Es wurde hier ein ziemlich heterogenes Material iiber
antimikrobiell wirksame Substanzen zusammengetragen,
die wihrend der letzten Jahre in Kulturpflanzen gefunden
wurden und die fiir die Pflanzen wahrscheinlich eine grof3e
Bedeutung bei der Verhiitung von Pilz-Infektionen und
moglicherweise auch von Insektenbefall haben. Die For-
schung befindet sich auf diesem Gebiet erst im Beginn. Die
Isolierung und chemische Charakterisierung antimikrobiell
wirksamer Substanzen ist daher im Augenblick besonders
wichtig, weil die Kenntnis der Stoffe die Voraussetzung fiir
ihre quantitative Bestimmung und fiir das Verstehen ihrer
Funktionen ist. Eine Zusammenarbeit von Chemikern und
Genetikern ist notwendig, um festzustellen, ob sich mit
Hilfe solcher Stoffe die verschiedenartige Resistenz der

Pflanzen erklaren 1aBt. Eine weitere wichtige Frage betrifft
den moglichen EinfluB solcher Substanzen auf die Ernah-
rung von Mensch und Haustieren. Der auf die Erfahrung
von Jahrtausenden gegriindeten Vorstellung von der vor-
teilhaften Wirkung einiger Ndhr- und Gewiirzpflanzen steht
die Entdeckung von Stoffen gegeniiber, die schadliche Wir-
kungen haben kdénnen. Auch hier besteht die nachste Auf-
gabe in der Isolierung und Charakterisierung der aktiven
Prinzipien. Je besser wir die chemische Zusammensetzung
der Pflanzen kennen lernen und dadurch mit reinen Stoffen
ihren EinfluB auf den menschlichen und tierischen Orga-
nismus studieren kdnnen, umso gréBer werden die Moglich-
keiten, den Wert der Pflanzen als Bestandteile unserer Nah-

rung zu beurteilen. Eingegangen am 4. August 1958 [A 896]

Wege des Wasserstoffs in der lebendigen Organisation

Von Prof. Dr. TH. BUCHER und Dr. M. KLINGENBERG
Institut fiir Physiologische Chemie der Universitit Marburg/L. *)
(Otto Warburg zum 75. Geburtstag gewidmet)

Die Wechselbeziehungen innerhalb des Netzwerks von Redox-Reaktionen, das sich iiber einen groBen
Teil der metabolisch wesentlichen Funktionen lebender Zellen erstreckt, werden erértert. Anschlie-
Bend an die Darlegung grundsdtzlicher Gegebenheiten bei der Zerlegung der Brennstoffe werden
einige Gruppen von Redox-Systemen in verschiedenen Rdumen der Zellen und Gewebe in ihren Be-
ziehungen zur Biosynthese, zur Bioenergetik und zur Zellatmung behandelt. Neuere Ergebnisse aus
dem Arbeitskreis der Verfasser stehen dabei im Vordergrund. Die Beispiele zeigen, wie weitgehend
die Entwicklung der Problematik der dynamischen Biochemie an den Fortschritt der Cytologie gebun-
den ist.

Wenn der Biochemiker von , Wasserstoff“ spricht,
meint er das reduzierende Agens, d. h. Wasserstoff-lonen
oder Elektronen, (H) = H* + e-

das in lebenden Zellen und Geweben in einer Mannigfaltig-
keit von Redox-Systemen den Partner wechselt:

AH;+ B = A* + BH,
AH,+ B+ @ A4+ BH 4 H+
A+B+* 2A++ B

Es geht als eines der wesentlichen Basis-Substrate der
lebendigen Organisation in verschiedenartige biosynthe-
tische Reaktionen ein und treibt vor allem die Bioener-
getik an, indem es in einem Netzwerk von Redox-Systemen
der Vereinigung mit Sauerstoff entgegenstrebt.

So klar sich diese grundsatzlichen Gegebenheiten heute
vor dem geistigen Auge des Zellphysiologen abzeichnen, so
problematisch sind fiir ihn noch die verwickelten Bahnen,
die der Wasserstoff in den Redox-Reaktionen durchlduft.

*) Ausgearbeitet auf der Grundlage des Konzepts zu einem Vortrag
im Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg,
Januar 1957. — Mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation,
des Schwerpunktprogramms ,,experimentelle Zellforschung* der
Deutschen Forschungsgemeinschaft, des Fonds der Chemie sowie
groBziigiger ungebundener Zuwendungen der Firmen C. H.
Boehringer & Sohn, Ingelheim am Rhein, C. F. Boehringer &
Sohne, Mannheim-Waldhof und der deutschen Laevosan-Gesell-
schaft, Mannheim-Waldhof.

*¥) Neuere Zusammenfassungen iiber die hier beriihrten Gebiete der
Biochemie und Cytologie findet man unter FuB3noten 1-?):

1) a) H. A. Krebs u. H. L. Kornberg, Ergebn. Physiol., biol. Chem.

?x . l]’harmakol. 49, 212 [1957]. — b) K. Burton, ebenda 49, 275

19571].

) F. Lynen u. K. Decker, ebenda 49, 327 [1957].

3) B. L. Horecker in: Neuere Ergebnisse aus Chemie u. Stoffwechsel

der Kohlenhydrate, 8. Kolloquium d. Gesellschaft fiir Physiol.

Chemie, Mosbach/Ba. 1957, Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-

Heidelberg 1958.

)} F. Leuthard, ebenda.

) O. Wieland, ebenda.

%) B. Chance u. G, R. Williams, Advances in Enzymol. 77, 65 [1956].

) a) G. E. Pallade in: Enzymes — Units of Biological Structures

and Function, Verlag Academic Press Inc., New York 1956, —

b) A. L. Lehninger, ebenda.

8) G. H. Hogeboom, E. L. Kuffu. W. C. Schneider, Int. Rev. Cytology
6, 425 [1957].

%) Th. Biicher, Advances in Enzymol. 74, 1 [1953].

%8) Th, Biicher in: Biologie und Wirkung der Fermente, 4. Kollo-
quium d. Gesellschaft fiir Physiol. Chemie, Mosbach/Ba. 1953,
Springer-Verlag, Berlin - Gottingen - Heidelberg 1953.
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Die Zellphysiologie steht gewissermaBen vor Aufgaben,
wie sie sich der allgemeinen Physiologie mit der Ent-
deckung des Kreislaufs erdffneten. Wir wollen einige der
Fragen dieses Aspekts darlegen und zundchst die be-
kannten Gegebenheiten der Bilanz und der Reaktions-
mechanismen betrachten **).

» Wassercyclus*

Wenn wir das Bild des Blutkreislaufs herangezogen ha-
ben, dann meinen wir weniger das Kreisgeschehen an sich
als die Dynamik gerichteter Versorgung und gelenkten
Abtransports. Tatsichlich aber ist mit der Zellatmung ein
zwar nicht vollendeter so doch wesentlicher Kreislauf des
Wasserstoffs verbunden.

Mindestens die Halfte des fiir den Stoffwechsel mobili-
sierten Wasserstoffs, bei reiner Fettverbrennung sogar fast
zwei Drittel, entstammt dem Zell-Wasser, dessen Sauer-
stoff — von hier aus iibersieht man die Bilanz — im gebil-
deten Kohlendioxyd deponiert wird:

!

H—¢~0H + H,0 - CO, + 4 (H)
| l
T 4 HY + 4 (e7) +‘L02 -» H,0
Lo +H0— e _

l

H—C—H + 2H,0 - CO,+ 6 (H)

f l l

| 6 H* + 6 (e-)+ ' 0, — H,0
L— +2H,0 —- - R

-

Zeltatmung

Substratzerlegung
Erst im letzten Glied der Atmungskette, dem sauerstofi-
iibertragenden Ferment von Otfo Warburg, vereinigt der
Wasserstoff sich mit Sauerstoff. Bis zu 259, des verfiigba-
ren Zellwassers kann in aktiv atmenden Geweben, wie zum
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Beispiel den Flugmuskeln von Insekten, stiindlich in die-
sem Wasserkreislauf ‘der Substratzerlegung umgesetzt
werden. :
Den Prinzipien des Intermediirstoffwechsels, dem Ur-
bild rationalisierter Kettenprozesse der Arbeitsteilung ent-
sprechend, sind die Reaktionsschritte, in denen Wasser in
das Reaktionsgetriebe eingefiihrt wird, von denjenigen der
Wasserstoffmobilisierung organisatorisch getrennt. Vier
Reaktionstypen kommen in erster Linie in Betracht:

1. Hydrolyse von Lactonen:
R C=0+ |H;0] > R—C=0 + H+
Lod —— ]
HO O-

Lactonase

2. Hydratisierung von Doppelbindungen:

" §0
_bece 4 [H0] > ~e-¢-
H H

Fumarase, Crotonase
3. Im Zusammenhang mit der Phosphorylyse:

| |
R—-0-C- —C—OH

i 4+ HOPO 2 = ROPO * 4 i

\ |
R—N— : —N-H
Phosphorylasen

und der phosphorylytischen Dehydrierung:
H OPO,*

|
—C=0 + HOPO~ + DPN*+ = -C=0 + DPNH + H*
Glyceraldehyd 3-P-dehydrogenase

sowie der sog. Substratphosphorylierung:
o o
~(@—SC0A + GDP?*” 4 HOPO 2™ = —(‘Z[—O— + GTPY 4+ CoASH
Succinat-thiokinase
die hydrolytische Spaltung der Nucleosid-triphosphate, ins-
besondere des Adenosin-triphosphats:
ATP* 4 [H,0| > ADP*" + HOPO,*™ + H+

Arbeit leistende Zelifunktionen
TP-asen

4. In Partnerschaft zu den Reaktionen der Thiolyse?):

—C—CH,;—C—S—CoA 4 HSCoA = —?—S—COA + CH,—(f—S—CoA
i I i
o o (o]

Thiolase

und thiolytischen Dehydrierung von Ketocarbonsauren

(sog. oxydative Decarboxylierung):

—C—C—0" 4 HSCoA + DPN+ —>—(‘3|—S-COA + DPNH + CO,

LI
00
Pyruvatoxydase, a-Ketoglutaratoxydase

die ,kondensierenden“ Reaktionen, welche Coenzym A

wieder freisetzen: OH
—C + CHy—C—S—CoA + |H,0] > —C— + CoA—SH + H*
5 8 - ¢H,
coo-

Condensing-enzyme, Enzym B!?)

In Tab. 1 haben wir den Weg der Zerlegung der Glucose-
Molekel durch das Zusammenwirken der Embden-Meyerhof-
Kette, des Citrat-Cyclus und der Atmungskette unter die-
sen Aspekten aufgegliedert.

Yy F. Lynen, V. Henning, C. Bublitz, B. Sérbo u. L. Krdplin- Rueff,
Biochem. Z. 330, 269 [1958].

"c|H|o]|PO - _ _ \
('M H,0 ! H* | HPO? ADP?® ATP* \ HppnH | eDPNH €Atmungskette CO, ‘ 702,;7
—;Glucose -3 ‘ 6 ‘ 3 ‘ 0 ‘ ‘
e R S I a
Triose-P2— 2315 3] 1 } l
I . J + - - 4 + + “ |
Glycerat 3-P3- 3.4 4 5 1 — " b e
‘ + | : 1 .
Enolpyruvat-pP3= .3 | 2 l 3| 1 ‘ ; : i -
e e I A N N |
- >Pyruvati~ 3:3 1 3| 0 7 ; ‘ i
| — SR ] | I } + 0+ L Do+ )
i ! I
CoASH Acetyl-CoA 2 | 3; 1, 0 S I ‘
| S W EE o - |+ | 1 |
L...——citrat®~ 6! 5 . 7 ‘ 0 i | | _ |
| | I +
-=»a-Ketoglutarat?~ | 5| 4,5 ‘ 0 ; - : ‘ ni
CoASH ! | | - - + 0+ o+ +
L Succinatz 44| 4 0 ! S - ! ‘
H 1 ¥
’ [ | N : : o
Fumarat®~ 4124, 0 : ‘ . }
| _ .i }
Malat?~ | a!l 4 1 5.0 |—— —' e e e e e
f J o e by ! ! + ' 4 ;
Oxalacetat?™- — a4 ‘ 2:5 ! 0 | | ; | | ;
A ] '
—3/-6 -3 0 | =1 | 45 ’ —2 —2 | +2 45 | 45 42 +3
N ‘ ! ‘ -
Oxydative Phosphorylierung (Atmungskette) , +17 12| 17 } —17 | 417 i -5 | -5 +10 1
S S S B | —
Sauerstoff-Reduktion (Atmungsferment) ’ +6 —12 ‘ i } —12 ; ’ —6
\ ‘
T - - - i T T 7 t
Cytoenergetik (ATP-Hydrolyse) 19 | +19 ‘ +19 +19 | ~19 1‘ I i
! | : i ]
1—35—6)—31 | +3 | | ' ‘+3 1
i ‘ ! ‘
Tabelle 1. Bilanz der Hauptkette der Kohlehydrat-Zerlegung+)

+) Fiir die Sduren wurden jene Dissoziationsstufen eingesetzt, die bei py 7 liberwiegen.

Wasserstoff-Ionen blieben unberiicksichtigt.
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Koordination durch spezifische Strukturen

Wir miissen nunmehr die vier wesentlichsten ,,Kon-
struktionselemente” aufzihlen, welche sich im Sinne einer
Bildung von ,,Kooperativen* innerhalb des Netzwerks der
Redox-Systeme auswirken:

Riaume

1. Spezifische Membranen umgrenzen distinkte
Réaume (compartments). Fiir die hier behandelten Probleme
diirfen wir in erster Naherung voraussetzen, diese Membra-
nen seien impermeabel fiir Enzymproteine und trennten
spezifische Enzymverteilungsmuster. Auch die Verteilung
der Metabolite wird durch Membranen wesentlich beein-
fluBt, passiv durch Semipermeabilitit und aktiv durch
Transport. Alle diese Funktionen sind an einen Ordnungs-
zustand gebunden, dessen Aufrechterhaltung einen stan-
digen Zustrom freier Energie erfordert.

Um unsere Uberlegungen nicht zu komplizieren, gehen
wir mit der Vereinfachung an die Grenze des Erlaubten
und teilen die Gewebe in vier Raume ein, welche durch
hochdifferenzierte Doppelmembranen, denen hdchstwahr-
scheinlich eine eigene Enzymgarnitur zuzuordnen ist, ge-
trennt werden (vgi. Abb. 1):

[A898Ta+b]

Abb. 1. Indirekter Flugmuskel der afrikanischen Wanderheu-
schrecke (Locusta migratoria): Schnitte im Elektronenmikroskop!!).
Links: Querschnitt am Zellrand (14500:1), rechts: Langsschnitt
(29000:1), C: cytoplasmatischer Raum (im wesentlichen von den
hier unergdrtert bleibenden Myofilamenten ausgefiillt). E: extra-
zellularer Raum, K: Zellkern, M: Mitochondrien, MM: AulBlen-
membran der Mitochondrien, T: in den Zellbereich eindringende
Tracheen, ZM: Zellmembran (Sarkolemm)

a) Denextrazelluldren Raum, den wir im folgenden
E-Raum nennen. Er weist keine praktisch ins Gewicht fal-
lenden Aktivitaten wasserstoff-iibertragender Enzyme auf.
Der Metabolit-Austausch mit den intrazelluliren Rdumen
ist in erster Ordnung auf ungeladene Substrate und ein-
basige Carbonsduren beschrinkt, wahrend die Mannigfal-
tigkeit phosphorylierter Metabolite, zumindest die hier
interessierenden, sich jeweils nur innerhalb des Raums der
Einzelzelle bewegen kdnnen.

b) DenZellkern (KinAbb. 1), den wir unergrtert lassen.

11) Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie der Universitit Mar-
burg(L. (vgl.W. Vogell, Biochem. Z.,im Druck). Wir danken auch
an dieser Stelle den Herren K. Niessing und W. Vogell fiir viel-
faltige Anregung und praktische Hilfe.
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c) Den mitochondrialen Raum (M in Abb. 1),
dessen elektronenmikroskopisch erkennbare Doppelmem-
bran eine vermutlich groBere Anzahl von Unterabtei-
lungen umschlieBt?). Wir bezeichnen ihn im folgenden
als M-Raum.

d) Den cytoplasmatischen Raum (C in Abb. 1),
der in besonders ausgepragter Abhingigkeit von den spezifi-
schen Funktionen der Zellen eine Fiille von Partikeln
und Strukturen enthalt. Ein groBfer Teil der Enzyme
dieses Raumes, besonders der wasserstoff-libertragenden
Enzyme, befindet sich in lediglich lockerer Strukturie-
rung oder in Losung. Beim Zentrifugieren von Gewebs-
homogenaten finden sie sich auch bei hohen Beschleu-

nigungen in der Uberstands-Fraktion ‘(Supernatant-
Fraktion, weiteres unten im Abschnitt ,,Malatdehydro-
genasen“).

