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Die Wirkiung von 4-Hydroxypentenal
auf die phosphorylierende Atmung und aunf verwandte
Prozesse in Rattenlebermitochondrien *
Von
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Institut fitr Biocherhie der Usniversitét, A-8010.Graz, Osterreich

Mit 2 Abbildungen
( Eingegangen am 20. Januar 1972)

The - Action of 4-Hydroxypentenal :on: the: Phosphorylating  Res-
piration. and. on. Related 'Processes “in: Rat -Liver. -Mitochondrig

The mechanism of the respiratory “inhibition catsed by
4-hydroxypentenal (HPE) was studied. Observations on rat
liver mitochondria indicate that HP# inhibits phosphorylating
respiration’ with glutamate as the : substrate; DNP* cannot
cancel this effect.” ADP-stirdulated oxidation of stlcéinate is also
inhibited by HPH.. ‘The stimulating effect of DNP lasts only
for about one rmnute and then. resplra,tlon falls to state 4 level.
If HPE is present in a concéntration which by itself causes no
inhibition, addition of DNP entails an inhibition of the ADP:
stimulated oxidation of succinate even with uncoupling concen-
trations of DNP. “This HPE DNP induced inhibition of
sedinats oxidadion is sitnilar-to the inhibition caused by high
DNP concentration with respect to its reversibility by increased
sneeinate concentration or oligomycin.

The activity of the DNE:stimulated ATPase is depressed by
HPE. Tts seems that the inhibition of the phosphorylating
system ig dueto an inhibition of phosphate transport.

Der: Mechanismus ‘der durch : 4-Hydroxypentenal (HPE)
hervorgerufenen Atmungshemmung wurds untersucht. An Rat-
tendebermitochondrien. hemmt HPZE die - phosphorylierende
Atmung mit Glutamat ; DNP kann diesen Effekt nicht aufheben.
Die ADP-stimulierte Atmung mit Succinat wird gleichfalls durch
HPE gehemmt; DNP ruft nur eine kurzzeitige Stimulierung
hervor. Die Atmung fallt dann auf das Niveau des State 4.
Ist HPE in einer Konzentration anwesend, in der es noch
keine Hemmung hervorruft, bewirkt die Zugabe von DNP in
einer Konzentration (0,1 mm), die normalerweise entkoppelt,
eine Hemmung der ADP-stimulierten Succinatverarmung.

* Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. 0. Kratky zum 70, Geburtstag gewidmet.
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Diese durch HPE -+ DNP induzierte Hemmung der Succinat-
oxydation verhélt sich gegeniiber erhéhtem Suecinatangebot
und. -Oligomyein wie die: durch hohe DNP-Konzentrationen
hervorgerufene Hemmung:

HPE hemmt auch die DNP-stimulierte ATPage. Die in der
Hemmung der Atmung und in: der Hemmung der DNP- stlmu-
liertenn A'TPase zum' Augdruck ‘kommenden, Effekte von HEE
kénnen aif die ‘Hemmung des Phosphattransportes zuriicks
gefuhrt werden.

Einleitung

4-Hydroxypentenal kann verschiedene Stoffwechselfunktionen der
Zelle blockieren?!. Wahrend wir iiber den Mechanismus der Hemmuing
der Glykose, der DNS-, RNS- und Protein- Biosynthese! einigermaBen
informiert - sind, war uber .den Mechanismus ‘der” Blockade der-Zell-
atmung bisher. nur bekannt daB HPE Tellschrltte des Citratcyclus
hemmt? sowie eine Senkung des zellularen NAD. Splegels dhervorrufts.
NAD-Mangel muB zwangsléufig zu einer Vermmderung der Zellatmung
fithren, doch konnten Schauenstein und Mitarbeiter$ zeigen, daB exogen
angebotenes NADH die Atmungshemmung nicht aufheben kann. Daher
muf} noch ein Angriffspunkt an der Atmungskette zu suchen sein.

