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UITTREKSEL

Die intraselliilére, regionale verspreiding van mikrotubidi in B-selle van die pankreas is morfometries ondersoek am die positiewe
korrelasie tussen die mikrotubulere inhoud en tempo van insulienvrystelling hiochemies vasgestel, duideliker toe te tig. Rot-
eitandweefsel is in vivo en in vitro met glukose gestimuleer en weefselmonsters geneem om heide fases van die fasiese
insulienrespons te verteenwoordig. Elektronmikrograwe (x40 000) van individuele B-selle is in montage saamgestel ten einde
volledige selprofiele teen hoe vergrating te konstrueer. Deur morfometriese analise is die totale sowel as regionale (perinukleér,
suhplasmalemma en sentrale sitoplasma) verspreiding van mikrotuhuli vir elke hetrokke sel hepaal. Gedurende verhoogde
vrystelling van insulien het die totale mikrotuhulére inhoud van die selle onveranderd gebly. Mikrotuhuli het nie lukraak in die
sitoplasma voorgekom nie, maar was in 'n spesifieke verspreidingspatroon georganiseer. Hierdie verspreidingspatroon het
gedurende die aanvanklike, vinnige fase van glukosegestimuleerde insulienvrystelling onveranderd gehly. Gedurende die
daaropvolgende, volgehoue vrystellingsfase het 'n verskuiwing in die mikrotubulere verspreiding voorgekom. Die persentasie
mikrotuhuli in die perinukleére en suhplasmalemma-areas is onderskeidelik hoer en laer aangepas. Geen verandering het in die
sentrale sitoplasma voorgekom nie. Uit die resultate word afgelei dat die vrystelling van sekresiegranules geposisioneer dighy die
selmemhraan, geen modulasie van die mikrotuhulére stelsel verg nie. Die volgehoue vrystelling van insulien (wat die aktiewe
vervoer van sekresiegranules vanafdie Golgi-area na die .selmemhraan vereis) word egter vergesel van oenskynlik doelgerigte
organisatoriese veranderinge in die mikrotuhulére sisteem. Sekretoriese aktiwiteit kan dus verhoog, terwyl die sellulére tuhulien-
mikrotuhulus-ewewig {mikrotubulere inhoud) nie gewysig word nie.

ABSTRACT

Vltrastructural morphometric evaluation ofthe microtubular system in stimulated B-cells ofthe pancreas

The intracellular distribution of microtubules in pancreatic B-cells was studied morphometrically to elucidate the positive
correlation between microtubular content and the rate ofiinsulin releasefound by biochemical investigations. Rat islet tissue was
glucose stimulated under in vivo and in vitro (isolated islets) conditions and tissue samples taken to represent both phases ofthe
phasic insulin response. Electron micrographs (x40 000) of individual B-cells were assembled into montages to obtain complete
cell profiles at high magnification. Morphometric analysis determined the total and regional (perinuclear, subplasmalenuna and
central cytoplasm) distribution of microtubulesfor each relevant cell. During increased release of insulin the total microtubule
contentofthe cells remained unchanged. Microtubules did not occur at random in the cytoplastn, but were organized into a definite
distribution pattern. This distribution pattern did not change during the initial, rapid phase ofglucose-stimulated insulin release.
During the second, sustained release pha.'ie a shift in the microtuble distribution occurred through a higher and lower adjustment
ofthe percentage ofmicrotubules in the perinuclear and subplasmalemmal areas, respectively. No change occurred in the central
cytoplasm. The results indicate that the release ofsecretion granules positioned near the cell membrane requires no modulation
ofthe microtubular system. The sustained release of insulin (necessitating active transport ofsecretory granulesfrom the Golgi-
area to the cell membrane) is accompanied by an apparently purposeful organizational change in the microtubular system.
Secretory activity can therefore increase, while the cellular tubulin-microtubule equilibriutn (microtubule content) is not altered.

Intrasellulére beweging van sekresiegranules na B-sel- Sodanige doelgerigte beweging van granules ten einde
binnemembraanoppervlakke is 'n voorvereiste vir die vry- emiositose moontlik te maak, het 'n doeltreffende intrasellu-
stelling van insulien deur die eilandjies van Langerhans.” Iére vervoerstelsel nodig. Bewyse dat kolgisien en ander

*Quteur aan wie korrespondensie gerig kan word.
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middels wat mikrotubulusfunksie ontwrig, lei tot die inhibisie
van insulienvrystelling, verhef mikrotubuli tot 'n essensiéle
komponent van die vervoerstelsel.'”*

Sitoplasmiese mikrotubuli bestaan in'ndinamiese ewewig
met 'n sellulére poel van tubuliensubeenhede. Verskuiwings
in dié ewewig verhoog of verlaag die mikrotubuli-inhoud
van 'n sel. Die blootstelling van eilandweefsel aan toestande
wat insulienvrystelling stimuleer (hoéglukosekonsentrasies’’-
~Vverhoogde sikliese AMP-aktiwiteit”), lei tot 'n afname in
vry tubuliensubeenhede. Die weglating van kalsiumione uit
die inkubeermedia van geisoleerde eilandjies het 'n afname
in insulienvrystelling tot gevolg, terwyl die tubuliensub-
eenheidspoel toeneem in omvang.” Deur 'n afname in die
tubulienpoelgrootte as 'n toename in gepolimeriseerde
tubulien (mikrotubuli) te interpreteer, word die omgekeerde
korrelasie tussen die mate van insulienvrystelling en die
hoeveelheid vry tubulien 'n maatstaf van die belang van
intakte mikrotubuli in die meganisme van insuliensekresie.
Mikrotubuli mag as spore virdie vervoer van sekresiegranules
dien, waardeur 'n groter hoeveelheid tubuli verhoogde se-
kresietempo's veroorsaak. Daar is egter voorgestel dat die
dinamiese regulering van tubulienpolimerisering, eerder as
die daarstelling van statiese bane vir granuulbeweging, 'n
belangriker faktor in die vrystellingsmeganisme verteen-
woordig.'®

