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stimulate ketogenesis®, but the formation of acetoacetate
is favored over that of g-hydroxybutyrate. The decrease
of the f-hydroxybutyrate: acetoacetate ratio in the blood
might be explained on the basis of the low levels of hepatic
glycogen found in our hypoxic rats?.

There is a significant increase in p-hydroxybutyrate
blood levels in hypoxic rats when returned for several
hours at sea level before being killed. This increase could
be due to the sudden removal of the depressant effect of
hypoxia on lipid oxidation. The rapid increase in total
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oxygen consumption found in hypoxic baby rats when
switched from a low to a normal oxygen environment?
could be due to the sudden increase in the oxidation rate.

Zusammenfassung. Versuche iiber die Anreicherung
von Lipiden in der Leber und im Serum hypoxisch ge-
haltener Ratten, die zeigen, dass auch bei Sauerstoff-
Mangelzustinden des Menschen die Lipidanreicherung
zur Verschlechterung der Situation beitragen kénnte.
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- H,S als Schwefelquelle bei Lemna minor L.: Einfluss auf das Wachstum,

den Schwefelgehalt und die Sulfataufnahme

Hohere Pflanzen sind in der Lage, neben Sulfat eine
ganze Reihe von Verbindungen zur Deckung ihres Schwe-
felbedarfs heranzuziehen®2. In diesem Zusammenhang
fehlen im Gegensatz zo Schwefeldioxid eingehende
Untersuchungen iiber Schwefelwasserstoff, obschon griine
Pflanzen ganz allgemein an Standorten wie z.B. sulfid-
haltigen Boéden?, flachen Seen und Teichen?, vulkani-
schen Gebieten’, Umgebungen von Schwefelquellen® und
Gebieten in der Nédhe von emittierenden Industrie- und
Gewerbebetrieben’ damit in Bertthrung kommen. Lem-
naceen im speziellen wachsen oft auf Teichen, wo sich
Schwefelwasserstoff nachweisen ldsst®. Es stellt sich hier
natiirlich in erster Linie die Frage nach der Resistenz
gegen die als Zellgift allgemein bekannte Verbindung und
deren Einfluss auf das Wachstum. Daneben interessiert
vor allem die Beeinflussung des Schwefelhaushalts.

Matevial und Methoden. Lemmna wminov L., Stamm
Nr. 6580 der Lemnaceensammlung von LANDOLT?®, wird
auf 30 ml Nahrlésung (H819) in 150 ml Erlenmeyerkolben
mit Wattestopfen aui weisser Unterlage bei 3000 Lux
(Dauerbeleuchtung mit Fluoreszenzréhren Philips TL. 33),
einer Temperatur von 25 4+ 1°C und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 65-809, aseptisch kultiviert. Zur Er-
mittlung der CO,-Fixierungsrate diente das von Eris-
MANN 11 entwickelte System fiir Gaswechselmessungen,
in welchem die CO,-Konzentration mit einem Uras ge-
messen wird. Fiir die vorliegende Arbeit wurde es mit
einem H,S-Analysator (Jonoflux, Hartmann und Braun,
Frankfurt), ergénzt.

Die Wachstumsversuche wurden auf einer speziell fiir
Lemnaceen gebauten Wachstumsanlage? durchgefiihrt.
Die spezifische Wachstumsrate pm wurde durch Aus-
zdhlen der Glieder auf vergrdsserten photographischen
Negativen ermittelt:

In Gliederzahl t,—In Gliederzahl ¢,
tty

pm =
(¢ in Tagen).

