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Zur Wirkung von Zn++ auf die Nukleinsiurebiosynthese von Aszites-Tumorzellen

Die Biochemie des Zinks wurde bislang hauptsichlich
in solchen biologischen Systemen untersucht, bei denen
Proteine oder deren monomere Bausteine beteiligt waren.
Zinkionen kénnen dort die Tertidrstruktur von Enzymen
stabilisieren, Metallbriickenbindungen zu den Substraten
bilden oder direkt als Koenzyme in die Reaktion ein-
greifen. In den letzten Jahren sind die Kenntnisse iiber
die Biochemie der Nukleinsdurebiosynthese immer um-
fassender geworden. Erstaunlich jedoch ist, dass der Ein-
fluss von Spurenelementen hierbei nur wenig beriicksich-
tigt wurdel-5. In dieser Arbeit wird daher die Wirkungs-
weise von ZnT™t auf die Nukleinsdurebiosynthese von
Aszitestumorzellen untersucht.

Im einzelnen wird an intakten Asziteszellen gepriift,
wie die DNA-, RNA- und Proteinbiosynthese in Gegen-
wart von Zntt verliuft. In zellfreien Systemen wird
jeweils die Aktivitit der DNA-Polymerase beziehungs-
weise der DNA-abhidngigen RNA-Polymerase in Anwe-
senheit unterschiedlicher Zinkionenkonzentrationen be-
stimmt. Anschliessend wird die Wirkung des Zn*t* auf
die Biosynthese einiger Nukleosidtriphosphate untersucht.

Methodik. Der Einbau von [**C]-Thymidin, -Uridin und
-Leuzin in ganze Aszitestumorzellen erfolgte nach WEe1T-
zEL et al.b. Die jeweilige Aktivitit der DNA-Polymerase
und DNA-abhingigen RNA-Polymerase im 10%-g-Uber-
stand wurde nach WEITZEL et al.” bestimmt. Die Bio-
syntheserate fiir Nukeosidtriphosphate wurde diinn-
schichtchromatographisch nach WEITZEL et al.® ermittelt.

Evgebnisse. Werden Ehrlich-Aszites-Karzinomzellen zu-
sammen mit unterschiedlichen Znt+-Konzentrationen
inkubiert und zusitzlich mit jeweils 0.1 uC [14C]-Thymidin,
-Uridin sowie -Leuzin versetzt, so werden die in Figur 1
gezeigten Einbauraten erhalten. 10-7M und 10-8M Zn*t+
bewirken keine Anderung der Einbauraten der [%C}-
markierten Vorstufen. Mit zunehmendem Zn*+-Gehalt
wird jedoch immer weniger [*C]-Thymidin aufgenommen.
Die stiarkste Hemmung ist bei einer Zn++-Konzentration
von 10-1M zu beobachten. Uberraschend war, dass unter
den gleichen Versuchsbedingungen weder der Einbau von
[14C]-Leuzin noch von [14C]-Uridin eine Anderung zeigte.
Aus den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass selektiv die
DNA-Biosynthese durch Zn*+ gehemmt wird.

Zur Bestimmung der Aktivitit der DNA-Polymerase
wurde die 108 x g-Fraktion verwendet. Die jeweiligen
Znt*-Dosierungen wurden direkt zugegeben. Vorinkuba-
tionen ergaben keine abweichenden Ergebnisse. In der
Figur 2 ist die Aktivitit der DNA-Polymerase gegen
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Fig. 1. Thymidin-Einbauraten von Ehrlich-Asziteskarzinomzellen in
Gegenwart unterschiedlicher Zn*+-Konzentrationen.

Zntt+-Konzentrationen aufgetragen.
1.6 ml des Inkubationsgemisches enthalten jeweils:
20nM d4-AMP, d-CMP und 4-GMP; 0.1 uC [2-1C]-
Thymidin; 3.3puM ATP; 7.7uM Kreatinphosphat;
200 pg Kreatinphophoskinase; 12 uM MgCly; Tris6.5uM ;
0.3 ml der Enzymfraktion (entsprechend 1.2 mg Protein);
0.1 mg Kalbsthymus-DNA; 16-160 nM ZnCl,; pH 7.3.
Die DNA-Polymeraseaktivitit nimmt mit steigendem
Znt+-Gehalt ab. 10-4M Zntt senkt den ['*C]-Thymidin-
einbau auf etwa 159 der Kontrolle. Inwieweit Znt+-
Ionen in der Tage sind, eine Aktivititsinderung der’
DNA-abhingigen RNA-Polymerase zu verursachen,
wurde im folgenden Versuch bestimmt. Als Enzymfrak-
tion diente wieder die zellfreie 105 X g-Fraktion. Die
Figur 3 zeigt die Abhdngigkeit der RNA-Polymerase-
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Fig. 2. Aktivitit der IDNA-Polymerase nach Zugabe unterschied-
licher Znt+-Konzentrationen.
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Fig. 3. Anderung der DNA-abhingigen RNA-Polymeraseaktivitit
durch Zn*+.
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aktivitdt gegeniiber unterschiedlichen Znt+-Konzentra-
tionen. 1.5 ml enthalten: 80nM CTP, 80nM GTP,
3.3 uM ATP, 0.2 pC [2-1C]-Uridin, 7.7 pM Kreatinphos-
phat, 200 ug Kreatinphosphokinase, 16 uM MgCl,, 6.2 uM
Tris, 100 ug Kalbsthymus-DNA, 0.5 ml der Enzymfrak-
tion (entsprechend 2 mg Protein), 15-150 nM ZnCl,,
pH 7.2. Im Gegensatz zum Versuch mit intakten
Asziteszellen wird hier die RN A-Biosynthese beeinflusst.
1074 M Zn*t+ erweist sich als wirksamste Hemmkonzen-
tration.

