H. Friedrich-Freksa et al. - ATP-Spaltung an der Zelloberfliche der Leukozyten

195

ATP-Spaltung an der Zelloberfliche der Leukozyten

aus normalen und leukiamischen Ratten

ATP-Cleavage on the Cell of Leucocytes of Normal and Leukaemic Rats

H. FriepricH-FREKsA, A. SiMoN* und H. PAcHOWSKY

Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tiibingen, Abteilung fiir physikalische Biologie

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 195-197 [1973]; ei

am 19. D ber 1972)

A e )

ATP-cleavage, cell surface, leukaemia, rats, growth regulation

ATP-cleavage on the surface of L-5222 leukaemic cells of the BD IX-rat occurs at a rate of
only 20%o of the corresponding value for normal leucocytes.

Sadugetierzellen sind, soweit bekannt, fiir ATP un-
durchldssig. Gibt man zu einer Suspension solcher
Zellen ATP und bebriitet fiir etwa 20 min, so liflt
sich durch Bestimmung im optischen Test nach
Bicher feststellen, daff ATP gespalten wurde.
Diese Spaltung mufl also an der dufleren Oberfliche
erfolgen. Sie erfordert Mg-Ionen und keine Na- und
K-Ionen und ist auch unempfindlich gegen 107%m
Strophantin. Sie hat also nichts zu tun mit der
ATPase, die mit dem Kalium- und Natrium-Trans-
port durch die Zellmembran in Zusammenhang ge-
bracht wird und die wahrscheinlich an der Innenseite
der Zellmembran lokalisiert ist.

Wir fanden bei Leber-, Nieren- und Embryonal-
zellen von Ratten, Miusen und syrischen Hamstern
bei ATP-Uberschuf eine Spaltung in der Gréflenord-
nung von 0,5 uMol ATP/108 Zellen x Stunde. Bei
spontan transformierten, permanent wachsenden Zell-
stimmen dieser Nagetiere ist die Spaltung stark er-
niedrigt und betrigt nur etwa !/5 des normalen Wertes.

Eine dhnliche Beobachtung machten AGREN, PONTEN
et al.! beim Vergleich der Spaltung von y-markierter
ATP durch Gliazellen und Gliomzellen des Menschen.

Beide Untersuchungen, von denen die unsere noch
nicht publiziert ist, weisen darauf hin, daf} ein Zu-
sammenhang zwischen ungehemmtem Wachstum und
verminderter ATP-Spaltung der Zelloberfliche be-
steht. Deshalb benutzten wir sehr gern die Gelegen-
heit, eine Rattenleukimie zu untersuchen, iiber die
Herr Dr. SiMoN als Gast in unserem Institut arbeitete.

Beim Ratteninzuchtstamm BD IX (DRUCKREY et
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al?) trat unter Athyl-nitroso-Harnstoff-Behandlung
eine durch Zellen iibertragbare Leukimie (L 5222) auf
(DruckrEY et al3), die nach Untersuchungen von
IvaNkovic et al.4 nach morphologischen und cytoche-
mischen Gesichtspunkten als myelomonocytire Leu-
kimie klassifiziert wurde. Die von uns ermittelte in
vivo-Verdoppelungszeit der Leukimie betrigt etwa
14 Stdn.S. Weitere Zellzyklusdaten s. Harriss et al.5.

Material und Methoden

Priparation der Leukozyten von BD 1X-Ratten

Zur Gewinnung der Leukozyten wurde Blut mit
einer mit Heparin besetzten Spritze aus der Leisten-
beugenvene entnommen. Um bei den normalen Kon-
trolltieren hinreichend Leukozyten zu erhalten, wurde
jeweils das Blut von mehreren Tieren zusammenge-
nommen. Dieses Blut wurde mit EDTA-Plasma-Ge-
misch versetzt, geschiittelt und in Zentrifugenrshrchen
!/2 bis 1 Stde. bei Zimmertemperatur stehengelassen.
Nach Absetzen der Erythrozyten wurde der Uber-
stand vorsichtig mit der Pipette abgenommen. Dieser
die weiflen Blutkorperchen enthaltende Uberstand
wurde mit BSS gewaschen. Die Zihlung erfolgte in
einer BSS-Losung, und zwar mittels Tiir k ’scher
Losung (3-proz. Essigsiure mit Gentianaviolett), die
bewirkt, daff die Leukozyten blau gefirbt werden,
wihrend die noch zahlreich vorhandenen Erythro-
zyten lysieren und deshalb nicht zihlbar sind.

