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In der terminalen Phase des alimentiren Thiaminmangels bei der Ratte
sind die Mitochondrien des Herzmuskels geschwollen, ihre Zahl ist erhéht
(Bézner et al. 1969). Biochemisch fand man in dieser Phase eine Aktivi-
tdtsminderung der Pyruvat- und «~Ketoglutaratdehydrogenase in den Mi-
tochondrien des Herzmuskels, der Leber und des Gehirns. Aufler diesen
thiaminabhingigen mitochondrialen Enzymen waren auch die Aktivi-
taten der Thiaminpyrophosphokinase, der Isozitratdehydrogenase, der Lac-
tatdehydrogenase, der Glukose-6-phosphatdehydrogenase vermindert (Gub-
ler 1968, Blum 1969, Reinauer et al. 1971). Die Aktivititen anderer Enzyme
wie Malatdehydrogenase, Lipoamiddehydrogenase, Dihydrolipoamidacetyl-
transferase, Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase und Phosphorylase
waren hingegen unverindert. ‘

Die Frage nach dem Aktivititsverlust der Pyruvatdehydrogenase im
Thiaminmangel ist mit den Untersuchungen von Linn et al. (1969) bzw.
Wieland und Mitarb. (1969-1971) erneut aktuell geworden. Es stellt sich
die Frage, inwieweit dieser Aktivitdtsabfall im schweren Thiaminmangel-
zustand durch irreversible Phosphorylierung des Pyruvatdehydrogenase-
komplexes zustande kommt. Weiterhin ist zu priifen, mit welcher Ge-
schwindigkeit die isolierten Mitochondrien aus Mangeltierorganen Pyruvat
bzw. a-Ketoglutarat veratmen und in welchem MaBe dieser O,-Verbrauch
durch Thiaminpyrophosphat aktiviert werden kann.

Material und Methode
1. Reagenzien

Saccharose fiir biochemische Zwecke, Athylendiamintetraessigsdure, Di-
natriumsalz, Thiaminpyrophosphorséure, Brenziraubensiure Natriumsalz, Niko-
tinsdureamid von der Firma Merck, Darmstadt

2-Mercaptodthanol von der Firma Fluka AG., Schweiz

*) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft und des Landes-
amtes fiir Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen
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NAD, NADP, ADP, Dibutyryl-cyclo-AMP, Oxalessigsiure, Tristhydroxy-
methyl)aminomethan, Triithanolaminhydrochlorid, Glucose-6-phosphatdehydro-
genase aus Hefe (EC 1.1.1.49), Phosphoglucose-Isomerase aus Hefe (EC 5.3.1.9),
Hexokinase (EC 2.7.1.1) von der Firma Boehringer, Mannheim

Binotal® von der Firma Bayer, Leverkusen.

2. Versuchstiere

50 bis 70 g schwere Wistar-II-Ratten wurden mit einer thiaminarmen Diit
(Nutritional Biochemicals Corp., Cleveland/Ohio) erndhrt. Die Tiere wurden in
verschiedenen Stadien des Thiaminmangelzustandes untersucht. Der Thiamin-
mangelzustand wird in 4 Stadien von jeweils 8 Tagen eingeteilt, wobei im Sta-
dium 4 vestibulire Reizerscheinungen bzw. tonisch-klonische Krimpfe einsetzen.
Alle Tiere erhielten Wasser ad libifum. Die Kontrolltiere wurden mit Mangel-
futter ernihrt und mit Thiamin supplementiert. In einer weiteren Versuchsserie
wurden die Ratten paarweise gefiittert, wobei die Kontrolltiere die gleiche
Menge Mangelfutter, das durch Thiamin ergénzt war, erhielten. Die Gewichts-
kurven der Mangeltiere und der Kontrollen gehen aus der Abb. 1 hervor.
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Abb. 1, Gewichtskurve von paarweise gefiltterten Ratten. Die Mangeltiere erhielten tig-
lich 15 g Futter vorgelegt. Durch Riickwiegen wurde die Futteraufnahme und damit die
Futtermenge fiir die Kontrolltiere bestimmt,

