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Barbiturate und energieliefernder Stoffwechsel
in der himoglobinfrei durchstromten Leber der Ratte

Herrn Professor Dr. JoacHiM KUHNAU zum 60. Geburtstag
Von R. SchHoLz, F. ScawARz!) und Tu. BUcHER
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinchen ( Direktor: Prof. Dr. Dr. Th. Biicher)

(Eingegangen am 8. April 1966)

Die Wirkung von Amytal und anderen Barbituraten auf die isolierte, himoglobinfrei perfundierte Rattenleber
wurde mit Hilfe von amperometrischer Sauerstoffbestimmung, Fluorometrie und Metabolitanalysen im Perfusat
untersucht. Unabhingig von den Perfusionsbedingungen betrigt die maximale Atmungshemmung durch Amytal
66% der Atmung im stationiren Zustand. Derivate mit gleicher oder dhnlicher Seitenkette am C-Atom 5 der Barbi-
tursiure, Amytal, Nembutal und Pentothal, hemmen die Atmung in gleichem AusmaBe. Evipan und Luminal zeigen
eine geringere, Veronal eine nur sehr schwache Atmungshemmung. Die Sensibilitit der Atmung gegeniiber Amytal,
gekennzeichnet durch die Konzentration fiir halbmaximalen Effekt, ist abhingig von der Stoffwechselsituation der
Leber. Die hochste Sensibilitit wurde bei Lebern mit vorwiegendem Kohlenhydratkatabolismus, die geringste bei
i Umsatz von Olsdure gemessen.

| Die Ketogenese wird unter Amytaleinwirkung verstirkt. Bei bereits vorliegendem Fettsiurekatabolismus erreicht
die Produktion an f-Hydroxybutyrat Werte um 30 ;:Mol/Std./g. Die unter diesen Bedingungen geringere Sensibili-
tit der Atmung gegeniiber Amytal kann durch einc vermehrte Einschleusung flavinspezifischer Wasserstoffpaare in
das System der Atmungskette erklirt werden. — Oxybarbiturate steigern die durch reduzierte Pyridinnukleotide
verursachte Oberflichenfluoreszenz der himoglobinfreien Leber. Bei maximaler Amytalkonzentration wird ein
. Fluoreszenzanstieg von 809, des Anstieges bei Anoxie beobachtet. Eine Korrelation besteht zwischen Atmungs-
hemmung und Fluoreszenzanstieg unter Amytaleinwirkung. Nur bei sehr geringen Amytalkonzentrationen steigt
die Fluoreszenzintensitit ohne entsprechende Atmungshemmung. — Die Barbituratwirkung auf Atmung und
Fluoreszenz ist reversibel. Eine Ausnahme bildet das Thiobarbiturat Pentothal.

i Amytal senkt das Redoxpotential des LDH-Systems von — 230 auf — 247 mV und das Redoxpotential des 8-
I HOBDH-Systems von —268 auf —289 mV (3 mM). Bei glykogenhaltigen Lebern steigt die Lactatproduktion von
| + 20 auf 110 uMol/Std./g. Der halbmaximale Effekt wird bereits bei einer Amytalkonzentration von 0,25 mM er-
J ! reicht. Die biosynthetischen Funktionen der Leber weisen eine unterschiedliche Amytalsensibilitit auf. Die Gluko-
i neogenese aus Alanin wird schon bei Konzentrationen zwischen 0,6 und 0,9 mM vollstindig gehemmt, bei denen die
Harnstoffsynthese noch wenig beeinflult ist. Ammoniumionen werden jedoch bei diesen Amytalkonzentrationen
bereits vermehrt freigesetzt.

: The effects of Amytal and other barbiturates on the isolated, hemoglobin-free, perfused rat liver were investigated
using the amperometric measurement of oxygen tension, surface fluorometry and the analysis of metabolites in the
perfusate. The steady state respiration is inhibited about 66 per cent by Amytal, independently of the experimental
conditions. Amytal, Nembutal and Pentothal, which are characterised by similar side chains substituted at C-5 of the
barbituric acid, exhibit an equal inhibition of respiration. The effects of Evipan and Luminal are smaller; the in-
hibition by Veronal is very weak. The sensitivity of respiration to Amytal, expressed as the concentration for the
half maximal effect, depends on the metabolic state of the liver. Livers utilizing carbohydrate were found to be more
sensitive than livers utilizing oleic acid.

Ketogenesis increases under the influence of Amytal. When Amytal is given to a liver utilizing fatty acids, the pro-
duction of f-hydroxybutyrate amounts to about 30 umoles/hr./g. The lower sensitivity of respiration to Amytal
observed under these conditions is possibly due to an increased utilization of flavin-specific hydrogen. The surface
fluorescence of the hemoglobin-free liver caused by reduced pyridine nucleotides is increased when hydroxybarbi-
turates are added to the perfusion fluid. A maximal concentration of Amytal causes an increase of fluorescence, which
is about 809, of that observed in anoxia. A correlation exists between the inhibition of respiration and the increase
of fluorescence by Amytal. Very small concentrations of Amytal, however, effect an increase of fluorescence with-
out a corresponding inhibition of respiration. With respect to respiration and fluorescence, the effects of hydroxy-
barbiturates are reversible. In contrast, the effects of the thiobarbiturate, Pentothal, are irreversible.

The redox potential of the LDH system is reduced from — 230 to — 247 mV by Amytal. Similatly, the redox
potential of the f-HOBDH-system is reduced from —268 to —289 mV (3 mM). In liver containing glycogen, the
production of lactate increases from 4 20 to 110 pumoles/hr./g. with Amytal, the concentration for half maximal
effect being 0.25 mM.

Biosynthesis is variously influenced by Amytal. Gluconeogenesis from alanine is completely inhibited by con-
centrations between 0.6 and 0.9 mM, whereas the synthesis of urea is sligthly affacted by these concentrations. The
excretion of ammonia, however, is increased at lower concentratiosis.

Die Wirkungen der Barbiturate als Inhibitoren des Ge-
websstoffwechsels sind seit den grundlegenden Beob-
achtungen von QUASTEL im Jahre 1932 (1) in zahlreichen
Arbeiten beschrieben worden (Ubersicht bei 2—4). Die
neueren Untersuchungen zellphysiologischer Richtung

1y Diese Arbeit enthilt Teile der Dissertation von Frank
ScHWARZ.
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betreffen vorwiegend Messungen an isolierten Mito-
chondrien (5—18). Sie geben Einblicke nicht nur in den
Mechanismus der Barbituratwirkung, sondern auch in
den organisatorischen Plan der Atmungskette.

