
Monatshefte fiir Chemie 101, 1189--t202 (1970) 

�9 by Springer-Verlag 1970 

Uber den Mechanismus der durch 4-Hydroxypentenal 
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E i n l e i t u n g  u n d  P r o b l e m s t e l l u n g  

4 -Hydroxypen tena l  ist  wie alle 4 - H y d r o x y - 2 - t r a n s - e n a l e  - -  ein 
vielseitig wirksames Zellgif t  W/~hrend der Mechanismus der durch diese 
Subs tanzen  bewirkten t t e m m u n g  der G/~rung 1, der Biosynthesen yon 
Prote inen und Nukleinsi~uren bereits einigermal]en aufgekli~rt werden 
konn te  2, a, waren bisher fiber den Mechanismus der A t m u n g s h e m m u n g  
nur  Vermutungen  mSglich. I n  der vorl iegenden Unte r suchung  s011 zu 
dieser noch offenen Frage ein erster experimenteller  Beitrag geleistet 
werden. 

M a t e r i a l  

g.Hydroxy=2-pentenal ( H P E )  synthetisiert von Esterbauer4; Ehrlich- 
Asc i tes -Tumorze l len  der M a u s  [ E A T Z ) ,  S~amm Heidelberg.Lettr~,  aus 
denen auch die Mitochondr ien  (s. Methoden) gewonnen wurden. 

Substrate:  Glucose. 55 ~Mol pro Ansa~z; Glucose, 55 ~Mol • 5 ~Mol 
N A D :  N A D H ,  10 ~Mol; Natriumpyruvat,  Trinatriumcitrat ,  Dinatrium- 

�9 oxalacetat, -fumarat, -succinat und -ketoglutarat, je 20 fzMol. 
Cysteinzusdtze: 25 bzw. 150 tzMol. 
Phosphatpu l /er  ( P B S )  : LSsung A: NaC1 40 g, KC1 1 g, Na2PO4 5,75 g, 

KH~PO4 1 g, H20 4 1. 
LSsung B: MgCls .6  I-I20 0.5 g, I-I20 0,5 1. 
LSsung C : CaC12 0,5 g, I-IuO 0,5 1. 
A : B : C im Verh~ltnis 40 : 5 : 5 gemiseht : P B S .  

M e t h o d e n  

E A T Z  wurden zwischen dem 7. und 10. Tag pos~ vransplantationem der 
Maus aus der BauchhShle entnommen, bei 200 g zentrifugiert, mehrmals mit 

1 E.  Schauenstein ,  J .  Lipid Res. 8, 417 (1967L 
2 I .  J .  Biclcis, E .  Schauenste in  und M .  Tau/er ,  Mh. Chem. 100, 1077 

(1969). 
3 S.  Seeber, P .  Warnec]ce und U. Weser, Z. Krebsforsch. 72, 137 (1969). 
a H.  Esterbauer und W. Weger, Mh. Chem. 98, 1884, 1994 (1967). 
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isotoner NaC1-L6sung gewasehen, in Krebs--Ringer-Phosphatpuffer aufge- 
nommen und Zellzahl mittels H~matokri t  hestimmt. 

Ansatz eines Warburg-Kolbcn8 ]~r Messungen an lcompletten Zellen 

Einsatz : 0,2 ml 10proz. KOtt .  
Haupt raum:  1,0 ml KrebsRinger .Phosphatpuf fer  • 45 ~zl Zellsuspen- 

sion, entsprechend 15. l06 Zel]en. 1,0 ml isotone KochsalzlSsung (KorLtroll- 
ansa~z ) bzw. 1,0 ml isotone Koehsalzl6stmg -- HPE-Endkonzentrat ion 1.10 -3 
bzw. 3.10-SMol/1 (Testansatz). 

Kontro]l- und Testansa~z wurden zun/ichst 30 Min. bei 37~ aerob 
gesehfittelt (,,Vorinkubation"). Hierauf wurde 2 Min. mit  950/0 O2 • 5~o CO2 
gegast und das jeweilige Substrat0 gel6st in 0,5 ml Krebs--Ringer.Phosphat- 
puffer aus dem Seitenarm zugekippt. Temperavurangleich 5 Min., Mel]zeit: 
40. bis 100. Minute. 

Auswaschen des Hemmsto]]es 

Naeh 30 Min. Vorinkubation mit  H P E  (bzw. isotoner lqaC1-L6sung, 
Kontrollen), Zellen 3mal bei 0~ und 200 g mit eiskalver isotoner NaC1- 
LSsung zentriiugieren und sogleich in den Atmungsversueh einsetzen. Hier- 
durch wird der freie Aldehyd im Medium und der in den Zellen locker 
adsorptiv gebundene Aldehyd entfernt  und erreicht, dab Cysteinzus/~tze nur 
mehr auf den ehemiseh gebtmdenen Aldehydanteil einwirken. 

