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Zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten fiir die intestinale
Glucoseresorption bei Untersuchungen in vivo®

Von H. FORSTER und B, MENZEL

Mit 7 Abbildungen und 5 Tabellen

(Eingegangen am 29, Mirz 1971)

Bereits 1925 postulierte CorI einen sittigbaren Mechanismus fiir die intestinale
Glucoseresorption, da er bei Erhdhung der Konzentration oral verabreichter Glucose-
losungen liber einen Grenzwert keine weitere Steigerung der Glucoseresorption mehr
finden konnte. Nach den Ergebnissen von Cori wurde die Substratsittigung bei
etwa 20 %igen Glucoseldsungen erreicht. Dieses Ergebnis wurde jedoch von RavpiN
und Mitarb. (1933) bereits kurz danach angezweifelt, da diese Autoren feststellten,
daB die Glucosekonzentration im Darmlumen unabhingig von der Konzentration
der oral zugefiihrten Losungen immer etwa 4-5% betrug. VERZAR (1935) fand mit
einer anderen Methode (ebenfalls in vivo) eine Substratsittigung schon bei wesent-
lich niedrigeren Glucosekonzentrationen.

Von FisHer und PAarsoNs wurde 1952 erstmals die MICHAELIS-MENTEN-Abteilung
auch auf die intestinale Glucoseresorption angewendet. In der Folgezeit wurden die
einfach zu handhabenden in-vitro-Methoden bevorzugt. Dagegen wurden die aufwen-
digeren Untersuchungen am lebenden Tier eher vernachldssigt.

Mit sehr unterschiedlichen Methoden wurde in den letzten Jahren die MICHAELISs-
Konstante (Transportkonstante) fiir die intestinale Glucoseresorption von verschiede-
nen Arbeitsgruppen bestimmt. Bei einem Vergleich der Ergebnisse fillt die grofie
Streubreite der angegebenen Werte auf. Die Angaben fiir die MicHAELIS-K onstante
der Glucoseaufnahme aus dem Diinndarm schwanken von 1,5 mM-220 mM.

Fragestellung der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der MICHAELIs-
Konstanten fiir die intestinale Glucoseresorption mit einer seit langerer Zeit verwende-
ten tierexperimentellen Methode. Die erhaltenen Werte sollten mit den in der Litera-
tur angegebenen Werten verglichen werden.

Material und Methode

Die Untersuchungen wurden im Verlauf von mehreren Jahren mit ménnlichen Sprague-
Dawley-Ratten durchgefiihrt (siche Tab. 1). Die Tiere hatten ein Gewicht von 200-250 g;
sie wurden mindestens eine Woche vor den Versuchen vom Ziichter bezogen und mit Fertig-
futter (Hope-Farm) ernihrt. 24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde den Tieren Nahrung
und Wasser entzogen.

*) Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft durchgefiihrt.
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Die Versuche wurden im allgemeinen in Serien von 3-6 Ratten durchgefithrt. Jedes Ergeb-
nis wurde mindestens 2-—-3mal im Abstand von Wochen bis Monaten kontrolliert.

1. Methodik der Tierversuche (FORSTER und MEHNERT, 1963)

Zur Narkose erhielten die Ratten 1 g Urethan pro kg Korpergewicht subcutan injiziert.
Bei Bedarf wurde die Narkose mit Narkoseaether vertieft.

Mittels eines Medianschnitts wurde der Bauchraum erdffnet und eine Kaniile durch den
Magen in den Pylorus eingebunden. Eine weitere Kaniile wurde 2 cm proximal vom Coecum
in das Ileum eingelegt., Die vorerwidrmte Versuchslésung wurde durch eine Rollenpumpe
mit einer Geschwindigkeit von etwa 1 mi/Minute {iber die im Duodenum liegende Kaniile
in den Darm eingeleitet. Die aus der im unteren lleum liegenden Kaniile abtropfende Fliissig-
keit wurde gesammelt. Am Ende des Versuchs wurden verbliebene Fliissigkeitsreste mit
Luft aus dem Darm ausgeblasen. ,

Bei den Versuchen wurde den Versuchslésungen Kollidon (Polyvinylpyrrolidon Moleku-
largewicht etwa 40000) als Leitsubstanz zugesetzt. Kollidon wird nur in Spuren resorbiert.
Bei entsprechenden Experimenten konnte das zugesetzte Kollidon nach der Perfusion voll-
stindig im Perfusat wiedergefunden werden. Daher ist Kollidon zur Berechnung der Wasser-
verdnderung und damit zur Bestimmung der resorbierten Substanzmenge gut geeignet.