Weitaus am hiufigsten ist Amytal, das 5-Athyl-5-iso-
amyl-Derivat der Barbitursiure, untersucht worden. Im
Bereich der mitochondrialen Wasserstoff- und Elektro-
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nen-Ubertragung hemmt es die an Diphosphopyridin-
nucleotid gebundenen Oxydationen (9, 11). In kleinen
Konzentrationen, bei denen der ElektronenfluB der
Atmungskette bereits entscheidend gehemmt ist, ent-
koppelt Amytal nicht die oxydative Phosphorylierung
(14, 15). Dennoch steht seine Wirkung in gewissen, noch
nicht geklirten Bezichungen zu den Reaktionen der
energetischen Transformation, da sowohl Intensitit als
auch Qualitit des Amytaleffektes vom Grad der energe-
tischen Kopplung der Mitochondrien abhingen (16, 17,
18). Bei nichtphosphorylierenden Mitochondrien hemmt
Amytal die Elektroneniibertragung zwischen Flavo-
protein und der Cytochrom b-Ubichinon-Region (10,
12, 13). Dagegen ist bei enggekoppelten Mitochondrien,

deren Atmungskette durch das Angebot an Phosphat-

acceptoren kontrolliert wird, der entsprechende cross-
over-point von der Sauerstoff- zur Substratseite des Flavo-
proteins hin verschoben. Ein Angriffspunkt von hoher
Affinitit ist demnach jene Seite der mitochondrialen
DPNH-Oxydation, welche dem System der energeti-
schen Transformation zugewandt ist (16).

Wegen der Reversibilitit seiner Wirkungen ist Amytal zu
einem oft verwendeten Hilfsmittel der Mitochondrien-
forschung geworden, nicht zuletzt, weil man mit seiner
Hilfe in isolierten Mitochondrien, Zellen (19) und Ge-
weben die Redoxmediatoren der Atmungskette oberhalb
der Pyridinnucleotide in den oxydierten Zustand ver-
setzen kann. Zu diesem Zweck haben wir in einer voraus-
gegangenen Untersuchung iiber den Status der Cyto-
chrome im Parenchym der himoglobinfrei durchstrom-
ten Leber Amytal verwendet (20—22). Die dabei ge-
wonnenen Beobachtungen haben uns angeregt, die
Messungen auf andere Parameter (Registrierung der
Atmungsgréfe und Oberflichenfluoreszenz, Messung
des Austausches von Metaboliten mit der Perfusions-
fliissigkeit) auszudehnen. Wegen ihres klinisch-chemi-
schen und pharmakologischen Interesses wurden weitere
Barbiturate in die Untersuchungen einbezogen. Das ge-
wonnene Material gibt einen Einblick in die Inte-
dependenzen mitochondrialer Funktionen innerhalb der
Komplexitit des Leberparenchyms.

Methodik

Himoglobinfreie Leberperfusion

Die Technik und die besonderen Gegebenheiten, sowie die
methodischen Moglichkeiten der himoglobinfreien Perfusion einer
isolierten Rattenleber wurden an anderer Stelle beschrieben (20, 22).
Abbildung 1 zeigt das Perfusionssystem als Blockdiagramm. Es
setzt sich.zusammen aus einem Oxygenator, Pumpen fiir den Zu-
und RiickfluB, einem temperierten GefiB3 fiir die Leber, sowie
Platinelektroden zur Messung des Sauerstoffdrucks im Schlauch-

system vor und hinter der Leber. Die Apparatur ist fiir eine Per-

fusion sowohl im offenen als auch im rezirkulierenden System ein-
gerichtet. Als Oxygenator dienten zunichst temperierte Siulen, in
denen die Perfusionslésung mit Gasgemischen (95% O, + 5%
CO,, bzw. 959 Argon + 5% CO,) durchperlt wurde. Spiter ver-
wendeten wir fiir die Oxygenierung Zylinderoxygenatoren aus
Kunststoff. )

Perfusionsléosung

Die Perfusionslosung besteht aus der isotonen Lésung eines Salz-
gemisches mit Zusatz von 7%, Dextran (mittleres Molekulargewicht
40000; ,,Rheomakrodex“, Fa. Knoll AG, Ludwigshafen) als
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. Abb. 1
Blockdiagramm eines Systems fiir himoglobinfreie Durchstrémung
von Rattenlebern

onkotische Substanz. Das unter Standardbedingungen verwendete
Medium A (20, 22) enthilt zusitzlich Glukose (5,5 mM), Lactat
(1,5 mM) und ein Gemisch aus 7 glukoplastischen Aminosiuren
in den Konzentrationen, die fiir Rattenserum angegeben werden
(23). Medium B, das in den Versuchen mit Lebern von gehungerten
Ratten verwendet wird (Glukoneogenesebedingungen), enthilt
6% Dextran, 1% Albumin (Serumalbumin vom Rind, reinst,
Behring-Werke, Marburg) und als Substrat lediglich Alanin
(10 mM); pH 7,40; Temperatur 36°,

Oberflichenfluoreszenz

Die Messung der Oberflichenfluoreszenz wurde entsprechend der
von CHANCE angegebenen Methode (24) durchgefiihrt. Wir ver-
wenden dazu ein Aufsichtsmikroskop (,,Ultrapak®, Fa. Leitz,
Wetzlar), das wir mit einer wassergekiihlten Quecksilberdampf-
lampe (ST 40, Fa. Heraeus, Hanau), Glasfiltern und einem Photo-
multiplier (RCA 1 P 21) ausgeriistet haben. Die Primirstrahlung
von 366 mu wird auf die Leberoberflache gerichtet. Die im Leber-
gewebe bis zu einer Tiefe von 1-——2 mm erregte blaue Fluoreszenz
mit einem Maximum zwischen 450 und 480 mu wird auf den
Multiplier geleitet. Das Fluorimeter mit dem Prinzip des Strahlen-
ganges ist im Blockdiagramm angedeutet. Es wird zusammen mit’
einem Photometerbauteil ,,Eppendorf (Fa. Netheler und Hinz,
Hamburg; stabilisierte Stromversorgung fiir Hg-Lampe und
Multiplier, Verstitker usw.) und einem Registriergerit (Fa.
Philips) betrieben.