In respons op volgehoue glukosestimulasie stel eiland-
weefsel vinnig 'n kwantiteit insulien vry, waama 'n afname
in sekresietempo volg. Na ongeveer vyf minute verhoog die
vrystelling van insulien egter weer en hierdie vinniger vry-
stellingstempo word vir die voile duur van die stimulasie
gehandhaaf.® Daar is reeds aangetoon dat 'n fasiese verande-
ring intubulienpolimerisasie direk positiefkorreleer metdie
bifasiese patroon van insulienvrystelling." Hierdie bevin-
dinge dui daarop dat mikrotubuli in die aanvanklike, vinnige
fase van insulienvrystelling sowel as die daaropvolgende,
volgehoue fase betrokke is. Die veranderinge in tubulien-
polimerisasie word indirek deur middel van kolgisien-
bindingsessais na aanleiding van die tubulienpoelgrootte
bepaal M Die intrasellulére verspreiding van mikrotubuli in
verskillende areas van die sitoplasma kan nie biochemies
aangetoon word nie. Dinamiese veranderinge indieregionale,
intrasellulére verspreiding van mikrotubuli tydens fluktue-
rende vlakke van selaktiwiteite mag selfs ongemerk gaan,
indien mikrotubulusvorming in 'n spesifieke area van die
sitoplasma saamval met gelykwaardige dissosiasie in 'n
ander streek. Die tubulienpoelgrootte, verteenwoordigend
van die totale mikrotubulére inhoud van die sel, bly gevolglik
ongewysig en word verkeerdelik geinterpreteer as 'n on-
aktiewe mikrotubulusstelsel.

Immunofluoressensie-ondersoeke het aangedui dat selfs
in ongestimuleerde B-selle, mikrotubuli nie ongeorden ver-
spreideurdie sitoplasmavoorkom nie, maar straal oénskynlik
radiaal vanafdie perinukleére sone nadie plasmamembraan.®
Kwantitatief word 'n hoér mikrotubulére verspreidings-
digtheid in die perinukleére area as in die subplasmalemma-
gebied verwag. Hoewel mikrotubuli in 'n morfometriese
ondersoek van die rustende B-sel ingesluit was,” is die re-
gionale verspreiding van die tubuli nie kwantitatiefondersoek
nie. Die mikrotubulére lokalisering gedurende insulienvry-
stelling is ook steeds onbekend.

Mikrotubuli kan in spesifieke areas van die sitoplasma

deur stereologiese of morfologiese analise van elektron-
mikrograwe gekwantifiseer word.-* Die klein afmetings van
mikrotubuli vereis elektronmikrograafvergrotings waarby
volledige selprofiele nie op 'n enkele mikrograaf geakkom-
modeer kan word nie. Reekse mikrograwe kan wel in montage
van totale selprofiele saamgestel word, waardeur die gelyk-
tydige evaluering van mikrotubulére verspreidingsdigthede
in verskillende sitoplasma-areas van dieselfde sel moontlik
gemaak word.” Die funksionele verband tussen mikrotubuli
en hoer vrystellingstempo's van granules wat volg op glu-
kosestimulasie, mag in waarneembare veranderinge van die
mikrotubulére vervoerstelsel gesetel wees. Sodanige ver-
anderinge mag verskuiwings van mikrotubuli van een area
van die sitoplasma na 'n ander insluit. Deur ontleding van
volledige selprofiele kan veranderinge in die mikrotubulére
verspreiding relatief tot mekaar as 'n persentasie van die
totaal uitgedruk word.

Deur middel van erkende morfometriese tegnieke het die
outeurs die mikrotubulére verspreidingsdigthede in die
perinukleére, sentrale sitoplasmiese asook subplasmalemma-
areas van rot B-selle in vivo en in vitro bepaal. Die resultate
lewer bewys dat mikrotubuli nie kwantitatief uniform deur
die sitoplasma verspreid voorkom nie, maar gekonsentreerd
om die selkern asook onder die selmembraan. Volgehoue
glukosestimulasie veroorsaak 'n herdistribusie van intra-
sellulére mikrotubuli. Op geen tydstip verhoog glukose-
stimulasie die totale mikrotubuli-inhoud nie. 'n Hipotese
waardeur dié organisatoriese veranderinge in die
intrasellulére vervoerstelsel funksioneel verantwoord word,
word aangebied.

