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Zusammenfassung: Isolierte Glomerula wurden aus den Nieren von stoffwechselgesunden und diabetischen Ratten
gewonnen und ihre Morphologie und ihre metabolische Leistungsfahigkeit untersucht. Der DNA- und Proteingehalt
der isolierten Glomerula war bei chronisch diabetischen Tieren signifikant erh6ht und die DNA/Protein-Relation ver-
indert. Diese Anderungen konnten durch Insulinbehandlung der diabetischen Ratten in vivo verhindert werden. In-
sulin hatte keinen Einflul auf den Abbau von Glucose in den Glomerula von normalen und diabetischen Ratten. Die
Proteinsynthese ist in den Glomerula von akut diabetischen Ratten unverindert, steigt jedoch im chronischen Diabe-
tes signifikant an. Die RNA-Synthese hingegen ist im akuten Diabetes auf ein Drittel vermindert, steigt aber bei chro-
nischem Diabetes ebenfalls signifikant an. Wihrend in den Glomerula von Normaltieren sowohl die Proteinsynthese
als auch die RNA-Synthese durch Insulinzugabe in vitro gesteigert werden kann, fehlt dieser Effekt in den Glomeru-
la von diabetischen Ratten. Eine Insulinresistenz in vitro ist somit festzustellen. Nur die Insulinsubstitution in vivo
verhindert die Anderungen der Protein- und RNA-Synthese. Der Einbau von Lysin und Uridin war in den Glomerula
von Normaltieren zusitzlich abhingig von der Glucosekonzentration.

Aus den Untersuchungen wird gefolgert, daB unter Insulinmangel und erhéhter Blutzuckerkonzentration charakte-
ristische Verinderungen des Protein- und RNA-Stoffwechsels auftreten, die auf die morphologisch und biochemisch
faflbaren Strukturverinderungen bezogen werden kénnen.

The effect of insulin on the metabolism of isolated rat glomeruli

Summary: Glomeruli isolated from the kidneys of metabolically normal and diabetic rats were investigated morpho-
logically and metabolically. Glomeruli from chronically diabetic animals showed significantly increased contents of
DNA and protein, and an altered DNA/protein ratio. These changes were prevented by insulin treatment in vivo of
diabetic rats. Insulin had no effect on glucose degradation by the glomeruli of normal or diabetic rats. Protein synthesis
is unchanged in the glomeruli from acutely diabetic rats, but shows a significant increase in those from chronically
diabetic animals. In the glomeruli of normal animals, both protein synthesis and RNA synthesis are increased in vitro
by insulin, but this effect is absent from the glomeruli of diabetic rats. Under in vitro conditions there is a resistance

“to insulin. Changes in protein and RNA synthesis can be prevented by insulin only when it is administered in vivo. In

addition, the incorporation of lysine and uridine in the glomeruli of normal animals was dependent on the glucose
concentration.

It is concluded from these results that insulin deficiency and increased blood sugar level are accompanied by character-
istic changes in the metabolism of protein and RNA, which are related to morphologically and biochemically detect-

able structural changes.

mehrung des Mesangiums mit terminaler Hyalinisierung.

Einfiihrun
iniyhrung Die Basalmembranverdickung wurde nicht nur beim

Die diabetische Glomerulosklerose ist morpholqgisch
charakterisiert durch eine diffuse Verdickung der Basal-
membran, durch Vergroferung der Glomerula und Ver-

1y Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Paul-Kuth-
Stiftung durchgefiihrt.

Menschen, sondern auch bei Versuchstieren mit chemisch
induziertem (1—2) oder genetischem Diabetes (3) nach-
gewiesen.

Uber die metabolischen Ursachen der genannten Basal-

membranverinderungen in den Glomerula gibt es nur
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Hypothesen. Die Frage, ob die Synthese der Basalmem-
branproteine quantitativ verindert und/oder ihr Abbau
vermindert sind, wurde noch nicht schliissig geklart.

Bisher wurden vorwiegend-Befunde an einzelnen Enzy-
men, an der Proteinsynthese und anderen Stoffwechsel-
grofen erhoben und zur Erklirung der diabetischen
Glomerulosklerose herangezogen.