Sauerstoffmessung

Der im Perfusionsmedium gel&ste Sauerstoff wird amperometrisch
mit der stabilisierten, spaltlosen Ganzglas-Platin-Elektrode nach
LuBBERs (25, 26) (Elektroden und Verstirker: Fa. Eschweiler,
Kiel) gemessen. Wegen des fehlenden Himoglobin-Puffers ist die
Differenz der Sauerstoffdrucke vor und hinter der Leber bei
konstanter Durchstrdmungsgeschwindigkeit proportional der
AtmungsgréfBe, die folgendermafBien berechnet wird:
AVD-x:2-D
760 - 22,4 - FG
AVD = pO;, grteriell — PO; venss (torr)

o = Bunsen’scher Absorptionskoeffizient = 0,023 m/ O,/m/

0,9-proz. NaCl, bei 760 torr, t = 36°
D = Durchstrémungsgeschwindigkeit, (m//60 Min.)
FG = sog.Frischgewicht der Leber (g) = Trockengewicht X 5.

Atmung = [uAtom O/Std./g (Frischgewicht)]

Metabolitanalysen

Lactat und B-Hydroxybutyrat, bzw. Pyruvat und Acetoacetat
werden im kombinierten optischen Test mit Hilfe der Lactat-
dehydrogenase und B-Hydroxybutyratdehydrogenase, Ammoniak
mit Glutamatdehydrogenase (27) bestimmt. Kolorimetrische Be-
stimmung von Glukose (Glukoseoxydase-Methode) und Harn-
stoff. Simtliche Testreagenzien und Enzyme: Fa. Boehringer,
Mannheim. L-Alanin und Olsiure: Fa. Roth. Karlsruhe.
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Barbiturate

Die untersuchten Barbiturate sind handelsiibliche Priparate.
Amytal (Fa. Merck, Darmstadt), mit NaOH auf pH 9 neutralisiert.
Nembutal = Pentobarbital-Natrium (Fa. Abbot, Ingelheim),
Pentothal = Thiopental-Natrium (Fa. Abbot, Ingelheim),

Evipan = Evipan-Natrium (Fa. Bayer, Leverkusen),

Luminal = Luminal-Natrium (Fa. Bayer, Leverkusen),

Veronal = Barbital-Natrium (Fa. Merck, Darmstadt).

Tiermaterial

Wit verwenden weibliche Wistar 11-Ratten von 200—250 g, aus der
Tierziichterei Briinger (4801 Bokel), die mit einer vorwiegend
kohlenhydrathaltigen Standarddiit (,,Altromin‘) gefiittert werden.
Unter Standardbedingungen erhalten die Tiere bis kurz vor Ver-
suchsbeginn Futter und Wasser ad libitum. Fiir die Experimente
unter Glukoneogenesebedingungen wird 24 Stunden vorher das
Futter entfernt. Die Lebern dieser Tiere enthalten bei Versuchs-
beginn weniger als 1% ihres Glykogens im gefiitterten Zustand.

Ergebnisse und Diskussion

Amytal-Cyclus

In einer Serie von Perfusionsexperimenten unter Stan-
dardbedingungen wurden AtmungsgroBe und Fluo-
reszenzintensitit bei verschiedenen Amytalkonzentratio-
nen gemessen. Ein reprisentatives Experiment dieser
Serie, aus dessen Originalregistrierung Ausschnitte in
Abbildung 2 gezeigt werden, soll im folgenden be-
schrieben werden. Die Kurven in Abbildung 2 geben die
Registrierung der Oberflichenfluoreszenz und der
Sauerstoffdrucke vor und hinter der Leber wieder. Sie
sind von rechts nach links zu lesen. Bei konstanter Durch-
stromungsgeschwindigkeit ist der Abstand zwischen
den beiden Sauerstoffkurven proportional zur Atmungs-
groBe der Leber. Am Anfang dieser Registrierung, nach-
dem 100 Minuten Perfusion in Normoxie vorausge-
gangen sind, betrigt die stationire Atmung 290 uAtom
0/Std./g Leber.
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Ausschnitte aus der Originalregistrierung des Experiments Nr. 93/1

Zeitschreibung von rechts nach links.
94—110 Minuten: Anoxie-Cyclus; 137—161 Minutén: Amytal-Cyclus.
+ + + + Sauerstoffdrucke vor und hinter der Leber, amperometrisch
gemessen mit Platinelektroden (25, 26). |
........ Registrierung der Oberflichenfluoreszenz (primir 366 mu,
sekundar 450—480 m x) (24). Anstieg der Fluoreszenzintensitdt und der
Sauerstoffdrucke bei Aufwartsbewegung der Kurven.
AtmungsgroBen an der vendsen Sauerstoffkurve: uAtom 0/Std./g Leber
(Frischgewicht).
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Zur Charakterisierung der Priparation sei zunichst.ein
Anoxie-Cyclus (22) beschrieben. Nach Umschalten der
Petfusion auf eine sauerstofffreie Losung gleicher Zu-
sammensetzung (rechter Abschnitt der Registrierung:
Anoxie) fallen beide Sauerstoffkurven auf Null. Die
Fluoreszenzintensitit steigt nach kurzer Latenz rasch an
und geht nach etwa einer Minute in einen allmihlichen
Anstieg tiber. Der Anstieg nach 4 Minuten Anoxie dient
als Bezugswert fiir die Fluoreszenzinderungen nach
Zugabe von Barbituraten. Nach erneuter Zufuhr von
Sauerstoff sinkt die Fluoreszenzintensitit in einer Zwei-
phasenkinetik ab. Ungefihr 709, des Anstieges sind
innerhalb einer Minute reversibel, wihrend der Aus-
gangswert erst 10 Min. spiter erreicht wird, zu einem
Zeitpunkt, an dem die Leber sich von einer Sauerstoff-
schuld erholt hat. Diese Sauerstoffschuld, die in der
ersten Minute der Erholungsphase eine Atmungs-
steigerung von mehr als 509, bewirkt, betrigt in diesem
Experiment 8 yAtom 0 und liegt in der GréBenordnung
des in 4 Minuten Anoxie entstandenen Lactats.

