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Abstract—Two hr after the intravenous injection of 6 mg/g ethanol the tissues and
mitochondria of the liver and brain contain only 13-22 per cent of their normal content
of active CoA.. Acetaldehyde decreased the content of active CoA in isolated mitochondria
of the liver and of the brain. In the brain mitochondria only 7 per cent of the normal
content of active CoA are found in the presence of 0-5 umoles acetaldehyde/ml. In
the liver mitochondria 9 per cent of the normal content of active CoA are found in the
presence of 6-1 umoles acetaldehyde/ml.

It is suggested that acetaldehyde combines with the thiolgroup of the CoA forming a
semimercaptale, which does not take part in the transacetylating reaction in the test of
Kaplan and Lipmann. With increasing concentrations of acetaldehyde the total respira-
tion of the mitochondria of the liver and brain decreases. In the mitochondria of the
liver the amount of acetaldehyde oxydation increases, while total respiration tends to
decrease. Brain mitochondria, which contain less than 7 per cent of active CoA are
able to maintain 23-46 per cent of their total respiration.

NacH intravendser Verabreichung einer an weiBen Miusen narkotisch wirkenden
Menge von 4 mg/g Athanol wurde im Gehirn und in der Leber dieser Tiere eine
starke Abnahme der transacetylierenden Figenschaft des CoA beobachtet,!:2 die
sehr wahrscheinlich auf der Bildung eines Semimercaptals zwischen der funktionellen
SH-Gruppe des CoA und des beim Alkoholabbau entstandenen Acetaldehyds beruht.?
Da die Abnahme an aktivem CoA um 90 Prozent mit keiner Senkung der Sauer-
stoffaufnahme der Tiere einherging und sich im Stoffwechsel von Hirn und Leber
keine Zeichen fanden, die auf eine schwere Schidigung der Zellatmung hinwiesen,l» 2
und nach Blockierung des CoA die Gewinnung von Oxydationsenergie iiber den
Pentosephosphatzyklus in gréBerem Umfange unwahrscheinlich erschien, haben wir
in dieser Arbeit Untersuchungen an Mitochondrien von Gehirn und Leber durchge-
fiihrt, die einen Einblick in die Beziehungen zwischen Atmungsgréfie und CoA-
Aktivitdt geben sollten. Denn bei Versuchen an Mitochondrien unter Verwendung
von Pyruvat bzw. Acetaldehyd als Atmungssubstrat entfillt die Oxydation dieser
Substrate iiber den Pentosephosphatzyklus. Sie kdnnen nur unter Beteiligung des
CoA iiber die aktivierte Essigsdure, den Zitronenstiurezyklus und die Atmungskette
endoxydiert werden.
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Frithere Untersuchungen iiber den EinfluB von Alkoholen und Aldehyden auf die
Atmung von Schnitten und Mitochondrien aus Gehirn und Leber haben ergeben,
daB Athanol die Atmung von Leberschnitten wesentlich stirker herabsetzt als die
von stimulierten Hirnschnitten.4 Dagegen fiihrt Acetaldehyd auch in Hirnmitochon-
drien und Hirnschnitten zu einer starken Abnahme der Atmung5 6 Diese Versuche
weisen bereits darauf hin, daB3 nicht der Alkohol selbst, sondern der daraus gebildete
Acetaldehyd die Atmung hemmt. Sie wird deshalb in Gegenwart von Athanol in
Leberschnitten, die aufgrund ihres groBeren Gehalts an Alkoholdehydrogenase mehr
Acetaldehyd aus Alkohol zu bilden vermdgen, stirker gechemmt als in Hirnschnitten,
da Hirngewebe praktisch keine Alkoholdehydrogenase besitzt.® Der hemmende
EinfluB von Acetaldehyd auf die Atmung von Hirnmitochondrien ist dann am
gr6Bten, wenn Pyruvat als Atmungssubstrat verwendet wird,” ein Befund, der
vermuten 14B3t, dal Acetaldehyd die Einfithrung von Pyruvat in den Zitronensdurezyk-
lus blockiert.