Fluharte und. Sanadi* konnten eine’ Beteiligung von Thiclgruppen
an der oxydativen Phosphorylierung nachweisen. Daher ist es verstind-
lich, daB fiir * verschiedene SH-Reagentien (Elmanns-Reagens® S,
N-Athylmaleinimid®, einige organische Quecksilberverbindungen?, Etha-
crynat® u. a.) ein: Angriffspunkt in der -oxydativen Phosphorylierung
gefunden wurde.

Diese Befunde lieflen es wiinschenswert erscheinen,. die Wirkung
von HPE -auf die mit der Phosphorylierung gekoppelte Oxydation
einiger Substrate zu untersuchen, da bisher alle bekannten Effekte von
HPE auf die Addition des Aldehydes an funktionelle SH-Gruppen zu-
riickgefithrt werden konnten®.

Material und Methodik*

Fir alle Versuche wurden Rattenlebermitochondrien verwendet, die
nach Johnson und Lardy'° prapariert wurden.

Die Messung .det Sauerstoffaufnahme erfolgte entweder nach der
Standard- Warburg-Technik bei 30 °C wihrend 25 Min. oder polarographisch
bei 25 °C. Das Medium fur die Atmungsmessung mit der Warburgmethode
hatte folgende Zusammensetzung: EDTA 0,87 mm**, KHyPO4/KoHPO -

* Verwendete Abkiirzungen : DT'T Dithiothreit, Pa anorganisches Phos-
phat, HPE 4-Hydroxypentenal, ATPase ATP-Phosphohydrolase (EC.
3.6.1.5.), Succ. Succinat, Glu. Glutamat, NAM N-Athylmaleinimid, DTNB
2,2/-Dinitro-5,5’-dithiodibenzoeséure, FDTA Athylendiamintetraacetat.

** my = Millimol pro Liter. -
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Puffer pH = 7,4 16,6 mym an PO, ATP 1 mm, Glucose 50 mwm, MgCly
6,8 mnr, Succinat oder Glutamat, wenn nicht. arders angegeben, 6,8 mm,
wenn anwesend -DNP :0,1'mM, 5 mg Hexokinase pro Ansatz, mit Sacharose
auf 250 mosm gebracht, Endvoliumen 3 ml.

Fur - die- pola,rogra,p}usche Messung-der Sauerstoffaufnahme wurden die
Mitochondrien” in" 3l folgender Losung  suspendiert: EDTA 0,87 mu,
MgCle 6,8 mm, Phosphatpuifer. 6,6 mm,; Glyeylglycinpuifer. pH 7,4 20 mm
und mit KC1 auf 250 mosm gebracht.. Wenn zugegen: DNP 0,1 mm, ADP
0,3 33 mm.

Zur Bestimmung der ATPase-Aktivitét wurde die Methode von Myers
und Slater' herangezogen, nur wurde :die ATP-Konzentration von 2 auf
4 uMole pro Ansatz erhtht. Pa wurde nach der von Lindberg und - Ernster
modifizierten:Methode von Beerenblyim und Chain'® bestimmt;, Protein nach
Oleland und Slater’®. Der- Phosphatgehalt . der Mitochondrien ‘wurde, wie
von Tyler4 besehrleben, bestimmt. Die Schwellung der Mitochondrien wurde
durch Aufzeichnung der Extlnk‘monsanderung be1 550 nm gemessen.

ATP, ADP:und Succinat ‘waren Erzetugnisse der- Frrrna Boehringer,
Hexokinase (Typ- III).und OhgomYmn der Firma Sigma und Hydroxypen-
tenal wurde . nachHsterbduer und Wegerls synthetisiert. Alle iibrigen ver-
wendeten Chemikalien hatten den jeweils erhéltlichen héchsten: Reinheits-
grad.

