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Athanol entfaltet seine Stoffwechselwirkung vorwiegend in der Leber,
am Ort seines Hauptabbaues (Leloir und Munoz, 1938). Im Vordergrund
der Leberwirkung steht die Uberflutung des Organs mit Substratwasser-
stoff in Form von NADH bzw. NADPH, als deren Folge die Redoxquotien-
ten in der Leberzelle (Lundquist et al. 1962, Biitner 1961, Smith und New-
man 1959, Forsander et al. 1965 und 1966, Rawat 1969, Baron et al. 1969,
Papenberg et al. 1970, Krebs 1971 u. a.) und die Produktion von Acetal-
dehyd und Acetat ansteigen (Lundsgaard 1938, Forsander et al. 1958, For-
sander und Rdihd 1960, Lundquist et al. 1962 u. a.). Von den Reaktions-
produkten des Athanolabbaues fallen NADH und Acetat bzw. Acetyl CoA
auch bei der Pyruvatdehydrogenasereaktion an, weshalb ein verminderter
Abbau von Pyruvat in Anwesenheit von Athanol vermutet werden kann.
Zur Frage dieses Zusammenhangs von Athanolabbau und Pyruvatdehydro-
genasehemmung liegen nur wenige Befunde vor (Baron et al. 1969), aus
denen der Mechanismus einer solchen Hemmung nicht hervorgeht. In
Abatmungsversuchen am Ganztier konnten Segovia-Riquelme et al. (1956,
1962) keinen Unterschied in der Abatmung von *CO, aus Pyruvat-1-14C bei
Trinkerratten und Kontrollen nachweisen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, zu priifen, ob unter dem
EinfluB von Athanol eine Abbauhemmung von Pyruvat bei Normal-, dtha-
noladaptierten und Thiaminmangelratten zustande kommt. Hierzu werden
die Abatmung von 4CQ, aus Pyruvat-1-"C sowie die Aktivitdt und die
Interkonvertierung der Pyruvatdehydrogenase in Herz, Leber und Gehirn
gemessen.

Methode

I. Reagenzien

Pyruvat-1-14C von der Firma The Radiochemical Centre, Amersham

Athanol p.a, Thiaminpyrophosphat, Athylenglycolmonomethylither, Atha-
nolamin, von der Firma Merck, Darmstadt

Zitratsynthase (EC 4.1.3.7), Laktatdehydrogenase (EC 1.1.1.27), Phosphotrans-
acetylase (EC 2.3.1.8), NAD, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Tridthanolamin,
Oxalessigsdure, von der Firma Boehringer, Mannheim

PPO (2,5-Diphenyloxazol), Bis-MSB (1,4-Bis[O-methylstyryl]benzol, Soluene® von
der Firma Packard Instruments, Frankfurt.
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II, Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten minnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
50-200 g. Fir die Langzeitversuche wurden Wistar-Ratten bei einem Ko&rper-
gewicht von 80 g eingesetzt. Diese Tiere erhielten in steigender Konzentration
Athanol als Trinkfliissigkeit, wobei innerhalb von 8 Tagen die Athanolkonzen-
tration auf 30% erhéht wurde. Die Tiere wurden iiber 10 Monate mit 30%igem
Athanol als Trinkfliissigkeit gehalten. Die Thiaminmangelversuche wurden in
Kifigen durchgefiihrt, die eine Kopraphagie einschrinken. Als Diat erhielten
die Tiere das Thiaminmangelfutter der Firma Nutritional Biochemicals Corpora-
tion, Cleveland, Ohio. Die Kontrolltiere erhielten gleiche Mengen Thiamin-
mangelfutter und zusétzlich Thiamin. Die Normaltiere wurden mit dem Futter
der Firma Hoveler (Langenfeld-Immigrath) und Wasser ad libitum ernihrt.

II1, Versuchsablauf

Die Tiere wurden im Atherrausch dekapitiert, die Organe entnommen und
sofort in 0,154 M KCIl-lmM EDTA-10mM Trispuffer, pH 7,4, mit dem Potter-
Elvehjem-Homonogisator homogenisiert. Dieses 1:10 Homogenat wurde direkt
fiir die Enzymaktivititsmessungen der Pyruvatdehydrogenase (modifiziert nach
Reinauer et al. 1968) eingesetzt.