Die Resorptionskapazitit des Darmes fiir Glucose nimmt, wie mehrere Autoren berichtet
haben (ANNEGERS, 1964, BAKER et al., 1961, CuMMINGS and JussiLA, 1955, RIDER et al., 1966),
von proximal nach distal ab. Trotzdem haben wir uns entschlossen, den gesamten Diinn-
darm bei den Resorptionsuntersuchungen zu verwenden. Dadurch wird eine nachfolgende
Messung der Darmlédnge und eine Berechnung pro cm Darm oder pro Darmgewicht mit den
damit verbundenen Fehlermdoglichkeiten tiberfliissig,

Das Perfusionsvolumen wurde mit 60 ml/Std. so gewihlt, daB die Substanzresorption

“bei allen gepriiften Konzentrationen gut meBbar war, und die Konzentrationsinderungen
weit auflerhalb der Fehlerbreite der Nachweismethoden lagen.

Auf eine Auswertung der Blutglucoseveranderungen in Beziehung zur Resorption wurde
verzichtet. Wie auch eigene Untersuchungen bestitigt haben, fiihrt bereits Narkose und
Bauchoperation zu deutlichen Erhhungen der Blutglucosekonzentration, Glucose, Fructose
und auch Galaktose werden zudem rasch metabolisiert; ihre Konzentrationsdnderungen im
Blut sind daher kein sicheres MaB fiir Resorptionsvorgénge.

2. Chemische Nachweise

Die Nachweise zu den jeweiligen Versuchen wurden noch am gleichen Tag durchgefiihrt.
Die Analysen erfolgten jeweils als Dreifach- bis Sechsfachbestimmungen.

Das im Darminhalt als Leitsubstanz verwendete Kollidon wurde modifiziert nach ScHu-
BERT und WAGNER (1959) nachgewiesen (MEHNERT und FORSTER, 1961). Glucose wurde im
allgemeinen mit Glucoseoxydase/Peroxydase (HUGGETT und Nixon, 1957) bestimmt. Bei
niedrigen Glucosekonzentrationen wurde zusitzlich der spezifischere Nachweis mit Hexoki-
nase/Glucose-6-phosphatdehydrogenase verwendet (ScHMIDT, 1961). Auch bei hohen Phlori-
zinkonzentrationen mufite die Glucose mit diesem Nachweis bestimmt werden, da bei der
Peroxydasereaktion Phlorizin als Wasserstoffdonator dienen kann. Polyole wurden Uber
Formaldehyd (nach WEest und RAPOPORT, 1949) bestimmt. Der Nachweis von Natrium
erfolgte am Flammenphotometer Eppendorf (Fa. Netheler und Hinz). Der osmotische Druck
wurde mit einem elektronischen Gefrierpunktsosmometer (Fa. Knauer, Heidelberg) bestimmt.

Alle fiir die Nachweise verwendeten Enzyme wurden von der Firma Boehringer bezogen.
Glucose, Xylit und die tibrigen Chemikalien stammen von der Firma Merck, Phlorizin von
der Firma Calbiochem.

Von den einzelnen Versuchsreihen wurden jeweils die Mittelwerte (X) und die mittleren
Fehler der Mittelwerte (SX) bestimmt. Die Zahl der jeweils durchgefiihrten Versuche ist Tab. 1
zu entnehmen.
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Ergebnisse

1. Resorption von Glucose in Abhingigkeit von der Konzentration sowie vom Zusatz
anderer Substanzen

Wie aus Abb. 1 zu ersehen ist, kann eine Sattigung der Resorption im untersuchten
Konzentrationsbereich nicht festgestellt werden. Auch bei hoheren Substanzkonzen-
trationen erfolgt eine weitere Zunahme der Substanzaufnahme (siehe VIDAL-SIVILLA,
1958 sowie bei FérsTER und MEHNERT, 1963). Eine Glucosekonzentration von 5%,
(78 mM) ist etwa blutisoosmotisch. Untersuchungen mit hoheren Glucosekonzen-
trationen als 5% sollen hier nicht beriicksichtigt werden, da gegeniiber Blut hyper-
?;?Sglare Losungen zu Darmepithelschiadigungen fithren kénnen (VIDAL-SIVILLA,
. Bei Perfusion von hypotonen Glucoselésungen ohne weitere Zusitze ist eine erheb-
llphe Wasserresorption zu beobachten (siehe bei ForsTER und MEHNERT, 1965), die
¢inen Einfluf} auf die Substanzresorption ausiiben konnte (solvent drag). AuBerdem
k'énnte Perfusion des Diinndarms mit solchen Losungen zu Schidigungen fithren, die
sich in Verdnderungen der Substanzaufnahme auswirken miiBten.

