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HOKF]ELT and HULQUIST ~5 reported 
the morphological alterations observed 
by light ,nicroscopy of A- and B-ceils o/ 
rat pancreatic islets after 2-deoxyglucose 
(2-DG) administration. On the basis 
of their findings, they concluded that 2- 
DG may cause increased secretion o~ in- 
sulin and glucagon. They also suggested 
that the concomitant hyperglycemia 
observed after 2-DG administration was 
the effective stimulus/or the B-celt and 
they presumed A-ceil stimulation to be 
the result of cellular glycopenia pro- 
duced by the sugar. Since then, many 
studies have been published on the ac- 
tion of 2-DG on insulin release. How- 
ever, conflicting results have been ob- 
tained on the effects of 2-DG on insulin 
secretion (GRODSKY e* al. ~o CAN~DELA 
et al. =). It has also recently been re- 
ported that the administration of 2-DG 
in vivo (GAL~'SINO et at. s) or its pres- 
ence in the incubation media o/isolated 
islets o/Lange~'hans incubated in vitro 
(VaNce et aL az) does not prod~,~ce 
gtucagon release, in cont~'ast to gluca- 
yon release by in vitro preparation~ 
in the presence o/small c~mounts or in 
the absence of glucose (VAX'C> et aL ~, 
NONAKa and Fok a~ G6MEz-AcEBo et 
aI. r). From the foregoing reports, it 

]~FFETTI DEL 2-DESOSSIGLUCOSIO SUL- 

LA MORFOLOGIA DELLE CELLULE INSU- 

LARI E SULLA SECREZIONE INSULINICA. 

HOKPELT e i~IULQUIST ~ hanno descrit- 
to le aherazioni morfologiche osser- 
vate al microscopio ottico nelle cetlule 
A e B delle isole pancreatiche di ratto, 
dopo somministrazione di 2-desossiglu- 
cosio (2-DG). Sulla base dei reperti ot- 
tenuti, questi AA. concludono cheil  2- 
DG pub dar luogo ad aumentata secre- 
Zone di insutina e di glucagone. Essi ri- 
tengono che l'iperglicemia riscontrabile 
dopo somministrazione della sostanza 
rappresenti un efficace stimolo per la 
cellula B, rnentre Ia presunta stimolazio- 
ne delia cellula A sarebbe il risuhato 
della glicopenia cellulare prodotta da 
questo zucchero. Da altora, nurnerosi 
studl sono stati condotti sull'azione del 
2-DG sulla secrezione insulinica, con ri- 
suhati contrastanti (G~oDsKY e Coll. ~0, 
CAN~ELa e Coll. 2). Recentemente, & sta- 
to anche segnatato che la  somministra- 
zione ira vivo di 2-DG (GALANSINO e 
Coll. G) o la sea presenza in vitro nel 
mezzo di incubazione di isole di Langer- 
hans isolate (VANCe e Co11. az) non pro- 
vocano tiberazione di g!ucagone, contra- 
riamente a quanto si veri~ca in vitro 
per effetto di piccole quanth~ o in corn- 

_Key-words: D-cells; 2-Deoxyglucose; Ins~,Jin secretion; Islets of Lange:,.Sans. 
Data di arivo in Red~ione 8-2-1973. 
Aeta dither, lat. 10, 819, i973. 

819 



EFFECT OF 2-DEOXYGLUCOSE ON ISLET 

was deemed desirable to study the e/- 
/ec t  o / 2 - D G  administration on the fine 
structure o~ rabbit pancreatic islet cells. 
I t  was anticipated that the results o~ this 
investigation would be very help/ul  in 
interpreting the action of 2-DG admin- 
istration on insulin release. In  addition, 
the fine structure o~ the D-cells was stud- 
ied wit/) the object o~ gaining fur ther  
knowledge  as to their behavior /o t Iow-  
ing different experimental  conditions. 

CELL MORPHOLOGY AND INSULIN SECRETION 

pleta  assenza di glucosio (VANCE e 
Coll. a;, INONAKA e FoX 24, GdMEZ-ACE- 
BO e Coil.  v). Cons idera t i  ques t i  dati ,  ci 

sembra to  o p p o r t u n o  s tud ia re  gli effet- 
ti  della sommin i s t r az ione  di 2 - D G  sul- 
l ' u h r a s t r u t t u r a  delle cellule insular i  del  
pancreas di coniglio,  in  q u a n t o  prevede-  
vamo che i r isulrat i  di u n a  tale ricerca 
sarebbero  stati  assai u t i l i  ai f ini  de l l ' in -  
te rpre taz ione  delI 'az ione deI 2 - D G  stes- 
so sulla secrezione insul in ica .  A b b i a m o  
i n o h r e  s tudia to  l ' u h r a s t r u t t u r a  delle cel- 
lule D, allo scopo di o t t ene re  u h e r i o r i  
in fo rmaz ion i  circa il c o m p o r t a m e n t o  di  
tall  e l ement i  in  differenti  condiz:,oni spe- 
r imenta l i .  