MATERIALE EN METODES

In vivo- en in viiro-benadering

Pankreasweefsel vir ultrastrukturele morfometriese analise
is vir in vivo- asook in v/iro-modelle bekom. Die in vivo-
eksperiment (verteenwoordigend van die meer fisiologies
verantwoordbare omgewing) het slegs die langtermyneffek
van glukosestimulasie op mikrotubulére distribusie
geévalueer. Geisoleerde eilandjies van Langerhans is in die
in viira-eksperiment aangewend om moontlike fasiese fluk-
tuasies in mikrotubulére verspreiding in verhouding tot die
bifasiese patroon van insulienvrystelling te ondersoek.
Eksperimente het deurgaans konstante homeostatiese
toestande vir mikrotubuli verseker. Vyf in vivo- en vyf in
vi7ra-eksperimente is uiteindelik uitgevoer.

In viVo-eksperimente

Drie manlike Sprague-Dawleyrotte (300 - 350 g) is in elke
eksperimentgebruik. Weefsel- en bloedmonsterversameling
is voorafgegaan deur een proefdier vir 'n periode van 72 uur
te vas, 'n volgende 30% glukose in 2% natriumchloried-
oplossing vir 72 uur te voer, terwyl die derde proefdier vry
toegang tot 'n konvensionele laboratoriumrantsoen gehad
het " ® Hierdie eksperimentele uitleg verteenwoordig onder-
skeidelik ongestimuleerde, glukosegestimuleerde asook
kontroletoestande van B-selle. Elke proefdierisdeur servikale
dislokasie gedood. Die stertgedeelte van die pankreas is so
vinnig haalbaar verwyder en onverwyld in 'n oplossing van
2,5% glutaraldehied in 0,1 M kakodilaatbuffer pH 7,2
aangevul met looisuur (0,25% w/w) geplaas.” Die
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temperatuur van die oplossing was + 22 °C. Gedurende
onderdompeling Indie fikseerniengsel is die pankreasweefsel
in klein (< 1 mm~) stukkies gesnipper. Direk na dood is
addisioneel by elke proefdier 'n bloedmonster by wyse van
kardialepunksiebekomenvervolgensin'ngehepariniseerde
buis (Venoject®) gesentrifugeer. Die plasma-opbrengs is by
-20 °C gevries en geberg.

Isolering van eilandjies van Langerhans

Die pankreas van een 300 - 350 g manlike Sprague-
Dawleyrot, met vrye toegang tot 'n standaardlaboratorium-
rantsoen, is per eksperiment aangewend. Eilandjies is
geisoleer met behulp van Kuo et al."* se modifikasie van die
kollagenase verteringtegniek van Lacy en Kostianovsky."’
Tipe V-kollagenase (Sigma®) (Kat. no. C9263) is vir die
vertering van die pankreas aangewend. Groter eilandjies is
onder stereomikroskopie geselekteer en met behulp van 'n
fyn glaslussie na vars, koue (4 °C) Hank se buffer oorgedra.
Hiervandaan is die eilandjies na die reaksieflessies vir inku-
basie oorgeplaas.

Inkubeermedia

Krebs-Ringerbikarbonaatbuffer (KRB), (pH 7,4) aangevul
met beesalbumien tot 'n konsentrasie van 2 mg/ml™** is as
standaardinkubeermedium (KRB*) gebruik.Hierdie medium
isverderaangevul met glukose tot konsentrasies van 5,5 mM
asook 16,5 mM soos deur die inkubasiemetode vereis.

Inkubasieprosedure

Inkubasies is deurgaans uitgevoer by 37 °C in 'n 95% 0,/5%
CO,-atmosfeer en meganies teen 2 ossilasies/sek. geskud.
Sesreaksieflessies isopgestel virelke eksperiment. Eilandjies
(5/reaksieflessie) is vir 20 minute in KRB* geprei'nkubeer,
waarna die inkubeermedia vervang is deur of lae glukose
KRB* (5,5 mM) of as alternatief hoe glukose KRB* (16,5
mM). Diedrie flessies met lae glukose KRB* het as kontroles
gedien vir die ander drie flessies met hoe glukose KRB*. In
beide groepe is inkubasies vir periodes van 2,5, 5,5 en 20
minute uitgevoer. Die inkubeermedia van die 5,5- en 20-
minute-reaksieflessies is vervang met vars KRB* (identiese
samestelling) na3minute en 17,5 minute onderskeidelik, ten
einde 'n 2,5-minute-insulienvrystellingsmonster vir elk van
die ses flessies te bekom. By voltooiing van 'n inkubasie-
periode is die betrokke medium vinnig met fikseermengsel
(222 °C) vervang. Al die ingewinde media is vervolgens by
-20 °C gevries.

Weefselvoorbereiding vir elektronmikroskopie
Weefselmonsters is deur onderdompeling by kamer-
temperatuur (-22 °C) gefikseer. Opvolgfiksering vir 1,5 uur
in2%-osmiumtetroksied in Palade-veronalasetaatbuffer (pH
7,2) (22 °C) het dehidrering in gegradeerde asetoon-
verdunnings voorafgegaan. Inbed is uitgevoer in Spurr se
laeviskositeit-epoksiehars. Dun snitte (75 - 80 nm) van
eilandweefsel is dubbel gekleur met versadigde waterige
uranielasetaat en Reynolds se loodsitraat en ondersoek met
'n Philips 201-elektronmikroskoop.

