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Table 11. Zonal composition of calcifying cartilage matrix

Collagen* Other Muco- Sialic acid Minerald Water

protein? polysaccharides®

Scapula
Resting 64.54 2.37 15.81 0.24 < 0.22 4.91
Transforming 50.12 1.75 18.11 0.29 < 0.22 5.45
Transforming-ossifying 41.84 14.12 23.21 < 0.22 6.00
Ossifying 16.92 18.05 24,26 0.59 12.15 6.19
Rib
Resting 60.55 6.12 17.08 0.46 < 0.22 6.13
Ossifying 15.85 30.94 33,11 0.49 1.62 6.17

Lyophilized material: % of weight. = Calculated from Hypro x 7.14.
[(Uronic Ac. + Hex.)[2] x 2.69. ¢ Calculated from Phosphorus X 5.4.

Virtually the same observations can be made for the
data obtained from the 2 zones of rib cartilage.

From the analytical data reported in Table I, we have
calculated the amount of collagen, non-collagenous pro-
tein, mucopolysaccharides and hydroxyapatite present
in the matrix of cartilage at the different zones. The
new data are collected in Table II. Since in the transition
from resting to ossifying cartilage the increase of non-
collagenous protein is accompanied by an increase of
mucopolysaccharides and sialic acid, one is tempted to
correlate the 2 facts. In this case chondromucoproteins
and sialoproteins would be the increasing components,
as indicated also by the data reported by LINDENBAUM
and KUETTNER?.

While this manuscript was in preparationl®, a paper
appeared by WuTHIER! who reports a similar loss of
collagen in the calcification front of cartilage from
foetal calves. In this material he described also a zonal
distribution pattern of mucopolysaccharides, which, how-
ever, is different from ours. This discrepancy may be a
consequence of the drastic washing procedures employed
by WUTHIER in his experiments. A significant release of
mucopolysaccharides is known to occur in tissues treated
with distilled water or saline solutions.

To conclude, the most important events which occur
during endochondral calcification of cartilage are a
dramatic decrease of collagen and an increase of non-
collagenous proteins and mucopolysaccharides. This
changes are obviously the expression of changes in
turnover of the compounds at the level of the different
functional zones of cartilage. Relevant in this connection
may be the recent observation that lysosomal enzymes
are more active in cartilage before calcification %13,

Steigerung der 14CO,-Bildung aus “(-Glukose
Butylbiguanid-hydrochlorid?

Uber den Mechanismus der blutzuckersenkenden Wir-
kung der Biguanide gibt es mehrere, z.T. widerspriich-
liche Vorstellungen (vgl. hierzu die Ubersichten®-#).
Manche Autoren?-19 beobachteten eine Stimulierung der
peripheren Glukoseutilisation durch Biguanide, an-
dere!-15 eine Hemmung der Glukoneogenese in der Leber.
Kiirzlich berichteten SEARLE et al.%:17 {iber eine Zu-
nahme der Glukoseoxidation bei stoffwechselgesunden
und diabetischen Menschen nach Biguanid-Applikation.

» Calculated from non-collagenous Nitrogen x 6.25. ¢ Calculated from

In spite of the fact that it is not known to what
extent cartilage and bone calcification processes are
comparable, it is at least suggestive to recall the fact
that a non-collagenous fraction is changing during cal-
cification of osteonsi4 15,

Résumé. On a étudié la composition chimique de dif-
férentes zones fonctionelles de la matrice du cartilage
ossifiable scapulaire et costal. On a constaté qu’en s’ap-
prochant du front de calcification, le collagéne diminue
fortement tandis que les mucopolysaccarides et les pro-
téines non collagénes augmentent.
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bei der Ratte durch das orale Antidiabetikum

Wir untersuchten, ob sich eine gleichartige Steigerung
der Glukoseutilisation auch im Tierexperiment nach-
weisen ldsst.

