
222 Zeitschri/t /fir Erndhrunffswissenscha/t, Band 8, He/t 4 

CAUS~R~T, Compt. rend. Acad. Sc. 227, 399 (1948). -- 19. I~/tNDOIN, L. et J. CAUSER~T, 
Compt. rend. Acad. Sc. 227, 486 {1948). -- 20. RAN~OI~, L. et J. CAUS~.RWT, J. physiol. 
(Paris) 41, 259A (1949). -- 21. RANDOIN, L. et J. CAUSERE% Compt. rend. Acad. Se. 228, 
504 (1949). -- 22. RANDOIN, L. et J. CAUSER~.T, Compt. rend. Acad. Sc. 229, 855 (1949). 
-- 23. RA~1)OIN, L. et J. CAUS~R~.T, Compt. rend. Aead. Sc. 231,369 (1950). 

Addressc des autcurs: 
Dr. SRETEN PAYLOVI~ et Dr. I~IRJANA CANI~, 

Institut de physiologie pathologique ~ Niw (Y'ougoslavie) 

Aus dem Institut /i2r Ernd'hrung in Potsdam-Behbr~cke (Direktor: Pro]. Dr. H. I laenel)  
der Deutschen Akademie der Wissenaeha[ten zu Berlin 

tlber eine Thiaminpyrophosphokinase im Pankreassaft der Ratte 

Von E. S.~_wa)~ER u n d  B. GASSMANN 

Mit 6 Abbfldungen 

(Eingcgangen am 3. Miirz 1967) 

Entgegen  der au f  Un te r suchungen  yon STOCK]:IOLM, ~LTHAUS:EI~ mad 
BORSON (17) be ruhenden  a]lgemeinen Auffassung ha t  sich in vorangegangenen 
Versuchen gezeigt, dab bei R a t t e n  mi t  der Nahrung  aufgenommenes  Th iamin  
n ich t  nu r  in  der Darmwand ,  sondern auch im D a r m l u m e n  phosphoryl ier t  wird 
(10). Durch U n t e r b i n d e n  des Gallen- u n d  Pankreasganges  wird die Th iamin-  
resorpt ion gehemmt.  Gleichzeitg ist die Thiaminphosphory l ie rung  im Darm-  
inha l t  herabgesetzt .  Ursache dafiir ist die Ausschal tung einer im Pankreas-  
sal t  en tha l t enen  Thiaminpyrophosphokinase ,  die in  Inkuba t ionsve r suchen  
mi t  isolierten Diinndarmschleffen durch die Z u n a h m e  des TPP-Geha l t s  im 
Darminha l t  nach  Zusatz  yon  Pankreassaf t ,  Mg ++ u n d  A T P  nachgewiesen 
worden ist (10). Es  war Ziel der vor l iegenden Arbeit ,  sie zu charakteris ieren.  

M e ~ o ~ k  

Zur Pankreassaftgewinnung unterbinden wir bei ausgewachsenen Albinoratten vom 
Wistar-Typ (Zucht ,,Rehbriieke") nach Laparotomie unmittelbar hinter der Leber den 
Gallengang, binden in den Pankreasgang einen Polyi~thylenschlaueh (1,2 mm ~ ) ein und 
fiihren ihn durch die wieder geschlossene Bauchdecke nach auBen. Die Tiere werden 
anschliel~end in einem engen I)rahtk~ifig gehalten, in dem sie sich zwar nicht bewegen 
kSrmen, aber freien Zugang zum gewohnten Znchtfutter haben. Die ersten 3-5 ml der 
austretenden Pankreasfliissigkeit werden verworfen. Der dann aufgefangene wasserklare 
Saft wird zu Inkubationsversuchen verwendet, bei denen in der Regel eine 6 mg N ent- 
sprechende Menge zum Ansatz kommt. 