Zur Dosierung des H,S diente ein Diffusionsverfahren
durch einen Gummischlauch?!? Die Sulfat- und Gesamt-
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Spezifische Wachstumsrate, mittleres Trockengewicht pro Glied und Schwefelgehalt von Lemna minor bei Kultivierung mit verschiedenen

Schwefelquellen
Schwefelquelle Spezifische Mittleres Totalschwefe]® Sulfatschwefel® Sulfidschwefel?
Wachstumsrate 2 Trockengewicht (mg/g (mglg (mg/g
(pm) pro Glied® (mg) Trockengewicht) Trockengewicht) Trockengewicht)
4Xx107* M SO,2~ 0,457 4 0,011 0,091 + 0,004 2,42 4- 0,12 0,50 4 0,02 —
6 ppm H,S 0,379 + 0,014 0,081 4~ 0,004 6,54 4 0,43 4,50 4 0,17 0,032 + 0,002
4 %104 M SO, 6 ppm H,S 0,392 4 0,010 0,084 - 0,003 6,7 + 0,41 4,58 + 0,19 0,029 - 0,002

* 5 Bestimmungen vom 7.-13., 13.-17., 17.-24., 24.-30. und 30.-36. Kultivierungstag. » 4 Bestimmungen am 10., 18., 25. uad 36. Kultivierungs-

tag.
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schwefelbestimmung erfolgte nach der Methode von
Jornson und Nisaira®, Die Sulfidbestimmung wurde
nach der gleichen Methode durchgefiihrt, nachdem die
fliichtigen Verbindungen mit 5N H,PO, aus dem ge-
trockneten, vermérserten Pflanzenmaterial freigesetzt
und durch sauerstofffreien Stickstoff in eine Vorlage mit
Zinkacetat getrieben worden waren.

Cystein wurde nach diinnschichtchromatographischer
Trennung als Addukt von C-N-Athylmaleinimid
bestimmt £,

Zur Trockengewichtsbestimmung wurde das Pflanzen-
material widhrend 1 min mit destilliertem Wasser ge-
waschen, auf tarierte Schilchen aus Aluminiumfolie
iibertragen, 24 h bei 80°C getrocknet und bis zur Tem-
peraturangleichung im Exsikkator iiber CaCl, aufbe-
wahrt.

Die Sulfat-Aufnahmeuntersuchungen wurden auf ei-
nem Gilson-Respirometer durchgefithrt. Nach 15miniiti-
ger Fiitterung mit radioaktiven Tracern wurde das
Pflanzenmaterial (50 mg Frischgewicht) zweimal 15 min
lang mit 100 ml inaktiver Ndhrlosung von 0 °C gewaschen,
in Reagenzgldser (16 X 160) tibertragen, zweimal kurz mit
Nihrlosung gespiilt und mit 5 ml 309% H,0, versetzt. Bei
120°C wurde iber Nacht zur Trockene eingeengt. Der
Riickstand wurde in 0,1 N HCl aufgenommen. Ein
Aliquot davon diente zur Bestimmung der Radioaktivitit
auf einem Szintillationszdhler (Liquimat 220, Picker
Nuclear).

Resultate und Diskussion. Gaswechseluntersuchungen
lieferten einen ersten Anhaltspunkt dafiir, dass Lemna

nMol/min~/mg Trockengewicht
—
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Fig. 1. Hemmung der apparenten Photosyntheserate bei Lemna mi-
nor durch Begasung mit verschiedenen H,S-Konzentrationen (Nihr-
16sung H8 mit einer Sulfatkonzentration von 4 x 107*M, pH5, 5000
Lux, 25°C, 0,03% CO,).
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Fig. 2. Beeinflussung der Aufnahmerate von Sulfat und Phosphat bei
Lemna minor durch Begasung und 18 ppm H,S im Licht. *P, Phos-
phataufnahmerate; *S, Sulfataufnahmerate. Bedingungen wie Figur
1, aber 15000 Lux Beleuchtungsstirke. Spezifische Aktivitdten:
Phosphat: 2,17 uCifuMol; Sulfat: 6,25 uCij/uMol.
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minoy wenigstens kurzfristig in Gegenwart von gasfor-
migem Schwefelwasserstoff nicht irreversible Schadigun-
gen erleidet. Figur 1 zeigt die AbhAngigkeit der Hemmung
der apparenten Photosynthese von der H,S-Konzen-
tration in der Begasungsluft. Die Hemmung betragt
109, bei der niedrigsten gemessenen Konzentration von
6 ppm. Durch eine 10fache Erhdhung der H,S-Konzen-
tration steigt sie auf nur 149,, nimmt dann aber rasch
zu und betrdgt bei 120 ppm bereits 889%,. Die Hemmung
tritt nach Zugabe von H,S rasch ein, bleibt bei den ge-
messenen Konzentrationen bis zum Versuchsabbruch
nach 5 h konstant und erweist sich im untersuchten
Bereich als reversibel.