Wenn wir im folgenden vom C-Raum reden, dann meinen
wir eigentlich diese Abteilung. Wir miissen es uns versagen,
auf die differenzierte Problematik des endoplasmatischen
Reticulums?@) (,,Mikrosomen‘‘) einzugehen, obwohl dort in
manchen Geweben, beispielsweise in der Leber, ein bedeu-
tender metabolischer Apparat und Redox-Systeme in hoher
Aktivitdt lokalisiert sind.

Grenzflichen

2. Die Koordination ausge-
dehnter Netzwerke von Re-
dox-Systemen in zweidi-
mensionalen Lipid/Was-
ser-Grenzflachen durch
die Fixierung von Enzympro-
teinen in Lipidstrukturen 9).

Weitgehend  hypothetische
Ansitze fiir die Erklarung der
funktionellen  Verkniipfung

der Redox-Systeme in solchen
»Teppichmuster - Systemen“
bewegen sich in dreierlei Rich-
tung: a) Kollision der Enzym-
wirkungsgruppen durch eine
Art Pendelmechanismus auf
Grund derWarmebewegung?®),
b) Transport durch grenzfla-
chenaktive Redox-Substan-
zen, wie wir sie in der Gruppe
der Lipid-Vitamine kennen
und schlieBlich c) Elektronen-
halbleiter-Mechanismen.
Spezifische Enzyme

3. Die Spezifitdt (und Unspezifitit) der wasserstoff-
und elektroneniibertragenden Enzyme, welche auch ohne
die richtenden Wirkungen iibergeordneter Strukturen die
Koexistenz distinkter Redox-Kooperative im Gleichge-
wicht und Ungleichheit innerhalb einunddesselben Raumes
ermoglicht.

Transportmetabolite

4. SchlieBlich die Koppelung durch mehr oder minder
unbehinderte Diffusion wasserstoff-iiberfithrender Metabo-
lite (Transportmetabolite %)),

Pyridinnucleotide im C-Raum
Wasserstoffiibertragende Reaktionen

Der cytoplasmatische Raum der Zelle ist an der Zer-
legung der Kohlenhydrat-Molekel mit sieben wasserstoff-
iibertragenden Reaktionen beteiligt. Wir haben sie in
Tab. 2 gemeinsam mit den Massenwirkungskonstanten der
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Enzym K ++) ' E, mV
25°C | 37°C ‘ (Substrate, 37°C)

Lactat-dehydrogenase (LDH) 1-(+)-Lactat™ ] DPN+ = DPNH + H* Pyruvat™ 2,9:-107% | 5,3-1078 —2048)
Malat-dehydrogenase (MDH) Malat?~ } Eo= —320mV (25°C)e¢) Oxalacetat?— 0,72:107% . 0,98:107% —-177%)
Glycerophosphat-dehydro- L-a-Glycerin- AE,; e . 9 s s

genase (GDH) pi- AT = 0,01 mV/Grad ¢) Dihydroxyaceton-P 15,710 9,0-10 l —207%)

Triose-phosphat- Dihydroxy- i

isomerase (TIM) aceton-P2~ - :
Glyceraldehyd-phosphat- + HPO 2 Glycerat3-P* + ATPt : 1,6:10-2b)

dehydrogenase (GAPDH)
Phosphoglyceratkinase(PGK) -+ ADP3~

Isocitrico-dehydrogenase Isocitrat®—
(IDH)

- P -P2—
Glucose 6-P-dehydrogenase Glucose 6-P TPN+ = TPNH + H+

(G 6-PDH)
6 P-Gluconat-dehydrogenase 6 P-Gluconat®™ Eo =—324 mV ¢)
(6 PDGH) (25 °C)

8) Neue Bestimmungen des Gleichgewichts12?),
b) Neu berechnet nach den Versuchsprotokolien?).

¢y K. Burton®). ++) [H*] = 1077 M, [HPO,*7] = 1073 M,

d) Geschidtzt aus den freien Energien der unphos-
phorylierten Substrate4 19), Tabelle 2
€) Nach F. L. Rodkey15),

beteiligten Reaktionen und den Normalpotentialen der
neun beteiligten Redox-Systeme zusammengestellt.

Einen Uberblick iiber die in den Geweben lokalisierten
Aktivititen der Enzymproteine, welche die Wasser-
stoff-Ubertragungen katalysieren, geben die in den Ab-
bildungen 3, 4, 12 und 13 dargestellten Verteilungsmuster.
Dort sind ,,in vitro® unter optimalen Substratbedingungen
getestete Reaktionsgeschwindigkeiten eingetragen. Das
vollstindige Muster findet man fiir Lebergewebe und den
Flugmuskel der Wanderheuschrecke, in den iibrigen fehlen
die Teste fiir die Isocitrico-dehydrogenase und vereinzelt
auch fiir die anderen TPN-spezifischen Dehydrogenasen.

Die Spezifitat dieser Enzyme ist sehr weitgehend. Sie
erstreckt sich nicht nur auf die Substrate, sondern auch auf
die beiden wesentlichsten wasserstoff-liberfithrenden Trans-
portmetaboliten des C-Raums, die beiden Pyridinnucleotide
Otto Warburgs. Wir stellen diesen Aspekt in Abb. 2 an Hand
des Beispiels der Lactat-dehydrogenase dar, welches Ern-
ster und Kollegen®) im Verlauf ihrer bemerkenswerten
Untersuchungen kiirzlich gegeben haben.

DPN- und TPN-Gruppe

Durch die Eigenart dieser Verhdltnisse werden zwei
Kooperative von Redox-Systemen, wenn auch nicht voll-
standig (beachte die Abhingigkeit vom pg in Abb. 2), so
doch weitgehend voneinander getrennt. Sie sollen im fol-
genden als die DPN-Gruppe und die TPN-Gruppe be-
zeichnet werden. In jeder dieser Gruppen werden Reak-
tionen auf ginzlich verschiedenen Abschnitten des Koh-
lenhydratmetabolismus miteinander gekoppelt. Offensicht-
lich richtet sich die lebendige Organisation dabei nach an-
deren Gegebenheiten als den Stoffwechselschemata der
Biochemiker.

Betrachtet man die in Tab. 2 eingetragenen Massenwir-
kungskonstanten der einzelnen Reaktionen, dann zeigt
12) H. J. Hohorst, F. H. Kreutz, H. D. Schaefer u. Th. Biicher, Biochem.

Z., im Druck.
13y Th, Biicher, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 7, 292
14y E?%}?]:Strecker u. S. Korkes, J. biol. Chemistry 796, 769 [1952].
15) R, f.. Rodkey, ebenda 213, 777 [1955].

18) F. Navazio, B. B. Ernster u. L. Ernster, Biochem. biophysica
Acta [Amsterdam] 26, 416 [1957].

Angew. Chem. [ 70. Jahrg. 1958 | Nr. 17[18

z-Ketoglutarat?~ + CO, 4-10%c) —404
6 P-Gluconat®~ 4 2 H+ = 10%4) —440
Ribulose 5-P?~ -} CO, mindestens 10?2

[ADP3]

TATP%] 0

4
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i)
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Abb. 2. Spezifitit der Leber-Lactat-dehydrogenase gegeniiber

DPNH und TPNH, absolute und relative Aktivitat als Funktion

des pg. (F. Navazio, B, B. Ernster und L. Ernster 1957 18)), Test-

system: 1,5:107¢ [M] DPNH oder TPNH, , Leberenzym* aus 5 mg

Leber, 0,0033 [M] Kaliumpyruvat und 0,04 [M] Kaliumphosphat
(pg wie angegeben) bei 25°C

sich, da durch das DPN-System diejenigen Substratreak-
tionen miteinander gekoppelt sind, deren Normalpoten-
tial positiver als dasjenige der Pyridinnucleotide ist. Fiir
die TPN-Gruppe gilt das Gegenteil.
DPN-Gruppe: K;<€ 1
TPN-Gruppe: K,;>1
(C-Raum, Kohlenhydrat-Zerlegung)

,Ist-Potential“

Wir haben bei friitherer Gelegenheit diese beiden Gruppen

als die ,,Vene“ und ,,Arterie’ des Wasserstoff-Stroms im

C-Raum bezeichnet?-%) und meinen damit, da das ,Ist-
Potential* T ED
&= 5y BT 1n [REDI

E{, Normalpotential

E’ ,Ist-Potential* | =1
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der beiden Pyridinnucleotid-Systeme innerhalb des flieBen-
den Systems von nahezu statischen Gleichgewichten und
von Ungleichgewichten in entgegengesetzter Richtung vom
Normalpotential abweicht: fiir das TPN-System in nega-
tiver Richtung, also im Sinne eines weitgehend reduzierten
Zustands (Donator-System), fiir das DPN-System in posi-
tiver Richtung (Acceptor-System). Das Normalpotential
der beiden Pyridinnucleotide (vgl. Tab. 2), eine rechne-
rische GriBe von nur mittelbarer Bedeutung, unterscheidet
sich bekanntlich nur unwesentlich.

Gehalt und Spiegel

Fiir das TPN-System geben wir in Tab. 3 eine Auswahl
von Gehaltsbestimmungen in verschiedenen Geweben, die
man Glock und McLean verdankt??). Um diese und die
anderen im folgenden mitgeteilten Gewebsanalysen kor-
rekt auswerten zu kodnnen, miissen wir auf Fragen der
Nomenklatur eingehen. Wir haben ndmlich die Begriffe
des Gewebsgehalts und des Spiegels einer bestimmten
Substanz zu unterscheiden. Der Gewebsgehalt ist das Er-

Ratre: v Mous: Ehrich
gebnis einer ,,Uber-Alles“-Bestimmung. Unter dem Be- Walker Ca-S Yoshid fest Z}’/Wé)/]&iﬂ/’k/f/ LSy S0 Ascites
. . . ” . Toerteld ~1DH—
grifi des Spiegels oder der stationdren Zwischenstoffkon- , —Garp- Lo
Y 104~ - 1
8 I =GAPT :ME‘D”‘T [l ';-?D”-“— —
L ~LDH~ MO Gappr| —_# ]
| TPN+ TPNH 4 rGArDH- ~GaPOH = l
2 - - SMOH=
Leber ...........c.... ‘ 8 276 v MOH- |TMD 10— ~G0HZ p-
Niere .....oeerivnnn.. | 4 73 N — - M0 - %5
i 34507~
Herz «...oovvvuennnnnn i 5 44 §\ S b
Nebenniere ........... | 23 156 i“” 2 GEFOH J0. s A~
- -GEPDH 10 ~GEPDH Y6PGOK ~
Zwe.rchfell ............ 3 18 707 | Z6P60H s S A O
Gehirn ............... : 3 11 ¢ E—— — 'S PCOH-
Mamma (laktierend) ... : 3 ! 38 4 — P e
Tabelle 3 2 -6y~
TPN- und TPNH-Gehalt in verschiedenen v 604 oo
Organen der Ratte 2%) v
(nMol/gg; abgerundet) [A88.4)
Abb. 4. Enzymverteilungsmuster (C-Raum) einiger experimenteller

zentration wollen wir dagegen die freie Konzentration oder
noch exakter die Aktivitdt der Metabolite verstanden wis-
sen, also jene GroBe, welche die Verhiltnisse in Ketten
von FlieBgleichgewichten charakterisiert. Bei der Aus-
wertung von Gehaltsbestimmungen wie den angefiihrten
ist zu bedenken, daB sie a) den Mittelwert iiber verschie-
dene Riume des Gewebes mit maoglicherweise ganzlich
unterschiedlichem Metabolitgehalt und Redoxstatus geben
und b) mitunter erhebliche Anteile der Metabolite durch
unspezifische Bindungen und durch die Fixierung an spe-
zifischen Orten der Losung und damit der unmittelbaren
Wechselwirkung in den Reaktionsketten entzogen sein
kénnen. Das Problem des ldsenden Anteils des Zellwas-
sers brauchen wir hier, wo es sich in erster Linie um Quo-
tienten handelt, nicht zu beriihren.

Wahrscheinlich betreffen diese Gegebenheiten im Falle
des Quotienten TPN/TPNH nicht die GréBenordnung:
a) Bestimmungen an isolierten Mitochondrien aus dem
Arbeitskreis von Kaplan®') und die in dieser Arbeit am
anderen Ort mitgeteilten Ergebnisse weisen darauf hin,
da der TPN/TPNH-Quotient im M-Raum nicht wesent-
lich von den in Tab. 3 mitgeteilten Gesamtbestimmungen
abweicht. b) Die Konzentration der TPN-spezifischen
Dehydrogenasen (vgl. Abb. 3, 4 und 12) — spezifischer Bin-
dungsorte fiir das Nucleotid mit méglicherweise bedeutend
hoherer Affinitat fiir die reduzierte Form — kdnnen ebenfalls
17)Amri/ick, Vortrag auf d. gemeinsamen Tagung d. deutschen

u. schweizerischen Physiol. Chemiker, Basel, Sept. 1957
18) A, Delbriick, H. Schimassek, K. Bartsch u, Th. Bucher, Biochem.

Z., im Druck.

19) E. Zebe. A. Delbriick u. Th. Biicher, Tagung der Deutschen Ge-
sellschaft fiir Physiol. Chemie, Hamburg, Sept. 1956; Ber. ges.
Rhg)g}(])l. exp. Pharmakol. 789, 115 [1957]; diese Ztschr, 69, 65

20y G. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 67, 388 [1955].
21) B. Jacobson u. N. O. Kaplan, }. biol. Chemistry 226, 603 [1957].
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des Sucrosehomogenates bei 10° g, 10 min, vgl. Abb. 14) einiger
Gewebe der Ratte. Optische Teste bei py 7,4 im Substratoptimum
bezogen auf das Frischgewicht (gf).

Tumoren der Ratte und Maus?®). Optischer Test bei py 7,4 im Sub-

stratoptimum bezogen auf das Frischgewicht (gf). Mit Ausnahme

des Ehrlich-Ascites-Tumors im Vergleich zur hohen Aktivitdt der
LDH niedrige Aktivitit der GDH.

in erster Ndherung vernachlissigt werden. Unter Beriick-
sichtigung dieser Verhiltnisse konnen wir schlieBen, daf
das ,,Ist-Potential“ des TPN-Systems im C-Raum 30—-70
mV negativer als das Normalpotential ist.

TPN-TPNH: E’ =~ —400 mV
»1st-Potential*, C-Raum.

Verschiedene Autoren?® 21, 23-26) haben sichin den letzten
Jahren um vergleichende Bestimmungen des Gehaltes von
DPN und DPNH in Geweben bemiiht. Die bislang zuver-
lassigste Methode wurde von Weinhouse und seinen Mit-
arbeitern entwickelt. Wir geben in Tab. 4 einen Auszug
ihrer Werte. Sie zeigen — darin stimmen die Ergebnisse der

| DPN*+ | DPNH
Leber ................ 622 538
Leber 6 Tage fasten ... 512 600
Niere ..........c.vuun 642 536
Herz «..oviiiiiiiaann 646 105
Skelettmuskel ......... 495 20
Gehirn ... .. o0 161 : 137
Tabelle 4

DPN- und DPNH-Gehalt in verschiedenen Organen
der Ratte 2% 28)

nMol/gg,

22y H. J. Hohorst u. F. H. Kreutz, Vortrag auf d. gemeinsamen Ta-
gung d. deutschen u. schweizerischen Physiol. Chemiker, Basel,
Sept. 1957. .

23) H. Holzer, S. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, Hoppe-
Seyler’s Z. physiol. Chem. 297, 271 [1954].

24y H." Holzer, Ergebn. med. Grundlagenforsch. 7, 189 [1956].

25) L. Jedeikin u. S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 273, 271 [1955].

26} I, Jedekin, A. J. Thomas u. S. Weinhouse, Cancer Res. 16, 867
[1956].
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verschiedenen Autoren trotz einiger Polemik {iber die Ab-
hangigkeit vom Zustand der Gewebe im Wesentlichen iiber-
ein —, daB der Quotient DPN/DPNH des Gewebsgehalts in
der GroBienordnung 1 bis 0,1 liegt. Auch die spektrophoto-
metrischen Messungen des Arbeitskreises von Chance26?)
an ganzen Zellen weisen in die gleiche Richtung.