Das Endvolumen der Ans~tze betr~gt stets 10 ml, die Inkubationszeit 60 rain. Jedem 
Ansatz werden gleichbleibend 5 �9 10 -s Mol a~S-TBr-HBr (600/~Ci)/1 zugegeben. Lediglich 
zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten werden zunehmende Mengen (10-6-10 -~ Mol/1) 
angesetzt. Die pro Ansatz beigefiigten ATP- (2-12 �9 10 -~ Mol/l) und Mg++-Mengen (MgCl~; 

Abki2rzungen: ATP Adenosintriphosphat; T Thiamin; TBr-HBr Thiaminbromid- 
Hydrobromid; TPP Thiaminpyrophosphat; TC1-HC1 Thiaminchlorid-Hydrochlorid. 
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1-8-10 -~ Mol/l) sowie die Inkubationstemperaturen (17-57 ~ variieren je nach Ver- 
suchszweck. Zur Untersuchung der AbhEngigkeit yon TPP-Bildung und Enzymkonzen- 
tration werden steigende Mengen Pankreassaft (entsprechend 1-6 mg ~/10 ml) eingesetzt. 
Zur Feststellung des pH-Optimums werden im p~-Bereich 3,0-12,0 folgende Puffergemische 
verwendet: Natriumcitrat/Salzs~ure; Essigsi~ure/Natronlauge; Natriumeitrat/Na~ronlauge; 
Trispuffer; Bors~ure ~Kaliumehlorid/Natriumcarbonat und Glycin/Natronlauge. Die 
Konzentration ist mit Ausnahme des Boratpuffers (0,2 M) stets 0,1 M. 

Am Versuchsende wird jeder Ansatz mit 1 ml 10 N SalzsEure versetzt und kmu auf- 
gekoeht. 0,01 ml des Filtrats werden als 2,5 cm breiter Strieh auf die Mitre eines 30 em 
langen und 3,5 em breit~n Papierstreifens (Schleicher & Schfill 2045b) aufgetragen. Die 
nachfolgende Elektrophorese wird in Anlehnung an das Verfahren von Sm~RAND~ (15) 
durchgefiihrt: 

0,075 M Essigsilure/Acetat-Puffer p~ 5,5; I = 1,2; 4,5-Stxi. ; 9,2 V/era; 3-8 mA. 
Das Pherogramm wird mit alkalischer Kaliumhexacyanoferrat (III)-LSsung (1% 

K~[Fe(CN)6] in 2% NaOH, methanoliseh, 1 : 20) besprfiht und TPP an Hand eines VergIeichs- 
pherogramms, das dureh Elektrophorese eines naeh VISKO~TZ~Z, KAm~R und BON]~TTI 
(19) dargest~llten Gemisches yon T und T-Phosphors~ureestern gewonnen wird, als Thio- 
chrom im UV-Licht identifiziert. Die dem TPP entsprechende Thiochromfraktion wird 
im 45 ~ warmen Wasserbad mit 50%igem Methanol eluiert. Das Eluat wird zur Fest- 
steUung der Radioaktivit~t auf Metallschiilchen eingedampft und im Methan-Durchflul]- 
z~hler ausgeziihlt. Aus der gemessenen Radioaktivitiit wird die gebildete TPP-Menge 
berechnet. 

Ergebnisse 
Die pH-Abh/ingigkeit  der Th iaminpyrophosphokinaseak t iv i t~ t  ist in  der 

Abb.  1 dargestellt .  U n t e r  den  Reak t ionsbed ingungen  werden zwei Optimal-  
bereiehe gefunden,  einer n m  p~  5,3 (4,5-6,0) u n d  einer u m  p~  9,0 (8,5-10,5). 
Die TPP-Bf ldung  is~ bei PE 9 am grSl]ten. Sie wird dureh ATP-Zusa t z  z um 
Reakt ionsgemisch erheblieh intensivier t .  

Bei p~  9 betrs  die opt imale Tempera tu r  42,5 ~ (Abb. 2); bei pH 5,3 ha t  
sich ein T e m p e r a t u r o p t i m u m  von  41,0 ~ ergeben. Die Q10-Werte be t ragen  bei 
p~  9 und  ATP-Zusa tz  fiir die Tempera tur in te rva l le  22-32 und  32-42 ~ 1,16 
und  1,14. 

tO'~Mo! TPP/t.Std. of  O~.o 
/ \o. 

