetransl0ortes durch die 
Ze]lmembran zu sein (siehe Ubersicht yon RENOLD et 
al. [24]). Zusatzliche Wirkungen yon Insulin an der 
Zellmembran der Fettgewebszelle in Abwesenheit yon 
Glucose sind experimente]l belegt [11, 1, 18, 2, 15]. 
Aueh Insulinwirkungen am Fettgewebe, die nicht an 
der Zellmembran zu lokalisieren sind, wurden be- 
schrieben [13, 17, 22]. Es stellen sieh somit nach wie 
vor die Fragen, ob die verschiedenen Wirkungen des 
Itormons auf einem gemeinsamen Wirkungsmechanis- 
mus beruhen, und ob alle durch das Fehlen yon Insulin 
hervorgerufenen StoffweehselstSrungen durch ver- 
minderten Glucosetransport erklart werden kSnnen. 

t tE~] :~A et al. [19] zeigten, dal~ der verminderte 
S~offwechsel des epididymalen Fettgewebes fastender 
Rat ten durch langzeitige Inkubation in vitro mit Pyru- 
vat  oder Glucose als Substrat und nnter Zusatz yon 
Insulin oder Serum zum Medium normalisiert wird. 
Kiirzlieh haben GA~TON und F ~ N  [12] berichtet, dal~ 
an ~reien isolierten Fettzellen fastender l%atten eine 
Steigerung des Glucosestoffweehsels bei 8-stiindiger 
Inkubation auch in Abwesenheit yon Serum, Insulin 
und Pyruvat  festzustellen ist. Noch aufschlul~reicher 
schien uns die Untersuehung dieses Effektes am Ge- 
webe alloxandiabetischer Ratten, bei denen wahrend 
48 Stunden oder ]anger eine totale Insulinkarenz vor- 
lag. 

Das epididymale Fettgewebe normaler Rat ten  
konnte in steriler PufferlSsung fiber 24 Stunden in- 
kubiert werden und hielt einen aktiven Stoffweehsel 
aufreeht. Kontinuierliche Glucoseaufnahme und die 
Stimulation dieser Aufnahme mit Insulin wahrend 
24-stfindiger Inkubation in vitro sind in Tab. 1 und 2 
am Fettgewebe normaler und aHoxandiabetischer 
l%atten belegt. Das ~berleben des Fettgewebes 
aHoxandiabetischer l%atten wird zudem durch die fort- 
dauernde Abgabe yon Glycerin und freien Fettsauren 
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an das Medium und deren teflweise I-Iemmung mit 
Insulin in Abb. 1 dokumentiert. Das Fettgewebe yon 
naeh Nahrungskarenz wiedergefiitterten Rat ten h~lt 
auch ohne Glucose ira Medium wi~hrend Stunden einen 
aktiven Stoffwechse] aufrecht (Abb. 2). W~hrend der 
ganzen Dauer der Iul~ubation wird Glycerin veto 
Gewebe abgegeben. Insulin hemmt diesen ProzeB. 

Der verminderte Stoffwechsel des Fettgewebes 
aHoxandiabetischer Rat ten steigt wghrend der laug- 
zeitigen Inkubation ohne Insulin im Medium signifi- 
kant  an (Tabelle 2). Unter den beschriebenen Be- 
dingungen erreicht die basale Glucoseaufnahme inner- 
halb yon 8 bis 16 Stunden Werte, die der Glucose- 
aufnahme des Fettgewebes geffitterter Tiere ent- 
spreehen. 

Die Normalisierung der Glucoseaufnahme yon Ge- 
weben mit vermindertem Stoffwechsel ohne Insulin 
er6ffnet in verschiedener Hinsicht neue M6glichkeiten. 
Vielleicht kann damit die Frage angegangen werdcn, 
ob die Vergndernngen, die dnrch das Fehlen yon 
Insulin im Fettgewebe entstehen [21, 22], ausschlieg. 
lich aui den sekund/iren zellulgren Kohlehydratmangel 
zurfickzuffihren sind, oder ob zusgtzliehe, physiologisch 
bedeutsame Wirkungen yon Insulin an der Zellmembran 
oder intrazellulgr mitbeteiligt sind. 

Die Grfinde der vermehrten Aufnahme yon 
Glucose bei Inkubationen in vitro sind zu diskutieren. 

Die Aktivierung oder Synthese yon Enzymen 
scheint Ms Ursache der Stoffwechselsteigerung nn- 
wahrscheinlich. Es sind zwar verminderge Enzym- 
aktivit/iten im Fettgewebe fastender oder diabetischer 
Tiere, die sich durch Wiederffitterung oder Insulin- 
gabe i~ vivo wieder normalisieren lassen, beschrieben 
worden [13, 17, 27]. Die Tatsache, dab essentielle 
Aminos/iuren ffir die Stoffwechselsteigerung nicht not- 
wendig sind (siehe Methodik) und dal~ Puromycin diese 
nichg beeinflul?t [23], sehlieBt proteinsynthesef6rdernde 
Mechanismen weitgehend aus. 

