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Reaction o/Protein SH-Groups with 4-Hydroxy-2-pentenal 

4-Hydroxy-pentenM (HPE) reacts with "fast" SHi-groups 
of proteins (PSH) by addition of SH to the double bound of 
H P E .  On the one hand, by means of t reatment with 2.4-dinitro- 
phenylhydrazine the formed proVein bound 2.4-dinitrophenyl- 
hydrazones can be measured speetrophotometrically, allowing 
thus a quanti tat ive estimation of protein bound HPE.  On the 
other hand, the estimation of P S H  before and after HPE-  
t reatment  of the protein yields the moles of SH consumed 
thereby. With native GAPDH, ALD,  and RSA,  larger dif- 
ferences between the amount  of protein bound H P E  and 
D T N B  estimated loss of P S H  are observed, good coincidence 
with native ovMbumin and proteins with reduced S--S-bridges. 
Thus, the differences named above are explained with the 
assumption that  in some native proteins Sit-groups can react 
somewhat differently with H P E  or DTNB.  

The reaction between H P E  and P S H  is characterized by a 
reversible equilibrium. After addition of a second protein the 
SI-I-groups of which having the higher reactivity towards 
HPE,  a transfer of PIPE occurs from the first to the SI-I-groups 
of the second protein. This is demonstrated with HPE-serum 
albumin adduct (or H P E  lactoglobulin adduct) after addition 
of active glyeeraldehydephosphat-dehydrogenase whereby the 
loss of enzyme-activity indicates the transfer of H P E  to the 
functional and highly reactive SI-I-groups of the enzyme. 

4-I-Iydroxy-2-pentenal (HPE) reagiert mit  den ,,schnellen** 
SI-I-Gruppen yon Proteinen unter  Addition der SIt an die 
Doppelbindung des H P E .  ])as an das :Protein gebundene H P E  
wird nach t3ehandlung mit  2.4-Dinitrophenylhydrazin quan- 
t i ta t iv  bestimmt, der Verlust an St[-Gruppen mit  Ellmans 
Reagens. Zwisehen beiden Werten besteht ein lincarer gu- 
sammenhang. 

Die geakt ion  zwischen H P E  und Protein-SI:I verlguft 
fiber ein reversibles Gleichgewieht. Bci Zugabe eines zweiten 
Proteins, dessen SH-Gruppcn gegenfiber H P E  reaktiver sind, 
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tritt H P E  yon den SH-Gruppen des ersten auf die des zweiten 
Proteins fiber. Dies wird am Beispiel des Adduk~s aus H P E  
und Serumalbumin, bzw. ~-Laetoglobulin naeh Zugabe yon 
Glyeeraldehydphosphatdehydrogenase gezeigt, wobei der Ver- 
lust der Enzymaktivit/it den Transfer des H P E  auf die funk- 
tionellen und hochreaktiven SH-Gruppen des Enzyms anzeigt. 

P r o b l e m s t e l l u n g  

4-Hydroxy-2-pentena] ( H P E )  ist ein vielseitig wirksames Zellgift, das 
ab Konzentrationen yon 10 -4 Mol/1 Atmung, G/~rung, Biosynthesen yon 
D N S ,  Pro~einen und R N S  bloekiert und schlieBlich den Zelltod 
herbeifiihrt 1. Die Wirkung zeigt eiae ausgesprochene Selektivit/tt in 
bezug auf maligne Zellen. 

Nach allea bisherigen Befunden kommen s/~mtliehe, durch H P E  

hervorgerufene Stoffweehselblockaden dureh eine Reaktion des H P E  

mit intrazellul/~ren SH-Grupper~ (insbesondere funktionellen Enzym- 
SH-Gruppen) zustancle 1, 2 

Chemismus und Kinetik 4er Reaktion zwischen H P E  und nieder- 
moleku]aren SH-Verbindungen sind Gegenstand ausgedehnter Unter- 
suehungen, die im wesentlichen ergaben, dab die StI-Gruppe sich an die 
Doppelbindung des H P E  addiert, wobei zun/~chst in reversibler Reaktion 
ein ThioBther-Addukt entsteht 3, ~" 
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1 I. J. Bickis, E. Schauenstein und ~l/. Taufer, Mh. Chem. 100, 1077 
(1969). 

2 E. Schauenstein, H. Verdino und M. Tau]er, Mh. Chem. 101, 1189 
(1970). 

a E. Schauenstein, F. Dorner und J. Sonnenbichler, Z. Naturforseh. 23 B, 
316 (1968). 

H. Esterbauer, Mh. Chem. 101, 782 (1970). 
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Das Adduk t  I cyclisiert sich in t ramolekular  in  einem zweiten Reaktions-  
schrit t  zu einera Halbaceta l  I I .  