Zum Vergleich wurden daher Resorptionsversuche durchgefiihrt mit Ldsungen,
deren osmotischer Druck durch den Zusatz anderer Substanzen (Natriumchlorid,
Magnesiumsulfat, Xylit) erhéht wurde. Als Basalmedium wurde 0,15 M Natrium-
chloridissung, 0,15 M Magnesiumsulfatldsung oder 0,27 M Xylitlosung verwendet

500,
ohne Zusatz PO

Zusatz von 0,15 M/LNaCl —
Zusatz von 015 MLMgSQ; e———-—» .
Zusatz von 027 M/L Xplit e =

LD(H

30|

200

100,

3 i 5
Glucose Anfangskonzentration + Endkonzentration {%]

Abb, 1, Resorption von Glucose aus dem perfundierten Diinndarm der Ratte.
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und dann die Glucose zugesetzt. Dadurch nahm der osmotische Druck der Losungen
mit der Glucosekonzentration entsprechend zu.

Magnesiumsulfatzusatz fithrt zu keinen Veridnderungen der Glucoseresorption
(siche Abb. 1). Dagegen wird durch Zusatz von Natriumchlorid oder Xylit die
Glucoseresorption signifikant (p < 0,01) gesteigert. Die Glucoseaufnahme unter Ein-
flul von Natriumchlorid unterscheidet sich nur unwesentlich von der Glucoseresorp-
tion unter Einfluf von Xylit. Die Beziehung zwischen Glucosekonzentration und
Glucoseresorption wird durch Zusatz osmotisch wirksamer Substanzen nicht wesent-
lich verandert.

Diese Ergebnisse machen wahrscheinlich, da3 Perfusion des Diinndarms mit
hypoosmolaren Lésungen keine schweren Schidigungen des Darmepithels bewirkt.
Die im Verhaltnis geringe Zunahme der Resorption unter EinfluBl von Xylit bzw. von
Natriumchlorid gegeniiber der Glucoseresorption aus Losungen ohne weitere Zu-
siatze konnte jedoch auf eine leichtere Beeintrichtigung der Resorption bei Verwen-
dung von hypotonen Losungen (oder auch von Losungen mit Magnesiumsulfat)
hindeuten.

Als niedrigste Glucosekonzentration wurde je nach Versuchsanordnung 0,05%,
Glucose (2,8 mM) und 0,1 % Glucose (5,6 mM) untersucht. Da die Blutglucosekon-
zentrationen bei narkotisierten Ratten etwa 120 mg % (6,7 mM) betrigt, wird unter
diesen Bedingungen ein Glucosebergauftransport beobachtet (siche auch Czaky
und Ho, 1965). Die Glucoseaufnahme erfolgt bei dieser Versuchsanordnung auch
ohne Zusatz osmotisch wirksamer Substanzen gegen ein Glucosekonzentrations-
gefille.

2. Wirkung von Phlorizin auf die Glucoseresorption

Die Hemmung der Glucoseresorption durch Phlorizin ist von der Glucosekon-
zentration abhiangig. Wahrend bei einer Glucosekonzentration von 0,1% (5,6 mM)
Phlorizin in einer Konzentration von 2 x 10~3M die Glucoseresorption um mehr als
909, hemmt, betrigt die Resorptionshemmung bei 5%, Glucose und der gleichen
Phlorizinkonzentration nur noch etwa 509 (siche Abb. 2). Dieses Verhalten wiire
mit einem kompetitiven Mechanismus zu erkliren, wenn nicht bei einer um eine
Zehnerpotenz niedrigeren Phlorizinkonzentration (2 x 10~4M) etwa die gleiche Hem-
mung der Glucoseresorption beobachtet wiirde (siche Abb. 2). D. h., die Resorptions-
hemmung 148t sich durch Erhohung des Phlorizinzusatzes nicht mehr steigern. Aus
diesem Verhalten ist abzuleiten, daBl die phlorizinhemmbare Glucoseresorption bei
2 % 10~3M Phlorizin wahrscheinlich vollstindig gehemmt ist. Bei Verringerung der
Phlorizinkonzentration auf 2 x 10—SM wird die kompetitive Wirkung des Phlorizins
auf die Glucoseaufnahme erkennbar, bei hoher Glucosekonzentration ist die Hem-
mung schwicher als bei niedriger Glucosekonzentration. Man kann nach diesen
Ergebnissen annehmen, daB die Glucoseresorption itber zwei verschiedene Mechanis-
men verlduft, iiber einen phlorizinhemmbaren und iiber einen phlorizinunempfind-
lichen Mechanismus. Bei Zusatz von Natriumchlorid oder Magnesiumsulfat ist eine
dhnliche Bezichung zwischen Phlorizinkonzentration und Glucoseresorption zu be-
obachten, jedoch ist hier die Phlorizinwirkung bei 2 x 10~4M Phlorizin etwas schwi-
cher (FORSTER, 1966).

