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Veriinderungen des Glucoseabbaus in Kaninchenaorten unter dem Einfluss von Biguaniden

Die Existenz des Dickens-Horrecker-Abbauweges der
Glucose in Arteriengewebe ist seit lingerem bekannt
(Kirk et al.1; SBarra et al.2; BeEacoNSFIELD3; MANDEL
und KeMpr4; Ri1128), wenn auch auf Grund neuerer Un-
tersuchungen sein Anteil am Gesamtabbau der Glucose
verhiltnismissig gering ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Beeinflussung des Dickens-Horrecker-Shunts
durch Biguanide untersucht.

Matevial und Methode. Ausgewachsene minnliche Ka-
ninchen wurden durch Luftembolie getétet und die Aorten
sofort unter sterilen Bedingungen entfernt. Die Intima-
Media-Schicht wurde bei Raumtemperatur abpripariert
und Ringe von Aortengewebe {Gewicht pro Ansatz etwa
20 mg; maximale Dicke zwischen 200 und 300 x bei Ge-
frierschnittkontrolle) wurden zur Inkubation verwandt.
Die Inkubation erfolgte in Packard-Zihlgefdssen nach
10 min Begasung mit Sauerstoff in 0,5 ml Krebs-Ringer-
Loésung bei einem pH von 7,4 mit 2 M Glucose, 1000 1.LE.
K-Penicillin und 100 y Streptomycin unter sterilen Bedin-
gungen bei 37,0°C in einem Gallenkamp-Schiittelwasser-
bad. Nach einer Vorinkubationsperiode von 10 min in
Sauerstoffatmosphére wurde radioaktiv markierte Gluco-
se®zugegeben. Das Gefdss wurde mit einem Gummistopfen,
in den ein Glasgefidss mit 0,1 ml Hydroxide of Hyamine
eingestochen worden war, verschlossen. Der Rand zwischen
Gummistopfen und Glasgefiiss wurde mit Siegellack abge-
dichtet. Das Endvolumen betrug 0,55 ml bei einem Total-
glucosegehalt von 2,237 uM (Glucose-1-C1%) bzw. 2,209 uM
{Glucose-6-C14) sowie einer Aktivitit von 0,375 uC. Nach
3 h wurden 0,1 mi 1 N H,50, durch den Gummistopfen in-
jiziert und die Reaktion hierdurch beendet. Anschliessend
wurde das Gefiss fiir weitere 30 min im Schiittelwasserbad
belassen, um eine quantitative Absorption von CG, zu ge-
wihrleisten. Nach Entfernung des Gummistopfens wurde
das Glasgefiss unmittelbar in ein Packardzihlgefiss mit
10 ml Szintillatorfliissigkeit gegeben (0,5% PPO, 0,05%,
Dimethyl-POPOP in Toluol) und in einem Packard-Tri-
carb bis zu einer statistischen Fehlergrenze von 19, ge-
zdhlt, Durch Zugabe eines inneren Standards wurde fiir
Quenching korrigiert.

Ergebnisse und Diskussion. Die CO,-Bildung aus an C-
Atom 1 und 6 markierter Glucose in einem Medium mit
4 pg und 500 ug Biguanid (Buformin) ist in Tabelle I und
IT wiedergegeben.

Uber Verdnderungen des Glucoseabbaus unter dem Ein-
fluss von Biguaniden wurden verschiedene Beobachtungen
gemacht. Unter Verwendung toxischer Dosen (100-500
#g/ml Inkubationsmedium) werden die oxydativen Vor-
ginge des Krebszyklus unterdriickt (TyBERGHEIM und
WiLriams?; STEINER und Wirriams®; KrugeEretal.? und
Ungaretal.19). Die Hemmung der Endoxydation fithrt zu
einer Steigerung der anaeroben Glycolyse (WiLLiams et
al.’l; TyBeErcHEIM und Wirriams?; So6Line und CREUTZ-
FELD'%). Mit Konzentrationen, wie sie bei der therapeuti-
schen Anwendung der Biguanide erreicht werden (1-5 ug/
ml), wurde am Fettgewebe die Insulinwirkung in bezug
auf die Glucose-1-Oxydation aufgehoben (DITSCHUNEIT
et al.23), Ahnlich wird auch in Erythrocyten, deren Glu-
coseabbau vorwiegend iiber den Dickens-Horrecker-
Shunt erfolgt, durch Biguanide eine totale Hemmung der
Atmung erreicht (KrEBs et al.’4), ein Effekt, der sich
durch Methylenblau aufheben lasst. Da in der Gefdsswand
wahrscheinlich vorwiegend durch den Dickens-Horrecker-
Shunt das zur reduktiven Synthese der Fettsiuren not-
wendige reduzierte Triphosphopyridinnukleotid geliefert
wird, ist eine etwaige Beeinflussung dieses Stoffwechsel-
weges in der Gefidsswand von ganz besonderem Interesse.