Au]arbeitung der Zellen ]i~r Messungen an Mitochondrien 

E A T Z  werden nach Entnahme 3mal mit eiskalter isotoner Kochsalz- 
16sung gewasehen und auf die Zelldichte yon 15 Mio pro ml gebrach~. 30 ml 
Zellsuspension mit  30 ml isotoner Kochsalzl6sung (Kontrollen) bzw. mit  
30ml  isotoner Koehsalzl6sung ~ H P E  (Testansatz) 30Min. bei 37~ 
schfitteln, sodann an einer Al iquote  die Atmung mit  Glucose als Substrat 
messen und den Rest, wie im folgenden beschrieben,~ auf isolierte Mito- 
chondrien aufarbeiten: 

Isolierung der Mitochondrien ~ 

E A T Z  wurden 2real mit  P B S ,  einmal mit  L6sung A (5 : 1 mit  Wasser 
verdiinnt) gewasehen, dann in l~ohrzueker (0,125 Mo]/1) KC1 (0,075 Mol/1) 
suspendiert und Ze]lzahl bestimmt. Ungef/~hr 3 - 1 0  s Zellen 5 Min. mit  
2200 g bei 0 ~ C zentrifugieren, in 5 ml eiskaltem Wasser aufnehmen und wie 
oben 3 Min. zentrifugieren, suspendieren in 20 ml Wasser, vorsichtig h/~ndiseh 
homogenisieren im Potter--Elvehjem-I-Iomogenisator; Zugabe yon 1,5mo]arer 
RohrzuckerlSsung, so dal~ die Endkonzentra~ion an ]~ohrzueker 0,1 Mol/] 
betr~gt. 

Die Suspension wird 10 Min. stehengelassen, mit  dem Ultra-Turrax 
h0mogenisiert (1 Min. unter  Kiihhmg bei einer Spannung yon 70 V), Zugabe 
von Rohrzucker (0,75 Mo1/1)--KC1 (0,5 Mol/1), bis die Endkonzentrat ion an 

5 W. C. Schneider, J. Biol. Chem. 176, 259 (1948); E. M. Martin, 
J.  Malec, J.  L. Coote und T. S. Work, Biochem. J .  80, 606 (1961); K.  B. Free- 
man, J.  Biochem. {)4, 494 (1965); G. H. Hers, J.  Berthet, L. Bcrthet und 
Chr. de Duve, Bull. Soc. Biol. Paris 88, 21 (1951); F. L. Crane, J. L. Glenn 
und D. L. Green, Bioehim. Biophys. Acta 22, 475 (1956); J. B. Clare, A.  L. 
Greenbaum und T. F. Slater, Bioehem. J.  {)4, 651 (1965). 
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KC1 0.1 MoI/1 betr/ig~. 10 Min. bei 600 g zentrifugieren. Den Uberstand mit  
den 2 Waschflfissigkeiten des Sedimentes veremlgen (0,25Mol/1 l%ohr- 
zucker) und 15 Min. bei 0 ~ C bei 10 000 g zentrifugieren. Sediment in PBS,  
p i t  q,4, aufnehmen und zur Messung bringen. 

Ansatz eines Warburg-Kolbens /i~r Messungen an Mitochondrien 

Einsatz: 0,2 ml 10proz. KOH. 
Haupt raum:  1,0 ml Mitochondriensuspension in Puffer* p i t  7,4, 1.5 ml 

des g!eichen Puffers mi t  30 ~zM0~ N a F .  20 ~Mol MgCI2, 5 ~l~ol A T P ,  0,5 mg 
Cytochrom C, 90 ~zMol Glucose und Hexokinase. 

Seitenarm: 0.5ml S6rensen-Phosphatpuffer Substrat:  40~Mo] Suc- 
eina~ bzw. 10 ~zMol N A D H .  

Eine Proteinbes~immung ist in jedem Falle notwendig, da die Mito- 
chondrienproteinmenge nie konstant ist und au2erdem aus HPE.inkubierten 
Zellen nur 30 50 ~o der Kontrollen gewonnen werden konnten. Bestimmungs- 
methode: Biuret. 

NAD-Best~mmung 

Gearbeitet wurde nach den Angaben yon Holzer 6, die ffir unsere Versuchs- 
anordnung geringf~gig modifiziert wurden (Volumina). Der 14fache Ansatz 
emes Warburg-Kolbens (f/ir komplette Zellen~ wurde 30 Min. im Brut- 
schrank bei 37 ~ C gesch~ttelt. Hierauf wurden 5 ml Suspension entnommen 
und daran in 2 Parallelbestimmungen im Warburg-Appara~ die Atmung 
gemessen. Die fibrige Suspension wurde zentrifugiert, die Zellen 2mal mit  
isotoner KoehsalzlSsung gewaschen, der Uberstand abgegossen und zum 
Zel]sediment 2 ml 6proz. ttC104 hinzugef/ig~ (EiweiBf~llmlg); Abzentrifu- 
gieren des Sedimentes, :Neutralisieren des Uberstandes mit  KOH.  Nachdem 
auf 3 ml aufgeffillt worden war, wurde KC104 abzentrifugiert und 1,0 ml der 
nunmehr klaren LSsung in den optischen Test eingesetzt. Vermessen wurde 
die Extinktionsgnderung bei 366 nm, Schichtdieke 1 ore. 