So wurde eine erhohte Aktivitit der Lysin-Hydroxylase
(EC 1.14.11.4) und der UDP-Glucose-Transferase im
Diabetes gefunden (4—9).

Eine Erthohung der Proteinsynthese in Mikrosomen- bzw.
Ribosomenpriparationen aus der Nierenrinde von diabe-
tischen Versuchstieren und eine deutlich erh6hte Kolla-
gensynthese wurden gemessen (10—11). Der erhohte Ly-
sin-Einbau, die erhéhte Hydroxylysin-Synthese und das
zugunsten des Hydroxylysin verschobene Lysin/Hydro-
xylysin-Verhiltnis in isolierten Glomerula und die Nor-
malisierung durch die Insulintherapie erginzen diese Be-
funde (12). Dementsprechend war die Aktivitat der Pro-
lin-Hydroxylase (EC 1.14.11.2) und der Lysin-Hydroxy-
lase in der Nierenrinde von Streptozotocin-diabetischen
Ratten erthoht (8).

Widerspriichliche Befunde liegen iiber die quantitative
Aminosiurezusammensetzung der glomeruliren Basal-
membran vor (13-17).

Auch der Einfluf von Insulin in vitro auf die Oxidation
und den Einbau von Glucose in isolierten Glomerula von
Alloxan-diabetischen Tieren wurde untersucht. Insulin
hatte keinen Effekt, jedoch wurden sowohl die Oxida-
tion als auch der Einbau von Glucose in Glomerula von
normalen und diabetischen Tieren durch Erh6hung der
Glucosekonzentration im Inkubationsmedium gesteigert
(18—19). Ein Teil der sich widersprechenden Ergebnisse
wurde an der ganzen Niere oder der Nierenrinde erhoben.
Bei diesen Untersuchungen iiberwiegt aber das tubulére
Zellsystem, so daf} diese Ergebnisse nur eine geringe Aus-
sagekraft fiir glomeruldre Stoffwechselverinderungen be-
sitzen. Einigkeit besteht auch dariiber, dafy Enzymakti-
vititsmessungen im Gewebshomogenat unter optimierten
Bedingungen die aktuellen Gegebenheiten im Stoffwech-
sel und den tatsichlichen Substratumsatz nicht wieder-
geben konnen.

Aus den genannten Griinden wurde der Stoffwechsel des
Zellsystems der isolierten Glomerula von normalen und
diabetischen Ratten verglichen. Im Rahmen dieser Un-
tersuchungen wurden der Kohlenhydrat-, Protein- und
Ribonucleinsiurestoffwechsel unter Beriicksichtigung
der Insulinsensitivitit untersucht.

Material und Methoden

Minnliche Wistar-Ratten (250—300 g) wurden nach 20 Stunden
Hunger mit Ather narkotisiert, die Nieren wurden entfernt, de:
kapsuliert und halbiert. Die Isolation der Glomerula erfolgte in
Anlehnung an die Siebmethode von Krakower & Greenspon (20).
Die Nierenhilften wurden duch ein Stahlsieb mit 280 um Ma-

schenweite gerieben. AnschlieBend wurde mit eiskaltem Medium
TC 199 (Serva Feinbiochemica, Heidelberg: TC Medium 199 mit
Earle’s Salzen ohne Glucose, L-Lysin, ATP, Natriumacetat und
Tween 80) nachgespiilt. Zur Abtrennung grober Gewebsbestand-
teile wurde der Gewebebrei durch ein Kunststoffnetz von 180 um
Maschenweite gegossen und die Glomerula dann auf einem wei-
teren Kunststoffnetz von 100 um Maschenweite aufgefangen

und in eiskaltem Medium TC 199 suspendiert. Zur hoheren Kon-
zentrierung der Glomerulumsuspension folgte eine Sedimenta-
tion von 30 Minuten im Eisbad mit anschlieBendem Absaugen des
Uberstandes. Danach wurden die Glomerula sofort zur Inkubation
verwendet. Die Ausbeute betrug etwa 10000 Glomerula pro Niere.
Die Verunreinigung durch Tubulusfragmente lag bei duchschnitt-
lich 2%. Etwa 20% der Glomerula besafen noch eine intakte
Bowman’Kapsel. Die Vitalititsprifung erfolgte durch Anfirbung
mit Trypanblau, durch Licht- und Elektronenmikroskopie

(Abb. 1) und aufgrund metabolischer Parameter.