Elektronmikrografiese montage
Aanvanklik is elke snit teen 'n vergroting laag genoeg om
identifikasie van mikrotubuli uit te sluit, ondersoek. Vyf

gekernde B-selprofiele is lukraak geselekteer vireen eilandjie
van elke eksperimentele groep (5 in vivo en 5 in vitro). Elke
geselekteerde sel is gemikrografeer teen 'n hoér vergroting
(x4380).Daarisgevinddat 10- 1500rvileuelendebeligtings
gewoonlik nodig was om een volledige selprofiel te akkom-
modeer. Die negatiewe is vergroot ten einde 'n finale
afdrukvergroting van x40 000 te verskaf. Elke stel afdrukke
is saamgestel in 'n enkele montage.

Ultrastrukturele morfonietriese analise

Die gebruiklike punttelmetode vir die kwantifisering van
sitoplasmiese mikrotubuli op elektronmikrograwe™ is as
onprakties vir toepassing op groot montage beoordeel. As
alternatief is 'n gewysigde morfonietriese metode vir die
kwantifisering van mikrotubuli in volledige selprofiele soos
voorgestel deurCrous en De Beer,™ aangewend. Die kriteria
waaraan 'n mikrotubulus moes voldoen alvorens dit in die
morfometriese opname opgeneem is (lang onvertakte, matig
geboé asook reguit silindriese stmkture met lengte > 5 mm
op die montage), kom in beginsel grootliks ooreen met die
van ander outeurs."-*' Die gesamentlike lengte van al die
mikrotubuli in 'n spesifieke sitoplasma-area verteenwoordig
dan per implikasie die totale mikrotubulére eenheidsopper-
vlakte vir daardie area. Die sitoplasma-areas vir die bepaling
van mikrotubulére inhoud is soos volg gedefinieer: areas (3
cm breed op die montage) is afgemerk rondom die selkern
asook onder die selmembraan. Sodoende is die sitoplasmain
minstens drie aparte kompartemente onderverdeel ('n
perinukleére asook subplasmalemma-area met 'n bykomstige,
sentrale sitoplasmiese area tussenin). Voorskrifte vir af-
metings van hierdie areas is nie in die literatuur beskikbaar
nie. Die arbitrére besluit om die perinukleére asook
subplasmalemma-areas 3 cm breed op die montages te
maak, is beinvloed deur die waarneming dat 'n mikrotubulus
naasliggend tot groter sekresiegranules, in sodanige opper-
vlakte geakkommodeer word. Indien die afstand tussen die
selkern en die selmembraan kleiner as 6 cm was, was
onderverdeling van die sitoplasma problematies en het 'n
vierde sitoplasma-area oorgeskiet. 'n Skematiese voorstelling
van die onderverdeling van die sitoplasma word in figuur 1
gegee. Die oppervlaktes van die verskillende sitoplasma-
areas is deur middel van planimetrie bepaal en in mm"
uitgedruk. Die mikrotubulére verspreidingsdigtheid vir 'n
gegewe sitoplasma-area word aangedui deur die mikrotubu-
lére oppervlakte wiskundig te deel deur die oppervlakte van
daardie sitoplasmakompartement (kwosiént). Vir totale
mikrotubulére verspreidingsdigthede is die oppervlakte van
drie (of waar van toepassing vier) sitoplasma-areas van 'n
volledige selprofiel bymekaargereken. Ooreenstemmend is
individuele mikrotubulére oppervlaktes sommeer en die
totale mikrotubulére verspreidingsdigthede so bereken.

Relatiewe mikrotubulére verspreiding

Die verhouding van die onderskeie mikrotubulére versprei-
dingsdigthede in die verskillende sitoplasma-areas (areas 1,
2 & 3 fig. 1) van elke montage is reiatief tot mekaar as 'n
persentasie van die totaal uitgedruk. 'n Mikrotubulére ver-
spreidingspatroon vir elke seldeursnit is dus verkry.
Veranderinge aan die palroon is aanduidend van modulering
in mikrotubulére verspreiding tussen die gedefinieerde
sitoplasma-areas.



130 ISSN 0254-3486 = SA Tydskrifvir Natuurwetenskap en Tegnologie 11, no. 4 1992

FIGUUR I: 'nSkematiese voorstelling van die sitoplasma-areasgebruik in die bepaling van mikrotubulére verspreidingsdigthede.
Geiilustreer is twee seile met kerne onderskeidelik sentraal en eksentries gelee. Die sitoplasma van die sel aan die linkerkant kan
volledig”d”ie drie voorafgedefinieerde areas (perinukleér (1), sentraal (2) en subplasmalemma (3)) verdeel word. Waar die
selkern naby die selmembraan voorkom, ontstaan 'n vierde oorgangsarea (4).

FIGUUR 2: Voorbeelde van gedeeltes van 'nperinukleére
area (—2p<—infig. A) en subplasmalemma-area (—>s<—in
fig. B) uit dieselfde sel (teen vergroting waarby metings
geneem is). Mikrotubuli is duidelik sigbaar (pyle). Dwars
deurgesnyde mikrotubulusprofiele (pyltjies) is nie in die
bepaling van mikrotubulére verspreidingsdigthede ingesluit
nie (x40 000).

Insulienkonsentrasie

Die insulienkonsentrasies in plasmamonsters asook
inkubeermedia is radio-immunologies bepaal (INCSTAR)
(Kat. no. 20008).

Statistiese ontleding

Statistiese beduideniieid van die verskille tussen gemiddeldes
is deur middel van Student se t-toets vir ongepaarde data
vasgestel. Daar is deurgaans van 95%-vertrouensintervalle
gebruik gemaak om veranderlikes te vergelyk.