MATERIAL AND METHODS 

Rabbits o~ both sexes weighing between 
1.5-2 kg were used. They were kept in our 
laboratory /or at least 7 days prior to the 
experimen4 maintained on standard diet and 
water ad Iib.;tum. During acute experiments 
no/ood was given. Six animals were used in 
each expe~'imentaI group. 2-deoxyglucose (ob- 
tained ~tom Sigma) was dissolved in saline 
and admin;.stered i.v. (0.5 g/kg body weight), 
slowly into the marginal vein o~ the ear. 
Control animals were injected with saline. 
7"he animals were anesthetized with ether; 
blood wa~ drained ~tom the portal vein and 
the pancreas removed. Finally they were 
killed by an overdose o~ anesthetic. One 
group o/ animals was sacrificed 45 rain and 
the other 6 hrs a/ter the injection. 

Morphological studies 

For electron microscopy, small pieces o~ 
pancreas were fixed in 3% disti~&d glutar- 
aldehyde (FAHIMI and DROCH~I~XS 5) in 
MiIlonig's buffer and postfixed /or 2 hrs in 
295 osmium tetroxide in the same buffer. The 
fixed tissue was embedded in Epon 812 
(LuFTn). Sections were prepared in the 
routine /a~hion and stained with a combina- 
tion o/ uranyl acetate and lead citrate (R~Y- 
NOLDS s~). Sections mounted on uncoated grids 
zvere examined with a Siemens Etmiskop I 
microscope. 

For light microscopic studies, pieces o~ 
pancreas were fixed in Bouin's solution. Sec- 
tions were slained with hematoxylin-eosine, 
Ndehyde-thionine (PaaET 25) and then coun- 
terstc.ined with Gomori's one step trichrome 

MATERIALI E METODI 

Sono stati impiegati conigll di entrambi i 
sessi, del peso di 1,5-2 kg. GH animali veni- 
vano mantenuti neI nostro laboratorio, per 
aN~eno 7 giorni prima dell'esperimento, ad 
tma dicta standard ed acqua ad libitum. 
Durante g!i esperimenti acuti, gli anima- 
li erano tenuti a digiuno. Ciascun gruppo 
sperimenta!e comprendeva 6 animaH. I1 2- 
desossiglucosio (Sigma) veniva disciolto in 
soluzione fisiologica ed iniettato lentamente 
nella vena marginale dell'orecchio (0,5 g/kg). 
Ai conigli di contro!lo veniva somministrata 
i.v. soluzione fisiologica. In anestesia eterea, 
si procedeva al prelievo di sangue daIta vena 
porto e aH'asportazione del pancreas. Infine, 
gli animali venivano uceisi per mezzo di una 
dose eccessiva di anestedco, t due gruppi d[ 
animali venivano sacrificati rispettivamente 
45 rnine 6 h dopo l'iniezione. 

Stud'~ mor/ologiei 

Per gii stud~ at microscopio elettronico, pic- 
coli frammenti di pancreas venivano fis- 
sa~i in glutaraldeide dl.stiltata ai 3% ( F ~ n g I  
e DROCI-IMANS s) ~ tampone di Millonig e 
successivamente post-fissati per 2 h in tetros- 
sido di osmio al 295 nello stesso tampone. Ii 
tessuto fissato veniva incluso in Epon 812 
(LuFT ~). Le sezioni venivemo al!estite nella 
maniera consueta e colorate con una combi- 
nazione di acetato di uranile e citrato di 
piombo (REYNOLDS 2). Le sezioni, montate su 
griglie non ricoper,~e da rnembrarla, venivano 
esaminate al microscopio elettronico Siemens 
E1miskop I. 

Per l'esame al microscopio oeLico, fram- 
menti di pancreas venivano £ssati in so!uzio- 
ne di Bouin. Le sezioni, colorate con ematos- 
silin>eosina ed aldeide-tionina (PaCET :'~), era- 
no quindi sottoposte a coIorazione di con- 
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stain (Go>m~ e.) and with the sliver" tech- 
nique o/Hem.m~.N and HELLERSTR{SM m 

HJsmchemical studies 
For dectron microscopy I0 g cryostat sec- 

tions of glutaraldehyde fixed materkd were 
incubated at 37 °C in medium of Go-MoRI ~/or 
70 n~dn with ~-g[ycerophosphate as substrata 
or with sodium fiemride as inhi6itor. For 
Iigh,'. microscopy 10 b cryostat sections o/ 
formaldehyde fixed tissa;e were incubated in 
the same conditions as described above. 

ChemicaI determinations 
PIasma samples were cent~'i/uged~ frozen 

and assayed within one week /or insNin, 
u~ing the double antibody techniqv.e of HA- 
LES and ]~ANDLE n Plasma gSwose was de- 
termined in all samples by the SomogyLNeL 
son method n and 2-deoxyg',,ucose by the 
method cff \WARAVDEKAR gnd  SASLAW ~. 

tras¢o con i! metodo tricromico rapido di 
Gomori (GoMo~a ~) e con la tecnica dell'ar- 
gento di ~ELLNtAN e HELLERSTR(JM i_, 

Stud¢ istochimici 
Per gli studi al microscopio elettronico, se- 

zioni det!o spessore di 10 b di materiale fis- 
sago in glutaraldeide ottenute con i1_ criostato 
venivano incubate a 37 °C in soktzione di 
Goi,,rom ~ per 30 rain, usando ~x@icerofosfam 
quale substrato o fluoruro di sodio quale ini- 
bitore. Per I'esame al microscopio otdco, se- 
zioni dello spessore di 10 V, di materiale i~s- 
sato in formaldeide o~tenure con il criostato 
veniv:mo incubate ne!le stesse condizioni de- 
scritte sopra. 

