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[~ber den Mechanismus der bei Ehrlich-Ascites-Tumorzellen 
durch Itydroxypentenal bewirkten Atmungshemmung, 2. Mitt. 

Von 

E. Schanenstein und E. Kapter 
Aus d e m  ins~itut fiir Biochemie der Universit~t Graz;  ()sterreich 

Mi~ i Abbi!dung 

(Eingegangen am 14; Juni 197!) 

Mechanism o/the Inhibition o] Oxygen Uptalce'o] Ehrlich 
Ascites Tumor Cells by Hydroxypentenal 

Incubat ion of nat ive Ehrlich Ascites-tumor cells in hydr0xy-  
pentengl (3 ' 10 -3 moles/l) leads Within 130 rain. to a n  nearly 
complete reSpiration stop. 

Besides of  the  .hitherto: a lready wel l  known lowering of 
the cytoplasmatie NAD level and inhibit ion :of t h e  G A P D H  
and LDH, considerable inactivation of t h e  intramitochondrial  
SDHI MDIrI and ICDI-I eonjbribute subsfarL~ially to this effect. 

The extramitochondrial  IMDH,; howeVei/, does not  show any 
measureable inhibition. The observed inactivations are  explained 
in terms of a reaction between the inhibitor and functional 
SH-groups of the said enzymes. 

Die Einwirkung 3 �9 10 ~3 molarer Hydr0xypentenal-L6sung 
fi ihrt  innerhalb yon 3 0  Min. zum p r a k t i s c h  vollst&ndige n 
S~illstand der A t m u n g  nativer  Ehr]ich ~scites-Tumorzellen. 

An dlesem Effekt ist - -  auger  der b@reits festgeste!lten 
Senkung des eytoplasmatischen NAD-Spiegels und Hemmung 
der GAPDH und L D H  ' - -  eine erhebliehe Inakt iv ierung der 
intramitochondrialen SDH, MDH und ICDH mM~geblich 
beteiligt. Die beobachteten Inakt ivierungen werden durch 
Reakt ion zwischen dem I n h i b i t o r  un d funktioneilen SH- 
Gruppen der genannten Enzyme erkl~rt. D i e  extramito- 
chondriale M D H  dagegen wird n i c h t  megbar  gehemmt: 

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

Auf Grund  der  bisherigen Unte rsuchunge~  1 ergab sich, dab  H y d r o x y -  
penten~l  ( H P E )  die A t m u n g  yon Ehrlich-Ascites-Tumorzellen (EATZ) 
durch  Senkung des NAD-Spiegels  sowie Blockade  yon S t t - funk t ione l len  
Dehydroger tasen und  der  A t m u n g s k e t t e  hemmt .  

* Herrn  Prof. Dr. Erich Ziegler zum 60. Gebur ts t~g  mit  de~i besten 
Wfinschen gewidmet. 
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Von d e n  genann ten :Dehydr0genasen  wurden bisher lediglieh die 
eytoplaSmatisehen Ggrungse l t zyme  G A p D I t  und :LDtt  u n t e r s u e h t ,  
wahr6nd eine' Ih~k~ivl6r~n~ der S~:fJ:n~:ti6nenen :De'hyd~6ge~ase~ :des 
TridgfbonS~ur~eycius ::gi:sher ~noch ~ich~ ' i~a ;hge~esea  :: werae~ :konnge: 

=. Die .obeil 'ge~g~rtten :Untzrsu~hu~ger~:!e m ~ c l / ~ n  :jedbch :~iae:=:.~idk- 
k i e rnng  ~[e~, Sncc~r~0 Dehygfo~enase sehr Wah~sdhelniieh: I~  :der vori 
liegShdea :A~bei~ Sdll :didst: g ~ a l a m g  exp~Simentell=geptgR and  anSerdem 

~nteS:Sne:g{ :We~de~ 

M a t e r i a l  

4-FIydroxy-2-trans.pentenM, synthetlsiert nach Esterbauer und Weger 2 
( r i d -  1,47257, Sdp.0,4 50--52 ~C, Absorptionsmaximum bei y'  44 800, 
~max = 13 800) ; E A T Z ,  Stature I~eidelberg-Lettr~, aus denen auch die Mite- 
e~iondrien (s. Methodenl gewonnen wurden {VersuChstiere: NMRI-M~use~. 