Q3- '~ 
I I I .I I I I I I I It 

.~o 40 ~o ~o 7,0 ~o ~o ;o,o t;,o ;zop H 

Abb. 1. Die pH-AbhKngigkeit der Thiaminpyrophosphokinase-Akttvtt~t (I0 ml Endvolumen, 6 mg Pankreas- 
saft-~, Pufferl0sungen s. Text, 5 �9 10 -~ M T, 2 �9 10-' ~I Mg+ +, 60 min. 37,5 ~ ---A---A--- ohne ATP, 

- -  O - -  O--  2 - 10 -~ M ATP). 
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Abb. 2. Dio Abhi ingigkel t  der  Th iaminphosphory l i e rung  yon der  l~eak t ions tempera tur  (10 ml  ]~ndvolumen, 
6 mg  Pankreassaf t - :N,  ~BorBiiure-KC1-Na2COa-Puffer p H  9,0; 0,2 hi; 5 . 1 0  -~ hi T, 2 " 10 -4 hi hig++. 60 rain" 

- - A - - A - -  ohne A T P ,  - - O  - -  O - -  2 - 10 -4 hi ATP) .  
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Abb, 3. Der  EiItfltt f~ der  Mg++-Konzentra t lon a u f  dio Th iaminpyrophosphok inase - l t eak t ion  (10 ml ~End- 
vo lumcn ,  6 m g  Pankreas sa f t -N ,  5 - 10 -s M T,  5 - 1 0 - '  hi A T P ,  60 rain;  - - A - - A - -  l~ a - C i t r a t - N a O lq - Pu i f e r  

p H  5,3; 0.1 hi;  41 ~ - - O - - O - -  Bors~iure-KCl-~aaCOa-Puffer  tall 9,0; 0,2 hi;  42,5 ~ 

1 

0 , 2 - 1 ~ "  ~ .2  
A A pH 3/0 

~ k ~ 40 i2 
[$3-'~ 40-4Mol ATP / I  

Abb.  4. Der  ]~lnflu/~ ;der A T P - K o n z e n t r a t i o n  a u f  die Geschwindigkei~ der  Th iaminphosphoryI le rung  (10 ml  
Endvo lumen ,  6 m g  Pankreassaf t - ]g ,  5 - 10-* M T, 5 �9 10 - '  M Mg § 60 rain;  - - A - - A - -  N a - C i t r a t - N a O H  

Puffer  I)H 5,3; 0,1 hi;  41,0 ~ - - O - - O - -  Borsiiurc--KC1-Na,COs-Puffer D ~[ g,0; 0,2 hi;  42,5 ~ 
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Unabhitngig vom p~-Optimum hat die optimale Mg++-Konzentration bei 
Ansatz yon 6 mg N entsprechendem Panl<reassaft/10 ml ReaktionslSsung 
5 �9 l0 -~ Mol/l betragen (Abb. 3). Unter den gleichen Bedingungen hat sich ein 
ATP-Zusatz yon 8 �9 l0 -~ Mol/1 als am giinstigsten erwiesen (Abb. 4). Eiz~ l~ber- 
schuB yon ATP wirkt sich hemmend a.u~ die Real~tionsgeschwindigkeit aus. 
Bei ATP als Substrat errechnet sich naeh Abb. 4 ftir beide p~-Optima eine 
Michaeliskonstante yon 1,7 �9 10 -~ Mol/l. 

'fO-~'Mol TPP/I. Std 

4,0. o 
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0,4, 

o,2 

Fn~, IIw/CJ~3Q.fO 62410 $$7,Jg 12~,9.110 156Z00 t$Tg,40 21[~.80 2/.,.9.9,20 n~ 

Abb. 5. Die Abl~tngigkei t  der  Reak t ionsgeschwind igke i t  yon  der  Pankreas sa f t -  l ind Pankreassaft-N-~ffongo/ 
]0  ml (10 ml  Endvo lumen ,  ]3ors~iure-KCl-Na=CO3-Puffcr p i t  9,0; 0,2 M; 5 - 10 -~ ~ T,  5 . 1 0  -~ hi  Mg ++, 8 �9 10 -~ 

