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Table II .  Zonal composition of calcifying cartilage matr ix  
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Collagen* Other Muco- Sialic acid Minerala Water 
p ro te in '  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 
Ossif}dng 15.85 30.94 33.11 0.49 t.62 6.17 

Lyophilized material :  % of weight. * Calculated from Hypro × 7.14. b Calculated from non-collagenous Nitrogen × 6.25. ~ Calculated from 
[(Uronic Ac. + Hex.)[2] x 2.69. a Calculated from Phosphorus × 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 hydroxyapat i te  present 
in the matr ix  of cartilage at  the different zones. The 
new data are collected in Table I I .  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 
a n d  KUETTNI~R ~. 

While this manuscript was in preparation 10, a paper 
appeared by WUTHIER 11 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 pat tern 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 
mucopolysacctlarides 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 tha t  lysosomal enzymes 
are more active in cartilage before calcification 1,, ~3. 

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 osteons 14,15. 

RJsumd. On a 6tudi6 la composition chimique de dif- 
f6rentes zones fonctionelles de la matrice du cartilage 
ossifiable scapulaire et costal. On a constat6 qu'en s'ap- 
prochant du front de calcification, le collag~ne diminue 
fortement tandis que les mucopolysaccarides et les pro- 
t6ines non collag~nes augmentent.  
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S t e i g e r u n g  d e r  14CO~-Bi ldung  a u s  1 4 C - G l u k o s e  
B u t y l b i g u a n i d - h y d r o c h l o r i d  ~ 

IYber den Mechanismus der blutzuckersenkenden Wir- 
kung der Biguanide gibt es mehrere, z.T. widersprfich- 
liche Vorstellungen (vgl. hierzu die I~ersichten*-6).  
Manche Autoren 7-10 beobachteten eine Stimulierung der 
peripheren Glukoseutilisation durch Biguanide, an- 
dere 11-15 eine Hemmung der Glukoneogenese in der Leber. 
Kfirzlich berichteten SEARLE et al. le,17 fiber eine Zu- 
nahme der Glukoseoxidation bei stoffwechselgesunden 
und diabetischen Menschen nach Biguanid-Applikation. 

b e i  d e r  R a t t e  d u r c h  d a s  o r a l e  A n t i d i a b e t i k u m  

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

Methodik. 7 m~innliche *vVistar-Ratten mit  einem Ge- 
wicht yon 120-160 g (Zfichter: Hagemann, B6singfeld) 
erhielten nach 24 h Nahrungsentzug 0,1 izC uniform mar- 
kierte 14C-D-Glukose (spez. Aktivitfi.t: 1,1 mC]mg, The 
Radiochemical Center, Amersham), gel6st in 1 ml 0,9% 
Kochsalzl6sung, i.p. appliziert. Unmit te lbar  vor der 
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G l u k o s e - I n j e k t i o n  b e k a m e n  d i e  R a t t e n  a) 250 m g / k g  
B u t y l b i g u a n i d - h y d r o c h l o r i d  u ora l ,  b) 0 , 9 %  K o c h s a l z -  
16sung  o r a l  o d e r  c) 2 I E / k g  I n s u l i n  s .c .  ( A l t - I n s u l i n ,  
F a .  H o e c h s t ) .  D i e s e l b e n  T i e r e  e r h i e l t e n  a l le  3 S u b s t a n z e n  
in  A b s t i i n d e n  y o n  j e w e i l s  3 - 5  T a g e n ,  w o b e i  d ie  R e i h e n -  
fo lge  d e r  S u b s t a n z g a b e  r a n d o m i s i e r t  w a r .  N a c h  d e r  
A p p l i k a t i o n  v o n  u C - G l u k o s e  w u r d e  d ie  E x s p i r a t i o n s -  
k o h t e n s l i u r e  q u a n t i t a t i v  in  M essg l ~ i s chen  f i i r  d e n  S z i n -  
t i l l a t i o n s z i i h l e r  ~9 a b s o r b i e r t .  D i e  R a d i o a k t i v i t ~ i t  w u r d e  
n a c h  Z u s a t z  y o n  10 m l  S z i n t i l l a t o r  ( 0 , 4 %  P P O  u n d  
0 , 0 1 %  P O P O P  in  To l uo l )  z u r  A b s o r p t i o n s l 6 s u n g  in  
e i n e m  F l t i s s i g k e i t s - S z i n t i l l a t i o n s z ~ i h l e r  m i t  e x t e r n e m  
S t a n d a r d  ( T r i - C a r b  M o d e t l  3214,  F a .  P a c k a r d )  g e m e s s e n .  