Determinazioni chimiche 
Campioni di plasma venivano centrifugati 

e congelati e su di essi veniva eseguka, entro 
una setdmana dal prelievo, la determinazione 
deli'insulina mediante ia tecnica de1 doppio 
anticorpo d] HttL:Es e RANDLE n In tutti 
campioni, il glucosio veniva dosato con ii 
metodo di Somogyi-Nelson =3 ed iI 2-desos- 
sig!ucosio con queIlo di WARAWF, KAR e SAS- 
LAW n, 

RESULTS 

Normal  rabbi t  pancreatic istet cells 

The cells in ihe normai rabbit islets 
of Langerhans have been described sev- 
eral times previously (LACY ~', ME,mR 
and BENCOSME ~o PARRILLA and G6- 
Mez-AcE~o '~), which is why they are 
not going to be described in detail. The 
D-cells have round secretory granules 
which usually are less dense than the A- 
cell secretory granules. In our material, 
we have observed that these ceiL" con- 
tain also a smaller amount of secretory 
granules with an electron density similar 
to that of the A-cell secretory granules 
,C~o I ) .  

The B-ceil cytoplasn~ contains a few 
homogeneous dense bodies, surround- 
ed by a me~nbrane, which stain posi- 
tS.rely /or acid phosphatase (Laza~_rs  
e~ al. ,~a), i>resum.ebly lysosomes. Cilia 

r p - % , -  , , ~av, been ider4;÷Ted in B-cel~s of pan- 
creaeie idets in embryonal and young 
mice by MUNCER ''~" arm in the islet cells 
of rabbit pancreas by MEYE~ and BEN- 
COSME 2% In our material we have also 
very occasionaIIy found these organelles 
in the islet cells (fig. 2). 

R I S U L T A T I  

Celhde insuIari normali di coniglio 

Le cellule & l l e  isole di Langerhans 
de l  coniglio normale  sono state oggetto 
di numerose precedent i  descrizioni (LA- 
cY t7 )~/[EYER e BENCOS~dE 20, PARRILLA 
e G6MEz-AcEBo 28), e per  tale mot ivo 
non ne forniremo qui una iltusrrazione 
detragliata.  Le cetkde D possiedono gra- 
null di secrezione rotondi ,  generatmente  
meno densi di quelli  della celluie A. Nel  
nostro materiale,  abbiamo osservato che 
queste cellule contengono anche un mi- 
nor numero di granuii  di secrezione 
aventi  densit~ elet t ronica simile a quel- 
ia d d  granuli  deite cellute A (fig. 1 ). 

t l  c i toplasma delle cellule B contiene 
pochi corpi densi omogenei ,  circondati  
da una membrana  e con reazione posit ion 
per  la fosfatasi acida (LAZARUS e Coli.18); 
essi sono presumibiImen~e dei tisosomi. 
Presenza di ciglia ~ stata evidenziata  da 
Mu_wG~x 22 nel]e ce t !uh  B della isole pan- 
creaticbe di embrioni  di topo e di  topi 
giovani e da MAYER e BENCOSME ~0 he! 
pancreas di coniglio. Anche  not abbia- 
mo osservato eccezionalmente,  net no- 
s~ro materiale,  tal{ organel!i (fig. 2). 
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EFFECT OF 2-DEOXYGLUCOSE ON ISLET CELL 

Rabbit pancreatic islet cells, 45 rain 
after the i.v. adrainistration of 2-DG 

In the saline-treated control group of 
animals glucose was I54 ± 19 mg/lO0 
ml and insulin 21 i 6 p,U/ml. Forty 
five rain after 2-DG administration glu- 
cose was 444 ! 55 mg/lO0 ml, 2-DG 
44 i 14 mg/IO0 ml and insulin 13 
5 ~U/ml. In spite o/ the high glucose 
values the ~-cells were well granulated 
and did not show any visible alterations 
in their fine structure. The only signifi- 
cant change found in individual cells 
(fig. 3) was a moderate increase in the 
number o~ dense bodies. These bodies 
gave a positive reaction/or acid phos- 
phatase (fig. 4). 

There were no visible morphological 
changes in the A-cells. The majority of 
these cells were filled with granules. 
Only very rarely could we observe 
emiocytosis of a whole granule. 

~Iany o/ the D-cells examined were 
partially degranulated and showed an 
increase in lamelIar ergastoptasm and 
free ribosomes (figs 5 and 6). On occa- 
sion, some o~ the D-cell secretory gran- 
ules were lying/ree in the extracellular 
spaces (fig. 7). Many of these cells 
showed plasma membrane microvilli 
projecting into the intraceltular and peri- 
capillary spaces (fig. 6). Also, these 
cells showed a moderate increase in the 
number of dense bodies. 