Erzeugung des Diabetes (Tab. 1)

Der akute Diabetes wurde durch eine Streptozotocin-Injektion
von 80 mg/kg Kérpergewicht intravends erzeugt und der Glome-
rulumstoffwechsel nach einer Diabetesdauer von 3 Tagen unter-
sucht. Der Blutzucker lag iiber 350 mg/dL Es bestand eine massi-
ve Glucosurie mit Ketonurie.

Fiir den chronischen Diabetes erhielten die Tiere eine intraperi-
toneale Streptozotocin-Injektion von 80 mg/kg Kdrpergewicht
und wurden nach einer Diabetesdauer von 4 Wochen untersucht.

Eine Gruppe dieser chronisch diabetischen Tiere erhielt taglich
Insulin (10 U/kg Korpergewicht) iiber die gesamte Versuchsdauer
(chronischer Diabetes mit Dauertherapie). Der Blutzuckerspiegel
betrug niichtern 100 mg/dl Es bestand eine leichte Glucosurie
ohne Ketonurie.

Eine weitere Gruppe (chronischer Diabetes mit Teiltherapie) er-
hielt das Insulin erst nach einem therapiefreien Intervall von 14
Tagen. Dabei lagen die Blutzuckerniichternwerte am Ende der
Versuchsdauer bei 110 mg/dL

In der dritten Gruppe wurde kein Insulin appliziert. Diese Grup-
pe erreichte duchschnittliche Blutzuckerwerte von 480 mg/dl
und eine massive Glucosurie und Ketonurie (chronischer Diabe-
tes).

Zur Bestimmung der Oxidationsrate wurde das produzierte 14CO,
durch Hyamine® absorbiert und im Flussngke1tsszmtlllatlonszah-
ler gezihit.

Oxidation von Glucose:

Endkonzentration von Glucose: 10 mmol/1
Spezifische Radioaktivitit von [U-14C]Glucose: 37 GBq/mol

Oxidation und Einbau von Glucuronat:

Endkonzentration von Glucuronat: 5 mmol/l .

Spezifische Radioaktivitit von [U-14C]Glucuronat: 37 GBg/mol
Oxidation und Einbau von Xylit:

Endkonzentration von Xylit: 5 mmol/l
Spezifische Radioaktivitit von [U-14C]Xylit: 37 GBq/mol

-Bei der Bestimmung der Einbaurate wurde das Sediment nach
Sédurefillung dreimal gewaschen, in Hyamme® im Fliissigkeits-
szintillationszzhler bestimmt.

Einbau von Lysin:

Endkonzentration von Glucose: 10 mmol/l oder wie angegeben
Endkonzentration von Lysin: 500 umol/l
Spezifische Radioaktivitit von [U-14C]Lysin: 370 GBq/mol

Einbau von Uridin:

Endkonzentration von Glucose: 10 mmol/l oder wie angegeben
Endkonzentration von Uridin: 4 umol/1 L
Spezifische Radioaktivitit von [U-1 4C]Uridin: 18,5 TBq/mol

Dié€ Inkubation der Glomerula erfolgte jeweils in Dreifachansit-
zen bei 37 °C im Schiittelwasserbad iiber 60 und 120 Minuten.
Das Endvolumen der Ansitze betrug 0,5 ml, die Glomerulumsus-
pension (2500—7000 Glomerula) wurde in einem Volumen von
0,2 ml zugegeben.
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Abb. 1. Ultrastruktur der isolierten Glomerula.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigt den morphologischen Erhaltungszustand des Zellsystems.

Vergréfierung 6000:1.

Die Insulinsensitivitit wurde durch eine Insulinendkonzentration
von 50 mU/Ansatz (100 U/I) gepriift, nachdem Vorversuche
einen hohen Insulinabbau ergeben hatten.

Der Proteingehalt der Glomerula wurde nach Lowry et al. (21)
bestimmt. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte nach
Burton (22).

