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The Action of 4-Hydroxypentena~:on the Phosphorylating Res- 
piration and  on Related ProceSses in R a t  Liver 3s 

The  m e c h a n i s m  of t h e  r e sp i r a to ry  inh ib i t i on  caused  by  
4 - h y d r o x y p e n t e n a l  (HPE) was s tud ied .  Obse rva t i ons  on  ra~ 
l iver  m i t o c h o n d r i a  ind ica te  t ha t  H P E  i nh ib i t s  p h o s p h o r y l a t i n g  
re sp i ra t ion  w i t h  g l u t a m a t e  as  t h e  Subs t ra t e ;  D N P  c a n n o t  
cancel  th i s  e f fec t .  A D P = s t i m u l a t e d  ox ida t ion  of sucd ina te  is a lso  
i n h i b i t e d  by  H ~ E .  T h e  s t i m u l a t i n g  effect/ of D N P  las ts  on ly  
for  abou t  One m i n u t G  a n d  t h e n  r e s p i r a t i o n  falls to s t a t e  4 level.  
If  r i P E i s  pI'eseng in  a Concen t ra t ion  w h i e h  b y  itself causes  no  
inh ib i t ion ,  addi~/ion of D N P  enr a n  i n h i b i t i o n  of t he  A D P :  
s t i m u l a t e d  ox ida t ion  of s u c c i n a t e  even  w i t h  uncoup l ing  concen-  
t r a t i o n s  Of D N P .  T h i s  H P E  + ' I ) N p . i n d u c e d  inh ib i t i on  of 
Sdedinat r  oxidagioi~ is s i?ni l~r ' t0  .~he in t i ib i t ion  caused  by  h igh  
D N P  eoneen t ra~ iov  w i t h  respec t  to  i t s  r eve r s ib i l i ty  b y  increased  
suec ina te  c o n c e n t r a t i o n  or o l ig0myein.  

The  ac t i v i t y  of t h e  DNP~st, i m u l a t e d  A T P a s e  is depressed b y  
H P E .  I t s  seems t h a t  the :  i nh ib i t i on  of t he  p h o s p h o r y l a t i n g  
s y s t e m  is due  ~o a n  i nh ib i t i on  of p h o s p h a t e  t r a n s p o r t .  

I ) e r  M e c h a n i s m u s  d e r  d u r c h  4 - I t y d r o x y p e n t e n a l  {HPE) 
h e r v o r g e r u f e n e n  A t m U n g s h e m m u n g  wurde  u n t e r s u c h t .  A n  Poa,t- 
t e n l e b e r m i t o e h o n d r i e n  h e m m t  H P E  die phosph0ry l ie rmade  
A t m u n g  m i t  G l u t a m a t  ; D N P  k a n n  d iesen  Effel<t n i c h t  au fheben .  
Die A D P - s t i m u l i e r t e  A t m u n g  m i t  Succ inc t  wi rd  gleichfalls d u r c h  
H P E  g e h e m m t ;  D N P  ru f t  n u r  eine kurzze i t ige  S t imu l i e rung  
hervor .  Die A t m u n g  fgllt  d a n n  auf  des  N i v e a u  des S t a t e  4. 
I s t  H P E  m einer  K o n z e n t r a t i o n  anwesend,  in  der  es n o c h  
ke ine  N e m m u n g  he rvor ru f t ,  b ew i r k t  die Zugabe  y o n  D N P  m 
einer  K o n z e n t r a t i o n  (0,1 m ~ ) ,  die normale rweise  en tkoppe l t ,  
eine I - Iemmung der  A D P - s t i m u l i e r t e n  Suce ina tve r a rmung .  

* t I e r r n  Prbf .  Dr .  Dr .  h. c. O. Kratky zum  70. G e b u r t s t a g  gewidmet .  
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Diese dureh H P E  DNP induzierge ttemmung der Suecinat- 
oxydation verh/~lt sich gegen/iber erh6htem Succinatangebot 
und Oligomyein wie die dutch hohe DNP-Konzentrationen 
hervorgerufene I-Iemmung. 