IVlORPHOLOGY AND INSULIN SECRETION 

Celhde insulari di coniglio, 45 rain 
dopo la somministrazione i.v. di 2-DG 

Nel gruppo di animali di controllo 
trattati con soluzione fisiologica, la con- 
centrazione del glucosio era di 154 -}-- 
19 rag/100 ra le  quella dell'insulina di 
21 ! 6 >U/ml; 45 rain dopo la sorarai- 
nistrazione di 2-DG, tali valori erano ri- 
spettivaraente di 444 i 55 rag/100 ral 
e di 13 + 5 I~'U/ml, raentre ta concen- 
trazione del 2-DG era di 44 i t4 rag/ 
100 ml. Malgrado gli elevati livelli gli- 
cemici, le cellute B apparivano ricche di 
granuli e non presentavano alterazionl 
visibili delia loro ultrastruttura. La sola 
raodificazione significativa, osservata in 
singole cellule (fig. 3), era costituita da 
raodesto auraento nel numero dei corpi 
densi, i quali davano reazione positiva 
per la fosfatasi acida (fig. 4). 

A carico delle cellule A non erano os- 
servabill evidenti modificazioni morfo- 
togiche. La rnaggior parte di questi ele- 
menti apparivano ripieni di granuli. So- 
lo in rarissirae occasioni abbiamo potu- 
to osservare eraiocitosi di un intero gra- 
nulo. 

Molte delle cellule D esarainate era- 
no parzialrnente degranulate e raostra- 
vano auraento dell'ergastoplasraa larael- 
late e dei ribosomi iiberi (fig& 5 e 6). Ta- 
lora, alcuni dei granuH di secrezione si 
trovavano liberi negli spazi extraceltu- 
lari (fig. 7). Nuraerose di queste cellule 
presentavano raicrovilli delia membrana 
pIasmatica, sporgenti negli spazi intra- 
cellulari e pericapillari (fig, 6). inoltre, 
era osservabile raodesto auraento nel nu- 
mero dei corpi densi. 

Rabbit pancreatic islet cells, 6 hrs 
after the i.v. administration of 2-DG 

Glucose was 344 -£ 63 mg/lO0 ml, 
2-DG 2 ~ 0.8 mg/lO0 ml and insulin 
33 -- 3 p,U/mL The majority of B-cells 
were degranu!ated showing an increase 
in the anlount of tamelIar ergastoplasm 
and free ribosomes (fig. 8). In many of 
them there was an increase in the 
plasma membrane microvilli projecting 

Cdlute insulari di coniglio, 6 h 
dopo la somministrazione i.v. di 2-DG 

Le concentrazioni di glucosio, 2-DG 
ed insulina erano pari rispettivaraen- 
t e a  344 ,_ -~ 63 rag/100 ral, 2 ~ 0,8 
rag/100 ra le  33 ,._'- 3 b~U/ral. La raag- 
gior parte delte celtute B apparivano de- 
granulate e mostravano auraento dell'e> 
gastop!asma laraellare e dei ribosomi li- 
beri (fig. 8). In molte di esse era riscon- 
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into the intracelhdar and pericapil!ary 
spaces. Also ~here zoas an apparent in- 
crease in dense bodies (figs 9 and 10). 

The A-ceils, well granulated, did not 
show any alterations in their fine struc- 
t~lre. 

Although less marked, the D-calls 
showed changes similar to those de- 
scribed 45 win a/ter 2-DG .administra- 
tion. 

trabile aumento dei microvilIi della 
membrana pIasmatica, sporgenti negli 
spazi intracellulari e pericapiltari. Vi era, 
inoltre, apparente aumento dei corpi 
densi (figg. 9 e 10). 

Le cellule A, ben granulate, non pre- 
sentavano alcuna modificazione della io- 
ro ultrastruttura. 

Le celtule D mostravano, seppure in 
minor grado, rnodificazioni simiti a qud- 
le osservabili 45 win dopo ta sommini- 
strazione de1 2-DG. 

Light microscopy 

Six hrs a/fer the administration o /2-  
DG some o/ the B-cells were observed 
to be moderatdy degranulated. Silver 
staining was of no help in detecting d#- 
ferences in D-cell granularity between 
controIs and 2-DG-treated animals. 

?.dicroscopia ottica 

Dopo 6 h dalla somministrazione di 
2-DG, alcune cellule B apparivano mo- 
deratamente degranulate. Con la tecni- 
ca dell'argento non era possibiIe metre- 
re in evidenza differenze ira gli animali 
di controllo e queHi trattati con 2-DG, 
per quanto rignarda la granulazione dei- 
le cellule D. 

DISCUSSION 

Forty five win a/ter i.v. administra- 
tion of 2-DG the B-cells did not shov, 
.any alterations in their fine structure 
and were ~oel[ granvlated. These find- 
ings eorrdate well with the low plasma 
insulin values found in the portal blood 
a~ that time, b~t it is surprising that this 
occurs in the presence o/ high blood 
sugar levels, which implies that the 

1 • 

:,neceamsm o/glucose-mediated insulin 
rdease ~row the B-cells is inhibited. To 
accoz,,nt /or this inhibition, two main 
possibilities may be considered. First, 
an indirect effect o~ 2-DG on the B-calls 
~h','o.ugh the catecholamine secretion i~ 
produces (HOK~ELT and BYroc~Ma_~ z4), 
since adrenalin ~nd nomdren~Iin are 
known to be very potent inhibi:ors of 
insSin secretion (Po~,TE et aL _,a Coo- 
a> and RANDLE 4, PORTE and WIL- 
LI.~,'~S '-0 ; and second, a direct effect of 
2-DG on B-coBs '~vhich blocks g',ucose 
metavoaasr.< However, we know t.ba'. 
2-DG does no~ bZock insulin secretion 
in vitro (GRoDsKY et a[. ~e COOKE and J 