I bzw. I I  oder ein Gemisch yon  I und  I I  reagiert  mi t  2.4-Dinitro- 
phenylhydraz in  ( D N P H )  unte r  Bi ldung eines 2.4-Dinitrophenyl-  
hydrazons  (DNP-Hydrazon)  eines ges~tt igten AIdehyds mit  charak- 
terist ischem Absorp t ionsmaximum,  das in  neutra ler  wi~Briger L6sung 
bei 27 250 Y' ]iegt. Der spezifische dekadische Ext inkt ionskoeff iz ient  z' 
(1000 �9 cm 2 �9 g- i )  wurde zun~chst  am entsprechenden Glu ta th ion-HPE-  

Adduk t  zu 36 best immt,  woraus sieh der ~'-Wert des 2 .4-DNP-Hydra-  

zons des an die SH-Gruppe  gekoppelten Aldehyds* zu 75 ergibt 3. - 
Dami t  war die Voraussetzung geschaffen, das an  die SH-Gruppen  

yon  Prote inen  gekoppelte H P E  nachzuweisen und  quan t i t a t i v  zu 
erfassen. 

Die vorliegende Arbei t  beinhal te t  die bisher an E n z y m e n  u n d  anderen  
Pro te inen  erhal tenen Ergebnisse. 

M a t e r i a l  

4-Hydroxy-2-trans-pentena], synthetisiert nach Esterbauer und WegerS; 
n~) ~ = 1.472, d 20 ~ 1.004, Absorptionsmaximum in Wasser bei 44 800 y~ mi~ 

= 13 800 (~ ~ 1000 �9 cm 2 . Mole-!). 

Enzyme 

G A P D H  = D-Glyceraldehyd-3-phosphat : NAD-Oxydoreduktase ; EC 
1.2.1.12 MG = 140 000 (Fa. Boehringer, Mannheim, GmbH.); ~" = 1.0 

m a x  

(bei 36 000 cm 1). 
A L D  = Aldolase, Keto- 1-phosphat-aldehydligase ; EC 4.1.2.13 ~IG 

147 000 (Fa. Boehringer, Ma.nnheim, GmbH.); z' = 0.91. 
max 

Proteine 

R S A  = l~inderserumalbumin, B grade, Cohn V (Fa. Calbiochem), 
iV/G = 66 000; ~' = 0.63. 

]lla,X 

LG = ~-Lactoglobulin, 3real kristallisiert, 95~o, MG = 35 000, emax = 
= 0.885 (Fa. Koch-Light Lab. Ltd.). 

OA = Ovalbumin, 5real kristallisiert, 89%, MG ~ 45 000 (Fa. Koch- 
Light Lab. Ltd.). 

M e t h o d e n  

Umsetzung der Proteine mit H P E  

G A P D H :  2.5ml Enzyml6sung (etwa 5mg/ml),  2 .5ml HPE-L6sung  
(1.78 mg/ml), 30 Min. bei 4~ (entsprich~ dem 500fachen molaren L~ber- 
schuB, 30fach in bezug auf SH) inkubieren, sodann 10 Stdn. bei 4 ~ C gegen 
1000 ml destil]. Wasser, das stfindlich gewechselt wurde, dialysieren. 

�9 36 • MG des Glutathion-HPE-2.4-DNP-Hydrazons 

MG des HPE-2.4-DNP-Hydrazons  

5 H. Esterbauer und W. Weger, Mh. Chem. 98, 1884, 1994 (1967). 
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ALD:  0.7ml EnzymlSsung (etwa 10mg/ml), 0 .7ml Wasser, 1.4ml 
HPE-LSsung (1.78 mg/ml) (entspricht dem 500fachen Uberschuf3, 18faeh 
in bezug auf SI-I) inkubieren und  weitere Verarbeitung wie bei GAPDH.  

R S A  : 2.0 ml Proteinl5sung (36 mg/ml), 2.0 ml HPE-L5sung (1.5 mg/ml) 
(entsprieht etwa d e n  30fachen ~berschuft, 60fach im bezug auf SH) inku- 
bieren und weitere Verarbeitung wie bel GAPDH.  

LG: Die LSsung des reduzierten Proteins wird n i t  d e n  10fachen auf 
SI-I-Gruppen bezogenen Uberschuft versetzt und  5 Stdn. bei 20 ~ C reagieren 
gelassen. Dialyse : 24 Stdn. gegen flieI3endes Leitungswasser und 3real 2 Stdn. 
gegen das 100fache Volumen destill. Wasser. 

OA : 1.0 ml I)roteinlSsung (23 mg/ml) in 0.9proz. ~aC1-LSsung, 1.0 ml 
HPE-LSsung (3.9 mg/ml) (entspricht dem 80faehen Ubersehuft, 20faeh in 
bezug auf SH) 30 Min. bei 4 ~ C inkubieren: Dia]yse wie bei GAPDH,  jedoch 
gegen 0.45proz. NaC1-LSsung. 