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem t-Test nach Stu-
dent ausgefiihrt.

Ergebnisse

DNA- und Proteingehalt der isolierten Glomerula waren
im akuten Diabetes gegeniiber den Normaltieren nicht
verindert (Tab. 2). Bei den chronisch diabetischen Tie-
ren war eine signifikante Steigerung (2p < 0,001) des
DNA- und Proteingehaltes auf das Doppelte bzw. Zwei-
einhalbfache festzustellen, woraus eine Verschiebung des

DNA /Protein-Verhiltnisses von 1:20 auf 1:25 resultierte.

1. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 18, 1980 / No. 12

Insulinsubstitution in vivo fiihrt zur signifikanten Ver-
ringerung (2p < 0,001) des DNA- und Proteingehaltes,
ohne jedoch eine vollstindige Normalisierung zu bewir-
ken. Es fanden sich keine Unterscniede zwischen Dauer-
und Teiltherapie.

Die Stoffwechselleistung der isolierten Glomerula, darge-
stellt an Glucose-Oxidation und Lysin-Einbau, war bei
normalen und diabetischen Tieren linear in Abhingigkeit
von der Zeit und der eingesetzten Gewebemenge. Die Ab-
bildung 2 zeigt dies fiir die Glucose-Oxidation in Glome-
rula von Normaltieren.

Beim Abbau von Glucose zu CO, waren keine Unter-
schiede in den isolierten Glomerula von normalen und
akut diabetischen Tieren nachweisbar. Insulin in vitro
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Tab. 1. Korpergewicht, Blutzuckerkonzentration, Harnzucker und Ketonurie bei chronisch diabetischen Ratten.
Harnzucker und Ketonurie wurden mit Gluketur®-Test bestimmt.

1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
Kor- Blut- Harn- Ke- Kor- Blut- Harn- Ké- KoOr- Blut- Harn- Ke- Kor- Blut Harn- Ke-
per- zuk- zuk- ton- per zuk- zuk- ton- per- zuk- zuk- ton- per- zuk- zuk- ton-
ge- ker ker urie ge- ker ker urie ge- ker ker urie ge- ker ker urie
wicht wicht wicht wicht
(®  (mgdl) (g)  (mg/d) ®  (mgdh ®  (mgldy
Chronischer Diabetes 253 400 +++ + 220 450 +++  ++ 2000 460 +++ +++ 190 480 +++  +++
(n=15) +25 *60 £20 =80 +18 80 £15 +100
Korpergewicht
=290+15¢g
Chronischer Diabetes 250 410 +++ + 230 440 +++ ++ 240 160 ++ + 280 110 +++ -
mit Teiltherapie £20 =50 +22 =80 +25 160 +22 +30
(n=20)
Korpergewicht
=280+18g
Chronischer Diabetes 280 180 + - 00 100 + - 310 100 + - 315 100 + -
mit Dauertherapie +25 80 £20 30 +27 £25 £30 20

(n=20)

Korpergewicht
=280x16¢g

Tab. 2. DNA- und Proteingehalt von isolierten Glomerula.

hatte keinen Einfluf} auf die Abbaurate von Glucose
(Tab. 3).

