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Vor einiger Zeit haben wir am Beispiel des Glycerins die intrazellulére
Enzymkinetik mit den biokinetischen Daten bei StoBbelastung und Dauer-
Infusion und dem Blutspiegel unter Steady-state-Bedingungen zu korrelie-
ren versucht (1, 2). In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, da8 die
dabei ermittelten GesetzmiBigkeiten auch fiir andere Substrate — hier

ructose — prinzipielle Giiltigkeit haben. Fructose wurde deshalb gewéhlt,
Weil sie nicht nur einen wesentlichen Anteil an den Energielieferanten
In ungserer Nahrung hat, sondern dariiber hinaus im Rahmen der In-
fuSionstherapie und parenteralen Erndhrung allein oder in Gemischen ver-
abreicht wird und unzuliissige Riickschliisse aus biochemischen und phar-
Makologischen Untersuchungen mit praxisfremden Dosen und Applika-
tionsraten einige Verunsicherung im Hinblick auf die kontrollierte An-
Wwendung in Infusionen ausgelést haben. Als Modell fir diese Unter-
Suchungen diente die Ratte, weil hier einerseits die Untersuchungen bis zu
toxischen und letalen Dosen vorgetrieben werden kénnen und anderer-
Seits qus zahlreichen Beobachtungen bekannt ist, daBl die an diesem Modell
erarbeiteten GesetzmiBigkeiten ohne weiteres qualitativ auf den Men-
Schen {ibertragen werden kénnen; Abweichungen sind lediglich von quan-
titativer Art wegen mengenmiBig unterschiedlicher Enzymausstattung der
beiden Spezies.

Methodik

Versuchstiere waren minnliche SIV-Ratten der Versuchstierzucht S. Ivano-
vas u, Co. (7967 Kisslegg) zwischen 230 und 260 g. Bis zum Versuchsbeginn wur-
fleﬂ die Tiere ad libitum mit Standarddidt (Altromin 1324) gefiittert. Dauer-
Infusion erfolgte durch einen Vena-Cava-Katheter, der in Athernarkose einge-
legt wurde. Um den Katheter offenzuhalten, wurde bis zum Erwachen der Tiere
eine Lisung mit 0,82 g NaCl + 0,03 g KCI pro 100 ml infundiert. Kontrolltiere
erhielten weiterhin diese Losung, Versuchstiere Fructoseldsung in verschiedenen

onzentrationen mit einer Einlaufgeschwindigkeit von 1 ml/h. Wihrend der
ganzen Versuchsdauer stand den Tieren Trinkwasser ad libitum zur Verfiigung.
Blutentnahme erfolgte durch Kappen der Schwanzspitze, und zwar wéahrend
er ersten zwolf Stunden zweistiindlich und von der 21.-24. Stunde stiindlich.
Wihrend der ganzen Infusionszeit wurde liber einen Katheter der Harn gesam-
x——-

%) Mit Unterstiitzung der Jacques-Pfrimmer-Gedichtnisstiftung.
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melt. Der Beginn der Infusion lag immer morgens zur gleichen Tageszeit. Zur
Bestimmung der Enzymaktivititen wurde 1 g Gewebe mit eiskalter 0,15 M KCl
4+ 0,001 M Athylendiamintetraacetat im Verhiltnis 1:10 hormogenisiert. Das
Homogenat wurde eine Stunde bei 100000 g zentrifugiert. 0,01-0,05 ml des kla-
ren Uberstandes wurde zur optischen Enzymmessung eingesetzt.

Organproben zur Substratmessung wurden durch Gefrierstop entnommen
und im Verhiltnis 1:5 mit 1 M eiskalter Perchlorsiure homogenisiert.

Fructose, Glucose, Glucose-6-phosphat und Fructose-6-phosphat wurde mit
Hexokinase nach Bernt und Bergmeier (3) bestimmt. ATP, ADP, AMP, Pyruvat,
Lactat und anorganisches Phosphat wurden mit Boehringer-Testpackungen be-
stimmt.

Die Proteinbestimmung erfolgte mit der Biuretmethode.

Zur Bestimmung der Aktivitit von XKetohexokinase wurde das bei der
Reaktion entstehende ADP im gekoppelten optischen Test mit Pyruvatkinasé
und Lactatdehydrogenase gemessen. Zusatz von N-Acetylglucosamin hemmt
Hexokinase kompetitiv (4). Zudem wird die Spezifitit der Messung von Fructo-
kinase dadurch erleichtert, da die fiir die Messung erforderlichen Fructose-
konzentrationen (1,5 - 10~%) mit Hexokinase noch kaum reagieren.