Setzte man Gewebsgehalt gleich Spiegel, dann ergibe
sich fiir das ,,Ist-Potential“ des DPN-Systems in den mei-
sten Geweben etwa der Wert des Normalpotentials, d. h.
etwa —320 mV. Hier, so glauben wir, ist jedoch dieses Ver-

fahren nicht berechtigt. Betrachtet man namlich die in den
Abbildungen 5—7 eingetragenen Gehalte der Metabolite
der DPN-Gruppe und errechnet die ,,Ist-Potentiale” dieser
Redox-Systeme (zweitunterste Zeile der Abbildungen),
dann wiirden sich Ungleichgewichte in den wasserstoff-
iibertragenden Reaktionen bis zu +100 mV, entsprechend
einer Diskrepanz des DPN/DPNH-Quotienten der Grofien-
ordnung 10° ergeben. Dies erscheint unwahrscheinlich; es
miissen also die Gehaltsbestimmung entweder der Metabolite
oder des DPN-Systems um Gréenordnungen tauschen.

Leber Muskel Herz Plasma Gehirn g%/g_ normal 7 sec. Tetanus
/M AC LAC
8 v ‘
4 , g G6P ]
LAC 7
2 LAC LAC 4 4z
Iy LAC 718 dm
g | ' R pep— PR
§ TR T I 206 S =
N l #GP 43 PYR | ‘ PR T
Y e GP ' 0
PYR PYR & Py 2
2 67 aGP
7, - 4' “xgP PYR G {7 | PRV maL MAL
~63 ) 3 — 4
6 | ——PrR—% : | 2 40
¢ bap- AP o Dap 16— 6 ] —
2 || 4 ——DAP—FOP DAP
DAP p FEP
70 2 PEP
%' 044
EV) 235201 291 1205 230K D AT 283 A Eim) 247 225 247 252
g, 000 T02740 05450 1610 S0 463 0 g Twero 40 378
Abb. 5. Metabolitgehalt (DPN-Gruppe) verschiedener Gewebe der Abb. 7. Metabolitgehalt (DPN-Gruppe) des Bauchdeckenmuskels

Ratte?: 22). Mittelwerte von 15 (Leber) bis 2 (Gehirn) Versuchen:
In der Leber Ubereinstimmung von E’ bzw. q, fiir die DPN-Gruppe,
in Plasma und Geweben (mit Ausnahme des Tumors) angendherte
Ubereinstimmung der Lactat/Pyruvat-Quotienten (Kopplung iiber
den E-Raum). Erniedrigter q, fir Glycerin-1-Phosphat/Dihydroxy-
acetonphosphat in Muskein, Gehirn und Tumor

Gehalt,eq,

B’ = B30T g g - m
’ . E; und K, vgl. Tabelle 2.

Gehaltox' 1

97 = Gehaltyeq, K,

Versuchstechnik: Entnahme der Proben nach Auflegen tiefgekiihlter

(flissige Luft) Metallblocke unter Athernarkose. Metabolitbestim-

mungen enzymatisch (Beispiel in Abb. 8). Bestimmung des Oxal-

acetats: enzymatisch im Doppelstrahlphotometer (wegen des leich-
ten Zerfalls nur in der GroBenordnung zuverlassig)

0 normal Diaberes
Alloxan
6
¢ TAC
2 LAC
g
S (| Sacemau — | AL
IN
2 - —73
70; PYR T PYR—
g DAP DAP
2 FDP FOP—
£mV) 240 235 250 240
4 22000 536 840
(BEEE

Abb. 6. Metabolitgehalt (DPN-Gruppe) der Leber von Ratten:
Senkung von q, bei Alloxandiabetes!? 22), Mittelwerte von 6 Kon-
trolltieren und 6 Tieren mit Alloxandiabetes (8 Wochen nach Alloxan
i.p., Blutglucose 240-700 mg %, Wasserverbrauch weit iiber der
Norm). Versuchstechnik: unmittelbares Uberfiithren der Gewebspro-
ben in Perchlorsduure von 37 °C nach Freilegen des Organs unter
Athernarkose, sonst wie in Abb. 5 (vgl auch Abb. 8)

203y B, Chance in: The Mechanism of Enzyme Action, The Johns Hop-
kins Press, Baltimore 1954.
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der Ratte in Ruhe (Mittelwert aus 9 Bestimmungen) und nach

tetanischer Reizung (Einzelversuch??)), Anstieg des Pyruvatge-

halts infolge Glycerinl-P- Pyruvat-Dismutation. Konstanz des q,

(Lactat/Pyruvat) trotz Anstieg des Lactats um eine GroBenordnung.

Zur Versuchstechnik und Auswertung vgl. die Legende zu Abb. 5
und die Abb. 8

,,Ist-Potential‘“ der DPN-Gruppe

Wir haben in Bezug auf diese Diskrepanz sowohl die Ge-
haltsbestimmungen als auch den Status des Ungleichge-
wichts zu erdrtern. Am iibersichtlichsten ist die Betrach-
tung des Systems Lactat/Pyruvat, welches durch die
Zellmembran in den E-Raum permeieren kann. a) Vergleicht
man die Werte im Blutplasma, in dem keine spezifischen
Bindungsorte vorhanden sind und in dem die unspezifische
Bindung — zumindest was den Quotienten der Metabolitspie-
gel betrifft — in erster Naherung vernachlassigt werden darf,
mit denen der Gewebe, dann wird offensichtlich, daB der
Quotient der Gewebsgehalte nicht gréSenordnungsmaiBig
von dem der Spiegel abweicht. b) Die Frage nach dem Aus-
maB des Ungleichgewichts ist nach den Gesetzen der Ketten
von FlieBgleichgewichten auf die Moglichkeiten fiir den Zu-
und den AbfluB gerichtet. Sind erstere groB und letztere
klein, dann haben wir, dem Stau in flieBenden Gewassern
vergleichbar, nahezu statische Verhiltnisse. c¢) Beziiglich
des Zuflusses weisen die bereits erwahnten Enzymvertei-
lungsmuster die Lactat-dehydrogenase — getestet in vitro —
als eines der ,,groen* Enzyme aus. Einen Anhalt fiir die
in vivo moglichen Umsdtze durch dieses Enzym konnen
wir aus dem in Abb. 7 dargesteliten Experiment gewinnen.
Aus dem dort bei tetanischer Reizung aufgetretenen Lac-
tat-StoB errechnet man eine FluBgeschwindigkeit von 4000
Mikromol/gfr./Stunde, also einen Wert, der die durch-
schnittliche Gewebsatmung um eine GréBenordnung iiber-
steigt. d) Die besondere Lage der Lactat/Pyruvat-Reaktion
im System der Stoffwechselketten bedingt, daB der Ab-
fluB des Lactats in erster Naherung nur unter Vermittlung
der Lactat-dehydrogenase der gleichen Zelle oder — ge-

27) F. H. Kreutz u. H. J. Hohorst, Biochem. Z., im Druck.
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Bauchdecke 20 l

226 g Gewebe Extract .5 (furlactar 7:8verd.)
| 284mi Glycin Pufter p, 95
Hydrazin (04M) .45
D=5m PN (¢ =4
A= H0mu DPN (c=40) .05
—0K7 o-71

time const. 0.2
gegen 6elb" 25

'—% £nde
\ Lactar
7 Mol
a6 .30 6107 Mol
Wi
+10min—e L
\ AE 775 58107

o o Mele! i
4E 055 18-

MDH 02
Anfong

AB9R.8

Abb. 8. Hintereinandergeschaltete enzymatische Bestimmung von
Malat, Glycerinl-P und Lactat?®) mit MDH, GDH und LDH.
Die Bestimmung kann zugleich als ein Beleg fiir die hohe Sub-
stratspezifitdit der Enzyme der DPN-Gruppe gewertet werden.

(Ordinate: Abstand zwischen zwei Linien entspricht AE = 0,2.)

koppelt iiber den E-Raum — durch die Lactat-dehydro-
genasen anderer Zellen erfolgen kann.

Aus diesen Uberlegungen konnen wir folgern, daB die
Beziehungen zwischen dem Lactat-System und dem DPN-
System des C-Raums dem statischen Gleichgewichtszu-
stand weitgehend angenihert sind.

Ein weiterer Test fiir die gleiche Folgerung ergibt sich
fiir Lebergewebe aus der Betrachtung des Gehaltes der
anderen Metabolitsysteme der DPN-Gruppe (Abb. 5).
Trotz der teilweise erheblichen Verschiedenheit der in-
volvierten Enzymkonzentrationen sowie der kinetischen
Eigenheiten der Enzyme in ihrer Wechselwirkung mit den
Metabolitspiegeln stimmen namlich die aus den Gehalten
errechneten ,Ist-Potentiale” innerhalb der Fehlergrenzen
itberein.

5

< N
S
S
D
<>

~
Ky 3
s A
o IS}
S £ Alkohol 4 &,
S S
N Q
s2 —aerob 4 X
Y x . 432§
] A/l / _Aaerob { Aceral~ | §
3 / o onaerob | aehyd | . §

el . 0
0 75 30 45 min

Zeit —

ASET.

Abb. 9. Kinetik der Bildung von Alkohol und Acetaldehyd durch
Biackerhefe bei Glucose-Umsatz (Holzer, Schultz und Lynen 19562°))

28y H. J. Hohorst, ebenda, im Druck.
29) H, Holzer, G. Schultz u. F. Lynen, ebenda 328, 252 [1956].
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Fiir andere Gewebe trifft letztere Gelegenheit nicht zu
(Abb. 5 und 7). Dort weichen die ,,Ist-Potentiale” des Lac-
tat-Systems und Glycerinl-P-Systems voneinander ab. Wir
vermdgen beim derzeitigen Stand unserer Untersuchun-
gen nicht vollig sicher zu sagen, ob diese Diskrepanzen auf
einer mangelnden Ubereinstimmung zwischen Gehalt und
Spiegel des C-Raums oder auf einen hdéheren Status des
Ungleichgewichts im Glycerin 1-P-System beruhen. Wahr-
scheinlich ist letzteres der Fall. Was wir fiir das Lactat-
System im Lebergewebe gezeigt haben, diirfen wir jedoch
auch auf andere Gewebe iibertragen, sofern die Stellung
der Lactat-dehydrogenase im Verteilungsmuster der En-
zyme mit dem Lebergewebe in etwa iibereinstimmt oder
auf einen noch hiheren Gehalt an diesem Enzym hinweist.’
Ein Beispiel, in dem das nicht der Fall ist, wird mit den in
den Abbildungen 10 und 11 dargestellten Metabolitver-
dnderungen im Flugmuskel der Wanderheuschrecke unter
Anaerobiose im Vergleich zum Enzymverteilungsmuster
der Abb. 12 gegeben. Ein Beispiel in dem sich das Gly-
cerinl-P-System infolge unzureichender Aktivitat der

[1LMol/gfr]
10 20 30
T T T I T | T W T T T T T T T
P anorg. ? ?, ?
1 T T
Trehalose” = 5 2
. | N
Glykogen — & "7’13
| T
Gtucose ? %Ic’?, 10 20 30
P I T A T U . A PR '
o ——t +—t—t—
Gluc-6-P %? 05 10 15
IT
Fruct-Di~P R
T 1
Dioxyacet -P P’:ZI,*E
T
Glycero-P L:t‘ 2 35
IES L T
Pyruvat ?Clk <5
1
L.
P~Enolpyr ~T~;|°°<;t7>
Il
P-Glycerins. amlé
| ! T
Lactat = c? ?,
T T
Citrat 2 5
w I L I
a-Ketaglut au-.\‘nl ?
I 1
Malat c:la ?
i L ]
(123 10 15
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Abb. 10. Metabolitgehalt im Flugmuskel der afrikanischen Wan-
derheuschrecke (Locusta migratoria)!® 4%), RU: in Ruhe, FL:

nach zweistiindigem Flug am Karussel, ST: nach 1,5 Min. unter
sauerstoff-freiem Stickstoff

Gl in1-P i Flug Ruhe  Stickstoff
_Olycerinl-¥ | g (mV) —232 ¢ —230 . —261
Dihydroxyaceton-P 4, i 1600 ‘ 1780 | 177
Lactat } E'(mV) | —212 —213 —192
Pyruvat ! qq 9500 8600 44000

Versuchstechnik: Tétung durch UbergieBen mit fliissiger Luft,
Praparation der Organe in tiefgefrorenem Zustand. Mit Ausnahme
der Kohlenhydrate des Py,qrg und Citrats enzymatische Bestim-
mungen. DPN = Konst. =~ 0,7 uM/gfr, DPNH < 0,01 pM/gfr. Alle
Analysen in einem Kollektiv von jeweils 10 Tieren fiir jeden Zustand.
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Glycerophosphat-dehydrogenase (vgl. Abb. 4) einwandfrei
in Zustand des Ungleichgewichtes befindet, zeigt die Meta-
bolitverteilung des Lymphosarkoms in Abb. 5.

Holzer, Schultz und Lynen?) haben in Versuchen mit
Hefe vor einiger Zeit gezeigt, da der Quotient Athanol/
Acetaldehyd sich bei Glucose-Umsatz unter anaeroben und
aeroben Bedingungen nach einer duBerst kurzen Anlaufs-
zeit auf einen Wert einstellt, der nahezu unabhéngig von
der Hohe der im Laufe des Versuches anwachsenden Meta-
bolitspiegel ist (Abb. 9). Nur durch gezwungene und um-
stiandliche Zusatzhypothesen kdnnte man die gefundene

s % s T T o s
g
§ s8¢ 8 st 8
< -3 (=]
> B8 &2 S8 8 8 8 3
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R L
Ruhe
ol
£
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Sl
]
¥
9
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L 1%57

Abb. 11. Locusta: Metabolitverdnderungen im Flug (helle Blocke)
und unter Sauerstoffmangel (schraff. Blocke)® 48) (vgl. Abb. 10).
Weitgehende Erschépfung der Reservekohlehydrate und Absinken
des Panorg. im Flug, Konstanz der iibrigen Metabolite. Unter

Sauerstoffentzug wird eine kurzdauernde tetanische Phase durch-
laufen. Die Bilanz entspricht mit Ausnahme des Pyruvatgehalts
der Reaktion Hexose + Paporg, = Glycerin-1-P + Pyruvat.
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Abb. 12. Enzymverteilungsmuster (C-Raum) im Flugmuskel,

Sprungmuskel und Fettkorper der afrikanischen Wanderheuschrecke

(Locusta migratoria)'® ). Optische Teste bei pyg 7,4 im Sub-

stratoptimum: vergleichsweise sehr niedrige Aktivitdt der LDH

im Flugmuskel und Fettkdrper bezogen auf das Frischgewicht (gf).
[(vgl. auch Abb. 13)

N
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Konstanz des Redox-Potentials des im FluB befindlichen
Systems anders als durch eine weitgehende Annédherung
des FlieBgleichgewichts an den statischen Gleichgewichts-
zustand erkliren. Ein Auszug der von den Autoren er-
rechneten Quotienten fiir das freie DPN-DPNH-System
ist in der Legende zu Abb. 9 enthalten. Ein analoges Bei-
spiel hat R. Czok?®%) auf der Basis des weit komplexeren
Versuchsobjekts der arterio-vendsen Differenzen im Zu-
sammenhang mit Hirndurchblutungsmessungen gegeben
und im gleichen Sinne diskutiert. In diesen unabhingig
und etwa gleichzeitig veroffentlichten Arbeiten ist der
hier in extenso dargestellte Aspekt erstmals mitgeteilt
worden,

Setzen wir den vorstehend erdrterten Gesichtspunkten
entsprechend das ,,Ist-Potential des Lactat-Systems im
Blutplasma demjenigen des DPN-Systems des C-Raums
gleich, dann erhalten wir

DPN—DPNH:E’ = —236 mV
,»Ist-Potential”, C-Raum

und als Differenz der ,Ist-Potentiale* der beiden Pyridin-
nucleotid-Systeme

E"I‘PN b Epr ~ —160 mV

A G’ =~ —1,4 [KAL/MOL]

Erstaunlicherweise liegt der Unterschied der freien Ener-
gie beider Systeme in der GroBenordnung der fundamen-
talen energetischen Quantitat der lebendigen Organisa-
tion, der freien Energie der Hydrolyse ,energiereicher
Phosphat-Bindungen.

q-

Zur Berechnung des Spiegel-Quotienten des DPN-
Systems aus den Metabolitgehalten haben wir zufolge der
in Tab. 2 eingetragenen Reaktionsgleichungen eine An-
nahme iiber die Wasserstoffionen-Konzentration im C-
Raum zu machen. Bekanntlich herrscht hier betrdchtliche
Unsicherheit. Wir setzen daher ohne Beriicksichtigung des
wirklichen Zell-py in unseren Uberlegungen das py = 7.
Den auf diese Weise sich ergebenden Quotienten nennen
wir q,:

[OX]-[DPNH] _ K _
[RED] [DPN] 107 7
Gewebsgehaltoy DPNypei
97~ “Gewebsgehaltrgp K, DPNHpg;

pu = 7, statisches Gleichgewicht

Von den zwei Unsicherheiten dieses indirekten Verfah-
rens — der iiber die Wasserstoffionen-Aktivitdt und der
iiber das AusmaB des Ungleichgewichtes — wird im Regel-
fall erstere iiberwiegen. Im iibrigen hat es alle Vorteile des
thermodynamischen Riickschlusses, der von Systemen aus-
geht, in denen die Verhaltnisse der Konzentrationen und
auch der Aktivititen experimentell und rechnerisch zu-
ganglich sind.