Die durch Phlorizin nicht hemmbare Glucoseresorption hat Ahnlichkeiten mit
der Resorption von Substanzen, die wahrscheinlich durch Diffusion resorbiert werden.
Die Pentosen Arabinose und Ribose und die Polyalkohole Sorbit oder Xylit werden
proportional zur Substanzkonzentration aus dem Darmlumen aufgenommen (FGR-
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De{fundnerten Diinndarm der Ratte. Zusatz von 0,15 Mol/L. NaCl zum Perfusionsmedium
1 der Priifung der Glucoseresorption.
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STER, unverdffentlicht, siehe auch bei CRANE 1960, WiLsoN, 1962), In Abb. 3 ist als
Beispiel die Resorption von Xylit der Glucoseresorption gegeniibergestellt.

Die Tatsache, dafl die Resorption von Glucose aus Losungen mit sehr niedrigem
osmotischen Druck (weniger als 50 mosmol) durch Phlorizin zu hemmen ist, kann
als Beweis dafiir angesehen werden, daB3 der Transportmechanismus auch unter die-
sen Bedingungen noch funktionsfiahig ist. Da Zusatz von Phlorizin (2 x 10+4M) zu
einer fast vollstindigen Hemmung der Glucoseaufnahme fiihrt (bei niedrigen Glucose-
konzentrationen), die unter diesen Bedingungen zu beobachtende Wasseraufnahme
(10-20 m! pro Stunde bei 220 g schweren Ratten, sieche bei FORSTER und MEHNERT,
1965) aber nur unwesentlich verindert wird, kann gefolgert werden, daB3 dem solvent
drag keine wesentliche Bedeutung zukommt.

ALVARADO (1967) und DIeDRICH (1966) haben bei Untersuchungen in vitro fest-
gestellt, daB Phlorizin die Glucoseresorption kompetitiv hemmt. Die Affinitit von
Phlorizin zum Transportsystem ist nach diesen Untersuchungen mehr als tausendfach
groBer als die Affinitdt von Glucose. Auch wenn man idiese Werte zugrunde legt ist
eine annidhernd vollstindige Blockierung der Glucoseaufnahme in dem von uns ge-
priiften Konzentrationsbereich zu errechnen,

Tab. 2. Transportkonstanten (Kr) und maximale Transportkapazitit (T max) fiir die
phlorizinhemmbare Glucoseresorption bei Diinndarmperfusion von Ratten in vivo

Versuchsanordnung Kz Tmax

Kein Zusatz 20 mM 1,1 mMol/Std.
Zusatz von 0,15 M/l NaCl 18 mM 1,4 mMol/Std.
Zusatz von 0,15 M/l MgS 0,4 17 mM 1 mMol/Std.
Zusatz von 0,27 M/I Xylit v16 mM 1 mMol/Std.

3. Bestimmung von Krv und Vmax

Wie bereits ausgefiihrt, ist unter unseren Versuchsbedingungen keine Sittigung
der Glucoseresorption zu erreichen. Die in Abb. 1 dargestellten Ergebnisse kénnen
allerdings als Uberlagerung von zwei verschiedenen nebeneinander ablaufenden
Reaktionen gedeutet werden, nidmlich als Uberlagerung eines nicht zu sittigenden
Vorganges (Diffusion?) und eines sittigbaren Vorganges, der mit der MICHAELIS-
MENTEN-Ableitung erklirt werden konnte (Transport ?).

Der phlorizinhemmbare Anteil der Glucoseresorption, den man erhilt, wenn
man von der Gesamtresorption die durch Phlorizin nicht zu hemmende Glucose-
resorption abzieht, zeigt eine Substratséttigung. Die Transportkonstante (Kt) sowie
die maximale Resorptionskapazitit (Vmax) sind aus der resultierenden Kurve zu
bestimmen.