Ergebnisse und Diskussion.  A n  24 h h u n g e r n d e n  R a t t e n  
l a s s e n  s i c h  n a c h  i .p.  I n j e k t i o n  y o n  u n i f o r m  m a r k i e r t e r  
~*C-Glukose  i n n e r h a l b  y o n  2 h d u r c h s c h n i t t l i c h  2 0 %  u n d  
n a c h  8 h 4 9 %  d e r  a p p l i z i e r t e n  R a d i o a k t i v i t ~ i t  i n  d e r  
A u s a t m u n g s l u f t  n a c h w e i s e n  ( T a b e l l e  I) .  D i e s e s  E r g e b n i s  
s t e h t  in  r e l a t i v  g u t e r  t J b e r e i n s t i m m u n g  m i t  d e n  B e f u n d e n  
a n d e r e r  A u t o r e n  ~°-"". E i n e  s u b k u t a n e  I n j e k t i o n  y o n  
2 I E / k g  I n s u l i n  b e w i r k t  e i n e  Z u n a h m e  d e s  A n t e i l s  d e r  
a p p l i z i e r t e n  R a d i o a k t i v i t ~ t ,  d e r  z u  x4CO~ o x i d i e r t  w i r d .  
S ic  i s t  i n  d e n  e r s t e n  b e i d e n  S t u n d e n  b e s o n d e r s  au sgep r~ i g t .  
E i n e  g e s t e i g e r t e  B i l d u n g  y o n  ~4CO~ a u s  u C - G l u ] c o s e  n a c h  
G a b e  y o n  I n s u l i n  w u r d e  y o n  a n d e r e n  U n t e r s u c h e r n  

g l e i c h f a l l s  a n  d e r  R a t t e  2~,27 u n d  a m  K a n i n c h e n  2s be -  
o b a c h t e t .  Sie  l~tsst s i ch  j e d o c h  n i c h t  i m m e r  n a c h w e i -  
s e n  ~,29. A u c h  B u t y l b i g u a n i d  in  e i n e r  d e r  B l u t z u c k e r -  
w i r k u n g  v o n  I n s u l i n  u n g e f ~ h r  ~ i q u i v a l e n t e n  D o s i s  (Ta -  
be l le  I I )  b e w i r k t  e i n e  Z u n a h m e  d e r  14CO2-Bi ldung.  I n n e r -  
h a l b  y o n  8 h w e r d e n  u n t e r  d e r  E i n w i r k u n g  v o n  B u t y l -  
b i g u a n i d  5 7 %  d e r  a p p l i z i e r t e n  u C - G l u k o s e  zu  u C O 2  
o x i d i e r t .  

N a c h  STONER e t  a l ?  ° l ~ s s t  s i ch  d ic  k u m u l a t i v e  A u s s c h e i -  
d u n g  y o n  14CO~ n a c h  i .v .  A p p l i k a t i o n  y o n  l ~ C - G l u k o s e  
d u r c h  d i e  F u n k t i o n  

A t (e-~t  - e-k, t) ] 
k~-  kp 

b e s c h r e i b e n .  H i e r b e i  i s t  A d i e  b i s  z u m  Z e i t p u n k t  t i n s -  
g e s a m t  a u s g e s c h i e d e n e  ~ C O , - M e n g e  in  P r o z e n t  d e r  a p p l i -  
z i e r t e n  ~*C-GIukose -Dos i s  Ao (Ao = 1 0 0 % ) ,  ~vAo d e r  
G r e n z w e r t  d e r  k u m u l a t i v  a u s g e s c h i e d e n e n  l~CO~-Menge  
f i i r  t ~  ( in P r o z e n t  d e r  a p p l i z i e r t e n  ~ C - G l u k o s e - D o s i s ) ,  
k~ d i e  G e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e  d e s  ~ b e r t r i t t s  y o n  
14C-Glukose  z u m  O x i d a t i o n s o r t  u n d  k~ d i e  G e s c h w i n d i g -  
k e i t s k o n s t a n t e  d e r  ~ C O ~ - E t i m i n a t i o n .  