Erstaunlich ist die Diskrepanz zwischen dem Quotienten
aus den in Tab. 4 enthaltenen Gehaltsbestimmungen und
dem von uns indirekt erschlossenen Quotienten der Spiegel.
Sie liegt in der GroBenordnung von 10%. Hochstwahrschein-
lich sind alle oben genannten Faktoren beteiligt. Einen
wesentlichen Anteil haben die spezifischen Bindungs-
orte der Dehydrogenasen, ein Umstand, der rechnerisch
durch die folgende Gleichung beriicksichtigt werden kann:

GehaltRgp

«_ RT YCMAARED
Gehaltgy

E'=Eo— ¥

E¥ - E’ RT In ﬂRED
o= Fot p M T S Rox

30y R. Czok, Dissert., Marburg 1956.
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worin Kgrgp und Kox Assoziationskonstanten, Cg Konzen-
trationen spezifischer Bindungsorte und E$ das durch
Bindungen der Nucleotide verdnderte Normalpotential
bedeuten. Die Konzentrationen der Dehydrogenasen im
C-Raum liegen in der GroBenordnung des Mikromolaren.

Den Einfluf der Verteilung der Nucleotide auf ver-
schiedene Raume erkennt man qualitativ durch den Ver-
gleich der Werte (Tab. 4) fiir Leber, Niere und Herz —
mitochondrienreiche Gewebe — mit denen des Muskels, der
relativ arm an Mitochondrien und reich an Dehydrogena-
sen ist. Auf eine weitergehende Diskussion an dieser Stelle
miissen wir verzichten.

Zellphysiologischer Aspekt

Die dargelegten Verhiltnisse sind fraglos von fundamen-
taler Bedeutung fiir die Funktionen der metabolischen Sy-
steme des C-Raums. Eine ausfiihrliche Diskussion wiirde
den Rahmen dieses Artikels sprengen. Wir beschrinken
uns daher auf Hinweise qualitativen Charakters.

Fiir das TPN-System ist in den letzten Jahren von meh-
reren Arbeitskreisen wahrscheinlich gemacht worden, da
es in einer Reihe von Synthese-Ketten als Wasserstoff-
Donator fungiert? 33-37), Die groBenordnungsmaBige Er-
héhung der Aktivitat der TPN-spezifischen Dehydrogena-
sen des ,oxydativen* Kohlenhydrat-Abbaus in den Brust-
driisen wihrend der Lactogenese verdeutlicht diesen
Aspektsl. 32), Popjdk und Mitarbeiter3® 34), Brady und
Mitarbeiter3s) sowie insbesondere Langdon3®) haben gezeigt,
daB die Fettsauresynthese in verschiedenen Organen unter
der Beteiligung des TPN-Systems des C-Raums vonstatten
geht (im Gegensatz zum Fettsdure-Abbau, der dem M-
Raum zugehdrt). Hinsichtlich der Beziehungen zur Amino-
sdure-Synthese muB die weitere Klarung der Lokalisation
der involvierten Enzyme abgewartet werden. In der glei-
chen Richtung liegt die Problematik der Beziehungen zwi-

31y G. E. Glock u. P. McLean, Biochim. biophysica Acta [Amster-
dam] 72, 590 {1953].

32y G. E. Glock u. P, McLean, Biochem. J. 56, 171 [1954].

33y G. Popjak u. A. Tietze, ebenda 60, 147 [1955].

34) P. Hele u. G. Popjak, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam]
78, 295 [1955].

) R. O. Brady, A. Mamoon u. E. R. Stadtmann, J. biol. Chemistry
222, 195 [1956].

) R. J. Langdon, ebenda 226, 615 [1957]; J. Amer. chem, Soc. 77,
5190 [1955].

37y Th. Biicher: Diskussionsbemerkung zu 3), 4) und %).
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schen den TPN-Systemen des C-Raums und des M-Raums.
SchlieBlich ist zu erwédhnen, da das TPN-System funk-
tionelle Beziehung zur Erhaltung des Redox-Status von
Systemen mit allgemein physiologischen Bedeutungen be-
sitzt (z. B. Glutathion-reduktase, Haemoglobin-reduktion).

In bezug auf das DPN-System stehen zwei Problem-
kreise im Vordergrund.

1. Die Beziehungen zum M-Raum, die sowohl unter ener-
getischen als auch unter kinetischen Aspekten neu durch-
dacht werden miissen, denn das ,,Ist-Potential des DPN-
Systems im C-Raum erweist sich nunmehr als wesentlich
hoher als das Normalpotential, welches allgemein in die
Stufenleiter der Atmungskette eingesetzt wird, und die
Konzentration des freien DPNH liegt, ganz abgesehen von
den Permeabilititsfragen, innerhalb der GréB8enordnung
der ,,Michaelis-Konstanten der spezifischen Bindungsorte,
auch des M-Raums.

2. Seit Otto Meyerhofs bahnbrechenden Arbeiten {iber
die ,,Koppelung zwischen Oxydoreduktion und Phosphat-
veresterung bei der anaeroben Kohlenhydrat-Spaltung®38)
wissen wir, dafl das Redox-Potential des DPN-Systems im
Zusammenhang mit der Energetik des ATP-Systems im
C-Raum steht.

Der besseren Ubersicht halber haben wir in Tab. 2 die
Energetik des ,,Meyerhof-Systems* zusammengefa3t, das
heiBt der Reaktionen, die durch Triose-isomerase, Glycer-
aldehyd 3-P-dehydrogenase (das oxydierende Garungsfer-
ment von Warburg und Christian3®)) und durch Glycerat 3-
P-kinase (das phosphat-iibertragende Enzym vonBiicher 13))
katalysiert werden. Zugleich haben wir fiir den Status des
ATP-Systems angenommen:

[HPO2] [ADP*)

Cwrrareer

Eine Aufgliederung der energetischen Verhéltnisse geben
wir in Tab. 5. Man erkennt, wie wichtig ein positives ,Ist-
Potential“ im DPN-System fiir die energieliefernden Funk-

38y 0. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mdhle, Biochem. Z. 297, 90, 113
[19381.

3%y 0. Warburg u. W. Christian, ebenda 303, 40 [1939].

40) T. H. Benzinger u. R. Hems, Proc. nat. Acad. Sci. USA 42, 896
[1956].

41y L. Levington u. A. Meister, J. biol. Chemistry 209, 265 [1954].

12y A, E. Martell u. G. Schwarzenbach, Helv. chim. Acta 39, 453
[1956].

Tabelle 5. Energetik im Zusammenhang mit der Oxydationsreaktion der Garung.
(pa = 7, [Mg] = 0, 25 °, alle Metabolite molar)

AGhH=—23

(Freie Energien von Glycerin 1-P1b), Pyruvat!?), DPN-System!b), ATP-System+++)
Glycerin 1-P2~ 4 2 DPN+ + 2 ADP3 4+ HPO,>” —> Pyruvat™ + 2 DPNH 4 2 ATP4™ + H+
Vv .

Glycerin 1-P~

!

DPN+
TP DP3~ + HPO,*~ H+
. — A Gy =58 (Tab. 2) ATP4 (+ H,0) - A + 0,2 +
- AGy=+120
H* 4- DPNH i
Dihydroxyaceton-P2~
e
AG,=19 - DPN+ DPNH
(Burtonb)) :
111 v VI
d / /
Glyceraldehyd3-p2—  ~ 7 P Glycerat3-P?~ + H+ 7 < H++ Enolpyruvat-P3~ ji Pyruvatl™
|
s | - DPNH + H+
HPO,*~ ADP3™ ATPY” ADP3™  ATPY
AGy = —6,2
AGy=—-4,9 AG,=04 AGhH=-5,5 Vil (Tab. 2)
(neu berechnet aus (Burton'b)) (V—(I -+ 11 4 11T 4+ 1V))
Gleichgewichten, vgl. Tab. 2) DPN+
+++) Messungen von Benzinger und Hems) sowie Levington und Meister4) korrigiert auf Mg = 0, vollstan- L/
dige Dissoziation (mit Hilfe der Konstanten von Martell und Schwarzenbach?)) und 25 °C; pg = 0. Lactat!™
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tionen dieses Apparates ist. Eine Betrachtung des Verhalt-
nisses von Pyruvat zu Enolpyruvat2-P in Abb. 7 veran-
schaulicht diese Gegebenheiten. Soil ndmliich durch Wasser-
stoff-Entzug ,energiereiches Phosphat gebildet und nicht
umgekehrt durch das frei reversible System?33. 9) unter Ver-
brauch von energiereichem Phosphat Kohlenhydrat aus C,-
Sduren gebildet werden,
2 Enolpyruvat 2-P3- + DPNH + H* & Triose3-P2- +
Pyruvat- + DPN+

dann sind hohe DPN/DPNH-Quotienten eine essentielle
Voraussetzung. Zwar vermogen wir nicht genau zu sagen,
inwieweit der Enolpyruvat-P-Gehalt in unseren Bestim-
mungen dem Spiegel entspricht; fiir den Muskel wéren je-
doch in erster Naherung lediglich unspezifische und spe-
zifische Bindungen zu diskutieren, da der mitochondriale
Raum in der Skelettmuskulatur, wie bereits gesagt, nur
einen geringen Anteil hat.

C-Raum: Glycerini-P-Pyruvat-Dismutation

Abb. 7 zeigt einen von Sacks*®) und Mitarbeitern ent-
deckten Effekt am Beispiel eines in situ unter leichter
Athernarkose tetanisch gereizten Bauchdeckenmuskels:
Trotz Anstiegs des Lactat-Gehalts um eine Gréenordnung
iiber den Ruhe-Gehalt zeigt der Quotient Lactat/Pyruvat
cher fallende als steigende Tendenz.

Die Erklarung fiir den Mechanismus dieses Effektes, die
den Entdeckern entgangen ist, 1aBt sich aus unserem Ex-
periment ablesen. Sie liegt in der Wirkung der Glycero-
phosphat-Pyruvat-Dismutation:

Glucose (frei) + P?~ - Glycerin 1-P?~ 4+ Pyruvat™ + H+

oder
Glucose (Glycogen) + 2 P2~ + ADP3™ —»
Glycerin 1-P?~ 4 Pyruvat™ + ATP% + 2 H+
oder
2 Dihydroxyaceton 1-P?~ 4 P2~ + 2 ADP® + H+ »
- Giycerin 1-P?~ + Pyruvat™ + 2 ATP4™

Die Stochiometrie dieser Substratbeziehungen ist bereits
zu einem frithen Stadium der Bemiihungen um das Reak-
tionsschema der Glykolyse von den Arbeitskreisen Emb-
dens* 45) und Meyerhofs*6- 47) klargelegt worden. Der Zu-
wachs des Pyruvats unter tetanischer Anstrengung ent-
spricht in Abb. 7 mit verbliiffender Genauigkeit dem Zu-
wachs des Glycerin 1-P.

Die zellphysiologische Funktion dieses Konstruktions-
prinzips liegt darin, daB durch ein Anheben des Pyruvat-
Spiegels das System Lactat/Pyruvat ins Ungleichgewicht
gesetzt wird, so daB der — energieliefernden — Oxydations-
reaktion der Glykolyse bedeutende Mengen Wasserstoffs
(10 Mikromol/gg in 7 sec.) entzogen werden. Kinetische
und energetische Aspekte wirken hier zusammen: die Lac-
tat-dehydrogenase wird durch das Ungleichgewicht be-
fliigelt, und zugleich ein wesentlich hoherer Konzentrations-
gradient des Lactats iiber die Zellmembran ausgebildet als
bei einem gleichen Anstieg des ,Ist-Potential im DPN/
DPNH-System ohne die Wirkung der Glycerin 1-P-Pyru-
vat-Dismutation erreichbar wire. Auf diese Weise wird das
energetische Potential der Oxydationsreaktion der Gly-
kolyse gehalten. Mdoglicherweise werden diese Funktio-
nen noch dadurch vervoilkommnet, daB sich das Gly-
cerin 1-P-Dihydroxy-acetonphosphat-System im Zustand
der Ruhe im Ungleichgewicht befindet. Bei der Auswer-
tung der in der Abbildung verzeichneten q,-Quotienten

‘3) J. Sacks u. J. H. Morton, Amer. j. Physiol. 786, 221 [1956].

44y G. Embden u. J. Deuticke, Hoppe-Seyler’'s Z. phySlOl Chem. 230,
29, 50 [1934].

%) G. 'Embden u. Th. Ickes, ebenda 230, 63 [1934].

46) 0. Meyerhof u. D. McEachern Biochem. Z. 260 417 [1933].

47) O. Meyerhof u. W. Kiessling, ¢benda 264, 40 [19.

48) Th, E. Friedemann u. C. J. Baborka, J. Biol. Chemlstrv 747,993
[1941].
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fiir das DPN/DPNH-System ist zu beriicksichtigen, daB
mit dem Anstieg des Lactats eine Anreicherung der Wasser-
stoff-Tonen verbunden ist. Die Diskussion der komplizier-
teren Verhaltnisse bei ,,sfeady state“-Reizung geben wir an
anderem Ort?7?).

Eine weitere, moglicherweise bedeutungsvolle Eigenheit
der Glycerinl-P-Pyruvat-Dismutation besteht darin, daf
sie, den oben stehenden Reaktionsgleichungen zufolge, in
den Pool des Zellphosphats in gleicher Richtung wie die
Zellatmung eingreift. Diesen Aspekt zeigen wir am Me-
tabolitmuster der Flugmuskeln der Wanderheuschrek-
ken (Abb. 10 und 11). Eine Besonderheit des Enzymver-
teilungsmusters dieses als Modell fiir das Studium der Um-
setzung chemischer Energie in mechanische Arbeit beson-
ders geeigneten Gewebes besteht darin, dafl im Insekten-
flugmuskel mangels zureichender Aktivitat der Lactat-
dehydrogenase (Abb. 12) (im Gegensatz zu den Sprung-
muskeln (Abb. 13)) das System Lactat/Pyruvat praktisch
bedeutungslos ist. Die in Abb. 10 mit ST eingetragenen
Metabolitgehalte betreffen den Zustand nach Beatmung
mit Stickstoff fiir 90 sec. Abb. 11 zeigt die Bilanz. Weitere
Einzelheiten sind in den Legenden enthalten.

O
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Abb. 13. Hinterbeinmuskel der Ratte und Sprungmuskel der Wan-
derheuschrecke?: 4%): Qualitative Ubereinstimmung der Enzym-
verteilungsmuster (gf = Frischgewicht)

Bei ndherer Betrachtung dieser Bilanz fallt auf, daB der
Anstieg des Pyruvat-Spiegels hinter demjenigen des Gly-
cerophosphats zuriickbleibt. Dieses Phanomen ist inzwi-
schen auch von Kubi§ta®®) an Flugmuskeln der Schabe
beobachtet worden. Es kommt wahrscheinlich dadurch zu-
stande, daB das Glycerophosphat/Dihydroxy-acetonphos-
phat-System Wasserstoff nicht nur aus der Oxydations-
reaktion der Glykolyse, sondern auch aus anderen Redox-
systemen der Zelle, moglicherweise sogar aus dem M-Raum
aufnimmt. Kubisfa konnte einen Anstieg des Acetat-
Spiegels beobachten. In unseren Versuchen zeigt sich ein
Anstieg des Citrats, Malats und «-Ketoglutarats.

Glykolyse

Von unserem Standpunkt aus gesehen liegt die un-
mittelbare Ursache fiir die Erscheinung der Glykolyse im
Auftreten eines Konzentrationsgradienten fiir Lactat iiber
die Zellmembran. Bringt man Gewebe, die im C-Raum
iiber ausreichende Aktivitat der Lactat-dehydrogenase ver-
fiigen, in ein Lactat-freies Medium, dann werden sie infolge
der Permeabilitatverhdltnisse so lange Lactat in den Aufien-
raum verlieren, bis die Spiegel des freien Lactats in beiden
Raumen ausgeglichen sind. Aus der Verteilung des Lactats
und Pyruvats zwischen dem Plasma und den Zellen (vgl.
zum Beispiel 5), die in erster Naherung nicht den Gesetz-
méBigkeiten der Donnan-Verteilung folgt, darf man schlie-
Ben, daB diese Sduren undissoziiert permeieren. Da die

49) A. Delbriick, E. Zebe u. Th. Biicher, ebenda, im Druck.
50) V. Kubiéta, Biochem, Z. 330, 315 [195
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Dissoziationskonstanten der beiden Sduren sich um eine
GroBenordnung unterscheiden, der Anteil der undisso-
zijerten Form am gesamten Lactat also groBer ist, darf an-
genommen werden, daf Lactat dem Pyruvat vorauseilt.