DtSCUSSIONE 

Dopo 45 rnin dalla somministrazione 
i.v. di 2-DG, le ceHule B non presenta- 
vano alcuna modificazione della loro ul- 
trastruttura ed apparivano ben granula- 
te. Questi reperfi concordano con i bas- 
si liveili plasmatici eli insulina riscontra- 
bili in quel momento nella vena porta; 
tuttavia, ~ sorprendente che db  si veri- 
ficasse in presenza di valori gticemici 
elevati, ii che imp~ca l'inibizione del 
meccanismo della liberazione insulinica 
mediata dal glucosio nette cellu!e B. Per 
spiegare tale inibizione possono essere 
considerate due principali possibi!it~. La 
prima ~ che il 2-DG eserciti un effetto 
indiretto sulle cetlule B attraverso la li- 
berazione di catecolamine cui tale so- 
s~anza d~ tuogo (HOK~F-LT e BY~GE- 
.~'~AN ~), in quanto l'adrenalgna e ta  nor- 
adrenalina sono notoriamente potenti 
inibitori della secrezione insu!inica (PoR- 
TE e Co~.  2% CooPdg e ~P~ANDLE ~, PORTE 
e WILLIAMS ~9); Ia seconda 8 &e ii 2- 
DG agisca direttamente sulle cellule B, 
bloccando ii metabo!ismo del glucosio. 
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RANDL~ O; therefore the first hypoth- 
esis seems to be more plausible. 

We could not find any morphological 
alterations indicating a toxic effect of 2- 
DG on islet cells at any time after its 
administration. The only difference as 
compared to the controls was the ap- 
parent increase in the number of lyso- 
somes which are known to be rich in 
phosphamses. The relationship between 
resistance to the toxic action of 2-DG 
and phosphatases has been pointed out 
by several authors (BAR~AN ~, HEREDM 
and SOLS ~'a). In our case, we consider 
the lysosome increase in the B-cells likely 
to be a non specific defensive reaction of 
the cells against a foreign substance. 

The degranulation observed in B-cells 
6 hrs after 2-DG administration is in ac- 
cordance with previous results (Pat- 
tILLA et al. 2r) showing a late rise in 
insulin levels after 2-DG administration 
and with the plasma insulin levels which 
were found to be above basal values. 
Apparently the blocking effect of 2-DG 
on insulin secretion whatever it is me- 
diated by, has been overcome at that 
time. 

The A-cells did not show any mor- 
phological alterations after 2-DG ad- 
ministration. This could be interpreted 
in the same sense that 2-DG is not 
capable of producing intraeeIlular glyco- 
penia in A-ceils or that a mechanism 
other than glycopenia is involved in 
triggering the release of its secretory 
products by the A-cell. 

The fact that microvilli are increased 
on the D-ceil plasma membrane, along 
with the increase o/ lamdlar ergasto- 
plasma and free ribosomes in these cells 
and their degranulation, might be inter- 
preted in the sense that these cells are 
functionally active and that the in vivo 

Tuttavia, poich4 6 noto che il 2-DG non 
inibisce in vitro la secrezione insulinica 
(GRoDSKY e Coli. ~°, COORE e RAN- 
DLE "-), la prima ipotesi sembra maggior- 
mente plausibile. 

Nelle nostre ricerche, non siamo riu- 
sciti ad evidenziare alcuna modificazio- 
ne moffologica indicativa di un effetto 
tossico del 2-DG sutle cellule insu]ari, e 
ci6 in nessun momento dopo la sommi- 
~strazione delia sostanza. L'unica diffe- 
renza rilevata tra apJmali trattati e con- 
trolli h stato l'apparente aumento del 
numero di lisosomi, che sono notori> 
mente ricchi di fosfatasi. Numerosi AA. 
(BARBA.~ ~, HEREDIA e SOLS It) hanno 
sottolineato i rappord esistenti tra resi- 
stenza all'azione tossica del 2-DG e fo- 
sfatasi. Nel nostro caso, consideriamo 
I'aumento dei lisosomi helle celklle B 
come probabiIe espressione di una rea- 
zione difensiva aspecifica delle cellule 
stesse contro una sostanza estranea. 

I1 r~ievo, a distanza di 6 h dalla inie- 
zione del 2-DG, di degranulazione delle 
cellule B ~ in accordo con i risuhati 
di precedenti ricerche (PARtILL~ e 
Co~. 27), in ctfi si dimostrava un tureen- 
to tardivo dei livelli Lnsulinemici dopo 
la somministrazione della sostanza, non- 
chd con il riscontro di concentrazioni pla- 
smatiche dell'ormone superiori a quelle 
basali. Trascorso tm tale periodo di tem- 
po dall'iniezione, l'effetto bloccante del 
2-DG sulla secrezione insulinica, da qua- 
lunque meccanismo sia esso mediato, 
sembrerebbe pertanto superato. 