METHODIK

Die Mitochondrien wurden aus Gehirn und Leber 200-250 g schwerer, ménn-
licher, weiBer Ratten des Stammes Sprague-Dawley gewonnen. Alle Arbeitsgiinge
der Mitochondrienpriparationen erfolgten bei 4+ 2 -+ 1°. Leber und Gehirn wurden
mit 9 Teilen 0,25 M Saccharoseldsung nach Potter-Elvehjem homogenisiert und
10 min bei 600 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde 10 min bei 9000 g zentrifugiert,
danach der Bodensatz mit 2 Teilen 0,25 M Saccharose/g Frischgewicht resuspendiert
und 10 min bei 12,000 g abzentrifugiert. Die Lebermitochondrien wurden in isotoner
KCl-, die Hirnmitochondrien in 0,25 M Saccharoseldsung aufgenommen.

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte in der Warburgapparatur bei
37° in Sauerstoffatmosphire. Die COgz-Absorption erfolgte durch 20%ige KOH-
Losung. Nach Zugabe von 0,5-1,0-5,0-10,0 Mol frischdestilliertem Acetaldehyd/ml
Ansatz wurde 10 min &quilibriert. Als Kontrollen dienten Mitochondrienansitze
ohne Acetaldehyd. Das Inkubationsmedium wurde in Anlehnung an Fisher® zu-
sammengesetzt: Natriumpyruvat 0,02 M (in den Versuchen zur Bestimmung der
Acetaldehydoxydation wurde das Pyruvat weggelassen), KC1 0,05 M, MgS04 0,002 M,
ATP 0,001 M, NAD 2 x 10— M, Niacinamid 0,01 M, Cytochrom ¢ 1 x 10-3 M,
Kaliumphosphatpuffer pH 7,35 0,02 M, Mitochondriensuspension 5-10 mg Protein
enthaltend. Endvolumen des Ansatzes 3 ml.

Da sich die zugegebenen Acetaldehydmengen wegen des niedrigen Siedepunktes
von Acetaldehyd zwischen fliissiger Phase und Gasphase verteilen, wurde in Parallel-
versuchen, die keine Mitochondrien enthielten, nach der Aquilibrierung je eine Probe
des Ansatzes mit fliissiger Luft abgekiihlt und anschlieBsnd die wahre Acetalde-
hydkonzentration nach Klein und Korzisl® bestimmt. Die in den Abbildungen
angegebenen Werte fiir Acetaldehyd beziehen sich auf die analytisch ermittelte
Acetaldehydkonzentration. Der Berechnung des Sauerstoffverbrauchs in pAtom
02/10 mg Mitochondrienprotein/Stunde wurde die Sauerstoffverbrauchsmessung
withrend der ersten 10 min zugrunde gelegt. Der in den Abbildungen angegebene
Anteil der Pyruvatoxydation an der Gesamtatmung wurde aus der Differenz zwischen
dem Gesamtsauerstoffverbrauch und dem bei der Oxydation von Acetaldehyd
verbrauchten Sauerstoff errechnet. Die Bestimmung des Mitochondrienproteins
erfolgte nach Beisenherz und Mitarbeiter.11
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Die CoA-Aktivitit wurde 20 min nach Zusatz von Acetaldehyd zu den Mito-
chondrienansitzen in dem aus den Ansitzen hergestellten Kochsaft ermittelt. Wegen
der geringen CoA-Aktivitit der Ansdtze mit Hirnmitochondrien muBte deren XKoch-
saft vor dem enzymatischen Test im Vakuum eingeengt werden. Als Kontrolle
diente das gleiche Vorgehen mit definierten CoA-Aktivititen, die dem Inkubations-
medium (ohne Mitochondrien) zugesetzt wurden. Zur Bestimmung der CoA-Aktivitit
wurde der von Tabor und Mitarbeiter'2 modifizierte Test von Kaplan und Lipmann!3
verwendet. Das Prinzip dieser CoA-Bestimmungsmethode beruht auf der Féhigkeit
von CoA mit Hilfe eines transacetylierenden Systems aus Taubenleber in Gegenwart
von ATP und Glutathion, Acetat auf p-Nitroanilin zu iibertragen.