RESULTATE

Ultrastruktuur

Mikrotubuli is geredelik identifiseerbaar op elektronmikro-
grawe. In die voorbeelde van perinukleére en subplasma-
lemma-areas (fig. 2), teen die vergroting waarby montage
saamgestel en die morfometriese metings uitgevoer is, is die
tubuli duidelik van die omringende organelle onderskeibaar.
Mikrotubuli is selde loodreg tot die kern georden. Die indruk
word telkens gewek van 'nuitwaartse straling (teen 'nkleiner
hoek) van mikrotubuli vanaf die omgewing van die selkern.
Veral in gestimuleerde selle is sekresiegranules nie uniform
deur die sitoplasma versprei nie, maar veral by een pool van
die sel gekonsentreer. In figuur 3 vertoon twee glukose-
gestimuleerde B-selle granuulkonsentrasies aan die teen-
oorgestelde kantvan die kern as die Golgi-apparaat. Sodanige
polarisasie van sekresiegranules betrek dikwels die kapillére
pool van selle.

Insulienkonsentrasies

In beide die in vivo asook in vitro eksperimentele reekse het
insulienvrystelling aan die verwagte norme voldoen. Waar
proefdiere vir 72 uur gevas of glukose gevoer is, was die
bloedinsulienvlakke onderskeidelik laer en hoér, vergelyk
met kontrolediere (fig. 4). Die insulienkonsentrasies van die
inkubeermedia na voltooiing van inkubasie word ook in
figuur 4 verstrek. Inkubasie in media met 5,5 mM glukose
het nie die tempo van insulienvrystelling vanuit geisoleerde
eilandjies betekenisvol beinvloed nie en die insulien-



ISSN 0254-3486 = SA Tydskrifvir Natuurwetenskap en Tegnologie 11, no. 4 1992 131

FIGUUR3: Oneweredige verspreiding vansekresiegranules
in twee B-selle. Die sekresiegranules konsentreer aan die
kapillére pool van die sel (area deur pyle aangedui). Gra-
nuulkonsentrasies en Golgi-areas (G) word aan teenoorge-
stelde kante van die selkern aangetref. K, kapillér (x4 600).

konsentrasie hetgevolglik konstant gebly (selfs na20 minute).
Glukosestimulasie (inkubasie in 16,5 mM KRB*) daarenteen,
het die vrystelling van insulien duidelik op 'n bifasiese wyse
verhoog.

Totale mikrotubulére verspreidingsdigtheid
Teenstrydig met die resultate verkry vir biochemiese
bepalings, het die outeurs se resultate nie 'n statisties
beduidende verhoging in totale mikrotubulére inhoud van
glukosegestimuleerde B-selle aangetoon nie. Insgelyks het
vas 0ok nie die mikrotubulére inhoud van selle beduidend
verlaag nie. In der waarheid was die totale mikrotubulére
volumedigtheid marginaal verlaag na glukosestimulasie (in
vivo asook in vitro, fig. 5). Die oenskynlike teenstrydigheid
in resultate kan toegeskryf word aan die verskil in benade-
rings by biochemiese en morfometriese metodes vir kwan-
tifisering van die mikrotubulére inhoud van selle. Die bevin-
dinge suggereer dat 'n verhoogde tempo van insulienvrystel-
ling nie noodwendig gepaardgaan met 'n verhoging van
sellulére mikorubuli-inhoud nie. Veranderinge in die sito-
plasmiese verspreiding van mikrotubuli na aanleiding van
glukosestimulasie mag inderdaad plaasvind, sonder dat die
totale mikrobulére inhoud van die B-selle beinvloed word.
Daar is egter besluit om die voorkoms van mikrotubuli in
verskillende sitoplasma-areas van elke sel met mekaar te
vergelyk.

2.6 min 6.6 min 20.0 min

n 6.S mM Qlukose n 16.8 mM Qluko»

FIGUUR 4: Insulienkonsentrasies gedurende die tydperk
van weefselfiksering. Die boonste blokdiagram toon die
plasma-insulienkonsentrasies van proefdiere gevoermet 'n
standaardlaboratoriumrantsoen (Kontrole), gevas vir 72
uur (Vastend) ofvir 72 uur op 'nhoéglukosedieet (Glukose).
In die onderste blokdiagram word die insulienkonsentrasies
van die inkubeermedia na 2,5, 5,5 en 20 minute inkubasie
van geisoleerde eilandjies in 5,5 mM en 16,5 mM glukose
KRB* aangetoon. Elke waarde verteenwoordig die
rekenkundige gemiddeld van 5 eksperimente +SFG (n =25).