Nelle cellule A non ~ stata osservata, 
dopo somministrazione di 2-DG, alcuna 
aherazione morfologica; ci6 potrebbe 
essere inte~retato nel senso che il 2-DG 
non h in grado di provocare glicopenia 
intraceltulare in tali elementi oppure che 
un meccanismo diverso daiIa giicopenia 

responsabile deI1a liberazione dei ]oro 
prodotd di secrezione. 

L'aumento dei microviIli sulla mem- 
brana plasmatica, deli'ergastop]asma la- 
meIlare e dei ribosomi liberi nel!e cellu- 
le D, nonchd la degranulazione di tall 
elementi, potrebbero essere interpretati 
qua!i segni di atdvk~ ~u~ionale di que- 
ste cellule; la somministrazione in vivo 
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Fig. I - D- a:;d B-cells o: no:real r~,abb,!~ Diffe:ences in see:'e:o:,y gr¢an'~'de density ace evident  in 
:he D ceil. D = D-cell; B = B-cell: Nu = nucleons. X i 0 , 6 0 0 .  

Cei[u!e D e B d[ co!Tig]io normale. N d l :  ce~u!a D si riievano evidenti, diKerenze ne[Ia densk~ 
de~ gral~u!i di secteziol~e, D = ce~l, ula D; B = ceEu!a B; Nu = nucleo. I0.600 X. 
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Fig. 2 - D- and B-cells o~ norrmTl rabbit. A cilium ;from the D-ce8 is also shown aL higher magnifi~ 
cation. Ci - cilium; P m =  plasma membrane; b = basal body; Ce = centriole; B = B-cell; 
D = D-cell; Nu  = nucleus. X 16,000; X 36,000. 
Ceilule D e B di conigI[o normale. A pi~ forte ingrandimento si osserva un cig!io neUa cellula D. 
Ci = ciglio; P m =  membrana plasraat~ca; b = corpo basale; Ce = centrio!o; B = cellula B; 
D = celhda D', Nu = nudeo.  16.000 X; 36.000 X. 

Fig. 3 - B-cells, 45 rain a/ter 2-DG administration. The B-ceils show numerous dense bodies in 
their cytoyIasm. Db = dense bod;,es; Nu = nucleus; Ca = capillary. X 5,950. 
Cell~le B, 45 rain dopo la somministrazione di 2-DG. Le cellule B contengono he! loro cito- 
plasma numerosi corpi densi. Db = corpi densi; Nu --" nucleo; Ca = capillare. 5.950 X. 
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Fig. 4 - B-ceLl, 45 miJ7 Af;e~" 2-DG ,,~,.!*!~inis~,,'a.*k>:~ s,.)c,~c,#ag po~#;.ve ;'eac;io,? for ~cid ph,3.,'pha?ase 
Iocagi.:ed i;~ a~'e cien:e bo~!ies. Db = deme bodies. X 9,300. 
Ce!~ula B, 45 rn~;:q dopo ~la sornmiMscrazione di 2-DG, mostran~e reazio~_e positiva per  ia fos~a~as~ 
acida, ioca'._izzata nei corpi densi. Db = corpi densL 9.300 X. 
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Fig. 5 - D-cells. 45 rain after 2-DG adminis~,ra~ion. Nu = nucleus; Er = lamella; e,'gastoplasm; 
Ri = ribosomes; Db  = dense bodies. X I1,")00. 
Cellule D, 45 rain dopo la somminis t razione di 2-DG. Nu  = nudeo ;  Er = ergastoplasma lamd-  
late; R~ = ribosome; D b  = corpi densi. 1L900 X. 

Fig. 6 -  D.celis, 45 m?n after 2-DG jmin i s t ra t~on .  Nu  = nucleus, Er = lan,,eItar e;'gastoplasm; 
Ri  = riboso:*nes, My  = n,~icroz,ilis; Ca = capilla;'y. X i i ,400 .  
CelIu!e D, 45 rnin dopo ia somrninistrazione di 2-DG. Nu = nacleo; Er = ergastoplasma lamet- 
late; Ri = ribosomi; My = microvi!ii; Ca = capi!!~e. 11.400 X. 
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Fig. 7 - D-ceil:, 4.5 rain ajter 2-DG ~,.dm#~istrat~.ot~.. Ec = exL>'acell,~lar space, D ~- D-cell; 
arrow := B-secretory grae'ule. X 19,000. 
CeIIule D, 45 m:n dopo Ia somminis t :az ione di 2-DG. Ec = spaz{o ex:racellulare; D = cellula 
D; @eccia = granulo di secrez{one 8. t%000 X. 

Fig. 8 - Degrgl.,.a~!a~ioe o~ B-eel&, 6 hrs afte:*" 2-DG ,.,.dm~rz~s*~;a~icav. Nz; = ;~aacl, e'~'; R i  = r~bo- 
sot'~es; Er = !a.~ella;" e~gc.stoS.,asae, DB = de*~ze bo~ies. X I1,~00. 
Degra:ul t :z ione de:,:e ceEule B, 6 h dopo !a sornmi: is t raz:one 4t 2-DG. Nu  = nuc:eo, R~ = ri- 
bosome; Er = erg:stoplasm~ le~meliare; Db = co:pt densL :1.400 X. 
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Fig. 9 - B-cdds) 6 hrs alter 2-DG administration showing deg~'anu!ation and increase in dense 
bodies. Er = tamellar ergastoplasm; Db = dense bodies. X 5,950. 
Cellule B, 6 h dopo la soraministraione di 2-DG. $i osservano degranulaz[o~e ed aumento dei 
corpi densi. Er = ergastoplasma Iamellare; Db = corpi cle~sL 5.950 X. 