Diese Gegebenheiten treffen nicht nur fiir jene ,,Glyko-
lyse* zu, welche prinzipiell und unabhingig vom Status
der Sauerstoff-Versorgung beim Uberfiithren von Geweben
in unphysiologische Verhaltnisse méglich ist, sondern man
beobachtet das Vorauseilen des Lactats auch in vivo, z. B.
im Blutplasma in den ersten Minuten nach der Beendigung
kurz dauernder aber erheblicher Muskelanstrengungen*8).

Vergleicht man den Zustand des Systems Lactat/Pyru-
vat im tetanisch gereizten Muskel (Abb. 7) und im Lympho-
sarkom (Abb. 5), dann zeigt sich, daB es in vivo zwei ver-
schiedene Grenztypen von Glykolyse gibt, diejenige, wel-
che (von den oben erorterten kurzzeitigen Schwankungen
abgesehen) den Quotienten Lactat/Pyruvat des Plasmas
nicht dndert, und diejenige des Tumors, die das Lactat
im extrazellularen Raum einseitig anreichert.

Die Ursachen fiir letztere Gegebenheit sind fraglos kom-
plex. Ein wesentlicher Faktor liegt jedoch in der Diskre-
panz zwischen den Aktivitaten der Lactat-dehydrogenase
und Glycerophosphat-dehydrogenase, die wir mit Aus-
nahme der Ascitestumoren in allen bislang untersuchten
experimentellen Tumoren feststellen konnten ***). Wir wol-
len es jedoch vermeiden, im Hinblick auf diese Befunde das
Problem der Malignitat anzuschneiden.

C-Malat-dehydrogenase
und M-Malat-dehydrogenase;

Extrahiert man einunddieselbe Gewebsprobe wiederholt
unter steigend aggressiven osmotischen und mechanischen
Bedingungen der Desintegration und verfolgt den Gang
der spezifischen Aktivitdten von Extrakt zu Extrakt, wie
in Abb. 14 dargestellt, dann lassen sich weitgehend sichere
Aussagen iiber die Verteilung der Enzymaktivitaten auf
die beiden fiir uns wesentlichen Zellriume gewinnen%).
Es ergibt sich auf diese Weise in Bestitigung einer Unter-

**%) Dr. Dr. Chr. Hackmann, Institut fiir experimentelle Pathologie
der Farbenfabriken Bayer AG., und Dr. H. Schmidt-Ruppin,
Chemotherapeutisches Laboratorium der Farbwerke Hoechst
A.G., danken wir auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung eines
reichen Materials experimenteller Tumortiere. Unseren Kollegen
J. Linzbach und E. Henschel, Pathologisches Institut der Uni-
versitdt Marburg, danken wir fiir die histologische Beurteilung
unseres Tumormaterials.

suchung von Christie und Judah$3), daB zur Grundausstat-
tung lebender Zellen zwei Malat-dehydrogenasen gehdren,
deren eine sich in dem gleichen Raum wie die Enzyme der
Glykolyse, deren andere sich in den Mitochondrien befin-
det. Das Enzym der Mitochondrien ist nach griindlicher
mechanischer Zerstérung ohne weiteres mit Wasser extra-
hierbar.

Diese beiden Enzyme katalysieren zwar die gleiche
Reaktion mit in erster Naherung gleicher Spezifitat, sie
unterscheiden sich jedoch in allen von uns bislang unter-
suchten Eigenschaften, die das Verhaltnis zwischen Enzym-
protein und Substrat betreffen*?) (pg-Optimum, DPN-
Sulfit-Hemmung, Substrataffinitit). Nur das Enzym der
Mitochondrien zeigt die in der Literaturs') beschriebene
Hemmung durch Oxalacetat, also sein eigenes Substrat,
die sich bereits bei sehr geringen Konzentrationen bemerk-
bar macht (Abb. 15). Wir finden in den drei von uns bis-
lang untersuchten Geweben (Flugmuskel, Leber und Epi-
theliom (Geschwulst)) die gleichen qualitativen Unter-
schiede, ein Umstand der nicht nur die oben gefiihrte Ar-
gumentation stiitzt, sondern auch in zellphysiologischer
Hinsicht besonderes Interesse beansprucht.

Die Aktivitaten der beiden Malat-dehydrogenasen, die
wir als C-MDH und M-MDH bezeichnen wollen, entsprechen
sich gegenseitig in der GroBenordnung. Die Enzyme sind
jedoch so weitgehend voneinander getrennt, daB man im
Rohrzuckerhomogenat fast ausschlieBlich die Aktivitit des
C-Enzyms testet.

Der Versuch einer umfassenden Diskussion der Funk-
tionen der C-Malat-dehydrogenase ware verfritht. Einen
moglicherweise niitzlichen Hinweis vermag man jedoch
zu gewinnen, wenn man das Redox-Potential des Ma-
lat/Oxalacetat-Systems mit denjenigen der anderen
Metabolitsysteme der DPN-Gruppe vergleicht (Tab. 2). Es
zeigt sich dann, daB bei der hohen Aktivitit der Dehydro-
genase Oxalacetat in merklichen Konzentrationen nur
dann ,existieren“ kann, wenn der Quotient DPN/DPNH
sehr hohe Werte erreicht. Die Messung am Lebergewebe
in Abb. 5 gibt ein Beispiel fiir diesen Aspekt. Oxalacetat
war dort mit den empfindlichsten photometrischen Me-
thoden gerade noch erfaBbar.

503) G. S. Christie u. J. D. Judah, Proc. Roy. Soc. [London] 147

7420 [1953).
1y D, D. Davies u. E. Kun, Blochem. J. 66, 307 [1957].
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ABBI  Apb. 14. Gesamtaktivitit (schraff. Blocke, linke Skala) und spezifische Aktivitat (helle Blocke, rechte Skala) in Ex-

trakten bei wiederholter Homogenisation der gleichen Gewebsprobe (Uberstand nach 10 Min. bei 10° g)1#). Absinken der
spezifischen Aktivitat bei Enzymen des C-Raums, Anstieg bei Enzymen des M-Raums. Links: Rattenleber; Mitte: In-
sekten-Flugmuskel (Locusta); Rechts: Epitheliom Impftumor (Ratte).
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In diesem Zusammenhang erscheint uns die Frage
richt unverniinftig, ob solche Bedingungen im M-Raum
unter allen Funktionszustanden gegeben sind. Man fin-
det namlich in isolierten Mitochondrien bei Mangel an
Phosphat-Acceptor (Atmungskontrolle) und im anaeroben

i | Yo

Test

e

1 | 1 | | C
7 2 3 4 BmM
BT Oralacetat
Zustand praktisch vollstindige Reduktion des intra-

mitochondrialen DPN. Mit dem Verschwinden des Oxal-
acetats, seines Schliisselsubstrats, wiirde damit der Citrat-
Cyclus zusammenbrechen und miiBte bei einem Angebot
von Phosphat-Acceptor bei steigender Zelleistung oder
bei erneut eintretender Sauerstoff-Versorgung wieder neu
aufgebaut werden. Das ,,Ist-Potential des DPN-Systems
im C-Raum ist andererseits infolge der gegenseitigen
Hilfestellung der Metabolitsysteme der DPN-Gruppe und
der Koppelung aller Gewebe und Gewebsteile durch das
Lactat/Pyruvat-System im Bereich eines positiven ,,Ist-
Potential“ stabilisiert. Der C-Raum konnte also durch die
Aufrechterhaltung eines zwar niedrigen, jedoch konstanten
Spiegels von Oxalacetat eine wesentliche Hilfestellung fiir
den Citrat-Cyclus leisten. Die Hemmbarkeit der M-Malat-
dehydrogenase durch Oxalacetat konnte sich ebenfalls im
Sinne einer Stabilisierung dieses fundamentalen Apparats
auswirken.

In diesem Zusammenhang erscheint die in Abb. 6 dar-
gestellte merkliche Erniedrigung des ,Ist-Potential” in
der DPN-Gruppe des C-Raums in der Leber alloxan-diabe-
tischer Ratten bemerkenswert2?), da sich bekanntlich
viele der Symptome des Diabetes durch einen Mangel an
Oxalacetat erkldren lassen.

M-Raum: Glycerophosphat

Wir kennen heute dreierlei verschiedene Stoffwechselbe-
ziehungen der Substanz L-Glycerin 1-P:

1.Dieobenerorterte Zugehorigkeit des Redox-Systems Gly-
cerin 1-P-Dihydroxyaceton-P zur DPN-Gruppe des C-Raums.

2. Die zentrale Stellung dieser Substanz im Lipid-meta-
bolismus als Ausgangsprodukt fiir die Synthese von Gly-
cerin-Phosphatiden und Neutralfetten%2-54) sowie — un-

52) A, Kornberg u. W. E. Pricer, J. biol. Chemistry 204, 345 [1953].

53)[ B. Weiss u. E. P. Kennedy, J. Amer. chem. Soc. 78, 3550
19

54y S, B ezss, S. Wagner Smith u, E. P. Kennedy, Nature [London]
178, 594 [1956].
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mittelbar3®) oder mittelbar nach Phosphorylierung von
Glycerin®) — als Abbauprodukt.

3. Die 1918 von O. Meyerhof in extrahierten Muskeln
entdeckte , Atmungserregung durch Glycerin-phosphor-
sdure*5¢), mit der wir uns im folgenden zu befassen haben.

Die Untersuchungen Meyerhofs
wurden von Green und seinem Ar-
beitskreis aufgegriffens?-5%), der
das strukturgebundene Enzym
der Glycerinl-P-Oxydation in

[e) r——————— g —— — . M
- - r -
A Eramiodhondridl einer groBeren A.Anzahl von Ge
PR weben nachgewiesen und das
2N Prinzip der von ihm katalysier-
i o ten Reaktion dargelegt hat:
21 / Abb. 15, MDH-Locusta- L-Glycerin 1-P2~ 4. ‘Oz >
o B . . Flugmuske!l. C-Malatdehy- . 2
) -p?
o Intramitochondrial drogenase (erster Sucrose- Dihydroxyaceton-P*~ 4 H,0
extrakt in Abb. 14) und AGy = —46 [Kal/mol]
M-Malatdehydrogenase (Po2 0,02 [Atm.])
(vorletzter Extrakt in Meyerhof-Green-Enzym

Abb. 14)%). Abhangigkeit
der Enzymaktivitit von
der Oxalacetatkonzen-

Diese Reaktionsgleichung ist in
der Folge zundchst von Lardy®°),
in letzter Zeit in mehreren Labo-
ratorien9- é1) in allen Einzelhei-
ten, auch den sterischen belegt
worden. Auch in der Isolierung
des Enzyms sind Fortschritte er-
zielt worden®® %4) und méglicher-
weise &dhnelt seine Wirkungs-
gruppe derjenigen der Succino-
dehydrogenase.

1956 entdeckte E. Zebe®?), daB Glycerin 1-P durch das Ho-
mogenat von Insektenflugmuskein wesentlich intensi-
ver veratmet wird als alleanderen Substrate, die anzubieten
nach dem derzeitigen Stand unserer Kenntnisse des Interme-
didrstoffwechsels sinnvoll erscheint — eine Beobachtung, die
um so iiberraschender war, als bereits bekannte Untersu-
chungen beispielsweise von Sackfor an Fliegenmuskeln %) kei-
nerlei Besonderheiten fiir diese Substanz erwarten lieBen.

Die ndhere Untersuchung des Effekts1® %) ergab, daB
die Atmung der Homogenate im Bereich physiologisch
sinnvoller Substratkonzentrationen der struktur-gebun-
denen Oxydase zuzuschreiben waren, obwohl der C-Raum
der Muskeln iiber eine auffallig hohe Aktivitit der DPN-
spezifischen Dehydrogenase verfiigt® 83) (vgl. Abb. 12).

Diese Untersuchungen, welche zur Formulierung des sog.
Glycerin 1-P-Cyclus fiihrten (vgl. 568 und Abb. 16), gaben
in mehreren Arbeitskreisen AnlaB, die zellphysiologischen
Funktionen der Glycerin 1-P-Enzyme unter den Aspekten
des energieliefernden Stoffwechsels auf brelter Basis zu
untersuchen %0 61, 613, 73),

Verstandlicherweise nehmen die in dieser Hinsicht in
unserem Arbeitskreis erzielten Ergebnisse in den folgenden
Erorterungen des Netzwerks der Redox-Systeme im M-
Raum in manchen Abschnitten eine Vorrangstellung ein.
Dies ist umso eher zu vertreten, als einerseits viele grund-
satzliche Gegebenheiten der Atmungskette unabhingig
von der Natur des veratmeten Substrats sind und anderer-
seits die iiber das Glycerin 1-P mitgeteilten Ergebnisse

tration.

55y R. M. C. Dawson, Biochem. J. 62, 689 [1956], 64, 192 [1956].

56) 0. Meyerhof, Arch. Physiol. 775, 20 [1919].

57) D. E. Green, Biochem. J. 30, 629 [1936]

58y D. E. Green' u. j. G. Dewan, ebenda 37, 1069 [1937].

5%y J. G. Dewan u. E. Green ebenda 37, 1074 [1937].

8) T. C. Tung, L. A Anderson u, H. A. Lardy, Arch. Biochen.
Biophysics 40, 194 [1952].

81y B. Sacktor u. D.G. Cochran Biochim. biophysica Acta [Amster-
dam] 26, 200 [1957].

Slay B, Sacktor u. R. Estabrook, Fed. Proc. 77, 301 [1958].

82y E. Zebe, Experientia [Basel] 72, 68 [195 6]

$3) E. Zebe'u. W. H. McShan, ]. gen. Physiol. 40, 779 [1957].

84) L. Ringler u. T. P. Singer, Fed. Proc. 77, 297 [1958]
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noch nicht veroffentlicht wurden, wahrend fiir das Verhal-
ten anderer Substrate eine grofere Anzahl ausgezeichneter
Zusammenstellungen in der Literatur zu finden sind®).
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Abb. 16.

»Glycerin-1-P-Cyclus*“19)

Gleiches 148t sich iiber die Mitochondrien der Flugmus-
keln, welche im folgenden neben diejenigen der Leber ge-
stellt werden, sagen.

Steuerung des Wasserstoff-Umsatzes
durch Atmungskontrolle

Es gibt eine Vielfalt von mdglichen Steuerungsmecha-
nismen der Atmung (vgl.%%)). Der wichtigste und hier aus-
schlieBlich mit Atmungskontrolle bezeichnete Mechanis-
mus besteht in der Kopplung der Atmungsgeschwindigkeit
mit der oxydativen Phosphorylierung. Hierbei wird
der ElektronenfluB der Atmungskette durch die Uber-
fithrung von Phosphat in energiereiche Bindung gesteuert.
Ohne den Phosphat-Acceptor ADP ist die Atmungskette
in Gegenwart von Substrat und Sauerstoff blockiert, so daB
keine Verluste der an ihr entwickelten freien Energie ent-
stehen. Sobald ADP aus einem energieverzehrenden Prozef
an die Atmungskette gelangt, wird es in ATP iiberfiihrt
und l6st damit die Atmung aus.

Die Funktion der Atmungskontrolle an isolierten Ratten-
leber-Mitochondrien ist zuerst von Lardy und Wellmann®")
beschrieben worden. Chance und Williams 6:8) gelang es,
einen wesentlichen Einblick in den Mechanismus der At-
mungskontrolle und oxydativen Phosphorylierung zu ge-
winnen. Untersuchungen dhnlicher Art und die Funktion
der Atmungskontrolle seien am Beispiel der Glycerin 1-P-
Atmung von intakten Locusta-Flugmuskel-Mitochondrien
besprochen?®). Die Spezialisierung des Flugmuskels auf den
oxydativen Stoffwechsel, die daraus resultierende hohe
Mitochondriendichte des Gewebes und die groBe Aktivitit
der Glycerin 1-P-Oxydation erweckten besonderes In-
teresse an den Eigenschaften der Flugmuskelmitochon-
drien. Es gelang uns, Mitochondrien aus Locusta-Flugmus-
kel unter geeigneten Bedingungen zu gewinnen, die mit
Glycerin 1-P und den Tricarbonsdure-Cyclussubstraten
Atmungskontrolle aufweisen.