L e g t  m a n  d i e s e  F u n k t i o n  z u g r u n d e  u n d  b e s f i m m t  i h r e  
K o n s t a n t e n  g e t r e n n t  f i i r  j e d e s  e i n z e l n e  T ie r ,  i n d e m  m a n  
z u e r s t  h ,  u n d  d i e  F l ~ c h e  F u n t e r  d e r  d i f f e r e n t i e l l e n  K u r v e  

Tabelle I. Kumulat ive uCO~-Ausseheidung bei Rat ten naeh i.p. Injektion yon ~4C-Glukose und s.c. Applikation yon Insulin (2 IElkg) oder 
oraler Gabe yon Butylbiguanid (250 mg/kg) 

Applizierte Radioaktivit~it (°,/o) in der Ausatmungslu i t  uach 

l h  2 h  3 h  4 h  5 h  6 h  7 h  8 h  

Kontrolle 6,3 -4- 1,2 19,6 4- 1,1 30,2 4- 1,3 37,6 4- 1,7 41,7 :t: 2,1 44,7 4- 2,3 47,0 4- 2,5 48,9 -I- 2,6 
Insulin 15,2 4- 1,9 31,0 4- 1,9 39,6 4- 2,1 43,7 4- 2,0 45,9 4- 2,1 47,9 4- 2,2 49,6 4- 2,4 51,5 4- 2,5 
Butylbiguanid 12,0 -I- 2,1 30,2 + 2,4 41,3 4- 2,1 47,2:4- 1,9 51,1 :t: 1,9 53,7 -4- 1,9 55,3 + 1,9 56,9 4- 1,9 

Mittelwerte 4- S.E.M. yon 7 Ratten.  

x Die Ergebnisse wurden auszugsweise vorgetragen anltisslich der 
4. Tagung der Europtiisehen Gesellschaft ffir Diabetologie, L6wen 
1968. 

2 H. HALLER und S. E. STRAUZENBERG, Orale Diabetestherapie 
(VEB Thieme, Leipzig 1966). 

a H. D. S6LING und H. DITSCIIUNEIT, in Handbuch des Diabetes 
mellitus (Ed. E. F. PFEIFFER; Pathophysiologie und Klinik, 
J.  F. Lehmanns  Verlag, Mfinehen 1969), vol. 1, p. 685. 

4 j .  STERNE, in Oral Hypoglycaemic Agents (Ed. G. D. CAMPBELL; 
Academic Press, London, New York 1969), p. 195. 
S .  MEHNERT und H. S. SADOW, in Oral Hypoglycaemic Agents 
(Ed. G. D. CA.~IPBELL; Academic Press, London, New York 
1969), p. 247. 

6 R. BECKMANN, Arzneimittel-Forsch. 19, 628 (1969). 
7 L. L. MADISON und R. H. UNGER, Diabetes 9, 202 (1960). 
s G. L. SCHLESS, Metabolism 73, 934 (1964). 
9 W. J. H. BUTTERFIELD, Ann. N.Y. Acad. Sei. 7,I8, 724 (1968). 

is W. J .  H. BUTTERFIELn, in II. Internationales Biguanid-Sympo- 
sium, D/isseldorf 1967 {Eds. K. OBERDISSE, H. DAVc'EKE und 
G. MICHAEL; Thieme Verlag, S tu t tgar t  1968), p. 33. 

11 F. MEYER, M. IPAKTCItI und H. CLAUSER, Nature,  Lond. 213, 203 
(1967). 

12 R. A. ALTSCltULD und F. A. KRUGER, Ann. N.Y. Acad. Sei. 748, 
612 (1968). 

13 ]3. R. BOSHELL, R. F. RODDAM und G. L. MCADAMS, Ann. N.Y. 
Acad. Sei. LIB, 756 (1968). 

t* j .  LYNcsoE und J. TRAP-JENsEn, Br. med. J.  7969/2, 224. 
15 R. HAECKEL und H. HAEGKEL, Hoppe-Seyler 's Z. Physiol. Chem. 

351, 288 (1970). 

lo G. L. SEARLE und R. R. CAVALIERI, Ann. N.Y. Aead. Sci. 148, 
734 11968). 

