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Aus dem Inst i tut  f~ir Physiologische Chemie I und dem Lehrstuhl  
fi~r Klinische Biochevnie (Diabetologie) der Universiti~t Diisseldorf 

Pyruvat. und ~-Ketoglutaratatmung in Mitochondrien 
der Tl~am~um~gelratte*) 

V o n  D. J a n u s c h k e ,  H. R e i n a u e r  und  S. H o l l m a n n  

Mit 7 Abbildungen 

(Eingegangen am 16. August 1973) 

In der terminalen Phase des aliment~ren Thiaminmangels bei der Ratte 
sind die Mitochondrien des Herzmuskels geschwollen, ihre Zahl ist erh6ht 
(BSzner  et al. 1969). Biochemisch land man in dieser Phase eine Aktivi-  
t~tsminderung der Pyruva t -  und a-Ketoglutaratdehydrogenase in den Mi- 
tochondrien des Herzmuskels, der Leber und des Gehirns. Aul3er diesen 
thiaminabh~ngigen mitochondrialen Enzymen waren auch die Aktivi-  
tfiten der Thiaminpyrophosphokinase,  der Isozitratdehydrogenase, der Lac- 
tatdehydrogenase, der Glukose-6-phosphatdehydrogenase verminder t  (Gub-  
Zer 1968, BZum 1969, R e i n a u e r  et al. 1971). Die Aktivit~ten anderer  Enzyme 
wie Malatdehydrogenase, Lipoamiddehydrogenase,  Dihydrolipoamidacetyl-  
transferase, Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase und Phosphorylase 
waren hingegen unver~ndert.  

Die Frage nach dem Aktivit~tsverlust der Pyruvatdehydrogenase  im 
Thiaminmangel  ist mit den Untersuchungen von L i n n e t  al. (1969) bzw. 
Wi e land  und Mitarb. (1969-1971) erneut aktuell  geworden. Es stellt sich 
die Frage, inwieweit dieser Aktivit~tsabfall im schweren Thiaminmangel-  
zustand durch irreversible Phosphoryl ierung des Pyruvatdehydrogenase-  
komplexes zustande kommt. Weiterhin ist zu pr/ifen, mit welcher Ge- 
schwindigkeit die isolierten Mitochondrien aus Mangelt ierorganen Pyruva t  
bzw. a-Ketoglutarat  veratmen und in welchem Mal3e dieser O2-Verbrauch 
durch Thiaminpyrophosphat  aktiviert werden kann. 

Material und Methode 
1. Reagenzien 

Saccharose ffir biochemische Zwecke, /~thylendiamintetraessigsfiure, Di- 
natriumsalz, Thiaminpyrophosphors~ure, Brenztraubens~ure Natriumsalz, Niko- 
tins~iureamid yon der Firma Merck, Darmstadt 

2-Mercapto~thanol yon der Firma Fluka AG., Schweiz 

*) Mit Unterstfitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft und des Landes- 
amtes filr Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen 
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NAD, N A D P ,  ADP,  D i b u t y r y l - c y c l o - A M P ,  Oxalessigs~iure,  T r i s ( h y d r o x y -  
m e t h y l ) a m i n o m e t h a n ,  T r i f i t h a n o l a m i n h y d r o c h l o r i d ,  G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t d e h y d r o -  
g e n a s e  aus  Here  (EC 1.1.1.49), P h o s p h o g l u c o s e - I s o m e r a s e  aus  Hefe  (EC 5.3.1.9), 
H e x o k i n a s e  (EC 2.7.1.1) v o n d e r  F i r m a  B o e h r i n g e r ,  M a n n h e i m  

B i n o t a l  | y o n  d e r  F i r m a  B a y e r ,  L e v e r k u s e n .  