Bestimmung der Succinat-(Akzeptor-)Oxydoreduevase 1.3.99.1 (SDH). 
a~ Cytochemiseh: Substrat:  Dinatriumsueeina~. 6 H20 (Fa. Boehringer, 

Mannheim) ; I-I2-Akzepmr : M T T  [3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl- 
monote~razoliumbromid], Fa: BDI-I, England. Zum Sehutz der Feinstruktur 
der Zelten: 1)olyvinylpyrr01idon (Sehuehardt, Mfinehen); PO4-1)uffer naeh 
SSrensen 0;06 2r p i t  7.4. 

b) Dutch Messung des Sueeinatgehal~es: Metalohosphorsgure. 1)O4 - 
SSrensen-1)uffer 0,1, 0.01 und 0.05Mol/1, p i t  6;8. TTC:  2,3,5=Triphenyl- 
te~razoliumehlorid (Fa. 1VIeiek, Darmstadt). I-Iomogena~ aus dot Leber 
gesunder Ratten (Misehstamm). 

Besfiimmung der: L-Malat:NAD-Oxydoreduktase 1.t.1.37 (MDtI): 
Mitoehondrienisotierung. PBS-L6sung : LSsung A : 40 g NaCI, 1 g KC1, 

5,75 g Na2ttPO4, 1 g KI-I21)O4, ad 4 1 H20;  L6sung B: 0,5 g MgC12 �9 6 H20, 
ad 0,5 1 t t20 :  L6sung C: 0,5 g CaClz ad 0.5 1HzO; A : B : C im verh/iltnis 
40 ; 5 : 5 gemfseht = P B S  ; Substrat : Dina~riumsalz der OxMessigs~ure 
(Fa. Boehringer Mannheim)':, Co-Enzym: NADH (Fa. Boehringer, Ma~m- 
heim), K - - 1 ) ~ P I :  I~alinm-1)O4-1)uffer 0,1 Mol/1, pI-I 7,5. 

Bestimmung der threo-Ds-Isoeitrat : NAD-Oxydoreduktase 1.1.1.41 
(ICDH). Substrat:  DL-Trinatriumisoeitrat - 2 t t20, puriss. A. R. (Fa. Koch- 
Light, England); AD1) (Fa. Boehringer, Mannheim); Glyeylglyein, f/Jr bio- 
ehemisehe Zweeke (Fa. Merck, Darmstadt);  K 1) P I I :  Kalium-1)O4- 
1)uffer p~I 7,2, 1,0 und 0,5 Mol/1, Co-Enzym: NAD (Fa. Boehringer, Mann- 
helm). 

M e t h o d e n  

E A T Z  wurden zwischen dem 7. und 9. Tag post transplant, aus der 
Bauchh6hie entnommen, bei, 200 g zentrifugiert, mehrmals mit eiskMter iso- 
toner NaC1-LSsung gewaschen0 in eiskalter NaCl-L6sung aufgenommen und 
die Zellzahl mittels H~matokrit  bestimrnt. 

