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Uber eine Thiaminpyrophosphokinase im Pankreassaft der Ratte

Von E. SANDNER und B. GASSMANN
Mit 6 Abbildungen
(Eingegangen am 3, Miirz 1967)

Entgegen der auf Untersuchungen von STOCKHOLM, ALTHAUSEN und
Borsox (17) beruhenden allgemeinen Auffassung hat sich in vorangegangenen
Versuchen gezeigt, dall bei Ratten mit der Nahrung aufgenommenes Thiamin
nicht nur in der Darmwand, sondern auch im Darmlumen phosphoryliert wird
(10). Durch Unterbinden des Gallen- und Pankreasganges wird die Thiamin-
resorption gehemmt. Gleichzeitg ist die Thiaminphosphorylierung im Darm-
inhalt herabgesetzt. Ursache dafiir ist die Ausschaltung einer im Pankreas-
saft enthaltenen Thiaminpyrophosphokinase, die in Inkubationsversuchen
mit isolierten Diinndarmschleifen durch die Zunahme des TPP-Gehalts im
Darminhalt nach Zusatz von Pankreassaft, Mgt* und ATP nachgewiesen
worden ist (10). Es war Ziel der vorliegenden Arbeit, sie zu charakterisieren.

Methodik

Zur Pankreassaftgewinnung unterbinden wir bei ausgewachsenen Albinoratten vom
Wistar-Typ (Zucht ,,Rehbriicke’) nach Laparotomie unmittelbar hinter der Leber den
Gallengang, binden in den Pankreasgang einen Polyithylenschlauch (1,2 mm @) ein und
fithren ihn durch die wieder geschlossene Bauchdecke nach aufien. Die Tiere werden
anschliefend in einem engen Drahtkifig gehalten, in dem sie sich zwar nicht bewegen
kénnen, aber freien Zugang zum gewohnten Zuchtfutter 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 Ansiitze betrigt stets 10 ml, die Inkubationszeit 60 min. Jedem
Ansatz werden gleichbleibend 5 - 10~8 Mol *8-TBr-HBr (600 Ci)/1 zugegeben. Lediglich
zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten werden zunehmende Mengen (10-°-10-2 Mol/1)
angesetzt. Die pro Ansatz beigefiigten ATP- (2-12 - 10~ Mol/l) und Mg++-Mengen (MgCl,;

Abkiirzungen: ATP Adenosintriphosphat; T Thiamin; TBr~HBr Thiaminbromid-
Hydrobromid; TPP Thiaminpyrophosphat; TCI-HCI Thiaminchlorid-Hydrochlorid.
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1-8 - 10~% Moljl) sowie die Inkubationstemperaturen (17-57 °C) varileren je nach Ver-
suchszweck. Zur Untersuchung der Abhingigkeit von TPP-Bildung und Enzymkonzen-
tration werden steigende Mengen Pankreassaft (entsprechend 1-6 mg N/10 ml) eingesetzt.
Zur Feststellung des pr-Optimums werden im pg-Bereich 3,0-12,0 folgende Puffergemische
verwendet: Natriumcitrat/Salzsiure ; Essigstiure/Natronlauge ; Natriumecitrat/Natronlauge;
Trispuffer; Borsiure + Kalivmchlorid/Natriumearbonat 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 Salzsiure versetzt und kurz auf-
gekocht. 0,01 ml des Filtrats werden als 2,5 cm breiter Strich auf die Mitte eines 30 cm
langen und 3,5 cm breiten Papierstreifens (Schieicher & Schiill 2045b) aufgetragen. Die
nachfolgende Elektrophorese wird in Anlehnung an das Verfahren von Siurpranpr (15)
durchgefiihrt:

0,075 M Essigsiure/Acetat-Puffer py 5,5; I = 1,2; 4,5-Std.; 9,2 V/em; 3-8 mA.