2. Versuchstiere 

50 b is  70 g s c h w e r e  W i s t a r - I I - R a t t e n  w u r d e n  m i t  e i n e r  t h i a m i n a r m e n  Di~t  
( N u t r i t i o n a l  B iochem i ca l s  Corp.,  C l e v e l a n d / O h i o )  e r n ~ h r t .  Die  T ie r e  w u r d e n  in  
v e r s c h i e d e n e n  S t a d i e n  des  T h i a m i n m a n g e l z u s t a n d e s  u n t e r s u c h t .  De r  T h i a m i n -  
m a n g e l z u s t a n d  w i r d  in  4 S t a d i e n  y o n  j ew e i l s  8 T a g e n  e inge te i l t ,  w o b e i  i ra  S t a -  
d i u m  4 v e s t i b u l ~ r e  R e i z e r s c h e i n u n g e n  bzw.  t o n i s c h - k l o n i s c h e  K r ~ m p f e  e inse t zen .  
Al le  T i e r e  e r h i e l t e n  W a s s e r  ad  l i b i t um.  Die  K o n t r o l l t i e r e  w u r d e n  m i t  M a n g e l -  
f u t t e r  e r n ~ h r t  u n d  m i t  T h i a m i n  s u p p l e m e n t i e r t .  I n  e i n e r  w e i t e r e n  V e r s u c h s s e r i e  
w u r d e n  die R a t t e n  p a a r w e i s e  gef f i t te r t ,  w o b e i  d ie  K o n t r o l l t i e r e  die g le iche  
M e n g e  M a n g e l f u t t e r ,  das  d u r c h  T h i a m i n  e r g ~ n z t  w a r ,  e r h i e l t e n .  Die  G e w i c h t s -  
k u r v e n  d e r  M a n g e l t i e r e  u n d  d e r  K o n t r o l l e n  g e h e n  aus  d e r  Abb .  1 h e r v o r .  
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Abb. 1. Gewichtskurve von paarwelse geffltterten Ratten. Die Mangeltiere erhielten t~lg- 
lich 15 g Futter  vorgelegt. Dutch Rfickwiegen wurde die Futteraufnahme und damit die 

Futtermenge for die Kontrolltiere besttmmt. 

3. Methoden 

Die  R a t t e n o r g a n e  w u r d e n  so fo r t  in  e i sgek f ih l t e r  S a c c h a r o s e - E D T A - T r i s - L S -  
s u n g  (0,3 M - 1 m M  - 10 m M,  p H  7,4) m i t  d e m  Potter-Elvehjem-Homogenisator 
h o m o g e n i s i e r t ,  d ie  M i t o c h o n d r i e n  d u r c h  D i f f e r e n t i a l z e n t r i f u g a t i o n  in  d e r  K i i h l -  
z e n t r i f u g e  (Sorva l l )  n a c h  Schneider (1948) bzw.  Hogeboom u n d  Schneider (1948) 
g e w o n n e n  u n d  z w e i m a l  gewaschen .  Die  g e w a s c h e n e n  M i t o c h o n d r i e n  w u r d e n  in  
e i n e r  L S s u n g  n a c h  Stuart u n d  Williams (1986) a u f g e n o m m e n .  Die  P r o t e i n k o n -  
z e n t r a t i o n e n  in  d e n  Warburg-Ans~tzen l a g e n  be i  H e r z m u s k e l m i t o c h o n d r i e n  
d u r c h s c h n i t t l i c h  be i  2,5 m g  p ro  A ns a t z ,  be i  d e n  N i e r e n m i t o c h o n d r i e n  be i  3,6 m g  
u n d  be i  d e n  L e b e r m i t o c h o n d r i e n  be i  10,7 mg.  Die  P r o t e i n b e s t i m m u n g  w u r d e  m i t  
d e r  B i u r e t - M e t h o d e  d u r c h g e f i i h r t ,  w o b e i  S e r u m a l b u m i n  als  S t a n d a r d  d ien te .  
D e r  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h  d e r  M i t o c h o n d r i e n s u s p e n s i o n  w u r d e  m i t  d e m  Warburg- 
A p p a r a t  in  13-ml-Gef~iI3en b e s t i m m t .  D e r  A n s a t z  e n t h i e l t :  M a g n e s i u m c h l o r i d  
40 mM,  N A D  3 mM,  N i k o t i n s f i u r e a m i d  30 mM, CoA 0,4 mM, S e r u m a l b u m i n  
2 mg /ml ,  B i n o t a l  | 1,5 rag, 2 - M e r c a p t o f i t h a n o l  2 raM, P h o s p h a t p u f f e r  100 raM, 
M i t o c h o n d r i e n  2,5-10,5 m g  P r o t e i n ,  A D P  1,25 m_M, Glucose  3,50 raM, t t e x o -  
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kinase 0,15 mg, Thiaminpyrophosphat 0,5 raM. Das Endvolumen bestand aus 
2,0 ml, der pH wurde auf 7,4 eingestellt. 

Bestimmt wurden der endogene O2-Verbrauch und der O2-Verbrauch nach 
Zugabe yon i0 miVl Pyruvat bzw. ~-Ketoglutarat. Glucose-6-phosphat wurde 
nach Hohorst (1962) mit Hilfe der Glucose-6-phosphatdehydrogenase bestimmt, 
aus der Glucose-6-phosphatmenge und dem Sauerstoffverbrauch der P/O-Quo- 
tient errechnet. 

