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Biokinetisehes Verhalten und 8toffwechselwirkungen yon 
Fructose bei hochdosierter Dauerinfusion an der Ratte*) 

W .  H a s s i n g e r ,  R .  H.  A c k e r m a n n ,  K .  W a g n e r  
u n d  B.  S c h 6 n e r s t e d t  

Mit 2 Abbi ldungen und 5 Tabellen 

(Eingegangen am 5. November  1975) 

Vor  e i n i g e r  Ze i t  h a b e n  w i r  a m  B e i s p i e l  des  G l y c e r i n s  d ie  i n t r a z e l l u l ~ r e  
E n z y m k i n e t i k  m i t  d e n  b i o k i n e t i s c h e n  D a t e n  be i  S t o B b e l a s t u n g  uncl D a u e r -  
in fus ion  u n d  d e m  B l u t s p i e g e l  u n t e r  S t e a d y - s t a t e - B e d i n g u n g e n  zu k o r r e l i e -  
t en  v e r s u c h t  (1, 2). I n  d e r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  so l l  geze ig t  w e r d e n ,  dab  d ie  
dabei  e r m i t t e l t e n  G e s e t z m ~ B i g k e i t e n  auch  f/Jr a n d e r e  S u b s t r a t e  - h i e r  
~ ruc tose  - p r i n z i p i e l l e  G t i l t i g k e i t  haben .  F r u c t o s e  w u r d e  d e s h a l b  gew~hl t ,  
Well s ie  n ich t  n u r  e inen  w e s e n t l i c h e n  A n t e i l  a n  den  E n e r g i e l i e f e r a n t e n  
in u n s e r e r  N a h r u n g  ha t ,  s o n d e r n  d a r i i b e r  h i n a u s  i m  R a h m e n  d e r  In -  
fUs ions the rap ie  u n d  p a r e n t e r a l e n  E r n ~ h r u n g  a l l e in  o d e r  in  G e m i s c h e n  v e r -  
ab re ich t  w i r d  u n d  unzu l~ss ige  Riickschlf isse aus  b iochemischen  u n d  p h a r -  
r aako log i schen  U n t e r s u c h u n g e n  m i t  p r a x i s f r e m d e n  Dosen  u n d  A p p l i k a -  
t i ons r a t en  e in ige  V e r u n s i c h e r u n g  i m  H i n b l i c k  a u f  d ie  k o n t r o l l i e r t e  A n -  
V~endung in I n f u s i o n e n  ausge lSs t  haben .  A l s  M o d e l l  f f i r  d iese  U n t e r -  
Suchungen d i e n t e  d ie  Ra t t e ,  w e l l  b i e r  e i ne r s e i t s  d ie  U n t e r s u c h u n g e n  b is  zu 
toxischen u n d  l e t a l e n  Dosen  v o r g e t r i e b e n  w e r d e n  k S n n e n  u n d  a n d e r e r -  
seits  aus  z a h l r e i c h e n  B e o b a c h t u n g e n  b e k a n n t  ist ,  dab  d ie  a n  d i e s e m  M o d e l l  
e r a r b e i t e t e n  G e s e t z m ~ B i g k e i t e n  o h n e  w e i t e r e s  q u a l i t a t i v  auf  den  M e n -  
schen i i b e r t r a g e n  w e r d e n  k6nnen ;  A b w e i c h u n g e n  s ind  l ed ig l i ch  y o n  q u a n -  
t i t a t i v e r  A r t  w e g e n  m e n g e n m ~ B i g  u n t e r s c h i e d l i c h e r  E n z y m a u s s t a t t u n g  d e r  
he iden  Spezies .  