Relatiewe verspreiding van mikrotubuli

Mikrotubuli was nie gelykmatig deur sitoplasma-areas (so0s
gedefinieer) versprei nie. 'n Digter verspreiding van mikro-
tubuli het in die omgewing van die selkern en selmembraan
voorgekom, met relatief minder tubuli in die sentrale gebied
van die sitoplasma. Figuur 6 dui die relatiewe verspreiding
van mikrotubuli indie perinukleére, subplasmalemma asook
sentrale sitoplasma-areas van B-selprofiele (in vivo-
eksperiment) aan. Daar is 'n merkbare ooreenkoms tussen
die kontrole en vastende mikrotubulére verspreidingspatrone,
terwyl glukosestimulasie 'n resiproke patroon veroorsaak.
Vergelyking van mikrotubulére verspreiding in die
perinukleére en subplasmalemma-areas van die kontrole-
groep toon 'n laer teenwoordigheid van mikrotubuli in die
omgewing van die selkern. Vas het geen verandering in
hierdie verband teweeggebring nie. Glukosestimulasie het
egter daartoe aanleiding gegee dat relatief meer mikrotubuli
rondom die selkern as in die omgewing van die selmembraan
voorkom. Herorganisasie van die mikrotubulére stelsel het
klaarblyklik plaasgevind in soverre 'n verskuiwing van die
mikrotubuli vanaf die subplasmalemma-area na die
perinukleére area voorgekom het.
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Die relatiewe mikrotubulére verspreidingspatrone van B-
selle geinkubeer in laeglukosemedia kom direk ooreen met
die van ongestimuleerde selle in vivo (fig. 7). Waarskynlik
het laeglukosekonsentrasies nie noemenswaardige effek op
lokalisasie van mikrotubuli nie. Wanneer inkubasies in
hoéglukosemedia (16,5 mM) uitgevoer is, is gevind dat oor
verloop van tyd, glukosestimulasie in vitro, die mikrotubulére
verspreiding wel beinvloed. Die onderste blokdiagram in
figuur 7 toon die hoér konsentrasie tubuli in die selmem-
braanarea in vergelyking met die perinukleére area na 2,5
minute inkubasie in 16,5 mM glukosemedium. Sodanige
verspreidingspatroon is vergelykbaar met dié van onge-
stimuleerde selle. Na 5,5 minute wil dit voorkom asofgering
minder mikrotubuli in die selmembraanarea aanwesig is.
Voortgesette inkubasie hetdie verspreidingspatroon gewysig,
totdie effek datna20 minute, 'n groter persentasie mikrotubuli
indie perinukleére as in die subplasmalemma-area aanwesig
is. Die verlioogde insulienvrystellingsgeassosieerde, intra-
sellulére herorganisasie van die mikrotubulére stelsel waar-
geneem in vivo, kom dus ook voor indien geisoleerde
eilandjies met glukose gestimuleer word.

1200
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2.6 min 6.5 min 20.0 min

CU 6.6 mM Qlukose n 16.6 mM Glukose

FIGUUR 5: Sitoplasmiese, mikrotubulére verspreidings-
digthede van B-selle by verskillende tempo's van sekretoriese
aktiwiteit. Die boonste blokdiagram toon die mikrotubulére
verspreidingsdigthede in vivo verkry, waar proefdiere 'n
standaardlaboratoriumrantsoen ontvang het (Kontrole),
gevas is vir 72 uur (Vastend), ofvir 72 uurop 'nhoéglukose-
dieet onderhou is (Glukose). Mikrotubulére verspreidings-
digthede bepaal na inkubasie van geisoleerde eilandjies in
5,5mM 0f16,5 mM glukose KRB* vir 2,5, 5,5 en 20 minute
word in die onderste blokdiagram aangetoon. Elke waarde
verteenwoordig die rekenkundige gemiddeld van 5 eksperi-
mente £SFG (n = 25).

In teensteiling met die glukose-afhanklike veranderinge
van die mikrotubulére verspreiding in die perinukleére en
subplasmalemma-areas, toon die voorkoms van mikrotubuli
in die sentrale sitoplasma-areas blykbaar geen opvallende
gevoeligheid teenoor glukosestimulasie nie. In elke ekspe-
rimentele reeks hetdie relatiewe mikrotubulére verspreiding
in hierdie area onveranderd gebly.

Die geleidelike tydafhanklike verskuiwing in die ver-
spreiding van mikrotubuli as gevolg van glukosestimulasie,
word aangedui deur veranderinge in die verhouding van
mikrotubulére verspreiding in die perinukleére tot sub-
plasmalemma-areas (fig. 8). Na 20 minute inkubasie in 16,5
mM glukose het 'n statisties beduidende verskuiwing van
mikrotubuli na die selkern plaasgevind.

BESPREKING
Ditwil voorkom asofredelike konsensus rakende die rol van
mikrotubuli in die proses van insuliensekresie bereik is.*
Presies hoe mikrotubuli insulienvrystelling moduleer, of by
welke stadium die mikrotubulére stelsel betrokke raak, is
steeds onduidelik (komplekse selfisiologie betrokke). Hui-
dige resultate faal om die korrelasie tussen tempo van
insulienvrystelling en kwantiteit gepolimeriseerde tubu-
jien23.26 jg verantwoord. Biochemiese metodes bepaal alle
geaggregeerde tubulien (ongeag die mate van aggregasie),
terwyl morfologiese metodes slegs sigbare (? funksionele)
mikrotubuli beoordeel. Met die voorlegging van hierdie
verduideliking het Reaven™* ook die moontlikheid geopper
dat die basale mikrotubulére inhoud van 'n sel onveranderd
mag bly, terwyl die vrystelling van insulien wel verhoog.
Hoewel morfologie 'ntydrowende tegniek is, maak ditdie
kwantifisering van mikrotubuli in verskillende gebiede van
die sitoplasma haalbaar. Uitbreiding van hierdie voordeel na
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FIGUUR 6: Voorkoms van mikrotubuli in dieperinukleére,
sentrale en subplasmalemma-areas van B-selle teen verskil-
lende tempo's van sekretoriese aktiwiteit. Die mikrotubulére
verspreiding tussen hierdie areas word relatieftot mekaar
uitgedruk aspersentasies van die totaal. Elke groep vandrie
kolomme verteenwoordig die mikrotubulére verspreidings-
patroon van weefselmonstersinvivo geneem, waarproefdiere
'nstandaardlaboratoriumrantsoen ontvang het (Kontrole),
gevas is vir 72 uur (Vastend), ofvir 72 uur op 'nhoéglukose-
dieet onderhou is (Glukose). Elke waarde verteenwoordig
die rekenkundige gemiddeld van 5 eksperimente £SFG (n =
25).
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FIGUUR 7: Voorkoms van mikrotubuli in dieperinukleére,
sentrale, asook subplasmalemma-areas van B-selle teen
verskillende tempo's van sekretoriese aktiwiteit. Die
mikrotubulére verspreiding tussen hierdie areas word relatief
tot mekaar uitgedruk as persentasies van die totaal. In die
boonste blokdiagram verteenwoordig elke groep van drie
kolomme die mikrotubulére verspreidingspatrone van
geisoleerde eilandjies geinkubeer vir 2,5, 5,5 en 20 minute
in 55 mM glukose KRB*. Die onderste blokdiagram
verteenwoordig die verspreidingspatrone na inkubasie in
16,5 mM glukose KRB*. Elke waarde verteenwoordig die
rekenkundige gemiddeld van 5 eksperimente £SFG (n =25).