Ergebnisse

Einflupp von HPE auf die State 3-Atmung

Wie ‘Abb. 1 zeigt, hemmt HPE die ADP-stimulierte Atmung mit
Glutamat -als Substrat. Durch Entkoppelung der Atmung mit DNP
kann die durch HPE gesetzte Hemmung nicht umgangen werden. So-
wohl Inkubationszeit als auch’ Hemmstoffkonzentration haben einen
EinfluB auf die Hohe der Atmungshemmung. Bei 8min. Vorinkubation
der Mitochondrien mit -HPFH -bringen 1,5 uMole Hemmstoff pro mg
Protein halbmaximale Hemmung: h

Halbmaximale Hemmung der. Succinatveratmung wird durch In-
kubation. der Mitochondrien wahrend 4 min mit 7 yMolen HPE/mg -
Protein erreicht. Wie Tab.1 zeigt, ist die Atmungshemmung davon
abhangig, ob die Mitochondrien in Gegenwart oder Abwesenheit des zu
veratmenden Substrates :(Sudecinat) inkubiert wurden. Bei Inkubation
in Gegenwart vonSuccinat wurde 309, Hemmung beobachtet. Inku-
bation in Abwesenheit von Succinat bewirkt eine Hemmung von iiber
40%,. Bei gleichzeitiger Zugabe von HPE und Succinat ist der Hemm-
effekt doppelt so groB wie nach Vorinkubation der Mitochondrien mit
Succinat vor der HPE-Zugabe.

Eine durch HPE bewirkte teilweise Blockade der ADP-stimulierten
Succinatveratmung kann durch’: DNP nicht dauerhaft . aufgehoben
werden (s. Abb, 1, Kurve B). Im Gegenteil : Bei HP E-Konzentrationen,
die als solche keine oder nur geringe Hemmung der ADP-stimulierten
Atmung bewirken, trat bei DNP-Zusatz (0,1 mM), der allein noch keine
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Hemmung verursacht, nach kurzzeitiger Stimulierung ein Absinken der.
Sauerstoffaufnahme auf das. Niveau der State-4- Atmung ein (Tab:2).

Wie bel der allein ‘durch hohe Konzentrationet von Entkopplern be-
wukten emmung dor! Succlnatveratmung kann die durch HPE- 4+ DNP
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Abb. 1. Wirkung von HPE auf die Atmung von Rattenlebermitochondrien.
Kurve A: Atmung mit Succinat ochne HPE.

Kurve B: Mitochondrien (5,83 mg Prot.) wurden fir 3 min im Atmungs-
medium, das 40 y.Mole HPE enthielt, inkubiert und 1 min nach der Succinat-
zugabe wurde. ADP zugegeben.

Kurve C: Atmung mit Glutamat ohne HPE.

Kurve D: Mitochondrién (3;4 mg Prot.) wurden 7 min mit 6 yMolen HPE
vorinkubiert, dann wurde éir Aliquot dem Glutamat enthaltenden Medium
zugegeben und 1 min danach’ ADP zugesetzt.

Endkonzentrationeri der Zusétze: Succinat, Glutamat 3,3 mu, ADP 0,33 m.

Tabelle 1. Abhingigkeit der Hemmung der Succinatveratmung
von den Inkubationsbedingungen
Succinat: 3,3 mm, Mitochondrien 5,25 mig Protein. Dié. Sauer-
stoffaufnahme wurde: polarographlsch gemessen

. 7,6 J.Mole Inkub.- Oz Aufnahme . 9
Im Inkubations- 77 P[ Bimg it muAtome) Zusdtze g e/;’n_
medium zugegen.  Prot. in min. 3 min 4 min ing
Pa 4+ Suce. —_ — 721 —_ ADP —
—_— + 4 392 Pa + Suce. ADP 45,6
Suce. + 4 502 Pa ADP 30,4
Pa + Suce. ) -+ 4 488 — ADP 31,2
Suce. 1 min vor HPE . 4 612 Pa ADP 15,0

gesetzte Hemmung durch” Erhohung der Substratkonzentration oder
Oligomyecin weitgehend- -aufgehoben werden. Verfolgt man den zeitlichen
Verlauf der durch HPE 4 DNP bewirkten Atmungshemmung in Ab-

hiéngigkeit von der Succinatkonzentration oder vom Oligomyeinzusatz, so
ergibt sich; dafl mit fortschreitender Reaktionszeit die Hemmung grofer
wird und durch vermeéhrtes Substratangebot oder Oligomyecin nur mehr

81*
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auf jenen-Wert herabzusetzen ist, der ‘durch HPE allein bewirkt wird
{(Tab.3). Interessant erscheint in-diesemi. Zusammenhang weiters,. daf
durch " Beschadigung  der - Membran entkoppelte. Mitochondrieri: keine
Hemmung der Succmatveratmung bis iz HPE’ :Konzentrationen von
9 uMolen/mg Protein zeigen.