Ansatz zur Bestimmung von Ketohexokinase:

1,5 ml 0,1 M Tridthanolaminpuffer pH 7.5

0,2 ml 0,01 M Phosphoenolkyruvat + 1,3 M KC1 + 0,4 M MgSO,
0,2 ml NADH (2,5 mg/ml)

0,05 ml 1 M NaF

0,05 ml 0,24 M ATP

0,05 ml 1 M N-Acetylglucosamin

0,02 ml Lactatdehydrogenase (1 mg/ml)

0,02 ml Pyruvatkinase (1 mg/ml)

0,01-0,05 ml Gewebsextrakt

Start mit 0,05 ml 0,06 M Fructose.

Registrierung der NADH-Oxidation am Photometer Eppendorf;
MeBtemperatur: 25° C.

Ergebnisse

Blutspiegelverhalten im Steady-state in Abhdngigkeit von der
Infusionsgeschwindigkeit

Die am Beispiel des Glycerins aufgezeigten GesetzmaBigkeiten lassen
sich auch bei Infusion von Fructose nachweisen. Der bei Dauerinfusion sich
einstellende Steady-state-Spiegel im Blut steigt zunichst linear, spiter
aber iiberproportional mit der Infusionsrate. Wihrend bei Glycerin die
Abweichung von der Linearitiit bereits bei Infusionsraten um 0,3 g/kg/h
sichtbar wird, ist das bei Fructose erst ab 1,0 g/kg/h der Fall.

Entsprechend dem iiberproportionalen Blutspiegelanstieg nimmt die
totale Clearance ab. Wie bei Glycerin wird auch bei Fructose die Streuung
der Blutspiegel bei hohen Infusionsraten entsprechend individuellen Un-
terschieden der Enzymausstattung sehr grofi und entspricht einer logarith-
mischen Normalverteilung.

Die Tatsache, dafl der {iberproportionale Blutspiegelanstieg beim Men-
schen nicht beobachtet wurde, ist dadurch zu erklidren, daf3 bei Infusions-
raten tber 1 g/kg/h Unvertriiglichkeitserscheinungen auftreten und deshalb
Untersuchungen im Bereich der Nicht-Linearitdt nicht méglich sind.
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Blutspiegel an Fructose
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Abb. 1. Fructosespiegel im Blut im Steady-state in Abhingigkeit von der
Infusionsrate.

Aus der doppelt reziproken Auftragung von Umsatzgeschwindigkeit
(= Infusionsrate minus Ausscheidungsrate) gegen den Blutspiegel entspre-
thend einem Lineweaver-Burk-Diagramm (5) 148t sich die mittlere maxi-
Male Umsatzkapazitit der Ratte fiir Fructose zu 3,5 g/kg/h extrapolieren,
und der fiir halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit erforderliche Blutspie-
8el ergibt sich zu 5,32 uMol Fructose pro ml (95,8 mg/100 ml).

Renale Ausscheidung

Auffallend gering ist die renale Ausscheidung der Fructose. Sie blieb
bis zu Zufuhrraten von 1,5 g/kg/h (mit Blutspiegeln um 5 uMol/ml bzw.
90 mg/100 ml) unter 3% der Zufuhr. Die renale Ausscheidung an anorga-
hischem Phosphat nimmt mit zunehmenden Infusionsraten an Fructose ab
0,5 g/kg/h ab.

Glucose und anorganisches Phosphat im Blut

Bis zu Fructosedosierungen von 1,0 g/kg/h pendelt sich der Glucose-
Spiegel im Blut nach einem voriibergehenden geringfiigigen Anstieg (bei
1,0 g/kg/h um 20 mg/100 ml) im Verlaufe einer 24stiindigen Infusion wie-
der auf den Ausgangswert ein. Erst bei einer Dosierung von 1,5 g/kg/h
und mehr kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der Blutglucose-
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Abb. 2. Doppelt reziproke Auftragung von Umsatzgeschwindigkeit gegen Blut-
spiegel. v = Umsatzgeschwindigkeit (Infusionsrate minus Ausscheidungsrate) in
#Mol/kg/min. ¢ = Blutspiegel in uMol/ml,

konzentration. Eine Abnahme der Konzentration an anorganischem Phos-
phat im Blut findet sich bei Dauerinfusion (im Gegensatz zu StoBbelastun-
gen) nicht. Es kommt im Gegenteil bei hGheren Dosierungen im Verlaufe
der Infusion zu einem Anstieg des anorganischen Phosphats, der mog-
licherweise mit der verringerten Ausscheidung im Harn zusammenhingt.

