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Metabolism of Adipose Tissue in Normal, Alloxan-
diabetic and in fasted-refed Rats During Prolonged Incuba-
tion in witro.

Summary. A method for the prolonged incubation of
adipose tissue 4n 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 ¢n 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 ghucose 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.

Métabolisme du tissu adipeur de rats normaux, alloxane-
diabétiques et réalimentés aprés carence alimentaire pen-
dant une tncubation prolongée in vitro.

Résumé. Une méthode permettant 'incubation in vitro
de longue durée du tissu adipeux est déerite. — Ainsi le
tissu adipeux épididymaire du rat survit in vitro jusqu’a
24 heures. — L’étude a porté sur le tissu adipeux de rats
normaux, réalimentés aprés jeline et alloxanisés. — Pen-
dant toute la durée de P'incubation, le tissu répond & la
stimulation par l'insuline. — Le métabolisme du glucose
du tissu adipeux «diabétique», d’abord abaissé, augmente
au cours de Uincubation & des valeurs comparables au

Die wihrend lingerem Fasten auftretenden Ver-
dnderungen des Fettgewebestoffwechsels werden durch
Wiederfiitterung aufgehoben [11, 8, 28]. Eine Normali-
sierung des Stoffwechsels kann auch durch lang-
zeitige Inkubation des isolierten Fettgewebes in vitro
erreicht werden [19]. Es war das Ziel der im folgenden
beschriebenen Untersuchungen, die stoffwechself6r-
dernde Wirkung einer langzeitigen Inkubation auch an
diabetischem Fettgewebe zu untersuchen und im be-
sonderen die Frage zu klidren, ob die Steigerung der
Glucoseaufnahme allein oder noch zusétzliche Insulin-
wirkungen fiir die Wiederherstellung der metabolischen
Aktivitit verantwortlich sind.
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tissu adipeux «normals, ceci notamment en I’'absence d’in-
suline. — La production de glycérol par le tissu augmente
pendant U'incubation. L’insuline a une action stimulatrice
sur la lipolyse au début, mais une action inhibitrice & la
fin de 'incubation. — La comparaison entre ’action sti-
mulatrice d’une incubation de longue durée sur le méta-
bolisme intracellulaire du glucose et celle de 'insuline
permettra de séparer 'action de I'insuline sur le transport
du glucose de possibles actions supplémentaires de cet
hormone dans la normalisation du métabolisme du tissu
adipeux «diabétiques. — Les causes de la stimulation du
métabolisme du glucose lors d’une incubation sont exami-
nées actuellement.

Zusammenfassung. Eine Methode der langfristigen In-
kubation von epididymalem Fettgewebe von Ratten wird
beschrieben. — Fettgewebe normaler, alloxandiabetischer
und nach Nahrungskarenz widergefiitterter Ratten iiber-
lebt in vitro wéhrend 18 bis 24 Stunden. Das Gewebe 166t
sich wihrend der ganzen Zeit mit Insulin stimulieren. —
Die verldngerte Inkubation von Fettgewebe alloxandia-
betischer Ratten fithrt in den ersten 8 bis 16 Stunden ohne
Insulin zu einem Anstieg der Glucoseaufnahme auf Werte,
die denjenigen des normalen Gewebes entsprechen. — Die
basale Glycerinabgabe steigt wihrend der Inkubation an.
Zu Beginn der Inkubation wird die Glycerinabgabe durch-
Insulin geférdert, gegen Ende der Inkubation teilweise
gehemmt. — Der Vergleich des intracelluléren Stoffwech-
sels markierter Glucose uriter Insulinstimulation und nach
langfristiger Inkubation diirfte einen Beitrag zur Beant-
wortung der Frage leisten, ob Insulin zusédtzliche trans-
portunabhéngige Wirkungen auf den Glucosestoffwechsel
des Fettgewebes austibt. — Die Griinde der insulinunab-
hingigen Steigerung der Glucoseaufnahme wéhrend der
langzeitigen Inkubation werden zur Zeit untersucht.

Auf Grund der Arbeiten von HERRERA et al.l ent-
wickelten wir dazu eine Inkubationsmethode, die die
Reaktionstihigkeit des Gewebes tiber Stunden ge-
wihrleistet. Eine Beschreibung dieser Methode und
der damit erhaltenen Resultate mit epididymalem
Fettgewebe normaler, alloxandiabetischer und nach
Nahrungskarenz wiedergefiitterter Ratten ist Inhalt
der vorliegenden Arbeit.