Aus Kontrollversuchen, in denen handelsiiblichem CoA* bei 37° eine entsprech-
ende Menge Acetaldehyd zugesetzt wurde, geht hervor, daBl die von uns beobachtete
Abnahme der CoA-Aktivitit in den Mitochondrienansétzen tatséichlich bei der
Versuchstemperatur stattfindet und kein Kunstprodukt darstellt, das eventuell erst
durch das Erhitzen bei der Bereitung des Kochsaftes entstehen kénnte. Auch wurde
durch Kontrollversuche gesichert, daB die theoretisch noch in den CoA-Testansatz
gelangenden Aldehydmengen den Transacetylierungstest nicht beeinflussen.

Mit der gleichen Methode zur Bestimmung der CoA-Aktivitidt wurde an weiblichen,
weien Miusen des Stammes NMRI 30-60-120 min nach der intraventsen In-
jektion von 6 mg/g einer 20 %igen (w/v) Alkohollésung die CoA-Aktivitit im Koch-
saft von Leber und Gehirn sowie in deren Mitochondrien ermittelt.

Die Mittelwerte aller Ergebnisse setzen sich aus 10-15 Einzelbstimmungen zus-
ammen. Die statistische Uberpriifung erfolgte mit Hilfe des ¢-Testes. Die Unter-
schiede der Mittelwerte in den einzelnen Gruppen wurden als signifikant angesehen
wenn P = 0,05.

VERSUCHSERGEBNISSE

Wie aus Abb. 1 hervorgeht, nimmt in vivo bei weiBen Miusen nach der intra-
vendsen Injektion von 6 mg/g Athanol der Gehalt an aktivem CoA in Leber- und

ABB. 1. GEHALT AN AKTIVEM COA IN LEBER UND GEHIRN SOWIE DEREN
MITOCHONDRIEN BEI WEISSEN MAUSEN NACH 1.V, INJEKTION VON 6 MG ATHANOL/G
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Hirngewebe sowie deren Mitochondrien kontinuierlich ab und - betriigt nach 2
Stunden sowoh! in den Gesamtorganen als auch in den Mitochondrien nur noch
13-22 Prozent des Ausgangswertes.

* Fa. C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim.
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Die in vitro Versuche an Lebermitochondrien (Abb. 2) zeigen, daB der Gehalt an
aktivem CoA mit steigenden Acetaldehydkonzentrationen abnimmt. Er betrigt in
Gegenwart von 6,1 pMol/ml Acetaldehyd noch 9 Prozent des Ausgangswertes.
Lebermitochondrien besitzen auch ohne Substratzusatz einen Sauerstoffverbrauch,

ABB. 2. EINFLUSS VON ACETALDEHYD AUF SAUERSTOFFVERBRAUCH UND
COA-AKTIVITAT VON LEBERMITOCHONDRIEN

a. Gesamtsauerstoffverbrauch,

b. Sauerstoffverbrauch fiir die Aldehydoxydation,

¢. Sauerstoffverbrauch fiir die Pyruvatoxydation,

d. Gehalt an aktivem CoA.
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der—wihrend 10 min gemessen—>5 pAtom 02/10 mg Protein/Stunde betridgt. Zuge-
setzter Acetaldehyd wird durch die Lebermitochondrien oxydiert. Der 0z-Verbrauch
steigt bis zu einer Acetaldehydkonzentration von 0,5 pMol/ml stark, bis zu 2,9
#Mol/ml nur noch geringfiigig und zwischen 2,9 und 6,1 pMol/ml nicht mehr an.
Der Gesamtsauerstoffverbrauch der Lebermitochondrien wird durch 0,125-0,5
uMol/ml Acetaldehyd noch nicht signifikant beeinfluit. Er nimmt in Gegenwart von
2,9-6,1 uMol/ml dosisabhingig ab. Die Abnahme der Pyruvatatmung erfolgt fast
proportional zu der an aktivem CoA.