Zur Klirung der Frage, inwieweit Zn++-Tonen bereits
bei niederen Vorstufen der Nukleinsdurebiosynthese ein-
greifen, wird die Phosphorylierung von [**C]-markierten
Nukleosiden gepriift. In der Tabelle sind die Ergebnisse
zusammengestellt.

Die Biosynthese der in der Tabelle beschriebenen
Nukleosidtriphosphate wird durch 10-4M Zntt sehr
schwach gehemmt. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dass Znt*-Ionen aktiv in die Biosynthese monomerer
und polymerer Nukeotide eingreifen. Die ausgeprigten
Effekte des ZnCl, auf die einzelnen Parameter der Nu-
kleinsdurebiosynthese konnten der Reaktion des Znt+
mit den jeweiligen Polynukleotiden oder den dazu not-
wendigen Enzymen zugeschrieben werden. Eine Stérung
der Tertidrstruktur von Polynukleotiden ist durch die

Prozentualer Anteil der Nukleosidtriphosphate an der Gesamt-
aktivitit der sdurelSslichen Fraktion nach Markierung mit [14CJ-
Nukleosiden und diinnschichtchromatographischer Auftrennung der
Nukleosidmono-, di- und -triphosphate 9% NPT-Biosynthese.

ATP UTP CTP d-ATP TTP d-CTP
Kontrolle 80 63 62 72 87 36
104 M Znt+ 71 51 60 62 80 23

Asziteszellsuspension 1:10 verdiinnt. Je 2ml enthalten 0.2puC
[u-1C]-Nukleosid oder [u-14C]-Desoxynukleosid und 200 nM ZnCl,.
Inkubation bei 37 °C fiir 20 min. Weitere Aufarbeitung nach WeIrzer
et al.®
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Spaltung der H-Briickenbindungen zwischen den Basen-
paaren nach vorausgegangener Komplexbildung mit Zn++
denkbar. Ausfithrliche Messungen dariiber wurden un-
langst durchgefiihrt®-13. Zwangsldufig wiirde durch diese
Komplexbildung die Matrizenablesbarkeit gedndert.
Gleichfalls besteht die Moglichkeit, dass die monomeren
Nukleotid-Zink-Komplexe die Nukleotidpolymerisation
beeinflussen. Andererseits ist eine Inaktivierung der ver-
schiedenen Polymerasen durch Zn*+-Ionen analog der
hemmenden Wirkung dieser Metallionen auf die Enzym-
systeme von Atmung und Glykolyse méglich 4. Die selek-
tive Hemmung der DNA-Biosynthese von intakten
Asziteszellen kénnte unter anderem auf eine Reaktion des
Zinks mit SH-Gruppen des Thioredoxinsystems deuten.
In diese Richtung weisen auch die FErgebnisse von
Moogre et al.?, die bei Novikoff-Hepatom-Aszites-Zellfrak-
tionen eine vollstindige Hemmung der Desoxyzytidin-
nukleotid-Synthese durch Znt+ beobachtetens.

Summary. Ascites tumour cells have been employed
to study the reactivity of Zn*+ on nucleic acid biosyn-
thesis. 10~¢M Znt+t caused a selective inhibition of DNA
synthesis of intact cells. The rate of RNA- and protein-
biosynthesis, however, remained unchanged. The activity
of DNA polymerase as well as DNA dependent RNA
polymerase was strongly affected by Zn*+ in vitro.
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Investigations on Unknown Ninhydrin-Reacting Substances in Human Blood Serum. I. Attempts

at Identification of Three such Substances

In spite of numerous works on the aminoacidemia
problem there are some communications about unknown
ninhydrin-reacting substances in blood serum!-4. In
recent studies, 3 ninhydrin-reacting substances were
found in our laboratory?®. The present experiments have
been carried out in-order to-identify these substances.

Matevial and methods. Blood serum taken from 10 young
healthy individuals (5 men, 5 women) was prepared
according to the previous work®. The analysis of amino
acids and other ninhydrin-reacting substances was carried
out by using thin layer and paper chromatography.

Thin layer chromatography. The glass plates (18X
25 cm) were covered with a slurry of Kieselgel G-Merck
in water (1:2) at thickness of 0.25 mm. The samples of
serum in quantity of 0.150-0.350 ml were applied, forming
strips 20 mm in length. The plates were developed twice
in the n-butanol-glacial acetic acid-water (4:1:1) solvent

system. Spots were detected after spraying with a 0.2%,
ninhydrin solution in acetone.

Paper chromatography. Ascending paper chromato-
graphy on Whatman No. 3 paper was employed by using
2 solvents: (1) #-butanol-glacial acetic acid-water (4:1:1)
and (2) methyl ethyl ketone-pyridine-water-glacial acetic
acid (70:15:15:2) as previously®. The exact identification
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