M A T P ,  60 rain, 42,$ ~ 

Triigt man die Reaktionsgeschwindigkeit gegen den N-Gehalt der inku- 
bierten Panl~reassaftmenge auf (Abb. 5), so erkennt man, dal3 dieser als relative 
Enzymkonzentration gewertet werden kann; denn die Reaktionsgeschwindig- 
keit steigt bei der vorgegebenen Substratkonzentration (5 �9 10 -3 M T) bis etwa 
4 mg Panl~'eassaft-N/10 ml linear an. Untersucht man die TPP-Bildung fiir 
versehiedene relative Enzyl~konzentrationen in Abhgngigkeit yon der Zeit, so 
erh/Llt man Umsatzkurven, die mit abnehmender Enzymkonzentration mehr 
und mehr abflachen. Die zur hMbmaximMen TPP-Bfldung benStigte Zeit 

~0~ X ~ 

~.f6t 

e ,< / •  
L 

Abb.  6. ] 3 e s t i m m u ~  der  Michael iskonstante  ffir  T h i a m i n  als  8ubs t r a t  (10 ml  Endvolunmn,  6 m g  Pankreas -  
saft-2r Bor~tiure~KCl-NasOOz-Puffer p H  9,0; 0,2 M; 5 - 10 - '  M Mg ++, 8 ' 10 - '  M A T P ,  60 min ,  42,5 ~ 
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betr/~gt im Bereich 1-4 mg Pankreassaft-N 330 (1 mg), 210 (2 rag), 152 (3 mg) 
und 72 rain (4 mg N). 

Die bei pE 9 und den gfinstigsten Reaktionsbedingungen (6 mg Pankreas- 
salt-N, 5 #Mol Mg++ und 8 /tMol ATP/10 ml; 42,5 ~ 60 rain) gefundene 
Abh~ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit yon der Thiaminkonzentration ist 
in der Abb. 6 nach LIN~WV.AV~R und BURK dargestellt. Unter diesen Bedin- 
gungen ergibt sich eine Michaeliskonstante yon 5,42 �9 10 -5 Mol/1. Die aus der 
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit berechnete spezifische Aktivit/it der 
Thiaminpyrophosphokinase betri~gt 3,9 �9 10 -9 Mol]min]mg Pankreassaft-N oder 
12,6 �9 10 -9 Mol/min/ml Pankreassas 

In  hhnlicher Weise (6 mg Pankreassaft-N, 5 #Mol Mg ++ und 8 #Mol ATP/ 
10 ml; 41,0 ~ 60 rain) sind fiir pH 5,3 eine Michaeliskonstante yon 1,23 �9 10-4 
1V[ol/1 und eine spezifische Aktivit/~t yon 2,4 �9 10 -9 Mol/min/mg Pankreassaft-N 
oder 7,7 �9 10 -9 Mol/min/ml Pankreassaft ermittelt wordcn. 

Diskussion 

Thiaminpyrophosphokinasen sind bisher in Here, Bakterien und verschie- 
denen tierischen Geweben nachgewiesen worden (1). N~her gekennzeichnet 
worden sind Extrakte  und Enzymprs aus Hes (2, 3, 5, 6, 13, 16, 18, 20) 
sowie aus der Leber (7, 8, 14) und der Dfinndarmwand (13) yon Rat ten und 
Kaninchen. Es wird angenommen, dab es sich bei der yon ihnen katalysierten 
Phosphorylierung um die direkte Ubertragung einer Pyrophosphatgruppe han- 
delt (5, 7, 20), bei der verschfedene Nuk]eosidtriphosphate als Pyrophosphat- 
Donatoren wirksam wcrden kSnnen (1, 6). 

Uber eine Thiaminpyrophosphokin~se im Pankreassaft isb unseres Wissens 
bisher nichts bekannt. NASSET und W ~ D o  (9) haben zwar Thiamin mit Pan- 
kreas- und Darms~ften inkubiert, aber nur eine Hydrolyse yon T P P  und nicht 
eine Phosphorylierung von Thiamin feststellen k6nnen. 