Die Ausriistung dieser Mitochondrien mit den Kompo-
nenten der Atmungskette wird durch ein Differenzspek-
trum in Abb. 17 gezeigt,in dem die Differenz der mit Gly-
cerin 1-P und ADP anaerob reduzierten und in Gegenwart
eines Uberschusses von ADP véllig oxydierten Atmungs-
kette registriert ist. Das untere Spektrum zeigt die von
Rattenlebermitochondrien her bekannten Absorptions-

65) M. Klingenberg, E. Ritt u. Th. Biicher, Biochem. Z., im Druck.

88y H. A, Lardy, Vortrag auf dem 3. Internat. KongreB fiir Bioche-
mie, Briissel, August 1955.

87y H, A. Lardy u. H. Wellmann, J. biol. Chemistry 795, 25 [1952].

83) B. Chance u. G. R. Williams, ebenda 217, 409 [1955].
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maxima?®). Die Absorptionsbande der Pyridinnucleotide ist
allerdings viel schwicher und verschmilzt mit einer von
uns als Cytochrom c 3-Bande identifizierten Absorptions-
bande zu einem Maximum bei 320 mu. Rattenherz-Mito-
chondrien besitzen ein ahnliches Absorptionsmaximum,

Cy/ i
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Abb. 17. Glycerin 1-P + ! 0, - Dihydroxyaceton-P + H,0
in Flugmuskelmitochondrien: Differenzspektren verschiedener Zu-
stande der Atmungskette®?),

Unten: Anaerob mit Substrat gegen aerob ohne Substrat (alle Kom-
ponenten der Atmungskette sind iiber 95 % reduziert); (Basislinie
gestrichelt)

400 380 360 340 mu 320
Wellenlinge

sonst gleiche Zusammen-
setzung:
0,85 mg Prot./ml, ADP
1,5 mM, HPO,” 2 mM,
Mg?+2mM, EDTA 1 mM,
TRAP 10 mM, pg 7,2,
25°C
Oben: Zustand mit Substrat unter Atmungskontrolle (Cytochrom b
zu 65 % und DPNH fast vollstandig reduziert).
MeBkiivette mit «GP, ohne ADP (state
4 nach Chance)

Vergleichskiivette mit «GP, mit ADP

(1,5 mM)

Registrierung unmittelbar nach ADP-Zusatz. Basislinie nach Zugabe
von ADP zur MeBkiivette

MegBkiivette: mit «GP (2 mM) (anaerob)
Vergleichskiivette: ohne aGP (aerob)

sonst gleiche Zusammen-
setzung, vgl. oben

das von Holton und Mitarbeitern®®- 7°) — nach unserer An-
sicht auf Grund der vorstehend beschriebenen Experimente
irrtiimlicherweise — fiir gebundenes DPN gehalten wurde
(vgl. auch®)). Tatsichlich wiirde die Anwendung der von
Holton benutzten Bedingungen auf unsere Priparationen
das DPNH aus dem Differenz-Spektrum eliminieren, da
das DPN im Aeroben ohne ADP (Status 4) und im Anaero-
ben fast vollig reduziert ist. Es gelang, das mitochondriale
DPN der Flugmuskeln eindeutig in den Differenzspektren
zwischen dem ruhenden (Status 4) und aktiv phosphory-
lierenden Status 3 zu identifizieren (Abb. 17 oben). Sein
Absorptionsmaximum liegt genau bei 340 myu, da das
Cytochrom c infolge einer viel geringeren Absorptions-
differenz zwischen den beiden Zustidnden nicht mehr inter-
) F. A. Holton, Biochem. J. 64, 57 [1956].

) F. A. Holton, W. C. Hiilsmann, D. K. Myers u. E. C. Slater,
ebenda 67, 591 [1958].
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feriert. In gleicher Weise konnte von Chance?) das DPNH
in Herzmuskel-Mitochondrien nachgewiesen werden. Das
DPNH des M-Raumes besitzt somit das gleiche Absorp-
tionsmaximum wie freies DPNH.

Abb. 18 zeigt an einem Beispiel, wie die Redox-Zustiande
und die Kinetik der einzelnen Komponenten der Atmungs-
kette unter dem EinfluB von Substrat und ADP in Be-
ziehung stehen. Die gleichzeitige Bewegung von Wasser
durch die Mitochondrienmembran wird durch die Regi-
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Abb. 18. Sauerstoff-Verbrauch (Atmungskontrolle), Cytochrom

c-Kinetik und Schwellungsgrad von Flugmuskelmitochondrien mit

Glycerin 1-P%), Zusammensetzung der Suspension: 0,85 mg

Prot./ml Mitochondrien in 0,3 M Saccharose, 0,01 TRA-Puffer,

2 mM PO,, 2 mM MgCl,,.pg 7,2; 25°C

a. Atmungsregistrierung mit der rotierenden Platinelektrode. Die
AtmungsgroBen sind den entspr. Kurvenabschnitten zugeordnet,

b. Kinetik und Cytochrom c. Registrierung der Absorptionsdiffe-
renz zwischen dem Cyt. c-a-Maximum bei 550 mu. und dem isosbe-
stischen Punkt bei 541 my mit dem Doppelstrahlspektrophoto-
meter. (Die Spitzen der Registrierspur sind Riihreffekte bei Zu-
gabe der Substrate).

c. Schwellung der Mitochondrien. Registrierung bei einer von spe-

zifischen Absorptionsdnderungen relativ unabhangigen Wellen-
linge mit dem Doppelstrahlspektrophotometer.
Abnehmender Extinktion entspricht eine Zunahme der Schwel-
lung. Die zugegebenen Volumina der Substratlosungen pro ml
Suspension betragen I gL je 0,1 mM ADP, 2 uL fiir 2 mM a-GP,
Der pro uL erzeugte Verdinnungseffekt von AE = —0,003 ist je-
weils zu beriicksichtigen. Die unterschiedliche Kinetik in B und C
bei ADP-Zugabe 143t auf Wasserbewegungen schlieBen. Bei
Anaerobiose (O, - O) Stérung durch eine spezifische Absorp-
tionsdnderung.
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strierung der Triibung demonstriert (vgl. auch??.72)), Die
enge Kopplung des Redox-Zustandes von Cytochrom ¢ mit
der Atmungsgeschwindigkeit ist offensichtlich. ADP-Zu-
gabe bei Beginn erschopft das unter starker Atmungskon-
trolle stehende endogene Substrat. Die anschlieBend regi-
strierten Effekte sind dann nur noch dem Glycerin 1-P als
Substrat zuzuschreiben. Als ein MaB fiir die Kopplung der
Atmung mit der oxydativen Phosphorylierung kann man
(nach?)) den Quotienten der Atmung unter ADP-Sit-
tigung und nach ADP-Verbrauch ansehen. Er betragt
hier 3, wahrend in vivo fiir den Flugmuskel beim Ubergang
Ruhe~Flug einQuotient von mindestens 20 beobachtet wird.
Man mufl annehmen, daB die geringere Atmungskontrolle
in isolierten Mitochondrien auf eine Schadigung bei der
Isolierung aus dem Gewebe zuriickzufiihren ist. (Dafiir
sprechen auch die unten mitgeteilten Messungen des P/O-
Quotienten der Mitochondrien.) Unter dem Vorbehait, daf
dies zutrifft, ist auch fiir den Insektenflugmuskel der gleiche
Mechanismus der Atmungskontrolle nachgewiesen, wie er
bisher fiir Leber und Herz von Warmbliitern postuliert
wurde. Eine Kontrolle der Atmung durch einen Metall-
komplexbildner wie er von Sacktor und Estabrook$1?: 73)
fiir Flugmuskelmitochondrien gefordert wird, ist nunmehr
unwahrscheinlich geworden, wenn auch gewisse Zusammen-
hiange zwischen der Funktion des Glycerin 1-P-oxydieren-
den Systems und divalenten Kationen bestehen.
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Abb. 19. Die Atmungskette in Flugmuskelmitochondrien. Zusam-

menfassung der mit dem Doppelstrahlspektrophotometer erhaltenen
Daten (zur Versuchstechnik vgl. Abb. 18)%%). Der Reduktionsgrad
in den einzelnen Zustdnden der verschiedenen Komponenten ist auf
die Maximalextinktion (in der Abbildung: Gesamtextinktion) be-
zogen, welche fiir jede Komponente durch eine Reduktionsreaktion
ermittelt wurde, die Fremdextinktionen ausschlieBt.

Eine Zusammenstellung der mit dem Doppelstrahl-
spektrophotometer gemessenen stationiren Zustiande der
Komponenten der Atmungskette demonstriert den Zu-
sammenhang mit der oxydativen Phosphorylierung (Abb.
19). Die Atmungskette, versorgt mit Glycerin 1-P, aber
nicht phosphorylierend (Status 4), also mit relativ geringe-
rem ElektronenfluB, weist vom Cytochrom a bis zum DPN

71y B. Chance u. M. Baltscheffsky, ebenda 68, 283 [1958].
72) B, Chance u. L. Packer, ebenda 68, 295 [1958].

) R. W. Estabrook, B. Sacktor u. B. Chance, XVt Internat. Congress
of Zoology, Sect. VI, Paper 57.
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cinen steigenden Reduktionsgrad auf. ADP-Zugabe er-
hoht den Elektronenfluf und bewirkt eine Oxydation aller
Komponenten bis auf Cytochrom a, das partial reduziert
wird. Der zwischen Cytochrom ¢ und Cytochrom a liegende
Umkehrpunkt stellt nach einer von Chance und Williains®)
unter gewissen Voraussetzungen entwickelten Theorie einen
unmittelbar an der oxydativen Phosphorylierung beteilig-
ten Reaktionsschritt dar. Nach dieser Theorie speichern die
reduzierten Komponenten der Atmungskette Energie in
Form von den Elektronentransport blockierenden, energie-
reichen Intermedidrverbindungen.

Die Zugabe von ADP spaltet die Intermediarverbindun-
gen in Gegenwart von anorganischem Phosphat unter Bil-
dung von ATP und gibt damit den Elektronentransport
frei. Die Lokalisierung weiterer Schritte der oxydativen
Phosphorylierung an der Atmungskette hingt von dem
Angriffspunkt des Glycerinl-P ab. Auf Grund des Normal-
potentials von Glycerinl-P zwischen DPN und Flavo-
protein ist man geneigt, letzteres als dehydrierende Gruppe
der Glycerin 1-P-Oxydase anzunehmen. AuBerdem lassen
sich (beispielsweise durch Extraktion mit Wasser) Glycerin-
1-P-Oxydase-Préparationen gewinnen, die kein DPN be-
sitzen, aber mit den iibrigen Komponenten der Atmungs-
kette ausgestattet sind. Da man zwei Schritte der oxydati-
ven Phosphorylierung zwischen Flavo-Protein und Sauer-
stoff annimmt, mufl man wie fiir Succinat auch fiir Gly-
cerin 1-P einen maximalen P/O = 2 setzen. Die in Abb. 18
demonstrierte Messung ergibt einen P/O = 1,65. Dies zeigt,
daf} die hier verwandten Mitochondrien oxydative Phos-
phorylierung mit guter Ausbeute ausfiihren. Folgende Be-
funde deuten darauf hin, daB der zweite Schritt der mit der
Glycerin 1-P-Oxydation verbundenen oxydativen Phos-
phorylierung am Flavoprotein oder Cytochrom b statt-
findet.

Reversibilitiit der oxydativen
Phosphorylierung

Unter ADP-Mangel wird das DPN von Atmungskon-
trolle fiihrenden Mitochondrien durch Glycerin 1-P zu 70 bis
909, reduziert. Dies lie sich durch enzymatische Analyse
nachweisen und ist bereits im Differenzspektrum der Abb.
17 oben angedeutet. Die weitgehende Reduktion des
DPN durch Glycerinl-P muf} in Anbetracht des um etwa
100 mV iiber dem DPN liegenden Normalpotentials von
Glycerin1-P unter Verbrauch freier Energie stattfinden
(vgl. auch™)). Die zusdtzliche Energie wird den mit der
oxydativen Phosphorylierung gekoppelten Reaktionen ent-
nommen. Dabei bleibt es offen, ob es sich um eine voll-
stindige Umkehrung der oxydativen Phosphorylierung
unter Verbrauch von ATP handelt oder hier die Reversibi-
litdit der Bildung energiereicher Zwischenverbindungen
(~ X) demonstriert wird, die sich bei Glycerinl-P-Angebot
an der Atmungskette ausbilden. Eine mégliche Reaktions-
folge sei hiermit angefithrt: Glycerinl-P reduziert eine
Komponente (A) der Atmungskette, wahrscheinlich ein

in der Reduktion des DPN gespeichert. Folgendes Schema
gibt diese Reaktionen wieder:

Glycerinl-P + A = AH, + DAP
AH,+ ~ X = AH,~ X

AHy~X + DPN* = A + DPNH + X + H+
X + ATP <~ X+ ADP + P

oder X+ AH,+B =~ X+ A+ BH,

Die Impermeabilitit der Mitochondrien-Membran
fiir Diphosphopyridin-nucleotid

Da die umhiillende Doppelmembran die Mitochondrien
vom Cytoplasma abtrennt, kénnen ihre Permeabilitats-
eigenschaften den Weg des Wasserstoffs wesentlich beein-
flussen. Die Isolierung der funktionstiichtigen Mitochon-
drien durch Zellfraktionierung hangt zum Teil von der
Impermeabilitat der Membran fiir die mitochondrialen Co-
fermente ab. Daraus kann man umgekehrt schlieBen, daB
die Membraneigenschaften von isolierten, funktionstiich-
tigen Mitochondrien dem physiologischen Zustand nahe
kommen.

Funktionstiichtige (intakte) Mitochondrien-Préapara-
tionen sollen folgende Eigenschaften erfiillen: Sie oxydieren
die Tricarbonsaure-Cyclussubstrate ohne Zusatz von Coen-
zymen. Sie besitzen einen hohen Grad von Atmungskon-
trolle, d. h. die Atmung verlangsamt sich wesentlich nach
Erschopfung des Phosphat-Acceptors. Sie fithren die oxyda-
tive Phosphorylierung mit hoher Ausbeute aus. Bisher sind
diese Kriterien nur fiir Mitochondrien aus Leber, Herzmuskel
und Insektenflugmuskel nachgewiesen worden 8567, 70, 71, 75)

Von Lehninger?®) wurde zuerst auf die selektive Per-
meabilitdt intakter Rattenlebermitochondrien fiir Wasser-
stoff-Donatoren hingewiesen. Er beobachtete, daBl exogenes
DPNH nur sehr langsam im Vergleich zu B-Hydroxy-
butyrat veratmet wird. Durch die Zugabe von Cytochrom ¢
konnte ein sog. duferer, nicht phosphorylierender Oxyda-
tionsweg fiir das exogene DPNH erschlossen werden. Wenn
die Mitochondrien vorsichtig einem hypotonen Schock aus-
gesetzt werden, veratmen sie auch das exogene DPNH ohne
Zusatz von Cytochrom c, nun unter Bildung von energie-
reichem Phosphat. Dieser innere Oxydationsweg steht bei
intakten Mitochondrien offenbar nur dem endogenen
DPNH zur Verfiigung, das in den Mitochondrien von
hineindiffundierenden Substraten reduziert wird. Diese
Permeabilitatseigenschaften wiirden eine Blockierung des
cytoplasmatischen DPNH von der Atmungskette bedeuten
und umgekehrt ein Herausdiffundieren des mitochondrialen
DPNH verhindern.

Daher 146t ‘sich ein hoher Pyridinnucleotid-Gehalt nur
in intakten, Atmungskontrolle fiihrenden Mitochondrien
nachweisen. Man mufl annehmen, daB zumindest ein Teil
der Pyridinnucleotide nicht frei im M-Raum diffundieren
kann, sondern in enger Bindung mit spezifischen (aktiven)
Orten steht.

F in, die ebenfalls in DPN-freien lycerinl-

Iaw.)pmtem’ . . in DPN-freien, che nl-p : drien [CYt-¢/Prot./DPN/Prot. TPN/Prot.
oxydierenden Prap.aratlonen vorkomn'lt. Diese Kom- Mltoc‘f/lg: ren UM 0 uM DPN/Cyt.c M TPN/Cyt. c
ponente erreicht einen hohen Reduktionsgrad nur bei ‘ 2 g g
Hemmung der Atmung unter ADP-Mangel. Durch Ver- Rattenleber .... | 0,3 2,2 \ 7,0 3,6 13
bindung mit einem energiespeichernden Intermedidrpro- Locusta o o
dukt der oxydativen Phosphorylierung (~ X) geht die _ Flugmuskel .. 075 | 40 | 53 | <02 | <1
reduzierte Komponente (AH,) selbst in einen energierei- Rattenherz™) .. 045 20 | 33 | — | —

Tabelie 6

chen Zustand (AH, ~ X) iiber, der sie zur Reduktion des
DPN befahigt. Somit wird die sonst in Gegenwart von
ADP der oxydativen Phosphorylierung zugefiihrte Energie

Pyridinnucleotid-Gehalt in Mitochondrien’8)

78) M. Rabinovitz, M. P. Stuhlberg u. P. D. Boyer, Science [Washing-
ton] 774, 641 [1951].