H P E  hemmt auch die DNP-stimulierte ATPase. Die ,in der 
tIemmung der Atmung und in der tIemmung der DNP-stimu- 
lierten ATPase zum Ausdruek kommenden Effekte yon H P E  
k6nnen ~uf die Hemmung des Phosphattranspor~es zuriiek- 
geffihrt werden. 

E i n l e i t u n g  

4-Hydroxypentenal kann verschiedene Stoffwechselfunktionen der 
Zelle bloekieren 1, W/~hrend wir fiber den Mechanismus der  t temmung 
der Glykose, der DNS-, I~NS- und Protein-Biosynthese I einigermaBen 
iiaformiert sind, war fiber den Meehanismus der Blockade der Zell- 
atmung bisher nur bekannt, da2 H P E  Teilschrit~e des r 
hemmt 2 sowie eine Senkung des zellul/~ren NAD-Spiegels l~erv0rruft a. 
NAD-Mangel muB zwangsl/~ufig zu einer Verminderung der Zellatmung 
fiihren, doch konnten Schauenstein und Mitarbeiter ~ zeigen, dab exogen 
angebotenes NADH die Atmungshemmung nieht anfheben kann. Daher 
muB noch ein Angriffspunkt an der Atmungske~te zu suchen sein. 

Fluharti nnd Sanadi 4 konnten eine Beteiligung yon Thi01gruppen 
an der oxydativen Phosphorylierung naehweisen. Daher ist es verstgnd- 
lieh. dab fiir versehiedene SH-Reagentien (Elmanns-geagens 5, G, 

N-Athylmaleinimid6,: einige organisehe Queeksilberverbindnngen ~, Etha- 
crynat s u. a.) ein Angriffspnnkt in der oxydativen Phosphorylierung 
gefunden wurde 

Diese Befunde lieBen es wiinsehenswert erseheinen, die Wirkung 
yon H P E  auf die mi~ der Phosphorylierung gekoppelte Oxydation 
einiger Substrate zu untersuchen, da bisher nile bekanntea Eflekte yon 
H P E  auf die Addition des Aldehydes an funktionelle SH-Gruppen zu. 
rtickgefiihrt werden kormten 9 

M a t e r i a l  u n d  ~ [ e t h o d i k *  

Fiir alle Versuehe wurden l~attenlebermi~oehondrien ~erwendet, die 
naeh Johnson und Lardy 1~ pr/~pariert wurden. 

Die Messung dei ~ Sauerstoffaufnahme erfolg~e entweder naeh der 
Standard-Warburg-Teehnik bei 30 ~ wghrend 25 Min. oder polarographiseh 
bei 25 ~ Das Medium far die Agmungsmessung mit der Warburgmethode 
hatge foIgende Zusammensetzung: EDTA-0 ,87  m~**, KH2PO4/K2HPO4- 

* Verwendege Abk/irzungen: D T T  Dithiothreit, Pa anorganisehes Phos- 
phat; H P E  4-HydroxypentenM, ATPase ATP,phosphohydrolase (EC. 
3.6.1.5.), Succ. Sueeinat, Glu. Glutamat, N A M  N-A~hylmaleinimid, D T N B  
2,2"-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoesgure, E D T A  Athylendiamintetraaeetat. 

** mE -- Millimol pro Liter. �9 
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Puffer pill = 7,4 16,6m~ an PO43:, ATP 1 m~,:Glucose 50 raM, MgC12 
6,8 m~, Succinat oder Glutamat, wenn nicht anders angegeben, 6,8 m~, 
wenn anwesend DNP 0 1 m~, 5 :rag I-Iexokinase p~o Ansatz mit Sacharose 
auf 250 mosl~ gebrgcht, Endvotumen 3 ml. 