Optischer Test:  0,01 m] 2n-NaOtt 
0,05 ml 96proz. Ath~nol 
0,02 ml lm-Semicarbazid-ItC1-LSsung 
1,67 ml Glykokollpyrophosphatpuffer (pit  -- 8,7) 0,2m 
1,0 ml Test]Ssung 

2,75 ml 

Bestimmung der Anfangsextinktion (El), Zugabe yon 0,05 ml Alkohol- 
dehydrogenase (0,01 rag), Ablesen der Extinktions/~nderung nach 5 Min. (E2) 

E r g e b n i s s e  

Messungen an kompletten Zellen 

a) HPE-Konzentrat ion im Inkubationsmedium 1 �9 10-3 Mol/1. 

Aus Tab. 1 ersieht man, dab H P E  den intrazellul/iren NAD-Spiegel dra- 
stisch erniedrigt ; die Senkung ist merklich schw&cher als bei dem frfiher unter- 
suchten homologen 4-Hydroxy-octenal 7, bei dem sie etwa 85 ~o betrug. 

�9 S6rensen-Phosphat 

6 H. Holzer, P. Glogner und G. Sedlmayr, Biochem. Z. 330, 59 (1958). 
E. Schauenstein, J. Zangger und M. Ratzenho]er, Z. Naturforsch. 19b, 

923 (1964). 
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Tabelle 1. B e e i n f l u s s u n g d e s N A D - S p i e g e l s  

K0ntrotle . :Test NAD~Abfalt, 
E i  E~ A E E1 Ee A E , % :' 

0,039 
0,039 
0,043 
0,057 
0 , 0 3 6  

0,056 0,0t7 
0,054 0,015 
0,060 0,017 
0,075 0r " 
0,058 0,022 

0,033 :0,038 
0,040 0,044 
0,038 0 , 0 4 3  
0,037 10,042 
0 ,027  0,034 

0,005 ]l 7t 
0,004 73 
0,005 71 
0~005 . 72 
oio07, 6s 

Durehschnitt 71% 

Beein]lussung des O2-Verbrauches unter Verwendung verschiedener Substrate 

Tab. 2 beinhaltet s~mtliche Ergebnisse eines einzelnen, aus 30 Ansi~tzen 
beliebig herausgegriffenen Versuchsansatzes und sell fiber die tats~chlich 
verbrauchten Izl 02 sowie fiber die durchwegs eingehaltene reehnerische Aus- 
wertung orientieren. Die Gesamtauswertung ist in S~ule I I  der Abb.  1 gra- 
phisch dargestellt. In  allen Abbildungen stellen die H6hen der S~ulen die 
MittelWerte aus si~mtlichen Einzelwerte n aller Einzelversuche dar; die 
darfibergesetzten Zahlen geben die Anzahl der jeweils durehgeffihr~en Einzel- 
versuChe an, die Eerie symbolisieren die mittleren Fehler der Mitte!werte. 
Die geringen Streuungen der mittleren Hemmprozent e ierkl~ren sieh daraus, 
dab es sich hier j a u m  Streuungen yen  ~ e 1 a t i v  Wer t e n  hande]t, w&hrend die 
A b s o l u t w e r t e  (~1 verbrauchter Sauerstoff) in den versehiedenen Einzel- 
versuehen natfirlieh eine vielfaeh gr61~ere Streuung zeigen. 

Tabelle 2. S u b s t r a t :  G l u c o s e  (Einzelansatz) 

Min. Kontrolle, Test, 
~1 02 ~1 02 % Hemmung 

50. 4,4 1,2 73 
60. 11,3 3,0 73,4 
70. 16,7 4,3 73,5 
80. 24,5 6,8 72 
90. 31,7 7,8 75 

100. 36,0 7,8 78 

Tabelle 3. S u b s t r a t :  G l u c o s e  
(Messung nach Auswaschen des I-Iemmstoffes) 

Abb. 1, Saule I I a  

tzl O2-Verbraueh 
Versuch pro 60 Min. % H m ~ u n g  

�9 Kontrollen HPE.beh.  
Mittelwert 

1 45 16 64 
2 44 18 59 
3 54 12 78 
4 39 1 8  54 
5 37 16 57 

63% 
F m =  • 3% 
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Tabel le  4. S u b s t r a t :  G l u c o s e  • N A D  

Abb.  1, Sgule I I I  

Versuch  
~1 O2-Verbrauch  

pro  60 Min. % I - Iemmung Mi t t e lwer t  
K o n t r o l l e n  H P  E-beh.  