17 G. L. SEARLE, R. GULLI und R. R. CAVALIERI, Metabolism 18 
148 (1969). 

i s  1-Butyl-biguanid-hydroehlorid = 
CH~-- (C H~) a -CH2-NH-C-NH-C-NH 2 • HCI 

II Ir 
NH NH 

Silubin®. Hersteller Chemic Grtinenthal GmbH, Stolberg[ 
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19 M. BAGGIOLIt% Experientia 21, 731 (1965). 
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S0R0, J.  biol. Chem. 776, 389 (1948). 
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as C. v. HOLT, M. v. HOLT und H. B6tIM, Biochem. biophys. Acta 

725, t l  (1966}. 
2~ C. v. HOLT lind H. SCltMIDT, Biochem. Z. 334, 516 (1%1). 
~7 E. W. LEVln und S. Wr:INHOUSE, J. biol. Chem. 232, 749 (1958). 
=8 A. N. WICK und D. R. DRURY, Aln. J. Physiol. 167, 359 (I951}. 
a9 R. VRBA, Bioehem. J .  99, 367 (1966). 
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135 (1960). 
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Tabelle II. }Virkung yon Insulin und Butylbiguanid auf die Konzentration von Glukose im Blur bei 18 h hungerndeu mfinnlichen Wistar- 
Ratten (K6rpergewicht: 125-160 g). Die Blutzuekerbestimmung erfolgte im Blut aus der Schwanzvene nach Hagedorn-Jensen 

Substanz Dosis Blutglukosc Ver/inderung der Blutglukose 
vor Substanzgabe in % des Ausgangswerts nach 
(mg/100 ml) 

l h  2 h  4 h  

Insulin 2 IE/kg s.c. 112 :t: 3 --49 ~ 3 --41 4- 5 --35 :k 7 
Butylbiguanid 250 mg/kg oral 101 -1- 5 --42 4- 6 --52 -4- 9 --60 4- 10 

Mittelwerte ~ S.E.M. yon je 10 Tieren. 

u n d  d a n a c h  aus  k s u n d  F die K o n s t a n t e  k~ e r m i t t e l t  3x,~2, 
so erh / i l t  m a n  fo lgende  D u r c h s c h n i t t s w e r t e  ( ±  S.E.M.) :  

0~Ao k~, k, l 
(%) (h-~) (h-') 

Kontrolle 51,9 2[: 2,86 1,67 4- 0,26 0,42 :[: 0,022 
Insulin 50,8 :t= 1,97 4,89 :L 0,82 0,52 -I- 0,028 
Buformin 58,4 =k 1,48 2,09 =[z 0,41 0,54 :t= 0,042 

Die V a r i a n z a n a l y s e  (2Iach)  e rg ib t  s i gn i f i kan t e  U n t e r -  
schiede fiir a~Ao ( p < 0 , 0 5 )  zwischen  de r  B e h a n d l u n g  
m i t  B u t y l b i g u a n i d  e inerse i t s  sowie de r  B e h a n d l u n g  m i t  
I n s u l i n  u n d  d e m  K o n t r o l l v e r s u c h  ande re r se i t s  und  fiir 
k, (p < 0,05) zwischen  K o n t r o l l v e r s u c h  u n d  Insu l in -  bzw. 
B u t y l b i g u a n i d - t 3 e h a n d l u n g .  Fi i r  k~ k o n n t e  wegen de r  
r e l a t i v  grossen S t r e u u n g  ke ine  V a r i a n z a n a l y s e  du rch -  
gef i ihr t  werden .  I m  W i l c o x o n - W i l c o x - T e s t  b e r e c h n e t  s ich 
fiir kp e in  s i g n i f i k a n t e r  U n t e r s e h i e d  (p < 0,05) zwischen 
I n s u l i n - I n j e k t i o n  e inerse i t s  u n d  B u t y l b i g u a n i d - G a b e  
sowie K o n t r o I l v e r s u c h  andere rse i t s .  E i n  r ep r / i s en t a t ives  
Beispiel  Ii ir  die A u s w e r t b a r k e i t  n n s e r e r  expe r i m en t e l l en  
D a t e n  m i t  Hi l fe  de r  F u n k t i o n  y o n  STONER et  al. 3° i s t  in  
de r  F igu r  wiedergegeben .  Die  13be r e i n s t i m m ung  d e r  
Messwer te  m i t  d e m  t h e o r e t i s c h e n  K u r v e n v e r l a u f  i s t  
bef r ied igend .  