) B. Chance_u. G. Hollunger, Fed. Proc. 76, 703 [1957]. %) A. L. Lehninger, Harvey Lectures 72, 176 [1955].
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Abb. 20. Pyridinnucleotide in Leber-Mitochondrien bei verschie-

denen Zustdnden?®). Zusammensetzung der Suspension: 2,1 mg

Prot./ml Rattenleber-Mitochondrien, 0,25 M Saccharose, 0,01 TRA-

Puffer, 4 mM PQ,, 6 mM MgCl,, py 7,2, 25°C.

a. Atmungsregistrierung mit der rotierenden Platinelektrode. Die
AtmungsgroBen sind den entsprechenden Kurvenabschnitten
zugeordnet.

b. Kinetik und Steady States der Pyridinnucleotide, registriert mit
dem Doppelstrahispektrophotometer (MeBstrahl 340 my, Ver-
gleichsstrahl 380 mp). DOC = Desoxycorticosteron,

c. Analyse auf Pyridinnucleotide. Fiir jede Analyse wurde zu der
mit Pfeilen gekennzeichneten Zeit der Fig. B in der Kiivette je
ein Ansatz alkalisch oder sauer inaktiviert. In dem neutralisierten
Uberstand wurde auf DPN, TPN, DPNH und TPNH mit enzy-
matischen Testen analysiert. Enzymatische TPNH-Bestimmung
mit Glutathion-dehydrogenase (Delbriick, unverdffentlicht).

Die Striche entsprechen der Streuung von Messungen an 5—8 ver-
schiedenen Mitochondrien-Praparationen, Die Linien stellen die
Verbindung der Mittelwerte dar. Der Reduktionsgrad der
Pyridinnucleotide ist in der Kurve PNH/PN + PNH (PN =
DPN 4+ TPN usw.) aus den Mittelwerten der einzelnen berechnet.

Pyridinnucleotid-Gehalt des M-Raums

In der Tab. 6 ist eine Zusammenfassung der Pyridin-
nucleotid-Gehalte von drei Atmungskontrolle fiithrenden
Mitochondrien-Priparationen zusammengestellt. Der Py-
ridinnucleotid-Gehalt ist sowohl auf den Protein- als auch
auf den Cytochrom-c-Gehalt bezogen. Dieser letztere Wert
gibt das Verhiltnis der Pyridinnucleotide zur Atmungskette
wieder. Die Angaben fiir Leber und Flugmuskel sind Mittel-
werte aus einer Reihe von enzymatischen, am enteiweilten
Extrakt durchgefiihrte Analysen. Der Wert fiir Herz-
muskel-Mitochondrien wurde den spektroskopischen Be-
stimmungen 1) entnommen. Er wiirde also auch den TPN-
Gehalt einschlieBen. Die groBe Ahnlichkeit der Differenz-
spektren von Herzmuskel-Mitochondrien und Flugmuskel-
Mitochondrien macht jedoch wahrscheinlich, daf3 fast alles
im Herzmuskel beobachtete Pyridinnucleotid aus DPN be-
steht. Wir vermuten also, da das Fehlen wesentlicher
Mengen TPN typisch fiir Muskel-Mitochondrien ist. Die
Analyse an Lebermitochondrien steht in guter Uberein-
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stimmung mit den von Kaplan und Mitarbeitern??) erhal-
tenen Werten, soweit die Umrechnung als zuverlissig an-
gesehen werden darf.

Redoxstatus der Pyridinnucleotide im M-Raum

Die Trennung des C-Raums und M-Raums durch eine
fiir DPNH als impermeabel erwiesene Membran ermdéglicht
ein vom C-Raum abweichendes Redoxpotential der Py-
ridinnucleotide im M-Raum. Im folgenden sei versucht,
das Redox-Potential des DPN- und TPN-Systems sowie
ihre Kopplung miteinander mit Hilfe der in Abb. 20 be-
schriebenen Versuche zu ermitteln”). Im Gegensatz zu den
Untersuchungen am C-Raum werden hier die Redox-Zu-
stinde am isolierten M-Raum durch direkte enzymatische
Analyse der Pyridinnucleotide bestimmt, so daB zwischen
gebundenem und freiem PN nicht unterschieden wird. Die
Bestimmung der Redox-Potentiale der mitochondrialen
Pyridinnucleotid-Systeme erfordert aber — wie oben er-
ortert — die Kenntnis der Spiegel der oxydierten und redu-
zierten Form. Diese lassen sich prinzipiell bei Beriicksich-
tigung der Bindungskonstanten der Pyridinnucleotide an
den Enzymorten aus den Gehaltsbestimmungen berechnen.
Da wir hieriiber kaum Daten fiir die mitochondrialen
Enzymorte besitzen, wird der Versuch unternommen,
iiber den bereits fiir den C-Raum eingeschlagenen Weg der
Substratspiegelmessung eines mit dem DPN-System im
Gleichgewicht stehenden Redox-Paares auf das DPN-Redox-
Potential zu schlieBen. Hierzu dient das TPN-System, das
mit dem DPN-System im Gleichgewicht steht, und fiir
dessen Normalpotential eine Annahme eingefiihrt wird.
Das iiber die Gleichgewichtskonstante errechnete effektive
Normalpotential EJ (vgl. S. 559) des DPN gestattet die An-
wendung der Nernstschen Formel auf die Gehalte von DPN
und DPNH zur Berechnung des Redox-Potentials des DPN-
Systems.

Bei der Analyse der Abb. 20 muff man unterscheiden
zwischen den echten stationiren Zustinden (State 1, 3b, 4
und 3+ DQC), in denen man ein Gleichgewicht zwischen
dem DPN- und TPN-System vermuten kann, und den Uber-
gangszustanden (2a, 2b, 3a), die die Auftrennung und ki-
netische Kopplung des DPN und TPN-Systems demon-
strieren. Aus Abb. 20c¢ geht hervor, dall das TPN-System
unter samtlichen Bedingungen einen hoheren Reduktions-
grad aufweist als das DPN-System. Das Verhdltnis der
Reduktionsgrade der beiden Systeme ist unabhingig vom
angebotenen Substrat wie Versuche mit Succinat und
Pyruvat-Malat zeigten. Offenbar stehen das DPN- und
TPN-System im Gleichgewicht miteinander iiber die
Transhydrogenase-Reaktion.

TPNH + DPN = TPN + DPNH
[TPNH] - [DPN]

K = 1TPN7- [DPNT]

Die Gleichgewichtskonstante dieser Reaktion 148t sich
aus den Reduktionsgraden der stationdren Zustidnde be-
rechnen. Sie betragt fiir die stationiren Zustinde 1, 4
und 3 + DOC; K = 11. Damit wiirde das effektive Normal-
potential des mitochondrialen DPN-Systems um 30 mV
zum Negativen verschoben sein gegeniiber dem TPN-Sy-
stem. Wenn man die Annahme einfiihrt, da das Normal-
potential des mitochondrialen TPN-Systems gleich dem
des freien TPN ist, 148t sich das Normalpotential Ej des
DPN-Systems zu Ej = —324-30 = —354 mV berechnen.
Die Verschiebung des DPN-Ngrmalpotentials Eg um
weitere —10 mV beim Ubergang vom inaktiven Status 4

7y B. K. Jakobson, N. O. Kaplan, ]J. biol. Chemistry 226, 603 [1956].
78) M. Klingenberg u. W. Slenczka, Biochem. Z., im Druck.
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zum phosphorylierenden Status 3, in dem K = 22 wird,
deutet auf die enge Kopplung des DPN mit der oxydati-
ven Phosphorylierung hin.

Wie sich diese Ergebnisse mit der von Chance und
Mitarbeitern®) entwickelten Theorie, daB das mito-
chondriale DPNH im Status 4 in einer energiereichen
Verbindung vorliegt, vereinbaren lassen, bleibe dahin-
gestellt. Die Ergebnisse widersprechen dem von Chance
und Mitarbeitern?) auf Grund spektroskopischer Mes-
sung erhobenen Befund, daB das DPNH im Status 4
mindestens zu 999, reduziert vorliegt. Tatsichlich
findet, wie auch von Chance und Mitarbeitern argumen-
tiert, eine nur geringfiigige weitere Reduktion des DPN
beim Ubergang in den anaeroben Zustand statt. Ein Re-
duktionsgrad von iiber 609, wurde nur im Status 0 der
Mitochondrien vor der Inkubation, in welcheni sie durch
endogenes Substrat anaerob gehalten werden, oder im
nichtphosphorylierenden Status 4 mit Succinat als Sub-
strat beobachtet.

Es ist wahrscheinlich, daB das DPN-System wie im
C-Raum so auch im M-Raum iiber DPN-spezifische
Dehydrogenasen mit entsprechenden Substrat-Redox-
Paaren im Status 4 und im Anaeroben im Gleich-
gewicht steht. Redox-Paare mit einem Normalpotential in
der Nihe des mitochondrialen DPNs bilden Isocitrat-Keto-
glutarat und B-Oxybutyrat-Acetoacetat. Substratbestim-
mungen an diesen Systemen wiirden die Existenz dieses
Gleichgewichts bestdtigen. Der hochste Reduktionsgrad
mitochondrialen DPNs mit 70-909%, Reduktion wurde
bisher in den intakten Flugmuskel-Mitochondrien mit
Glycerin 1-P als Substrat beobachtet. Zusammen mit dem
Reduktionsgrad des DPN von 709, mit Succinat als Sub-
strat in Lebermitochondrien weist dies auf das negative
Potential der energiereichen Zwischenverbindung hin (vgl.
oben), die diese Substrate an der Atmungskette bilden. Es
erweist sich also, da im M-Raum das DPN- und TPN-
System, anders als im C-Raum, durch die Gegenwart der
Transhydrogenase auf gleichem Redox-Potential liegen.
Das effektive Redox-Potential liegt mit —356 mV im Status
4 und —334 mV im Status 3 erheblich unter dem Redox-
Potential des DPN-Systems und iiber dem Redox-Potential
des TPN-Systems im C-Raum.

Der kinetische Zusammenhang zwischen den beiden
Pyridinnucleotid-Systemen wird durch die DPN-TPN-
Analyse an den Ubergéngen von einem Status in den an-
deren erfaf3t. Bereits bei der Registrierung der Pyridin-
nucleotid-Absorption mit dem Doppelstrahlspektrophoto-
meter bemerkt man, daB bei Zugabe von ADP zu Mito-
chondrien im Status 1 oder Status 4 eine rasche Oxydation
der Pyridinnucleotide (Status 2a) stattfindet, die eine wei-
tere langsame Oxydation iiber mehrere Minuten nach sich
zieht (Status 2b). Auf Zugabe von Substrat fiir diesen Zu-
stand bemerkt man eine geringe, rasche Reduktion, die
wiederum von einer langsamen Reaktion befolgt wird. Die
Analyse im Status 2a und 3a zeigt, daB das DPN dem TPN
vorangeht. Die rasche, am Doppelstrahlphotometer be-
obachtete Oxydation und Reduktion entspricht auch
quantitativ dem DPN. Die Ergebnisse lassen sich gut deu-
ten, wenn man annimmt, dal das DPN eine Komponente
der Atmungskette bildet, wihrend das TPN iiber die
Transhydrogenase mit dem DPN gekoppelt ist. Es ist be-
kannt, daB die Transdehydrogenase in den Mitochondrien
lokalisiert ist8°). Die an isolierten Rattenleber-Mitochon-
drien gemessene Transhydrogenase-Aktivitatsl) kommt der
%) B, Chance u. G. R. Williams, J. biol. Chemistry 277, 409 [1955].
8) G. F. Humphrey, Biochem. J. 65, 546 [1957].

1) [PgA] Vignais u. P. M. Vignais, J. biol. Chemistry 229, 265
1957].
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hier an intakten Mitochondrien abschatzbaren Aktivitit
sehr nahe.

Die Steuerung des Redox-Potentials des TPN durch das
DPN und damit durch die Regulation der Atmungskette
diirfte eine groBe Rolle auch fiir den Stoffwechsel des C-
Raums spielen.

Steroidwirkung auf die Atmungskette

Es ist bekannt, daB Steroidhormone die Atmung von
isolierten Mitochondrien mit DPN-spezifischen Substraten
hemmen (vgl. z. B.®2)). In Untersuchungen mit H. J.
Hiibener®) haben sich eine Reihe von Steroiden wie Cor-
ticosteron, Ostradiol, Testosteron, Desoxy-corticosteron
als hochwirksame Blocksubstanzen fiir die Atmungskette
erwiesen. In Abb. 20 wird der Effekt nach Zugabe von
Desoxycorticosteron zum Status 3 (ausreichend Substrat
und ADP) der Mitochondrien gezeigt. Er ist noch mit
10-10-%molarer Steroid-Konzentration nachweisbar. Die
Pyridinnucleotide gehen dabei in einen Reduktionszustand
iiber, der bei maximaler Hemmung dem Status 4 (At-
mungshemmung unter ADP-Mangel) entspricht. Wenn
dieser Effekt der Steroidhormone physiologische Bedeu-
tung hat, dann stellt er einen von der Atmungskontrolle
durch oxydative Phosphorylierung grundsatzlich verschie-
denen, aber ebenfalls sehr wirksamen Steuerungsmechanis-
mus dar, der in der direkten Blockierung des Elektronen-
flusses durch die Atmungskette besteht. ’

Glycerin 1-P-Cyclus

Mit dem Einblick in die vielfaltigen Funktionen der
Pyridinnucleotide ist zugleich die Erkenntnis gewonnen
worden, daB diese in ihren verkniipfenden Funktionen,
wenn nicht ausschlieBlich, so doch weitgehend auf das
Wechselspiel der- Redox-Systeme innerhalb der einzelnen
Raume beschriankt bleiben. Daraus ergibt sich die unter
zellphysiologischen Aspekten besonders dringende Auf-
gabe, die Moglichkeiten fiir Redox-Beziehungen zwischen
den Riumen neu zu iiberdenken. In dieser Hinsicht wollen
wir die unseres Wissens von A. v. Szent-Gydrgyi®?: 88) erst-
mals konsequent durchgefithrte Konzeption der Wasser-
stoff-Uberfithrung durch Kreislaufe von Intermediir-Meta-
boliten erdrtern.

Wir haben bereits dargelegt, daB einander wirkungs-
maBig entsprechende Enzyme beiderseits jener Membran
lokalisiert sind, die den M-Raum umschlieft. Die oben
iiber Malat-dehydrogenasen mitgeteilten Befunde kénnten
dazu verfithren, das C,-Dicarbonsdure-System Szent-
Gydrgyis unmittelbar aufzugreifen, zumal sich aus Abb. 14
erkennen 1aBt, daB auch Transaminasen auf beiden Seiten
der Mitochondrienmembran angetroffen werden, selbst in
solchen Geweben, die wie die Flugmuskeln der Insekten
und das Herz weitgehend auf die Energietransformation
ausgerichtet sind.

Um uns nicht im Hypothetischen zu verlieren, fassen
wir stattdessen die Gegebenheiten zusammen, welche uns
veranlaBt haben, fiir die Flugmuskeln der Wanderheu-
schrecken einen Glycerin 1-P-Cyclus zu formulieren2®), der
die Redox-Systeme des C-Raums und des M-Raums mit-

82y W. Wernitsch, H. J. Hiibener u. St. Cloeren, Hoppe-Seyler’s Z.
physiol. Chem., im Druck.
83) H.  J. Hitbener, M. Klingenberg u. Th. Biicher, Biochem. Z., im

Druck.

88y A, Krogh u. T. Weis-Fogh, J. exp. Biology, 27, 344 [1950].

85) M. Klingenberg u. Th. Biicher, Biochem. Z., im Druck.

88) M. Klingenberg u. A. Delbriick, Vortrag auf der gemeinsamen
Tagung der deutschen u. schweizerischen Physiol. Chemiker,
Basel, Sept. 1957.

87) A, v, Szent-Gydrgyi u. Mitarb., Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem,
224, 1 {1934], 244, 105 [1936].