M e t h o d i k  

Versuchstiere waren  m~nnliche SIV-Rat ten  der  Versuchstierzucht S. Ivano-  
vas u. Co. (7967 Kisslegg) zwischen 230 und 260 g. Bis zum Versuchsbeginn wur -  
den die Tiere ad l ib i tum mi t  S tandarddi~t  (Altromin 1324) gefiit tert .  Dauer -  
infusion erfolgte dutch einen Vena-Cava-Kathe te r ,  der  in Athernarkose  einge-  
legt wurde.  Um den Ka the te r  offenzuhalten, wurde  his zum Erwachen der Tiere 
eine LOsung mit  0,82 g NaC1 + 0,03 g KC1 pro 100 ml infundiert .  Kontrol l t iere  
erhielten wei te rh in  diese LSsung, Versuchstiere FructoselSsung in verschiedenen 
I~onzentrationen mi t  e iner  Einlaufgeschwindigkei t  yon 1 mUh. Wghrend der  
ganzen Versuchsdauer  s tand den Tieren Tr inkwasser  ad l ib i tum zur Verffigung. 
Blutentnahme erfolgte durch Kappen  der Schwanzspitze, und zwar w~hrend 
der ersten zwSlf Stunden zweistfindlich und yon der  21.-24. Stunde stiindlich. 
"Wfihrend der ganzen Infusionszeit  wurde  fiber einen Kathe te r  der  Harn  gesam- 

*) Mit  Unterst i i tzung der  Jacques -P f r immer-Ged~ch tn i s s t i f t ung .  
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melt. Der Beginn der Infusion lag immer morgens zur gleichen Tageszeit. zur  
Best immung der Enzymaktivi t~ten wurde 1 g Gewebe mit  eiskalter 0,15 lYl KC1 
+ 0,001 M Athylendiamintetraacetat  im Verh~ltnis 1:10 homogenisiert. 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  dutch Gefrierstop entnommen 
und im Verh~ltnis 1 : 5 mit  1 M eiskalter Perchlors~ure 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 Proteinbest immung erfolgte mit  der Biuretmethode. 
Zur Best immung der Aktivit~t yon Ketohexokinase wurde das bei der 

Reaktion entstehende ADP ira gekoppelten optischen Test mit  Pyruvatkinase 
und  Lactatdehydrogenase gemessen. Zusatz yon N-Acetylglucosamin hemmt 
Hexokinase kompetitiv (4). Zudem wird die Spezifit~t der Messung yon Fructo- 
kinase dadurch erleichtert, dab die ffir die Messung erforderlichen Fructose- 
konzentrat ionen (1,5 �9 10 -3) mit  Hexokinase noch kaum reagieren. 

Ansatz zur Best immung yon Ketohexokinase: 
1,5 ml 0,1 lYl Tri~thanolaminpuffer pH 7.5 
0,2 ml 0,01 M Phosphoenolkyruvat  -P 1,3 M KC1 + 0,4 lYl IVIgSO4 
0,2 ml NADH (2,5 mg/ml) 
0,05 ml 1 M NaF 
0,05 ml 0,24 lYl ATP 
0,05 ml 1 M N-Acetylglucosamin 
0,02 ml Lactatdehydrogenase (1 mg/mD 
0,02 ml Pyruvatkinase  (1 mg/ml) 
0,01-0,05 ml Gewebsextrakt  
Start  mit  0,05 ml 0,06 M Fructose. 
Registrierung der NADI-I-Oxidation am Photometer Eppendorf; 
MeBtemperatur: 25 ~ C. 

Ergebnisse 

Blutspiegelverha~ten im Steady-state in Abhdngigkei t  yon der 
In]usionsgeschwindigkeit 

Die am Beispiel  des Glyce r ins  aufgeze ig ten  Gese tzmgBigkei ten  lassen 
sich auch bei  I n fu s ion  von  Fruc tose  nachweisen .  Der  bei D a u e r i n f u s i o n  sich 
e ins t e l l ende  S t eady - s t a t e -Sp iege l  im  B l u t  s te ig t  zun~chst  l inear ,  sp~ter  
abe r  f ibe rp ropor t iona l  mi t  der  In fus ions ra te .  W ~ h r e n d  bei  G l y c e r i n  die 
A b w e i c h u n g  yon  der  L inea r i t~ t  bere i t s  bei  I n f u s i o n s r a t e n  u m  0,3 g/kg/h 
s ichtbar  wird,  ist  das bei  F ruc tose  ers t  ab 1,0 g /kg/h  der  Fal l .  