Metabolitkonzentrationen in Leber und Niere

Metabolitenkonzentrationen in Leber und Niere sind-in den Tab. 3
und 4 zusammengestellt. Es ist auffallend, daB die langfristige Dauer-

Tab. 1. Ausscheidung von anorganischem Phosphat im Harn
wihrend 24 Stunden Dauerinfusion
Die Kontrollen erhielten eine Infusion mit einer Lésung von 0,82 g NaCl + 0,03 g
KCl in 100 ml.
m = Mittelwert, 8 = Standardabweichung, n = Zahl der Versuchstiere

n Ausscheidung von
anorganischem Phosphat
(uMol/24 Std.)

m 8
Kontrollen 7 1173 309
Fructose:
0,56 g/kg/h 7 1072 182
0,75 gfkg/h 7 963 186
1,0 g/kg/h 10 840 143

1,5 g/kg/h 7 758 813
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infusion selbst bei toxischen Dosen (bei 1,0 g/kg/h starben 139%, bei
1,5 g/kg/h 43 der Tiere wihrend der 24stiindigen Infusion) nicht zu einer
Abnahme der Adeninnucleotide in der Leber fithrte. Es kann demnach
keine Rede davon sein, da Fructose eine besondere ,Lebertoxizitit® be-
sitzt. Dagegen findet man in den Nieren nach 24stiindiger Infusion von
1,5 g/kg/h Fructose einen signifikanten Abfall von ATP und Gesamt-Ade-
ninnucleotiden. Zeichen von Nierenschidigung finden sich auch anderwei-
tig. So nimmt die Harnausscheidung bei Dosierungen {iber 1,0 g/kg/h stark
ab, die Nierengewichte nehmen zu. Da die Proteinkonzentration entspre-
chend der Gewichtszunahme abnimmt, ist anzunehmen, daB es sich um
eine Wassereinlagerung handelt. Es ist anzumerken, daf3 die oben beschrie-
bene Abnahme der Ausscheidung von anorganischem Phosphat zu beob-
achten ist, bevor die Harnausscheidung beeintrichtigt ist. In beiden Or-
ganen kommt es bei htheren Dosierungen zu einem Anstieg von Lactat
und Pyruvat ohne wesentliche Anderung des Quotienten Lactat/Pyruvat.

Ketohexokinase in Leber und Niere

In Tab. 5 sind die Aktivititen von Ketohexokinase (EC 2.7.1.3) in
Leber und Niere vor und nach Infusionen zusammengestellt. Wihrend bei
einer Fructosedosierung von 1,5 g/kg/h nach 24 Stunden eine geringe Ab-
nahme der Aktivitdt pro g Frischgewicht zu verzeichnen ist, bleiben die
Gesamtaktivititen auf das ganze Organ berechnet konstant. Die Abnahme
der gewichtsbezogenen Aktivitdt zeigt also wie beim Proteingehalt eine
Wassereinlagerung mit Gewichtszunahme des Organs bei hohen Dosierun-
gen an. Bemerkenswert ist die hohe Ketohexokinaseaktivitit der Nieren.

Tab. 5. Aktivitit der Ketohexokinase in Leber und Nieren bei Kontrolltieren und
nach 24stiindiger Fructoseinfusion
Die Kontrollen erhielten Infusionen mit einer Lésung von 0,82 g NaCl 4- 0,03 g KC!
in 100 ml. —
m = Mittelwert, 8 = Standardabweichung, n = Zahl der Versuchstiere

n Aktivitit der Ketohexo-
kinase
{uMol/min/g Frischgewicht)
Leber Niere
Kontrolltiere ochne Infusion 18 m 6,36 3,42
s 0,86 0,46
Infusion mit Elektrolytlésung 9 m 523 3,64
s 1,38 1,24
Fructoseinfusion
0,6 g/kg/h 12 m 5,98 3,61
s 1,13 0,81
0,75 g/kg/h 12 m 6,51 3,36
8 0,68 0,60
1,0 g/kg/h 11 m 6,38 3,68
s 1,01 0,61
1,6 g/kgh 8 m 5,67 2,68
s 1,14 0,68
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Diskussion

