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Methode zur Differenzierung insulinihnlicher Aktivititen
am trypsin-behandelten Rattendiaphragma

Method to Differentiate Insulin-like Activities in Rat-diaphragm

Wieland Stock
Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Tiibingen

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 319—321 [1973] ; eingegangen am 6. Dezember 1972/5. Februar 1973)

Trypsin, insulin-receptor, diaphragm, agmatin, L-arginin-V,N-diethylamide

An in-vitro-method is described, which allows for a temporary suspension of the insulin sensi-
bility of rat-diaphragm by treatment with trypsin. The time, during which insulin shows no effects
(20—30 min), is used to test compounds which may or may not have insulin-like activity. If their
activity doesn’t disappear, one may believe that the activity of the compounds in question is in-

dependent of the receptor.

Trypsin und andere proteolytische Enzyme zei-
gen in niedriger Konzentration insulindhnliche Ef-
fekte im Muskelgewebe! und in isolierten Fettzel-
len 275, Wird die Enzymkonzentration erhoht, ver-
schwinden diese Effekte276. Fiir Muskelgewebe?
gilt, daBl Trypsin in einer Endkonzentration von
mehr als 1 mg/ml Inkubationsmedium keinen insu-
linihnlichen Effekt mehr ausiibt. Statt dessen wird
das Gewebe gegen Insulineinwirkung unempfindlich.
Bei nicht zu hoher Konzentration von Trypsin je-
doch spricht das Gewebe nach einiger Zeit wieder
auf Insulin an *. Man nimmt an, dafl diesem Vor-
gang eine passagere Schidigung des Insulinrezep-
tosr zugrunde liegt 7.

Die nachstehende Methodik beantwortet die
Frage, ob Verbindungen mit insulindhnlicher Aktivi-
tit ihre Wirkung mit Hilfe des Insulinrezeptors ent-
falten oder nicht.

Material und Methoden

1. Substanzen

Trypsin vom Rind (DCC behandelt — 2600
Anson-Einheiten/mg) und Sojabohnentrypsininhibi-
tor (reinst) wurden von der Firma Serva, Heidel-
berg, bezogen. Rinderinsulin, krist., 27 IE/mg, war
eine Spende der Firma Hoechst AG, Frankfurt.
Agmatinsulfat (decarboxyliertes Arginin), reinst,
stammte von der Firma Serva, Heidelberg. L-Argi-
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* Dies geht auch aus Befunden hervor, die Dr. R. Renner
1969/1970 in unserem Arbeitskreis erhoben hat (Publika-
tion im Druck).

nin-N,N-didthylamid wurde mir freundlicherweise
von Hern Dr. Hans Guglielmi iiberlassen, die Syn-
these wurde an anderer Stelle beschrieben 8.

2. Methoden

A. Gewinnung der Diaphragmen

Die Gewinnung der Diaphragmen wurde bereits
ausfiihrlich beschrieben ®. Lediglich die Anzahl der
Hemidiaphragmen wurde von zwei auf vier je An-
satz erhoht, um so die Effekte besser erfassen zu
konnen. Das Zerschneiden der Diaphragmen in vier-
tel Teile und das Verteilen nach dem in . c.? ange-
gebenen Schema geschieht, um individuelle Unter-
schiede der Gewebe von Tier zu Tier und innerhalb
der Diaphragmen selbst auszugleichen. Hierbei ist
uns bewuBt, dal durch die Schnittstellen der Gewebe
geringe Glucosemengen auch ohne Insulineinwir-
kung vom Muskel aufgenommen werden. Dieser Ef-
fekt wird durch Leerwert-Bestimmung eliminiert.
Die verwendeten Ratten waren vom Stamm Sprague
Dawley, sie wogen 150 —170 g.