Fir die Bestimmung der Alkoholdehydrogenaseaktivitidt wurde das Organ-
homogenat in der Ultrazentrifuge (60" bei 100 000 x g) abzentrifugiert und der
klare Uberstand zur Aktivititsmessung eingesetzt (Khouw et al. 1963). Die
Werte wurden auf g Frischgewicht oder aber auf 16sliches Protein, bestimmt
nach der Biuret-Methode, bezogen.

Die Abatmungsversuche wurden an Versuchstieren durchgefiihrt, die iiber
Nacht gehungert hatten. Die Tiere wurden nach i. p. Injektion von 1 xCi Pyru-
vat-1-C# pro 100 g Korpergewicht in Stoffwechselkifige gesetzt und die Atem-
luft kontinuierlich durch ein Gemisch von Athanolamin-Methylcellosolve (1 +1)
gesaugt. Aliquot der Absorptionsldsung wurde mit Diotol versetzt und die Zer-
fallsrate im Tricarb-Scintillationsspektrophotometer (Firma Packard) gemessen.

IV. Enzymaktivititsmessungen

Die Aktivitdtsmessung der Pyruvatdehydrogenase erfolgte entweder direkt
nach Homogenisieren der Organe Leber und Herzmuskel in 0,154 M KCl - 1 mM
EDTA - 10 mM Trispuffer, pH = 7,4, oder nach Frierstopp. Die friergestoppten
Organe wurden im Morser unter fllissigem Stickstoff zerrieben, mit 409 Gly-
cerin in 0,020 M Phosphatpuffer, pH = 7,0, mit dem Ultraturrax bei -10° C
homogenisiert (Wieland und Siess, 1971) und entweder direkt oder nach 20’ Vor-
inkubation bei 37° C mit 10 mM Mg**-Ionen auf Pyruvatdehydrogenaseaktivitit
untersucht.

Ergebnisse
I. Abatmungsversuche am Ganztier mit Pyruvat-1-11C

Die Versuchstiere erhielten 1 uCi Pyruvat-1-“C pro 100 g Korper-
gewicht intraperitoneal injiziert und wurden tiber 6 Stunden in Stoffwech-
selkifigen gehalten. Untersucht wurden jeweils im Parallelversuch nor-
malernihrte Tiere, Thiaminmangeltiere sowie normalernihrte Tiere, die
iiber 10 Monate 30%siges Athanol als ausschlieBliche Trinkfliissigkeit er-
halten hatten. Die hdchste Abatmung an *#CO, wurde bei den normal-
ernihrten Tieren gemessen (Abb. 1).

In einer zweiten Serie wurde den gleichen Tiergruppen zusidtzlich
0,5 ml 50°%oiges Athanol pro 100 g Koérpergewicht intraperitoneal bei Be-
ginn der Abatmung injiziert. Gegeniiber dem vorhergehenden Versuch war
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Abb. 1. Abatmung von MCO, nach 1. p. Injektion von 1 uCi Pyruvat-1-4C in Normal-,
Mangel- und Kontrolltieren,

die Abatmung in jeder Vergleichsgruppe deutlich verzidgert, besonders
eindrucksvoll bei den normalgefiitterten Tieren, am geringsten ausgeprigt
bei den #thanoladaptierten Tieren. Bei den Thiaminmangeltieren ver-
zogerte die zusitzliche Athanolinjektion den Pyruvatabbau signifikant nur
in den ersten 2 Stunden (Abb. 1).

Aus den Untersuchungen folgt:

1. Tiere im Thiaminmangel bauen Pyruvat signifikant vermindert gegen-
iiber normalgefiitterten Tieren ab.

2. Unter einer Athanolinjektion bauen normalernihrte Tiere Pyruvat-
I-1C verzégert ab.

3. Eine Athanolinjektion hat bei Ratten, die lingere Zeit 30%oiges Atha-
nol als ausschlieBliche Trinkfliissigkeit erhalten haben, einen geringeren
depressiven Effekt auf den Pyruvatabbau als bei normalernihrten und
an Athanol nicht gewdhnten Tieren.