En t sp rechend  dem f ibe rp ropor t i ona l en  B lu t sp iege lans t i eg  n i m m t  die 
to ta le  C lea rance  ab. Wie bei  G l y c e r i n  w i r d  auch bei  F ruc tose  die S t r e u u n g  
der  Blu tsp iege l  bei  hohen  I n f u s i o n s r a t e n  en t sp rechend  i n d i v i d u e l l e n  U n -  
te rschieden  der  E n z y m a u s s t a t t u n g  sehr  grofl u n d  en tspr ich t  e iner  logar i th  ~ 
mischen N o r m a l v e r t e i l u n g .  

Die Tatsache,  dab der  f ibe rp ropor t iona le  B lu t sp iege lans t i eg  b e i m  Men-  
schen n icht  beobachte t  wurde ,  ist dadurch  zu erk l~ren ,  dab bei  In fus ions -  
r a t e n  fiber 1 g /kg/h  U n v e r t r ~ g l i c h k e i t s e r s c h e i n u n g e n  a u f t r e t e n  u n d  deshalb  
U n t e r s u c h u n g e n  im Bereich der  Nicht-Lineari t~i t  n icht  mSglich sind. 



Hassinger u. a., Biokinetisches Verhalten und Sto1~wechselwirkungen 203 

B l u t s p i e g e t  on Fructose 
/uMollmt 
10 

9 

8 

7 

6 

5 �9 

4 

3 

2 . j4 

I I a ! 
0,5 1,0 1,5 2,0 

fnfusionsrote:  g / kg /h  

Abb. 1. Fructosespiegel im Blur im Steady-state in Abh~ngigkeit vonder  
Infusionsrate. 

Aus der doppel t  reziproken Auf t ragung  von Umsatzgeschwindigkei t  
(~  Infus ionsra te  minus Ausscheidungsrate) gegen den Blutspiegel entspre-  
chend einem Lineweaver-Burk-Diagramm (5) l~iBt sich die mi t t le re  maxi -  
male Umsatzkapazi t~t  der  Rat te  ffir Fructose  zu 3,5 g/kg/h extrapolieren,  
Und der ffir ha lbmax ima le  Umsatzgeschwindigkei t  erforderl iche Blutspie-  
gel ergibt  sich zu 5,32 pMol Fructose  pro ml (95,8 mg/100 ml). 

Renale Ausscheidung 

Auffal lend gering ist die renale  Ausscheidung der  Fructose. Sie blieb 
his zu Zufuhr ra t en  yon 1,5 g/kg/h (mit Blutspiegeln um 5 #Mol/ml bzw. 
90 rag/100 ml) un te r  3 % der Zufuhr .  Die renale  Ausscheidung an anorga-  
nischem Phospha t  n immt  mi t  zunehmenden  Infus ionsra ten  an Fructose ab 
0,5 g/kg/h ab. 

Glucose und anorganisches Phosphat im Blur 

Bis zu Fructosedosierungen von 1,0 g/kg/h pendelt  sich der Glucose- 
Spiegel im Blur nach e inem vor i ibergehenden geringffigigen Anstieg (bei 
1,0 g/kg/h um 20 mg/100 ml) im Ver laufe  einer 24sttindigen Infusion wie-  
der auf  den Ausgangswer t  ein. Erst  bei einer Dosierung yon 1,5 g/kg/h 
Und mehr  k o m m t  es zu einem kontinuierl ichen Anstieg der Blutglucose- 
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Abb. 2. Doppelt reziproke Auftragung von Umsatzgeschwindigkeit gegen Blur- 
spiegel, v = Umsatzgeschwindigkeit (Infusionsrate minus Ausscheidungsrate) in 