Die Aktivit~itsmessung der Pyruvatdehydrogenase erfolgte in den frierge- 
stoppten Organen bei I mM MgCI 2 nach Reinauer et al. (1968, 1970). Das ein- 
gefrorene Gewebe wurde unter flfissigem Stickstoff pulverisiert, rnit 40% Gly- 
cerin in 0,050 M Phosphatpuffer, pH = 7,4, bei - i 0  ~ C homogenisiert, und dieses 
Homogenat direkt oder nach Vorinkubation mit 1 bzw. I0 mM MgCI~ zur Akti- 
vit~itsmessung der Pyruvatdehydrogenase eingesetzt (Wieland und Siess 1971). 

Extrakte aus Normaltiermitochondrien: Nach AufschluB der reinen Mitochon- 
drien durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen in hypotonem Phosphatpuffer 
wurde die Suspension 20 rain bei 30 000 X g zentrifugiert. Der l~berstand wurde 
in den Test eingesetzt. 

Ergebnisse 

Zur Ermit t lung der optimalen MeBbedingungen wurde eine Reihe yon 
Vorversuchen durchgeffihrt. Inkubier t  man  Mitochondrien aus Normal-  
tieren mit dem Standardansatz,  so erh~It man bei der Py ruva ta tmung  yon 
Nierenmitochondrien regelm~Big zu niedrige P/O-Quotienten. Weiterhin 
ging aus den Messungen im substratfreien Medium hervor, dab fiber eine 
l~ngere Zeit ATP aus dem Umsatz yon endogenem Substrat  geliefert wird, 
wie es auch von anderen Autoren (Minnaert  1960, Bryla  et al. 1967, Wein-  
bach 1958, 1960, 1961) beschrieben wurde. Diese endogene Atmung der 
Mitochondrien nimmt mit fortschreitendem Thiaminmangel  zu. Py ruva t  
bewirkte zwar eine Steigerung der O2-Aufnahme, jedoch keine adequate 
Zunahme der ATP-Produktion.  MSgliche Ursachen sind: 

1. ATP-verbrauchende Enzymaktivi t~ten (Myokinase etc.) (Slater 1952). 
2. Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung.  

Um optimale Versuchsbedingungen zu erhalten, wurde der urspriing- 
fiche Ansatz systematisch variiert. Es zeigte sich, dal3 eine O~-Aufnahme 
nur  in Gegenwart  von NAD, ADP und Coenzym A erfolgt. Als entkop- 
pelnde Faktoren erwiesen sic_h: Hypotones Medium, lange Inkubations-  
dauer  bei 37 ~ C, freie Fetts~iuren. Die Wirkung der Myokinase lieB sich 
dutch NaF (40 raM), die entkoppelnde Wirkung der freien Fetts~uren durch 
Albuminzugabe unterbinden. Zur Wahrung der Isotonie wurden alle Sub- 
stanzen im Isolationsmedium (Saccharose 0,3 M, Tris-Puffer 10 raM, EDTA 
0,1 mM, pH = 7,4) gelSst. 

Inkubiert  man Nierenmitochondrien yon Normalt ieren mit Pyruva t  als 
Substrat, dann steigt die Atmungsaktiviti i t  mit zunehmender  Magnesium- 
konzentration nur  geringffigig an. Ein Maximum findet man bei 40 mM 
(Abb. 2). Bei h6heren Magnesiumkonzentrat ionen geht der Sauerstoffver- 
brauch eher zurfick. 

Der mittlere Sauerstoffverbrauch betr~gt bei Nieren- und Lebermito-  
chondrien 760 bzw. 933 #1 O2/100 mg Protein und Stunde. In den Nieren- 
mitochondrien liegt der P/O-Quotient  bei etwa 2,5. Erh6ht man bei diesen 
Nierenmitochondrien die NAD-Konzentrat ion von 3 bis 20 raM, so f~llt 
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Abb.  2, O=-Verbraue~, A T P - P r o d u k t i o n  und P/O-Quot ien t  tn N ie renmi tochondr ten  yon 
Normaltleren. Mit stetgender Mg++-Konzentration steigen der O2-Verbrauch, die ATP-Pro- 

duktlon und der P/O-Quotient an (n = 3). 

bei g le ichble ibendem Sauers tof fverbrauch  die A T P - P r o d u k t i o n  und dami t  
der  P /O-Quot ien t  auf 1,05 ab (Abb. 3). 

I nkub ie r t  man Herz-  und Lebermi tochondr ien  mit  P y r u v a t  bzw. mi t  
P y r u v a t  und Oxalace ta t  als Substra t ,  so ist der  Sauers tof fverbrauch  in 
Gegenwar t  be ider  Subs t ra te  erhSht.  Die Unterschiede sind besonders  in 
den Herzmuske lmi tochondr ien  ausgepr~gt.  In der  Leber  f t ihr t  die Oxal -  
ace ta tzugabe  zu ke iner  wesent l ichen Ste igerung  der  Atmung.  