In  den vorangegangenen Versuchen (10) haben wit jedoch im Dii~mdarm 
yon Rat ten yon oral verabfolgten 50/~g ~sS-Thiamin schon nach 20 rain 90 % als 
T P P  vorgefunden und daffir vor allem eine im Pankreassekret enthaltene 
Thiaminpyrophosphokinase verantwortlich gemacht. Die Absonderung yon 
Pankreassaftmengen bis zu 1 ml/Std., wie wir sie bei unseren ad libitum geffit- 
terten Fisteltieren beobachtet haben, und die gefundene spezifische Enzym- 
aktivit/~t yon 12,6 �9 10 -9 Mol/min/ml Pankreassaft (4,2 #g TCI-ItC1 oder 
5,8/lg TPP]min/ml) best~rken uns in unserer Auffassung. Die Enzymaktivit/ i t  
muB selbst im Vergleich mit der fiir Leberpr~parate angegebenen (7, 8) als hoch 
bezeichnet werden. Als Michaeliskonstanten sind ffir das Leberenzym 4,5 �9 10 .4 
Mol T]l und 8,3 �9 10-4 Mol ATPfl und ffir das Hefeenzym 0,75 �9 10 -4 Mol T]l 
und 1,0 �9 10 -4 Mol ATP/1 mitgeteilt worden (12). 

Zwei optimale p~-Bereiche deuten auf das Vorliegen yon Isoenzymen hin 
(11), yon denen jedoch nur eins im pH-Bereich des Pankreassekretes (8,6-8,8) 
wirksam wird. Wie in der pH-Abh~ngigkeit unterscheiden sie sich auch in der 
Michaeliskonstante ffir Thiamin als Substrat und in der spezifischen Aktivit~t. 
Mit dem ffir das Leberenzym angegebenen (7) stimmt keines der beiden pH- 
Optima fiberein. 

Die nach •berschreiten eines Optimalzusatzes yon Metallionen einsetzende 
Hemmung der Thiaminpyrophosphokinase-Aktivit~t ist mit der Bfldung yon 
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inak t iven  oder h e m m e n d e n  (Metal l )~-ATP-Komplexen neben der eigentl ich 
wh 'ksamen M e t a l l - A T P - F o r m  und  das Feh len  einer H e m m w i r k u n g  fibersehiis- 
sigen Magnesiums auf  das I-Iefeenzym mi t  der  nur  ger ingen Neigung yon Mag- 
nes ium zur Chela tbi ldung erkli~rt worden (5). ~hn l i ch  wie beim Pankreasenzym 
setzt  jedoch fiberschfissiges Magnesium ++ auch beim Lebe renzym die l~eaktions- 
geschwindigkei t  herab (7). 

Das gfinstigste Molverhi~ltnis yon Mg++: A T P  ha t  im  Vcrsuch zur Kenn-  
zeichnung der op t imalen  Mg++-Menge 1 : 1 betragen.  Da  ein solches Verh/~ltnis 
fiir die Frue tok inase  der  Leber  gleichfalls als op t imal  (4) und  mehr fach  als 
g/instigstes Verh/fltnis yon  Subs t ra tnuk leo t id  und  ak t iv i e r endem Ion  bezeich- 
ne t  worden (10) ist, kommr ibm m6glicherweise auch ffir die Th iaminpyro -  
phosphokinase  des Pankreassekre tes  Bedeu tung  zu. 

Zusammen/assung 

In Inkubationsversuchen mit s~S-Thiamin wird durch papierelektrophoretische Ab- 
trennung des gebildeten asS-Thiaminpyrophosphats und dessen Bestimmung im Pankreas- 
sekrct der Ratte eine Thiaminpyrophosphokinase mit zwei p~r-Optima naehgewiesen und 
bei Einhaltung yon 10 ml Endvolunmn, 6 mg N entspreehenden Pankreassaftmengen, 
60 rain Inkubationszeit und in derRegel 5 �9 10 -a M 35S-Thiamin als Reaktionsbedingungen 
folgendermaBen gekennzeichnet: 

1. pmOptimum 9,0 (Bors~ure-KC1-Na2CO~-Puffer; 0,2 M), Temperaturoptimum 42,5 ~ 
giinstigste ATP-Konzentration 8 �9 10 -a M, optimale Mg++-Konzentration 5 �9 10 -~ M; 
Michaeliskonstante ffir ATP als Substrat 1,7 �9 10 -4 Mol/l, fiir Thiamin ale Substrat 
5,42" 10 -~ Mol/1; spezifisehe Aktivit~i.t 3 ,9-10 -~ Mol/min/mg Pankreassaft-N oder 
12,6 �9 10 -~ Mol/min/ml Pankreassaft. 