28 14 50 
38 18 52 5 8 %  
~2 15 64 Fm -- ~ 3 %  
34 12 65 

T a b e l l e 5 .  S u b s t r a t :  G l u c o s e  - N A D  

(Messung n a c h  A u s w a s c h e n  des Hcmmsto f f e s )  
Abb .  1, Saule I I I a  

Vcr such  
tzl 0 2 - V e r b r a u c h  

pro  60 Min. % I - Iemmung 
K o n t r o l l e n  H P  E-beh.  

M i t t e l w e r t  

1 40 17 58 
2 42 19 54 

Tabel le  6. S u b s t r a t :  N A D H  

Abb.  1, Siiule I V  

56% 
F ~  = •  

Ver such  
~1 O2-Verb rauch  

p ro  60 Min.  % H e m m u n g  
K o n t r o l l e n  H P  E.beh .  

M i t t e l w e r t  

1 57 26 54 
2 59 38 35 
3 53 28 46 
4 52 26 50 
5 48 23 52 

47% 
F ~  = •  

Tabel le  7. S u b s t r a t :  N A D H  

(Messung n a c h  A u s w a s c h e n  des Hemmsto f f e s )  
Abb .  1, S~ule I V  a 

Ve r such  
~1 O2-Verb rauch  

pro  60 Min.  % ] - Iemmung 
I ( o n t r o l l e n  H P E.beh .  

M i t t e l w e r t  

1 60 60 0 
2 85 86 0 0 %  
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Tabe l le8 .  S u b s t r a t :  G l u c o s e  • C y s t e i n  

(Messung nach Auswaschen des t temmstoffes)  
Abb. 1, S/iule V a  

- 25 tzMo] Cystein ~ 150 aMol Cystein 
Kont ro l len  H P E - b e h .  Kon~rollen H P E - b e h .  

130" 58 172"* 179 

56 0 

91 O2-Verbrauch 
pro 60 Min. 

% H e m m u n g  

* Bei  Cysteinzusatz  ergeben sich, wie diese sowie Tab. 18 zelgt, bei den 
Kont ro l len  Sauers toffverhrauchswerte ,  die wesentl ich h6her  sind als bei 
Verwendung yon Glucose ohne Cystein und  yon der Cysteinmenge abh~ngig 
sind. Der  Gmmd hiefiir diirfte in einer St imul ierung der  atmungsbe$eil igren 
S H - E n z y m e  liegen. 

Tabe l l e9 .  S u b s t r a ~ :  P y r u v a t  

Abb. 1, S/iule I 

al O2-Verbrauch 
Versueh pro 60 Min. % t t e m m u n g  Mi~telwert 

Kont ro l l en  H P  E-beh.  

1 45 11 75 
2 41 11 74 
3 33 8 76 
4 27 4 85 
5 45 11 75 
6 41 13 68 

Tabelle  10. S u b s t r a t :  T r i n a t r i u m c i t r a t  

Abb. 1, S/iule I 

76% 
2'm = ~ 2% 

~1 O2-Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % H e m m u n g  Mit te lwer t  

t t :ontrollen H P E- beh. 

1 30 7 77 
2 27 5 83 79% 
3 36 7 81 - F m =  :~2~o  
4 44 12 73 

Der  Ki i rze  halber  und  u m  die vorh in  erw/ihn~e St reuung der Absolut-  
wer~e fiir ~1 02 zu zeigen, en tha l t en  die Tabel len 3--21 n u t  mehr  die naeh 
60 Min. Mel3dauer ve rb raueh ten  txl 02 s i ~ m t l i e h e r  Einzelversuehe mi t  den 
bet ref fenden Subst ra ten .  
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Tabelle 11. S u b s t r a t :  ~ - K e t o g l u t a r a t  

Abb. 1, S/iule I 

~1 O2-Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % Hemmung 

Kontrollen H P  E-beh. 
Mittelwert 

1 34 7 80 
2 40 6 85 
3 48 17 65 
4 44 9 80 
5 35 4 88 
6 42 I0 76 

Tabelle 12. S u b s t r a t :  N a - S u c c i n a t  

Abb. 1, S/~ule I 

79% 
Fro-- : z 3 %  

~1 O2-Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % Hemmung Mittelwerg 

Kontrollen HPE-beh .  

1 48 18 63 
2 55 9 84 71% 
3 50 16 68 - F m =  ~:3~o 
4 47 17 64 
5 35 8 77 

Tabelle 13. S u b s t r a t :  N a - F u m ~ r a t  

Abb. 1, S~ule I 

~1 02-Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % Hemmung Mittelwert 

Kon~rollen H P  E-beh. 

1 29 4 86 82% 
2 27 6 78 F m :  i 3% 

Tabelle 14. S u b s t r a t :  O x a l a c e t a t  

Abb. 1, S~ule I 

~10~-Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % I-Iemmung Mittelwer~ 

Kontrollen HPE-beh .  