Die Untersuchung macht deutlich, welche erheblichen Unterschiede zwi-
Schen den Effekten nach einer StoBbelastung und wihrend einer kon-
tinvierlichen Dauerinfusion bestehen. Effekte, die nach StoBbelastungen
beobachtet werden, kdnnen daher nicht mafBgebend sein fir die Beurtei-
lung der Brauchbarkeit einer Substanz bei Dauerinfusion. Wir haben
Schon frijher gezeigt, daB im Verhalten der Leber-Adeninnucleotide nach
F ructose-Stofbelastung und kontinuierlicher Infusion ein entscheidender
Unterschied besteht (6). Der Abfall an ATP und Gesamt-Adeninnucleotiden
hach StoBbelastung ist bekannt (7, 8, 9). Aus den hier vorliegenden Unter-
Suchungen geht hervor, daB selbst toxische Dosen von 1,5 g/kg/h nach
24st\’indiger Infusion keinen EinfluB auf die Adeninnucleotide der Leber
haben. Selbst bei 2,0 g/kg/h — eine Dosis, die nicht 24 Stunden lang ertra-
gen wurde (die Tiere starben meist zwischen der 12. und 20. Stunde) —
War nach 12 Stunden kein Abfall der Adeninnucleotide der Leber festzu-
Stellen. Im Gegensatz dazu fanden wir in der gleichen Versuchsanordnung
bei Infusion von 1,5 g Fructose pro kg und Std. nach 2 Stunden einen
g}?ringfﬁgig, aber signifikant reduzierten ATP- und Gesamt-Adeninnucleo~
tidgehalt der Leber von 80% der Kontrollwerte. Es scheint demnach so
Zu sein, dafl die durch eine voriibergehende Stérung der Homd&ostase ver-
anderten Metabolitspiegel sich im Verlaufe lingerer Infusionszeiten wie-
der zur Norm zuriickstellen. Entsprechendes wurde ja weiter oben auch
beim Verlauf des Blutglucosespiegels beschrieben. Aus diesem Grund er-
scheint es viel zweckmiBiger, Infusionen rund um die Uhr laufen zu lassen
und nicht — wie es die Arzneimittelkommission empfiehlt (10) — nach je-
Weils 6 Stunden eine Pause einzulegen. Viel empfindlicher als die Leber
Teagiert die Niere, die als der eigentliche Ort der Schidigung bei hoch-
dosierten Dauerinfusionen angesehen werden mufi, wie wir schon am Bei-
Spiel des Glycerins gezeigt haben (1, 15).

Zur Todesursache kénnen wir keine sicheren Aussagen machen; ver-
Mmutlich aber spielen die hohen osmotisch wirksamen Konzentrationen im
Blut dabei eine Rolle, die sich besonders beim Versagen der Nierensekre-
tion einstellen.

Das Vorkommen von Ketohexokinase (EC 2.7.1.3) in der Niere ist erst-
mals von Hers (11) beschrieben worden (zitiert bei 12) und wurde seitdem
nur noch einmal! erwihnt (13). Es kann nach der vorliegenden Unter-
Suchung kein Zweifel bestehen, da8 die Niere einen mafgebenden Anteil
am Fructoseumsatz hat. Die Tatsache, da wir héhere Ketohexokinase-
Aktivititen finden als in der Literatur beschrieben (4, 13, 14), mag dadurch
2u erkliren sein, daf ADP — ein zu ATP kompetitiver Hemmstoff der Re-
aktion - in unserem Test laufend entfernt wird.

Zusammenfassung

Bei 24stlindigen Dauerinfusionen von Fructose an Ratten folgt der Steady-
State-Blutspiegel an Fructose in Abh#ingigkeit vom Dosisstrom einer S#ttigungs-
kinetik. Selbst bei toxischen Dosen von 1,5 g/kg/h findet sich nach 24 Stunden
kein Abfall der Adeninnucleotide in der Leber, wohl aber in der Niere. Ein
kontinujerlicher Anstieg des Blutglucosespiegels erfolgt erst bei einer Dosierung
Yon 15 g/kg/h. Der Blutspiegel an anorganischem Phosphat nimmt nicht ab,
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sondern bei Dosierungen von 1,0 und 1,5 g/kg/h gegen Ende der Infusionszeit
hin zu. Die Nieren nehmen — vermutlich durch Wassereinlagerung — an Gewicht
zu, und die Harnsekretion nimmt bei Dosierungen {iber 1,0 g/kg/h stark ab. In
den Nieren findet sich eine betrichtliche Aktivitit an Ketohexokinase.

Summary

The steady-state blood level of fructose during 24 hours intravenous infusion in
response to different doses follows saturation kinetics. Even after toxic doses
of 1.5 g/kg/h no depletion of liver adenine nucleotides can be observed after
24 hours. In the kidneys, however, ATP, ADP and total adenine nucleotides
were decreased after a dose of 1.5 g/kg/h of fructose. The blood glucose in-
creased continuously at infusion rates of 1.5 g/kg/h. Inorganic phosphate in the
blood increased at doses of 1.0 and 1.5 g/kg/h. The weight of the kidneys
increased, presumably through water uptake. Urinary secretion was drastically
reduced at doses above 1.0 g/kg/h. An appreciable activity of ketohexokinase
can be demonstrated in the kidneys.
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