Bestimmung der SDH 

a) Cytochemiseh: 20 Mio Tumorzellen werden in 0,7 ml i so tonerHPE-  
LSsung (Konz. 0,001 und 0,003 Mol/1, Test) bzw. isotoner NaCl-L6sung 
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(Kontrolle) 30 Min. bei 37 ~ vorinkubiert .  Ansehlief~end werden die Zellen 
bei 600 g abzentrifugier~, einmal mi t  eiskalter isotoner NaC1-L6sung ge- 
wasehen and sehlie~lieh, ~ z ehnfaehe~ Votu~en  der  ursprfingliehen Sus- 
pension, in'  isof/oher NaCl2L~J~:i%~:~ufg~OA~aen. I-Iievon wird ein Tropfen 
auf Objekttriiger aufgetr'agCn 'urid':ira S~fckstoffs~rom ge%roekne%. Darauf  
wird in MTT-Co.L6sung naeh Pearse ~ 3D:Min. bei 37~ inkubiert ;  nach 
Spiilen mit  lproz, tiC1 fixiert man in 10proz. Ca-Formol, wgssert kurz 
benetzt  die  luftgetrockneten Objek~%rgger mit. G]yceringe]atine (0,5 molar 
an 0oC12)und dbek~ elm Zur UntersuellUng der Frage ~)b die Wirkung yon 
H P E  auf d~e St)I-I  'dureh Cystem ruckgarig~g gemaeht w~rden kann, wurden 
20 Mio Tttrnorzellen nach Vorinkubation in 3.  10 -3 molarer: "HPE-L6sung 
einmM mit  eiskalter isotoner NaCl-L6sung gewaschen und 30 Min. in 0,7 ml 
CysteinlSsung naehinkubiert ,  bei 600 g :abzentrifugiert, weiterbehandelt ,  
wie eingangs besehrieben, und aUf SDI-I;Aktivita~ gef/irbt. 

b) Best immung durch Messung des: Suecinatgehaltes : Je  1500 Mio Zellen 
des F, A T  wurden in 15 m l  R~nger-PhOsphat:Puffer pI~ 7,35 - -  37,5 ml iso- 
toner HPE-L6sung (3'. 10:3 MolT1, Tes~i bzw. isotoner NaC1-LSsung (Koh: 
trolle) 30 Min. bet 37 ~ vorinkubi4rt: I ) anach  Wurden die Zellen abzentri- 
fugiert, in 10 m] PO4-Puffer (0;1 Mol/]) gufgenommen und 1 Min. mit  dem 
Ult ra turrax unter  I~fihlung homogenisiert, 

Das I-Iomogenat wurde mi~ HPOa enteiweif~t, zentr i fugier t  und der 
Uberstarid mit  J~tber (peroxydfrei) 3 Stdh. irn Perforator ex~rahier~J: Zum 
Atherextrakt  gibt m a n  1 rnl SSrensen-POa-Puffer 0,5 Mol/ l  p H  6,8 und 1 ml 
Na2HPO4-LSsung 0,5 iViol/l, dampft  den ~_~her ab und setzt die w~f3r. L6sung 
in die Succinatbestimmung ein. Das 'Suecir iat  wurde mi~ jeweils frisehem 
Leberhomogenat und TTC naeh Bril4:bestirnmt. 

Hiezu wurde blh%frisehe l%at~eiileb~r 'gev~ogen, mit dem Skalpell vor- 
zerkleiner%, in 0,01molarem PO4-P~fffer pl-I 6,8aufgenommen und mi~ dem 
Ultraturrax 1 Mira bei 0 ~ homogenisier~. Das Homogenat wurde mit 
Puffer auf einen Gehalt yon 150 mg Feneh%gewicht/ml gebracht; je 1 ml 
hiervon wurde mit I ml der TTC-L6sung und 1 ml Puffer bekannter Sueei- 
natkonzentra~ion Versetzt und 30 Min. bei 37 ~ inkubiert. Man setzt 5 ml 
Aeeton zu, I/~I~ i0 Min. in Eiswasser stehen, sehfittel$ gut dureh, zenSrifu- 
giert und photometriert den Idaren ]~Iberstand mi~ I em Schiehtdieke bei 
480 nm. Die gemessenen Extinktionen (imBereich yon 0 1 bis 1,6) standen 
zu den eingesetz%en Sueeinatmengen in linearer Beziehung, der sodann die 
im Untersuchungsgut en~haltene Suecinatmenge interpolativ entnommen 
wurde. Mib jeder verwendeten Charge yon Leberhomogenat wurde eine ~ 
eigene Eichkurve aufgenommen. 