Material und Methoden

Versuchstiere. Drei Gruppen rein geziichteter
Osborn-Mendel-Ratten wurden verwendet:

1 Ich bin den Herren Prof. A.E. ReNoip, Dr. M.G.
HrrrERA und Dr. G.R. PrrIrrees fir die Uberlassung ih-
res Manuskripts lange vor der Publikation zu Dank ver-
pflichtet.
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a) Gefitterte Ratten hatten freien Zugang zur
Nahrung und wurden bei einem Gewicht von 120 bis
140 g getotet.

b) Wiedergefiitterten Ratten wurde bei einem Aus-
gangsgewicht von 160 bis 180 g wihrend 120 Stunden
jegliche Nahrung aulBer Wasser entzogen und an-
schlieBend wurden sie 24 Stunden mit kohlenhydrat-
reicher, fettarmer Didt gefiittert.

¢} Alloxandiabetische Ratten: Bei diesen Tieren mit
einem Ausgangsgewicht von 140 bis 160 g wurde nach
einer Fastenzeit von 24 Stunden 45 mg Alloxan pro kg
Rattein die Schwanzvene injiziert. AnschlieBend hatten
die Tiere wieder freien Zugang zur Nahrung und wur-
den 96 Stunden nach der Injektion dekapitiert.

Bei schlechtem Zustand wurde am dritten und
vierten Tage nach Alloxan je 10 ml Ringerlésung mit
0.3 mEq. Kalium s. c. injiziert.

Blutzuckerbestimmungen solchermafien behandel-
ter Ratten vor der Dekapitation ergaben durchwegs
Werte zwischen 600 und 1000 mg9,.

Inkubationsmedien. Als Inkubationsmedium wurde
in den meisten hier beschriebenen Versuchen steriles
Zellkulturmedium nach EacrLe et al. [5] mit der von
EArLE [6] beschriebenen Zusammensetzung des Bi-
carbonatpuffers verwendet (Genéral Biochemicals
Laboratory Park, Chagrin Falls, Ohio, USA). Es zeigte
sich in spédteren Versuchen, daf} die sterile Puffer-
lésung allein, ohne Zugabe essentieller Aminosduren
und Vitamine, fiir die beschriebenen Inkubationszeiten
gentigt. Auch der Zusatz von 5%, Serum fastender
Ratten erwies sich als nicht notwendig fiir das Uber-
leben des Gewebes. 5 mg Penicillin und 5 mg Strepto-
mycin pro 100 ml wurden allen Inkubationsmedien
beigefiigt. Weiter enthielten die Losungen Albumin in
Konzentrationen zwischen 1 und 2 g pro 100 ml
Kristallines Schweineinsulin mit einer Aktivitdt von
23.9 IE/mg wurde in Krebs-Ringer-Bicarbonatpuffer
" mit 200 mg Albumin pro 100 ml verdiinnt. Weitere Zu-
sétze sind in den einzelnen Experimenten angegeben.

Vor der Inkubation wurden die Losungen mit
einem 95%, O, — 5%, CO, Gasgemisch gesittigt (pH
7.4) und auf 37° C vorgewdrmt.

Inkubationstechnik. Die Ratten wurden durch De-
kapitation getdtet, das epididymale Fettgewebe mog-
lichst rasch und mit einem Schnitt weggetrennt und
je vier Fettzipfel in einem 25 ml Polyaethylenflisch-
chen (Packard) mit den beschriebenen Losungen in
einem Schiittelapparat (Dubnoff) inkubiert (Schiit-
telfrequenz 80 pro Minute, Temperatur 37°C). Der
Wechsel der Fettzipfel in neue Fldschchen mit frischem
Medium erfolgte moglichst schonend alle 4 bis 8
Stunden. Die Inkubationszeiten betrugen zwischen 16
und 24 Stunden. Wihrend der ganzen Dauer der In-
kubation wurden die Losungen unter einer Glocke
offen mit 959, 0, — 5%, CO, begast, um ein Absinken
der Sauerstoffspannung und eine Anhdufung von CO,
zu verhindern. Mit dieser Technik verdunstet kein
Wasser und die Puffer-Losungen dicken nicht ein. Die
GefiBle wurden vor und nach Zugabe des Fettgewebes
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gewogen und alle Resultate auf das Feuchtgewicht des
Gewebes bezogen. ‘

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

Freie Fettsduren im Medium wurden nach GornoxN
[16] extrahiert und titriert.