~uMol/kg/min. c = Blutspiegel in/~Mo:l]ml. 

konzen t r a t i on .  E ine  A b n a h m e  der  K o n z e n t r a t i o n  an  ano rgan i schem Phos-  
p h a t  im B l u t  f inder sich bei  D a u e r i n f u s i o n  (im Gegensa tz  zu Stol~belastun-  
gen) nicht.  Es k o m m t  im Gegen te i l  bei  h 6 h e r e n  D o s i e r u n g e n  i m  Ver laufe  
der  I n f u s i o n  zu e i n e m  Ans t i eg  des ano rgan i s c he n  Phosphats ,  der  mSg- 
l icherweise  mi t  der  v e r r i n g e r t e n  Aussche idung  im  H a m  zusammenhf ing t .  

Metabolitkonzentrationen in Leber und Niere 

M e t a b o l i t e n k o n z e n t r a t i o n e n  in  Lebe r  u n d  Niere  s i n d ~ i n  den  Tab.  3 
u n d  4 zusammenges t e l l t .  Es is t  au f fa l l end ,  dal~ die l angf r i s t ige  D a ue r  o 

Tab. 1. Ausscheidung von anorganischem Phosphat im H a m  
wiihrend 24 Stunden Dauerinfusion 

Die Kontrollen erhielten eine Infusion mit  einer LSsung von 0,82 g NaC1 + 0,03 g 
KC1 in 100 mI. 

m = Mittelwert, s ---- Standardabweichung, n = Zahl der Versuchstiere 

n Ausscheidung yon 
anorganischem Phosphat 
(/~Mol/24 Std.) 
m s 

Kontrollen 
Fructose: 

o,5 g/kg/h 
0,75 g/kg/h 
1,0 g/kg/h 
1,5 g/kg/h 

7 

7 
7 

10 
7 

1173 

1072 
963 
840 
758 

3O9 

182 
186 
143 
613 
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infusion selbst bei toxischen Dosen (bei 1,0 g/kg/h starben 13~ bei 
1,5 g/kg/h 43 ~ der Tiere w~hrend der 24stfindigen Infusion) nicht zu einer 
Abnahme der Adeninnucleotide in der Leber ffihrte. Es kann demnach 
keine Rede davon sein, dab Fructose eine besondere ,,Lebertoxizit~t" be- 
sitzt. Dagegen findet man in den Nieren nach 24stfindiger Infusion yon 
1,5 g/kg/h Fructose einen signifikanten Abfall  yon ATP und Gesamt-Ade- 
ninnucleotiden. Zeichen yon Nierensch~digung finden sich auch anderwei- 
rig. So nimmt die Harnausscheidung bei Dosierungen fiber 1,0 g/kg/h stark 
ab, die Nierengewichte nehmen zu. Da die Proteinkonzentrat ion entspre- 
chend der Gewichtszunahme abnimmt, ist anzunehmen, dab es sich urn 
eine Wassereinlagerung handelt. Es ist anzumerken,  da0 die oben beschrie- 
bene Abnahme der Ausscheidung yon anorganischem Phosphat  zu beob- 
achten ist, bevor die Harnausscheidung beeintrfichtigt ist. In beiden Or- 
ganen kommt es bei hSheren Dosierungen zu einem Anstieg yon Lactat 
und Py r uva t  ohne wesentliche Anderung  des Quotienten Lactat /Pyruvat .  