Nach einer Erholungsperiode von 30 Min. wird Amytal
in steigenden Konzentrationen (0,28—2,7 mM) zur
Perfusionslésung hinzugegeben (linker Abschnitt der
Abb. 2). Wihrend bisher die Perfusion im rezirkulieren-
den System erfolgte, ist der Kreislauf jetzt unterbrochen,
um eine Akkumulation des Amytals zu vermeiden. Ent-
sprechend der ansteigenden Amytalkonzentration wird
die AtmungsgréBe schrittweise von 287 auf 105 uAtom 0
/Std./g vermindert. Die Restatmung bei 2,7 mM
Amytal betrigt 379, der Ausgangsatmung. In gleicher
Weise steigt die Fluoreszenz schrittweise an und erreicht
ein Maximum, das 75%, des Fluoreszenzanstieges nach
4 Minuten Anoxie entspricht. Nach 10 Min. dauernder
Einwirkung auf die Leber wird Amytal durch eine
frische Perfusionslésung ausgewaschen. Beide Effekte,
sowohl Fluoreszenzanstieg als auch Atmungsdepression,
haben sich innerhalb von 3 Min. zuriickgebildet. Auch
unter Beriicksichtigung der voriibergehend geringeren
Aufsittigung der Perfusionslosung (Abb. 2, obere
Sauerstoffkurve) resultiert fiir einige Minuten ein leicht
erhdhter Sauerstoffverbrauch.

Reversibilitit und Reproduzierbarkeit

Dieser Cyclus von Amytal-Inhibition und Auswaschung
148t sich nach jeweils 20 Min. Erholung mehrmals mit
guter Reproduzierbarkeit wiederholen. Entsprechende
Daten fiir den Sauerstoffverbrauch findet man in Ta-
belle 1. In den Zeilen 1a und 1b, sowie 22 und 2b dieser
Tabelle sind jeweils zwei aufeinanderfolgende Amytal-
Cyclen an derselben Leber aufgezeichnet worden. Die At-
mungsdepression bei entsprechenden Amytal-Konzen-
trationen, die rasche und vollstindige Reversibilitit durch
Auswaschen und der voriibergehend leicht erhdhte Sau-
erstoffverbrauch in der Restitutionsphase sind innerhalb
der Fehlergrenzen die gleichen. Hinsichtlich der Reversi-
bilitit der Atmungshemmung entsprechen die Oxybarbi-
turate Nembutal und Evipan (Zeile 3 bzw. 4) weitgehend
dem Amytal. Anders verhilt es sich mit dem Thiobarbi-
turat Pentothal (Zeile 5), wovon noch die Rede sein wird.
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Tab. 1

Barbiturat
(Konzentration [mM]
in der Perfusionslésung vor
Auswaschen)

Experiment Nr.
(Zeitraum der
Perfusion in Min.)

1a 93/1 (140—170) Amytal (2,7)
1b 93/2 (230—260) Amytal (2,7)
2a 98/1 (118—148) Amytal (3,5)
2b 98/2 (196—226) Amytal (3,5)
3 77 (350—370) Nembutal (3,3)
4 88 (106—136) Evipan (4,0)
5 151 (96—126) Pentothal (2,2)

Atmungsgrdfie
(uAtom 0/Std./g Leber [Frischgewicht])
. 5Min. 10 Min. 20 Min.
ungehemmt gehemmt nach Auswaschen des Barbiturats
287 105 295 280 272
248 82 265 237 232
286 139 293 290 286
281 128 300 291 290
215 98 207 215
320 177 314 320 315
347 138 262 260

240

Titration der Atmungshemmung

Der Verlauf der Atmungshemmung in 17 Titrationen,
entsprechend dem oben datgestellten Versuch (Abb. 2),
sowie die Extrapolation auf den Grenzwert der At-
mungshemmung, ist in Abbildung 3 dargestellt worden.
Die Atmungshemmung wurde auf die GroBe der Aus-
gangsatmung (= 1009,) bezogen. Um eine Extrapolation
auf den Grenzwert zu ermdglichen, sind Konzentratio-
nen des Hemmstoffes und Abnahme der AtmungsgréfBe
reziprok aufgetragen worden. Die MeBwerte jedes
einzelnen Experimentes sind durch einbesonderes Symbol
gekennzeichnet. Ausgefiillte Kreise entsprechen dem in
Abbildung 2 dargestellten Experiment. '

Die MeBwerte lassen sich einer Kurve von annihernd
hyperbolischer Funktion zuordnen, deren Ubertragung
in die nichtreziproke Darstellung man in Abbildung 4
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Abb. 3
Beziehung zwischen Atmungshemmung und Amytalkonzentration
(mM) in reziproker Auftragung.

Atmungshemmung (—40,9%): Differenz zwischen ungehemmter und
gehemmter Atmung, Ausgangsatmung = 1009%. 17 Experimente. Die
MeBwerte jedes einzelnen Experimentes sind durch ein besonderes
. Symbol gekennzeichnet.
e = Experiment Nr. 93/1 (Abb. 2)

bzw. 9 findet. Wie man sieht, ist der Verlauf biphasisch.
Sehr geringe Konzentrationen von Amytal bewirken
noch keine Atmungshemmung, dagegen aber bereits eine
Fluoreszenzsteigerung, wie unten gezeigt werden soll.
Die Extrapolation auf den Grenzwert bei maximaler
Amytalkonzentration ergibt nach dieser Darstellung eine
Atmungshemmung von 669, der Ausgangsatmung.
Unter Beriicksichtigung dieses Maximalwertes 146t sich
aus den Darstellungen der Abbildungen 4 und 9 fiir den
halbmaximalen Effekt eine Konzentration von- 0,34
mM ablesen (s. a. Tab. 3). Dieser Wert kann als ein
MaB fiir die Amytalsensibilitit der perfundierten Leber
unter Standardbedingungen angesehen werden.

Wegen der Komplexitit des energicliefernden Stoff-
wechsels, in den Amytal an umschriebener Stelle eingreift,
ist die Sensibilitit des Systems gegeniiber dem Hemm-
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Abb. 4

Titrationskurven fiir die Hemmung der Leberatmung durch Amytal
unter verschiedenen Perfusionsbedingungen.

Kurve 1: — Leber von gefiitterten Ratten (glykogenreich), Perfusion
im offenen System, Ubertragung der Linie aus Abb. 3 in die nicht-
reziproke Darstellung.