Die phlorizinhemmbare Glucoseresorption, die einem Sittigungsvorgang ent-
spricht, wurde in Abb. 4 bis Abb, 7 als ,,aktiv resorbierte® Glucose bezeichnet. Diese
phlorizinhemmbare Glucoseresorption wird etwas beeinflut von zugesetzten osmo-
tisch wirksamen Substanzen. Besonders bei Zusatz von Xylit sind Abweichungen zu
beobachten. Da sich die Versuche liber mehrere Jahre erstreckten, sind jedoch Unter-
schiede im verwendeten Tiermaterial nicht vollstindig auszuschalten.

Die Sattigung der phlorizinhemmbaren Glucoseresorption ist bei den von uns
durchgefithrten Versuchen zwischen 1% (55,6 mM) und 2,5% (139 mM) zu beobach-
ten. Die Vpax fiir den aktiven Anteil der Glucoseresorption betragt zwischen 1 Milli-
mol Glucose pro Stunde und Ratte bei Zusatz von Xylit und 1,4 Millimol Glucose
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Pro Stunde und Ratte bei Zusatz von Natriumchlorid. Die Transportkonstante be-

frigt zwischen 16 mM (bei Zusatz von Xylit) und 20 mM (ohne Zusatz von anderen
Substanzen).

4. Verinderung des osmotischen Druckes und der Natriumkonzentration wéhrend der
Perfusion des Dinndarmes

Aus Tab. 3 sind die Ergebnisse der Messungen fiir einige Konzentrationen ersicht-
lich, Auf die Angabe der iibrigen Werte wurde aus Platzgriinden verzichtet. Bei den
Experimenten mit Zusatz von Magnesiumsulfat waren die entsprechenden Unter-
Suchungen nicht durchgefiihrt worden.

Bei einem groBeren Teil der Versuchsreihen wird im Perfusat ein osmotischer

ruck gemessen, der um etwa 20-30 mosmol hoher ist als der mit dem gleichen
Instrument gemessene osmotische Druck im Blut (281 4 11 mosmol). Nur ?ei
extremen Ausgangsbedingungen werden erhebliche Abweichungen beobachtet. Dies
gilt sowohl fiir die Verwendung von Ldsupgen mit einem osmotischen Druck von
Weniger als 100 mosmol als auch fiir solche mit einem osmotischen Druck von mehr
als 500 mosmol. Unter solchen Bedingungen ist offenbar die Durchstromungsge-
Schwindigkeit des Darmes zu groB, als daf sich ein Gleichgewichtszustand einstellen

onnte.

Die Na+-Konzentration im Perfusat betrigt bei Verwendung von primér natrium-
freien Lésungen ohne sonstige Zusitze maximal 25%, der Natriumkonzentration im
Blut. Durch Zusatz von osmotisch wirksamen Substanzen (Xylit, Magnesiumsulfat)
wird die Wasserresorption vermindert und zusitzlich auch die Natriumausscheidung
eingeschrinkt. Die unter diesen Bedingungen gemessenen Nat-Konzentrationen
betragen etwa 109 der Nat-Konzentration im Serum (bei Ratten 142 4 5 mval./l),

ie orientierende Messungen ergeben haben, nimmt die Natriumkonzentration
Wwéhrend dey Darmperfusion fast gleichmédBig zu: in den oberen Darmabschnitten
Ist die Natriumkonzentration wesentlich geringer als in den unteren Darmabschnitten
(FSrsER, unverdffentlicht). Da im Darmepithel eine Nat-Konzentration von etwa
50 mval/l gemessen wurde (ScHuLTz, S. G. et al., 1966), besteht wihrend der gesam-
ten Darmpassage bei Verwendung natriumfreier Perfusionsidsungen ein Konzentra-
tionsgefille fiir Natrium vom Darmepithel zum Darmlumen.

Diskussion

Von den verschiedenen Arbeitsgruppen wurde mit unterschiedlichen Methode_n
dic maximale Resorptionskapazitit (Vmax) und die Transporikonstante (K1) fir die
Intestinale Glucoseresorption bestimmt. Die Verwendung von unterschiedlichen

ethoden erschwert einen Vergleich der Ergebnisse. Insbesondere die maximale
Resorptionskapazitiit (Viax 0der Taay) ist kaum vergleichbar, verschiedene Autoren
aben daher auch auf diese Angabe verzichtet. Die Transportkonstante als charakieri-
stische KenngrisBe fiir den Transportvorgang miiBte dagegen von der Versuchsan-
Ordnung weitgehend unabhiingig sein.