Ketohexokinase  in Leber  und Niere 

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

Tab. 5. Aktivit~t der Ketohexokinase in Leber und Nieren bei Kontrolltieren und 
nach 24stiindiger Fructoseinflmion 

Die Kontrollen erhielten Infusionen mit einer LSsung yon 0,82 g NaC1 + 0,03 g KC1 
in 100 ml. /- 

m = 1~Iittelwert, s ----- Standardabweichung, n = Zahl der Versuchstlere 

n A~tivit~t der Ketohexo- 
kinase 
(~Mol/min]g Frischgewich~) 
Leber Niere 

Kontrolltiere ohne Infusion 16 m 6,35 3,42 
s 0,86 0,46 

Infusion mit Eloktrolytl6sung 9 m 5,23 3,64 
s 1,38 1,24 

Fruct~oseinfuslon 
0,5 g/kg/h 12 m 5,98 3,61 

s 1,13 0,81 
0,75 g]kgjla 12 ra 6,51 3,35 

s 0,58 0,60 
1,0 g/kgfl~ 11 m 6,38 3,58 

s 1,01 0,61 
1,5 gfkg[h 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 w~ihrend einer kon-  
tinuierlichen Dauer infus ion bestehen. Effekte, die nach Stol~belastungen 
beobachtet werden,  kSnnen daher  nicht maI3gebend sein ftir die Beur te i -  
lung der  Brauchbarke i t  einer Substanz bei Dauerinfusion.  Wir haben  
schon fr t iher  gezeigt, dab im Verha l ten  der  Leber-Adeninnucleot ide  nach 
Fructose-StoI3belastung und kontinuier l icher  Infusion ein entscheidender 
Unterschied besteht  (6). Der  Abfal l  an ATP und Gesamt-Adeninnucleot iden  
nach StoBbelastung ist bekann t  (7, 8, 9). Aus den hier  vor l iegenden Unte r -  
suchungen geht  hervor ,  dab selbst toxische Dosen von 1,5 g/kg/h nach 
24sttindiger Infusion keinen Einflul3 auf  die Adeninnucleot ide der Leber  
haben. Selbst bei 2,0 g/kg/h - eine Dosis, die nicht 24 Stunden lang e r t r a -  
gen wurde  (die Tiere  s ta rben  meist  zwischen der  12. und 20. Stunde) - 
war  nach 12 Stunden kein Abfal l  der  Adeninnucleot ide der  Leber  festzu-  
stellen. I m  Gegensatz  dazu fanden  wir  in der  gleichen Versuchsanordnung 
bei Infusion yon 1,5 g Fructose  pro  kg und Std. nach 2 Stunden einen 
geringftigig, aber  signifikant reduzier ten  ATP-  und Gesamt-Adeninnucleo-  
t idgehalt  der  Leber  yon 80 % der Kontrol lwer te .  Es scheint dernnach so 
zu sein, dab die durch eine vorf ibergehende St6rung der  HomSostase ver -  
~nderten Metaboli tspiegel  sich im Ver laufe  l~ingerer Infusionszei ten wie-  
der zur  Norm zurfickstellen. Entsprechendes wurde  ja wel ter  oben auch 
heim Ver lauf  des Blutglucosespiegels beschrieben. Aus diesem Grund  er -  
scheint es viel zweckm~Biger, Infusionen rund um die  Uhr laufen zu lassen 
Und nicht - wie es die Arzneimi t te lkommiss ion  empfiehlt  (10) - n a c h  je- 
Weils 6 Stunden eine Pause  einzulegen. Viel empfindlicher als die Leber  
reagier t  die Niere, die als der  eigentliche Ort  der  Sch~digung bei hoch- 
dosierten Dauer infusionen angesehen werden  muB, wie  wir  schon am Bei- 
spiel des Glycerins gezeigt haben  (1, 15). 

Zur  Todesursache kSnnen wi r  keine sicheren Aussagen machen; ve r -  
rnutlich aber  spie]en die hohen osmotisch w i rksamen  Konzentra t ionen im 
Blur dabei  eine Rolle, die sich besonders  be im Versagen der  Nierensekre-  
tion einstellen. 