3. Methoden

Die Rattenorgane wurden sofort in eisgekiihlter Saccharose-EDTA~Tris-L6-
sung (0,3 M - 1 mM - 10 mM, pH 7,4) mit dem Potter-Elvehjem-Homogenisator
homogenisiert, die Mitochondrien durch Differentialzentrifugation in der Kiihl-
zentrifuge (Sorvall) nach Schneider (1948) bzw. Hogeboom und Schneider (1948)
gewonnen und zweimal gewaschen. Die gewaschenen Mitochondrien wurden in
einer Losung nach Stuart und Williams (1966) aufgenommen. Die Proteinkon-
zentrationen in den Warburg-Ansitzen lagen bei Herzmuskelmitochondrien
durchschnittlich bei 2,5 mg pro Ansatz, bei den Nierenmitochondrien bei 3,6 mg
und bei den Lebermitochondrien bei 10,7 mg. Die Proteinbestimmung wurde mit
der Biuret-Methode durchgefiihrt, wobei Serumalbumin als Standard diente.
Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondriensuspension wurde mit dem Warburg-
Apparat in 13-ml-Gefidfien bestimmt. Der Ansatz enthielt: Magnesiumchlorid
40 mM, NAD 3 mM, Nikotins#ureamid 30 mM, CoA 0,4 mM, Serumalbumin
2 mg/ml, Binotal® 1,5 mg, 2-Mercaptoidthanol 2 mM, Phosphatpuffer 100 mM,
Mitochondrien 2,5-10,6 mg Protein, ADP 1,25 mM, Glucose 3,50 mM, Hexo-



Januschke u. a., Pyruvat- und «-Ketoglutaratatmung 263

kinase 0,15 mg, Thiaminpyrophosphat 0,5 mM. Das Endvolumen bestand aus
2,0 ml, der pH wurde auf 7,4 eingestellt.

Bestimmt wurden der endogene O,~Verbrauch und der O,~Verbrauch nach
Zugabe von 10 mM Pyruvat bzw. «-Kefoglutarat. 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 Aktivitdtsmessung der Pyruvatdehydrogenase erfolgte in den frierge-
stoppten Organen bei 1 mM MgCl, nach Reinauer et al. (1968, 1970). Das ein-
gefrorene Gewebe wurde unter fliissigem Stickstoff pulverisiert, mit 40% Gly-
cerin in 0,050 M Phosphatpuiffer, pH = 7,4, bei —10° C homogenisiert, und dieses
Homogenat direkt oder nach Vorinkubation mit 1 bzw. 10 mM MgCl, zur Akti-
vitdtsmessung der Pyruvatdehydrogenase eingesetzt (Wieland und Siess 1971).

Extrakte aus Normaltiermiftochondrien: Nach Aufschlufl der reinen Mitochon-
drien durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen in hypotonem Phosphatpuffer
wurde die Suspension 20 min bei 30000 X g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in den Test eingesetzt.

Ergebnisse

Zur Ermittlung der optimalen MeBbedingungen wurde eine Reihe von
Vorversuchen durchgefiihrt. Inkubiert man Mitochondrien aus Normal-~
tieren mit dem Standardansatz, so erhilt man bei der Pyruvatatmung von
Nierenmitochondrien regelmifBig zu niedrige P/O-Quotienten. Weiterhin
ging aus den Messungen im substratfreien Medium hervor, dafl tiber eine
lingere Zeit ATP aus dem Umsatz von 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. Pyruvat
bewirkte zwar eine Steigerung der O,-Aufnahme, jedoch keine adéiquate
Zunahme der ATP-Produktion. Mégliche Ursachen sind:

1. ATP-verbrauchende Enzymaktivititen (Myokinase etc.) (Slater 1952).
2. Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung.