Das Pherogramm wird mit alkalischer Kaliumhexacyanoferrat (III)-Losung (1%
XK [Fe{CN)s] in 2% NaOH, methanolisch, 1 : 20) bespritht und TPP an Hand eines Vergleichs-
pherogramms, das durch Elektrophorese eines nach VisgoNTinI, KARRER und BONETTI
(19) dargestellten Gemisches von T und T-Phosphorsiureestern gewonnen wird, als Thio-
chrom im UV-Licht identifiziert. Die dem TPP entsprechende Thiochromfraktion wird
im 45 °C warmen Wasserbad mit 50%igem Methanol eluiert. Das Eluat wird zur Fest-
stellung der Radioaktivitit auf Metallschilchen eingedampft und im Methan-DurchfluB-
zéhler ausgezdhlt. Aus der gemessenen Radioaktivitdt wird die gebildete TPP-Menge
berechnet.

Ergebnisse

Die pg-Abhéngigkeit der Thiaminpyrophosphokinaseaktivitit ist in der
Abb. 1 dargestellt. Unter den Reaktionsbedingungen werden zwei Optimal-
bereiche gefunden, einer um pg 5,3 (4,5-6,0) und einer um pg 9,0 (8,5-10,5).
Die TPP-Bildung ist bei pm 9 am grofiten. Sie wird durch ATP-Zusatz zum
Reaktionsgemisch erheblich intensiviert.

Bei pr 9 betrigt die optimale Temperatur 42,5 °C (Abb. 2); bei px 5,3 hat
sich ein Temperaturoptimum von 41,0 °C ergeben. Die @-Werte betragen bei
pr 9 und ATP-Zusatz fiir die Temperaturintervalle 22-32 und 3242 °C 1,16
und 1,14.
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Abb. 1. Die pH-Abhiingigkeit der Thiaminpyrophosphokinage-Aktivitit (10 ml Endvolumen, 8 mg Pankreas-
saft-N, Pufferlésungen s. Text, 5-10*M T, 2 - 10-¢* M Mg++, 60 min, 37,5 °C; ~—A-—A~— cohne ATP,
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Abb, 2.Die Abhiingigkeit der Thiaminphosphorylierung von der Reaktionstemperatur (10 ml Endvolumen,
6 mp Pankreassaft-N, Borsiiure—KCl-Na,CO,~Puffer pH 9,0; 0,2 M;5-10~* M T,2-10~* M Mg+*, 60 min:
—=A——A—-— ohne ATP, -—O~—-0O~—-2-10-* M ATP).
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Abb, 8. Der EinfluB der Mg++-Konzentration auf die Thiaminpyrophosphokinase-Reaktion (10 ml End-
volumen, 6 mg Pankreassaft-N, 6 - 10-* M T, 6 - 10-* M ATP, 60 min; ——-A——A—— Na-Citrat—NaOH-Puffer
pH 5,3; 0,1 M; 41 °C; —~ QO ~— (O ~~ Borsiiure—-KCl~Na,CO,-Puffer pH 9,0; 0,2 M; 42,5 °C).
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Abb. 4, Der EinfluB ider ATP-Konzentration auf die Geschwindigkeit der Thiaminphosphorylierung (10 ml
Endvolumen, 6 mg Pankreassaft-N, 5-10-*M T, 5 - 10~* M Mg*+, 60 min; — A——A—— Na—Citrat—-NaOH
Puffer pH 6,3; 0,1 M; 41,0 °C; ~— O —— O ~— Borsiiure—KCl-Na,CO,-Puffer pH 9,0; 0,2 M; 42,5 °C).
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Unabhéngig vom pg-Optimum hat die optimale Mg*+-Konzentration bei
Ansatz von 6 mg N entsprechendem Pankreassaft{10 ml Reaktionslésung
5 - 10~* Mol/l betragen (Abb. 3). Unter den gleichen Bedingungen hat sich ein
ATP-Zusatz von 8 - 102 Mo/l als am giinstigsten erwiesen (Abb. 4). Ein Uber-
schuB von ATP wirkt sich hemmend auf die Reaktionsgeschwindigkeit aus.
Bei ATP als Substrat errechnet sich nach Abb. 4 fir beide pg-Optima eine
Michaeliskonstante von 1,7 - 10-4 Mol/l.
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Abb. 5. Die Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Pankreassaft- und I’ankreassaft-N-Menge/
10 ml (10 m! Endvolumen, Borsiure~KC1-Na,CO,-Puffer pH 9,0; 0,2 M;5.10° M T, 5. 10~¢ M Mg+*, 8 . 10~
M ATP, 60 min, 42,5 °C),