Kurve 2: O—Q Leber von gefiitterten Ratten, jedoch Perfusion im
geschlossenen System, Akkumulation von Lactat. 5 Experimente
(Nr. 162, 3, 4, 6, 8) Mittelwerte mit Standardabweichungen.
Kurve 3: A Experiment Nr. 229, A Experiment Nr. 248. Leber von
,Hungerratten (24 Stunden Nahrungskarenz, glykogenfrei), Per-
fusion im geschlossenen System mit Medium B plus Olsaure (0,6mM).
> Lebern von ,,Hungerratten', Medium B. 11 Experimente mit

i 0,3 bzw. 0,6 mM Amytal. : .
< Lebern von’ ,,Hungerratten‘‘, Medium B, jedoch ohne Albumin.
4 Experimente mit 0,3 mM Amytal. Mittelwerte mit Standard-

abweichungen.
Maximale Atmungshemmung nach Extrapolation auf den Grenzwert:
66% der Ausgangsatmung (+ 8%), keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Serien. Die Konzentration fiir halbmaximale
Atmungshemmung ist angegeben.
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stoff abhiingig von der vorliegenden Stoffwechselsitu-
ation. Man kann deshalb nicht von der Amytalsensibili-
tit der Leber schlechthin, sondern nur von der Sensibili-
tit der Leber unter bestimmten Perfusionsbedingungen
sprechen. Die unterschiedliche Sensibilitit bei ver-
schiedenen Vetsuchsbedingungen ist aus Abbildung 4 zu
ersehen. Neben den bislang beschriebenen Experimenten
an Lebern von normal gefiitterten Ratten, durchstrémt
im offenen Perfusionssystem (Kurve 1), zeigt diese Ab-
bildung die Titrationskurve bei geschlossenem Per-
fusionssystem (Kurve 2). Hier akkumulieren die unter
der Einwirkung des Amytals von der Leber ausge-
schiedenen Metabolite, insbesondere Lactat (vgl. unten).
Die maximale Hemmbarkeit der Atmung ist unver-
andert, ihre Sensibilitit gegeniiber Amytal jedoch herab-
gesetzt. Die Konzentration fiir halbmaximalen Effekt
steigt von 0,34 auf 0,45 mM. Wesentlich geringer ist
die Amytalsensibilitit in den Experimenten der Kurve 3.
Hier wurden nach 24stiindiger Nahrungskarenz ent-
nommene Lebern mit Medium B (s. methodischer Teil)
plus Olsiure (0,6 mM) durchstrémt. Auch hier wird
bei der Titration eine maximale Atmungshemmung von
annihernd 669, erreicht. Die Konzentration fiir halb-
maximalen Effekt liegt allerdings bei 0,7 mM. Weder
der Status des Hungerns, noch die verinderte Perfusions-
16sung (Anwesenheit von Albumin), haben einen merk-
lichen EinfluB auf die Amytalsensibilitit. Das geht eben-
falls aus Abbildung 4 hervor. Die dort zusitzlich ein-
getragenen Werte der Atmungshemmung stammen
von Lebern im Status der Glukoneogenese. Sie unter-
scheiden sich nur unwesentlich von der Kurve 2.
Die verringerte Amytalsensibilitit bei Gegenwart von
Fettsiuren ist demnach auf den anderen Typ des mito-
chondrialen Katabolismus zuriickzufiithren. Unten wer-

~ den wir zeigen, daB unter Amytal auch die Ketogenese

und damit der nicht-pyridinnucleotid-abhingige Anteil
an der Gesamtatmung steigt.

Cuance und Hgess (19) haben in den Versuchen mit
Ascitestumorzellen eine geringere Amytalsensibilitit der
Atmung (0,8 mM) beobachtet, als wir sie fiir ein in-
taktes Organ beschreiben. In einer vorausgegangenen
Arsbeit (22) haben wir bei dem Vergleich der Konzen-

- trationen fiir halbmaximalen Effekt an Ascitestumor-

Tab.

zellen (0,8 mM) und an der perfundierten Leber unter
Standardbedingungen (0,3 mM) die Moglichkeit einer
zellspezifischen Sensibilitit der Mitochondrientypen
gegeniiber Barbituraten diskutiert. Diese Moglichkeit
ist zwar nicht auszuschlieBen, jedoch sind im Hinblick
auf unsere neueren Ergebnisse Stoffwechselunterschiede
als Ursache der verschiedenen Sensibilititen wahrschein-
licher. In den Versuchen von CHANCE und Hess wurde
dem Inkubationsmedium kein Substrat zugesetzt. Da
Ehrlich-Ascitestumorzellen als endogenes Substrat vor-
wiegend Fette enthalten (28) und auBerdem iiber einen
intensiven Fettsiurekatabolismus verfiigen (29), wird
moglicherweise dieser Stoffwechseltyp ihre geringe
Amytalsensibilitit bedingen.

Titration in vivo und in vitro

In der Tabelle 2 sind die Amytalkonzentrationen fiir
halbmaximale Atmungshemmung bei isolierten Leber-
mitochondrien denen bei der perfundierten Leber gegen-
iibergestellt worden. Die Amytalsensibilitit der Leber
mit vorwiegendem Kohlenhydratkatabolismus (endo-
genes Substrat: Glykogen) liegt im gleichen Bereich wie
die von Mitochondrienpriparationen ohne Malonat- oder
Succinatzusatz. Angaben iiber die Barbituratsensibilitit
von Lebermitochondrien mit intensivem Fettsiurekata-
bolismus konnten wir nicht finden. Mdoglicherweise
bestand bei der Priparation, deren geringe Amytal-
sensibilitit ERNSTER beschreibt (9), eine vorwiegende
Verbrennung von endogenem Substrat, so daB diese
Mitochondrienpriparation der perfundierten Leber mit
Olsiureumsatz vergleichbar ist. Nach den Unter-
suchungen von CHANCE und HOLLUNGER (16) hingt die
Amytalsensibilitit phosphorylierender Mitochondrien
(;»state 3 nach CHANCE (30, 31)) sowohl vom Wasser-
stoffdonator als auch von der Gegenwart von Malonat
ab. Fiir die Veratmung von g-Hydroxybutyrat betrigt
die halbmaximal wirkende Konzentration 0,35 mM,
die sich bei Gegenwart von Malonat auf 0,19 mM ver-
ringert. Die mit 0,12 mM hdochste Sensibilitit wird bei
Malat-Glutamat als Substrat in Gegenwart von Malonat
gefunden. In Abwesenheit von Malonat bewirken kleine
Amytalkonzentrationen auch bei Lebermitochondrien
keine sofortige Atmungshemmung. Die Titrations-