Ers taunl ich  ist  der  groBe Unterschied beim Sauers tof fverbrauch zwi-  
schen P y r u v a t  und a -Ke tog lu ta ra t .  Bei Nierenmi tochondr ien  yon Norma l -  
t ie ren  ist der  durchschnit t l iche Sauers tof fverbrauch mit  a - K e t o g l u t a r a t  als 
Subs t ra t  2750 F1 OJ100 mg/S tunde  und dami t  mehr  als d re imal  so hoch 
wie bei  Pyruva t .  Der  O2-Verbrauch mi t  P y r u v a t  als Subs t r a t  l iegt  im gle i -  
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A b b .  3. A b h ~ n g i g k e i t  d e s  O 2 - V e r b r a u c h s ,  d e r  A T P - B i l d u n g  u n d  d e s  P / O - Q u o t i e n t e n  y o n  
d e r  N A D - K o n z e n t r a t i o n .  Die  N A D - S u p p l e m e n t i e r u n g  h a t  b e r e t t s  b e l  3 /~Mol/ml A n s a t z  

e i n e n  o p t i m a l e n  E f f ek t .  

c_hen Bereich wie die Akt ivi t~tsmessungen der  Py ruva tdehydrogenase  in 
isolierten Mitochondrien und im Gewebe  nach Friers topp.  Der Sauerstoff-  
ve rbrauch  entspricht  e inem Umsatz  yon 42 ~Mol Pyruvat /100 mg/Std., der 
Umsatz  der z. T. akt iv ier ten  PDH wurde  in isolierten Mitochondrien zwi- 
schen 52-58 /~Mol/100 mg/Std,  gemessen (Reinauer  et al. 1971). Der P/Q- 
Quotient  liegt bei a -Ketog lu ta ra t  als Subs t ra t  ffir Lebermitochondrien bei 
2,5 bzw. 2,1, ffir Nierenmitochondrien bei 2,8. 

Untersucht  man  den O2-Verbrauch un te r  P y r u v a t  und a -Ke tog lu ta ra t  
in Mitochondrien yon Mangel t ieren 18 Tage nach Ffi t terung mi t  einer 
th i amina rmen  Di~t, so finder man  einen signifikanten Abfal l  des O2-Ver- 
brauchs, der bei P y r u v a t  nur  ca. 30%, bei a -Ke tog lu ta ra t  noch ca. 5 0 %  
des Kontrol lwer tes  betr~gt.  Der  ve rminde r t e  O2-Verbrauch wi rd  auf den 
schon bekannten  Aktivi t~tsabfal l  der P y r u v a t -  und  c~-Ketoglutaratdehy- 
drogenase im Thiaminmange l  zurfickgefiihrt. 
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g l u t a r a t  a l s  S u b s t r a t  ( n  = 3). 

Der Akt ivi t~tsabfal l  der Py ruva tdehydrogenase  kann  durch 3 Fak to ren  
bedingt  sein: 

1. dutch Mangel  an Th iaminpyrophospha t  
2. durch Inak t iv ie rung  des Pyruva tdehydrogenasekomplexes  infolge In te r -  

konver t i e rung  

3. durch Abbau  des Apoenzyms der  Py ruva tdehydrogenase  bzw. P y r u v a t -  
carboxylase.  

Der  durch Mangel an Thiaminpyrophosphat  bedingte  Akt ivi t~tsabfal l  
der  Py ruva tdehydrogenase  kann  durch In -v i t ro - Inkuba t ion  der  Mitochon- 
drien mit  Th iaminpyrophospha t  aufgehoben werden.  Nach unseren  Unte r -  
suchungen wi rd  das Apoenzym mit  10 .4 bis 10 -5 M Thiaminpyrophospha t  
innerhalb  yon 5 Min. mi t  Coenzym ges~ttigt. Die durch Th iaminpyrophos -  
pha t  ak t iv ie rbare  Menge an Py ruva tdehydrogenase  ist abh~ngig vom 
Mangelzustand der  untersuchten Ratten.  Im  Stadium I I I  und IV des Man-  
gelzustandes kann  man  eine Akt iv ie rung  fiber die Norm hinaus messen, 
woraus  auf  eine Vermehrung  der  akt iven Form der Py ruva tdehydrogenase  
(PDHa) geschlossen wird. 