1 35 5 86 83% 
2 26 5 80 -t~m = ~=_ 3~o 

b) HPE.KonzentratAon im Inkubationsmedium 3 �9 10 -3 Mol/1. 
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Versuch 

E. Schauens~ein u. a. : 

Tabelle 151 S u b s t r a t :  G l u c o s e  
Abb. 2, S~ule I I  

~I O~-Verbrauch 
pro 60 Min. % Hemmung 

Kontrollen H P  E-beh. 

[Mh; Chem., Bd. 101 

Mittehvert 

1 35 4,5 87 
2 33 3,0 91 
3 41 2,1 95 
4 35 2,5 93 
5 40 3,2 92 

Tabelle16. S u b s t r a t :  G l u c o s e  
(Messung nach Auswaschen des Hemmstoffes) 

Abb. 2, S~ule I I a  

92% 
F ~ -  ~ 1 %  

Versuch 
~10~-Verbrauch 

pro 60 Min. % Hermnung 
Kontrollen H P  E-beh. 

Mittelwert 

1 35 2,5 93 
2 38 3,4 91 
3 39 4,2 90 
4 54 2,8 95 
5 48 4,2 91 
6 47 4,7 90 

Tabelle 17. S u b s t r a ~ :  N A D H  

(Messung nach Auswaschen des Hemmstoffes) 
Abb. 2, S/iule IVa  

92% 
F r o =  :L 1% 

Versuch 
~l O2-Verbrauch 

pro 60 Min. % Hemmung Mittelwert 
Kontrollen H P  E-bch. 

65 25 62 59% 
75 33 56 F m =  i 3% 

Tabelle 18. S u b s t r a t :  G l u c o s e  + C y s t e i n  
(Messung naeh Auswaschen des Hemmstoffes) 

Abb. 2, S~ule Va 

+ 25 ~ Mol Cystein q- 150 ~z Mol Cystein 
Kontrollen HPE-beh.  Kontrollen HPE-beh.  

130"* 55 172"* 156 

58 9 

izl O2-Verbrauch 
pro 60 Min. 

% Hemmung 
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M e s s u n g e n  a n  isol ier ten  M i t o c h o n d r i e n  

TabeUe 19. S u b s t r a ~ :  N A D H  

Abb. 3, S~ule I V a ;  ~1 O2-Verbrauch pro 60 Min. 

Versuch Kontrollen H P  E - b e h a n d e h  * 

1197 

% Hemmung 
Mittelwer~ 

1 31,5 36 0 
2 39,5 40,5 0 
3 28,3 29,7 0 
4 31,5 31 0 
5 28,6 28,8 0 

Tabelle 20. S u b s t r a t :  S u c c i n a t  

Abb. 3. S~ule I a  

~zl O-2Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % Hemmung Mittelwert 

Kontrollen H P E - b e h .  * 

1 70 22 68 
2 86 22 74 69~o 
3 85 26 70 Fm -- z=2% 
4 76 27 64 
5 80 26 68 

Tabelle21, S u b s t r a t :  N A D H  

Abb. 3, S/iule I r a  

~zl O2-Verbrauch 
Versuch pro 60 Min. % Hemmung Mittehvert 

Kontrollen H P  E - b e h .  * 

1 36 15 58 60% 
2 34 13 62 F m  ~ T l~o 

* Die Werte sind auf die mg Proteirl im Ko~trollamsatz berechnet. 

D i s k u s s i o n  

M e s s u n g e n  a n  k o m p l e t t e n  Z e l l e n  

a) H P E - K o n z e n t r a t i o n  im Inkuba t ionsmed ium 1 �9 10 -3 Mol/]. 

Die mit, den verschiedenen Subs t ra ten  festgestel l ten Atmungs-  

h e m m u n g e n  sind in Abb. 1 i ibersichtl ich zusammengestel l t .  Daraus  lassen 

sich folgende Aussagen ablei ten:  

1. Die durch H P E  bewirkte  s tarke Senkung des intrazellul/~ren 

hrAD-Spiegels  ist  am Zus t andekommen  der A t m u n g s h e m m u n g  sicher 
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wesent]ich bcteiligt, wie die Atmungsmessung mit  Glucose + N A D -  
Zusatz zeigt (vgl. S~ule I I  und I I I ,  Abb. 1, Tab. 4). 

2. Auch wenn der durch H P E  bewirkte NAD-Ab fa l l  durch N A D -  

Zusatz kompensiert  wird, verbleibt e ine  betr~eht!iche Resthemmung 
yon 58%, die durch Blockaden NAD-abh~ngiger Dehydrogenasen sowie 
der Atmungskette  bewirkt sein kSnnte. 