Der Gehalt der Hirnmitochondrien an aktivem CoA (Abb. 3) nimmt schon in
Anwesenheit von 0,5 pMol/ml Acetaldehyd auf 7 Prozent des Normalwertes ab.
Hirnmitochondrien besitzen auch ohne Substratzusatz einen Sauerstoffverbrauch
von 2,5 pAtom 0z/10 mg Protein/Stunde. Die Aldehydatmung ist—ebenfalls gemessen
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wihrend 10 min—gering. Sie betrigt bei einer Aldehydkonzentration von 0,5 uMol/m!
und bei 2,9 uMol/ml etwa 1/5 der von Lebermitochondrien oxydierten Aldehydmen-
gen. Die Gesamt- und Pyruvatatmung werden durch steigende Aldehydkonzentra-
tionen zunehmend gehemmt. In Gegenwart von 2,9 uMol Acetaldehyd/m! erfolgt
noch eine Sauerstoffaufnahme durch Hirnmitochondrien, obwohl mit der Methode
von Kaplan und Lipmann aktives CoA nicht mehr nachzuweisen ist.

ABB. 3. EINFLUSS VON ACETALDEHYD AUF SAUERSTOFFVERBRAUCH UND
CoA-AKTIVITAT VON GEHIRNMITOCHONDRIEN

a. Gesamtsauerstoffverbrauch,

b. Sauerstoffverbrauch fiir die Aldehydoxydation,
¢. Sauerstoffverbrauch fiir die Pyruvatoxydation,
d. Gehalt an aktivem CoA.
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DISKUSSION

Die Abnahme des Gehalts an aktivem CoA in Leber- und Hirngewebe sowie in
den Mitochondrien dieser Organe nach intravendser Verabreichung von 6 mg/kg
Athanol (Abb. 1) ist nicht auf den Alkohol selbst, sondern auf den intermediir
daraus entstandenen Acetaldehyd zuriickzufithren. Wie von uns bereits an reinem
CoA sowie an Leber- und Hirnhomogenaten nachgewiesen wurde® und sich aus den
in Abb. 2 and 3 dargestellten Befunden an isolierten Mitochondrien aus Rattenleber
und -gehirn ergibt, hemmt Acetaldehyd dosisabhiingig die transacetylierenden
Eigenschaften des CoA, indem es mit der funktionellen SH-Gruppe des Coenzyms
ein Semimercapta] bildet. Die Inaktivierung des CoA durch geringe Acetaldehyd-
konzentrationen ist in Leber- und Hirnmitochondrien etwa gleichgroB. Dabei wird
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infolge des geringeren normalen CoA-Gehalts der Hirnmitochondrien im Vergleich
zu dem der Lebermitochondrien, z.B. durch 0,5 pMol/ml Acetaldehyd, im Gehirn
der normale CoA-Gehalt um 93 Prozent, in den Lebermitochondrien nur um 43
Prozent herabgesetzt,

ABB. 4. SAUERSTOFFVERBRAUCH VON MITOCHONDRIEN AUS LEBER UND GEHIRN IN
ABHANGIGKEIT VON DEREN GEHALT AN AKTIVEM COA

a. fiir die Gesamtoxydation (Pyruvat-+ Acetaldehyd),
b, fiir die Pyruvatoxydation.
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Der oxydative Abbau des Acetaldehyd zu Acetyl-CoA kann iiber die Dehydrierung
des freien Aldehyd zu freiem Acetat und Bindung des Acetat an CoA erfolgen. Er
konnte auch darin bestehen, daB die Mitochondrien den an die Thiolgruppen des
CoA gebundenen Aldehyd zu Acetyl-CoA dehydrieren. Die Vermutung, daB dieser
Weg moglich ist, wird gestiitzt durch die Befunde von Casier und Polet!4 sowie
Schulmann, Zureck und Westerfeld,15 daB markierter Athylalkohol und Acetaldehyd
in wesentlich gréBeren Mengen in Cholesterin und Fettsduren eingebaut werden
als Acetat.