Um zu prfifen, ob die gegen den Blindwert gemessene Extinktion tat- 
s~ehlieh dem Sueeinat zuzuordnen oder etwa dureh im _~xtherextrakt vor- 
handene St6rmetaboliten oder im Leberhomogenat anwesende NAI)- 
pflichtige Dehydrogenasen ( ~ Co-Enzyme) beeinflul3t war, wurden folgende 
Kon~rollen durehgef~hr~ : 

A. Atherextrakte aus EATZ wurden sow0hl mi~ gewasehenern als aueh 
ungewasehenem Leberla0mogenat zur Reaktion gebraeh%. 

]3. Zum ungewasehenen Leberh0mogena~ wurden Zugesetz~: Na-Keto- 
glutarat, -Isoeitrat, -Malat und -Sueeinat in lViengen yon i00 bis I000 Y (bei 
Ketoglu~arat 2000 Y) einzeln sowie aueh eine Misehung yon Ketoglutarat 
und Sueeina% im Verh~ltnis 5-: iund i0:-1 zugese~z~ und die Extinktionen 
bei 480 nm gemessen.. 
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C. Der suecinathaltige Ext rak t  aus E A T Z  wurde mi~ Semicarbazid 
(0,05 mMole/0,1 ml) 2 Stdn. bei 37 ~ unter Schiitteln inkubiert, sodann mit  
T T C  und Leberhomogenat auf Succinat untersucht und die Ex~inktion mit  
der bei dem unbehandel~en Ext rak t  erhaltenen verglichen. 

B e s t i m m u n g  der M D H  

a) Mitochondriale MDH: Mitochondrienpr/iparation: F/ir die Bestim= 
mung: der MDH in Mitochondrien der E A T Z  wurden die Mitochondrien nach 
M a r t i n  5 isotier~, Wobei pro Ansatz 2000 bis 3000Mio Zellen eingesetzt 
wurden. 

PrSparatio.n des Enzymextrak tes  aus  dem Acetontroekenpulver 

Aus de n Mitochondrien wird naeh der Methode yon Plau t  und S u n g  6 das 
Ace~ontrodkenpulver gewonnen. Das im Vak. ge~rockne~e~ gelblich-weiBe 
Pulver wird in einer Konzentration yon 50 mg/ml in K P - - P  I aufgenom- 
men, zu einer homogenen Suspension verriihrt und 1 Stde. ex~rahiert. Man 
zen~rifugiert yore Ungel6sten ab und setzt den Uberstand nach Fests~eilung 
der Proteinkonzentra~ion zur enzymatisehen Messung ein (=  Enzym- 
extrakt). Der Proteingehalt des Enzymextrak~es wurde mit  der Biuret- 
Me,bode 7 bestimmt, wobei  Rinderserumalbumin a l s  Standard diente. 
Gemessene Extinktion • 43,5 = r a g  Protein/10 ml Enzymextrakt  (546 nm, 
1 cm Schiehtdieke). 

Messung  der M D H  i m  Enzymex t rak t  

Vorschrift : Biochemica-Boehringer Informationen. Mel3anordnung : nach- 
einander in die 1 cm Kiivet te  pipettieren: 2,84 mt Kaliumphosphatpuffer 
(pH = 7,5, 0,1 Mol/1), 0,10ml Oxalessigs/iure (2mg/ml),  0,05ml N A D H  
( 10 mg/ml) ; gut durehmisehen, Anfangsextinktion bei 366 nm gegen K - - P - - P  
messen, Zusatz yon 0,01 ml  Enzymextrakt  (unverdiinnt), 3,00 ml Gesamt- 
volumen (Spektralphotometer PMQ I I  Zeiss). 

A uswertung . 

N a c h  Zugabe des Enzymextraktes  wurde die Extinktion alle 15 Sek. 
abgelese~, gewartet, bis eine Abnahme um 0,025 eingetreten war, und nun 
die Zeit t ermittelt ,  die zur weiteren Extinktionsabnahme yon 0,025 erforder- 
lich war. 

Die Errechnung der Enzymaktivit/~t erfolgte nach Racker,  w0nach eine 
Einheit (U) der Enzymak~ivit/~t definiert ist als die Enzymmenge, die in 
i Min. 1 ~Mol Substrat reduziert. 