10P 

E 

-1- 
1 

25/uM 

2 2 150 ~JM 

HPE ausgewaschen 

Abb. 1. Atmungshemmwerte nach Inkubation komple~ter E A T Z  in 1.10-3m- 
HPE.LSsung.  I :  Substrage: Pyruvat  bzw. Citrat, Keto~lutarat, Fumarat, 
Oxalacetat; I I :  Substrat : Glucose ; I I I  : Substrat : Glucose ~ N A D ;  IV: Sub- 
strat: N A D H ;  V a: Substrat: Glucose + Cystein. a bed6fftet stets, dab der 
Hemmstoff nach Vorinkubation ausgewaschen wurde~ Die eingesetz$en 

Substrate sind durch die gleichen rSmischen Zahlen symbolisiert 

Tats/~chlich wurde gefunden, dab bereits bei 1 �9 10 -4 Mol/1 H P E  die 
Aktivit/iten der intrazellulitren G A P D H  um nahezu 100%, der L D H  um 
etwa 90% abgenommen haben s. 

DaB trotz dieser drastischen Aktivit~tsverluste eine Zellatmung yon 
immerhin noch 20 bzw. 4 2 %  der Kontrollen mSglich ist, erkli~rt sieh 
daraus, dal3 das N A D  die Leistung der G A P D H  limitiert und wenige 
Prozente der Aktiviti~t des Enzyms hiefiir noch ausreichen kSnnen. 

Versuche mit  kristallisierter G A P D H  s zeigten, dab die Inaktivierung 
durch direkte ehemische Reaktion zwischen H P E  und den funktionellen 
SH-Gruppen des Enzyms realisiert wird0 indem sich die SIt-Gruppen an 
die Doppelbindung des H P E  unter Ausbildung eincs Thio/ithers addie- 
ren 9. Bei der Inaktivierung der intrazclluli~ren Enzyme ist die gleiche 
Reaktion anzunehmen. Daher bleibt auch die nach Zusatz yon N A D  
beobachtete Resthemmung nach Auswaschen des Hcmmstoffes be- 
stehen (Tub. 5, Abb. 1, S&ule I I I a ) .  

' s E. Schauenstein, H. Esterbauer, M. Tau]er, A. Kylianek und Th. See- 
lich, in Vorbereitung. 

9 f .  Dorner, I)issertat. Univ. Graz 1967; A. Kylianek, Dissertat. 
Univ. Graz 1968. 
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3. Die Blockade der Atmungskette (,bzw. des NADH-Transportes  in 
die Mitochondrien) tritt  bei Verwcndung yon N A D H  als Substrat ein- 
deutig zutage. Im t{iickgang der Atmungshemmung yon 58 auf 4:7% 
diirfte sich die nun wirkungs!os gewordene Hemmung der NAD-abh~n- 
g!gen Dehydrogenasen/iuBcrn (Tab. 6, Abb. 1, S~ule IV). Diese Blockade 
ist jedoch durch Auswaschen des Hemmstoffes roll  aufhebbar und wird 
somit - - z u m  Untcrschied yon der Inaktivicrung der Dehydrogenasen 
mcht durch chemlsche Reaktlon, sondern vermuthch nur durch lockere 
Anlagerung des Hemmstoffes (Adsorption oder ~hnliches) bewirkt 
(Tab. 7, Abb. 1, S/~ule IVa). 

4. Die mit Glucose als Substrat beobacbtetei~80proz. ]Atmungs- 
hemmung ist vollstl/~ndig reversibel, wenn naeh Auswaschen /tes Hcmm- 
stories Cystein in ausrcichender Menge zugcsetzt wlrd (Tab I, Abb. 1, 

v Li 

S~ulc Va): Da naeh den Versuchsbedingungen hmr nut  dm u :kung des 
�9 , , ]  

chcmlsch gebundenen Aldehydanteils aufgehoben wir d, best igt dieser 
Befund die Annahme, dal~ der Aldehyd mit den funi~tionelle: 3H-Grup- 
pen fiir die Atmung vcrantwortlicher Enzyme (Dehydro i aasen) in 
Reaktion getreten ist. 

In bester Ubcreinstimmung mit dicser Interpretation stehcn folgende 
Befundc : 

Kristallisierte GAPDH, die bekanntlich 4 funktionelle SH-Gruppen 
pro Molekiil enth~lt, binder bet vollst~ndiger Inaktivierung in 4 �9 10-4m- 
HPE-L6sung 4,6 Mole H P E  pro Molekiil und verliert hiebei 3,2 SH- 
Gruppen pro Molekiil s. Das dadurch inuktiviertc Enzym kann durch 
Cysteinzusatz inncrhalb von Sekunden wieder roll  aktiviert werden. 

Nach Inkubation yon E A T Z  in 5 �9 lO-Sm-HPE-LSsung verlieren die 
Zellen 50% der proteingebundenen SH-Gruppen, 100% der nicht- 
proteingcbundcnen SI-I-Gruppen l~j und etwa 80% der an Struktur- 
proteine gebundenen SH-Gruppen n. Dabei kann die intrazelluls 
ehcmische Bindung des Aldehyds mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
histochemiseh und mikrospektrometrisch nachgewiesen werden. 