aI;/Al 000 l(’:(g’/t;l(;loo ]P):gf‘: Glucuronat und Xylit werden durch das glomerulire Zell-
Glomerula) Glomerula) tein system zu CO, abgebaut (Tab. 3). Dieser Abbau ist durch
Kontrolle 8,16 + 0,56 165+ 15 1:20
(n=30) (n=30) b
Akuter Diabetes 8,16+0,87 165+11  1:20 3wl .
(n =20 (n=20) g ‘
Chronischer Diabetes ~ 15,97+1,82 401:25 1:25 320 .
(=10) n=10) . € .:C .
Chronischer Diabetes 11,07£0,93 23432 1:21 3 L
mit Teiltherapie (n=10) (n=10) E 12+ s
Chronischer Diabetes 11,44 0,73 234:18 1:21 s - o
mit Dauertherapie (n=10) (n=10) § 081
— ]
204t~
=4 -
d | ] 1
0 60 120 180
t (min]
7=
Tab. 3. Abbau zu CO,. 6
Insulinkonzentration: 100 U/l £ e
g5
Glucose Glucuronat Xylit = ‘ ¢
(nmol/1000 (nmol/1000 (nmol/1000 S °
Glomerula X h) Glomerula X h) Glomerula X h) E 3k
Kontrolle  0,71:0,11 027007 0,11+ 0,01 g ,L « °
; (n=10) (n=3) (n=3) 3" -
Kontrolle 0,82 £ 0,11 0,27+0,05 . 0,12x0,02 1 r—
+ Insulin (n=8) (n=3) (n=3) T |
Al_(uter 0,65+ 0,07 0,26 + 0,07 0,09 0,01 0 = 72600 I 4000 : 50100 1 aoldo -l 1\'](1100
Diabetes (n=35) (n=3) (n=3) ’ Glomerula/Ansatz . °
Il;:;l;t::es ?;;7:2 ;)0’03 8;23 ; 0,05 ?”105 ; ) 0.02 Abb. 2. Oxidation von Glucose in Abhingigkeit von der Zeit
+ Insulin ) . und der eingesetzten Gewébemenge durch das

glomerulire Zellsystem.

, .
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Insulin in vitro und akuten Insulinmangel in vivo nicht
zu beeinfluflen. Auffallend ist, daf der Abbau von Xylit
nur etwa die Hilfte des Glucuronat-Abbaues betrigt.

Glucuronat wird im Gegensatz zu Xylit auch in das sdure-
fillbare Protein eingebaut (Tab. 4). Auch dieser Einbau
zeigt keine Verdnderung im akuten Diabetes und L:ifit
sich auch durch Insulin in vitro nicht beeinflufen.

Der Einbau von Lysin in das sdurefillbare Protein ist in
den Glomerula von stoffwechselgesunden Tieren durch
Insulin in vitro signifikant (2p < 0,001) zu steigern
(Tab. 4). In den Glomerula von akut diabetischen Tieren
ist dieser Effekt nicht nachweisbar: Gegeniiber den Nor-
maltieren ist der Einbau von Lysin im akuten Diabetes
unverédndert. Beim chronischen Diabetes ist der Lysin-
Einbau bezogen auf die Zahl der Glomerula signifikant
(2p <0,001) erhoht. Insulinbehandlung nach therapie-
freiem Intervall fithrt zu einer weiteren Steigerung, wiih-
rend sich der Lysin-Einbau bei durchgehender Insulin-
substitution wieder der Kontrolle annihert (Tab. 4).

Tab. 4. Einbau von Glucuronat, Lysin und Uridin in das sdure-
fillbare Protein.

Glucuronat Lysin Uridin
(nmol/1000 (nmol/1000 (Bq/1000
Glomerula Glomerula Glomerula
X h) X h) X h)
Kontrolle 0,10 + 0,02 0,086 + 0,005 6,30+ 0,13
(n=3) (n=28) (n=239)
Kontrolle 0,11 + 0,02!) 0,125 £0,0213) 7,28 £ 0,47%)
+ Insulin (n=3) (n=6) (n=235)
Akuter 0,10 + 0,011) 0,086 + 0,006%) 2,17 £ 0,253)
Diabetes (n=3) (n=35) (n=15)
Akuter 0,10 + 0,032) 0,095 + 0,0092) 2,13 0,33%)
Diabetes (n=3) n=95) (n=15)
+ Insulin
Chronischer | 0,105 + 0,0075) 8,37 + 0,455)
Diabetes " (n=15) (n=35)
"Chronischer 0,147 £ 0,0227) 6,77 + 0,95%)
Diabetes mit n. b. (n=15) n=35)
Teiltherapie
Chronischer 0,104 + 0,018%) 6,12 = 0,07!0)
Diabetes mit n. b. n=95) (n=15)
Dauer-
therapie _

1) Nicht signifikant gegen Kontrolle.

2) Nijcht signifikant gegen akuten Diabetes.

3) 2p < 0,001 gegen Kontrolle.

4) 2p < 0,005 gegen Kontrolle.