Zur Glykogenbestimmung wurde das getrocknete,
fettfreie Gewebe (Extraktion der Totallipide nach
Forcm et al. [7]) in 809 -iger KOH hydrolisiert, und das
Glykogen in 70%-igem Ethanol mit Na,SO, bei 4° C
dreimal gefilit. Das Glykogen wurde dann hydrolisiert
und Glucose enzymatisch bestimmdt.

Bemerkungen zur Methodik. 1. Vorversuche zeigten,
dall Inkubationen iiber die hier angegebenen Zeiten
nur mit sterilen Puffern durchgefithrt werden kénnen.

2. Die Zerschneidung der Fettzipfel in kleine Stiicke
und deren gleichméiBige Verteilung auf die Inkubations-
gefiBle, eine Methode, die sich fiir kurzfristige In-
kubationen in diesem Labor bestens bewéhrt hat [10],
erwies sich fiir langfristige Versuche als ungiinstig.
Einmal wird das Gewebe durch das Zerschneiden er-
heblich verletzt und auBerdem ist ein schonender und
schneller Wechsel so vieler Einzelstiicke von einem
Inkubationsgefdl in das andere nicht méglich.

3. Das Gewicht von Fettgewebe nimmt wihrend
Inkubationen in Pufferldsungen zu. Dies wird auf eine
Aufnahme von Wasser in den extrazelluliren Raum
zuriickgefiithrt [14, 3]. Insulin hemmt diese Gewichts-
zunahme zum Teil. So fanden wir in unseren Versuchen
eine durchschnittliche Zunahme des Gewichts wihrend
24-stiindigen Inkubationen um 1009, und mit Insulin
(250 pE/ml) eine Zunahme von nur 74.59%,.

4. Die Milchsiurekonzentration im Medium stieg
wihrend langzeitiger Versuche etwas an, iibertraf aber
nie 30 mg pro 100 ml. pH-Messungen wihrend einzelner
Versuche zeigten nur geringe Schwankungen zwischen
7.3 und 7.5.

Resultate

1. Glucoseaufnahme des epididymalen Fettgewebes
normalgefiitterter und alloxandiabetischer Ratten withrend
24-stiindiger Inkubation in vitro mit und ohne Insulin.
Tabelle 1 zeigt die Durchschnittswerte der Glucose-
aufnahme des epididymalen Fettgewebes normal ge-
fiitterter Ratten mit und ohne Inmsulinstimulation bei
einer 24 Stunden dauernden Inkubation. Die basale
Glucoseaufnahme nimmt von Beginn an zu. Von 16
Stunden an nimmt das Gewebe gegeniiber den ersten
4 Stunden signifikant mehr Glucose auf. Von der 4. zur
24. Stunde steigt die Glucoseaufnahme im Durch-
schnitt um 6.12 uMol/g/Std, d.h. um 112%, an. Insulin
(250 pE/ml) stimuliert die Glucoseaufnahme wihrend
der ersten 4 Stunden auf mehr als das Dreifache des
Basalwertes. Die prozentuale Stimulation durch Insu-
lin wird mit der Zunahme der Basalaufnahme im Ver-
laufe der Inkubation kleiner und betrigt bei 24
Stunden nur noch 1809,. Das unter Insulinstimulation
stehende Gewebe nimmt am Ende der Inkubation im
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Tabelle 1. Glucoseaufnahme des epididymalen Fetigewebes gefiitterter Ratten mit und ohne Insulin wihrend 24-stimdiger
Inkubation in vitro

Inkubationsmedium: Eagle’s TC-medium, 200 mg Glucose und. 1 g Albumin pro 100 ml. Mediumwechsel alle 4 Stunden
Die Resultate sind als uMol Glucose, die pro g Fettgewebe pro Stunde aufgenommen wurden, angegeben. Mittelwerte
- mittlerer Fehler, n in Klammern
Die Zunahme der Glucoseaufnahme unter 250 uB Insulin/ml ist zusétzlich in Prozenten des Basalwertes angeben

Inkubations-
dauer in Std.