Fig. 10 - B-calls, 6 hrs a/ter 2-DG admin,s:r,~tfon. Er = lamel&r ergc:stoplasm; Ri = ribosonzes; 
Db = dense bodies. X Z6,200. 
Cdtub  ]3, 6 h dopo la somm~nistr~zione d[ 2-DG. Er = erg~,stop!asma [ameE, are; R£ = ribosomi; 
Db = corpi densi. 16.200 X. 
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administration o/2-DG is capable of in- 
ducing the release of their secretory 
products. The mechanism involved is 
unknown but in any event it is interest- 
ing to recall that 2-DG induces hydro- 
chloric acid secretion 2~ and that D-ceil 
tumors have been reported to contain 
gastrin or gastrindike substances. The 
first effect then could be mediated 
through these substances released from 
cells like the D-celts of the pancreas. 
Anot,6er possibility which may be con- 
sidered could be that this secretion is 
mediated through catecholamine secre- 
tion or that D-cell secretory products 
are substances of the amine type. In this 
contest it is interesting that amino sub- 
stances have been reported to exist in 
normal islets of , a Langernans . 

Emiocytosis as a mechanism of gran- 
u.le release from the D-cells has been 
previously suggested by us v and later 
on confirmed by KOBAYASHI and FW> 
TA '-~. In the present paper new evidence 
is presented supporting the rote of that 
mechanism. 

di 2-DG sarebbe in grado di indurre la 
tiberazione dei loro prodotti di secrezio- 
ne. I1 meccanismo responsabile di detta 
azione non 6 noto, ma h comunque inte- 
ressante ricordare che il 2-DG provoca 
secrezione di acido cloridrico 2, e che nei 
tumori D-cellulari ~ stata riscontrata 
presenza di gastrina o di sosmnze gastri- 
no-simili. I1 primo effetto potrebbe es- 
sere quindi mediato da queste sostanze 
liberate da cellule simili alle cetlule D 
de1 pancreas. Un'altra possibilit~ da 
prendere in considerazione 8 che questa 
attivit~ secretoria sia mediata attraverso 
la liberazione di catecolamine o che i 
prodotti di secrezione ddle celiule D sia- 
no sostanze di tipo aminico. In questo 
contesto, appare interessante la segnala- 
zione della presenza di sostanze amini- 
che in isote di Langerhans normali a. 

L'ipotesi dell'emiocitosi quale mecca- 
nismo di liberazione dei granuli daLle 
celtule D ~ stata da noi fo~mulata in pre- 
cedenza v e successivamente confermata 
da KOBAYASHI e FUJITA ~a Nei presente 
lavoro abbiamo fornito nuove prove in 
favore del ruolo di questo meccanismo. 

CONCLUSIONS 

2-DG, when injected into rabbits in 
vivo (0.5 g/kg body weight), pro- 
duced intense hyperglycemia without a 
parallel rise in plasma insul& levels. }3- 
cel! granadation was closely correla.~ed 
to plasma insulin levels. Six hrs a~ter 
2-DG was injected, when its plasma 
concentration was negligible and glucose 
va.~ues were still high, B-cells showed 
degranulation and plasma insulin values 
were above confrol levels. The results 
seem to indicate that the adminisxration 
of 2-DG in the rabbit produces a tem- 
poraTy impairment of the glucose- 
mediated insulin release mechanisms. 
This deterioration could be veu  well 
produced by the catecholamine relec.se 
triggered by the drug. 

The hyper~wtivity of the D-celts o/tke 
islets of Langerhan~" i~ndueed by 2-DG 

CONCLUSIONI 

L'iniezione in vivo nel coniglio di 2- 
DG (0,5 g/kg) determina marcata iper- 
glicemia, non accompagnata da para!lelo 
aumento dei livelli p!asmatici di insuli- 
no. La granulazione delle cellule B appa- 
re strettamen~e correlata con i va!ori del- 
l'insulinemia. Dopo 6 h dall'iniezione 
del 2-DG, allorchd la concentrazione pla- 
smatica delia sostanza h trascurabile e 
quella del glucosio ancora elevata, !e 
ce~u!e B appaiono degranulate e i livetli 
insulinemici si dimoserano superiori a 
queIIi presenti nei contro!Ii. Questi ri- 
sui~ati sembrano indicate che nel coM- 
glio la somministrazione di 2-DG dan- 
neggia temporaneamente i meccanismi 
della liberazione insulinica mediata dal 
g!ucosio. Tale akerazione potrebbe es- 
sere in rapporto con la liberazione di ca- 
tecolarnine indot~a dal fermaco. 