5. Zus/~tzc yon Metaboliten des Citratzyklus und yon Brenztrauben- 
s~ure vermSgen die durch H P E  bewirkte Atmungshcmmung weder auf- 
zuhcben noch wescntlich zu vermindern (Tab. 9 14, Abb. 1, S/~ule I), 
woraus in Ubereinstimmung mit den Ergcbnissen yon Biclcis et al. 2 
geschlossen werden kann, dal~ die Atmungshemmung nicht etwa durch 
einc beschr~nkte Verfiigbarkeit yon Substraten des Tricarbons/~nre- 
cyclus bewirkt wird. 

lo R. Rindler und E. Schauenstein, Z. Naturforschg. (1970); i. Dr. 
n E. Schauenstein und W. W6hl, Jahrestagung 1968, Deutsche Ges. f. 

Biophysik, 0sterr. Ges. f. reine u. angewandte Biophysik, Baden bet Wien 
i968, Ver]ag Wien. Med. Akademie. 
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b) H P E - K o n z e n t r a t i o n  im I n k u b a t i o n s m e d i u m  3 . 1 0  -3 Mol/l. 

Un te r such t  man  die karz inos ta t i sehe  Wi rkung  yon H P E  auf  E A T Z  
in vi t ro ,  so s tel l t  man nach I n k u b a t i o n  m i t  1 �9 10 -3 Mol~l H P E  und 
naehfolgender  T ransp lan t a t i on  in gesunde M/~use eine erst  teilweise 
W a e h s t u m s h e m m u n g  des Tumors  lest .  Vollst&ndige Verh inderung  des 
Tumorwaehs tums  t r i t t  ers t  bei  HPE=Konzen t ra t ionen  ab 3 �9 10 -3 Mo]/l 
auf 12. Daher  schien es yon  In teresse  z u  untersuehen,  ob die ErhShung  

100 5 6 lOOT 

~8~ I r  i r  =8o 5 

I I I  . ,o. 
~'440 

2 0 U L ~ L ~  ~ 20. 
0 150/JM 0 _ _  

1I IIa lVa ~a [a ]~a [~a 

HPE ausgewaschen 1.10 -3 3.10 -3 m/t HPE 

NPE ausgewaschen 

Abb. 2 Abb. 3 

Abb. 2. Atmungshemmwerte nach Inkubat ion komplet~er E A T Z  in 
3. lO-3m-HPE-LSsung. I I :  SubsSrat: Glucose; I V a :  Substrat :  N A D H ;  
V a :  Substra t :  Glucose + Cystein (nach Auswaschen des Hemmstoffes) 

Abb. 3. Atmungshemlnwerte der Mitochondrien aus kompletten,  mit  H P E  
verinkubierten E A T Z .  I a :  Substrat :  Succinat; IVa :  Substrat :  N A D H  

(nach Auswaschen des t iemmstoffes) 

der  H P E - K o n z e n t r a t i o n  im I n k u b a t i o n s m e d i u m  zu faf tbaren ~nde run-  
gen aueh im Mechanismus der  A t m u n g s h e m m u n g  fiihrt .  

I m  einzelnen ergibt  sich: 

1. Die Konzen t ra t ionse rhShung  f i ihr t  zu einem weiteren Anst ieg  der  
A t m u n g s h e m m w e r t e  voI~ 80 z= 3% auf 92 ~= 1% {Tab. 15, Abb.  2, 
S/~ule I I ) .  

2. Die t t e m m u n g  ble ib t  auch nach  En t f e rnung  des locker  angelager-  
t en  Aldehyds  (Auswasehen) ye l l  bestehen,  d. h.. daft die Bloclderung des 
N A D H - T r a n s p o r t s  oder  der  A t m u n g s k e t t e  n ieh t  mehr  vollst/~ndig ri ick- 
g/~ngig zu machen  ist  (Tab. 16, Abb.  2, S/~ule I I a ) .  

3. Dies ~uftert sieh i iberzeugend darin,  dab  die A t m u n g s h e m m u n g  
mi t  N A D H  als S u b s t r a t  nach  Auswaschen des Aldehyds  n u t  mehr  teil- 
weise au fhebba r  is t  (Tab. 17, Abb.  2, S/~ule IVa) .  

12 M.  Tau]er und E. Schauenstein, in Vorbereitung. 
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4. Da N A D H  als Substrat  die Atmungshemmung nicht mehr voll- 
st/~ndig beseitigen kann, w/~re zu fragen, ob die Sch/~digung yon N A D H -  
Transport  oder Atmungskette  durch ehemische Bindung des Aldehyds 
bewirkt wurde oder etwa durch eine triviMe Denaturierung Yon Enzym- 
proteinen. Die Versuche mit Glucose als Substrat  und Cysteinzusatz naeh 
Auswaschen des Hemmstoffes ergeben, dab 150 ~zMol Cystein pro 
Ansatz die Atmung zwar nieht mehr vollst&ndig, aber doch sehr weit- 
gehend wiederherstellen k6nnen (Tab. 18, Abb. 2, S/~ule Va). Dies sprieht 
eindeutig gegen eine ins Gewicht fMlende Denaturierung der Proteine 
der Atmungskette,  sondern vielmehr dafiir, dug die bei 1 . 1 0  .3 Mol/l 
H P E  noch lockere, vermutlich adsorptive Bindung des Aldehyds im 
Bereich von 3 �9 10 =a Mol/1 in eine echte chemische Bindung mit  funk- 
tionellen SH-Gruppen der Atmungskette  (bzw. Enzymen des N A D H -  
Transportes) iibergeht. 