Tabelle 2. Einflu von HPE und. DNP auf die Succinatverat-
mung. Bestlmmung der Sauerstoffaufnahme nach der;Standard
Warburgtéchnik. Endkonzentratlon der! Zusatze DNP 0,1 mor,
Oligomyein 3,2 ug, 2,56 um HPE/mg ‘Protein; 6 mg
Mitochondrienprotein:

Og Auf:
Mole Suce./ ‘ . Zusétze nahme, % Hem-
mg Prot. HPE DNP Olig. mpAt/mg Prot.  mung
x h

0,33 - 10-5 —_ — — 3,46 —
0,33 - 105 + — — 3, 41 1,5
0,33 - 10-5 — R — 3,43 0,8
0,33 105 + + — 2,07 40,1
0,67+ 10-5 -+ -+ — 3,78 —
0,33 - 10-5 + + g 2,97 14,1

Tabelle 3. Zeitabhangigkeit der HPE- ‘Wirkung. Die Atmungs-
messung erfolgte mit ‘der Warburgmethode. Zur Darstellung
der Zeitabhingigkeit wurde die Sauerstoffaufnahme von zwei
Fanf-Minuten-Intervallen angegeben. Die Konzentrationen
der einzelnen Reaktanter entsprechen den in Tab: 2 ange-

gebenen
Mole Suce,/  Zusitre 42t O %He . MO o Hem-
mg Prot. - HPE DNP ‘Ol‘lg. min ung min mung
0,33 - 105 — — — 1,94 0 1,90 0
0,33 -10-5 & — — 1,74 10 1,20 37
0,33-10-5  — 4 — 2,07 — 1,82 ¢
0,33 105 L. 4 — 0,90 53 0,33 83
0,67-10-5 & 4 — 2,18 0 1,15 40
0,33:10-5 1 s + 1,57 10 1,07 44

Hemmung der durch 2,4-Dindtrophenol stimulierten. AT Pase

In Abb. 2 zeigt Kurve A die Aktivitit der DNP-stimulierten ATPase
in Abhéngigkeit von.: steigenden’ HP E-Konzentrationen. Die maximal
erreichbare Hemmung liegt bei 609,

Die Hemmung der “DNP:stimulierten: -ATPase," die *durch- HPE
hervorgerufen wird, wird durch:Auswaschen’des Inhibitors-nicht auf-
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gehoben. Werden HPE-behandelte und mit Sacharose gewaschene Mito-
chondrien' Dithiothreit ausgesetzt, so verschwindet die Hemmung der
DNP- stimitlierten ATPase, vorausgesetzt daf die Hemmung ‘vor DTT.-
Behandhm “Fichit grofer: al§7302-40%, war’ (Tab. 4). Auer’ deér “Hoitn:
mung der DNP-stlmuherten ATPase kann H PE auch eine Stimulierung
der latenten ATPase bewirken ' (Kurve B 'in Abb' 2).
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Abb. 2. Wirkung von HP E auf die ATPase-Aktivitat. Mitochondrien (0,1 mg

Prot.) wurden mit steigenden Konzentrationen von HPE bei 0 °C 5 min

inkubiert. Gesamtvolumen der Inkubationsmischung war 0,4ml. Durch

Zugabe der vorinkubierten Mitochondrien zum ATPase:Medium wurde die
Reaktion gestartet

Tabelle 4. Dithiothreit-Reversibilitit der’ ATPase-Hemmung.
Mitochondrien (2,5 mg Protein) wurden mi$ 15 uMolen HrPE
in einem CGesamtvolumeén von 1,0 ml 5 rmin bei 0° C inkubiert,
bei 7000 g vom Inkuba,tlonsmedlum abzentrifugiert und 2mal
mit 0,25 molarer Sacharose gewaschen. Nach Resuspension in
Sacharose. wurden Aliquote zur. ATPase-Bestimmung einge-
setzt. Dithiothreit (DTT) (1,3 - 1072 M) war. dem Medium zur
ATPase-Bestimmung zugegeben '

uMole HPE - uMole Pa, %
mg Prot.. / Behandlung - mg Prot/. Hemmung
- — 13,9 -
6,0 gewaschen 9,8 29,5
6,0 gewaschen-+ DTT. 13;3 4,3
13,8 gewaschen 6,0 56,8
13,8 gewaschen 4 DTT 6,8 51,2