2

Amytal-Konzentration [mM]
fiir halbmaximalen Effekt

Autoren Objekt Substrat Pyridinnucleotid
Reduktion
Atmungshemmung  (Fluoteszenz)
ErnsTER (9) (1955) Leber-Mitochondrien (Ratte) 0,6
ALDRIDGE u. PARKER (14) (1960) Leber-Mitochondrien (Ratte) Pyruvat 0,21
CraNCE u. HOLLUNGER (16) Lcbet-Mitochondrien (Ratte) f-Hydtroxybutyrat 0,35 0,22
(1963) : B-Hydroxybutyrat mit Malonat 0,19 0,22
Malat-Glutamat mit Malonat 0,12 0,32

himoglobinfrei perfundierte
Leber (Ratte)

ScHoOLZ, SCHWARZ u.
BicuEer (1966)

Cuance u. Hess (19) (1959) Ascites-Tumorzellen

Succinat-Glutamat 7,0 2,0

endogen (Glykogen) 0,34 0,33
endogen (Glykogen,
Lactat-Accumulation) 0,45 0,50
Olsiure 0,71
endogen 0,8 0,8
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kurven zeigen einen sigmoiden Verlauf, wie er fiir unsere
Versuche charakteristisch ist (Abb. 4 bzw. 9). Nach Zu-
satz von Malonat zur Mitochondriensuspension fehlt
diese Verzdgerungsphase. Die Titrationskurve ist jetzt
nicht-sigmoid. Die Autoren fithren den EinfluB des
Malonats auf die Unterdriickung der Succinatatmung
zuriick. Es ist jedoch zu bedenken, daf3 der Effekt auch
mit B-Hydroxybutyrat als Substrat beobachtet wurde.
Aus ihren Angaben ist der Anteil des endogenen Sub-
strates an der mitochondrialen Atmung nicht ersichtlich.
Nach KLINGENBERG enthalten die Lebermitochondrien
erhebliche Mengen an endogenem Substrat (32), vor-
wiegend Fettsduren (33), dessen Veratmung mit Malonat
unterdriickt werden kann (34).

Im Gegensatz zur Amytalsensibilitit ist der durch Amytal
hemmbare Anteil der Gewebsatmung unabhingig vom
Status der Leber und vom umgesetzten Substrat. Unter
simtlichen Versuchsbedingungen, die in der Legende zu
Abbildung 4 angegeben sind, finden wir nach Extra-
polation auf den Grenzwert eine maximale Atmungs-
hemmung von 669, der Ausgangsatmung (mit einem
Variationsbereich von 4 89,). Der Rest von 349, be-
steht etwa zur Hilfte aus cyanidresistentem Sauerstoff-
verbrauch (22). Demnach kann fiir Lebermitochondrien
in situ eine amytalresistente Atmung von etwa 159, der
Atmung im stationiren Zustand angenommen werden,
" was einer AtmungsgréBe von 30—40 yAtom 0/Std./g
Leber entspricht. Ein groBerer Beitrag der Succinat-
atmung ist unwahrscheinlich, da Amytal den Citrat-
Cyclus blockiert. Dieser Anteil ist also in erster Linie
der Veratmung von «-Glycerophosphat und Cholin
zuzuschreiben. Tatsichlich bewegen sich die in euthy-
reotischen Lebern gemessenen Aktivititsgehalte der
mitochondrialen Glycerophosphatoxydase in der Gro-
Benordnung eines Durchsatzes von 15 uMol/Std./g
Leber (35).

Korrelation von Atmung und Fluoreszenz

Kurzzeitige Anderungen der Oberflichenfluoreszenz
(primir 366 myu, sekundir 450—480 myu) spiegeln ent-
sprechende Bewegungen im Redoxstatus der zelluliren
Pyridinnucleotide wieder. CHANCE und sein Arbeitskreis,
deren Technik der Fluoreszenzmessung wir anwenden
(24), haben diese Zusammenhinge in zahlreichen Unter-
suchungen gezeigt (36—39). Auch im Leberparenchym,
in dessen Mitochondrien zwar das TPN-System einen
relativ hohen Anteil am Pyridinnucleotid-Bestand hat,
ist der Beitrag des DPN-Systems an den Fluoreszenz-
anderungen maBgebend (22, 40). Ein weiterer Beweis fiir
diesen Sachverhalt ist durch die in Abbildung 5 dar-

gestellte Korrelation zwischen Atmungshemmung und ,

Fluoreszenzsteigerung nach Einwirkung von Amytal
auf die Leber gegeben. In dieser Abbildung sind die
MeBwerte aus jeweils 10 korrespondierenden Titrationen
der Atmungshemmung und der Fluoreszenzsteigerung
enthalten. Die aus einer groBeren Serie ermittelten
mittleren Grenzwerte fiir maximale Atmungshemmung
(= 669, der Ausgangsatmung, s. Abb. 3) und fiir
maximalen Fluoreszenzzuwachs (= 809, des Anstiegs
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Abb. 5
Korrelation zwischen Atmungshemmung (—A4 O,%) und Fluores-
zenzanstieg (AF%).
Einzelwerte aus 10 Experimenten ( ® Experiment Nr. 93/1 aus Abb. 2).

Mittlere Grenzwerte fiir maximale Atmungshemmung und maximalen
Fluoreszenzanstieg = 100.
Regressionsgerade: 4F% = 7,6 4 0,91 - (—40,%)

nach 4 Min. Anoxie) wurden gleich 100 gesetzt. Die
EinzelmeBwerte wurden auf diese Mazximalwerte be-
zogen. Die Regressionsgerade, ermittelt aus 53 Werte-
paaren, 4 FY%, = 7,6 + 0,91 : (—4 0,%,), schneidet die
Otrdinate bei 7—89%, des Maximalwertes. Dieser Ordi-
natenabschnitt reprisentiert einen Fluoreszenzzuwachs
ohne gleichzeitige Atmungshemmung, der bei geringen
Amytalkonzentrationen auftritt. In diesem Zustand der
Hemmung ist die DPNH-Oxydation bereits einge-
schrinkt, die Oxydation nicht-pyridinnucleotid-spezi-
fischer Substrate ist dagegen kompensatorisch gesteigert.
Wir sehen in diesem Befund zusitzlich einen Hinweis
auf den ADP-kontrollieften Status der Mitochondrien
(>»state 4 nach CHANCE) in der stationiren, perfundier-
ten Leber, den wir in einer vorausgegangenen Arbeit (22)
erortert haben.