Methodik. 7 minnliche Wistar-Ratten mit einem Ge-
wicht von 120-160 g (Ziichter: Hagemann, Bésingfeld)
erhielten nach 24 h Nahrungsentzug 0,1 ¢C uniform mar-
kierte “C-D-Glukose (spez. Aktivitat: 1,1 mC/mg, The
Radiochemical Center, Amersham), gelost in 1 ml 0,99,
Kochsalzlésung, i.p. appliziert. Unmittelbar wvor der
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Glukose-Injektion bekamen die Ratten a) 250 mg/kg
Butylbiguanid-hydrochlorid*® oral, b} 0,9% Kochsalz-
l6sung oral oder c¢) 21E/kg Insulin s.c. (Alt-Insulin,
Fa. Hoechst). Dieselben Tiere erhielten alle 3 Substanzen
in Abstinden von jeweils 3—5 Tagen, wobei die Reihen-
folge der Substanzgabe randomisiert war. Nach der
Applikation von YC-Glukose wurde die Exspirations-
kohlensdure quantitativ in Messglischen fiir den Szin-
tillationszdhler* absorbiert. Die Radioaktivitit wurde
nach Zusatz von 10 ml Szintillator (0,4% PPO und
0,619 POPOP in Toluol) zur Absorptionslésung in
einem Fliissigkeits-Szintillationszihler mit externem
Standard {Tri-Carb Modell 3214, Fa. Packard) gemessen,

Eygebnisse und Diskussion. An 24 h hungernden Ratten
lassen sich nach i.p. Imjektion von uniform markierter
1#(C-Glukose innerhalb von 2 h durchschnittlich 20%, und
nach 8h 499 der applizierten Radiocaktivitit in der
Ausatmungsluft nachweisen (Tabelle I}. Dieses Ergebnis
steht in relativ guter Ubereinstimmung mit den Befunden
anderer Autoren?-2. Eine subkutane Injektion von
2 IE/kg Insulin bewirkt eine Zunahme des Anteils der
applizierten Radioaktivitit, der zu “CO, oxidiert wird.
Sie ist in den ersten beiden Stunden besonders ausgeprigt.
Eine gesteigerte Bildung von ¥CO, aus ¥C-Glukose nach
Gabe von Insulin wurde von anderem Untersuchern
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gleichfalls an der Ratte2??2?” und am Kaninchen2? be-
obachtet. Sie ldsst sich jedoch nicht immer nachwei-
sen?”-2  Auch Butylbiguanid in einer der Blutzucker-
wirkung von Insulin ungefihr dquivalenten Dosis (Ta-
belle IT) bewirkt eine Zunahme der 1CO,-Bildung. Inner-
halb von 8 h werden unter der Einwirkung von Butyl-
biguanid 579%, der applizierten C-Glukose zu CO,
oxidiert.

Nach SToNER et al.3? ]dsst sich die kumulative Ausschei-
dung von ¥CO, nach i.v. Applikation von “C-Glukose
durch die Funktion

&
A=qpA, (1—e—kp¢— L4

~kpt — gk !
- (ehpt— ¢ ‘))

beschreiben. Hierbei ist A die bis zum Zeitpunkt £ ins-
gesamt ausgeschiedene 14CO,-Menge in Prozent der appli-
zierten MC-Glukose-Dosis A, (A, = 1009%,), apA, der
Grenzwert der kumulativ ausgeschiedenen CO,-Menge
fiir tw (in Prozent der applizierten 4C-Glukose-Dosis),
kp die Geschwindigkeitskonstante des Ubertritts von
1C-Glukose zum Oxidationsort und %, die Geschwindig-
keitskonstante der ¥CQO,-Elimination.

Legt man diese Funktion zugrunde und bestimmt ihre
Konstanten getrennt fiir jedes einzelne Tier, indem man
zuerst %, und die Fliche F unter der differentiellen Kurve

Tabelle I. Kumulative #CO,-Ausscheidung bei Ratten nach i.p. Injektion von ¥C-Glukose und s.c. Applikation von Insulin {2 IEfkg) oder

oraler Gabe von Butylbiguanid (250 mg/kg)

Applizierte Radioaktivitit (%) in der Ausatmungsluft nach

1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h
Kontrolle 6,3 41,2 19,6 + 1,1 30,2 + 1,3 37,6 + 1,7 41,7 + 2,1 44,7423 47,01 2,5 48,9 4 2,6
Insulin 152+ 1,9 31,04+ 1,9 39,6 + 2,1 43,7 + 2,0 45,9 42,1 47,94 2,2 49,6 & 2,4 51,5 + 2,5
Butylbiguanid 12,0 + 2,1 30,2 + 2,4 41,34+ 2,1 47,2419 51,1419 53,74-1,9 55,3+ 1,9 56,9 + 1,9

Mittelwerte 4 S.E.M. von 7 Ratten.
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Tabelle IT. Wirkung von Insulin und Butylbiguanid auf die Konzentration von Glukose im Blut bei 18 h hungernden minnlichen Wistar-
Ratten (Korpergewicht: 125-160 g}. Die Blutzuckerbestimmung erfolgte im Blut aus der Schwanzvene nach Hagedorn-Jensen