Fiir Wachstumsuntersuchungen erschien auf Grund
der Gaswechselmessungen vor allem der Konzentrations-
bereich zwischen 0 und 60 ppm giinstig. Auf den 4 Ein-
heiten der Wachstumsanlage!? wurden Kulturen so an-
gesetzt, dass den Organismen als Schwefelquelle ent-
weder Sulfat oder Schwefelwasserstoff oder Schwefel-
wasserstoff und Sulfat zur Verfiigung stand.

In der Tabelle sind die spezifischen Wachstumsraten,
das mittlere Trockengewicht pro Glied und der Schwefel-
gehalt aus einem 36 Tage dauernden Kultivierungs-
versuch mit den verschiedenen Schwefelquellen auf-
gefiihrt.

Es zeigt sich, dass Lemna minor auch bei langdauern-
der H,S-Begasung kultiviert werden kann. Die kleinern
spezifischen Wachstumsraten bei H,S-Begasung be-
stitigen die bei den Gaswechselmessungen beobachtete
Photosynthesehemmung. Diese kommt zusdtzlich in
einem kileineren mittleren Trockengewicht pro Glied zum
Ausdruck. Einen ganz ausgepriagten Effekt hat die Be-
gasung mit H,S auf den Sulfatschwefel. Die starke Zu-
nahme erinnert an #hnliche Verdnderungen bei SO,-
Begasung1s. Offenbar wird in beiden Fillen die in
grosserem Masse zu Verfiigung stehende reduzierte Form
wenigstens teilweise oxidiert. Die Menge des gebundenen
Schwefels, die aus der Differenz zwischen Total- und
Sulfatschwefel berechnet werden kann, dndert sich dabei
nur geringfiigig. Sulfidschwefel kann nur bei Organismen
nachgewiesen werden, welche mit H,S begast wurden.
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Fig. 3. Zunahme des Gehalts an Sulfatschwefel von Lemna minor bei
der Begasung mit 180 ppm H,S (Mittelwere und mittlerer Fehler von
6 Parallelen).

18 C, M. Jounson und H. Nisuita, Analyt. Chem. 24, 736 (1952).
1 R, J. ELuis, Nature 277, 1266 (1966).
1 R, GUupEeRIAN, Z. Pfl. Krankh. 77, 289 (1970).
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Auffillig bei allen bestimmten Grossen ist die weit-
gehende Ubereinstimmung der Werte der mit H,S be-
gasten Organismen, d.h. die An- oder Abwesenheit von
Sulfat in der Nihrlésung vermag keine signifikanten
Verdnderungen zu erzeugen.

Dieser Befund fithrte dazu, zu priifen, wie weit mit
H,S begaste Organismen noch Sulfat aufnehmen. Dabei
musste neben spezifisch anf die Sulfataufnahme gerich-
teten Wirkungen auch mit unspezifischen Hemmwirkun-
gen auf die Stoffaufnahme im allgemeinen gerechnet
werden. Um beide Wirkungen unterscheiden zu kénnen,
untersuchten wir den Einfluss von H,S auf die Sulfatauf-
nahme in Doppelmarkierungsexperimenten mit 50,2~
und H,%?PO,~. Dieses Ion verhdlt sich in vielen Auf-
nahmeexperimenten vollig gleich wie Sulfat?6.

Die Wirkung der Begasung mit Luft und 18 ppm H,S
auf die Phosphat- und die Sulfataufnahmerate von
Lemuna minor geht aus Figur 2 hervor.