Als BSS-Losung wurde eine Earle’sche Losung
ohne Mg und Ca verwendet (6,8 g NaCl, 0,4 g KCl,
0,14 g NaH,PO, - H20O, 2,2 ¢ NaHCO, auf 100 ml,
pH 7,4 bis 7,5).

Herstellung des EDT A-Plasmagels

Plasmagel von Laboratoire Roger Bellon, Neuilly
(Hauts-de-Seine).

EDTA (Titriplex) 1,107 g in 100 ml 0,7%
NaCl.
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Mischung:

a. Plasmagel und EDTA-Losung im Verhiltnis 1:1
mischen (Losung A).

b. Losung A wird mit Blut im Verhiltnis 1:1 gemischt.
15-30 min stehengelassen. Die Erythrozyten sinken
dann ab, wihrend die Leukozyten in der oberen
Schicht bleiben und abpipettiert werden konnen.

Die Zihlung wurde mit der Zihlkammer nach Neu -
bauer durchgefihrt.

Bei den leukdmischen Ratten wurde 10-14 Stdn. vor
der Entblutung zur Bestimmung der Zellzahl Blut aus
der Schwanzvene entnommen. Aufziehen des Blutes
mit einer iiblichen Erythrozytenzihlpipette und Ver-
diinnung 1:200 mit T ii r k ’scher Lésung, Zellzihlung
in einer Neubauer-Zihlkammer. Die in Tab. II
angegebenen Leukozytenzahlen/ul entsprechen also bei
der angegebenen Verdoppelungszeit der Hilfte der
Zellfzahl, die bei der Entblutung erreicht worden sein
diirfre.

Messung der ATP-Spaltung

5108 bis 5- 108 Leukozyten wurden in 5 ml BSS
aufgenommen, 0,1 ml 1 M Mg Cl, und 15 mg ATP in
1 ml BSS hinzugefiigt. Der Ansatz wurde bei 27 °C
bebriitet und Proben nach 0, 10, 20, 30 und 40 min
entnommen. Sofort nach Entnahme der Probe wurde
die Reaktion mit 0,6 M Perchlorsiure unterbrochen
(4 ml Perchlorsiure + 1 ml Probe). Nach Zentrifugie-
ren der Proben wurde im Uberstand ATP nach der
Methode von B ii cher mit 3-Phosphoglyceratkinase
bestimmt (Anweisung und Reagenzien von Boeh-
ringer, Mannheim).

Die Werte der Bestimmung in gleichen Zeitabstinden
liegen befriedigend auf einer Geraden. Daraus ergibt
sich, daf innerhalb der Beobachtungszeit die Reaktion
gleichmifig verlduft. Die Bebriitung wurde bei 27 °C
durchgefiihrt. Bei dieser Temperatur ist die Spontan-
spaltung des ATP zu vernachlissigen, die bei 37 °C
den Nullwert heraufsetzt. Unter Beriicksichtigung die-
ser Spontanspaltung ist kein grofler Unterschied zwi-
schen 27 und 37 °C. Wir fanden als Mittelwert bei
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5 Ratten bei 37 °C fiir normale Leukozyten 69 E
gegeniiber einem Mittelwert bei 27 °C von 65,5 E
(Tab. I). 100 E entsprechen einem Umsatz von 0,41
uMol ATP.

Der niedrige Temperaturkoeffizient beruht vermut-
lich darauf, daff Diffusion geschwindigkeitsbestim-
mend ist; denn es handelt sich hier nicht um eine
Fermentlosung, sondern um eine schnelle Reaktion an
der Oberfliche von Zellen, die bis zu 100 x vonein-
ander entfernt sind.

Ergebnisse

ATP-Spaltung bei Lenkozyten von normalen Ratten

Tab. I gibt 12 Messungen bei normalen Ratten wie-
der. Die Leukozyten wurden gewonnen und gezihlt
wie vorgehend beschrieben. Fiir die Messung der ATP-
Spaltung wurden Zellzahlen von 6-10% bis 4 - 107
normaler Leukozyten verwendet. Die Meflwerte

Tab. I. ATPase-Bestimmung. Normalblut von BD
IX-Ratten — Weille Blutzellen.