Reduktion der Proteln-Disul]idbri~cken 

LG: 6.0m] Wasser, 2.0ml Tri~th~nolaminpuffer pH 8.5, 2.0 ml 2.5m- 
neutrMisiertes Thioglykolat; darin 4.8 g I-Iarnstoff 15sen. 

Wenig A D T A  zugeben, 5 Min. n i t  N2 spfilen, 100 mg LG zusetzen und 
bei Raumtemp. stehen]assen. In  entsprechenden Zeitabst/~nden werden 
Proben entnommen und  fiber Sephadex G 25 getrennt (Elutionsmittel: 
N2-ges/~tt, 6m-/-IarnstofflSsung). Die Proteineluate werden unter  N2 
in einem Meftzylinder aufgefangen und  ProteingehMt und SH-Gehalt 
spektrometriseh gemessen. Bei Konvergenz der Protein-SH-Werte gegen 
einen Grenzwert wurde die l~eduktion abgebrochen und  das reduzierte 
Protein wieder fiber Sephadex isoliert. 

RSA : 1.4 ml Tris pH 8.5, 13,6 ml 2.5m-neutralisiertes 
Thioglykolat, darin 7.2 g ~arnstoff  15sen, wenig ~ D T A  zusetzen, n i t  N2 
s/ittigen und darin 660 mg R S A  auflSsen. Weitere Aufarbeitung, wie bei LG 
beschrieben. 

Umsetzen der nativen bzw. der HPE-behandelten Proteine n i t  D N P H  

Reagens: 600 mg D N P H  in 4.5 ml konz. H2SO4 16sen, Zusatz -con 45 ml 
Athanol. Vor Gebrauch 1 : 2 n i t  H20 verdiinnen. 

Die w~ftr. L6sungen der Proteine wurden n i t  d e n  3- bis 10fachen 
molaren UberschuB (bezogen auf die Protein-SH-Gruppen) versetz~, die 
Mischungen 24 Stdn. bei Raumtemp. im Dunklen stehengelassen und 
ansehlieftend 20 Stdn. lang gegen destill. Wasser diMysiert. 

Kontrollversuehe ergaben, daft nach dieser Zeit im Dialysat kein freies 
D N P H  mehr nachweisbar war. 

Bestimmung der Proteinkonzentration 

a) In  allen F~llen nach HPE-Behandlung des Proteins und ersehSpfender 
Dialyse, auf Grund des jeweiligen ~max-Wertes bei 36 000 y' an einem 
Aliquot der L5sung. 

b) Bei R S A  und LG noeh zus~tzlich dutch Trockenrfickstandsbestimmung 
an der LSsung naeh t tydrazimBehandlung und vollst~ndiger Dialyse 
(Troelmen fiber P205 im Vak. bei 40 ~ C). 
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Bestimmung der SH-Gruppen 

a) Mit p-Chlor-mercuribenzoat (p-CMB) nach Boyer% 

b) Mit 5.5'-Dithio-bis-2-nitrobenzoesgurc (DTNB) nach Ellman ~ 
(u = 13 600). 

Aktivitdtsbestimmung an GAPDH 

Informationen der l~a. Boehringer, Mannheim, Gmbtt. ; kein Cystein- 
zusatz zum Testansatz, Gcsamtvolume~l 3.13 ml, Gesamtmenge all Ellzym- 
protein 0.01 mg. 

E r g e b n i s s e  

1. Reaktion mit Enzymproteinen 

Glycerinaldehydphosphat-dehyd~vgenase s 

Abb. 1, Kurve  1 bringt das Absorptionsspektrum des erst mit  H P E  
vorinkubierten und sodann mit  2.4-DNPH behandelten Enzyms. Die 
Wellenzahl des langwelligen Maximums (27 250 y')  entsprieh$ genau den 
bei 2.4-DNP-Hydrazonen gesi~ttigter Aldehyde gefundenen. Zur quanti- 
tat iven Auswertung mnl~ der bei 27 250 Y' gemessene Extinktionsmodul (i0) log ~ 
m --  d erst korrigiert werden, d~ auch native G A P D H  nach 

Behandlung mit  2.4-DNPH eine mei~bare Absorption bei 27 250 y '  
ergibt (Abb. 1, Kurve  2). 

Korrektur: mkorr ~ m2 - -  ~-1' " c2' 

z l ' - ~  spez. Extinktionskoeffizient der nativen, mit  2.4-DNPH 
behandelten GAPDH bei 27 250 y', ~1' = 0.064 • 0.005. m2 -~ Extink- 
tionsmodul bei 2 7 2 5 0 y '  und c 2 ' ~  Koazentration, d e r m i t  H P E  

~korr 
vorinkubierten und mit  2.4-DNPH beh~ndelten GAPDH. 

75 
= K o n z e n t r a t i o n  der LSsung 2 an proteingebundenem 2.4-DNP- 
Hydrazon, das dem gebundenem H P E  zuzuordnen ist [75 = z' des 
2.4-DNP-Hydrazons, das an eine SH-Gruppe gekoppelt ist (S. 520)]. 