Vergleicht man bei Untersuchungen in vivo erhaltene MicHAELIS-K onstanten, so
falit auf, daB sich die Ergebnisse um etwa eine Zehnerpotenz unterscheiden. Ver-
Schiedene Autoren wiesen darauf hin, daB bei Untersuchungen in vivo keine sichere
Substratsittigung festzustellen ist (ANNEGERS, 1964, FORSTER und MEHNERT, 1965,

IDER et al. 1967). Bei allen diesen Untersuchungen wurde fiir die Halbsattigungs-
Onstante eine Konzentration weit oberhalb der Blutglucosekonzentration (Blut-
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glucosekonzentration: 120 mg % Glucose entsprechend 6 mM) gefunden. Das bedeu-
tet, daB im gepriifien Konzentrationsbereich auch Diffusionsvorginge ablaufen kén-
nen, da bei den Untersuchungen meistens ein deutliches Konzentrationsgefiille vom
Darm zum Biut besteht. Es konnte auBerdem pachgewiesen werden, daf) unter be-
stimmten Bedingungen bei hoher Blutglucosekonzentration Glucose vom Blut in den
Darm iibertreten kann (FORSTER, KAISER und MEHNERT, 1965, FORSTER, MEHNERT
UI{d HasLBeck, 1966). Auch dieses Ergebnis wiirde fiir eine mdgliche Bedeutung von
Diffusionsvorgiingen sprechen.
. Lediglich von LEvITT et al. (1969) wurde bisher versucht, die Glucoseresorption
In verschiedene Komponenten zu zerlegen. Diese Autoren haben als Beispiel fiir die
Diffusion die Pentose Arabinose verwendet, und in einem Modefl die Arabinoseauf-
Nahme fiir die wahrscheinliche Diffusion von Glucose cingesetzt, Wir haben bereiis
friiher die aktive Komponente der Glucoseresorption von der passiven Komponente
abtrennen kinnen (FORSTER, 1968, FORSTER, 1969). Dazu verwendeten wir Phlorizin,
das als kompetitiver Inhibitor des Glucosetransportes bekannt ist. Nach Untersu-
Chﬁmgen von Diepricus (1966) sowie von ALVARADO (1967) ist die Affinitidt von Phlo-
fzin zum Glucosetransporisystem um etwa drei Zehnerpotenzen hoher als die von
Glucose. Wie aus Abb, 2 zu ersehen ist, fithrt Verzehnfachung der Phlorizinkonzen-
tration nur noch zu einer geringfiigigen weiteren Zunahme der Resorptionshemmung.
Dar.aus ist zu folgern, daB wahrscheinlich bereits durch 2 x 10~4M Phlorizin die
aktive Glucoseresorption vollstindig gehemmt wird.
Durch Zusatz von Phlorizin ist daher die Glucoseresorption in zwei Komponenten
2u zerlegen. Die phlorizinhemmbare Glucoseresorption sollte der aktiv resorbierten
Iucoseresorption entsprechen, wihrend die durch Phiorizin nicht zu hemmende
Iucoseresorption einem Diffusionsvorgang entsprechen kdnante. Fiir diese Annahme
Spricht auch, daB die Glucoseausscheidung in das Darmlumen bei hoher Blutglucose-
Onzentration etwa von der GroBenordnung der durch Phlorizin nicht zu hemmenden
Gluc03eresorption ist (FORSTER, KAISER und MEHNERT, 1965). Damit wird gleichzeitig
auf dag Fehlen eines Transportes gegen einen Konzentrationsgradienten fiir diese
omponente der Glucoseaufnahme hingewiesen. Die gleichen Charakteristiken
Wiren auch bei einer erleichterten Diffusion mit Substratsittigung bei sehr hoher
Glucosekonzentration zu erwarten. Fiir einen solchen Mechanismus fiegen jedoch
einerlei Hinweise vor. Es konnte dagegen nachgewiesen werden, daB die passive
Aufnahme von hydrophilen Substanzen ans dem Darm schr stark vom Molekular-
8ewicht abhingig ist. Aethanol und Glycerin werden z. B. sehr rasch mittels eines
K}wht Zu séttigenden Vorganges aus dem Darmlumen aufgenommen (FORSTER, unver-
Sffentlicht), GroBere Molekille, wie Pentosen sowie die Polyole Sorbit oder Xylit
Werden demgegeniiber nur sehr langsam resorbiert. Wie aus Abb. 3 zu ersehen ist,
ann die Resorption von Xylit ebenfalls am einfachsten durch Diffusion erklart wer-
den. Obwohl das Glucosemolekiil groBer ist als das Xylitmolekiil, verlduft die durch
hlorizin nicht zu hemmende Glucoseresorption rascher als die Xylitresorption, Das
dnnte darayf beruhen, daf das Glucosemolekiil als Pyranose vorliegt, wihrend das
X.ylitmolekm nicht zur Ringbildung befahigt ist. Eine andere Moglichkeit ware, da®
die aktive Glucoseresorption nicht vollstindig durch Phlorizin blockiert wird.
.. Die Diskrepanz der von verschiedenen Autoren mitgeteiiten Transportkonstanten
ur Untersuchungen in vivo kann teilweise dadurch erklirt werden, daB die Diffusion
(passive Glucoseresorption) bei der Bestimmung der Konstanten nicht beriicksichtigt
Wurde. Dadurch wurden je nach dem gepriiften Konzentrationsbereich zu hohe
ICHAELIskonstanten gefunden. Zieht man die durch Phlorizin nicht zu hemmende
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Glucoseresorption von der Gesamtresorption ab, so erhilt man die phlorizinhemm-
bare Glucoseresorption (Abb. 4-7), Diese korrigierte Glucoseresorption zeigt eine
deutliche Substratsidttigung, sie entspricht wahrscheinlich der aktiv resorbierten
Glucose. Die bei diesem Vorgehen erhaltenen MicHAELIS-Konstanten sind die niedrig-
sten in vivo ermittelten MicrHAEus-Konstanten, wenn man von den Untersuchungen
von OLSEN und INGELFINGER absieht. Die hochste von diesen Autoren verwendete
Glucosekonzentration betrug jedoch 27,8 mM (= 0,5 %, Glucose).