I1. Aktivititsmessung der Pyruvatdehydrogenase

Um die Ursache des verminderten Pyruvatabbaus zu kliren, wurde die
Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase sowie ihre Interkonvertierbarkeit
untersucht.

1, Pyruvatdehydrogenaseaktivitit bei dthanoladaptierten Tieren

Vergleicht man die Gesamtaktivitit der Pyruvatdehydrogenase in den
Organen Herz, Leber und Gehirn bei normalernidhrten und wassergetriank-
ten Tieren und bei normalernéhrten, &thanoladaptierten Tieren (10 Monate
lang 30%iiges Athanol), so findet man eine nicht signifikante Reduktion
der Pyruvatdehydrogenaseaktivitit im Herzmuskel, wihrend der Unter-
schied in der Leber und im Gehirn signifikant gegeniiber den Kontroll-
tieren ist. Ein signifikanter Anstieg der Enzymaktivitit durch Vorinkuba-
tion mit Thiaminpyrophosphat konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 2).

Langdauernde Athanolapplikation vermindert also die Gesamtaktivitit
der Pyruvatdehydrogenase in den drei untersuchten Organen. Die Aktivi-
tétssteigerung durch Thiaminpyrophosphat war sowohl in den ithanol-
adaptierten als auch in den Kontrolltieren nicht signifikant.
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Abb. 2. Gesamtaktivitit der Pyruvatdehydrogenase (PDH,.,) in Homogenat des Herz-
muskels, der Leber und des Gehirns thl dthanoladaptierten und normalernihrten
Ratten.

2. Aktuelle und Gesamtaktivitit der Pyruvatdehydrogenase unter einer
einmaligen hohen Dosis von Athanol

Die aktuelle Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase kann durch Inter-
konvertierung erhoht bzw. vermindert werden. Bei der Aktivierung
der Pyruvatdehydrogenase durch die Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase
kommt der Magnesiumionenkonzentration in vitro eine entscheidende
Rolle zu. Daher wurde in einer Serie von Vorversuchen der EinfluB von
verschiedenen Magnesiumionenkonzentrationen auf die aktuelle Aktivitit
der Pyruvatdehydrogenase untersucht. Die Bestimmungen wurden an Nor-
mal- und Thiaminmangeltieren (im Stadium 4) in Herz, Leber und Gehirn
mit und ohne Zugabe von Thiaminpyrophosphat durchgefiihrt. In Gegen-
wart von Thiaminpyrophosphat wurde, weitgehend unabhingig von der
Magnesiumionenkonzentration, eine volle Aktivierung der Pyruvatdehy-
drogenase erreicht. Der MeBwert der Pyruvatdehydrogenase lag mit
10 mM Mg™-Ionen und Thiaminpyrophosphat in allen Versuchen am héch-
sten. Zur Reduktion der interindividuellen Streuung wurde dieser Mef3-
punkt als 100%s angesetzt (Abb. 3). Die Befunde zeigen, daf} die Pyruvat-
dehydrogenaseaktivitdt ohne Zusatz von Thiaminpyrophosphat im Bereich
von 0 bis 20 mM Mg**-Ionen angenéhert eine logarithmische Funktion der
Mg™-Ionenkonzentration ist. Auffallend ist, daB die Steuerfunktion der
Mg**-Ionen in den von uns gemessenen Bereichen von einem Thiaminpyro-
phosphat-UberschuB jederzeit iiberspielt werden kann und dann zur vollen
Aktivitit flihrt. Dieser Effekt bedarf noch der weiteren Kldrung.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Aktivitit der PDH, und die
Gesamtaktivitit (PDH,.1) der Pyruvatdehydrogenase untersucht (Tab. 1).
Athanol vermindert in der Leber von Normaltieren die Aktivitat der
PDH, signifikant. In dthanoladaptierten Tieren ist der prozentuale Anteil
der PDH, an der Gesamtaktivitit noch niedriger. Im Herzmuskel von
athanolvorbehandelten Versuchstieren ist die aktuelle Pyruvatdehydro-
genaseaktivitdt gegeniiber den Kontrollen nicht signifikant verindert.