E b e n s o  wie wir  I a n d e n  ki i rz l ich a u c h  LOSERT e t  al. 3. 
a n  de r  R a t t e  n a c h  I n j e k t i o n  v o n  B u t y l b i g u a n i d  eine 
ges te iger te  B i l d u n g  y o n  14CO, aus  l*C-Glukose. D agegen  
k o n n t e n  WILLIAMS et  al. 3~ a n  Meer schwe inchen  n a c h  s.c. 

~0 

5O 

N 
F= 2O 

< 10 

XVirkung yon Butylbiguanid (250 mg/kg, oral) (0) und Insulin 
(2 IE/kg, s.c.) (A) auf die 1.4C02-Bildung aus uniform markierter 
14C-Glukose (0,1 t).C/Ratte) (Kontrollversueh: ©). Die ausgczoge- 
hen Kurven wurden naeh STONER et al. ao berechnet. 

I n j e k t i o n  v o n  20 m g / k g  P h e n f o r m i n  u n d  1 ~tC 14C- 
Glukose  ke ine  Z u n a h m e  de r  z4CO~-Bildung nachweisen .  
Dies war  abe r  a u c h  n i c h t  zu e rwar t en ,  d a  die A u t o r e n  
tox i sche  B i g u a n i d - D o s e n  v e r w e n d e t e n ,  die a l lenfa l ls  zu 
e iner  H e m m u n g  de r  G l u k o s e o x i d a t i o n  h / i t t en  f i ih ren  
k 6 n n e n  2-L 

Auf  G r u n d  unse r e r  V e r s u c h s a n o r d n u n g  k 6 n n e n  wir  
ebenso  wie a n d e r e  Untersucher2~,2*,2s,33 ke ine  Aussage  
da r i i be r  machen ,  u m  welchen  B e t r a g  s ich die U m s a t z -  
ge schwind igke i t  d e r  Glukose  sowie de r  An te i l  d e r  Glu-  
koseox ida t ion  a n  d e r  G e s a m t k o h l e n d i o x i d b i l d u n g  u n t e r  
de r  E i n w i r k u n g  v o n  I n s u l i n  u n d  B u t y l b i g u a n i d  / indern .  
U n s e r e  Ver suche  zeigen ledigl ich,  dass  B u t y l b i g u a n i d  die 
B i l d u n g  von  14CO2 aus  u n i f o r m  a4C-markier ter  Glukose  
in gle icher  Weise  bee in f lu s s t  wie In su l i n  u n d  s o m i t  eine 
H e m m u n g  de r  G lukoseox ida t i on ,  welche  in v i t r o  u n t e r  
der  E i n w i r k u n g  y o n  B i g u a n i d e n  au f t r i t t ,  in  v ivo  wen ig  
w a h r s c h e i n l i c h  ist. 

A u c h  im H i n b l i c k  au f  die R e l e v a n z  d ieser  t i e rexper i -  
m e n t e l l e n  E r g e b n i s s e  fiir den  M e c h a n i s m u s  de r  b l u t -  
z u c k e r s e n k e n d e n  W i r k u n g  v o n  B u t y t b i g u a n i d  b e i m  
M e n s c h e n  m 6 c h t e n  w i t  wegen  d e r  u n t e r s c h i e d l i c h e n  
K o n z e n t r a f i o n e n  des  B i g u a n i d s  im P l a s m a  b e i m  Men-  
s chen  3~,~ u n d  bei  de r  R a t t e  a¢ z u r t i c k h a l t e n d  sein 3s. 

Summary. C o m p a r a t i v e  i n v e s t i g a t i o n s  were  car r ied  o u t  
in  r a t s  to  d e t e r m i n e  t h e  effect  of b u t y l b i g u a n i d e  a n d  of 
insu l in  on  t h e  o x i d a t i o n  of u n i f o r m  l~C-labelled glucose. 
T h e  a d m i n i s t r a t i o n  of equa l ly  h y p o g l y c a e m i c  ac t ive  
doses of b u t y l b i g u a n i d e  (250 m g  pe r  kg  oral ly)  or of 
insu l in  (2 I U  s.c.), t o g e t h e r  w i t h  0.1 [~C x~C-glucose, 
caused  s imi la r  increases  in  t h e  e l i m i n a t i o n  r a t e  of a4CO2. 
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