Far die~ .pola;rogrgphische. lV~ssUng : dot Sauers~offaufnahme wurden die 
Mitoehondrien: in: .3iial fo]gende~ .L6sung suspendiert: ; EDTA 0,87 m~, 
MgCI~ 6;8:m~, Phosphatlguffer. 6,6 raM,: GlycylglycinpUffer. pI-I 7,4 20 mM 
und mit KC1 auf 250 m0sM gebi~cht~ Wenn zugegen: DNP 0,1 raM, ADP 
0,33 m y l .  

Zur Bestimmung. der ATPase-~ktivi.t/it ~-urde die Me~hode yon Myers 
und Slates li herangezogeri, nur wurde die :ATP-Konzentration von 2 auf 
4 ~Mole pro Ansatz erhSh;. Pa: Wurde nach der yon Lindberg u n d  Ernster 
modifizierten:Methode von Beerenblum und Chain! ~ bestimmt Protein naeh 
Cleland und Slater~. Der Ph0sph~tg'ehMt der  Mitochondrlen wurde, wie 
yon Tyle~ ~ besctirieben,: beS~immt: Die Sehwellu~g der Mitochondrie~ W~rde 
dutch Aufzeichnung :der EX~inktidns~nderung bel 550 nm gemesser~.. 

ATP,  ADP ,:find SuccinCt :waren ErzeUgni'sse de r  Firma B0ehringer, 
I-Iexokinase (TYp H!) ,und  Oligomyein der Firma Sigma :und ttydroxypen, 
renal wurde naeh 'Esterbauer Und Weger~ Synthe~isiert. Alle iibrigen ver- 
wendeten Chemikalien hatten den jeweils::erh/~ltlichen hSehsten Reinheits- 
grad. . 

E r g e b n i s s e  

Einflufi yon H P E  auf die State 3-Atmung 

Wie Abb. 1 zeigt, hemmt H P E  die ADP-s~imulierte Atmuag mit 
Glutamat als Substrat. Dureh Entkoppelung der Atmung mit DNP 
kanll die dureh H P E  gesetzte I-Iemmung nieht umgangen werden. So- 
wohl Inkubationszeit als aueh Hemmstoffkonzentration haben einen 
Einflu[~ auf die H6he der Atmungshemmuug. Bei 8rain. Vorinkubation 
der Mitoch0ndrien mit H P N  .brirtgen 1,5 ~Mole Hemmstoif pro rag 
Protein h~lbmuximale I-temmuhg: 

ttalbmaximale Hemmnng dot Succinatveratmung wird dutch In- 
kubation der Mitoehondrien w/~hrend 4 rain mit 7 tzMolen H P E / m g  
Protein erreieht. Wie Tab. 1 zeigt, ist die Atmungshemmung davon 
abhgngig, ob die Mitochondrien in Gegertwarv oder Abwesenheit des zu 
veratmenden Substrates (Sueeinat)inkubiert  wurden. Bei Inknbation 
in Gegenwart yon  Suceinat wurde 30% Hemmung beobaehtet. [nku- 
bation in Abwesenheit yon Succinat bewirkt eine I temmung yon fiber 
40%. Bei gleiehzeitiger Zugabe y o n - H P E  und Sueeinat ist der Hemm- 
effekt d0ppelt so groB wie I~aek-Vorinkuba$iou der Mitoehondrien mit 
Suceinat vor der HPE-Zugabe.  