I

II
8

Glucoseaufnahme in pMol/g/Std

111
16

v
24

Statistik

?
LI

» P »
LTI IIV II>IIT

?
TIIIeIV

Ohne Insulin

5.474-0.37
(6)

6.55-+-0.50
(9)

9.0140.55
9)

11.59-£0.63
(9)

n.s.

<0.0005 <0.0005 <0.005 <0.01

Mit 250 pE/ml
Insulin

17.774+1.01 17.804-1.00 20.014+0.71 20.8041.02

(6) (8)

(8)
272

8)
222

180

1n.s.

n.s. <0.05 n.s.

n.s.

9, Stimulation| 325

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

Fettgewebe alloxandiabetischer Tiere wurde unter
gleichen Bedingungen inkubiert (Tabelle 2). Diabeti-
sches Gewebe nimmt anfdnglich weniger Glucose auf
als normales Gewebe. Wihrend der Inkubation steigt
die Glucoseaufnahme dann rasch an und erreicht
bereits nach 8 Stunden Werte, wie sie beim Gewebe ge-
fitterter Ratten gefunden werden. Prozentual steigh
die basale Glucoseaufnahme bei gefiitterten Ratten
von der 4. zur 8. Stunde im Durchschnitt um 209%,, bei
alloxandiabetischen Tieren aber um 1529, an. Nach
8 Stunden nimmt die basale Glucoseaufnahme nur
noch wenig zu und bleibt von der 16. Stunde an
praktisch gleich. Das Gewebe spricht wihrend der
ganzen Inkubationsdauer auf Insulin an. Die prozen-
tuale Stimulation durch Insulin ist am gréBten, wenn
die basale Glucoseaufnahme klein ist, d.h. am Anfang
der Inkubation.

2. Abgabe von Glycerin, freien Fettsiuren und Milch-
siiure durch Fettgewebe alloxandiabetischer Ratten mit
und ohne Insulin im Verlaufe der Inkubation in vitro
diber 24 Stunden. Die Glycerinabgabe des Fettgewebes
alloxandiabetischer Ratten (Abb. 1) ist mit 3.55 uMol/
g/Std zu Beginn der Inkubation deutlich hoher als die
Glycerinabgabe gefiitterter Ratten, die unter den
gleichen Bedingungen in unseren Laboratorien im
Durchschnitt 1.46 uMol/g/Std betrigt [11]. Insulin
steigert die Glycerinproduktion von 3.556 auf 4.23
uMol/g/Std. Dementsprechend werden in der ersten
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Abb. 1. Abgabe von Glyerin, freien Fettsduren und Milchsdure durch epi-

didymales Fettgewebe alloxandiabetischer Ratten mit (o---o) und ohne

(0o—o0) Insulin wihrend 24-stiindiger Inkubation in vitro
Versuchsbedingungen gleich wie im Text zu Tabelle 1

Die Resultate sind als Mittelwerte aus drei Inkubationen in zMol pro g
Fettgewebe pro Stunde mit der Streubreite angegeben

Tabelle 2. Glucoseaufnahme des epididymalen Fetigewebes allowandiabetischer Rotten mit und ohne Insulin wdhrend
24-stitndiger Inkubation in vitro
Versuchsbedingungen gleich wie im Text zu Tabelle 1
Die Experimente wurden 96 Stunden nach 1.v. Injektion von 45 mg Alloxan pro kg vorgenommen (siehe Methode)

I I1 It w
Inkubations- 4 8 16 24 Statistik
dauer in Std. v p » » P
I<—>IT I>TI1 K-IV II+->TII eIV
Glucoseaufnahme in pMol/g/Std
Ohne Insulin 3.9840.33 10.0410.83 12.99L0.80 11.734-0.65 |<0.0005 <0.0005 < 0.0005 <0.025 n.s.
(14) (6) (6) (6)
Mit 250 pKE - 11.864+0.98 16.7040.49 19.63L1.13 '19.1740.48 |<<0.025 <0.0025 <0.0025 n.s. n.s.
Insulin pro ml | (14) (6) (6) (5) )
9% Stimulation | 298 166 151 163

14%
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Phase der Inkubation, wenn das Gewebe noch wenig
Glucose aufnimmt, freie Fettsduren in das Medium
abgegeben. Mit zunehmender Glucoseaufnahme im
Verlaufe der Inkubation nimmt die Glycerin- und
Fettsdurenabgabe vorerst ab. Von der 8. Stunde an
sind keine FFS mehr im Medium nachweisbar. Hin-
gegen steigt die Glycerinabgabe im weiteren Verlauf
der Inkubation an, wobei jetzt allerdings Insulin die
Glycerinabgabe hemmt und 'nicht wie anfinglich
fordert. Diabetisches Gewebe gibt mehr Milchsiure ab
als normales Gewebe. Die Milchsdurebildung verliuft
nicht parallel zur Glucoseaufnahme, sondern bleibt
wahrend der ganzen Dauer der Inkubation mehr oder
weniger konstant um 9.0 uMol/g/Std. Insulin be-
einflult die Bildung der Milchsédure unter diesen Be-
dingungen nur unbedeutend.