I m  Mittel aus 4 Aus~tzen ergab sieh, dab GAPDH unter den genann- 
ten Versuchsbedingungen 4.63 ~ 0.07 Molekfile H P E  binder. Zur 
Bestimmung des zu erwartenden Verlustes an freien St t -Gruppen muBte 
mit  D T N B  gearbeitet werden, da p-CMB den Aldehyd erwiesenermaBen 
aus seiner Bindung an SH-Gruppen verdr~ngt. 

6 p. D. Boyer, J. Amer. Chem. Soc. 76, 4331 (1954). 
7 G. E. Ellman, Arch. Bioehem. Biophys. 82, 70 (1959). 
s A. Kylianek, Diss. Univ. Graz 1968. 
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G A P D H  nach Inkubat ion in 4estill. 
Wasser (Kontrolle) : 9.22 ~ 0.33 Mole SH/Mol Enzym 

G A P D H  nach HPE-Inkubat ion  : 6.02 i 0.42 Mole SH/Mol Enzym 

- -  A SIt  : 3.20 :~ 0.11 Mole/Mol Enzym 

A ldolase s 

Die spektrometrischen Befunde entsprechen im wesentlichen den bei 
G A P D H  erhaltenen. Der ffir die quantitative Auswertung notwendige 
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/ 
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Abb. 1. Absorptionsspektren von GAPDH. Kurve 1: GAPDH mit HPE,  
sodann mit 2.4-DNPH behandelt. Kurve 2: Native GAPDH naeh Behand- 

lung mit 2.4-DNPH. Kurve 3: Natives Enzym 

Korrekturwert  el' (vgl. GAPDH) betr/tgt hier 0.085. Naeh der artMog 
wie bei G A P D H  durehgefiihrten Korrektur  ergaben sieh im Mittel 
0.84 Mole Hydrazon bzw. Mole H P E  pro Mol Enzymprotein. 

Die SIt-Best immung wurde wieder mit  D T N B  durchgefiihrt. Die 
Extinktion stieg innerhalb der ersten 10 bis 20 Min. rasch an (ent- 
spreehend dem Gehalt an den sogenannten ,,sehnellen" SH-Gruppen); 
ansehliegend erfolgte ein gleiehm~giger Extinktionsanstieg um nnr mehr 
geringe Betr/~ge, bis naeh etwa 3 Stdn. Tyndalltriibung auftrat, gu 
diesem Zeitpunkt hat ten im Kontrollansatz rund 15SIt-Gruppe~ 
reagiert, im HPE-Ansa tz  rune[ 14. 

I m  Mittel ergab sieh: 

ALD,  Kontrolle : 14.6 Mole SH/Mol Enzym (5 Best.) 
A L D  naeh HPE-Inkubat ion  : 13.5 Mole SIt/Mol Enzym (4 Best.) 

- -  A S H  : 1.1 Mole/Mol Enzym 

Naeh dem zweiseitigell Studenttest unterseheiden sieh die beiden Mittel- 
werte (Kontrolle und nach HPE-Inkubat ion)  signifikant (2 a --  0.05). 



H. 2/1971] l~'ber die R e a k t i o n  yon  P r o t e i n - S H - G r u p p e n  523 

2. Reaktion mit anderen Proteinen 

Rinderserumalbumin s 

R S A  ergibt nach HPE-Behandlung und anschliel3ender Umsetzung 
mit 2 .4-DNPH das Absorptionsspektrum Kurve 1 der Abb. 2. Kurve 2 
stellt das Absorptionsspektrum yon R S A  dar, 4as ohne vorherige 
HPE-Einwirkung mit 2 .4-DNPH umgesetzt women war. Zum Unter- 
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Abb.  2. Abso rp t ions spek t r en  yon  RSA.  K u r v e  1 : RSA mi t  HPE,  sodann  mi t  
2.4-DNPH behande l t .  X u r v e  2: Nat ives  RSA nach  B e h a n d h m g  mi t  2.4- 
DNPH.  K u r v e  3: Reduz ie r t e s  RSA mi t  HPE,  sodann  mi t  2.4-DNPH 

behande l t .  K u r v e  4: Na t ives  P ro t e in  

schied yon den bisher untersuchten Enzymproteinen tr i t t  bereits beim 
nativen R S A  nach Hydrazinbehandlung ein charakteristisches und 
relativ intensives Absorptionsmaximum des proteingebundenen 2.4- 
DNP-Hydrazons  ges/ittigter Carbonylverbindungen auf. Die quantitat. 
Auswertung erfolgte i~ prinzipiell gleicher Weise wie bereits beschrieben. 

Aus 12 Einzelbestimmungen ergab sich fiir den Korrekturwert  
sl '  0.2 ~ 0.01 und daraus im Mittel 0.60 J: 0.03 Mole I-Iydrazon pro Mol 
natives RSA.  