Substanz Dosis Blutglukose Verdnderung der Blutglukose
vor Substanzgabe in % des Ausgangswerts nach
(mg/100 ml)
1h 2h 4h
Insulin 2 IE[kg s.c. 11243 —494-3 —41 45 —354 7
Butylbiguanid 250 mg/kg oral 101+ 5 —42 46 —5249 —60 + 10

Mittelwerte -}- S.E.M. von je 10 Tieren.

und danach aus &, und F die Konstante %, ermittelt3,32,
so erhdlt man folgende Durchschnittswerte (4 S.E.M.):

Ao ks kq

(%) () (B
Kontrolle 51,9 4 2,86 1,67 4 0,26 0,42 4- 0,022
Insulin 50,8 4+ 1,97 4,89 -+ 0,82 0,52 4 0,028
Buformin 58,4 4 1,48 2,09 4+ 0,41 0,54 4+ 0,042

Die Varianzanalyse {2fach) ergibt signifikante Unter-
schiede fiir apA, (p < 0,05) zwischen der Behandlung
mit Butylbiguanid einerseits sowie der Behandlung mit
Insulin und dem Kontrollversuch andererseits und fiir
k4 (p < 0,05) zwischen Kontrollversuch und Insulin- bzw.
Butylbiguanid-Behandlung. Fiir %, konnte wegen der
relativ grossen Streuung keine Varianzanalyse durch-
gefithrt werden, Im Wilcoxon-Wilcox-Test berechnet sich
fiir 2, ein signifikanter Unterschied {# < 0,05) zwischen
Insulin-Injektion einerseits und Butylbiguanid-Gabe
sowie Kontrollversuch andererseits. Ein repriisentatives
Beispiel fiir die Auswertbarkeit unserer experimentellen
Daten mit Hilfe der Funktion von STONER et al.® ist in
der Figur wiedergegeben. Die Ubereinstimmung der
Messwerte mit dem theoretischen Kurvenverlauf ist
befriedigend.

Ebenso wie wir fanden kiirzlich auch Losert et al 38
an der Ratte nach Injektion von Butylbiguanid eine
gesteigerte Bildung von “CO, aus C-Glukose. Dagegen
konnten Wirriams et al.3* an Meerschweinchen nach s.c.
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Wirkung von Butylbiguanid {250 mg/kg, oral) (@) und Insulin
(2 IE[kg, s.c.) (A) auf die ¥CO,-Bildung aus uniform markierter
MC-Glukose (0,1 pwC/Ratte) (Kontrollversuch: ©). Die ausgezoge-
nen Kurven wurden nach SToNER et al.3 berechnet,

Injektion von 20 mg/kg Phenformin und 1pC MC-
Glukose keine Zunahme der 14CQO,-Bildung nachweisen.
Dies war aber auch nicht zu erwarten, da die Autoren
toxische Biguanid-Dosen verwendeten, die allenfalls zu
einer Hemmung der Glukoseoxidation hétten fiihren
konnen 2-6,

Auf Grund unserer Versuchsanordnung kénnen wir
ebenso wie andere Untersucher??27: 28,33 jeine Aussage
dariiber machen, um welchen Betrag sich die Umsatz-
geschwindigkeit der Glukose sowie der Anteil der Glu-
koseoxidation an der Gesamtkohlendioxidbildung unter
der Einwirkung von Insulin und Butylbiguanid dndern.
Unsere Versuche zeigen lediglich, dass Butylbiguanid die
Bildung von ®CO, aus uniform “C-markierter Glukose
in gleicher Weise beeinflusst wie Insulin und somit eine
Hemmung der Glukoseoxidation, welche in vitro unter
der Einwirkung von Biguaniden auftritt, in vivo wenig
wahrscheinlich ist.

Auch im Hinblick auf die Relevanz dieser tierexperi-
mentellen Ergebnisse fiir den Mechanismus der blut-
zuckersenkenden Wirkung von Butylbiguanid beim
Menschen mdchten wir wegen der unterschiedlichen
Konzentrationen des Biguanids im Plasma beim Men-
schen 3% und bei der Ratte?? zuriickhaltend sein?®,

Summary. Comparative investigations were carried out
in rats to determine the effect of butylbiguanide and of
insulin on the oxidation of uniform 14C-labelled glucose.
The administration of equally hypoglycaemic active
doses of butylbiguanide (250 mg per kg orally) or of
insulin (21U s.c.), together with 0.1 pC “C-glucose,
caused similar increases in the elimination rate of 14CO,.
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