Eine dutch H P E  bewirkte teilweise Blockade der ADP-stimulierten 
Succinatvera~mung kann dutch DNP nieht dauerhaft aufgehoben 
werden (s. Abb.. 1, Kurve B). Im Gegenteil: Bei HPE-Konzentrationen, 
die als solche keine oder nur geringe Hemmnng der ADP-stimu]ierten 
Atmung bewirken, trat bei DNP-Zusatz (0,1 mM), der allein noeh keine 
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H e m m u n g  verursacht ,  nach  kurzzei t iger  S t imul ie rung  ein Abs inken  der  
Sauers tof faufnuhme auI das  .Niveau der S t a t e -4 -Atmung  ein (Tab. 2). 
Wle be i  ider alleia: du tch  :hohe K0r/zentrati :ongn V0n Er~tkopptern be:  
wirkten ~HemmUng der  iSucCinatveratmung kann  d ie  ~ durch  :HPE ~ D N P  

Pk~+llPs 

/27~'R. 
\ 

A B C O 

Abb. J. V~irk~g .yon T-I~E auf die Atmung yon Rattenlebermitochondrien. 

Kurve  A : Atmung mit  Suecinat ohne H P E .  

K u r v e B :  Mitochondrien (5,3rag Prof./ wurden fiir 3 rain ira Atmungs- 
medium, das 40 ~Mole H P E  enthielt, inkubiert  und 1 rain nach der Suecinat- 
zugabe wurde ADP zugegeben. 
Kurve  C: Atmung mit Glutamat  ohne H P E .  

Kurve  D: Mitochondrien (3,4 rag Prot.) wurden 7 rain rait 6 [zMolen H P E  
vorinkubiert ,  dann wurde ein Aliquot dem Glutaraat  entha]tenden Medium 
zugegeben und 1 rain danach ADP zugesevzv. 
Endkonzentrat ionen der Zusgtze: Suceinat, Glutaraat  3, 3 ra~, ADP 0, 33 ra~. 

Tabe l l e l .  A b h i t n g i g k e i t  d e r  H e m r a u n g  d e r  S u c c i n a t v e r a t m u n g  
v o n  d e n  I n k u b a t i o n s b ~ d i n g u n g e n  

S u e c i n a t  3,3 raM, Mmi tochondr i en  5,25 m g  P r o t e i n .  D i e  S a u e r -  
s t o f f a u f n a h m e  w u r d e  p o l a r o g r ~ p h i s e h  g e m e s s e n  

Ira  Inkubat ions-  7.6 Ez~Clole Inkub.- O 2 Aufnahrne Zus~tze ~o 
H P E / m g  zeit ra~Atorae/ 

medium zugegen Prof. rain rain 3 rain 4 rain Hera- raUYlg 

Pa 4- Succ. 721 i D P  
- -  4 392 Pa •  ADP 45,6 

Succ. • 4 502 Pa ADP 30,4 
.Pa • Succ. 4 488 ADP 31,2 
Suce. 1 rain vor H P E  --  4 612 P a  ADP 15,0 

gesetz te  Heminnng  durch  oErhShung der  Subs t r a tkonz e n t r a t i on  oder  
Ol igomycin  wei tgehend au fgehoben  werden. Verfolgt  m a n  den zei t l ichen 
Ver]auf de r  durch  H P E  D N P  bewirk ten  A t m u n g s h e m m u n g  in Ab- 
h~ngigkei t  yon  der  Succ ina tkonzen t ra t ion  oder  Veto Oligomycinzusatz ,  so 
erg ib t  sich, d a b  mi t  for t schre i tender  Reak t ionsze i t  d ie  H e m m n n g  grSBer 
wird und  du tch  vermehr tes  S u b s t r a t a n g e b o t  oder  Ol igomycin nur  m e h r  

81" 
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au f  j e n e n  W e r t  h e r a b z u s e t z e n  ist ,  d e r  d u r c k  H P E  a l l e in  b e w i r k t  w i r d  

(Tab .  31. I n t e r e s s a n t  e rsche i r / t  in  d iesen~  Z u s a m m e n h a n g  w e i t e r s ,  d a b  

d u r c h  B e s c h / i d i g u n g  d e r  M e m b r a n  e n t k 0 p p e l t e  M i t o c h 0 n d r i e n  ]~eine 

t t e m m u n g  d e r  S u c c i n a t v e r a t m u r t g  b i s  z u  HPE:Konzen tra t ionen  y o n  

9 fzMolen m g  P r o t e i n  ze igen.  