Inkub ie r t  man  Nierenmitochondrien aus Mangel t ieren mi t  10 mM 
Mg§ um die Pyruva tdehydrogenase -phospha ta se  zu akt ivieren,  aber  
ohne Thiaminpyrophosphat ,  so erh~lt  m a n  keine wesentl ichen Differenzen 
zu den Wer ten  bei 1 mM Magnesiumchlorid (Abb. 5). Gibt  man  jetzt  zu- 
s~tzlich Thyaminpyrophospha t  in der  obengenannten  Konzent ra t ion  zu, 
dann erh~lt  man  bei 10 mM Mg§ gegenfiber den Wer ten  bei 1 mM 
einen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs,  der  jedoch statistisch nicht signi- 
f ikant ist. MSglicherweise kann  ein Teil der  Py ruva tdehydrogenase  ohne 
Th iaminpyrophospha t  im phosphoryl ie r ten  Zustand vorl iegen und durch 
Mg**-Ionen akt iv ier t  werden.  Eine Beeintr~chtigung der  In te rkonver t i e -  
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A b b .  5. N t e r e n m l t o c h o n d r l e n  a u s  M a n g e l t l e r e n  ( S t a d i u m  IV) t n k u b i e r t  m i t  P y r u v a t  als  
S u b s t r a t .  A k t i v i e r u n g  d e s  O = - V e r b r a u c h s  d u r c h  Mg++-Ionen  u n d  T P P  (n = 4). 

rung der Pyruvatdehydrogenase liegt in diesem Stadium des Thiamin- 
mangels nicht vor. 3',5'-AMP hatte bei Magnesiumkonzentrationen yon 
1 und 10 mM keinen steigernden Effekt auf den Sauerstoffverbrauch mit 
Pyruvat  als Substrat. Vergleicht man die ATP-Produktion mit dem Sauer- 
stoffverbrauch, so findet man bei 10 mM Magnesiumchlorid- und 0,5 mM 
Thiaminpyrophosphatzusatz die hSchsten Werte, wodurch der P/O-Quo- 
tient in Mangeltieren yon 0,68 bzw. 0,30 auf 1,44 ansteigt. 

Im Vergleich zur mitochondrialen Atmung wurde die aktuelle und 
durch In t e rkonver t i e rung  erreichbare Gesamtaktivit~t der Pyruvatdehy- 
drogenase in den friergestoppten NIangeltierorganen gemessen. Vergleicht 
man die gemessene Aktivit~t im Gesamthomogenat (65 pMoles/100 mg/h) 
mit dem Pyruvatabbau in isolierten Mitochondrien (52-58/~Moles/100mg/h), 
dann erh~lt man unter Berficksichtigung der unterschiedlichen Interkon- 
vertierung vergleichbare Werte (Abb. 4 und Abb. 6). Wie aus der Abb. 6 
welter hervorgeht, betr~gt im Normaltier die aktuelle Pyruvatdehydro- 
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Abb. 6. Aktlvit~t der Pyruvatdehydrogenase tm Stadium IV des Thiamlnmangels. Die 
Aktivit~it wurde in Organhomogenaten vor und nach Vorinkubatton mtt 10 mM Mg ~- 

Ionen und Thiaminpyrophosphat gemessen (n = 6). 

g e n a s e a k t i v i t ~ t  in  Herz ,  L e b e r  u n d  G e h i r n  27 ~ 21 ~ bzw.  78 ~ d e r  mSg-  
l ichen  G e s a m t a k t i v i t ~ t .  Diese  p r o z e n t u a l e n  U n t e r s c h i e d e  s ind  im T h i a m i n -  
m a n g e l t i e r  a u s g e p r ~ g t e r :  Die  a k t u e l l e  A k t i v i t h t  i m  G e w e b e  b e t r h g t  au f  
G r u n d  des  T h i a m i n p y r o p h o s p h a t m a n g e l s  in  Herz ,  L e b e r  u n d  G e h i r n  n u r  
noch 12,60/0, 12,90/0 bzw.  14,3 o/0 d e r  mSgl ichen  G e s a m t a k t i v i t h t .  Die  P y r u -  
v a t d e h y d r o g e n a s e  l i eg t  auJ3er in  d e r  L e b e r  (77 ~ A k t i v i t ~ t )  in  v o l l a k t i v e m ,  
d. h. e n t p h o s p h o r y l i e r t e m  Z u s t a n d  (PDHa) vor ,  d e n n  a l l e in  du rch  d i r e k t e  
Z u g a b e  v o n  T h i a m i n p y r o p h o s p h a t  e r h ~ l t  m a n  (ohne V o r i n k u b a t i o n  m i t  
10 m M  Mg*§ d i e  m a x i m a l e  A k t i v i t ~ t  des  E nz yms .  Nach  30 Min.  Vor -  
i n k u b a t i o n  be i  37 ~ C i s t  s o g a r  e in  A k t i v i t ~ t s v e r l u s t  d e r  P y r u v a t d e h y d r o -  
g e n a s e  f e s t zus t e l l en .  D a h e r  b e h a l t e n  d ie  f r i i h e r  g e w o n n e n e n  Mef iwe r t e  
d e r  P y r u v a t d e h y d r o g e n a s e  im T h i a m i n m a n g e l ,  d ie  be i  10 m M  Mg§247 
u n d  in  G e g e n w a r t  von  T h i a m i n p y r o p h o s p h a t  g e m e s s e n  w u r d e n ,  i h r e  Gi l l -  
t i g k e i t  (Reinauer et  al .  1969, 1971). 