~Mol 

U / m g  = ra in .  mg Pro te in  

b) Cytoplasmatische MDH: Naeh dem Zellaufschlul~ werden Kerne, 
Zellmembranen und unaufgebroehene Zellen durch Zentrifugieren abge- 
trenn~ 5, die im Uberstand befindliehen Mitochondrien ebenfalls zur Sedi- 
mentati0n gebracht und der nun erhaltene Uberstand 6 Stdn. gegen E D T A -  
L6sung (10 -4 Mol/1) bei ~- 4 ~ dialysier~ und schliel~lich lyophilisiert. Das 
Trockenpulver wird in dest. Wasser aufgenommen (100 mg/ml) und der 
Enzymextrakt ,  nach dem Abtrennen des Unge]Ssten, zur Messung auf 
MDH,Aktivit~t ,  wie oben beschrieben, eingese~zt. 
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Die Auswertung erfolgte ebenso wie oben besehrieben. 

Bestimmung der ICDH 
Die Mitoehondrien wurden wiederum, wie bereits besehrieben ~, isoliert; 

daraus wurde das Acetontroekenpulver hergestel]t (vgl. MDH-Besthnmung), 
das mit K - - P - - P  I I  1 Mol/1 1 Stde. extrahiert wurde (50 mg/ml). Man 
zentrifugiert veto Ungel6sten ab, bringt alas pH mit Eisessig auf 6,5 und 
fraktioniert im Bereich zwischen 0,27 nnd 0,37 S~ttigungsgrad an Ammon- 
sulfat. Der Niederschlag wird abzentrifugi~rt, in 1 ml K - - P  P II-Puffer 
0,5 Mo]/1 gelSst, diese Suspension 4 Stdn. gegen EDTA-L6sung dialysiert 
und dann zur Messung eingesetzt. 

MeBgrSBe f/it die Aktivi~/~tsbestimmung ist wieder die Absorption des 
gebildete n NADH bei 1 em SChiehtdicke. 

Die S~andardreakti0nsmischung enth~It i~ ~zMolen/mt EndlSsung: 
Isoeitr~t 2,5, NAD 0,7, MnCI~ 0,3, K-Phosphat 5,0 pH 7,2, Glyeylglycin 25,0 
pH 7:2, ADP 1,0. 

Die Errechnung der Enzymaktivit~t erfolgte wiederum nach Racker. 
Ermittelt wurde die Zeit, :die fiir eine Extinktions/tnderung yon 0,050 

n6tig ist, nach prim/trer Extinklbionszunahme yon 0,05. 

E r g e b n i s s e  

Bestimmung der SDH 

a) Cytochemisch 

In  5 Versuehsreihen mit je 4 Einzelpr~paraten zeigten die Kontrollen 
gefi~rbte Formazan-Granul~ im Cytoplasma, w/~hren4 die Kerne unge- 
fiirbt blieben. 

Die mit HPE vorinkubierten Zellen ergaben bei einer HPE-Konzen- 
tration yon 1 �9 l0 -3 Mol/1 keinen sicher erkeanbaren Untersehied gegen- 
tiber den Kontrollen, bei 3 �9 10 -3 Mol HPE/1 dagegen nur sehr sehwache 
Farbintensit/~ten (vgl. hiezu Abb. 1 a, b). Bei den naeh HPE-Behandlung 
mit Cystein nachinkubierten Ze]len zeigten sich keine Untersehiede in 
der SDI-I-F/~rbung im Vergleich mit den diesbeziigliehen Kontrollen 
(NaC1-Vorinkubation, Cystein Nachinkubation). 

b) Succinatbestimmung 

Zunachst mul3te sichergeste]]t werden, dab die mit dem Unter- 
suchungsmaterial erhaltenen Extinktionswerte tats/~chlich dem darin 
enthaltenen Suecinat zuzuordnen waren. 

Bei Kontrol]e A (vgl. Methoden) ergab sich, dab bei Einsatz yon 
gewaschenem bzw. ungewaschenem Leberhomogenat praktisch keine 
Unterschiede auftraten: 1000 Mio EATZ  ergaben in 5 Einzelansatzen 
Extinktionswerte, die, aus d e r  jeweiligen Eichgeraden auf Sueeinat 
umgerechnet, im ersten Fall 395, im zweiten 392 y entsprechen. 