Bis heute ist ndmlich noch nicht endgiiltig geklirt, welche
Rolle die lokale Synthese der Fettsduren in der Geféss-
wand bei der Entstehung der Arteriosklerose spielt.

Tabelle 1. CO,-Bildungs aus C;~ und Cymarkierter Glucose mit
4 ug Biguanid im Inkubationsmedium

Versuchs- Biguanid Kontrolle
nummer
Glucose-1-CH Glucose-6-C Glucose-1-CH Glucose-6-C14
1 303,0 76 215 51,8
2 225,5 41,3 164,3 54,2
3 188,0 55,3 151 58
4 108,0 87,5 130,5 51
5 182,0 25,8 238 41,4
MW - (SEM} 203,3 -+ 31,5 57,2 11,2 180+ 20,2 51,34 2,76
C4/Cq 203,3:57,2=3,5 180:51,3 = 3,5

s ausgedriickt als 10~12 3/ /mg Trockengewicht (3 h).

Tabelle II. CO,-Bildung® aus C;- und Cj-markierter Glucose mit
500 pg Biguanid im Inkubationsmedium

Versuchs- Biguanid Kontrolle
nummer
Glucose-1-CH Glucose-6-C Glucose-1-CH Glucose-6-Cl¢
6 162 149 280 165
7 105 78 382 212
8 117 67,2 478 112
9 162 54,2 302 72,2
10 109 - 218 40
11 182 114 233 61

MW 4 {SEM) 140,5 4 14,1 91,88+ 17,3 315,5 + 41,0 110,4 + 27,3

Cy/Cy 140,5: 91,88 = 1,53 315,5:110,3 = 2,86

» ausgedriickt als 10-12 M{mg Trockengewicht (3 h).
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Unsere Ergebnisse zeigen zunichst eine erhebliche Re-
sistenz des oxydativen Glucoseabbaus gegen die depresso-
rische Wirkung ¢toxischer» Biguaniddosen. Mit 4 ug/ml
Inkubationsmedium wurde keine signifikante Verminde-
rung, mit 500 ug/ml eine deutliche, jedoch nicht véllige
Hemmung der CO,-Bildung beobachtet. Die CO,-Bildung
aus C-1-Stellung am Glucosemolekiil wurde stirker er-
niedrigt als aus C-6-Stellung, was auf eine relativ stirkere
Beeinflussung des Dickens-Horrecker-Shunts schliessen
lasst. Mit Konzentrationen, wie sie bei der therapeuti-
schen Anwendung der Biguanide iiblich sind (1-5 gg/ml)
liessen sich keine signifikanten Verinderungen der CO,-
Bildung beobachten.

Nach unseren Untersuchungen ist es unwahrscheinlich,
dass eine Beeinflussung der Arteriosklerose Biguanid-be-
handelter Diabetiker auf dem Wege der Fettsiduresynthese
in der Gefisswand stattfindet?s.
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Summary. The influence of biguanides on glucoseoxida-
tion was studied in intima-preparations of rabbit aortae.
With high doses (500 ug/ml) an inhibition of CO,-forma-
tion predominantly from position C-1 of glucose was found.
With 4 ug/ml there was no significant change of CO,-for-
mation from glucose.
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Untersuchungen zur Verbreitung von Indolglucosinolaten in Cruciferen

GMELIN und VIRTANEN! hatten 1961 als erste die Exi-
stenz von Indolglucosinolaten (Glucobrassicin und Neo-
glucobrassicin) in Brassica-Arten nachgewiesen. Inzwi-
schen fand man diese Verbindungen in weiteren Vertretern
der Cruciferen, Resedaceen, Capparidaceen und Tovaria-
ceen®2, Dagegen fehlen Indolglucosinolate in Caricaceen,
Tropaeolaceen, Limnanthaceen und Moringaceen3 4.

Im Verlauf unserer Untersuchungen zur Verbreitung
der Indolglucosinolate hiuften sich Hinweise, dass diese
Verbindungen vor allem fiir die jungen, speziell etiolierten
Keimlinge typisch sind, wihrend ihre Syntheserate und
ihr Gehalt mit zunehmendem Alter der Pflanze abnehmen.
Die zunichst als Hauptglucosinolat vorhandenen Indol-
derivate werden dann durch die bekannten, artspezifischen
Spektren der Glucosinolatzusammensetzung abgeldst.
Erst im Verlauf der Ontogenie kommt es zu einer fort-
schreitenden Chemodifferenzierung der jeweiligen Spezies
(siche auch 3).