L'iperattivit~ de[le cellu!e D de!le iso- 
!e di Langerhans indotta dot 2-DG non 
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has not been observed previously. This 
opens new possibilities to the study o/ 
their physiological role. New evidence 
is presented in support of the role o/ 
emiocytosis in the excretion o~ D-cell 
secretory granaries. 

era s tata  p r ima  d 'o ra  osservata;  ques to  
reper to  a w e  n u o v e  poss ibi l i th  per  quan-  
to concerne  lo s tud io  del  ruo lo  fisiologi- 
co di tall  e lement i .  Sono state  presenta-  
te n u o v e  prove  in  favore  de l l ' impor t an -  
za de l l ' emioci tos i  nel la  es t rus ione  dei 
granHli di secrezione dalle cellute D.  
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RIASSUNTO 

Gli A~.. harem studiato gli effetti del 2-desossiglucosio (2-DG) sulia morfologia ddle cellule 
insulari e sni livdli di insulina nel sangue portaie. Le cellule B non hanno mostrato alcuna alte- 
razione della loro ultrastruttura, se si eccetma un aumento dei corpi densi. Degranulazione 
stata osservata, in alc~me di queste celIule, 6 h dopo la somministrazione de[ 2-DG. Dopo 45 rain 
dalla iniezione del 2-DG, i livelli insulinemici apparivano bassi, nonostante la notevole ipergli- 
cemia; dopo 6 h, essi erano lievemente superiori alla norton. Le cel!ule A rimanevano ben gra- 
nulate per tutta la durata dell'esperimento. Le cellule D mostravano segni di attivit'~ funzionaIe, 
quali formazione di microvilli ed aumento dell'ergastoplasma lamellare e dei ribosomi liberi. 
Gli AA. discutono il significato di tati reperti. 

RESUME 

On a dtudid I'effet du 2-deso~@ucose (2-DG) sur la morphologie des cellntes insutaires et 
sur le niveau de l'insuline dans le sang portel. Les cel]ules 13 n'ont prdsent4 aucune alteration de 
Ieur ultra-structure, ~ I'exception d'une augmentation des corps denses. SLx heures apr~s l'admi- 
nistration de 2-DG, une ddgranulation a &d observ~e dans quelques cdlule. Quarante-cinq mi- 
nutes apr~s i'administration, la concentration de l'insullne 4tait faible, malgrd la forte hypergly- 
cdmie; apr~s sLx heures elle &ait ~ peine inf&ieure ~ la normalitd. Les cellules A sont rest~es 
toujours bien granuldes. Les cellnles B ont pr&e,ntd des signes d'activitd fonctiomqelle, comme, 
par example, ta formation de microvil!ositds, l'augmentation de l'ergastoplasme lamellaire et du 
hombre des ribosomes libres. On discute la signification de ces r~suitats. 

RESUMEN 

Los autores ban estudiado los efectos de ta 2-deo:dglucosa (2-DG) e.n. la morfolog~a de Ins 
cdlulas insulares y e n  los niveIes de insutLna de Ia sangre portal Las cdlnlas t3, si se excepttla un 
aumento de los cuerpos densos, no ban presentado ninguna alteracidn e_n_ st  uItraestrncmra. En 
alffanas de esas c,41u!as se observ6 degranulacidn a 1as 6 horns deI suministro det 2-DG. A los 45 
minutos de la inye¢cidn de 2-DG, los niveles insulindmicos aparecfan bajos a pesar de la no- 
table hiperglucemia y despuds de las 6 horns ya se habfan elevado levemente por encima de la 
normalidad. Las c~luIas A segufan bie,n granuladas durante toda la duracidn del experimento. 
Las cdlulas D acusaron indicios de actividad ftmcional, tales como la formaciGn de microvellosida- 
des, el aumento de ergastoplasma Iamellar y de los ribosomas libres. Los autores exponen el signi- 
ficado de sus observ~ciones. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurde die Wirkung yon 2-Deoxyglukose (2-DG) auf die Morphologie der inselzelien und 
a ~  den Insuiinspiegel im Pfortaderblnt untersucht. Die B-Zellen zeig~en keinerIei Verlinderungen 
ihrer Feinstrukmr, wem~ man yon einer Zunahme der dichten K~rper absieht. EiMge B-ZelIen 
zei~en 6 Stm'aden nacla Verabreichung yon 2-I3G Degr,nuladonserscheintmgen. Trotz ausgespro- 
chener Hyperglykiimie war der tnsnlinspiegel 45 rain nach 2-DG-Verabreicl~ung niedrig, nach 6 
Stunden dagegen war er etwas der Norm gegen~iber erhbht. Die A-Zellen blieben nach 2-DG 
durebwegs normal granuliert. Die D-Zellen wiesen Zeichen yon Aktivit~t anf, n:,imlich Bildung 
yon Mikrovilli, vermehrtes lamell~res Ergastoplasma nnd freie Ribosomen. Die Bedeumng dieser 
Befunde wird besprochen. 
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SUMNLARY 

The effect of 2-deox3zglucose (2-DG) on islet cell morphology and portal vein insulin levels 
was studied. The B-ceLls did not show a w  a~lteration in their fine structure, except for an in- 
crease in dense bodies. Six hrs af[er 2-DG a&minis~adon degranuladon was observed in some 
of these cells. Insulin levels were low 45 rain after 2-DG administration, in spite of the marked 
hF%~erglycemia, and slightly l~gher than normd after 6 hrs. The A-ceils remained well granulated 
at aH times after 2-DG injection. The D-cells showed signs of functional activity, such as mi- 
crovilli fozmation, increased lame!lar ergastoplasm and free ribosomes. The significance of these 
findings is discussed. 
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