Die analoge Auswertung yon Kurve 1 der Abb. 2 liefert im Mittel aus 
4 Bestimmungen: 

1.30 =~ 0.05 Mole proteingebundenes I-Iydrazon pro Mol RSA.  
Abzfiglieh des Korrekturwertes ftir die Hydrazonbildung am nativen 

R S A  (0.60) e @ b t  sieh, dab pro Molektil R S A  0.7 HPE-Molekiile ge- 
bunden wurden, 
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Die SH-Bestimmungen mit DTiVJB, ohne Detergens, ergaben: 

RSA,  Kontrolle : 0.47 =L 0.03 Mole SH/Mol Protein 
R S A  nach HPE-Inkubat ion  : ca. 0.05 Mole SH/Mol Protein 

- -  A SH : ca. 0.42 Mole/Mol Protein 

Bei Reduktion der 17 Cys-S--S-Gruppea des nativen R S A  9 mit 
Thioglykolat findet man, daft die mit D T N B  gemessenen SH-Gehatte 
nach 8 bis 10 Tagen gegen einen Grenzwert von 25 bis 28 Molen SH/Mol 
Protein konvergieren. In diesem Stadium wurde das reduzierte Proteir~ 
fiber Sephadex isoliert, mit H P E  5 Stdn. bei 20 o C stehengelassen und 
sodann ersehSpfend dialysiert. Nach Behandlung eines Aliqnots mit 
2.4-DNPH in fiblicher Weise ergaben sich Absorptionsspektren, wie sie 
in Abb. 2, Kurve 3 dargestellt sind. Man erkennt den erwartungsgemi~8 
betr/ichtlichen Intensit/~tsanstieg des Hydrazonmaximums gegenfiber 
der Kurve 1 und 2. Der Vergleich mit der Absorption yon 2.4-DNP- 
tIydrazonen ges/~tt. Aldehyde ergibt, daft die Absorption yon Kurve 3 
bei Wellenzahlen zwisehen ca. 33 000 und 44 000 y' bereits das Spektrum 
der genannten Hydrazone darstellt, worin die Proteinabsorption offenbar 
infolge der hohen Hydrazon-Bindung nicht mehr zur Auspr/igung 
kommen kana. 

Die Auswertung lieferte bei 2 Ans/itzen mit je 3 Einzelbestimmungen 
(Streuung etwa 2%) im Mittel 25.0 Hydrazongruppen pro Mol Protein, 
woraus sich naeh Substraktion des Korrekturwertes (Hydrazonbindung 
des nativen R S A  -~ 0.60) 24.4 Mole HPE/Mol  Protein ergaben. 

Die SH-Bestimmung lieferte folgende Werte: 

RSAred, Kontrolle 
RSAred naeh HPE-Inkubat ion  

: 25.3 ~= 1.6 Mol SH/Mol Protein 
: 0.4 4- 0.034 Mol SH/Mol Protein 

~- Lactoglobulin 9 

A SK : 24.9 ~ 1.57 Mole/Mol Protein 

Das aus 2 Teilketten mit je 2 Cys-S--S-Cys und einer Cys-SH-Gruppe 
bestehende Protein wurde mit Thioglykolat reduziert (vgl. exper. Teil) 
und anschliei~end s~ulenchromatographisch isoliert. Naeh 240 Stdu. 
wird ein Endwert  yon 8 bis 10 Gruppen pro Molekfil erreieht, 4er somit 
etwa 80 bis 100~o der Theorie entspricht. 

Das reduzierte Protein wurde 5 Stdn. bei 20~ mit dem 7fachen 
~bersehuft an H P E ,  bezogen anf SH, inknbiert und anschlieftend 
dialysiert. 

Ein Aliquot dieser LSsung wurde mit 2.4-DNPH behandelt. Die 
Ergebnisse tier Auswertung yon zwei getreImten Versuchsans/~tzen 

9 Th. Seelich, Diss. Univ. Graz 1969. 
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mit je drei Einzelbestimmungen zeigten im Mittel 9.3 Mole HPE 
pro Mol rednziertes Protein an. 

Die SH-Bestimmungen ergaben: 

~-Lactoglobulinred, Kontrolle : 9.1 • 0.34 Mol SH/Mol Protein 
~-Lactoglobulinred nach HPE- 

Inkubation : 0.38 :k 0.07 Mol SH/Mol Protein 

- -  A S H  : 8.72 • 0.27 Mole/Mol Protein 

Aueh bier stimmen die Molzahlen des pro Mol Protein gebundenen 
H P E  und der verschwundenen SH-Grnppen iiberein. 

Ovalbumin s 

OA besitzt, nach der Mehrz~hl der Literaturangaben, 4 SH-Gruppen 
pro Molekfil, die reaktionstriige bzw. teilweise aneh maskiert im Inneren 
des Molekiils eingebaut sind. 