Messungen an isolierten Mitochondrien 

Die nach Inkubat ion der komplet ten Zellen in 1 . 1 0  -3 und 
3 �9 10 -3 Mol/1 HPE-L6sung an den daraus  iso]ierten Mitochondrien fest- 
gestellten Atmungshemmungen siud in Abb. 3 zusammengeste]lt. 
Auf Grund der Pr~parationsmethodik ist klar, dab die aa  den isolierten 
Mitochondrien beobachteten Effekte den Versuchen mit  komplet ten 
Zellea entsprechen, bei denen der freie Hemmstoff  im Medium entferut 
und damit  der locker gebundene Aldehyd aus den Zellen ausgcwaschen 
wurde (vgl. hiezu die S/~ulen I V a  der Abb. 1 und 2 !). 

Die Befunde mit  N A D H  als Substrat  ergeben in bester (Jberein- 
st immung mit  den bisher an den kompletten Zellen gewonnenen Erkeunt- 
nissen, dab die Atmungskette  in 1 - lO-am-HPE-LSsung  noch voll- 
st/indig reversibel durch locker gebundenen Hemmstoff  blockiert wird, 
w/ihrend in 3 �9 lO-3m-HPE-LSsung auch nach Auswaschen des Hemm- 
stoffes eiue Teilblockade bestehen bleibt* (Tab. 19 und 21, Abb. 3, 
S/~ule IVa).  Die Versuche mit  Cystein an den komplet ten Zellen (S&ulcn 
Va  der Abb. 1 und 2) zeigten, dab der Hemmstoff  dabei mit  SH-Gruppen, 
die iiir das Funktionieren der Atmungskette  essentiell sind, in chemische 
Reaktion tritt .  

Die Versuche mit  Suceinat-Zusatz weisen - -  in Ubereinstimmung mit  
den an den komplet ten Zellen erhobenen Befunden - -  eindeutig auf eine 
Blockade der SH-funktiouellen Succinohydrogenase hin, die inzwischen 

* Die Tatsache, dal3 N A D H  yon den Mitochondrien veratmet wurde, 
deutet wohl auf eine, durch die Pr/~paration bedingte Sch/~digur~g der/~ugeren 
Mitochondrienmembran, was aber fiir die gegenst/~ndliche Fragestellung 
ohne Belang ist. 
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histochemisch und auf Grund des Succinat-Anstaues bewiesen werden 
konnte ~3 (Tab. 20, Abb. 3, S~Lule I a). 

Zusamlnenfassend erscheinen solnit hinsichtlich der bei E A T Z  durch 
H PE bewirkten Atmungshemlnung folgende Mechanislnen verantwort- 
lich : 

Drastischer Abfall des cytoplasmatisehen NAD-Spiegels; 
Inaktivierung yon SH-Enzymen (Dehydrogenasen: GAPDH, LDH, 

SDH, vielleicht noch andere)durch ehemische Bindung des Aldehyds an 
die funktione]len SH-Gruppen dieser Enzyme; 

Teilweise Blockade der Atmungskette. 
Bei ErhShung der HPE-Konzentration im Inkuba~ionsmediuln yon 

1 �9 l0 -3 auf 3 �9 10 -3 Mol/1 tr i t t  folgendes ein: 
Die Atlnungshelnmung steigt yon 80 auf fiber 90~o ; der bislang nur 

locker, vermutlich adsorptiv an die Atmungskette gebundene Helnmstoff 
geht nun Init funktionellen SH-Gruppen der Atmungskette eine echte 
chemische Bindung ein; die bislang teilweise t iemmung des Wachstums 
des Tumors wird vollst~ndig. 

Die vorliegenden ersten Einblicke in den Mechanismus der durch 
H PE bewirkten Atmungshemmung sollen als Grundlage ffir Unter- 
suchungen fiber die biologisch interessante Frage dienen, wodurch die 
bemerkenswert ausgepr/~gten Untersehiede in der Empfindlichkeit der 
Atlnung versehiedener Zellarten (z.B. maligne, nichtmaligne)2, 1~ 
gegenfiber H PE bedingt sind. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstfitzung des Fonds zur 
F6rderung der wissenschaftliehen Forschung, Wien, durchgefiihrt. 

18 E. Kap]er, Dissertat. Univ. Graz. 