Bei der Hemmung der Sulfataufnahme durch H,S
diirften sich eine ganze Reihe von regulierenden Prozessen
iiberlagern. Ein sehr rascher Prozess scheint dabei nicht
spezifisch auf die Sulfataufnahme gerichtet zu sein, so
dass er seine Wirkung in einem gewissen Masse auch auf
Phosphat zu erstrecken vermag. Allgemein wird aus
schnellen Abnahmen der Aufnahmeraten auf ATP-
Mangel geschlossen®. Die Untersuchungen von ERis-
MANNY? weisen darauf hin, dass in Lemma wminor bei
Begasung mit H,S ein ATP-Mangel auftritt, welcher im
vorliegenden Fall fur die erste rasche Abnahme der Auf-
nahmeraten von Phosphat und Sulfat verantwortlich
sein konnte. Daneben aber miissen Regulationsmecha-
nismen wirksam werden, welche sich ausschliesslich auf
die Sulfataufnahme erstrecken.

Bei anderen Organismen scheint der intrazelluldre
Cystein-18:19 oder Sulfatgehalt!® die Sulfataufnahme zun
regulieren. In Lemna wminor steigen bei H,S-Begasung
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Fig. 4. Verianderung des Cysteingehalts von Lemna minor beim Uber-
gang von der Begasung mit Luft zur Begasung mit Luft und 18 ppm
H,S.
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Sulfat- (Tabelle und Figur 3) und Cysteingehalt (Figur 4).
Dabei steigt der Sulfatgehalt auch bei Einsatz von
hohen H,S-Konzentrationen nur langsam, wihrend
Cystein bereits bei missigen H,S-Konzentrationen rasch
anndhernd die doppelte Konzentration erreicht. Deshalb
konnte zuerst Cystein, spéter zusdtzlich Sulfat, entstan-
den durch Oxidation von H,S, hemmend auf die Sulfat-
aufnahme wirken.

Bei der Umstellung auf die Begasung mit Luft allein
nimmt die Phosphataufnahmerate sehr rasch wieder
ihren urspriinglichen Wert an, weil offenbar der ATP-
Mangel behoben wird. Die Sulfataufnahmerate steigt
nach Aufhebung der H,S-Begasung nur langsam an.
Offenbar sind die Verbindungen, welche die Aufnahme
hemmen, noch in zu hoher Konzentration vorhanden,
und die Enthemmung erfolgt nur allmé&hlich im Masse der
Normalisierung der Poolgréssen.

Die dargestellte Hemmung der Sulfataufnahme durch
H,S erinnert stark an das gut untersuchte System
NO,;~/NH,*. Hier kann die reduzierte Form die Auf-
nahme und die Assimilation der oxidierten Form weit-
gehend hemmen20-24. In Anbetracht der Ahnlichkeit von
Schwefel und Stickstoff in biologischen Systemen?2®
konnten weitere Untersuchungen der Kompetition zwi-
schen H,S und SO,2- zeigen, dass hier dhnliche Regu-
lationsmechanismen wirksam sind, wie im System
NH,+/NO;~.

Summary. Lemna minor L. was cultivated with 6 ppm
H,S in atmospheric air. Compared to organisms in H,S-
free air, it had a smaller but constant specific growth rate
for 36 days. It showed a pronounced increase in sulfate
concentration. H,5 quickly reduced the sulfate uptake.
The mechanism of regulation of sulfate uptake is dis-
cussed.
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In vitro Effects of Lead on Enzymatic Activities of Rabbit Kidney Mitochondria

Early signs of the kidney damage which is known to
occur in lead intoxication may be found in the mito-
chondria of the renal tubular lining cells. Ultramicro-
scopic studies of these mitochondria in experimental lead
poisoning have revealed structural abnormalities, includ-
ing ruptured outer membranes, vacuolated inner com-
partments, and a distorted arrangement of cristae® 2
Furthermore, renal mitochondria isolated from lead-

intoxicated rats show reduced respiration and uncoupled
oxidative phosphorilation?3, impairment of electron-
transport mechanism?, inhibition of pyruvate and
succinate exchange diffusion rates®, and decrease in
cytochrome and protein content?®.

Since the changes in enzyme activities responsible for
these structural and biochemical alterations have not yet
been well defined, it seemed to us of interest to study the