- Binflufy von HPE auf. den Phosphat-In- und -Efflux

Mitochondrien schwellen im ATPase-Medium nur in Gegenwart von
HPE. Diesé Schwellung wird durch Oligomyecin gehemmt. Quantitative
Untersuchungen iiber die Pa-Verteilung zwischen Mitochondrium und
umgebendem Medium' ergaben bei HPZH-behandelten Mitochondrien
einen gogeniiber den Kontrollen erhéhten Phosphatgehalt (Tab. 5). Aus
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Tab. 5 ist auch zu ersehen, dafl HPE die Schwellubg in Ammonphosphat
hemmt.

Tabelle 5. Mltochondrlensehwellung cund - Phosphatgehalt der
Mitochondrien
1. “Mitochondrien 5,7.mg Prot. in 0,1'ml wurden fiir 5 min mit- 38 pMolen
HPE in 0,1 ml bei 0 °C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe der Mito-
chondrien gestartet. Das Medium enthielt neben dem angegebenen Ammo-
nivimsalz 1Ty EDTA, t mm Tris-HCl pH = 7,4 und 2,8 pg Rotenon/mg
Prot. 2. ATPase Medium wie unter Methoden besehrieben, 4,2 mg Prot.,
8,6 uMole HPE/mg Prot.

Medium Schwellrate A E/min Phosphatgehal_t uMole/g Prot.

ohne HPE mit HPE . ohne HPE  mit HPE
1. Ammonphosphat 0,39 0,20 — —
2. ATPase 0,0 0,055 20 50
Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zelgen dafB HPE sholiche erkungen
entfaltet, wie sie-auch fiir andere SH- Reagentien gefunden’ wurden -5, 14,
doch bestehen zwischen den Wirkungen: étwa von DT NB, NAM und
HPE folgende Unterschiede:

1. Bei der Veratmung von' Glutamat: DTNB hemmt die Atmung
dureh einen Eingriff in den Phosphattransport5: ¢; DNP hebt die Hem-.
mung auf. Die ‘durch- NAM oder HPE. gesetzte Atmungshemmung
wird jedoch dureh DNP ‘nicht - ‘aufgehoben, daher kann nicht sicher
gesagt werden, ob der Phosphattransport und/oder -ein ‘dehydrierender
oder elektronentransportlerender Schrltt betroffen w1rd

2. Bei der Veratmung von Succmat bestehen 1nsoferne Unterschiede,
als DNP die durch DTNB und N AM bewirkte Atmungshemmung voll-
standig authebt, wahtend die durch HPE gehemmte phosphorylierende
Atmung nur fiir kurze Zeit stimuliert wird und danach die Sauerstoff-
aufnahme auf das Niveau des State 4 zuruckgeht

3. Wirksame Hemuistoffkonzentrationen: Js 148t sich feststellen,
daB bei- der Veratmung von Glutamat fiir -halbmaximale ‘Atmungs-
hemmung 8 nMole DTNB/mg Prot., dagegen 1500 nMole HPE/mg
Prot. notwendig sind, HPE also in der Hemmwirksamkeit um 2 GroBen-
ordnungen unter DTNB steht. Einer ‘der Griinde fiir die Unterschiede
in der Hemmwirksamkeit von DTNB und HPE dirfte- in. den unter-
schiedlichen Gleichgewichtskonstanten fiir die Reaktion -mit SH-Grup-
pen zu sughen sein.

In einer Modellreaktion mit: Glutathion, wurde ‘fiir HPE Keq zu
2,96 - 10~7 bestimmt18. K4 fiir DTN-B ist so klein, daf sie nicht bestimmt
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werden konnte und daher die Annahme berechtigt ist, dafi sie mindestens
um 2 Zehnerpotenzen kleiner sein mufl.