5) 2p < 0,001 gegen Kontrolle; 2p < 0,005 gegen akuten
Diabetes. )

6) 2p < 0,001 gegen Kontrolle und akuten Diabetes.

7) 2p < 0,005 gegen chronischen Diabetes.

8) 2p < 0,01 gegen chronischen Diabetes.

9) Nicht signifikant gegen chronischen Dxabe:tes; Zp‘< 0,02
gegen Kontrolle; 2p < 0,01 gegen chronischen Diabetes
mit Teiltherapie.

10y 2_p < 0,001 gggen chronischen Diabetes; ‘2p < O,QS gegen
Kontrolle; Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes
mit Teiltherapie.

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 18, 1980 / No. 12

Die RNA-Synthese, gemessen mit Hilfe des Einbaues von
Uridin, ist im akuten Diabetes auf ein Drittel der Kon-
trollwerte vermindert (Tab. 4). Wie beim Lyin-Einbau
findet sich eine signifikante (2p < 0,005) Steigerung
durch Insulin in vitro in den Glomerula von Normaltie-
ren, wihrend sich dieser Effekt im akuten Diabetes nicht
nachweisen lat. Chronisch diabetische Tiere weisen
einen signifikant (2p < 0,001) erh6hten Uridin-Einbau
der isolierten Glomerula auf, der durch die Insulinbe-
handlung wieder den Kontrollwerten angenihert wird
(Tab. 4).

Der Einbau von Lysin und Uridin war in den Glomerula
von Normaltieren abhingig von der Glucosekonzentra-
tion bis zu 10 mmol/l (Tab. 5). Dabei waren die Einbau-
raten bei einer Glucosek onzentration von 10 mmol/l je-
weils signifikant verschieden von den Einbauraten bei
niedrigeren Glucosekonzentrationen.

Diskussion

Bei Untersuchungen an isolierten Zellsystemen ist neben
der Einheitlichkeit des Systems die Integritidt und Vitali-
tdt der Zellen nach morphologischen und metabolischen
Kriterien zu beachten. Bei der hier verwendeten Dissozia-
tion des Gewebes wurde im Gegensatz zu anderen Unter-
suchern auf die Zentrifugation zur Anreicherung der
Glomerula verzichtet, weil sich bereits in den Vorversu-
chen herausstellte, da wiederholte Zentrifugation das
glomerulire Zellsystem schidigt. Durch die einfache Se-
dimentation in der Kilte verringerte sich der Anteil der
trypanblaugefarbten Glomerula auf 5 %.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung bestitigte
den guten Erhaltungszustand des Zellsystems. Auch die
metabolischen Parameter, z. B. Glucose-Oxidation und
Lysin-Einbau, zeigten Linearitit in Abhidngigkeit von der
Zeit und der eingesetzten Gewebemenge.

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchern (23), die
eine Vergroferung und einen vermehrten Kollagengehalt

Tab. 5. Abhingigkeit des Lysin- und Uridineinbaues von der
Glucosekonzentration des Inkubationsmediums.

Glucose Lysin Uridin
(mmol/1) (nmol/1000 Glomerula (Bq/1000 Glomerula
X h) X h)
2 0,065 + 0,006 5,43+ 0,55
n=25) (n=5)
5 0,071 + 0,0041) 5,37+ 0,281)
(n=5) n=95)
10 0,086 + 0,0052) 6,30 £ 0,133)
n=8) (n=5)

1) Nicht signifikant gegen 2 mmol/l Glucose.

2) 2p < 0,001 gegen 2 mmol/l und S mmol/l Glucose.

3) 2p < 0,01 gegen 2 mmol/l Glucose und 2p < 0,001 gegen
5 mmol/l Glucose.
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der Glomerula im Diabetes fanden, ergaben unsere Unter-
suchungen eine Verdoppelung des DNA-Gehaltes und
eine dariiber hinausgehende Vermehrung des Proteinge-
haltes der isolierten Glomerula im chronischen Diabetes,
wihrend im akuten Diabetes noch keine Verinderungen
des DNA- bzw. Proteingehaltes gegeniiber den Kontrollen
nachzuweisen waren.