T a b e l l e 2 .  E i n f l u l 3  y o n  H P E  u n d  D N P  a u f  d i e  S u c e i n a t v e r a t -  
m u n g .  B e s t i m m u n g  d e r  S a n e r s t o f f i ~ u f n a h m e n a e h  d e r  S t a n d a r d  
Warburggeehnik .  E n d k d n z e n t r a t i 0 n  d e r  g u s / ~ : t z e :  DN~P 0 ,1  raM, 

O l i g o m y c i n  3 , 2  ~g,  2 , 5  ~zM H P E / m g  P r o t e i n ,  ~6 m g  
M i t  o c h o n d r i e n p r o t e i n :  

O 2 Auf-  
Mole Succ./ Zus/~tze nahme ,  ~ H e m -  

m g  Prob. H P E  D N P  Olig. m~zAt~mg P ro t .  m u n g  
x h  

0 ,33 .  10 .5 3,46 
0 ,33 .  10 -5 3,41 1,5 
0 ,33 .  10 -5 • 3,43 0,8 
0 ,33 .  10 -5 --  • 2.07 40,1 
0 ,67-  10 -5 --  - -  3,78 
0 ,33 .  10 -5 --  T -- 2,97 14,1 

Tabe l l e3 .  Z e i t a b h / ~ n g i g k e i t  d e r  H P E - W i r k u n g .  D i e  A t m u n g s -  
m e s s u n g  e r f o l g t e  m i t  d e r  W a r b u r g m e t h o d e .  Z u r  D a r s t e l l u n g  
d e r  Z e i t a b h / i n g i g k e i t  w u r d e  d i e  S a u e r s t o f f a u f n a h m e  y o n  z w e i  
F i i n f - M i n u t e n - I n t e r v a l l e n  a n g e g e b e n .  D i e  K o n z e n t r a t i o n e n  
d e r  e i n z e l n e n  l ~ e a k t a n t e n  e n t s p r e c h e n  d e n  i n  T a b .  2 a n g e -  

g e b e n e n  

~zAt O ~o H e m -  ~At  O ~'o H e m -  Mole Succ./  Zus/~tze 10 15 15 - -20  
mg  Pro t .  H P E  D N P  OHg. ra in  m t m g  m i n  m u n g  

0 ,33 .  10 -5 - -  1,94 0 1,90 0 
0 ,33 .  10 -5 --  - -  1,74 10 1,20 37 
0 .33 .  10 -5 n- - -  2,07 - -  1,82 4 
0 ,33 .  10 -5 --  • - -  0,90 53 0,33 83 
0 .67-  10 -5 --  --  2,18 0 1,15 40 
0 ,33"  10 ~ • T ~ 1,57 10 1,07 44 

Hemmung der dutch 2,4-Dinitrophenol stimulierten ATPase  

I n  A b b .  2 ze ig t  K u r v e  A 4 ie  A k t i v i t / ~ t  d e r  D N P - s t i m u l i e r t e n  A T P a s e  

i n  Abh i~ng igke i t  y o n  s t e i g e ~ d e n  HPE-Konzentrationen.  Die  m a x i m a l  

e r r e i c h b a r e  t t e m m u n g  l i eg t  be i  60~o. 