Das heute meistdiskutierte Modell des intestinalen Glucosetransports ist der von
CRANE inaugurierte symmetrische Carrier. Dieser Carrier hat zwei Bindungsstellen,
eine fiir Natriumionen und eine zweite fiir das Substrat. Durch einen allosterischen
Mechanismus ist in Abhidngigkeit von der Konzentration der Natriumionen die
Affinitit des Carriers zum Substrat erhoht. Bei diesem Modell dient letzten Endes die
Natriumpumpe als indirekter Energielieferant fiir den Glucosebergauftransport. Bei
der von uns gewihlten Versuchsanordqung wird jedoch im allgemeinen nur ein
Glucosebergabtransport gemessen. Wie aus Abb. 1 za ersehen ist, erhilt man zwar
die groBte Glucoseaufnahme in Anwesenheit von Natriumchlorid. Wenn man jedoch
Natriumchlorid durch isoosmolare Xylitldsung ersetzt, erhdlt man anndhernd die
gleiche Glucoseresorption. Bei diesen Untersuchungen ist die Natrinmkonzentration
im Darmlumen sicher niedriger als diejenige im Darmepithel. Es besteht also bei
Verwendung primér natriumfreier Lésungen ein umgekehrter Natriumkonzentrations-
gradient als bei Verwendung natriumchloridhaltiger Perfusionslésungen. Wenn man
auf weitere Zusiitze verzichtet, also teilweise mit stark hypoosmolaren LoOsungen
arbeitet, so erhilt man nur eine leichte Hemmung der Glucoseresorption. Auch Ersatz
von NaCl durch Magnesiumsulfat fiithrt nur zu einer méBigen Resorptionshemmung,
Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Csaky und Ho (1965) {iberein,
die ebenfalls dariiber berichtet haben, daB bei Ratten in vivo fiir die Glucoseresorption
kein Natriumkonzentrationsgradient erforderlich ist. Zur gleichen SchluBfolgerung
kamen auch OLSEN und INGELFINGER (1968) bei ihren Untersuchungen am Menschen.