In einer weiteren Versuchsserie wurde die Aktivitit der Pyruvatdehy-
drogenase mit und ohne Thiaminpyrophosphatzusatz jeweils bei 1 und
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Abb. 3, Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase in Thiaminmangeltieren mit und ohne
Vorinkubation mit Thiaminpyrophosphat (10 M) in Gegenwart von verschiedenen
Mgt-Konzentrationen.

10 mM Magnesiumionenkonzentration zu verschiedenen Zeiten nach Atha-
nolgabe gemessen. Zur Untersuchung kamen Normaltiere und Thiamin-
mangeltiere im Stadium IV des Mangelzustandes. Zu jedem MeBzeitpunkt
wurden gleichzeitig Herz, Leber und Gehirn von 4 Tieren aufgearbeitet,
nimlich von einem Normaltier (N), einem Normaltier, dem 0,5 ml einer
50%igen Athanollésung pro 100 g Kérpergewicht intraperitoneal injiziert
worden waren (NA), von einem Thiaminmangeltier (M) sowie von einem
Thiaminmangeltier, dem Athanol in gleicher Dosis und Art wie oben be-
schrieben appliziert worden war (MA). Zwischen den Werten von N und
NA sowie von M und MA konnten somit fiir jeden MeBpunkt Paardiffe-
renzen gebildet werden, die dann auf die jeweiligen Absolutwerte bezogen
wurden.

Abb. 4 zeigt die Mittelwerte der Paardifferenzen aller 4 Mewerte
(1 mM Mg**-Ionen mit und ohne Thiaminpyrophosphat, 10 mM Mg*"*-Ionen
mit und ohne Thiaminpyrophosphat) unter Angabe der Vertrauensgren-
zen. Normaltiere zeigen demnach eine deutliche Depression der direkt
meBbaren Pyruvatdehydrogenaseaktivitit- ab der vierten Stunde nach
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Tabelle 1. Aktuelle Aktivitit (PDH,) und Gesamtaktivitdt (PDHgy4n) der Pyruvat-

dehydrogenase in Normaltieren ohne und mit Athanolvorbehandlung im Vergleich

zu #thanoladaptierten Tieren nach Athanolgabe. Athanol (0,5 ml 50°/, Athanol/
100 g Korpergewicht) wurde 4 Std. vor der Aktivitdtsmessung i. p. injiziert

Leber
n PDHa PDHsa + b
mU/mg mU/g mU/mg mU/g
Protein F.G. Protein F. G.
1. Normaltiere 6 1,31%+ 275%+ 6,3 %+ 1322*
4+ 0,21 4+ 55,1 + 0,95 + 248
2. Normaltiere 4 6 1,037%° 222 %° 4,00%° 860*
Athanol + 0,120 + 32,6 - 0,387 + 142
3. Athanoladaptierte 5 0,794+° 157+° 5,15+° 1005
Tiere + Athanol + 0,176 + 63,2 + 0,527 1 222
Herzmuskel
n PDHa PDHa 4+ b
mU/mg mU/mg mU/g mU/g
Protein F. G. Protein F. G.
1. Normaltiere 6 6,25 938 21,6* 2990*
+ 1,01 4115 1+ 4,6 + 281
2. Normaltiere + 6 5,63° 832° 15,6*° 2313*°
Athanol + 0,461 4+ 79,3 4+ 3,8 4 615
3.  Athanoladaptierte 5 7,708° 1104° 22,1° 3168°
Tiere + Athanol + 0,959 4131 + 2,6 + 340

Werte: X + 8¢

*p < 0,05 zwischen 1 und 2
+ p < 0,025 zwischen 1 und 3
° p < 0,025 zwischen 2 und 3

Athanolinjektion in der Leber mit Gipfel nach fiinfeinhalb Stunden. Die
Pyruvatdehydrogenaseaktivitit wird in Herz und Gehirn dagegen erst ab
fiinfeinhalb Stunden deutlich gemindert, erreicht nur das halbe AusmaB
der Aktivitdtsdepression in der Leber. In den mangelfuttererndhrten Tie-
ren ist die Aktivitdtsinderung der Pyruvatdehydrogenase analog.