Das Vorkommen  yon Ketohexokinase  (EC 2.7.1.3} in der  Niere ist ers t -  
ruals yon Hers  (11) beschrieben worden  (zitiert bei 12) und wurde  sei tdem 
nur  noch e inmal  erwtihnt  (13). Es kann  nach der  vor l iegenden Unte r -  
suchung kein Zweifel  bestehen,  dab die Niere  einen maB~ebenden Anteil  
am Fructoseumsatz  hat. Die Tatsache, daI3 wi r  h6here  Ketohexokinase-  
Aktivit~iten finden als in der L i t e ra tu r  beschrieben (4, 13, 14), n a g  dadurch 
zu erkl~ren sein, dab ADP - ein zu ATP kompet i t ive r  Hemmstoff  der Re-  
aktion _ in unse rem Test  laufend en t fe rn t  wird.  

Zusamrnen]assung 

Bei 24sttindigen Dauerinfustonen yon Fructose an Ratten folgt der Steady- 
state-Blutspiegel an Fructose in Abh~ngigkeit y o n  Dosisstrom einer S~ittigungs- 
kinetik. Selbst bei toxtschen Dosen yon 1,5 g/kg/h finder sich nach 24 Stunden 
ketn Abfall der Adeninnucleotide in der Leber, wohl abet in der Niere. Ein 
kontinuierlicher Anstieg des Blutglucosespiegels erfolgt erst bei einer Dosierung 
vor, 1,5 g/kg/h. Der Blutspiegel an anorganischem Phosphat nimmt nicht ab, 
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s o n d e r n  be i  D o s i e r u n g e n  v o n  1,0 u n d  1,5 g / k g / h  g e g e n  E n d e  d e r  Inf-usionszeit  
h i n  zu. Die  N i e r e n  n e h m e n  - v e r m u t l i c h  d u r c h  W a s s e r e i n l a g e r u n g  - a n  Gewich t  
zu, u n d  die  H a r n s e k r e t i o n  n i m m t  be i  D o s i e r u n g e n  f iber  1,0 g / k g / h  s t a r k  ab. In 
d e n  N i e r e n  f inder  s ich e ine  betr~icht l iche Akt ivi t~i t  a n  K e t o h e x o k i n a s e .  

Summary  

The  s t e a d y - s t a t e  b l o o d  l eve l  o f f r u c t o s e d u r i n g 2 4 h o u r s i n t r a v e n o u s i n f u s i o n i n  
r e s p o n s e  to  d i f f e r e n t  doses  fo l lows  s a t u r a t i o n  k ine t ics .  E v e n  a f t e r  tox ic  doses 
of 1.5 g /kg /h  no  d e p l e t i o n  of l i v e r  a d e n i n e  nuc l eo t ide s  c a n  b e  o b s e r v e d  a f t e r  
24 hours .  I n  t h e  k idneys ,  h o w e v e r ,  A T P ,  A D P  a n d  to t a l  a d e n i n e  nuc l eo t ide s  
w e r e  d e c r e a s e d  a f t e r  a dose  of 1.5 g / k g / h  of f ruc tose .  The  b l o o d  g lucose  i n -  
c r e a s e d  c o n t i n u o u s l y  a t  i n f u s i o n  r a t e s  of 1.5 g /kg/h .  I n o r g a n i c  p h o s p h a t e  in  the  
b lood  i n c r e a s e d  a t  doses  of 1.0 a n d  1.5 g /kg/h .  T h e  w e i g h t  of t h e  k i d n e y s  
inc reased ,  p r e s u m a b l y  t h r o u g h  w a t e r  u p t a k e .  U r i n a r y  s e c r e t i o n  w a s  d ra s t i ca l l y  
r e d u c e d  a t  doses  a b o v e  1.0 g/kg/h .  A n  a p p r e c i a b l e  ac t i v i t y  of k e t o h e x o k i n a s e  
c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  in  t h e  k idneys .  
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