HEa~E~A et al. [19] haben der Anh~ufung yon 
Zwischen- und Endprodukten des Kohlenhydrat- und 
Fettstoffweehsels in der Inkubationsfliissigkeit Be- 
deutung beigemessen. Als Beispiel sind die lipogenese- 
steigernden Wirkungen der Zitronens~ure in  vitro ge- 
nannt  [21, 29]. Da die Milchsi~ureabgabe w~hrend der 
ganzen Dauer der Inkubation konstant blieb, ist eine 
vermehrte anaerobe Glycolyse als Ursache der vcr- 
mehrten Glucoseaninahme ausgeschlossen. GrSBere 
Bedeutung legen wir spontanen Xnderungen der 
Permeabilit~t der Zellmembran zu, die den vermehrten 
Durchtr i t t  yon Glucose auch ohne Insulin erldgren 
k5nnte. Das starke Anschwellen des Gewebes in Puffer- 
15sungen (siehe Methodik) bringt zndem ver~nderte 
GrSBenverh~ltnisse zwischen intra- und extrazellu- 
lgrem t~aum mit  sich. Immerhin scheint es sich nicht 
nnr urn eine Traumatisierung der Zellmembran zu 
h~ndein, da das Gewebe auch nach 24-stfindiger In- 
kubation noch gut auf physiologische Konzentrationen 
yon Insulin anspricht. Das Tragertransportsystem der 
Membran fiir Glucose [3, 4] bleibt funktionstfichtig. 

Die Glycerinabgabe des Fettgewebes fastendcr und 
diabetischer t~atten wird wiihrend langfristiger In- 
kubationen gesteigert (Abb. 1). Analog dazu ist die 
Glycerinabgabe bei wiedergeffitterten Rat ten besonders 
ausgepri~gt [11, 20], was dgr~n denken lgBt, dag die 
langfristige Inkubation fiber einen ghnlichen Mechanis- 
mus wie die Wiederffitterung in  rive wirksam sein 
k5nnte. Die Stoffwechselvergnderungen im Gewebe 
fas~ender und diabetischer t~atten sind sehr i~hnlich 
[17, 9, 25]. Im ersteren FaHe wird wegen des ~iefen 
Blutzuckers das an und ffir sich zur Verffigung 
stehende Insulin nicht ausgeschfittet, im zweiten Falle 
fehlt Insulin vollstiindig bei hohen Blutzuckerwerten. 
Das Gemeins~me ist wohl, dab in beiden Fi~Hen keine 
oder nut  sehr wenig Glucose in die Zelle eindringt. Die 
Hemmung der Lipolyse durch Insulin ist bei wieder- 
gefiitterten l~atten vollst~ndig nnabhgngig veto 
Glucosetranspor~ [11]. Das Gewebe dieser Tiere enth~lt 
viel Glykogen, das fiir die Wiederveresterung der bei 
der Lipolyse freiwerdenden Fet~s~uren zur Verffigung 
steht, so dab die Zelle fiir diesen Zweck nicht auf 
Glucose yon aul~en angewiesen ist [11, 8, 28]. Wie diese 
antilipolytische Wirkung yon Insulin zustandekommt, 
ist nicht bekannt. ZIE~LE~ and I%AB~OWITZ [31] dis- 
kutieren im Zusammenhang mit Ver~nderungen des 
elektrischen l~uhepotentials die MSglichkeit einer 
Hemmung des Fetts~uretransports durch die Membran, 
w~hrend F~oEsc~ et al. [11] AnhMtspunkte daffir 
haben, dab Insulin am ]ipolytischen Enzymsystem an 
der Zelloberfl~che angreift. Vor allem aber stfitzt der 
kiirzliche Bericht yon l~odbell nnd Jones fiber die 
insulir/ghnliche, antflipolytische Wirkung yon Phos- 
pholipase C [26] die Hypothese, dab antflipolytische 
und glucosetransportfSrdernde Wirkungen Ausdruck 
einer Mlgemeinen Wirkung auf die Plasmamembran 
der Fettgewebezelle sind. Neuere Untersuchungen in 
unserem Labor weisen darauf hin, dab sich die be- 
schriebenen Auswirkungen einer verlgngerten In- 
kubation in  vitro ebenfalls auf die Ver~nderuugen an 
der Zellmembran zurfickfiihren lassen. 

I-Ierrn P,D. Dr. E.I~. F~OESeH danke ich ftir die Lei- 
tung nnd Kritik dieser Arbeit. Frl. V. ST~ZEXEGGE~, S. 
DIE~ und M. WA~D VOGEl, fiir ihre wer~volle Hilfe bei den 
Arbeiten im Labor. 
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