Fiir die phlorizinhemmbare Glucoseresorption lassen sich die aus Tab. 2 ersicht-
lichen Halbsittigungskonstanten errechnen. Diese Konstanten liegen immer noch
etwa um den Faktor 10 hoher als in vitro ermittelte MicHAELIS-Konstanten (vgl.
Tab. 4 und Tab. 5). Eine mogliche Erklirung wire, daB bei Durchstromungsversuchen
bei niedrigen Glucosekonzentrationen die Konvektion zu gering ist. Bei Bestehen
eines Konzentrationsgradienten zum Biirstensaum wiirde eine zu hohe MICHAELIS-
Konstante gefunden. Von FisHer und Parsons (1952) wurde bei in-vitro-Durchstré-
mung des Diinndarms eine hdhere MicHAELIs-Konstante gefunden als von anderen
Autoren bei Inkubation in vitro (siche Tab. 4). Eine andere Md&glichkeit wire, daB
sich der gemessene begrenzende Vorgang bei Untersuchungen in vivo bzw. in vitro
unterscheidet, Aufgrund des derzeitigen Standes der Resorptionsuntersuchungen
kann zwischen diesen beiden Moglichkeiten nicht unterschieden werden.

Nach oraler Verabreichung von hochprozentigen Glucoseldsungen (z. B. oraler
Glucosetoleranztest) wird durch die Magenentleerung und durch Verdiinnungsvor-
giinge im Diinndarm eine blutisotone Losung erreicht (FORDTRAN et al., 1961, REYNEL
und SPRAY, 1956, RAVDIN et al. 1933). Aus einer blutisotonen Glucoselésung von
etwa 59, wiirde nach vorliegenden Ergebnissen etwa die Hilfte der Glucose mittels
eines aktiven Vorganges resorbiert werden, der Rest wiirde durch massive Vorginge
aufgenommen werden (Abb. 4-7).

Der Anteil des aktiven Vorganges wird um so grofier, je niedriger die Glucosekon-
zentration wird. Bei 1% Glucose wiirde er z. B. 809, und mehr betragen. Die aktive
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Glucoseaufnahme wiirde insbesondere dafiir verantwortlich sein, daB Glucose restlos
aus dem Darm aufgenommen wird.

Zusammenfassung

Mittels einer Perfusionsmethode wurde die intestinale Glucoseresorption im Tierversuch
in vivo gepriift. Da die verwendeten Glucosekonzentrationen im allgemeinen hoher als die
Blutglucosekonzentration war, wird ein Glucosebergabtransport gemessen.

Durch Phlorizin 148t sich der Glucosebergabtransport in zwei Komponenten trennen:
eine sittigbare phlorizinempfindliche Komponente, die der MICHAELIS-MENTEN-Kinetik
gehorcht, und eine phlorizinunempfindliche Komponente, die nicht zu sittigen ist. Es ist
anzunehmen, daf3 dieser Anteil der Glucoseresorption einer freien Diffusion entspricht.

Die MicHaeLis-Konstante fiir die phlorizinhemmbare Glucoseresorption betrigt um
20 mM. Sie ist damit niedriger, als andere in vivo bestimmte MicHAELIs-K onstanten, bei denen
die Glucoseresorption nicht um den phlorizinunempfindlichen Anteil korrigiert wurde.

Bei dem von uns gepriiften Glucosebergabtransport hat die Anwesenheit von Natrium-
ionen im Perfusionsmedium keinen wesentlichen EinfluB auf die Glucoseresorption.

Nach den vorliegenden Ergebnissen kann unter physiologischen Bedingungen (z. B. orale
Glucosebelastung) der Anteil der phlorizinhemmbaren (aktiven) Glucoseresorption auf etwa
509 der Gesamtresorption absinken, im allgemeinen wird er aber mehr als 509, betragen.

Summary

The intestinal glucose absorption in vivo was studied in experimental animals using a
perfusion method. Since the intestinal glucose concentrations used in the experiments were
higher than the blood glucose concentration a downhill transport of glucose was measured.
In the presence of phlorizin the transport of glucose can be divided into two components:

a saturable phlorizin sensitive component, which follows the MICHAELIs-Menten kinetics,
and a phlorizin insensitive component which is not saturable. One may assume that the
later part of glucose absorption represents free diffusion.

The MICHAELIS constant of the phlorizin sensitive glucose absorption was found to be
20 mM. This value is lower than the value of other in vivo estimations in which the phlorizin
insensitive glucose absorption was not taken into consideration. Our experiments on the
downhill transport of glucose have shown that the presence of sodium ions in the perfusion
medium does not influence the glucose absorption.

Our present results indicate that under certain physiological condition {e. g. oral glucose
tolerance test) the fraction of phlorizin sensitive glucose absorption may be as low as 50
percent of the total absorption of glucose; Usually this fraction is more than 50 per cent.
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