B. Trypsininkubation

Zur zeitlich begrenzten Inaktivierung des Insulin-
rezeptors wurden Diaphragmenhilften mit Trypsin
vorinkubiert. Jedes Inkubationsréhrchen enthielt
1 ml Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Puffer (pH 7,4),
10 mg Humanalbumin, 2,5 mg Glucose, vier !/s Dia-
phragmateile sowie 2 mg Trypsin. Die Inkubations-
temperatur betrug 37 °C. Die Konzentration von
2 mg Trypsin pro Ansatz wurde gewdhlt, um einer-
seits eine moglichst vollstaindige Erholung des Insu-
linrezeptors,andererseits eine ausreichende inaktive
Zeitspanne zu erhalten. Die Enzyminkubation wurde
jeweils mit Sojabohnentrypsininhibitor unterbro-
chen. Die Konzentration betrug 3 mg Inhibitor pro
Ansatz.
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gleich vorinkubiert, der Puffer enthielt hier jedoch
kein Trypsin. 1]
Nach der Vorinkubation wurde das Medium abge-g
saugt, und die Diaphragmateile wurden zweimalg
mit Puffer gewaschen. Danach inkubierte man diem
Gewebeteile in dem bereits beschriebenen Inkuba-§
tionspuffer mit Agmatinsulfat, L-Arginin-V,N-di-g
dthylamid oder mit Insulin. Die Insulinkonzentra-z 3%

tion betrug 100 «E/ml Ansatz, um so eine maximale3

Als Kontrolle wurden Diaphragmateile zeitlich T
700

T

T

Mol Glucose/g Gewebe —=

Stimulierung zu gewihrleisten. Die anderen Sub-
stanzkonzentrationen betrugen jeweils 2 xMol/ml
Medium.

Das Ausmall der Rezeptorregeneration wurde
durch die Glucoseaufnahme der Diaphragmen aus
dem Medium sowie der Glykogensynthese in den
Diaphragmen bestimmt. Die Glucoseaufnahme
wurde mit Hilfe der GOD-Methode (Fa. Boehringer)
bestimmt, das Glykogen mit der Anthron-Methode
nach Seifter et al. 1°.

C. Kurvendarstellung

Jeder MeBpunkt einer Kurve ist der Mittelwert
aus 6 Einzelbestimmungen, die maximale Streuung
dieser Einzelwerte betrigt s = = 5%.

Ergebnisse

1. Effekte von Insulin am trypsinierten Gewebe

Aus den Abbn. 1 und 2 geht hervor, dal} es méog-
lich ist, den Rezeptor fiir Insulin zeitweilig zu inhi-
bieren.

Bei einer Trypsininkubation von 5min betrigt
die Zeit, innerhalb der Insulin keinerlei Effekte zeigt

— also die versuchstechnisch verwertbare Zeit —,
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Abb. 1. Zeitwirkungskurve der Glucoseaufnahme unter Insulin
am Diaphragma der Ratte. Die — — — Kurven zeigen die
Effekte am Trypsin-behandelten Gewebe. Kurve 1 nach 5 min
Trypsininkubation, Kurve 2 nach 10 min und Kurve 3 nach
15 min. Die Kurven 1 a, 2 a und 3 a zeigen die Effekte
analog am unbehandelten Gewebe.
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Abb. 2. Zeitwirkungskurve der Glykogensynthese unter Insu-

lin am Diaphragma der Ratte. Die — — Kurven zeigen die

Effekte am Trypsin-behandelten Gewebe. Kurve 1 nach 5 min,

Kurve 2 nach 10 min und Kurve 3 nach 15 min Trypsininkuba-

tion, Die Kurven 1 a, 2a und 3 a zeigen die Effekte
analog am unbehandelten Gewebe.

etwa 20 min (Kurve 1, Kurve 1 a gibt die Glucose-
aufnahme des unbehandelten Gewebes wieder). Bei
einer Verldngerung der Trypsininkubation auf
10 min betriigt diese Zeitspanne etwa 30 min (Kur-
ven 2 und 2a). Hierbei wird der Rezeptor durch
das Trypsin noch nicht wesentlich zerstort, denn
60 min nach Beendigung der Trypsineinwirkung be-
trigt der Prozentsatz der Erholung etwa 60% des
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Abb. 3. Zeitwirkungkurven der Glucoseaufnahme am trypsi-
nierten und nicht trypsinierten Rattendiaphragma. Die Vor-
inkubation mit und ohne Trypsin betrug 10 min. Das Kurven-
paar 1, 1a zeigt das Verhalten von L-Arginin-N,N-didthyl-
amid, 2, 2 a von Agmatinsulfat und 3, 3 a von Insulin.
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Glucosewertes und 50% des Glykogenwertes. Ande-
rerseits ist aber diese Zeit von 30 min fiir eine Inku-
bation mit den in Frage kommenden Substanzen
ausreichend lang. Dies gilt sowohl fiir den Effekt des
Glucoseeinstromes als auch fiir die Glykogensyn-
these. Das Kurvenpaar 3, 3 a zeigt dagegen eine be-
reits weitgehende irreversible Schiddigung des Re-
zeptors.