3. Abgabe von Glycerin und freien Fettstiuren und
Glykogengehalt des Fettgewebes wiedergefiitterter Ratlen
im Verlaufe einer 18-stiindigen Inkubation mit und ohne
Insulin. In Abb. 2 ist ein Versuch dargestellt, bei dem
Fettgewebe von Ratten, die nach 5-tdgiger Nahrungs-
karenz wiedergefiittert wurden, wihrend 18 Stunden
mit und ohne Insulin und ohne Glucose im Medium
inkubiert wurde. Es zeigt sich, daBl der hohe Glykogen-
gehalt im" Fettgewebe dieser Tiere schnell abnimmt,
wenn dem Gewebe kein Substrat mehr zur Verfiigung
steht. So sinkt der Glykogengehalt in 4 Stunden von
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Abb. 2. Stoffwechsel des Fettgewebes von Ratten, die nach 120-stiindiger
Nahrungskarenz 24 Stunden lang wiedergefiittert wurden, wihrend einer
18-stiindigen Inkubation in vitro ohne Glucose im Medium mit (0—o) und
ohne (0---0) Insulin
Das epididymale Fettgewebe von drei Ratten wurde zur Bestimmung des
Glykogengehaltes vor der Inkubation verwendet
In 16 Gefifien wurden je 4 Fettzipfel inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten
wurde das Gewebe herausgenommen und darin das Glykogen bestimmt.
Fiir die langen Inkubationszeiten wurde das Medium alle 4 Stunden gewech-
selt. Die Glykogenwerte beruhen auf einer Messung an 4 Fettzipfeln und
sind zum besseren Vergleich mit der Glycerinabgabe auf #Mol 3-Kohlen-
stoff-Einheiten umgerechnet
Die Resultate der Glycerin- und Fettsiurenabgabe sind Durchschnittswerte
von 2—6 Inkubationen
Als Medium wurde ein steriler Bicarbonat-Puffer (Rarle’s base, siche Me-
thoden) mit 1.5 g Albumin pro 100 ml verwendet, Insulinkonzentration
1000 pwE/ml
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51.7 auf 22.7 uMol/g. Der Glykogenschwund wird mit
abnehmendem Glykogengehalt des Gewebes lang-
samer. Nach 18 Stunden ist praktisch kein Glykogen
mehr nachweisbar. Insulin verzigert diesen Abbau des
Glykogens, verhindert ihn aber nicht. Die Glycerin-
abgabe steigt fast linear an und betrigt 9.3 uMol/g
nach der 1. Stunde und 90.3 pMol/g nach 18-stiindiger
Inkubation. Insulin hemmt die Glycerinproduktion
stark (1.7 uMol/g nach der 1. Stunde, 21.4 xMol/g nach
der 18. Stunde).

Von der 8. Stunde an, wenn der Glykogengehalt
schon stark abgesunken ist (1.3 uMol/g ohne Insulin,
8.0 uMol/g mit Insulin), beginnt das Gewebe vermehrt
freie Fettsduren abzugeben. Diese Abgabe der FES
steigt stetig an und erreicht nach 18 Stunden Werte
um 3.4 uAeq/g/Std obne Insulin und 1.8 pAeq/gStd
mit Insulin. Die Abgabe von FFS an das Medium
scheint in umgekehrt proportionalem Verhiltnis zur
Glykogenabnahme zu stehen.

