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Z u r  W i r k u n g  v o n  Zn ++ a u f  d ie  N u k l e i n s i i u r e b i o s y n t h e s e  v o n  A s z i t e s - T u m o r z e l l e n  

Die Biochemie  des Zinks wurde  bis lang haupts / ichl ich 
in solchen biologischen Sys t emen  untersucht ,  bei  denen  
Pro te ine  oder  deren  monomere  Baus te ine  bete i l ig t  waren.  
Zinkionen k6nnen  dor t  die Te r t ig r s t ruk tu r  yon E n z y m e n  
stabil is ieren,  Meta l lb r i ickenbindungen  zu den Subs t r a t en  
bi lden oder  d i rek t  als K o e n z y m e  in die Reak t ion  ein- 
greifen. In  den  le tz ten  J ah ren  sind die Kenn tn i s se  fiber 
die Biochemie  der Nukle ins / turebiosynthese  i m m e r  um- 
fassender  geworden.  Er s t aun l i ch  jedoch ist, dass  der  Ein-  
fluss yon Spurene lemen ten  hierbei  nur  wenig berficksich- 
t ig t  wurde  1-~. In  dieser Arbei t  wird daher  die Wirkungs-  
weise von Zn++ auf die NukleinsS~urebiosynthese von 
Aszi tes tumorze l len  un te rsucht .  

Im  einzelnen wird an in t ak t en  Asziteszellen geprfift, 
wie die DNA-,  RNA-  und P ro te inb iosyn these  in Gegen- 
war t  yon Zn++ verl~uft.  In  zellfreien Sys t emen  wird 
jeweils die Akt iv i t~ t  der  DNA-Po lymerase  beziehungs-  
weise der DNA-abh~ngigen  RNA-Po lymera se  in Anwe- 
senhei t  unterschiedl icher  Z ink ionenkonzen t ra t ionen  be- 
s t immt .  Anschl iessend wird die Wirkung  des Zn ++ auf 
die Biosyn these  einiger Nukleos id t r iphospha te  untersucht .  

Methodik. Der E inbau  von [~C]-Thymidin,  -Ur id in  und  
-Leuzin in ganze Aszi tes tumorzel len  erfolgte nach  WEIT- 
ZnL et  al. ~. Die jeweilige Akt iv i t~ t  der  DNA-Po lymerase  
und  DNA-abhXngigen R N A - P o l y m e r a s e  im 10~-g-(~ber- 
s t and  wurde  nach  WEI~ZEL et aI7 be s t immt .  Die Bio- 
syn these ra te  f fir Nukeos id t r iphospha te  wurde  dfinn- 
sch ich tch romatograph i sch  nach  WEI~Z~:L et al. s ermit te l t .  

Ergebnisse. W erden  Ehr l ich-Asz i tes -Karz inomzel len  zu- 
s a m m e n  mi t  unterschiedl ichen Zn++-Konzent ra t ionen  
inkubier t  und zus~ttzlich mi t  j eweils 0.1 ~xC [~C]-Thymidin,  
-Ur id in  sowie -Leuzin versetzt ,  so werden  die in Figur  1 
gezeigten E i n b a u r a t e n  erhal ten.  10-~M und 1 0 ~ M  Zn +§ 
bewirken keine A_nderung der  E i n b a u r a t e n  der  II~C] - 
mark ie r t en  Vorstufen.  Mit z u n e h m e n d e m  Zn++-Gehalt 
wird jedoch i m m e r  weniger  [~C]-Thymidin  aufgenommen.  
Die stXrkste H e m m u n g  ist bei  einer Zn++-Konzent ra t ion  
von 10-4M zu beobachten .  [~berraschend war, dass  un te r  
den gleichen Versuchsbed ingungen  weder  der E inbau  von 
[nC] Leuzin noch yon [~4C]-Uridin eine -s zeigte. 
Aus den Ergebnissen  ist zu en tnehmen ,  dass selektiv die 
DNA-Biosyn these  durch Zn ++ g e h e m m t  wird. 

Zur B e s t i m m u n g  der Aktivit/~t der l )NA-Po lymerase  
wurde  die 10~x g-Frak t ion  verwendet .  Die jeweiligen 
Zn++-Dosierungen wurden  d i rekt  zugegeben. Vor inkuba-  
t ionen  ergaben  keine abweichenden  Ergebnisse.  In  der 
Figur  2 ist die AktivitS~t der  DNA-Po lymerase  gegen 

unterschiedl iche  Zn++-Konzen t ra t ionen  aufgetragen.  
1.6 ml des Inkuba t ionsgemisches  e n t h a l t e n  jeweils:  
2 0 n M  d-AMP, d-CMP und d-GMP;  0.1 [xC [2J4C]- 
T h y m i d i n  ; 3.3 ~xM A T P ;  7.7 txM K r e a t i n p h o s p h a t ;  
20 0 txg Krea t inphophosk inase  ; 12 lxM MgC12 ; Tris 6.5 ~M; 
0.3 ml  der  E n z y m f r a k t i o n  (en tsprechend 1.2 mg Protein)  ; 
0.1 mg K a l b s t h y m u s - D N A ;  1 6 - 1 6 0 n M  ZnC12; p H  7.3. 