Die  H e m m u n g  d e r  D N P : s t i m u l i e r t e n  A T P a s e ,  d ie  d u r c l ~  H P E  
h e r v o r g e r u f e n  ~wird, w i r d  d u r c h ,  A u s w a s c h e n  des  I n k i b i t o r s - n i c h t  auf-  
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gehoben.  W e r d e n  HPE-behande l t e  und  mi t  Sacharose gewaschene Mito- 
chondr ien  Di th io th re i t  ausgesetzt ,  so verschwindet  die H e m m u n g  ,der 
DNP-s~imulierter~ ATPase ,  vorausgesetz t ,  dab  die H e m m u n g  ~or D T T -  
Bei~andifiti~'.'hiCtit grSB4r ;: ~ls 3 0 ~ 0 %  wg r ' iTgb.: '~). A( iBer  ddr iYe 'h-  
mung  de r  DNP-s t imu] i e r t en  ~ T P a s e  k a n n  H P E  auch e i a e  S t imul ie rung  
der  iaten{en' ATt)ase  bewirken  (Kurve  B i n  2~bb: 2). 

+t 
2 +DNP 

I fx~X~x - DNP 
x~ 

/ 5 70 ~5 ZO 
.~ Nole HPE/mg Prof. 

Abb. 2. Wirkmlg yon H P E  auf  die ATPase-Aktivi~&t. Mitochondrien (0,1 mg 
Prot.~ wurden mi t  steigenden Konzentrat ionen yon H P E  bei 0 ~ 5 rain 
inkubiert.  Gesamtvo]umen der Inkubationsmischung war 0,4 ml. Durch 
Zugabe der vorinkubierten Mitochondrien zum ATPase-Medium wurde die 

Reakt ion gestar~et 

Tabe]le 4. D i t h i o t h r e i t - R e v e r s i b i l i t & t  d e r  A T P a s e - H e m m u n g .  
M i t o c h o n d r i e n  (2,5 m g  l~.rotein) w u r d e n  mi~ 15 ~zMolen H P E  
in  eir~em G e s a m t v o h m e n  y o n  1,0 m l  5 r a in  b e i  0 c C i n k u b i e r t ,  
b e i  700"0 g v o m  I n k u b a t i o n s m e d i u m  a b z e n ~ r i f u g i e r t  u n d  2 rea l  
m i t  0 ,25 m o l a r e r  S a b h a r o s e  g e w a s c h e ' n .  Iqach .  R e s u s p e n s i o n  in  
S a c h a r o s e  w u r d e n . A l i q u o ~ e  z u r  A T P a s e - B e s t i m m u n g  e i n g e -  
seCz~. D i ~ h i 0 t h r e i t  I D T T )  (1,3 . 10 -2 •) w a r  d e m  M e d i u m  z u r  

ATPase-Bes~immung zugegeben 

~zMole H P E I  ~Mole Pa/ ~ 
mg Prot. Behandlung � 9  Prof. Hemmung 

13,9 
6,0 gewaschen 9,8 29.5 
6,0 gewaschen ~ D T T  13,3 4,3 

13,8 gewaschen 6,0 56,8 
13,8 gewaschen DTT 6,8 51,2 

Einflufi  yon H P E  auf  den Phosphat-In- und -Ef f tux 

MitocHondrien schwellen im ATPase -Med ium nur  in Gegenwar t  y o n  
H P E .  Diese Schwellung wird dnrch Ol igomycin g e h e m m t .  Q u a n t i t a t i v e  
Untersuchungen  fiber die Pa -Ver t e i lung  zwischen Mi toehondr ium und  
umgebendem Medium ergaben bei  HPE-behande l t en  Mitochoadr iea  
einen gegeniiber  d e n  Kon t ro l l en  e rhShten  P h o s p h a t g e h a l t  (Tab. 5). Aus  
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Tab. 5 ist auch zu ersehen, dab H P E  die Schwelluag in Ammonphosphat 
hemmt. 