Diskussion

Die Wirkung von chronisch verabreichtem Athanol auf den Pyruvat-
abbau ist zu unterscheiden von einer einmaligen Athanoldosis bei Nor-
maltieren.

Versuchstiere, die tiber mehrere Monate Athanol als Trinkfliissigkeit
erhielten, zeigten einen nur geringgradig verminderten Abbau von Pyru-
vat. Entsprechend war die Pyruvatdehydrogenasegesamtaktivitit in Leber,
Herz und Gehirn nur geringradig gegeniiber den Kontrollen vermindert.
Auch eine einmalige hohe Athanoldosis bewirkte in diesen &thanoladap-
tierten Tieren eine im Verhéltnis zu Kontrollen nur geringe Minderung
des Pyruvatabbaues.

Eine einmalige hohe Athanoldosis hat bei Normal- wie auch bei
Vitamin-B;-Mangeltieren hingegen einen deutlich verminderten Pyruvat-
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Abb. 4. Paardifferenzen der Pyruvatdehydrogenaseaktivitit in lNthanolbehandelten Nor-
mal- und Mangeltieren gegen unbehandelte Tiere der entsprechenden Serle. Berechnung:

z. B. Paard‘ﬂereﬁfr (NT - N&) | 106 . Zahl der Versuche.

abbau zur Folge. Entsprechend war bei diesen Gruppen nach einer ein-
maligen Athanoldosis die Pyruvatdehydrogenaseaktivitit (PDH,) gegen-
iiber den Kontrollen erniedrigt, und zwar in der Leber frither und aus-
geprigter als im Herzmuskel und im Gehirn.

Als Ursachen fiir die Aktivititsminderung der Pyruvatdehydrogenase
kommen in Betracht: Anstau von Reaktionsendprodukten u.a. NADH,
Mangel an Thiaminpyrophosphat, Bildung von Hemmstoffen der Pyruvat-
dehydrogenase (Acetoin, 4-Keto-5-hydroxyhexanséure), Interkonventie-
rung der Pyruvatdehydrogenase.

Aus mehreren Untersuchungen, insbesondere an der isoliert perfun-
dierten Leber, geht hervor, daB die Uberflutung der Leber mit NADH bei
der &dthanolbedingten Stoffwechselstérung in den Mittelpunkt der Be-
trachtung gestellt werden muB (Lieber, 1967; Krebs et al., 1969; Krebs und
Perkins, 1970; Forsander et al,, 1965). NADH erhoht den Redoxquotienten
Lactat/Pyruvat (Forsander et al. 1965; Forsander, 1966; Rawat, 1969; Schi-
massek et al. 1971) und vermindert hierdurch das Substratangebot fiir die
Pyruvatdehydrogenase. NADH (Hansen und Henning, 1966; Schwarz et al.
1968) und Acetyl-CoA (Garland und Randle, 1964) hemmen die Pyruvat-
dehydrogenase. Der Gehalt an Acetyl-CoA ist in der Leber unter Athanol
nach Rawat (1968) vermindert, nach Bode et al. (1971) erhdht. Nach den
Untersuchungen von Linn et al. (1969) sowie Wieland et al. (1971 und Wie-
land und Siess (1969, 1970) kann die Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase
in der Leber durch Interkonventierung regulatorisch veridndert werden.
Die regulatorischen GréBen in der intakten Zelle sind unbekannt. Auf
Grund von Versuchen in vitro wurden in Betracht gezogen: Pyruvat, Mg,
cycl. AMP, CoA, Acetyl CoA, Adeninnukleotide, Citratcyclusmetabolite
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(Reed et al. 1970; Wieland et al. 1970; Gessner et al. 1971; Reinauer und
Miiller-Ruchholtz 1972). Unter Athanol wird die aktuelle Aktivitit der
Pyruvatdehydrogenase in der Leber signifikant vermindert, wobei die
Gesamtaktivitit des Enzyms nur geringgradig herabgesetzt ist. Der Ansto8
zur Umwandlung der Pyruvatdehydrogenase in eine inaktive Form konnte
von den Quotienten NADH/NAD, Acetyl-CoA/CoA oder von ATP/ADP
ausgehen; aus den vorliegenden Befunden kann hierzu keine Stellung ge-
nommen werden.