Die D N A -Po l y mera s eak t i v i t ~ t  n i m m t  mi t  s t e igendem 
Zn++-Gehalt  ab. 10-4M Zn++ senk t  den [14C]-Thymidin- 
e inbau auf e twa  15% der  Kontrol le .  Inwiewei t  Zn++- 
Ionen  in der  Lage sind, eine Aktivi t~t ts~nderung d e r  
DNA-abh~ng igen  R N A - P o l y m e r a s e  zu verursachen,  
wurde  im folgenden Versuch b e s t i m m t .  Als E n z y m f r a k -  
t ion  d iente  wieder  die zellfreie 105• g-Frakt ion .  Die 
F igur  3 zeigt  die Abh~Lngigkeit der  RNA-Po lymerase -  
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Fig. 2. Aktivittit der 1)NA-Polymerase nach Zugabc uiiterschied- 
lieher Zn ~ ~-Konzentrationen. 
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Fig. 1. Thymidin-Einbauraten von Ehrlich-Asziteskarzinomzellen in Fig. 3. -~nderung der DNA-abhfingigen RNA-Polymeraseaktivit~it 
Gegenwart unterschiedlicher Zn++-Konzentrationen. dureh Zn ++. 
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ak t iv i t~ t  gegeniiber un terschied l ichen  Zn++-Konzent ra  - 
t ionen.  1.5 ml en tha l t en :  80 n M  CTP, 80 n M  GTP, 
3.3 ~xM ATP,  0.2 ~xC [2-14C]-Uridin, 7.7 ~xM Krea t inphos -  
phat ,  200 ~xg Krea t inphosphok inase ,  16 ~xM MgC12, 6.2 ~xM 
Tris, 100 ~xg K a l b s t h y m u s - D N A ,  0.5 ml  der  E n z y m f r a k -  
t ion  (en tsprechend  2 m g  Protein) ,  1 5 - 1 5 0 n M  ZnCI~, 
p H  7.2. I m  Gegensatz  zum Versuch  mi t  i n t ak t en  
Asziteszellen wird hier  die RNA-Biosyn the se  beeinflusst .  
10=4M Zn++ erweist  sich als wi rksams te  H e m m k o n z e n -  
t ra t ion .  

Zur K1Xrung der  Frage,  inwieweit  Zn++-Ionen berei ts  
bei  n iederen  Vors tufen  der Nukleins~turebiosynthese ein- 
greifen, wird  die Phosphory l i e rung  yon [14C]-markierten 
Nukleos iden geprtift .  I n  der Tabelle sind die ]?;rgebnisse 
zusammenges te l l t .  

Die Biosyn these  der  in der  Tabelle beschr iebenen  
Nuk leos id t r iphospha te  wird durch  10-4M Zn ++ sehr  
schwach  gehemmt .  Die Un te r suchungen  haben  gezeigt, 
dass  Zn++-Ionen ak t iv  in die Biosyn these  monomere r  
und  po lymerer  Nukeot ide  eingreifen. Die ausgepr/ igten 
Ef fek te  des ZnC12 auf die einzelnen P a r a m e t e r  der  Nu- 
kleinsXurebiosynthese k6nn ten  der  Reak t ion  des Zn ++ 
mi t  den jeweiligen Po lynuk leo t iden  oder  den dazu not-  
wendigen  E n z y m e n  zugeschr ieben werden.  Eine  St6rung 
der  Ter t iXrs t ruktur  von  Po lynuk leo t iden  ist durch  die 

Prozentualer Anteil der Nukleosidtriphosphate an der Gesamt- 
aktivit/it der s/iurel6slichen Fraktion nach Markierung mit [14C]- 
Nukleosideil und dtinnsehichtchromatographiseher Auftrennung der 
Nukleosidmono-, di- und -triphosphate % NPT-Biosynthese. 