Tyd (min)

FIGUUR 8; 'nGrafiese voorstelling vandie verhoudings tussen diepersentasie mikrotubuliindieperinukleére en subplasmalemmale
areas van geisoleerde eilandjies na inkubasie in 5,5 mM (diamantmerkers) en 16,5 mM (driehoekmerkers) glukose KRB*. Die
onderskeiepunte isverbindom die lineére verandering indie mikrotubulére verspreidingspatroon gedurende glukosegestimuleerde
insulienvrystelling te illustreer. Elke punt verteenwoordig die gemiddeld van 25 berekende verhoudings £SFG.

die analise van volledige seldeursnitte (in stede van die
algemene kleiner, diicwels lukraak geselekteerde sitoplasma-
areas’™) maak 'n vergelyking van relatiewe veranderinge in
die mikrotubulére verspreiding binne sodanige selmembraan-
afgebakende area moontlik. Ultrastruktuurmorfometrie van
lukraak geselekteerde areas van B-selsitoplasma het geen
voorkeur-oriéntasie van organelle, insluitend mikrotubuli,
aangetoon nie." Nietemin s intrasellulére regionale lokalisasie
van mikrotubuli aangetoon waar meer selektiewe monste-

ringneming aangewend is. In epiteelselle van die dunderm is
'n hoér konsentrasie mikrotubuli in die Golgi-area asook
apikale sitoplasma teenwoordig, as in die basale areaslIn
ag genome dat isotropie van mikrotubulére verspreiding nie
bloot aanvaar kan word nie, is besluit dat die ondersoek van
volledige selprofiele 'n voorvereiste is. Vergelyking van
relatiewe veranderinge in mikrotubulére verspreidings in
dieselfde selprofiel verminder ook die effek van klein wis-
selings in snitdikte op die morfometriese analise.
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In die huidige eksperimente is die totale mikrotubulére
inhoud van selle nie deur vas ofglukosestimulasie beinvloed
nie. Die vraag ontstaan of glukosestimulasie wel enige effek
op die mikrotubulére stelsel van B-selle uitoefen,
oftewel, vind insulienvrystelling onafhanklik van mikrotubuli
plaas. Die bevinding dat die mikrotubulére stelsel inderdaad
op glukosestimulasie gereageer het, alhoewel verskillend
van vorige bevindings, het nogmaals mikrotubuli as 'n
integrale deel van die insuliensekresieproses uitgewys. In'n
kwalitatiewe ondersoek het Bolton et al.” die mikrotubulére
netwerk in B-selkulture beskryf as radiaal uitstralend vanaf
die perinukleére area na die selmembraan. Dit impliseer dat
mikrotubuli nie ondoelmatig versprei isnie, maar wel volgens
funksionele behoeftes van die sel georden word.