Die Bedeutung von Magnesiumionen zur Interkonvertierung ist in den
Vorversuchen angeklungen. Eigentlimlicherweise wird der Effekt durch
einen UberschuB an Thiaminpyrophosphat iiberdeckt, obwohl in der
Thiaminpyrophosphatlésung keine Magnesium- oder Calciumionen ent-
halten sind. Dieser Effekt, d. h. der EinfluB von Thiaminpyrophosphat
auf die Interkonvertierung der Pyruvatdehydrogenase, wurde auch von
Koike und Mitarb. (pers. Mitteilung) gefunden und bedarf noch der end-
gliltigen Deutung.

Kondensationsprodukte, die sich aus Acetyldehyd und Pyruvat bzw.
a-Ketoglutarat unter der Wirkung der Pyruvatdehydrogenase bzw. a-Keto-
glutaratdehydrogenase bilden, kommen als Hemmstoffe des Pyruvatab-
baues in vivo kaum in Betracht (Bloom et al. 1966).

Der Zusammenhang zwischen Thiaminmangel und Alkoholismus ist
sicher sehr komplex. Bei &#thanoladaptierten normalernihrten Ratten
konnte kein Thiaminmangel festgestellt werden. Diese Tiere iiberlebten
in unseren Versuchen den Thiaminmangel linger als die mit Wasser ge-
trinkten Tiere.

FaBt man die Befunde zusammen, so l#8t sich der verminderte Abbau
von Pyruvat nach Athanolgabe durch eine Hemmung der aktuellen Pyru-
vatdehydrogenaseaktivitit in der Leber erkliren, wobei vermutlich die
Interkonvertierung und die Endprodukthemmung der Pyruvatdehydro-
genase eine Rolle spielen. Langfristig mit Athanol behandelte Tiere zeigen
keine Abbauhemmung von Pyruvat unter Athanol. Der Abbau von Athanol
erfolgt in diesen adaptierten Tieren schneller, méglicherweise unter Ein-
beziehung des mikrosomalen Systems, denn eine Aktivititssteigerung der
Alkoholdehydrogenase in der Leber konnte hier nicht nachgewiesen wer-
den. Die Aktivitdtsminderung der PDH, war aber auch in diesen Tieren
signifikant nachweisbar. Im Thiaminmangelzustand schlieBlich ist der Ab-
bau von Athanol im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht eingeschrinkt.
Die Konkurrenz von Athanol- und Pyruvatabbau ist auch in diesen Tieren
nachweisbar.

Zusammenfassung

Der Abbau von Pyruvat wird in normalernéhrten, in dthanoladaptierten und
Thiaminmangel-Ratten vor und nach einer Athanolinjektion untersucht.

1.Die Abatmung von “C, aus Pyruvat-1-4C wird durch Athanol in Normal-

und Thiaminmangeltieren verzigert. In dthanoladaptierten Ratten ist dieser
Effekt geringer.

2. Die aktuelle Pyruvathydrogenaseaktivitdt in der Leber von #thanoladap-
tierten Ratten ist nicht signifikant reduziert. 4 Std. nach einer Athanolinjek-
tion ist die aktuelle Pyruvatdehydrogenaseaktivitit in Normaltieren und
dthanocladaptierten Tieren signifikant vermindert.
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3.Die Gesamtaktivitit der Pyruvatdehydrogenase ist unter Athanol in den
Organen Herz, Leber, Gehirn nicht vermindert.

4. Hohe Thiaminpyrophosphat-Konzentrationen aktivieren die Pyruvatdehy-
drogenaseaktivitit auch bei niederen Mg**-ionenkonzentrationen.
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