Tabelle5. M i t o c h o n d r i e n s e h w e l l u n g  und  Phospha~geha t t  der 
M i t o c h 0 n d r i e n  

1. Mitochondrien 5,7 mg Prot. in 0,1 ml wurden f/iLr 5 rain mit  38 [zMolen 
H P E  in 0 1 ml bei 0 ~ mkubiert Und die l~eakt~oi~ durch Zugabe der Mito- 
ehondrien gestar~e~. Das Medium enthielt nebeff dem angegebenen Ammo- 
niumsalz l m ~  EDTA 1 mM Tris-HC1 pH -- 7,4 und 2,8 p.g Rotenon/mg 
Prot. 2. ATPase Medium wie unter Methoden besehrieben, 4,2 .rag Prot., 

8,6 [zMole HPE/mg Prof. 

Sehwellrate A E/min Phosphatgehali tzMole/g Prot. 
Medium ohne H P E  mit H P E  ohne H P E  mit H P E  

1. Ammonphosphat 0,39 0,20 
2. ATPase 0,0 0.055 20 50 

D i s k u s s i o n  

Die vorliegeaden Ergebnisse zeigen, dab I tPE~hi~liehe Wirkungen 
entfal~et, wie sie auch fiir andere SI-I-Reagentien gefunden:wurden a-s, 14, 
doeh beStehea zwisehen den Wirkungen e~wa yon D T N B ,  N-~M und 
H P E  folgende Untersehiede : 

1. Bei der Veratmung y o n  Glutamat: D T N B  hemm~ die Atmung 
dureh eiaen Eingriff in den PhosphattranSport 5, 6; DNP heb~ die ttem- 
mung auf. Die dutch _NAM oder H P E  gesetzte Atmungshemmung 
wird jedoeh durch .DNP nicht aufgehobe~, daher kann nicht sieher 
gesag~ werden, ob der Phosphattransport und/oder ein dehydrierender 
oder elektronentransportierender Schritt begroffen wird. 

2. Bei tier Veratmung yon Succinat bestehen insoferne UnterscMede, 
als DNP die durch D T N B u n d  NA'M bewirkte Atmungshemmung voll- 
st~ndig aufhebt 6, wghrend die durch H P E  gehemmte phosphorylierencle 
Atmuag nur fiir kurze zeit stimuiiert ~q_rd mad danach die Sauers~0f:[- 
aufnahme au:[ das Niveau des State 4 zuriickgeht. 

3. Wirksame Hemmstoffkonzentrationen: Es  taint sigh :[eststellen, 
dab bei der Veratmung yon Glutamat :[iir hMbmaximale Atmungs- 
hemmung 8nMole DTNB/mg Prof., dagegen 1500 nMole f t P E / m g  
Pro~. notwendig sind, H P E  also in der ttemmwirksamkeit um 2 GrSBen- 
ordnunge~ unter D T N B  steht. Einer ~der Griinde ftir die Unterschiede 
in der ttemmwirksamkeit yea  DT2~B und H P E  cliir:[te i n d e n  unter- 
schiedlichen Gleichgewichtskonstaaten :[iir die Reaktion mit SH-Grup- 
pen zu suchen sein. 

In einer Moc[ellreaktion mit Glutathion wurde ::[iir H P E  Keq zu 
2,96 - 10 -v bestimmt ~% Keq :[fir D T N B  ist,so klein, dab sie night bestimmt 



Die Wirkung yon 4-Hydroxypentena] 1283 

werden konnte und daher die Annahme bereehtigt ist, dab sie mindestens 
um 2 Zehnerpo~enzem ldeiner sein muB. 

Die sichere Lokalisierung eines Angriffspunktes ffir H P E  ergibt 
sich aus folgenden Befnnden: 

1. H P E - b e h a n d e l t e  Mitochondrien sehwellen im ATPase-Medium. 

2. Nach Inkubat ion im ATPase-)/fedium haben H P E - b e h a n d e l t e  
Mit6chondrien einen um den Faktor  2,5 hSheren~Phosphatgetialt als 
die Kontrotlen. 