U n t e r s u c h t  m a n  d ie  A t m u n g  d e r  M i t o c h o n d r i e n  in  N i e r e  u n d  L e b e r  in  
A b h ~ n g i g k e i t  v o n d e r  D a u e r  des  M a n g e l z u s t a n d e s ,  so f indet  m a n  im S t a -  



Januschke u. a., Pyruvat- und ~-Ketoglutaratatmung 269 

dium IV ohne Thiaminpyrophosphatzusa tz  einen wei teren  Abfal l  des 
Sauers toffverbrauchs (nach 30 Tagen) und einen Abfal l  des P/O-Quot ien-  
ten yon 2,5 auf  0,2. Mit Thiaminpyrophosphatzusa tz  ist die mitochondriale  
A tmung  bis zum 30. Tag fiber die Norm ak t iv ie rbar  und danach zuneh-  
mend  weniger,  wobei  im Termina ls tad ium (nach 35 Tagen) der  Sauerstoff-  
verbrauch  auch in Gegenwar t  von Th iaminpyrophospha t  sehr  niedrig ist 
(Abb. 7 a und 7 b). Der  P/O-Quotient  verh~l t  sich wei tgehend analog. 

Noch deutl icher sind diese Ver~nderungen in den Nierenmitochondrien 
nachzuweisen (Abb. 7b). Auch hier  findet man  nach e twa 30 Tagen ein 
Max imum der mit  Th iaminpyrophospha t  ak t iv ie rbaren  Atmung,  danach 
f~llt der O2-Verbrauch und dami t  auch der P/O-Quot ient  sehr s ta rk  ab 
und ist mi t  Th iaminpyrophospha t  nicht mehr  zu aktivieren.  Auch aus 
diesen Befunden und frf iheren Akt iv i t~ tsmessungen der  Py ruva tdehyd ro -  
genase folgt, dab ein in vi t ro i rreversibler  Ak t i v i t~ t sver lus t  der Pyruva t -  
dehydrogenase bzw. Pyruva tdeca rboxy la se  vorl iegen mu/]. Eine durch 
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Abb .  7. O~-Verb rauch  u n d  P / O - Q u o t i e n t  in d e r  t e r m i n a l e n  P h a s e  des  T h i a m i n m a n g e l s .  D e r  
A b b a u  y o n  P y r u v a t  ist  in d e r  t e r m i n a l e n  P h a s e  m i t  T h i a m i n p y r o p h o s p h a t  n l ch t  a k t i v l e r -  

ba r ,  d e r  P / O - Q u o t i e n t  f ~ n t  ab .  a) L e b e r m i t o c h o n d r i e n ,  b) N i e r e n m i t o c h o n d r i e n .  
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In te rkonver t i e rung  bedingte  Inak t iv ie rung  des Py ruva tdehydrogenase -  
komplexes  konnte  ausgeschlossen werden,  da auch mi t  10 mM Magnesium- 
chlorid und 0,5 mM Thiaminpyrophospha t  keine Steigerung der  Akt iv i -  
t~t mehr  zu erreichen war.  Auch hier  ha t ten  zyklisches 3 ' ,5 '-AMP bzw. 
Dibutyryl -3 ' ,5 ' -AMP keinerlei  EinfluB. Zugabe yon Ex t r ak ten  aus Normal -  
t iermitochondrien ba t t en  an in takten  l~r keinen zus~tzlichen 
akt iv ierenden Effekt auf  die A t m ung  und in aufgeschlossenen Mitochon- 
drien auf die Akt iv i t~t  der  Py ruva tdehydrogenase  in diesem Stadium. 
Auch eine Suplement ie rung  mi t  Py ruva tdehydrogenase -phospha ta se  aus 
Schweineherzmuskel  blieb in beiden Versuchsanordnungen ohne Erfolg. 