Diskussion

Die Hauptwirkung des Insuling auf das Fettgewebe
scheint die Forderung des Glucosetransportes durch die
Zellmembran zu sein (siehe Ubersicht von RENOLD et
al. [24]). Zusétzliche Wirkungen von Insulin an der
Zellmembran der Fettgewebszelle in Abwesenheit von
Glucose sind experimentell belegt {11, 1, 18, 2, 15].
Auch Insulinwirkungen am Fettgewebe, die nicht an
der Zellmembran zu lokalisieren sind, wurden be-
schrieben [13, 17, 22]. Es stellen sich somit nach wie
vor die Fragen, ob die verschiedenen Wirkungen des
Hormons auf einem. gemeinsamen Wirkungsmechanis-
mus beruhen, und ob alle durch das Fehlen von Insulin
hervorgerufenen Stoffwechselstérungen durch ver-
minderten Glucosetransport erklédrt werden kénnen.

HERrERA et al. [19] zeigten, daB der verminderte
Stoffwechsel des epididymalen Fettgewebes fastender
Ratten durch langzeitige Inkubation in vitro mit Pyru-
vat oder Glucose als Substrat und unter Zusatz von
Insulin oder Serum zum Medium normalisiert wird.
Kiirzlich haben Gavron und Faix [12] berichtet, daf
an freien isolierten Fettzellen fastender Ratten eine
Steigerung des Glucosestoffwechsels bei 8-stiindiger
Inkubation auch in Abwesenheit von Serum, Insulin
und Pyruvat festzustellen ist. Noch aufschlufireicher
schien uns die Untersuchung dieses Effektes am Ge-
webe alloxandiabetischer Ratten, bei denen wihrend
48 Stunden oder linger eine totale Insulinkarenz vor-
lag.

Das epididymale Fettgewebe normaler Ratten
konnte in steriler Pufferlésung iiber 24 Stunden in-
kubiert werden und hielt einen aktiven Stoffwechsel
aufrecht. Kontinuierliche Glucoseaufnahme und die
Stimulation dieser Aufnabme mit Insulin wihrend
24-stiindiger Inkubation in vitro sind in Tab. 1 und 2
am Fettgewebe normaler und alloxandiabetischer
Ratten belegt. Das Uberleben des Fettgewebes
alloxandiabetischer Ratten wird zudem durch die fort-
dauernde Abgabe von Glycerin und freien Fettsiiuren
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an das Medium und deren teilweise Hemmung mit
Insulin in Abb. 1 dokumentiert. Das Fettgewebe von
nach Nahrungskarenz wiedergefiitterten Ratten hélt
auch ohne Glucose im Medium wihrend Stunden einen
aktiven Stoffwechsel aufrecht (Abb. 2). Wahrend der
ganzen Dauer der Inkubation wird Glycerin vom
Gewebe abgegeben. Insulin hemmt diesen Prozef.

Der verminderte Stoffwechsel des Fettgewebes
alloxandiabetischer Ratten steigt wihrend der lang-
zeitigen Inkubation ohne Insulin im Medium signifi-
kant an (Tabelle 2). Unter den beschriebenen Be-
dingungen erreicht die basale Glucoseaufnahme inner-
halb von 8 bis 16 Stunden Werte, die der Glucose-
aufnahme des Fettgewebes gefiitterter Tiere ent-
sprechen.

Die Normalisierung der Glucoseaufnahme von Ge-
weben mit vermindertem Stoffwechsel ohne Insulin
eroffnet in verschiedener Hinsicht neue Moglichkeiten.
Vielleicht kann damit die Frage angegangen werden,
ob die Verinderungen, die durch das Fehlen von
Insulin im Fettgewebe entstehen [21, 22], ausschlief3-
lich auf den sekundéren zelluliren Kohlehydratmangel
zuriickzufithren sind, oder ob zusétzliche, physiologisch
bedeutsame Wirkungen von Insulin an der Zellmembran
oder intrazellulir mitbeteiligt sind.

Die Griinde der vermebrten Aufnahme von
Glucose bei Inkubationen in vitro sind zu diskutieren.

Die Aktivierung oder Synthese von Enzymen
scheint als Ursache der Stoffwechselsteigerung un-
wahrscheinlich. Es sind zwar verminderte Enzym-
aktivitdten im Fettgewebe fastender oder diabetischer
Tiere, die sich durch Wiederfiitterung oder Insulin-
gabe in vivo wieder normalisieren lassen, beschrieben
worden [13, 17, 27]. Die Tatsache, dall essentielle
Aminosguren fiir die Stoffwechselsteigerung nicht not-
wendig sind (siehe Methodik) und dal3 Puromycin diese
nicht beeinfluBt [23], schlielt proteinsynthesef6rdernde
Mechanismen weitgehend aus.