Bestimmt Zellzahl Einh./108% Zahl der
am Zellen und  Tiere
Stunde

772 7,9 - 108 80 E 2

5.7.72 1,1 - 107 40 E 2

7.7.72 3,3 - 107 56 E 2
27.7.72 7,5 - 108 79 E I
27:7:92 1,98 - 107 60 E I
27772 6,0 - 108 62 E 2
27.7.72 2,3 - 107 86 E 2

1.8.72 9,4 - 108 87 E 2 weibl.

1.8.72 5,5 - 108 63 E 2.mannl.

8.8.72 2,8 - 107 45 E 2 ménnl.

2.10.72 2,8 - 107 55 E 3

2.10.72 2,8 - 107 69 E 3

% = 65,5; S.D. = 13,8; S.E. = 4,0.

Tab. II. ATPase-Bestimmung. Leukdmie-Blut von BD IX-Ratten.

Bestimmt am Zellzahl Leukozytenzahl/ul  Einh./10° Zellen Zahl der Tiere
u. Stunde

4.7.72 2,5 - 107 20 E 2 unbeh.

gy W 3 - 107 14 E 2 bestr.

8.7.72 8,6 - 107 izE 2 bestr.

10.8.72 3,1 * 108 159000 9E 1 unbeh. Nr. 13
10.8.72 4,8 - 108 279000 8 E 1 unbeh. Nr. 12
10.8.72 56 - 108 151000 9E 1 unbeh. Nr. 21
10.8.72 2,76 - 108 126000 16 E 1 unbeh. Nr. 22
10.8.72 1,46 - 108 92000 14 E 1 unbeh. Nr. 23
10.8.72 2,3 * 10% 104000 14 E 1 unbeh. Nr. 32
10.8.72 1,25 - 108 77 000 18 E 1 unbeh. Nr. 33
10.8.72 2,12 + 108 157000 10 E 1 unbeh. Nr. 51

X = 13,1; S:D: = 3,9; S:E. = 1,18,
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liegen zwischen 40 E und 87 E, bezogen auf 10¢ Zellen
und 1 Stde. Spaltung. Der Mittelwert betrigt 65,5 E,
die Standardabweichung 13,8 und der mittlere Fehler
4,0.

ATP-Spaltung bei Leukimie-Zellen

Tab. II zeigt 11 Bestimmungen bei Leukimiezellen.
Die Zellzahl schwankt zwischen 2,5 - 107 bis 5,6 - 108.
Die Werte liegen zwischen 8 E und 20 E, ebenfalls
bezogen auf 108 Zellen. Der Mittelwert betragt 13,1,
SD 3,9, SE 1,18. Da die Zellzahlen in der Versuchs-
reihe mit leukdmischen Zellen fast durchweg hoher
liegen als in der Versuchsreihe mit normalen Zellen,
wurde zur Kontrolle noch in Verdiinnungsreihen un-
tersucht, ob der pro Zelle gefundene Umsatz von der
Zellkonzentration abhingig ist. Es konnte keine Ab-
hingigkeit von der Zellkonzentration zwischen 2 - 108
und 5-107 gefunden werden. Der Mittelwert der
Spaltung betrigt also nur etwa !/5 des Wertes bei nor-
malen Tieren. Es ist hier zu beriicksichtigen, dafl die
Leukimiezellen noch mit normalen Zellen vermischt
sind, so dafl die Unterschiede bei reinen Leukimie-
zellen noch grofler sein diirften als dem Unterschied der
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Mittelwerte entspricht. Hiermit stimmt iiberein, daf}
die stirksten Leukdmien mit den grofiten Werten von
Leukozyten/ul die niedrigsten Werte aufweisen:
279000 = 8 E gegeniiber 77000 = 18 E.

Besprechung der Ergebnisse

Die Ergebnisse bei der Rattenleukimie stiitzen die
Vermutung, daf} ein Zusammenhang besteht zwischen
stark erniedrigter ATP-Spaltung an der dufleren Zell-
oberfliche und der Stérung der Wachstumsregulation
der Zelle.

Wir danken Frau E. FriepricH-Freksa, Herrn D.
F. Hovrser und Herrn O. D. LaeruwMm fiir ihre Hilfe.
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