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

Inkubiert man Nierenmitochondrien von Normaltieren mit Pyruvat als
Substrat, dann steigt die Atmungsaktivitdt mit zunehmender Magnesium-
konzentration nur geringfiigig an. Ein Maximum findet man bei 40 mM
(Abb. 2). Bei hoheren Magnesiumkonzentrationen geht der Sauerstoffver-
brauch eher zuriick.

Der mittlere Sauerstoffverbrauch betrigt bei Nieren- und Lebermito-
chondrien 760 bzw. 933 pl O,/100 mg Protein und Stunde. In den Nieren-
mitochondrien liegt der P/O-Quotient bei etwa 2,5. Erhoht man bei diesen
Nierenmitochondrien die NAD-Konzentration von 3 bis 20 mM, so fallt



264 Zeitschrift fiir Erndhrungswissenschaft, Band 12, Heft 4

it
0 5 I 5

.2’4

- 16

jil

uMol ATP

Ansatz —
L 8 M —

-6

M4

IRERInEEiEm

ul 0,

100mg-h
r 1000 -
- 800

1 10 41 50 1 10 41 50 10 41 0 4
mM Mg**| mM Mg**
ohne TPP mit TPP ohne TPP | mit TPP
mit Dibutyryl-cycl. AMP
Abb. 2. O;-Verbrauch, ATP-Produktion und P/O-Quotient in Nierenmitochondrien von

Normaltieren. Mit steigender Mg*-Konzentration steigen der O-Verbrauch, die ATP-Pro-
duktion und der P/O-Quotient an (n = 3).

bei gleichbleibendem Sauerstoffverbrauch die ATP-Produktion und damit
der P/O-Quotient auf 1,05 ab (Abb. 3).

Inkubiert man Herz- und Lebermitochondrien mit Pyruvat bzw. mit
Pyruvat und Oxalacetat als Substrat, so ist der Sauerstoffverbrauch in
Gegenwart beider Substrate erhsht. Die Unterschiede sind besonders in
den Herzmuskelmitochondrien ausgeprigt. In der Leber fiihrt die Oxal-
acetatzugabe zu keiner wesentlichen Steigerung der Atmung.

Erstaunlich ist der groBe Unterschied beim Sauerstoffverbrauch zwi-
schen Pyruvat und a-Ketoglutarat. Bei Nierenmitochondrien von Normal-
tieren ist der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch mit a-Ketoglutarat als
Substrat 2750 ul 0,/100 mg/Stunde und damit mehr als dreimal so hoch
wie bei Pyruvat. Der O,-Verbrauch mit Pyruvat als Substrat liegt im glei-
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Abb. 3. Abhiingigkeit des O,-Verbrauchs, der ATP-Bildung und des P/O-Quotienten von
der NAD-Konzentration. Die NAD-Supplementierung hat bereits bei 3 xMol/ml Ansatz
einen optimalen Effekt.

chen Bereich wie die Aktivitdtsmessungen der Pyruvatdehydrogenase in
isolierten Mitochondrien und im Gewebe nach Frierstopp. Der Sauerstoff-
verbrauch entspricht einem Umsatz von 42 uMol Pyruvat/100 mg/Std., der
Umsatz der z. T. aktivierten PDH wurde in isolierten Mitochondrien zwi-
schen 52-58 uMol/100 mg/Std. gemessen (Reinauer et al. 1971). Der P/Q-
Quotient liegt bei a-Ketoglutarat als Substrat fiir Lebermitochondrien bei
2,5 bzw. 2,1, fiir Nierenmitochondrien bei 2,8.

Untersucht man den O;-Verbrauch unter Pyruvat und «-Ketoglutarat
in Mitochondrien von Mangeltieren 18 Tage nach Fiitterung mit einer
thiaminarmen Diit, so findet man einen signifikanten Abfall des Q,-Ver-
brauchs, der bei Pyruvat nur ca. 30%, bei a-Ketoglutarat noch ca. 5096
des Kontrollwertes betriigt. Der verminderte Q,~-Verbrauch wird auf den
schon bekannten Aktivitdtsabfall der Pyruvat- und «-Ketoglutaratdehy-
drogenase im Thiaminmangel zuriickgefiihrt.
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Abb. 4. Verhiltnis des O;-Verbrauchs in Nierenmitochondrien mit Pyruvat bzw. s-Keto-
glutarat als Substrat (n = 3).