Somit ersehien es yon Interesse, das Verhalten von OA gegeniiber 
H P E  zu untersuehen. Naeh der unter definierten Bedingungen dureh- 
geftihrten HPE-Behandlung (siehe exper. Teil) lieB die spektrometrisehe 
Untersuchnng tier Dialysefliissigkeit bereits erkennen, dab der gesamte 
eingesetzte Aldehyd im Dialysemantel naehzuweisen war. Den end- 
giiltigen Beweis ftir das Ausbleiben einer ehemischen Reaktion zwisehen 
H P E  und den maskierten SH-Gruppen des OA lieferte das Spektrum 
des Umsetzungsproduktes mit 2.4-DNPH, das pr~ktisch vollst~ndig 
dem entspraeh, das unbehandeltes OA naeh Reaktion mit 2.4.DNPH 
ergab. Vgl. hiezu Abb. 3, Kurven 1, 2 und 3. 

3. Protein--Enzym-Transfer von H P E  

Die Vorstellung eines reversiblen Gleichgewichtes zwischen Protein- 
SH, H P E  und dem Protein--HPE.Addukt gab die Anregung, eine 
Mischnng aus einem HPE-empfindlichen SH-Enzym und einem Pro- 
te in--HPE-Addukt  zu untersuchen. 

Insbesondere sollte dabei die Frage gepriift werden, ob die unter- 
sehiedlichen Affinit~ten der Protein-SH- und funktionellen Enzym- 
SH-Gruppen gegenfiber H P E  eine Aldehydiibertragung veto Trigger- 
protein auf das Enzym erm6gliehen. Kriterium fiir einen solehen Transfer 
wi~re die im optisehen Test nach Warburg zu messende Enzymaktivit~t. 

Wir ws zun~chst als Tr/~gerprotein das reduzierte ~-Laeto- 
globulin, das (siehe exper. Tell) rait dem 10fachen HPE-~)berschuB 
(bezogen auf SH) inkubiert und sehlieBlich erseh6pfend dialysiert wor- 
den war. Naeh spektrometrischer Messung der Proteinkonzentration bei 
36 000 y' und Zugaben entsprechender Volumina und Proteinkonzen- 
trationen wurde mit GAPDH inkubiert. Hiebei wurde sowohl die 
Temperatur als auch die Dauer der Inkubation variiert. Fiir die jeweiligen 
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Kontro l len  wurde das E n z y m  bei sonst gleichen Bedingungen mi t  
destill. Wasser inkubier t .  Zun/~ehst wurde siehergestellt, dab reines, 
reduziertes ~-Lactoglobulin im vorliegenden Konzentra t ionsbere ieh  yon  
2 . 1 0  .5 bis 2 . 1 0 - a M o l / 1  keine meBbare E n z y m h e m m u n g  bewirkt.  

O 

-Z 
. . . . . . ~  

7 

i i I 

ZO &J 30 J5 O0 ~d 

Abb. 3. Absorptior~sspektren yon Eialbumin. Kurve 1 : Eiatbumin mit H P E ,  
sodann mit 2.4-DNPH behandelt. Kurve 2: Natives Eialbumir~ nach Be- 

handlung mit  2.4.DNPH. Kurve 3: Natives Protein 
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Abb. 4. Konzentrationsabh~ngige Inaktivierung der GAPDH dureh H P E  
bzw. dm'eh das reduzierte ~-Laetoglobulin HPE-Addukt  und R S A ~ P E -  
Addukt. K ~ v e  i" Inkubat ion:  7 Stdn., 0~ (~-Laetoglobulin--HPE, 
Addukt). Kurve 2: Inkubat ion:  7 Stdn., 23~ (~-Laetoglobulin--HPE- 
Addukt). A A A  A Inkubat ion:  2 Stdn., 0 ~ C (RSA HPE-Addukt) .  Kurve 3 : 
Inkubat ion:  2 Stdn., 0 ~ C (HPE). cEHPE = Molare Endkonzentration an 

H P E  bzw. an Pro t - -S -HPE 

Wie Abb. 4 zeigt, ist eine gesetzmgBig konzentra t ionsabh~ngige u n d  
auBerdem mit  zunehmender  Daner  und  Tempera tur  der I n k u b a t i o n  
stark zunehmende Inak t iv ie rung  der G A P D H  unzweifelhaft.  Die Dosis- 
effektkurve fiir 30 Min. I n k u b a t i o n  bei 23 ~ C fgllt mi~ der fiir 7 S tunden  
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Inkuba t ion  bei 0 ~ C praktiseh zusammen.  Abb. 5 zeigt die Zeitabh/~ngig- 
keit der t t emm~qrkung  a i r  einige Konzentrat ionen.  Zusatz yon  
Cystein oder Thiog]ykolat  in etwa 100faehem l~bersehul~, bezogen auf 
die Endkonzent ra t ion  an gebundenem HPE, hebt  die H e m m u n g  glat t  
und vollst/indig wieder auf. Um sieherzustellen, dub die L5sung des ein- 
gesetzten Protein--HPE-Adduktes praktiseh keine Antei |e an fiber- 
sehtissigem freien HPE (aus der HPE-Vorinkubation) enthielt, wurde 
das Protein--HPE-Addukt aueh dureh eine Sephadex G 25-S/~nle iso]iert. 