Die auf Befunden an Autopsie-Nieren beruhende These,
da es sich bei der Vergréfierung der Glomerula um eine
kompensatorische Hypertrophie zum Ersatz zerstorter
Glomerula handeln kénnte (24), wird durch die schnelle
Normalisierung des DNA- und Proteingehaltes unter der
Insulintherapie bei den chronisch diabetischen Tieren in
Frage gestellt. Wenn ein Teil der Glomerula wegen einer
Verlegung der Kapillarschlingen funktionell nicht mehr
aktiv wire, dann miiite die kompensatorische Hypertro-
phie auch unter der Insulintherapie zum Erhalt der Nie-
renfunktion weiter bestehen bleiben.

Der Riickgang des DNA- und Proteingehaltes auch unter
der verzogerten Therapie nach therapiefreiem Intervall
zeigt, daf} eine vermehrte Zellinfiltration als einzige Ur-
sache der erhohten DNA- und Proteingehalte ausscheidet.
Vielmehr sind die genannten Veranderungen insulinab-
hingig und miissen auf die Hyperglykimie, die Glucosu-
rie, die Proteinurie und/oder den Insulinmangel zuriick=
gefiihrt werden.

Die erhobenen Befunde veranlassen erneut zu kritischen
Uberlegungen beziiglich des ,,richtigen* Bezugssystem:s.
Bezieht man die gefundenen Einbauraten von Lysin und
Uridin auf die Zahl der eingesetzten Glomerula, so wer-
den die Befunde von Cohen & Khalifa (12) iiber die ge-
steigerte Proteinsynthese in isolierten Glomerula im Dia-

betes bestitigt und lassen sich auch fiir die RNA-Synthese
nachweisen. Beriicksichtigt man jedoch die Verdoppelung
des DNA-Gehaltes und die Vermehrung des Proteingehal-

tes auf das Zweieinhalbfache, so ergibt sich eine Verringe-

rung der Einbauraten von Lysin und Uridin bezogen auf
diese Parameter (Tab. 6 und 7). Daraus ist zu folgern,
daf} vermehrt Strukturproteine abgelagert worden sind,
was dem morphologischen Korrelat der Basalmembran-
verdickung entsprechen konnte. Der Bezug der metabo-
lischen Zelleisturig auf das Gesamtprotein oder das Trok-
kengewicht erscheint daher problematisch.

Auch die Bezugsgrofie DNA ist angesichts der beschrie-
benen Zellvermehrungen in den Glomerula in Frage ge-
stellt. Daher wurden unsere Befunde auf die Zahl der ein-
gesetzten Glomerula bezogen.

Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, daf im kolla-
genghnlichen Basalmembranprotein verhiltnismaBig viel
Lysin enthalten ist (13—17). Da aber gerade die Basal-
membranverinderungen im Mittelpunkt des Interesses
stehen, ist die Messung des Lysin-Einbaues in das séure-
fillbare Protein ein geeigneter Parameter zur Messung
der Protein- und speziell der Basalmembransynthese.

Wihrend unsere Untersuchungen in Ubereinstimmung
mit den Befunden von Wahl et al. (18—19) keinen Insu-
lin-Effekt auf die Glucose-Oxidation in isolierten Glo-
merula ergaben, zeigen die Ergebnisse der Lysin- und Uri-
din-Einbauversuche, daf} der Stoffwechsel des glomeru-
liren Zellsystems insulinsensitiv ist. Dies gilt sowohl fiir
die Insulinzugabe in vitro als auch in vivo.

Insulin in vitro steigert den Einbau von Lysin und Uridin
in das siurefillbare Protein in Glomerula von Normal-

Tab. 6. Einbau von Lysin bezogen auf die Zahl der Glomerula, den DNA- und Proteingehalt der Glomerula.