88) K. Laki, ebenda 249, 57 {1937].
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einander verbindet (Abb. 16): Aus den Abbildungen 10
und 11 geht hervor, daB dieses Gewebe unter allen Funk-
tionszustinden relativ hohe Gehalte an Glycerin 1-P auf-
weist, bemerkenswerterweise selbst dann, wenn die anfangs
ausschlieBliche Kohlehydrat-Verbrennung nach etwa ein-
stiindigem Flug mehr und mehr durch eine Fettverbren-
nung abgelost wird. Die Beziehungen des Glycerin 1-P zur
DPN-Gruppe des C-Raums sind oben im einzelnen be-
sprochen worden. In ihrer Kinetik werden sie durch die in
Abb. 11 dargestelite Bilanz einer sehr kurzen tetanischen
Phase des Flugmuskels unter Anaerobiose charakterisiert.
Wir diirfen aus diesen Versuchen schlieBen, dafl Wasser-
stoff aus dem DPN-System des C-Raums mit einer FluB-
geschwindigkeit der GroBenordnung 1000 pMol/gq /h in
das Glycerin 1-P-System einstromen kann. Die Atmungs-
groBen des M-Raums sind aus dem unteren Teil der Tab. 7
ersichtlich. Man sieht in der letzten Spalte, daB ein Viertel
bis ein Zehntel des wahrend des Fluges im Durchschnitt
veratmeten Wasserstoffs aus dem Glycerin 1-P des C-
Raums zuflieBen kann. Fiir reine Kohlehydrat-Atmung
und bei ausschlieBlicher Lokalisation der Redox-Systeme
des Citrat-Cyclus im M-Raum wird bekanntlich ein Sech-
stel des insgesamt verbrannten Wasserstoffs im C-Raum
frei. Nehmen wir an, daB nur unwesentliche Mengen der in
Abb. 10 eingetragenen Glycerin 1-P-Gehalte in gebundener
Form vorliegen und der 16sende Raum ein Drittel des Ge-
websgewichtes ausmacht, dann liegt der Ruhe-Spiegel des
Glycerin 1-P, der etwa dem Flug-Spiegel der ersten halben
Stunde entspricht, bei 1,5 mM. In diesem Fall konnte tat-
sidchlich der ganze im C-Raum anfallende Wasserstoff {iber
den Glycerin 1-P-Cyclus in den M-Raum eingeschleust
werden.

So weit wirsehen, liegt der einzige wesentliche Einwand
gegen diese Rekonstruktion der Funktion des Ganzen aus
den Funktionen der Teile darin, daB maglicherweise das
Permeabilititsverhalten unserer Mitochondrien durch die
Praparation alteriert worden ist. Zwar ist es uns erstmals
gelungen, Mitochondrien aus Insektenflugmuskeln zu iso-
lieren, welche Atmungskontrolle zeigen, doch entspricht
der Kontrollquotient noch nicht der GréBenordnung, die
man aus dem Verhalten der intakten Flugmuskeln$) for-
dern muf3 (mindestens 20). Unsere besten Prdparationen
zeigen mit Glycerin 1-P als Substrat einen Kontrollquo-
tienten von 3, mit Malat-Pyruvat als Substrat von 8, so
daB eine betriachtliche Schadigung der Strukturen nicht
ausgeschlossen werden kann.

8) H. Rein u. M. Schneider: Physiologie des Menschen, Springer-
Verlag, Berlin-Gottingen-Heidelberg 1956.

Zu der in der Tabelle verzeichneten Atmungsgrifie bei
Zusatz von DPNH ist zu bemerken, dal aus technischen
Griinden die Konzentration tausendfach groBer gewdhit
werden mufite, als dem Spiegel der Zelle im C-Raum ent-
spricht. Wie wir an anderer Stelle darlegen werden, redu-
ziert sich dieser Wert bei physiologischen Konzentrationen
exogenen DPNHs erheblich, selbst wenn die Permeabili-
tiatsverhiltnisse und die Besetzung der spezifischen Bin-
dungsorte durch intramitochondriales DPNH unberiick-
sichtigt bleiben. In diesem Zusammenhang soll darauf hin-
gewiesen werden, daB es unseres Wissens bislang noch
keinem Untersucher gelungen ist, Atmungskontrolle bei
der Veratmung exogenen DPNHs durch Mitochondrien
nachzuweisen.

Der Feinbau (Abb. 1) und das Enzymverteilungsmuster
des C-Raums (Abb. 12) weisen die Flugmuskeln der Insek-
ten als in mancher Hinsicht einzigartige Gewebe aus. Das
Eindringen der Tracheen in die Zelle bis an den Rand der
einzelnen Mitochondrien und der Mangel an Lactat-dehy-
drogenase zeigen sie — den Gegebenheiten, unter denen sie
ihre Funktionen erfiillen, entsprechend — als extrem aerob
eingestellte Organe. Man wird sich daher fragen, ob auch
der erdrterte Glycerin 1-P-Cyclus zu den Besonderheiten
dieses Gewebes zu zdhlen ist und — zumindest in quantita-
tiver Hinsicht — keine groBere Bedeutung fiir Warmbliiter-
gewebe hat.

Falls es erlaubt ist, die in den Abb. 5 und 6 mitgeteilten
Gehalt-Quotienten Glyzerin 1-P/Dihydroxyaceton-P in er-
ster Ndherung den Spiegelquotienten des C-Raums gleich-
zusetzen, wiirde das im Vergleich zum Lactat-System we-
sentlich positivere Redox-Potential des Glycerin 1-P-Sy-
stems in Gehirn, Herz und Skelettmuskeln bei relativ hoher
Aktivitdt der Glycerophosphat-dehydrogenase fiir eine
hohe FluBrate sprechen. Das Meyerhof-Green-Enzym wurde
von Tung u.a.%%) aus Kaninchenmuskeln und von Ringler und
Singer ) aus Gehirn isoliert. Bemerkenswerterweise ist es
uns jedoch nicht gelungen, das Enzym in Herzmuskel-
sarkosomen nachzuweisen.

InintaktenRattenleber-Mitochondrien 148t sich dasMeyer-
hof-Green-Enzym nachweisen®®) (Abb. 21). Zur genaueren
Messung ist man allerdings gezwungen, die Atmung mit
endogenem Substrat durch Hemmung mit Amytal zu un-
terbinden. Diese Substanz blockiert die Atmungskette zwi-
schen den spezifischen Reaktionsorten des DPN-Systems
und dem Flavoprotein und somit die Atmung der endogenen
DPN-spezifischen Substrate, ohne die Oxydation von Gly-
cerin 1-P zu unterbinden. Allerdings zeigen solche Pripa-
rate keine Atmungskontrolle mehr. Die Differenzspektren

|
Substrat ! Konz. uwAtom O . Cytochrom c- Tfy;évcer Cytochrom c- | wAtom O | Mitoch.-Atmung
(exogen) [ m Molar ; 2Prot.’h in Mitochondrien 1/h in Gewebe g h °in vivo-Atmung
Rattenleber Mitoch.: ' '
— Glycerin 1-P 2 ; 0,65 x 103 i 1,8x10° 22 11
DPNH (exo) : 1 . 0,55x10° 0,35 | 1,6x10° 12x1072 19 9
i
! M Cyt. ¢ ; M Cyt. ¢
e-Ketoglut, 1 2 ‘ 20108 BRIV C L gaxioe | PRV © 100 50
‘ Eprot. ! e,
g-Oxybutyr. 2 3,6 x 108 ! 10,3x 108 125 62
Leber in vivo®®) ] ] 1 17x10% 200
|
Locusta Flugmuskel Mitoch.: { i l
Glycerin 1-P 2 32 x10° | 43 x10° 5‘ 1550 22
Glycerin 1-P 0,5 17,5x 108 0,75 ‘ 23 x10® 36x1072 ! 850 12
M Cyt. ¢ M Cyt. ¢
DPNH (exo) t 1 11 x10° p Ty ‘ 15 x108 | PO YR E 540 7
; EProt. Ber,
Pyruvat 4 Malat ! 2 22 x10% ! 29 x10% 1000 9
a-Ketoglut. ! 2 5,5x 102 | 7,5x10% | 260 2
Muskel im Flug®) { ; bzoo %103 7200

Tabelle 7. Atmungsaktivitaten von Mitochondrien
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Abb. 21. Glycerin I-P + ! 0, — Dihydroxyaceton-P + H,0
in Lebermitochondrien in Gegenwart von ADP (1,5 mM) und P
(4 mM). Differenzspektren im stationdren Zustand (0—3 Min) nach
Substratzugabe und anaerob (15 min nach Zugabe)®88). Die Atmung
mit endogenem Substrat wurde mit Amytal (Isoamyl-athyl-bar-
biturat) (2 mM) blockiert. Vergleichsiosung und MeBl6sung unter-
scheiden sich durch den Substratzusatz, die beiden Kurven durch
den Zeitpunkt der Registrierung. Die Bande der Pyridinnucleotide
fehlt, da diese unter Amytal bereits in der Vergleichslésung reduziert
ist.

4900 380 360 mu 340

der Abb. 21 demonstrieren, wie Glycerin 1-P mit der At-
mungskette der Lebermitochondrien reagiert. Im sta-
tiondren Zustand erscheint nur die Bande des Cytochrom b.
Nach Verbrauch des Sauerstoffs werden die Komponenten
der Atmungskette durch Glycerin 1-P vollig reduziert. Die
Absorptionsbande der Pyridin-nucleotide ist im Differenz-
spektrum nicht sichtbar, da diese durch die Anwesenheit
von Amytal in der MeB- und Vergleichskiivette von endo-
genem Substrat in gleicher Weise reduziert sind. Der Ver-
such, die Atmungsgrofe der Lebermitochondrien auf das
Frischgewicht des Gewebes zu beziehen, wie wir ihn in

Zuschriften

Tab. 7 durchgefiihrt haben, begegnet der Schwierigkeit,
daB der Cytochrom c-Gehalt, auf den wir dic Atmungs-
groBe der Mitochondrien beziehen, fiir das ganze Gewebe
wegen der Interferenz des Haemoglobins nicht sicher ge-
messen werden kann. Die Daten in den letzten Spalten der
Tabelle sind daher nur in der GréBenordnung zu werten.
Der Glycerin 1-P-Gehalt der Leber 148t auf einen Spiegel
von mindestens der gleichen Hohe schlieBen, wie er in den
Atmungsversuchen mit Mitochondrien angewendet wurde.
Ziehen wir den Vergleich zwischen der Leber und den
Flugmuskeln, dann ergibt sich, da die Relation zwischen
mitochondrialer Glycerin 1-P-Atmung und Gesamtatmung
im Lebergewebe etwa halb so hoch ist wie im Flugmuskel.
Sie entspricht sich also in der Gro8enordnung, wahrend die
Relationen der absoluten AtmungsgréBen der verschiede-
nen Substrate auf qualitativ wesentlich unterschiedliche
Verhéltnisse hindeuten.

Eingegangen am 18. August 1958 [A 898]

Berichtigung

Im Aufsatz ,,Reaktionen des Schwefels mit araliphati-
schen sowie aliphatischen Verbindungen® von R. Wegler,
E. Kiihle und Werner Schdfer, diese Ztschr. 70, 351 [1958],
mufl es auf Seite 362, linke Spalte, Zeile 18 heiflen: ,,...
und fithren in sehr guten Ausbeuten zu Malonsiure-dithio-
amiden (Ruhrchemie AG., Erf. H. Feichtinger, DAS.
1003212 vom 22. 1. 1955). und in Zeile 41: ,,... Umset-
zung von N-(e-Chlor-n-amyl)-benzoesdureamid mit Schwe-
fel und Ammoniumpolysulfid (Ruhrchemie AG., Erf. H.
Feichtinger und H. Tummes, DBP.-Anm, R 8460 vom

1. 3. 1952)“. Werner Schdfer A 897]

Zum Mechanismus der Wirkung von
Rontgenstrahlen auf Krebszellen

Von Prof. Dr. H. HOLZER und Dr. S. FRANK
Phystologisch-Chemisches Institut der Universitit Freiburg/Brsy.

Vor kurzem zeigten O. Warburg und Mitarbeiter?), dal die
Hemmung der Glykolyse von Aseitestumorzellen durch Réntgen-
strahlen quantitativ durch Einwirkung des entstehenden Wasser-
stoffperoxyds auf die Krebszellen zu erkliren ist. Da H. Maass
und Mitarbeiter?) fanden, daB Rontgenstrahlen die stationire
DPN-Konzentration in Ascitestumorzellen erniedrigen, lag die
Vermutung nahe, dal das durch Rontgenstrahlen entstehende
H,0, die DPN-Senkung bewirke und so die Glykolyse hemme.

Tabelle 1 zeigt, dal H,0,-Konzentrationen, wie sie nach der
Einwirkung von Réntgenstrahlen auf in Manometrie-Gefaen
suspendierte Asciteszellen gefunden wurden?), die Glykolyse stark
hemmen und die DPN-Konzentration in den Zellen auf etwa /g
des Kontrollwertes senken. Der Aufstau von Triosephosphat und

* Glykolyse | DPN { TP ! FDP
| (mmPCO,/h/mm3- | !
| Zellen) 1 in pM/mm?3 Zellen x 104
Kontrolle ? 2,2 ‘ 3,1 | 5,8 7,2
+ Nicotinsdureamid “ 1,6 - 3,0 ’ — —
+ H,0, 1 0,3 l 05 E o1 | 216
+ Nicotinsaureamid 1,4 { 21 | — | —
+ H,0, ! | \

Tabelle 1. Glykolyse, Diphosphopyridinnucleotid (DPN)-, Triose-
phosphat (TP = Dihydroxy-acetonphosphat + Phosphoglycerin-
aldehyd)- und Fructose-diphosphat (FDP)-Konzentrationen nach
60 min. Inkubation von Ascitestumorzellen unter anaeroben Be-
dingungen (Gasraum 1009 CO,; pg = 6,0) in Glucose-haltiger
Krebs-Ringer-Bicarbonat-Losung. Die Bedingungen der Manometrie
und die Analysenmethoden sind bei 3) beschrieben. Endkonzentra-
tion an H,0, 5,6 x 1075 Mole/l und an Nicotinsaureamid
1,6:1072 Mole/l
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Fructosediphosphat in den mit H,0, behandelten Zellen zeigt,
daB das abgesunkene DPN eine Hemmung der Triosephosphat-
Dehydrierung bewirkt und so die Glykolyse hemmt. Es liegt dem-
nach ein véllig gleichartiger Eingriff des H,0, (und damit der
Rontgenstrahlen) in den Kohlenhydratstofiwechsel der Ascites-
tumorzellen vor, wie wir ihn fiir carcinostatisch wirksame Athylen-
imin-Verbindungen und N-Lost-Derivate beschrieben haben3: ¢).
Der gleichartige Wirkungsmechanismus von Réntgenstrahlen und
Carcinostatica wird noch dadureh unterstrichen, dal} in beiden
Fallen die Glykolyse-Hemmung durch Zusatz von Nicotinsédure-
amid aufgehoben werden kann (Tabelle 1), da diese Substanz dem
Absinken des DPN-Spiegels durch Forderung der DPN-Synthese
und Hemmung des DPN-Abbaues entgegenwirkt. Bei den car-
cinostatischen Athylenimin- und N-Lost-Verbindungen verhindert
Nicotinsdureamid das Absinken der DPN-Konzentration und be-
wirkt so ein Ausbleiben der Heilung Jensen-Sarkom tragender
Ratten?); man konnte deshalb auf Grund der gleichartigen Wir-
kung von Carcinostatica und Rontgenstrahlen eine Strahlenschutz-
wirkung des Nicotinsiureamids verstehen.

Die Versuche der Tab. 1 sprechen fiir eine Glykolyse-Hemmung
durch Erniedrigung des DPN-Spiegels. Da das Enzym Triose-
phosphat-Dehydrogenase sehr empfindlich gegen H,0, ist5), wire

: mmac‘gyfmly“ Aktivitat d. Tri-
i ieh 2l 1n oy osephosphat-
l je] - der | Dehydrogenase
' Zellen | Kontrolie | in % d. Kontrolle
Kontrolle 2,1 100 % 100 %
+ H,0, (1,9%1075 Mole/l) 0,55 26 ¢, 63 %
+ Jodessigsdure ;
(2,5x 1075 Mole/l) | 026 129 <59

Tabelle 2. Aktivitdit von Triosephosphat-Dehydrogenase in As-

citeszellen nach Hemmung der Glykolyse mit H,0, bzw. Jodessig-

sdure. Inkubationsbedingungen wie bei Tabelle 1. Die Methode zur

Bestimmung der Triosephosphat-Dehydrogenase-Aktivitat ist bei 3)
angegeben
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