Triagt man die Reaktionsgeschwindigkeit gegen den N-Gehalt der inku-
bierten Pankreassaftmenge auf (Abb. 5), so erkennt man, daB dieser als relative
Enzymkonzentration gewertet werden kann; denn die Reaktionsgeschwindig-
keit steigt bel der vorgegebenen Substratkonzentration (5 - 10-3 M T) bis etwa
4 mg Pankreassaft-N/10 ml linear an. Untersucht man die TPP-Bildung fiir
verschiedene relative Enzymkonzentrationen in Abhingigkeit von der Zeit, so
erhalt man Umsatzkurven, die mit abnehmender Enzymkonzentration mehr
und mehr abflachen. Die zur halbmaximalen TPP-Bildung benétigte Zeit
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Abb. 6. Bestimmung der Michacliskonstante fiir Thiamin als Substrat (10 ml Endvolumen, 6 mg Pankreas-
saft-N, Borsiure~K Cl-Na,COs-Puifer pH 0,0; 0,2 M; 5 - 10-* M Mg+*+, 8  10~* M ATP, 60 min, 42,5 °C).
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betrigt im Bereich 1-4 mg Pankreassaft-N 330 (1 mg), 210 (2 mg), 152 (3 mg)
und 72 min (4 mg N).

Die bei pa 9 und den giinstigsten Reaktionsbedingungen (6 mg Pankreas-
saft-N, 5 uMol Mg+t und 8 xMol ATP/10 ml; 42,5 °C, 60 min) gefundene
Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Thiaminkonzentration ist
in der Abb. 6 nach LINEWEAVER und BURk dargestellt. Unter diesen Bedin-
gungen ergibt sich eine Michaeliskonstante von 5,42 - 10-% Mol/l. Die aus der
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit berechnete spezifische Aktivitdt der
Thiaminpyrophosphokinase betrigt 3,9 - 10~? Mol/min/mg Pankreassaft-N oder
12,6 - 10~° Mol/min/m] Pankreassaft.

In dbnlicher Weise (6 mg Pankreassaft-N, 5 uMol Mg++ und 8 uMol ATP/
10 ml; 41,0 °C, 60 min) sind fir px 5,3 eine Michaeliskonstante von 1,23 - 10—
Mol/l und eine spezifische Aktivitdt von 2,4 - 10~® Mol/min/mg Pankreassaft-N
oder 7,7 - 10-® Mol/min/m] Pankreassaft crmittelt worden.

Diskussion

Thiaminpyrophosphokinasen sind bisher in Hefe, Bakterien und verschie-
denen tierischen Geweben nachgewiesen worden (1). Néher gekennzeichnet
worden sind Extrakte und Enzympriparate aus Hefe (2, 3, 5, 6, 13, 16, 18, 20)
sowie aus der Leber (7, 8, 14) und der Dinndarmwand (13) von Ratten und
Kaninchen. Es wird angenommen, da es sich bei der von ihnen katalysierten
Phosphorylierung um die direkte Ubertragung einer Pyrophosphatgruppe han-
delt (5, 7, 20), bei der verschiedene Nukleosidtriphosphate als Pyrophosphat-
Donatoren wirksam werden kénnen (1, 6).