Zwischen dem Gehalt an aktivem CoA einerseits und der Gesamt-und Pyruvatat-
mung andererseits, ergibt sich fiir Lebermitochondrien eine lineare, fiir Hirnmito-
chondrien eine exponentielle Bezichung (Abb. 4). Von Hirnmitochondrien wird
selbst dann noch Pyruvat und Aldehyd veratmet, wenn mit Hilfe des Kaplan—
Lipmann-Testes aktives CoA nicht mehr nachzuweisen ist (untere Grenze der
Nachweisbarkeit 0,0005 xMol/10 mg Protein) (Abb. 4).
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Acetaldehydkonzentrationen von 0,25-0,125 pMol/ml, die nach Beobachtungen
von Hulpien, Clark und Oneyett!® im menschlichen Blut bei einem Blutalkoholspiegel
von 1,0-0, 5 g/l gefunden werden, senken, wie aus Abb. 2 urid 3 hervorgeht, signifikant
den Gehalt der Leber- und Hirnmitochondrien an aktivem CoA. Sie fiihrennuv in
den Hirn- jedoch nicht in den Lebermitochondrien zu einer Abnahme der Atmung.

Die in vivo nach 6 mg/g Athanol beobachtete Abnahme an aktivem Leber-CoA
auf 22 Prozent des Ausgangswertes wird in isolierten Lebermitochondrien bei etwa
3, 4 uMol/ml Acetaldehyd erreicht, einer Konzentration, die nach Abb. 2 die Gesamt-
und Pyruvatatmung der Lebermitochondrien signifikant senkt. In der Leber ist des-
halb erst nach Aufnahme verhiiltnismiBig hoher Alkoholdosen mit dem Auftreten
von Acetaldehydmengen zu rechnen, die den Gehalt an aktivem CoA soweit reduzieren,
daB es zur signifikanten Abnahme der Atmung kommt.

ZUSAMMENFASSUNG

In vorliegender Arbeit wurde bei weilen Miusen der EinfluB einer intravendsen
Injektion von 6 mg/g Alkohol auf den Gehalt an aktivem CoA von Leber und
Gehirn sowie deren Mitochondrien untersucht.

An isolierten Mitochondrien von Rattenleber und -gehirn wurden in einem
Medium, welches Pyruvat als Atmungssubstrat enthielt, Sauerstoffverbrauch und
Gehalt an aktivem CoA in Gegenwart von 0,125-0,5-2,9-6,1 uMol Acetaldehyd/ml
bestimmt.

1. Zwei Stunden nach der Alkoholinjektion betriigt der Gehalt an aktivem CoA
von Leber- und Hirngewebe sowie von Leber- und Hirnmitochondrien 13-22 Prozent
des Normalwertes.

2. Auch durch Acetaldehyd wird der Gehalt an aktivem CoA isolierter Leber- und
Hirnmitochondrien stark herabgesetzt. In Hirnmitochondrien sind bei einer Acetalde-
hydkonzentration von 0,5 uMol/ml noch 7 Prozent, in Lebermitochondrien bei 6,1
pMol/ml noch 9 Prozent an aktivem CoA nachweisbar.

3. Sehr wahrscheinlich bildet der Acetaldehyd mit der funktionellen SH-Gruppe
des CoA ein Semimercaptal, das im Kaplan-Lipmann-Test an der dem quantitativen
Nachweis von CoA dienenden Transacetylierungsreaktion nicht mehr teilnimmt.

4. Mit steigender Aldehydkonzentration nimmt die Gesamtatmung der Leber-
und Hirnmitochondrien ab. Der Anteil der Aldehydoxydation an der Gesamtatmung
nimmt besonders in den Lebermitochondrien zu.

5. Hirnmitochondrien sind mit einem Gehalt an aktivem CoA unter 7 Prozent
des Normalwertes noch imstande, 23-46 Prozent ihrer Gesamtatmung aufrecht zu
erhalten.

Anerkennung—Wir danken Frl. H. Darweger fiir die gewissenhafte Mitarbeit bei der Durchfithrung
der Versuche.
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