Bei Kontrollversueh B erg~ben sieh bei verschieden groi3en Zusgtzen 
yon Ketoglutarat, Isocitrat und Malat Extinktionswerte, die zwisehen 
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0 und maximal 0,1 lagen uad keinen Zusammenhang mit der Gr6Be des 
Zusatzes zeigten. Demgegeniiber lagen die bei den untersuchten Zellen 

Abb. 1 a 

Abb. lb 

Abb. 1. Vitale EATZ,  7. bis 9. Tag p. transpl., angef/~rbt mit M T T  auf 
Aktivit/~t der SDIt. a) Nach halbstfindiger Inkubation bei 37 ~ in 0,9% 
NaC1; b) nach h~lbst/indiger Inkubation bei 37 ~ in 3. 10-3molarer 

HPE-LSsung 

gefundenen Extinktionswerte zwischen 0,~ und 1,5, so da$ im ungiinstig- 
sten Fall eine etwa durch extrem hoher~ Ketoglutaratgehalt bedingte 
Korrektur etwa 25% betragea k6nnte. Um aueh diese MSghchkeit zu 
priifen, wurde Kontrollversuch C angesetzt (vgl. Methoden). 
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In 2 Einzelversuchen (I und II)  ergaben sich folgende Ext inkt ions-  

werte : 

Tabelle 1. M e t a b o l i t e x t r a k t  

Ohne Semicarbazid- Mit Semicarbazid- 
5ehandlung behandlung 

I 0,672 0,714 
I I  0,670 0,650 

Tabelle 2. S u e c i n a t a n S t a u  i n : n ~ t l v c n  E A T Z  n a c h  30rain. V o r -  
i nkuba~ ip~ : i !~ : : 3 - i : 0~am01~r~ r  ~ / P E ~ L S s u n g  

(die Mittelwerte der: K:01onne 2 und 4:sind mit  Standardfehlern angegeben) 

Versuchsansatz Sueeinatmeng~:iny/g Feuehtgewieht Paardifferenz 
Kontrolle : T e s t  in ~o 

1 135 287 112,5 
2 138 286 107,0 
3 124 223 80,0 
4 128 248 94,0 
5 158 287 81,5 

Mittel: 1 3 7 : ~ 6  Mittel: 9 5 d : 6 , 5  

Tabelle 3. M D H - A k t i v i t ~ t e n  d e r  M i t o c h o n d r i e n  N~C1- bzw. 
H P E - b e h a n d e l t e r  T u m o r z e i l e n  

(t ~ Sekunden, die ffir das Absinken der NADH-Ext inkt ion  um 0,025 
benStigt  wurden, nachdem die Ausgangsextinktion um 0,025 gesunken war; 

U/mg s i e h e  M e t h o d e n )  

Vorbehandlunng rag Protein in  0,01 ml 
der Zellen Er~zymextrakt t U/mg 

30 Min bei 37 ~ 1 5;64 �9 10 -2 7 3,48 
in 0,9O/o :N~CI 2 5i52. 10 -2 7 3,49 
(Kontrolle) 3 7,50 �9 10-2 5,8 3,14 

4 6,12. 10- 2 7 3,18 
5 6,68. 10 -2 6 3,40 
6 6,36. 10 -2 7 3,08 

~u oben, jedoeh 1 3,80- 10 -~ 17 2,1i 
in 3.  10 -3Mol 2 4,64. 10 -2 16 1,84 
HPE/1 (Test) 3 4,56. 10 -2 14 2,15 

4 4,66. 10 -2 16 1,83 
5 5,80. 10 -2 8 2,93 
6 5,57. 10 -2 9 2,71 
7 5,96. 10 ~2 8 2,86 

Mitte]: 3,29 • 0,073 

Mittel: 2,25 ~- 0,182 

Fiir den Untersehied der Mittelwerte aus Kontroll- und Testans~tzen 
ergibt sieh naeh dem zweiseitigen Studenttest elne Signifikanzwahrseheinlieh- 
keit yon 2P ~ 0,001. 
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TabelIe 4. M D H - A k t i v i t / ~ t e n  des C y t o p i a s m a s  NaC1- bzw. H P E -  
b e h a n d e l t e r  T u m o r z e l l e n  