Es galt zu iiberpriifen, inwieweit diese zundchst an
einigen Arten gemachten Beobachtungen verallgemeinert
werden diirfen. Dazu wurden jeweils 0,4 bis 0,8 g FG etio-
lierte Keimlinge von 50 Arten der Familie Cruciferae in
S-35-Sulfat (0,5 uC/ml; tridgerfrei) bzw. 2-C-14-Indol
(0,4 uC/ml; 1 uC/0,5 Mol) flottierend im Dunkeln bei 24°C
inkubiert. Auf 20 h Inkubationszeit folgte eine weitere
Umsetzungszeit von 24 h. Anschliessend wurden die
Keimlinge nach GMELIN und VIRTANEN?! extrahiert, die
Extrakte auf ein konstantes Volumen von 2 ml eingeengt
und aliquote Mengen einer papierchromatographischen
Auftrennung unterworfen.

Der Nachweis der Indolglucosinolate erfolgte durch ver-
gleichende Papierchromatographie in 2 Systemen (Buta-
nol, Eisessig, Wasser 4:1:2; Isopropanol, Ammoniak,
Wasser 8:1:1) in Verbindung mit spezifischen Farbreak-
tionen®, in Zweifelsfillen auch durch Spaltung der ent-
standenen Produkte mit Myrosinase und Nachweis der
Umsetzungsprodukte (5-35-Rhodanid, C-14-Hydroxy-
methylindol, C-14-Diindolylmethan bzw. C-14-Ascorbi-
gen?). Ein Vergleich der jeweiligen Syntheserate der Indol-
glucosinolate mit der Rate anderer Senfdlglucoside war
durch quantitative Bestimmung der Einbaurate von S-35-
Sulfat in die einzelnen Komponenten méglich.

Die Verbreitung von Glucobrassicin und Neogluco-
brassicin innerhalb der untersuchten Arten ist in der Ta-
belle zusammengefasst.

Generell werden die bisher erzielten Ergebnisse durch
die neuen Untersuchungen bestitigt. In fast allen jungen
etiolierten Keimlingen der Cruciferen waren Glucobrassi-
cin bzw. Neoglucobrassicin in nachweisbaren Mengen vor-
handen.

Eine interessante Ausnahme ist zweifellos Camelina
sativa, die auch bei hohen Aufnahmeraten von S-35-Sulfat
bzw. hoher Syntheserate von C-14-Tryptophan aus dem
gefiitterten C-14-Indol keine nachweisbaren Mengen an
Glucobrassicin bzw. Neoglucobrassicin enthdlt. Dies ist
auch nach einer Verlingerung der Umsetzungszeitauf 72h
nicht der Fall, so dass zumindest dem jungen, etiolierten
Keimling dieser Spezies die Fahigkeit zur Synthese von
Indolglucosinolaten zu fehlen scheint. Da gleichzeitig hohe
Einbauraten von S-35-Sulfat in indolfreie Glucosinolate
nachweisbar sind, scheint diese Spezies hinsichtlich ihres
Glucosinolathaushalts eine ausgezeichnete Stellung einzu-
nehmen.

Dies ist zweifellos nicht der Fall bei einigen Draba-Ar-
ten, deren methanolische Extrakte ebenfalls negative
Farbreaktionen auf Indolglucosinolate geben. Im Gegen-
satz zu Camelina zeigen diese hohe $-35- bzw. C-14-Mar-
kierungsraten im Rf-Bereich des Glucobrassicins. Es muss
daher angenommen werden, dass auch hier Indolglucosi-
nolate die priméren Senfolglucoside des jungen Keimlings
sind, dass aber die vorhandenen Mengen fiir eine Farb-
reaktion nicht ausreichen.

Damit erwies sich, mit Ausnahme von Camelina sativa,
in 49 aus 50 untersuchten Arten Glucobrassicin als das
durch die héchste Syntheserate im jungen etiolierten
Keimling ausgezeichnete Glucosinolat. Alle weiteren durch
S-35-Markierung und Umsetzung mit Myrosinase gekenn-
zeichneten Senfolglucoside sind zumindest in diesem Ent-
wicklungsstadium von geringerer Bedeutung.

Ob die im Verlauf der Ontogenie einsetzende Chemo-
differenzierung und die damit erfolgende Synthese neuer
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