3. Die Schwellrate in Ammonphosphat  wird durch H P E  reduziert. 
Sowohl die durch I I P E  hervorgerufene Schwellung im ATPase-Medium 
als aueh die Erniedrigung der Schwellrate in Ammoriphosphat sind 
ffir eine t t emmung des Phosphat-Flnxes beweisend. 

Tyler  1~ ff ihrt  die durch SH-Reagentien hervorgerufenen Effekte 
(Hemmung tier phosphorylierenden Atmung und Hemmung der DNP- 
stimulierten ATPase) guf die Hemmung des Phosphattransportes 
zuriick. 

Wie D T N B  a kann auch H P E  die DNP-stimulierte ATPase nicht 
vol]stgndig hemmen. Mit D T T  kann die Hemmnng tier DNP-stimu- 
lierten ATPase rfickggngig gemacht werden. Dies lggt den Schlug zu, 
dab H P E  seine Wirkung fiber eine ~eakt ion mit SH-Gruppen entfaltet, 
abet nicht irreversible Denaturierungsprozesse hervorruft. Die Hemmung 
der ADP-stimulierten Suceinatveratmung konnte durch DNP nicht 
dauerhaft  rfickggngig gemacht werden. Das hat  seine Ursachen nicht 
etwa darin, d u g  H P E  die Atmungskette nach dem Suceinateintritt 
blockiert, sondern darin, daf~ geringe Mengen H P E  die Empfindlich- 
keit gegenfiber der Hemmwirkung yon DNP erh6hen. DaB H P E  zwi- 
schen dem Succinateintritt und Cytochrom-a tats/~chlich nicht angreift, 
geht fiberzeugend daraus hervor, dug Mitochondrien, die infolge yon 
Membranschs entkoppelt waren, keine Hemmung der Suc- 
cinatveratmung durch H P E  zeigen. Aueh tier yon Kapfer  und Schauen- 
stein 2 erhobene Befund, wonach die Suecinatdehydrogenase aus t~atten- 
leber durch H P E  nicht gehemmt wird, stfitzt diese Schlugfolgerung. 

Die durch DNP --  H P E  bewirkte Atmungshemmung verh/s 
sich gegenfiber h6herem Substratangebot und gegen Oligomycin wie 
die dutch DNP hervorrufbare Hemmung.  Der Unterschied zu der dutch 
DNP allein bewirkbaren Hemmung besteht in wesentlich geringeren 
Entkopplerkonzentrationen. 

Der hemmende Effekt hoher DNP-Konzentrat ionen auf die Succinat- 
veratmung und die Reversibilit/~t dieser Blockade dutch Erh6hnng der 
Succinatkonzentration oder Oligomyein wurde schon mehrfach be- 
schrieben17-1% 
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Chappe l l  und H a a r h o f f  2~ wiesea ein Exchange-carrier-System naeh, 
wonach cler Irdlux yon Dicarbons&urea, wie FIMat oder Succiaat, an einen 
Efflux yon anorganisehem Phosphat gebunden is~. 

D a  H P E  in das Phosphattransportsystem eingreift, wi~re es m6glich, 
dab H P E  fiber diesen Mechanismus den Suceinattransport hindert. 
Diese M6gliehkeif s teht im Einklang mi~ Rein Befuad, dab Erh6hung der 
Sueciaatkonzentration den Effekt aaft~ebt. D a  DNP ein kompetitiver 
Inhibitor cler Suecinatakku~l iermlg ist 2~, ~, w~ire auf: dieser BasEs 
die Kooperation yon H P E  nud DNP versts Mit anderen 'SH- 
Reagentien wurde jedoeh ein derartiger Effekt nieht beobachtet. 

Der Autor dankt Herrn Prof. Dr. E .  S c h a u e n s t e i n  ffir anregende 
Diskussion, Kri t ik  und Unterstiitzung der Arbeit. 

Die Arbeit wurde zum Tell vom Fonds z~r F6rderung der wissen- 
schaftliehen Forschung Wien unterstfitzt. 
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