Der Aktivitdtsabfall der Pyruvatdehydrogenase kann durch 3 Faktoren
bedingt sein:

1. durch Mangel an Thiaminpyrophosphat

2. durch Inaktivierung des Pyruvatdehydrogenasekomplexes infolge Inter-
konvertierung

3. durch Abbau des Apoenzyms der Pyruvatdehydrogenase bzw. Pyruvat-
carboxylase.

Der durch Mangel an Thiaminpyrophosphat bedingte Aktivitdtsabfall
der Pyruvatdehydrogenase kann durch In-vitro-Inkubation der Mitochon-
drien mit Thiaminpyrophosphat aufgehoben werden. Nach unseren Unter-
suchungen wird das Apoenzym mit 10 bis 10> M Thiaminpyrophosphat
innerhalb von 5 Min. mit Coenzym gesittigt. Die durch Thiaminpyrophos-
phat aktivierbare Menge an Pyruvatdehydrogenase ist abhingig vom
Mangelzustand der untersuchten Ratten. Im Stadium III und IV des Man-
gelzustandes kann man eine Aktivierung iiber die Norm hinaus messen,
woraus auf eine Vermehrung der aktiven Form der Pyruvatdehydrogenase
(PDH,) geschlossen wird.

Inkubiert man Nierenmitochondrien aus Mangeltieren mit 10 mM
Mg"*-Ionen, um die Pyruvatdehydrogenase-phosphatase zu aktivieren, aber
ohne Thiaminpyrophosphat, so erhilt man keine wesentlichen Differenzen
zu den Werten bei 1 mM Magnesiumchlorid (Abb. 5). Gibt man jetzt zu-
sédtzlich Thyaminpyrophosphat in der obengenannten Konzentration zu,
dann erhilt man bei 10 mM Mg**-Ionen gegeniiber den Werten bei 1 mM
einen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs, der jedoch statistisch nicht signi-
fikant ist. Moglicherweise kann ein Teil der Pyruvatdehydrogenase ohne
Thiaminpyrophosphat im phosphorylierten Zustand vorliegen und durch
Mg**-Ionen aktiviert werden. Eine Beeintrichtigung der Interkonvertie-



Januschke u. a., Pyruvat- und s-Ketoglutaratatmung 267

£
9]

16

1,24

M et

hom M

ul Q,
100mg-h

200 +
160
120 1
80
404

1mM Mg**  10mM Mg**
-TPP +TFP -TPP +TPP

Abb. 5. Nierenmitochondrien aus Mangeltleren (Stadium I1V) inkubiert mit Pyruvat als
Substrat. Aktivierung des O;-Verbrauchs durch Mg+-Ionen und TPP (n = 4),

rung der Pyruvatdehydrogenase liegt in diesem Stadium des Thiamin-
mangels nicht vor. 3',5-AMP hatte bei Magnesiumkonzentrationen von
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 héchsten Werte, wodurch der P/O-Quo-
tient in Mangeltieren von 0,68 bzw. 0,30 auf 1,44 ansteigt.

Im Vergleich zur mitochondrialen Atmung wurde die aktuelle und
durch Interkonvertierung erreichbare Gesamtaktivitdt der Pyruvatdehy-
drogenase in den friergestoppten Mangeltierorganen gemessen. Vergleicht
man die gemessene Aktivitdt im Gesamthomogenat (65 xMoles/100 mg/h)
mit dem Pyruvatabbau in isolierten Mitochondrien (52-58 #Moles/100mg/h),
dann erh#lt man unter Bertlicksichtigung der unterschiedlichen Interkon-
vertierung vergleichbare Werte (Abb. 4 und Abb. 6). Wie aus der Abh. 6
weiter hervorgeht, betrdgt im Normaltier die aktuelle Pyruvatdehydro-
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Abb. 6. Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase im Stadium IV des Thiaminmangels. Die
Aktivitit wurde in Organhomogenaten vor und nach Vorinkubation mit 10 mM Mg+-
Ionen und Thiaminpyrophosphat gemessen (n = 6).