HerrERA et al. [19] haben der Anhdufung von
Zwischen- und Endprodukten des Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechsels in der Inkubationsflilssigkeit Be-
deutung beigemessen. Als Beispiel sind die lipogenese-
steigernden Wirkungen der Zitronensiure in vitro ge-
nannt [21, 29]. Da die Milchsdureabgabe wéhrend der
ganzen Dauer der Inkubation konstant blieb, ist eine
vermehrte anaerobe Glycolyse als Ursache der ver-
mehrten Glucoseaufnahme ausgeschlossen. GroBere
Bedeutung legen wir spontanen Anderungen der
Permeabilitiat der Zellmembran zu, die den vermehrten
Durehtritt von Glucose auch ohne Insulin erkliren
kénnte. Das starke Anschwellen des Gewebes in Puffer-
Iésungen (siehe Methodik) bringt zudem verinderte
GroBenverhiltnisse zwischen intra- und extrazellu-
lirem Raum mit sich. Immerhin scheint es sich nicht
nur um eine Traumatisierung der Zellmembran zu
handeln, da das Gewebe auch nach 24-stiindiger In-
kubation noch gut auf physiologische Konzentrationen
von Insulin ansgpricht. Das Trigertransportsystem der
Membran fiir Glucose [3, 4] bleibt funktionstiichtig.

Urs A. MEveR: Stoffwechsel des Fettgewebes bei Ratten wihrend Inkubation in vitro

193

Die Glycerinabgabe des Fettgewebes fastender und
diabetischer Ratten wird wihrend langfristiger In-
kubationen gesteigert (Abb. 1). Analog dazu ist die
Glycerinabgabe bei wiedergefiitterten Ratten besonders
ausgeprigt [11, 20], was daran denken 1ift, daB die
langfristige Inkubation iiber einen dhnlichen Mechanis-
mus wie die Wiederfiitterung #n vivo wirksam sein
kénnte. Die Stoffwechselverdnderungen im Gewebe
fastender und diabetischer Ratten sind sehr dhnlich
[17, 9, 25]. Im ersteren Falle wird wegen des tiefen
Blutzuckers das an und fir sich zur Verfiigung
stehende Insulin nicht ausgeschiittet, im zweiten Falle
fehlt Insulin vollstéindig bei hohen Blutzuckerwerten.
Das Gemeinsame ist wohl, daB in beiden Fillen keine
oder nur sehr wenig Glucose in die Zelle eindringt. Die
Hémmung der Lipolyse durch Insulin ist bei wieder-
gefiitterten Ratten vollstindig unabhingig vom
Glucosetransport [11]. Das Gewebe dieser Tiere enthalt
viel Glykogen, das fiir die Wiederveresterung der bei
der Lipolyse freiwerdenden Fettsduren zur Verfiigung
steht, so daB die Zelle fiir diesen Zweck nicht auf
Glucose von auBen angewiesen ist [11, 8, 28]. Wie diese
antilipolytische Wirkung von Insulin zustandekommt,
ist nicht bekannt. Z1IERLER und RaBmwowrrz [31] dis-
kutieren im Zusammenhang mit Verdnderungen des
elektrischen Ruhepotentials die Moglichkeit einer
Hemmung des Fettsduretransports durch die Membran,
wihrend FromscH et al. [11] Anhaltspunkte dafiir
haben, dafl Insulin am lipolytischen Enzymsystem an
der Zelloberfliche angreift. Vor allem aber stiitzt der
kiirzliche Bericht von Rodbell und Jones iiber die
insulindhnliche, antilipolytische Wirkung von Phos-
pholipase C [26] die Hypothese, daf antilipolytische
und glucosetransportfordernde Wirkungen Ausdruck
einer allgemeinen Wirkung auf die Plasmamembran
der Fettgewebezelle sind. Neuere Untersuchungen in
unserem Labor weisen darauf hin, dafi sich die be-
schriebenen Auswirkungen einer verlingerten In-
kubation én vitro ebenfalls auf die Verdnderungen an
der Zellmembran zuriickfithren lassen.

Herrn P.D. Dr. E.R. FrorscH danke ich fur die Lei-
tung und Kritik dieser Arbeit. Frl. V. STURZENEGGER, S.
DieM und M. Warp voerL fiir ihre wertvolle Hilfe bei den
Arbeiten im Labor.
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