7OO 

7 

ZY 
o ~ o ~ / ~ '  j 

0 1 Z 3 ~ : d 7 S 
ffi~ndez 

Abb. 5. Zeitabhgngigkeit der Hemmwirkung yon HPE--~3-Lactoglobulin- 
Addukt gegeiaiiber GAPDH bei versehiedenen Hemmstoffkonzengrationen, 
inkubiert bei 0 ~ und 23 ~ C. Kurve l" CEHPE = 3.8.10 .4 bei 23 ~ C. Kurve 2: 
U~HPN = 7.1 �9 10 -e, :Kurve 3: C~HPE = 3.5" 10 -4, :Kurve 4: CEHPE 

1.8 �9 l0 -4, Kurve 5: CEHPE == 4.8 �9 10 -5, Kurven 2 bis 5 bei 0 ~ C 

Diese Operation ermSglieht eine Abt rennung  yon freiem, iibersehfissigem 
HPE so wirksam, dub eventuelle Restanteile nur  mehr HPE-Konzen- 
t ra t ionen im Bereieh yon  c -< 1 �9 10 -5 Mol/1 ergeben kSnnten, die eine 
Gr613enordnung unterhaIb des hemmwirksamen Bereiehes liegen warden.  
Derart ige Pr~parate  yon  HPE Prote in-Addukten  enthal ten somit nur  
mehr  den freien Aldehyd, der d e n  Adduktgleiehgewicht ents tammt.  
Auch solche Pr/~parationen waren gegentiber GAPDH analog hemm- 
wirksam. 

D i s k u s s i o n  

An sechs Beispie]en wird gezeigt, dub HPE n i t  Proteinen eine 
chemische Bindung eingehen kann, wobei das pro Mol Protein gebun- 
dene HPE dureh Umsetzen des HPE-behandelten Proteins n i t  2.4- 
DNPH als I{ydrazon quanti tagiv best immt werden kann. Wird  HPE 
an ein Protein gebunden, so t r i t t  auch stets ein Verlust an Protein- 
SH-Grnppen ein, der n i t  DTNB gemessen wird. HPE-Bindungszahl 
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und jeweiliger Verlust an Protein-SH stimmen bei A L D  und reduziertem 
R S A ,  reduziertem ~-Lactoglobulin and Ovalbumin gut miteinander 
iiberein, wg, hrend bei G A P D H  und nativem R S A  grSBere Abweiehungen 
auftreten. Gleichwohl besteht zwisehen beiden GrSl~en ein eindeutiger 
linearer Zusammenhang, wie der Stichprobenkorrelationskoeffizient r 
aus den insgesamt 6 Wertepaaren yon d-0.9977 anzeigt. Daraus wird 
gesehlossen, dab H P E  an die SH-Gruppen der Proteine gebunden wird. 

Die Wellenzahl des Absorptionsmaximums des proteingebundenen 
2 .4 -DNP-Hydrazons  zeigt an, dab H P E  mit Protein-SI{-Gruppen wie 
mit niedermolekularen SH-Verbindungen gemgB einer Michaeladdit ion 
reagier~ (vgl. Schema anf S. 1). Die G A P D H  bindet 4.6 Mole H P E  und 
verliert dabei 3.2 Mole SH/Mol; aus vorangegangenen Untersuehungen 
folgt, dab G A P D H ,  unter den gleichen Bedingungen mit H P E  inkubiert, 
ihre Aktivits vollst~ndig einbiiBt 1. Daraus ist zu schlieBen, dab H P E  
von den insgesamt 12 bis 16 Enzym-Stt-Gruppen nur mit den 4 funk- 
tionellen reagiert hat. 

Von den 28 his 29 SH-Gruppen tier A L D  reagieren nach Anderson 
und Perham 1~ nut 43~o mit D T N B ,  naeh unseren Messungen etwa 50%. 
Fiir die Enzymaktivit~t verantwortlich sind nach Anderson 1~ 4 SI-I, die 
jedoch reaktionstr/~ge sind. Nach H P E - B e h a n d l u n g  bindet die A L D  
fund 1 Mol H P E  und verliert fund 1 SH-Gruppe/Mol. Diese diirfte zu 
den ,,sehnellen" SH-Gruppen des Molekiils gehSren und nicht fiir die 
Aktiviti~t verantwortlich sein. Dem entspricht der Befund, dab A L D  
bei H P E - B e h a n d l u n g  keinen meBbaren Aktivit~tsverlust erf/~hrt 1. 