Diskuss ion 

In  den Untersuchungen von Gubler (1961) und Arcos et al. (1964) ~n- 
derte  sich der  P/O-Quot ient  in Herzmuskelmi tochondr ien  auch fiber 8 Wo- 
chen Th iaminmange l  nicht. In  unseren Untersuchungen f~llt im terminalen  
S tad ium des Mangelzustandes der  P/O-Quot ient  in Leber  und Niere auf  
9,2 ab. Diese Differenzen sind auf  die Schwere des Mangelzustandes zu- 
r(ickzuffihren, denn w~hrend  Arcos et al. (1964) den Th iaminmange lzu-  
s tand fiber 10 Wochen aufrechterhal ten  konnten,  f iberleben in unseren  
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Versuchen die Tiere einen Thiaminmange l  yon 35 Tagen nicht. Wei terhin  
wurde  die A tmung  in e inem Tell unserer  Untersuchungen mi t  P y r u v a t  
bzw. a -Ke tog lu ta ra t  als alleiniges Subs t ra t  durchgeffihrt ,  w~hrend Arcos 
et al. (1964) dem Ansatz 2 /~M F u m a r a t  zusetzen. In  unseren  Versuchen 
ffihrte Malat  bei Normal t ie ren  zu keiner  wesentl ichen Ste igerung der 
Atmung.  Die mitochondriale  Atmung  mi t  anderen Subs t ra ten  w a r  im 
Thiaminmange l  nicht verminder t ,  ebensowenig die Akt ivi t~t  der  th iamin-  
unabh~ngigen Enzyme der Mitochondrien (Blum 1969, Wu et al. 1971, 
Reinauer et al. 1971). 

Der  gemessene Sauers toffverbrauch in den isolierten Mitochondrien 
entspricht  ann~hernd der gemessenen P y r u v a t -  bzw. a -Ke tog lu ta ra t -  
dehydrogenaseakt iv i t~ t  in isolierten Mitochondrien (42 ~Mole/100 mg/h  
bzw. 52/~Mole/100 mg/h). Die gefundene Differenz ist vermut l ich  durch die 
unterschiedliche Akt iv ierung der  Py ruva tdehydrogenase  infolge In te rkon-  
ver t i e rung  bedingt.  

Das zentra le  Problem der vor l iegenden Arbei t  ist die Frage,  wodurch 
der Abfal l  der P y r u v a t a t m u n g  bzw. der  Pyruva tdehydrogenaseak t iv i t~ t  
im terminalen  Stadium des Thiaminmange ls  bedingt  ist. 

Im  Vordergrund  des Thiaminmangelschadens  s teht  der  Mangel  an 
Thiaminpyrophosphat ,  wodurch der  Abbau  yon P y r u v a t  im Stadium I I I  
und IV auf 30 bzw. 40 ~ des Ausgangswer tes  ve rminde r t  und durch In-  
v i t ro-Zugabe  yon Th iaminpyrophospha t  fiber die Kont ro l lwer te  hinaus 
reak t iv ie r t  wird. Diese Akt iv i t~ tsminderung  ist also in dieser Phase  re-  
versibel.  Die fiber die Norm erhShte  Akt iv i t~t  der  Py ruva tdehydrogenase  
wi rd  durch eine Ve rmehrung  der  ak t iven  Py ruva tdehyd rogenase fo rm 
(PDH~) erkl~rt.  

Die Frage  nach einer in takten  In te rkonver t i e rung  der  P y r u v a t d e h y d r o -  
genase im Thiaminmange l  ist schwieriger zu beantwor ten .  Die regulato-.  
rische In te rkonver t i e rung  der  Py ruva tdehydrogenase  wird  durch den 
Mangel  an katalyt isch w i r k s a m e m  Enzym (Mangel an TPP) einseitig im 
Sinne einer Aktivi t~tss te igerung verschoben. Durch den Rfickgang des 
Py ruva t abbaues  s taut  sich P y r u v a t  an (Gubler 1968, McCandless et al. 
1970, Paquet  et aI. 1970) und der  ATP-Geha l t  in der Zelle f~llt ab (Mc- 
Candless et al. 1970). Diese beiden Fak to ren  kSnnen die inakt ive  Form des 
Enzyms in die akt ive  fiberffihren, so dab eine wei tere  In -v i t ro -Akt iv ie -  
rung  durch Magnesiumionen nur  noch in der Leber  (um 23 ~ m6glich ist. 
In  Herzmuske l  und Niere sinkt die Aktivi t~t  des Enzyms nach Vor inkuba-  
t ion mit  10 mM lVIagnesiumionen sogar ab. Offenbar  miflt man  im Ge- 
samthomogena t  stets eine Resul tante  zwischen Akt iv ie rung  durch Dephos-  
phory l ie rung  und einer Inakt iv ie rung  (Abbau? Denaturierung?).  