Lysin
(nmol/1000 Glomerula X h)
Kontrolle 0,086 + 0,005
(n=28)
Akuter Diabetes 0,086 + 0,006
(n=5)
Chronischer Diabetes 0,105 + 0,0071)
(n=35)
Chronischer Diabetes 0,147 + 0,0223)
mit Teiltherapie (n=15)
Chronischer Diabetes 0,104 + 0,018%)
mit Dauertherapie (n=25)

Lysin Lysin

(nmol/10 ug DNA X h) (nmol/100 ug Protein X h)
0,105 + 0,006 0,052 0,003
n=28) (n=28)

0,105 + 0,007 0,052 + 0,003
(n=5) n=39)

0,066 + 0,0042) 0,026 * 0,0022)
(n=5) (n=15)

0,133 £ 0,020%) 0,063 + 0,0095)
(n=15) (n=35)

0,091 £ 0,0167) 0,044 + 0,008%)
(n 5) (n=35)

T

l

1) *2p < 0,001 gegen Kontrolle.
2p < 0,005 gegen akuten Diabetes.
2) 2p < 0,001 gegen Kontrolle und akuten Diabetes.
3) 2p < 0,005 gegen chronischen Diabetes.
2p < 0,001 gegen Kontrolle.
4) 2p < 0,001 gegen chronischen Diabetes.
2p < 0,005 gegen Kontrolle.
5) 2p < 0,001 gegen chronischen Diabetes.
2p < 0,01 gegen Kontrolle.

6) Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes.

2p < 0,02 gegen Kontrolle.

2p < 0,01 gegen chronischen Diabetes mit Teiltherapie.
7) 2p < 0,001 gegen chronischen Diabetes.

°2p < 0,05 gegen Kontrolle.

2p < 0,01 gegen chronischen Diabetes mit Telltheraple
8) 2p < 0,005 gegen chronischen Diabetes.

2p < 0,025 gegen Kontrolle.

2p < 0,01 gegen chronischen Diabetes mit Teiltherapie.

7.
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Tab. 7. Einbau von Uridin, bezog

Proteingehalt der Glomerula.

en auf die Zahl, den DNA- und

[U-'#C] Uridin  [U-14C] Uridin [U-14C] Uridin
(Bq/1000 (Bq/10 ug (Bq/100 ug
Glomerula X h) DNA X h) Protein X h)
Kontrolle 6,30 £ 0,13 7,72 £ 0,17 3,82+ 0,08
(n=35) (n=35) (n=5)
Akuter 2,17+ 0,25")  2,65+0,30") 1,32:0,151)
Diabetes (n=5) (n=35) (n=215)
Chronischer 8,37 + 0,45%2)  5,23:0,28%) 2,08+ 0,122)
Diabetes (n=25) (n=5) (n=5)
Chronischer 6,77 £ 0,95%) 6,10+ 0,85%) 2,88 + 0,40%)
Diabetes mit (n=5) (n=175) (n=25)
Teiltherapie
Chronischer 6,12+ 0,07%)  5,33+0,077) 2,62 0,038)
Diabetes mit (n=25) (n=15) (n=5)
Dauertherapie

1y 2p < 0,001 gegen Kontrolle.

2) 2p < 0,001 gegen Kontrolle und akuten Diabetes.

3) 2p < 0,01 gegen chronischen Diabetes.
Nicht signifikant gegen Kontrolle.

2p < 0,005 gegen Kontrolle.
5) 2p < 0,005 gegen chronischen Diabetes.
2p < 0,001 gegen Kontrolle.
6) 2p < 0,001 gegen chronischen Diabetes.
Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes mit Teiltherapie.
2p < 0,05 gegen Kontrolle.
7) Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes.
Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes mit Teiltherapie.
2p < 0,001 gegen Kontrolle.
8) 2p < 0,001 gegen chronischen Diabetes.
Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes mit Teiltherapie.
2p < 0,001 gegen Kontrolle.

Nicht signifikant gegen chronischen Diabetes.

tieren. Glomerula von akut diabetischen Tieren zeigen
diesen Insulin-Effekt nicht, d.h. es besteht ,,Insulinresi-

stenz‘‘.

Insulin in vivo fiihrt die erhdhten Einbauraten von Lysin
und Uridin in den Normalbereich zuriick. Die hoheren
Einbauwerte fiir Lysin beim chronischen Diabetes mit
Teiltherapie, verglichen mit dem chronischen Diabetes
ohne Therapie, beruhen moglicherweise auf einer vermin-
derten metabolischen Leistungsfahigkeit zur Proteinsyn-
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