Veranderinge in die intrasitoplasmiese lokalisering van
mikrotubuli is nie ongewoon nie. Die sitoskelet van Sertoli-
selle ondergaan herorganisasie (insluitend 'n verandering in
mikrotubulére verspreiding), gedurende spermatogenese.”
Invroee agtsel-muisblastomere word mikrotubuli hoofsaaklik
in die omgewing van selkerne asook selkortekse aangetref.
Gedurende die ontwikkeling van selpolariteit, akkumuleer
mikrotubuli geleidelik in die apikale pool waar mikrovilli
ontwikkel, terwyl die getal mikrotubuli afneem in die basale
sitoplasma.” In pinealosiete van die bobbejaan vind sikliese
toenames in mikrotubulére inhoud plaas. Die toenames, wat
gedurende die donkerfase van 'n sirkadiese lig-donker-
siklus voorkom, korreleer positief met die toename in mela-
tonieninhoud van die pineaalklier. Die moontlike funksionele
betekenis van mikrotubuli in laasgenoemde verband, word
toegeskryfaan die daarstel van gerigte vloeikanale vir intra-
sellulére vervoer van sekretoriese produkte van die donker-
fase.ln die huidige ondersoek was verhoogde sekretoriese
aktiwiteit gepaar met die intrasellulére herdistribusie van
mikrotubuli van B-selle. 'n Beduidend groter persentasie
van mikrotubuli was aanwesig rondom die selkem in ver-
gelyking met die selmembraanarea na glukosestimulasie
van die selle in vivo. Dit is presies die teenoorgestelde van
die verspreidingspatroon gedurende basale toestande. In vitro
word ‘'n soortgelyke verskuiwing in mikrotubulére ver-
spreiding na 20 minute glukosestimulasie waargeneem. Die
basis waarop die betrokkenheid van mikrotubuli in die
proses van insulienvrystelling berus, word afgelei van die
bevindinge dat stowwe wat met mikrotubulusfunksie
inmeng - depolimerisering van mikrotubuli (kolgisien en
nokodasool), vorming van parakristalyne tubulienaggregate
(vinblastien) en stabilisering van bestaande tutulien
(deuteriumoksied) - sonder uitsondering glukosegestimu-
leerde insulienvrystelling onderdruk.'® Derhalwe moet aan-
vaar word dat die veranderinge wat in die huidige ondersoek
in die mikrotubulére verspreiding (aangebring deur glu-
kosestimulasie en gepaardgaande met 'n verhoogde hor-
moonsekresie) met die meganisme van insulienvrystelling
geassosieer is. Die bevinding dat hierdie veranderinge in
mikrotubulére verspreiding nie waargeneem is na 2,5 of 5,5
minute, maar slegs na 20 minute {in vitro) en langtermyn-
stimulasie (m vivo), ondersteun die voorstel dat mikrotubuli
hoofsaaklik by die tweede (volgehoue) fase van insulien-
vrystelling betrokke is.“-"°Dit is die fase wat afhanklik is van
die effektiewe vervoer van sekresiegranules na die selgrens.
Die eerste (kortstondige) vrystellingsfase, behels die mobi-
lisering van granules reeds in die nabye omgewing van die

selmembraan (nie van mikrotubulére netwerk afhanklik
nie).’*Selfs 'n variasie van die emiositoseproses vir insulien,
waar eksositose deur middel van klein perforasies in die
selmembraan plaasvind,® sal steeds 'n vervoerfunksie van
mikrotubuli ondersteun. Bowendien dui polarisasie van
sekresiegranules na glukosestimulasie op doelgerigte moti-
liteit binne B-selle.

Weens die omkeerbare polimerisasie-depolimerisasie-
aard van tubulien skyn 'n logiese meganisme waardeur die
herdistribusie van mikrotubuli bewerkstellig kan word, lokale
aanpassings van die tubulien-mikrotubuli-ewewig in die
sitoplasma te wees. Sterk invloede van lokale sitoplasmiese
faktore is onlangs voorgestel.»" Met verhoogde sekretoriese
aktiwiteit word die ewewig na links in die subplasmalemma-
area en naregs in die perinukleére area verskuif. Gevolglik
word die vry tubulienkonsentrasie ('n belangrike faktor in
mikrotubulusvorming) vir die sel as geheel behou. 'n Ander
moontlikheid waardeur die mikrotubulére verspreiding
gewysig kan word, is die fisiese beweging van volledige
mikrotubuli deur die sitoplasma.’ Geen verhoging van die
persentasie mikrotubuli in die sentrale sitoplasma-area was
aantoonbaar nie. Derhalwe is beweging van mikrotubuli
vanaf die selmembraan- na die kernmembraanarea nie as 'n
moontlikheid beskou nie. Die outeurs is van mening dat die
labiele aard van sitoplasmiese mikrotubuli die voorgestelde
ewewigverskuiwingsmeganisme ondersteun.

Ten einde voorgelegde resultate te verwerk tot 'n konsep
wat die meganisme waarvolgens insulienvrystelling
plaasvind, te ondersteun, stel die outeurs voor dat die B-sel
in goeie orde behou word deur tubulien-mikrotubulus-ewe-
wig te preserveer. Vir volgehoue aktiewe sekresie is mikro-
tubuli in 'n mindere mate nodig in die onmiddellike sub-
plasmalemma-area. Met verskeie aspekte van intrasellulére
oordrag verteenwoordig die selkem 'n besondere fisiese
hindemis, maar mag nogtans as 'n "sentrale" verwysingspunt
dien waarvandaan die distribusie van granules plaasvind. In
B-selle, waar 'n mikrotubulére netwerk vanafdie perinukleére
area uitstraal, isinsulienpositiewe granules gerangskik langs
die tubuli aangetref.” Verhoging van perinukleére mikrotubuli
(ten koste van die subplasmalemma), mag 'n meereffektiewe
vervoerstelsel genereer. Dit impliseer dat sekretoriese
granules versprei word vanaf die Golgi-area via 'n perinu-
kleére netwerk van mikrotubuli na spesifieke areas in die
sitoplasma. 'n Soortgelyke baan is reeds vir die sekresie van
atriale natriuretiese polipeptiede in miosiete voorgestel.”

Deur die resultate vanuit 'n praktiese oogpunt te beskou,
wil dit voorkom asof faktore (middels) met die vermoé om
sodanige mikrotubulére herdistribusie in B-selle te induseer,
die insuliensekresierespons kan potensieer. Spekulasie kan
uitgebrei word om mikrotubulusafhanklike prosesse van
ander selsoorte ook in te sluit.
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