In der te rmina len  Phase des Stadiums IV fehlt  eine volle Reakt iv ie rung  
der Py ruva tdehydrogenase  durch Th iaminpyrophospha t  und iYlagnesium- 
ionen, so dab hier  ein Enzymdefekt  innerhalb  des Py ruva tdehydrogenase -  
komplexes  angenommen  werden muB, sei es, dab die P y r u v a t d e c a r b o x y -  
lase fehlt  oder  aber  die Pyruva tdecarboxylase -phospha tase  inakt iv ier t  ist. 
In dieser Phase  sinkt  auch der P/O-Quot ient  auf minimale  Werte  ab und 
l~Bt sich nicht m e h r  reakt ivieren.  Zugabe  yon Mitochondr ienext rakten  aus 
Normal t i e ren  zu Mitochondrienextrakten aus Mangel t ie rorganen konnte  
eine Reakt iv ie rung  der  Pyruva tdehydrogenase  nicht erreichen, so dab ein 
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e i n s e i t i g e r  A u s f a l l  d e r  P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e - p h o s p h a t a s e  n i c h t  a n z u n e h -  
m e n  is t .  I n  d e n  A k t i v i t ~ t s m e s s u n g e n  a m  G e s a m t h o m o g e n a t  u n d  a u c h  i n  
a u f g e s c h l o s s e n e n  M i t o c h o n d r i e n  h a l l e  d e r  Z u s a t z  e i n e s  E x t r a k t e s  a u s  n o r -  
m a l e n  M i t o c h o n d r i e n  b z w .  e i n e  r e i n e  P D H - p h o s p h a t a s e  k e i n e n  E f f e k t .  A u s  
d e n  B e f u n d e n  w i r d  d a h e r  g e f o l g e r t ,  daf t  i m  t e r m i n a l e n  M a . n g e l z u s t a n d  
d a s  A p o e n z y m  d e r  P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e  i n  e i n e r  a n d e r e n  W e i s e  i n a k t i -  
v i e r t  o d e r  a b e r  a b g e b a u t  is t .  H i e r  k 6 n n t e n  d i e  B e f u n d e  v o n  K a t u n u m a  
e t  al .  (1971) e i n e  E r k l ~ r u n g  l i e f e r n ,  i n  d e n e n  e i n  e i n s e i t i g e r  A b b a u  d e s  
c o e n z y m f r e i e n  A p o e n z y m s  d e r  T r a n s a m i n a s e n  i n  d e n  O r g a n e n  v o n  V i t -  
a m i n - B s - M a n g e l t i e r e n  n a c h g e w i e s e n  w e r d e n  k o n n t e .  

Zusammen~assung 

I n  i s o l i e r t e n  M i t o c h o n d r i e n  aus  d e n  O r g a n e n  y o n  N o r m a l -  u n d  M a n g e l t i e r e n  
w u r d e  d e r  A b b a u  y o n  P y r u v a t  u n d  c~-Ketoglu ta ra t  gemessen .  De r  P / O - Q u o t i e n t  
b e t r ~ g t  be i  N o r m a l t i e r e n  m i t  P y r u v a t  als  S u b s t r a t  2,4 h is  2,6, m i t  a - K e t o g l u t a r a t  
2,1 b is  2,8. Die  e n d o g e n e  A t m u n g  n i m m t  i m  V e r l a u f  des  T h i a m i n m a n g e l s  zu. 

I n  M a n g e l t i e r m i t o c h o n d r i e n  g e h t  in  A b h ~ n g i g k e i t  yon  d e r  S c h w e r e  des  T h i a -  
m i n m a n g e l s  d e r  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h  zuri ick,  k a n n  a b e r  d u r c h  I n - v i t r o - Z u g a b e  
yon  T h i a m i n p y r o p h o s p h a t  f iber  d ie  K o n t r o l l w e r t e  h i n a u s  r e a k t i v i e r t  w e r d e n .  
Diese  R e a k t i v i e r u n g  f e h l t  i m  t e r m i n a l e n  S t a d i u m  des  M a n g e l z u s t a n d e s  u n d  
k a n n  d u r c h  Z u g a b e  y o n  E x t r a k t e n  aus  n o r m a l e n  M i t o c h o n d r i e n  n i c h t  b e w i r k t  
w e r d e n .  D e r  P / O - Q u o t i e n t  d e r  M i t o c h o n d r i e n  s i n k t  in  d e r  t e r m i n a l e n  P h a s e  
des  T h i a m i n m a n g e l s  i r r e v e r s i b e l  a u f  0,2 ab. A us  d e n  B e f u n d e n  w i r d  a u f  e ine  
Schf id igung  des  P y r u v a t d e h y d r o g e n a s e k o m p l e x e s  im s c h w e r e n  T h i a m i n m a n g e l  
geschlossen.  E i n e  I n a k t i v i e r u n g  des  E n z y m k o m p l e x e s  d u r c h  I n t e r k o n v e r t i e r u n g  
l i eg t  n i c h t  vor .  
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