Vorbehandlung mg Protein in 0,01 ml 
der Zellen Enzymextrakt  t U/mg 

30 Min bei 37 ~ 1 25,9 - 10 .2 6 0,96 
in 0,9% N~C1 2 20,3 �9 10 .2 7 0,88 
(Kontrolle) 3 i9,:0. 10 -2 5,25 1,37 

4 17,1 �9 10 =2 6 1,33 
5 18,4. 10 ~2 5,5 1,35 

Wie oben, jedoch 1 16,5 �9 10 -2 6 1,38 
in 3. 10 -3Mol 2 26,4. 10 -2 5 1,04 
HPE/1 (Test) 3 27,0. 10 -2 4,5 1,12 

4 20,2. t0 -2 5,75 1,18 

Mittel: 1,18 j :  0,106 

Mittel: 1,18 ~: 0,073 

Tabelle 5. Aktivitgten der iCDI-I aus den Mitoehondrien NaCI- 
bzw. HPE-behandelter Tumorzellen 

(mU- milli-Units; Definition yon U/mg wie bei MDH-Bestimmungen; 
t = Sekunden, die fiir die Extinktionszunahme yon 0,05 erforderlieh sind naeh 

prim/~rer Extinktionszunahme yon 0,05) 

Vorbehandlung nag Protein in 0,2 ml 
der Zellen Enzymextrakt  t mU/mg 

30 Min bei 37 ~ 1 10,0 �9 10 -1 60 9,64 
in 0,9% NaC1 2 5,1 �9 10 -1 139 8,13 
(KontroUe) 3 5,3. 10 -1 117 9,33 

4 5,4. 10 -1 121 8,79 

Wie oben, jedoch 1 2,16 �9 10 -1 458 5,85 
in 3.  10 -S lVlol 2 2,40. 10 -1 423 5,70 
HPE/1 (Test) 3 4,40- 10 -1 256 5,15 

4 8,10. 10 -1 156 4,58 

Mitteh 8~ 4- 0,33 

Mittel: 5,32 ~ 0,28 

Da durch die Semiearbazidbehandlung ein ggf. vorhandener  Antei l  
an Ke tog lu ta ra t  ausgesehaltet  wiirde, schlieBen die Ergebnisse einen ins 
Gewicht fal lenden Ketoglu tara tgehal t  im Metabolitex~rakt aus. 

Zusammenfassend ergibt sich aus den drei Kontrol lversuchen,  dab 
die bei den Zel lext rakten  festgestellten Ext ink t ionswer te  (vgl. Tab:  2) im 
wesentliehen dem a~wesenden Sueeinat  zugeordnet  werden diirfen. 

Die Ergebnisse der Akt iv i tg tsmessung an der mi toehondr ia len MDH 
br ing t  Tab.  3, an  tier cytoplasmat ischen MDI t  Tab.  4. Man erkennt  
aus Tab.  3, daft die mitochondriale  MDI{ dureh H P E  im Mittel u m  
28,5 • 6% gehemmt wird. 

Tab.  5 enthgl t  die gemessenen ICDI-I-AktivitAten, aus denen eine 
durchsehnit t l iche H e m m u n g  von 40,2 :]: 4% hervorgeht.  
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D i s k u s s i o n  

Der mit  HPE-behandelten E A T Z  gemessene Anstau an Succinat 
liefert im Vergleich zu den Kontro]len in Verbindung mit  der Intensit/~ts- 
abnahme der cytoehemisehen F~rbung ant SOI-t-Aktiviti~t den Beweis 
fiir die in der voroJngegangenen Arbeit lc ausgesprochene Vermutung, 
dab H P E  die SDH blockiert. 

Bei i �9 l0 -3 3~o1 HPE/I: setzt die I-Iemmung offenbar ein und ist bei 
3 �9 10 -a Mol/1 bereits erheblieh, da bei dieser Konzentration der intra- 
zellnlgre Sneeinatspiegel in den HPE-behandelten Zellen etwa doppelt 
so hoeh liegt wie in den Kontrollen. Die  Empfindliehkeit der SDH 
gegeniiber H P E  wird erklgrlieh, wenn mgn bertieksiehtigt, dal? ftir die 
Aktivitg.t des Enzym s Thiolgrnppen yon funktioneller Bedeutung sind s 
nnd dab H P E  gegeniiber SI-I-Gruppen sehr reaktiv ist 9. Die Befunde an 
mit  H P E  vorbehandelten und mit  Cystein nachbehandelten Zellen 
zeigten deutlich, dab die dutch H P E  bewirkte I-Iemmnng der SDt t  dureh 
Cystein anfgehoben werden kann, was far  die Reaktion yon H P E  mit 
den funktionellen SH-Gruppen der SDIt  sprieht. 