Spa l tung  der H-Br i i ckenb indungen  zwischen den Basen-  
paa ren  nach  vorausgegangener  K o mp l ex b i l d u n g  mi t  Zn++ 
denkbar .  Ausffihrliche Messungen dar i iber  wurden  un- 
l~ngst durchgef t ihr t  9-1a. Zwangsl/~ufig wiirde durch diese 
K o mp l ex b i l d u n g  die Mat r izenablesbarke i t  gegndert .  
Gleichfalls b e s t eh t  die M6glichkeit ,  dass die monomeren  
Nuk leo t id -Z ink-Komplexe  die Nukleo t idpo lymer i sa t ion  
beeinflussen.  Andererse i t s  ist eine Inak t iv ie rung  der  ver- 
schiedenen Po lymerasen  durch  Zn++-Ionen analog der  
h e m m e n d e n  Wi rkung  dieser Metal l ionen auf die E n z y m -  
sys teme yon A t m u n g  und  Glykolyse m6glich 14. Die selek- 
t i r e  H e m m u n g  der DNA-Biosyn these  yon  i n t ak t en  
Asziteszellen k6nn te  un te r  a n d e r e m  auf eine Reak t ion  des 
Zinks mi t  SH-Gruppen  des Th io redox insys tems  deuten .  
In  diese 1Richtung weisen auch  die Ergebnisse  yon  
MOORE et al.9, die bei  Novikoff -Hepatom-Aszi tes -Zel l f rak-  
t ionen  eine vol ls tgndige H e m m u n g  der Desoxyzyt id in -  
nuk leo t id -Syn these  durch  Zn++ beobach t e t en  15. 

Summary. Ascites t u m o u r  cells have  been employed  
to s t u d y  the  reac t iv i ty  of Zn++ on nucleic acid biosyn-  
thesis.  10-~M Zn++ caused a selective inhibi t ion of D N A  
synthes is  of in t ac t  ceils. The ra te  of R N A -  and prote in-  
biosynthesis ,  however,  r emained  unchanged.  The ac t iv i ty  
of D N A  polymerase  as well as DNA d e p e n d e n t  R N A  
polymerase  was s t rongly  af fec ted  by  Zn++ in vitro.  
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ATP UTP CTP d-ATP TTP d-CTP 

Kontrolle 80 63 62 72 87 36 
10-4M Zn ++ 71 51 60 62 80 23 

Asziteszellsuspension 1:10 verdfinnt. Je 2 ml enthalten 0.2b~C 
[u-14C]-Nukleosid oder [u-14C]-Desoxynukleosid und 200 nM ZnC12. 
Inkubation bei 37 ~ ftir 20 mill. Weitere Aufarbeitung nach WEITZEL 
et al. s 
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Inves t igat ions  on U n k n o w n  N i n h y d r i n - R e a c t i n g  
at Identif ication of Three such Substances  

In  spi te  of numerous  works  on the  aminoac idemia  
p rob lem there  are some communica t ions  abou t  unk n o w n  
n inhydr in - reac t ing  subs tances  in blood serum 1-4. In  
recen t  studies,  3 n inhydr in - r eac t ing  subs tances  were 
found in our  l abora to ry  5. The presen t  expe r imen t s  have  
been carr ied out  in-order  to iden t i fy  these  substances .  

Material and methods. Blood serum t aken  f rom 10 young  
h e a l t h y  individuals  (5 men,  5 women)  was p repa red  
according to  the  previous  work  s . The  analysis  of amino  
acids and  o ther  n inhydr in - r eac t ing  subs tances  was carried 
out  by  using th in  layer  and pape r  ch roma tog raphy .  

Thin  layer  ch roma tog raphy .  The glass p la tes  (18• 
25 cm) were covered wi th  a s lurry  of Kieselgel G-Merck 
in wa te r  (1:2) a t  th ickness  of 0.25 mm.  The samples  of 
se rum in q u a n t i t y  of 0.150-0.350 ml were applied,  forming  
s t r ips  20 m m  in length.  The pla tes  were developed twice 
in the  n-butanol -g lac ia l  acetic ac id-water  (4:1:1)  so lvent  

Substances  in H u m a n  Blood S e r u m .  I. At tempts  

system.  Spots  were de tec ted  a f te r  spray ing  wi th  a 0.2% 
n inhydr in  solut ion in acetone.  

P a p e r  ch roma tog raphy .  Ascending  p a p e r  chromato-  
g raphy  on W h a t m a n  No. 3 pape r  was employed  by  using 
2 solvents  : (1) n-butanol-g lac ia l  acetic ac id-water  (4 : 1 : 1) 
and (2) m e t h y l  e thy l  ke tone-pyr id ine-water -g lac ia l  acetic 
acid (70:15 : 15 : 2) as previous ly  6. The exac t  ident i f icat ion 
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