Uber eine Thiaminpyrophosphokinase im Pankreassaft ist unseres Wissens
bisher nichts bekannt. NasseT und Warpo (9) haben zwar Thiamin mit Pan-
kreas- und Darmséften inkubiert, aber nur eine Hydrolyse von TPP und nicht
eine Phosphorylierung von Thiamin feststellen koénnen.

In den vorangegangenen Versuchen (10) haben wir jedoch im Diinndarm
von Ratten von oral verabfolgten 50 ug %5S-Thiamin schon nach 20 min 909, als
TPP vorgefunden und dafiir vor allem eine im Pankreassekret enthaltene
Thiaminpyrophosphokinase verantwortlich gemacht. Die Absonderung von
Pankreassaftmengen bis zu 1 ml/Std., wie wir sie bei unseren ad libitum gefiit-
terten Fisteltieren beobachtet haben, und die gefundene spezifische Enzym-
aktivitit von 12,6 - 10-® Mol/min/ml Pankreassaft (4,2 wg TCL.HCl oder
5,8 ug TPP/min/ml) bestdrken uns in unserer Auffassung. Die Enzymaktivitit
muB selbst im Vergleich mit der fiir Leberpriparate angegebenen (7, 8) als hoch
bezeichnet werden. Als Michaeliskonstanten sind fiir das Leberenzym 4,5 - 104
Mol T/l und 8,3 - 10~ Mol ATP/I und fiir das Hefeenzym 0,75 - 104 Mol T/1
und 1,0 - 10~4 Mol ATP/l mitgeteilt worden (12).

Zwei optimale pg-Bereiche deuten auf das Vorliegen von Isoenzymen hin
(11), von denen jedoch nur eins im py-Bereich des Pankreassekretes (8,6-8,8)
wirksam wird. Wie in der pg-Abhéngigkeit unterscheiden sie sich auch in der
Michaeliskonstante fiir Thiamin als Substrat und in der spezifischen Aktivitét.
Mit dem fiir das Leberenzym angegebenen (7) stimmt keines der beiden pg-
Optima tiberein.

Die nach Uberschreiten eines Optimalzusatzes von Metallionen einsetzende
Hemmung der Thiaminpyrophosphokinase-Aktivitat ist mit der Bildung von
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inaktiven oder hemmenden (Metall),- ATP-Komplexen neben der eigentlich
wirksamen Metall-ATP-Form und das Fehlen einer Hemmwirkung tiberschits-
sigen Magnesiums auf das Hefeenzym mit der nur geringen Neigung von Mag-
nesium zur Chelatbildung erklirt worden (5). Ahnlich wie beim Pankreascnzym
setzt jedoch tiberschiissiges Magnesium ™+ auch beim Leberenzym die Reaktions-
geschwindigkeit herab (7).

Das giinstigste Molverhaltnis von Mg*+: ATP hat im Versuch zur Kenn-
zeichnung der optimalen Mg++-Menge 1 : 1 betragen. Da ein solches Verhiltnis
fir die Fructokinase der Leber gleichfalls als optimal (4) und mehrfach als
giinstigstes Verhiltnis von Substratnukleotid und aktivierendem Ion bezeich-
net worden (10} ist, kommt ihm moglicherweise auch fiir die Thiaminpyro-
phosphokinase des Pankreassekretes Bedeutung zu.

Zusammenfassung

In Inkubationsversuchen mit 35S-Thiamin wird durch papierelektrophoretische Ab-
trennung des gebildeten 2S-Thiaminpyrophosphats und dessen Bestimmung im Pankreas-
sekret der Ratte eine Thiaminpyrophosphokinase mit zwei puy-Optima nachgewiesen und
bei Einhaltung von 10 ml Endvolumen, 6 mg N entsprechenden Pankreassaftmengen,
60 min Inkubationszeit und in derRegel 5 - 10~ M %S-Thiamin als Reaktionsbedingungen
folgendermafien gekennzeichnet:

1. pa-Optimum 9,0 (Borsiure-KCl-Na,COy-Puffer; 0,2 M), Temperaturoptimum 42,5 °C,
gunstigste ATP-Konzentration 8 - 10~¢ M, optimale Mg++-Konzentration 5 - 10—¢ M;
Michaeliskonstante fiir ATP als Substrat 1,7 - 104 Mol/l, fiir Thiamin als Substrat
5,42 - 10~ Moal/l; spezifische Aktivitdt 3,9 - 10~® Mol/min/mg Pankreassaft-N oder
12,6 - 10~* Mol/min/ml Pankreassaft.