genaseaktivitdt in Herz, Leber und Gehirn 27 %, 21 %/ bzw. 78 %/ der mog-
lichen Gesamtaktivitit. Diese prozentualen Unterschiede sind im Thiamin-
mangeltier ausgepriigter: Die aktuelle Aktivitit im Gewebe betrigt auf
Grund des Thiaminpyrophosphatmangels in Herz, Leber und Gehirn nur
noch 12,6%o, 12,9% bzw. 14,3%0 der moglichen Gesamtaktivitit., Die Pyru-
vatdehydrogenase liegt auler in der Leber (77 */o Aktivitit) in vollaktivem,
d. h. entphosphoryliertem Zustand (PDH,) vor, denn allein durch direkte
Zugabe von Thiaminpyrophosphat erhélt man (chne Vorinkubation mit
10 mM Mg**-Ionen) die maximale Aktivitit des Enzyms. Nach 30 Min. Vor-
inkubation bei 37° C ist sogar ein Aktivititsverlust der Pyruvatdehydro-
genase festzustellen. Daher behalten die frither gewonnenen MefBwerte
der Pyruvatdehydrogenase im Thiaminmangel, die bei 10 mM Mg**-Ionen
und in Gegenwart von Thiaminpyrophosphat gemessen wurden, ihre Giil-
tigkeit (Reinauer et al. 1969, 1971).

Untersucht man die Atmung der Mitochondrien in Niere und Leber in
Abhéngigkeit von der Dauer des Mangelzustandes, so findet man im Sta-
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dium IV ohne Thiaminpyrophosphatzusatz einen weiteren Abfall des
Sauerstoffverbrauchs (nach 30 Tagen) und einen Abfall des P/O-Quotien-
ten von 2,5 auf 0,2. Mit Thiaminpyrophosphatzusatz ist die mitochondriale
Atmung bis zum 30. Tag iiber die Norm aktivierbar und danach zuneh-
mend weniger, wobei im Terminalstadium (nach 35 Tagen) der Sauerstoff-
verbrauch auch in Gegenwart von Thiaminpyrophosphat sehr niedrig ist
(Abb. 7a und 7b). Der P/O-Quotient verhilt sich weitgehend analog.

Noch deutlicher sind diese Veréinderungen in den Nierenmitochondrien
nachzuweisen (Abb. 7b). Auch hier findet man nach etwa 30 Tagen ein
Maximum der mit Thiaminpyrophosphat aktivierbaren Atmung, danach
fallt der O,-Verbrauch und damit auch der P/O-Quotient sehr stark ab
und ist mit Thiaminpyrophosphat nicht mehr zu aktivieren. Auch aus
diesen Befunden und friiheren Aktivitdtsmessungen der Pyruvatdehydro-
genase folgt, daB ein in vitro irreversibler Aktivititsverlust der Pyruvat-
dehydrogenase bzw. Pyruvatdecarboxylase vorliegen mufi. Eine durch
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Abb. 7. Os-Verbrauch und P/O-Quotient in der terminalen Phase des Thiaminmangels. Der
Abbau von Pyruvat ist in der terminalen Phase mit Thiaminpyrophosphat nicht aktivier-
bar, der P/O-Quotient fillt ab. a) Lebermitochondrien, b) Nierenmitochondrien.




270 Zeitschrift fiir Erndhrungswissenschaft, Band 12, Heft 4

X,
S
[
¥—————x mijt IPP
24
. * ohne TFP
1+ \
) 28 29 { 37' 32l 33l7'age irn'Mange{'
ulQ, \
100mg-h »——x mit IPP
1 . *+ ohne TPP
500+
~ —_—
Abb. 7b.