Da eine wesentliche Anderung des ,,fluoz escence enbance-
meént (40) unter der Einwirkung von Amytal nicht zu
erwarten ist, diirfen wir in erster Anniherung schlieflen,
daB der Zuwachs der Fluoreszenz proportional dem Zu-
wachs des mitochondrialenr DPNH ist. Fiir eine halb-
maximale Steigerung der Fluoreszenz ist eine Amytal-
konzentration in der Perfusionslésung von 0,33 mM
erforderlich. Dieser Wert steht in Ubereinstimmung mit
den Untersuchungen von CHANCE und HoLLUNGER (16),
die bei der Titration der Pyridinnucleotid-Reduktion in
isolierten Mitochondrien halbmaximale Effekte bei Kon-
zentrationen zwischen 0,22 (f-Hydroxybutyrat mit
Malonat) und 0,32 mM (Malat-Glutamat mit Malonat)
finden (s. a. Tab. 2).

Die enge Korrelation zwischen Atmungshemmung und
Fluoreszenzanstieg, wie sie mit diesen Messungen etst-
mals fiir ein Gewebe demonstriert wird, erscheint uns
wesentlich fiir die Deutung von Fluoreszenzkurven, die
zum Beispiel beim Anoxie-Cyclus beobachtet werden
(20, 22). Dieser Befund macht wahrscheinlich, daB
mitochondriale Ereignisse zu kurzfristigen Bewegungen
der Oberflichenfluoreszenz den groBten Beitrag liefern.
Verantwortlich dafiir ist fraglos die bedeutende Ver-
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Glukoneogenese und Harnstoffsynthese: Abgabe bzw. Aufnahme

von Glukose, Harnstoff und Ammoniak («Mol/Std./g (Frisch-

gewicht)) im Perfusionsexperiment Nr. 248, vor und nach Zugabe
verschiedener Amytalkonzentrationen.

Leber einer ,,Hungerratte*, perfundiert mit Medium B plus Olsdure

(0,6 mM). Berechnung der Produktionsraten aus der Differenz der

Konzentrationen in der Perfusionslosung, entnommen im Abstand von

15 Min. (Gesamtvolumen 170 ml, Durchstrémungsgeschwindigkeit
40 mli/Min.). Sauerstoffverbrauch siehe Abbildung 4 Kurve 3.

stirkung der Fluoreszenz des DPN-Systems in nicht-
entkoppelten Mitochondrien (40).

EinfluBl auf biosynthetische Funktionen

Abbildung 6 demonstriert den EinfluB von Amytal auf
zwei wichtige biosynthetische Funktionen der Leber:
Glukoneogenese und Harnstoffsynthese. Die Leber
wurde einem Tier nach 24-stdg. Nahrungskarenz
entnommen und mit Medium B unter Zusatz von 10 mM
Alanin und 0,6 mM Olsiure durchstrémt. Unter diesen
Bedingungen wird aus Alanin Glukose synthetisiert.
Die Energie wird durch die Verbrennung der Fettsiure
unter geringer Ketogenese geliefert (Abb. 7). Man er-
kennt aus Abbildung 6, daBl die beiden biosynthetischen
Funktionen sich in ihrer Amytalsensibilitit unter-
scheiden.

Wihrend die Glukoneogenese bereits bei geringen
Amytalkonzentrationen gehemmt und bei halbmaximaler
Atmungshemmung (0,7 mM Amytal) vollstindig unter-
driickt wird, ist die Harnstoffsynthese zunichst kaum
beeinfluBt. Offensichtlich sind fir die Glukoneo-
genese Wasserstoffverschiebungen notwendig, die durch
Amytal verindert werden. Sehr wahrscheinlich liegt der
Angriffspunkt auf die Glukoneogenese bei der Oxydation
von Alanin zu Pyruvat (Gl. (4)) durch Vermittlung dexr
Transaminierung von x-Ketoglutarat (Gl (7)) und der
Oxydation von Glutamat (Gl. (2)), entsprechend folgen-
der Redaktionsgleichungen:

(7) Alanin + x-Ketoglutarat —— Pyruvat + Glutamat

(2) Glutamat +DPN +H,0O — a-Ketoglutarat +

DPNH, + NH;,
(3) DPNH, +FAD —I——> DPN + FADH,
Amytal
(4) Alanin+FAD 4 H,0 —— Pyruvat+FADH,
+ NH;

Z. klin. Chem./4. Jahtg. 1966/Hcft 4

Die hohe Sensibilitit der Glutamatoxydation gegeniiber
Amytal ist bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt an
Gewebshomogenaten von Meerschweinchenhirn (1)
nachgewiesen und spiter an isolierten Lebermitochon-
drien bestitigt worden (16).

Dagegen fordert die Harnstoffsynthese vom mitochon-
drialen Stoffwechsel nur energiereiches Phosphat, das bei
geringer Atmungshemmung noch zur Verfiigung ge-
stellt wird. Die Harnstoffsynthese ist erst wesentlich ver-
mindert, wenn die Atmungshemmung etwa 409, der
Gesamtatmung {ibersteigt. Bereits bei nur maBig ein-
geschrinkter Harnstoffsynthese werden Ammonium-
ionen freigesetzt. Dieser ProzeR3 erreicht sein Maximum
bei einer Hemmung der Gesamtatmung um 509,
(1,5 mM Amytal), bei der die Harnstoffsynthese zum
Erliegen kommt, und hilt auch bei maximaler Atmungs-
hemmung an.