2. Effekte von L-Arginin-N,N-didthylamid bzw.

Agmatinsulfat an trypsinierten Zellen

Die beiden genannten Substanzen wurden als Mo-
dellsubstanzen verwandt, da ihre insulinihnlichen
Wirkungen schon im invitro-Versuch untersucht
wurden % 9. Aus den Abbn. 3 und 4 geht hervor, daf}
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Abb. 4. Zeitwirkungskurve der Glykogensynthese am trypsi-
nierten und nicht trypsinierten Rattendiaphragma. Die Vor-
inkubation mit und ohne Trypsin betrug 10 min. Das Kurven-
paar 1, 1a zeigt das Verhalten von L-Arginin-N,N-didthyl-
amid, 2, 2 a von Agmatinsulfat und 3, 3 a von Insulin.

die Inhibierung des Insulinrezeptors durch die vor-
ausgegangene Trypsininkubation die Wirkung der
beiden eingesetzten Guanidinverbindungen nicht be-
einfluflt.

1 P. Rieser u. C. H. Rieser, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 116,
669 [1964].

J. K. Kuo, C. E. Holmlund u. I. K. Dill, Life Sci. 5, 2257
[1966].

T. Kono, J. biol. Chemistry 244, 1772 [1969].

T. Kono, J. biol. Chemistry 244, 5777 [1969].

P. Cuatrecasas, J. biol. Chemistry 246, 6522 [1971].

L. S. Weis u. H. T. Narahara, J. biol. Chemistry 244, 3084
[1969].

[

@ o B

Diskussion

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen 148t sich
folgern, daf} in Analogie zur Fettzellmembran 7 auch
in der Muskelmembran ein fiir Insulin spezifischer
Rezeptor vorhanden ist. Dieser 1a3t sich durch Tryp-
sin in der angegebenen Weise temporir ausschalten.

Die Parameter Glucoseaufnahme und Glykogen-
bildung, die im Muskelgewebe MeBigrofien fir Insu-
lin oder insulindhnliche Effekte darstellen, konnen
somit von eventuell im Gewebe vorhandenen endo-
krinem Insulin nicht beeinfluft werden. Die gestei-
gerte Glucoseaufnahme bzw. Glykogenbildung muf}
daher eine Folge der eingesetzten Stoffe Agmatin
und L-Arginin-/V,N-didthylamid sein.

Obwohl nicht genau bekannt ist, wie die Wirkung
von Insulin an der Membran zustande kommt, 143t
sich aus der Hemmung des insulin-spezifischen Me-
chanismus ableiten, da3 die Zunahme von Glucose-
aufnahme und Glykogengehalt unter dem Einflul
von Agmatin bzw. r-Arginin-V,N-didthylamid kein
unspezifischer Diffusionseffekt ist. Die relativ schnelle
und gute Erholung des Gewebes nach der Trypsin-
behandlung unter den oben genannten Bedingungen
spricht gegen eine Membranschadigung ,die zu einer
reinen Diffusion fiihren konnte. Zudem diirfte bei
einer reinen Diffusion eine zusitzliche Glucoseauf-
nahme bzw. Glykogenbildung iiber den Leerwert
hinaus nicht zu finden sein. Aus den Abbn.1 -4
geht aber das Gegenteil hervor. Denn die Kurven
zeigen die Differenzwerte zwischen Mef3- und Leer-
wert. Die Frage, ob die eingesetzten Substanzen ihre
Wirkung an der Membran oder im Zellinneren ent-
falten, kann bis jetzt noch nicht beantwortet werden,
steht aber zur Untersuchung an.
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