Interkonvertierung bedingte Inaktivierung des Pyruvatdehydrogenase-
komplexes konnte ausgeschlossen werden, da auch mit 10 mM Magnesium-
chlorid und 0,5 mM Thiaminpyrophosphat keine Steigerung der Aktivi-
tit mehr zu erreichen war. Auch hier hatten zyklisches 3',5'-AMP bzw.
Dibutyryl-3',5'-AMP keinerlei Einflul. Zugabe von Extrakten aus Normal-
tiermitochondrien hatten an intakten Mitochondrien keinen zusitzlichen
aktivierenden Effekt auf die Atmung und in aufgeschlossenen Mitochon-
drien auf die Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase in diesem Stadium.
Auch eine Suplementierung mit Pyruvatdehydrogenase-phosphatase aus
Schweineherzmuskel blieb in beiden Versuchsanordnungen ohne Erfolg.

Diskussion

In den Untersuchungen von Gubler (1961) und Arcos et al. (1964) &n-
derte sich der P/O-Quotient in Herzmuskelmitochondrien auch iiber 8 Wo-
chen Thiaminmangel nicht. In unseren Untersuchungen f&llt im terminalen
Stadium des Mangelzustandes der P/O-Quotient in Leber und Niere auf
0,2 ab. Diese Differenzen sind auf die Schwere des Mangelzustandes zu-
riickzufithren, denn wahrend Arcos et al. (1964) den Thiaminmangelzu-
stand liber 10 Wochen aufrechterhalten konnten, iiberleben in unseren
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Versuchen die Tiere einen Thiaminmangel von 35 Tagen nicht. Weiterhin
wurde die Atmung in einem Teil unserer Untersuchungen mit Pyruvat
bzw. a-Ketoglutarat als alleiniges Substrat durchgefiihrt, wihrend Arcos
et al. (1964) dem Ansatz 2 M Fumarat zusetzen. In unseren Versuchen
fihrte Malat bei Normaltieren zu keiner wesentlichen Steigerung der
Atmung. Die mitochondriale Atmung mit anderen Substraten war im
Thiaminmangel nicht vermindert, ebensowenig die Aktivitdt der thiamin-
unabhingigen Enzyme der Mitochondrien (Blum 1969, Wu et al. 1971,
Reinauer et al. 1971).

Der gemessene Sauerstoffverbrauch in den isolierten Mitochondrien
entspricht annihernd der gemessenen Pyruvat- bzw. «-Ketoglutarat-
dehydrogenaseaktivitit in isolierten Mitochondrien (42 xMole/100 mg/h
bzw. 52 uMole/100 mg/h). Die gefundene Differenz ist vermutlich durch die
unterschiedliche Aktivierung der Pyruvatdehydrogenase infolge Interkon-
vertierung bedingt.

Das zentrale Problem der vorliegenden Arbeit ist die Frage, wodurch
der Abfall der Pyruvatatmung bzw. der Pyruvatdehydrogenaseaktivitit
im terminalen Stadium des Thiaminmangels bedingt ist.

Im Vordergrund des Thiaminmangelschadens steht der Mangel an
Thiaminpyrophosphat, wodurch der Abbau von Pyruvat im Stadium III
und IV auf 30 bzw. 40 % des Ausgangswertes vermindert und durch In-
vitro-Zugabe von Thiaminpyrophosphat iiber die Kontrollwerte hinaus
reaktiviert wird. Diese Aktivitdtsminderung ist also in dieser Phase re-
versibel. Die liber die Norm erhthte Aktivitdt der Pyruvatdehydrogenase
wird durch eine Vermehrung der aktiven Pyruvatdehydrogenaseform
(PDH,) erklért.