Die bei nativem R S A  nach Behandeln mit 2 . 4 - D N P H  beobachtete 
Hydrazonbildung liefert mit 0.6 Molen/Mol Protein einen auffallend 
hohen Weft, er diirfte jedoch mit dem in der Literatur wiederholt er- 
w/~hnten Kohlehydratanteil des Serumalbumins, 0.36 bis 1.83 Molen/Mol 
Protein, seine Erkl/irung linden. 

Die tats/ichlich dutch H P E - B i n d u n g  bewirkte Hydrazonbildung 
yon 0.7 Molen/Mol Protein entspricht genau der in der Literatur n, 1~ 
angegebenen Anzahl yon SH-Gruppen bei amperometrischer Bestim- 
mung mit AgNOa in Gegenwart yon Laurylsulfat als Detergens. 

Mit D T N B  ohne Detergens sind die SH-Gruppell offenbar nicht 
qnantitativ bestimmbar; daraus erkl/~rt sich die Differenz zwischen 
SI-i-Abnahme nnd HPE-Bindung.  

Die bei der Reduktion der S--S-Bindungen bei R S A  und ~-Lacto- 
globulin freigesetzten SIt-Gruppen sind offenbar besonders reaktionsf&hig 
und reagieren stets quantitativ mit H P E .  

lo p.  j .  Anderson und R. N.  Perham, Biochem. J. 117, 291 (1970). 
11 L. O. Anderson, Biochim. Biophys. Acta 117, 115 (1966). 
12 Masaru Sogami, H. A. Petersen und J.  F. .Foster, Biochem. 8, 49 (1969). 
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Bei OA h/~ngt die quantitative ErfaBbarkeit sehr stark vom ver- 
wendeten SH-I%eagens und yon Denaturierungsmitteln ab: p-CMB 6 
erfaBt ohne Denaturierungsmittel 3 bis 4, N-Athylmaleinimid 13 nut  
0.4 bis 0.6 SII-Gruppen. Die von uns ausgefiihrte Bestimmung mit 
D T N B  ergab in Ubereinstimmung mit Literaturangaben 18, dab ohne 
Verwendung yon Denaturierungsmitteln praktiseh keine SI-I-Gruppen 
nachweisbar sind; es erscheint somit verst/indlieh, dab auch H P E  mit 
diesen SH-Gruppen nieht reagiert. 

Zusammenfassend ergibt sieh, dab sich H P E  nur mit hochreaktiven 
Protein-SII-Gruppen umsetzt (z. B. den 4 funktionellen SH-Gruppen der 
GAPDH 14 oder den dureh Reduktion mit Thioglykolat aus Cys-SS frei- 
gesetzten SH); ,,maskierte" SH-Gruppen (z. B. 4 im Ovalbumin bzw. 
12 in der GAPDH) werden jedoeh nicht angegriffen. 

Der Befund, dab ein Protein (~-Laetoglobulin, Serumalbumin), an 
dessen SH-Gruppen sieh H P E  addiert hat, ein HPE-empfindliehes 
SIt-Enzym (GAPDH) inaktiviert, 1/tgt sieh dureh folgende Gleieh- 
gewiehte erklSxen, 

Pro~ JH ~l~ /IPE ~f~ llJ-Enzym, mklN 

Prol -J-I/JOE ~ ~IgiPE-S-Enzjm, ihe,@~ 

nachdem bereits in vorangegangenen Untersuchungen a festgestellt 
werden konnte, dab die Reaktion yon H P E  mit SH-Verbindungen stets 
reversibel verl/~uft. Die Einstellung des Gleichgewichtszustandes zwi- 
schen System A und B ist unter den gew~hlten Bedingungen mit reduzier- 
tern ~-Lactoglobulin als Tr/~gerprotein im Bereich zwischen 0~ und 
etwa 20~ naeh etwa 7 Stdn. erreicht (Abb. 5), mit nativem Serum- 
albumin bereits naeh etwa 2 Stdn. (vgl. Abb. 4, AA). 

Das AusmaB der Enzymaktivierung h~ngt bei gegebenen Bedingun- 
gen (Konzentration, Temperatur) nur yon den Gleichge•ichtskonstanten 
KA und KB ab. Da in den jeweiligen Endzust/~nden die Dosis-Effekt- 
kurven beider Tr/iger-Proteine bereits im Bereieh tier Dosis-Effektkurve 
des freien H P E  liegen (Abb. 4, Kurve 3), muB KA ~ KB sein. 

Die Untersuehungeu wurden mit Unterstiitzung des Fonds zur 
FSrderung tier wissensehaftliche• Forsehung, Wien, durehgefiihrt. 

13 N. J. Fernandez Diez, D. T. Osuga und R. E. Feeney, Arch. Biochem. 
Biophys. 107, 448 (1964). 

14 L. Boross, E. Cseke und M. Vas, Acta Bioehim. Biophys. Aead. Sci. 
t-Iung. 4, 301 (t969). 