Die an tier SDH erhober~en Befunde legten nahe zu untersuehen, 
ob aneh andere Dehydrogenasen des Tricarbons~ureeyclus der Tumor- 
zellen dnreh H P E  betroffen werden. 

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dab dies sowohl bei der MDIt  als 
aueh bei der ICDH der Fall ist. Die intramitoehondriale MDH wird zu 
nahezu 30% gehemmt, die ICDH zu etwa 4~0~ . 

V o n  besonderem Interesse erseheint der Befund, dab die eyto- 
plasmatische MDH dureh H P E  nieht meBbar inaktiviert wird. Ganz 
i~hnlieh verh~lt sieh naeh Englard und Siegel l~ die MDIt  ans l~inderherz- 
Muskelzellen gegeniiber einem anderen, bekanntlieh hochaktiven 
SH-l~eagens, n~mlich p-Chl0rmereuribenzoat (PMB):  

Das mitoehondriale Enzym enthglt 12--13 SH-Gruppen nnd wird 
dureh 3 ~quivalente P M B  vollsts inaktiviert, wghrend die MDtt  des 
Cytoplasmas nur 6 SH-Gruppen enthglt (d~von 3 PMB-sensit iv)  und 
durch P M B  nieht inaktiviert wird. Daraus ist zu schliegen, dag beide 
Enzyme funktionelle SH-Gruppen besitzen, die jedoch in der cyto- 
plasmatischen MDH gegen Einwirkung yon SH-geagent ien besonders 
gesehiitzt eingebaut vorliegen. 

Aus den Befunden ergibt sich, dab H P E  die Umwandlung yon 
Oxalaeetat in Malat im Cytoplasma und damit  anch die Funktion der 
eytop]asmatisehen MDH fiir den Transport  reduzierender NADH- 
Aquivalente in alas Mitoehondrior~ n kaum beeinflussen diirfte. 

Anch die deutliehe Hemmung der ICDH ls sich durch: geakt ion  
des H P E  mit der funktionellen SH-Gruppe dieses Enzyms erkl~ren. 
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Zusammenfassend crgibt sich, dab die Einwirkung yon 3 .  ][0 -3 
molurer H P E - L S s u n g  auf intakte E A T Z  ~ul]er der Senkung des cyto- 
plasmatischen 1NAD-Spiegels, Inuktivierung der GAPDH und LDH 1 und 
Blockade der Atmungskette  lc auch eine erheb]iche Inaktivierung der 
Dehydrogenaser! des Tric~rbons~Lureeyelus (SDH, MDI-I und ICDH) 
bewirkt. Damit  wird das Angebot an Substratwasserstoff fiir die 
Atmungskette  wesentlich herabgesetzt und man kann annehmen, da[~ 
auch dieser Eifekt, am Zust~ndekommen der  durch H P E  bewirkten 
Atmungshemmung mai3geblich beteiligt ist. 

Demonstrierten Senkur~g des NAI)-Spiegels and  die Inaktivierung 
von GAPDH und L D H  1 die Wirkung des H P E  auf den Stoffwechsel irn 
cytoplasmatischen Raum, so zeigt die Blockade der Atmungskette lc 
sowie der SDt t  klar, daft  H P E  in das Mitoehondrio~l eintri~t, in der 
Innenmernbran einge!agerte 0xydoredukgasen erreichen und dutch 
Reaktion mit  deren funk~ionellen SH:Gruppen sch~digen kann. 

Die Untersuchungen wurden mit Untcrstfitzung des Fonds zur 
FSrderung der wissenschaftlichen Forschung, Wien, durchgeftihrt. 
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