2. pr-Optimum §,3 (Natriumecitrat-NaOH-Puffer 0,1 M), Temperaturoptimum 41,0 °C,
giinstigste ATP-Konzentration 8 - 10-*M, optimale Mg*+-Konzentration 5 - 10~¢M;
Michaeliskonstante fir ATP als Substrat 1,7 - 10-* Mol/l, fir Thiamin als Substrat
1,23 - 10~* Mol/l; spezifische Aktivitit 2,4 - 10-* Mol/min/mg Pankreassaft-N oder
7,7 - 10~° Mol/min/ml Pankreassaft.

Unserer wiss.-techn. Assistentin Frau E. VorratH danken wir fiir ihre zuverlissige
Mitarbeit.
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Parenterale Erndhrung
mit Fettemulsionen verschiedener Teilchengrofie

(Versuche mit Ratten)
Von A. FrickEr, W. Griem und K. Laxg*)

Mit 5 Abbildungen und 8 Tabellen
(Lingegangen am 3. April 1967)
I. Einleitung

Seit einigen Jahren werden bei Patienten, bei denen eine Erndhrung per os
oder mit Hilfe der Magensonde aus klinischen Grinden nicht méglich ist, in
der dann notwendigen parenteralen Erndhrung Fettemulsionen mitverwendet.
Bs wird damit erleichtert bzw. in manchen Fillen iiberhaupt erst moglich,
entsprechende ,,Kalorienmengen‘ zu applizieren. Insbesondere ist dies z. B.
nach schweren Traumen notwendig. In zahlreichen Tierversuchen sowie in der
Klinik wurden inzwischen auch die Erfahrungen gesammelt, die einer breiten
klinischen Anwendung der Fettemulsionen den Weg ebneten.

Bei dem Symposium iiber parenterale Erndhrung im Oktober 1964 in
Mainz wies Przorp (1) u. a. darauf hin, daf} die optimale durchschnittliche
Partikelgrofle in den Fettemulsionen mit 1 x4 angenommen wird. Untersuchun-
gen dariiber, wie sich gegebenenfalls Emulsionen mit abweichenden Teilchen-
groBen auswirken, insbesondere wenn sie Teilchendurchmesser von wesentlich
mehr als 2 y aufweisen, sind unseres Wissens bis jetzt noch nicht durchgefiihrt
worden. Es wurde daher in dieser Arbeit versucht, Fettemulsionen mit Teilchen
von 2 bis 5§ und mehr g Durchmesser herzustellen und die Verwertung dieser
Emulsionen nach Markierung mit C im Kérper der Ratte im Vergleich mit
,,kleintropfigen'* Emulsionen zu untersuchen. Die Markierung erfolgte durch
Zugabe von Palmitinséure-, Olsédure- und Linolsguremethylester, die in Stellung
! mit “C markiert waren. Wir benutzten als Fett handelsiiblich raffiniertes
Sojadl, das also als ,,Vehikel* fiir die Markierungssubstanz diente und tber
dessen erndahrungsphysiologische Eigenschaften umfangreiche Erfahrungen am
Institut vorlagen. Histologische Untersuchungen an den Organen der Versuchs-
tiere sollten die Befunde erweitern.

*) Der Technischen Assistentin Friulein Ir1s STrock danken wir auch an dieser Stelle
fiir ihre Mitarbeit.