2. pH-Optimum 5,3 (Natriumcitrat-NaOH-Puffer 0,1 M), Temperaturoptimum 41,0 ~ 
giinstigste ATP-Konzentration 8 �9 10-' M, optimale Mg++-Konzentration 5 . 10-~ M; 
Miehaeliskonstante fiir ATP als Substrat 1,7 - 10-' Mol/l, fiir Thiamin als Substrat 
1,23.10 - '  Mol/1; spezifische Aktivitiit 2,4. i0 -~ Mol/min/mg Pankreassaft-N oder 
7,7 - 10 -~ Mol/min]ml Pankreassaft. 

Unserer wiss.-teehn. Assistentin Frau E. VORRA~ danken wir fiir ihre zuverliissige 
Mitarbeit. 
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Aus dem Physiologisch-Chemischtt~t Institut der Universitgit Mainz 
(5'einerzeitoer Direlctor: Pro/. Dr. Dr. K. Lanf f )  

Parenterale Ern~/hrung 
mit Fettemulsionen verschiedener Teilchengriifle 

(Versuche rnit Ratten) 

Von A. FRICKEIr W. GRIEM und K. LANG *) 

Mit 5 Abbildungen und 8 Tabellen 

(Eingcgangen am 3. April 1967) 

I. Einleitung 

Seit ein~gen Jahren werden bei Patienten, bei denen eine Ern/~hrung per os 
oder mit Itilfe der Magensonde aus klinischen Griinden nicht mSglich ist, in 
(ler dann notwendigen parenteralen :Erns Fett.emulsionen mitverwendet. 
Es wird damit erleichtert bzw. in manchen Fallen fiberhaupt erst mSglich, 
entsprechende ,,Kalorienmengen" zu applizieren. Insbesondere ist dies z. B. 
nach sehweren Traumen notwendig. In  zahlreichen Tierversuchen sowie in der 
Klinik wurden inzwischen auch die Erfahrungen gesammelt, die diner breitcn 
klinischen Anwendung der Fettemulsionen den Weg ebneten. 

Bei dem Symposium fiber parenterale Ern/~hrung im 0ktober 1964 in 
Mainz wies :PEZOLD (1) U. a. darauf hin, dab die optimale durchschnittlichc 
PartikelgrSI3e in den Fettemulsionen mit 1 ,u angenommen wird. Untersuehun- 
gen darfiber, wie sich gegebenenfalls Emulsionen mit abweichenden Teilchen- 
grSl3en auswirken, insbcsondere wenn sie Teilc]lendurchmesser yon wesentlich 
mehr sis 2/~ aufweisen, sind unseres Wissens bis jetzt noch nicht durchgeffihrt 
worden. Es wurde daher in dieser Arbeit versucht, Fettemulsionen mit Teilchen 
von 2 bis 5 und mehr t z Durchmesser herzustellen und die Verwertung diescr 
Emulsionen nach Markierung mit 14C im KSrper der Ratte  ira Vergleieh mit 
,,kleintropfigen" Emulsionen zu untersuchen. Die Markierung erfolgte durch 
Zugabe yon Palmitins/~ure-, 01s/~ure- und Linolsis die in Stellung 
1 mit 14C markiert waren. Wir benutzten als Fett  handelsfiblich raffinieICes 
SojaS1, das also Ms ,,Vehikel" ffir die Markierungssubstanz diente und fiber 
dessen ern/i, hrungsphysiologisehe Eigenschaften umfangreiehe Erfahrungen am 
Insti tut  vorlagen. Iffistologische Untersuchungen an den Organen der Versuchs- 
t.iere sollten die Befunde erweitern. 

*) Der Technischen Assistentin Fri~ulein Ires STOCK danken wir auch an dieser Stelle 
fiir ihre Mitarbeit. 