Die Frage nach einer intakten Interkonvertierung der Pyruvatdehydro-
genase im Thiaminmangel ist schwieriger zu beantworten. Die regulato-
rische Interkonvertierung der Pyruvatdehydrogenase wird durch den
Mangel an katalytisch wirksamem Enzym (Mangel an TPP) einseitig im
Sinne einer Aktivitétssteigerung verschoben. Durch den Riickgang des
Pyruvatabbaues staut sich Pyruvat an (Gubler 1968, McCandless et al.
1970, Paquet et al. 1970) und der ATP-Gehalt in der Zelle fillt ab (Mc-
Candless et al. 1970). Diese beiden Faktoren konnen die inaktive Form des
Enzyms in die aktive iiberfiihren, so daf3 eine weitere In-vitro-Aktivie-
rung durch Magnesiumionen nur noch in der Leber {um 23%4) méglich ist.
In Herzmuskel und Niere sinkt die Aktivitat des Enzyms nach Vorinkuba-
tion mit 10 mM Magnesiumionen sogar ab. Offenbar miBt man im Ge-
samthomogenat stets eine Resultante zwischen Aktivierung durch Dephos-
phorylierung und einer Inaktivierung (Abbau? Denaturierung?).

In der terminalen Phase des Stadiums IV fehlt eine volle Reaktivierung
der Pyruvatdehydrogenase durch Thiaminpyrophosphat und Magnesium-
ionen, so daB hier ein Enzymdefekt innerhalb des Pyruvatdehydrogenase-
komplexes angenommen werden muf, sei es, daB die Pyruvatdecarboxy-
lase fehlt oder aber die Pyruvatdecarboxylase-phosphatase inaktiviert ist.
In dieser Phase sinkt auch der P/O-Quotient auf minimale Werte ab und
148t sich nicht mehr reaktivieren. Zugabe von Mitochondrienextrakten aus
Normaltieren zu Mitechondrienextrakten aus Mangeltierorganen konnte
eine Reaktivierung der Pyruvatdehydrogenase nicht erreichen, so daB ein
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einseitiger Ausfall der Pyruvatdecarboxylase-phosphatase nicht anzuneh-
men ist. In den Aktivititsmessungen am Gesamthomogenat und auch in
aufgeschlossenen Mitochondrien hatte der Zusatz eines Extraktes aus nor-
malen Mitochondrien bzw. eine reine PDH-phosphatase keinen Effekt. Aus
den Befunden wird daher gefolgert, dal im terminalen Mangelzustand
das Apoenzym der Pyruvatdecarboxylase in einer anderen Weise inakti-
viert oder aber abgebaut ist. Hier konnten die Befunde von Katunuma
et al. (1971) eine Erklidrung liefern, in denen ein einseitiger Abbau des
coenzymfreien Apoenzyms der Transaminasen in den Organen von Vit-
amin-Bg-Mangeltieren nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassung

In isolierten Mitochondrien aus den Organen von Normal- und Mangeltieren
wurde der Abbau von Pyruvat und «-Ketoglutarat gemessen. Der P/O-Quotient
betridgt bei Normaltieren mit Pyruvat als Substrat 2,4 bis 2,6, mit «-Ketoglutarat
2,1 bis 2,8. Die endogene Atmung nimmt im Verlauf des Thiaminmangels zu.

In Mangeltiermitochondrien geht in Abhingigkeit von der Schwere des Thia-
minmangels der Sauerstoffverbrauch zuriick, kann aber durch In-vitro-Zugabe
von Thiaminpyrophosphat iiber die Kontrollwerte hinaus reaktiviert werden.
Diese Reaktivierung fehlt im terminalen Stadium des Mangelzustandes und
kann durch Zugabe von Extrakten aus normalen Mitochondrien nicht bewirkt
werden. Der P/O-Quotient der Mitochondrien sinkt in der terminalen Phase
des Thiaminmangels irreversibel auf 0,2 ab. Aus den Befunden wird auf eine
Schidigung des Pyruvatdehydrogenasekomplexes im schweren Thiaminmangel
geschlossen. Eine Inaktivierung des Enzymkomplexes durch Interkonvertierung
liegt nicht vor.
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