Dié sichiere Lokallslerung éines Angrlffspunktes fir HPE ergibt
“sich-aus folgenden Beftinden:

1. HPE’-behandelte“Mitoéhondrien schwellen im ATPase-Medium.

2. Nsich Inkubation im ATPase-Medium haben HPE-behandelte
Mitochondrien einen wm den Faktor 2,5 hoheten Phosphatgelialt als
die Kontroller.

3. Die Schwellrate in Ammonphosphat wird durch HPE reduziert.
Sowohl die durch HPE hervorgerufene Schwellung im ATPase Medlum

fur eine Hemmung des Phosphat-Tluxes bevvelsend

Tyler'*  fibrt' die durch SH-Reagentien hervorgérufenen  Effekte
(Hemmung der phosphorylierenden Atmung und Hemmung ‘der DNP-
stimulierten ATPase) auf die Hemmung des Phosphattransportes
zuriick.

Wie: DI'NB% kann auch HPE die DNP-stimulierte ATPase nicht
vollstindig hemmen. Mit DT7T kann die Hemmung der DNP-stimu-
lierten ATPase riickgéingig gemacht werden. Dies 148t den Schluf zu,
daB HPE seine Wirkung iiber eine Reaktion mit SH-Gruppen entfaltet,
aber nicht ifreversible Denaturierungsprozesse hervorruft, Die Hemmung
der ADP-stimulierten Succinatveratmung konnte durch DNP nicht
dauerhaft riickgingig gemacht. werden. Das hat seine Ursachen. nicht
etwa darin, daf HPE die Atmungskette nach dem Succinateintritt
blockiert, sondern darin, daB geringe Mengen HPE die Empfindlich-
keit gegeniiber der Hemimwirkung von DNP erhéhen. Dafl HPE zwi-
schen dem Suceinateintritt und Cytochrom-a tatsichlich nicht angreift,
geht iiberzeugend daraus hervor, daB Mitochondrien, die infolge von
Membranschadigungen entkoppelt. waren, keine Hemmung der Suc-
cinatveratmung durch HPE zeigen. Auch der von Kapfer und Schauen-
stein? erhobene Befund, wonach die Succinatdehydrogenase aus Ratten-
leber durch HPE nicht gehemmt wird, stiitzt diese SchluBfolgerung.

Die durch DNP + HPE bewirkte  -Atmungshemmung verhilt
sich gegeniiber hoéherem Substratangebot und gegen Oligomycin wie
die durch DNP hervorrufbare Hemmung. Der Unterschied zu der durch
DNP allein bewirkbaren Hemmung besteht in wesentlich geringeren
Entkopplerkonzentrationen.

Der hemmende Effekt hoher DNP-Konzentrationen auf die Succinat-
veratmung und die Reversibilitdt dieser Blockade durch Erhohung der
Succinatkonzentration oder Oligomyecin wurde schon mehrfach be-
schrieben 1’19,
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Chappell und Haarhoff?® wiesen ein Exchange-carrier-System nach,
wonach der Influx von Dicarbonséuren, wie Malat oder Succinat, an einen
Efflux von anorganischem Phosphat' gebunden ist.

Da HPE in das Phosphattransportsystem eingreift, wire es moglich,
da3 HPE iiber diesen Mechanismus den Succinattransport hindert.
Diese Moglichkeit stehtim Emklang mit dem Befund, daB Erhohung der
Suceinatkonzentration den Effekt aufhebt. Da DNP. ein kompetitiver
Inhibitor: der Succmatakkumuherung ist 2522, wire. auf dieser Basis
die Kooperatlon von HPE nud DNP Vers‘candhch Mit anderenSH-
Reagentien wurde jedoch ein derartiger Effekt nicht beobachtet,

Der Autor dankt Herrn Prof. Dr. E. Schauenstem fir anregende
Diskussion, Kritik und Unterstutzung der Arbeit.

Die Arbeit wurde zum Teil vom Fonds zur Forderung der wissen-
schaftlichen Forschung Wien unterstiitzt.
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