Ketogenese

Bedeutungsvoll fiir die mitochondriale Energielieferung
in Gegenwart von Amytal ist die stark ansteigende
Bildung von fB-Hydroxybutyrat. In dem oben be-
sprochenen Experiment erreicht sie einen Wert von
30 uMol/Std./g (Abb. 7). Durch diesen ProzeB kann die
Hilfte des beim Fettsdureabbau anfallenden DPN-
spezifischen Wasserstoffs aufgefangen werden, so daf3
mit der Oxydation eines DPNH, zwei flavinspezifische
Wasserstoffpaare fiir die oxydative Phosphorylierung
zur Verfiigung stehen. Dieser Mechanismus ermdoglicht
eine partielle Umgehung des gehemmten Schrittes in der
Atmungskette und erklirt die geringe Amytalsensibili-
tit der Atmung einer Leber mit intensivem Fettsidure-
katabolismus (Kurve 3 in Abb. 4). Bei Lebern von
normal gefiitterten Tieren mit fast ausschlieBlichem
Kohlenhydratabbau finden wir nach Amytal eben-
falls eine Produktion von p-Hydroxybutyrat (un-
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Abb. 7

Ketogenese: Abgabe bzw. Aufnahme von f-Hydroxybutyrat

und Acetoacetat.
Experiment Nr. 248, siehe Legende zu Abb. 6
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gefihr 4 uMol/Std./g; s. Abb. 8), so dal auch hier eine
Umschaltung im System des mitochondrialen Kata-
bolismus zu erkennen ist. Bemerkenswerterweise geht
*dieser vermehrten Ketogenese zunichst eine Drosselung
bei sehr niedrigen Amytalkonzentrationen voraus
(Abb. 7). Die Ursache dieses Effektes bedarf weiterer
Klirung.

Mitochondriale und extramitochondriale Red-
oxpotentiale

In einer Serie von Experimenten wurde bei der Amytal-
titration das geschlossene Kreislaufsystem beibehalten,
so dal Amytal und Metabolite akkumulierten. Die zu
den einzelnen Zeitabschnitten von jeweils 10 Minuten
auf die Leber einwirkenden Amytalkonzentrationen
lieBen sich berechnen. Die Titration der Atmungs-
hemmung wurde bereits in Abbildung 4 (Kurve 2) be-
schrieben. Im geschlossenen Perfusionssystem stellt sich
in kurzer Zeit ein Gleichgewicht zwischen dem intra-
zelluldren Raum der Leber und der Perfusionslésung ein,
so daB8 Metabolitanalysen in der Perfusionslésung Riick-
schliisse auf die Verhiltnisse im Gewebe zulassen. Im
Falle von leicht permeablen Substanzen, die an Red-
oxvorgingen beteiligt sind, verfiigen wir tiber Indika-
torsysteme, die eine Abschitzung der zelluliren Red-
oxpotentiale des DPN-Systems erlauben. Wenn das zwi-
schen den jeweiligen Redoxpartnern vermittelnde
Enzym im zelluliren Raum exakt lokalisietbar ist, lassen
sich mit dieser Methode auch Redoxvorginge in den ver-
schiedenen Kompartimenten der Zelle beobachten.

Ein wertvolles Indikatorsystem ist das Redoxpaar Lac-
tat-Pyruvat, das wegen der ausschlieBlichen Lokalisation
der Lactatdehydrogenase im extramitochondrialen Raum
(42) eine sichere Aussage iiber das dort herrschende
Redoxpotential des DPN-Systems zuliBt. Ein Indikator
fiir das mitochondriale DPN-System liegt im Redoxpaar
p-Hydroxybutyrat-Acetoacetat vor. Beide Substrat-
paare enden in einer sog. Sackgasse des intermediiren
Stoffwechsels und sind folglich als Redoxindikatoten
besser geeignet als z. B. das in einer Stoffwechselkette
liegende Paar x-Glycerophosphat-Dihydroxyacetonphos-
phat.

Bei der himoglobinfreien Leberperfusion liegt der
Quotient Lactat/Pyruvat unter normoxischen Bedingun-
gen bei Werten um 8 (Abb. 8). Die Werte bei der blutigen
Leberperfusion und im Rattenserum liegen im gleichen
Bereich (43, 44). Nach 10 Min. Einwirken von Amytal
(0,25 mM) ist der Quotient auf 11, nach weiteren 10 Min.
jedoch bei der doppelten Konzentration, auf 15 ange-
stiegen. Bei maximaler Amytalkonzentration (3 mM) er-

reicht der Quotient Lactat/Pyruvat Werte von ungefihr -

30 und unterscheidet sich damit nicht von Messungen in
der Anoxie. Das Redoxpotential dieses Systems und
— entsprechend den vorausgegangenen Uberlegungen —
auch des extramitochondrialen DPN-Systems fillt von
—231 auf —247 mV. Gleichzeitig steigt der Quotient
f-Hydroxybutyrat-Acetoacetat von Werten um 1 auf
Werte zwischen 3 und 6. Das Redoxpotential des mito-
chondrialen DPN-Systems, das mit der §-Hydroxybutter-

siure-Dehydrogenase in Verbindung steht, fillt von

—268 auf —289 mV ab. Die ,,Istpotentiale® (41) E'= E

—30,7-1g Rg’—; (mV) wurden berechnet unter An-

nahme eines Normalpotentials Eq (bei pH 7 und 37°)
von — 204 mV fiir das Substratpaar Lactat-Pyruvat,
bzw. von — 270 fiir 8-Hydroxybutyrat- Acetoacetat (35).

Glykolyse

In den hier beschriebenen Versuchen besteht fiir Lactat
im Zeitraum von 20 Min. vor Amytalapplikation eine
weitgehend ausgeglichene Bilanz (Abb. 8). Unmittelbar
nach Einwirken des Barbiturats setzt eine starke Glyko-
lyse ein, die zu einer massiven Ausschiittung von Lactat
fuhrt. Die Glykolyserate ist dosisabhingig. Ihre Titra-
tionskurve zeigt jedoch keinen sigmoiden Verlauf, wie
er fiir die Titration der Atmungshemmung charakte-
ristisch ist (Abb. 4, Kurve 2). In einem Bereich,
in dem die Atmung erst halbmaximal gehemmt ist, er-
reicht die Glykolyse mit einer Lactatproduktion von
100 uMol/Std./g Leber fast ihren Hochstwert.
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Abgabe bzw. Aufnahme von Lactat, Pyruvat, S-Hydroxybutyrat

und Acetoacetat bei Lebern von normal gefiitterten Ratten, pet-

fundiert im geschlossenen System, vor und nach Zugabe von
Amytal.

Quotienten der Konzentrationen dieser Substratpaare in der Perfusions-

16sung mit den daraus ermittelten Redoxpotentialen

Die einzelnen Amytalkonzentiagonen wirkten jeweils 10 Min. auf die

ebern ein.

Experiment Nr. 162, 3, 4, 6, 8. Mittelwerte und Standardabweichungen.
auerstoffverbrauch siehe Abb. 4, Kurve 2

Vergleich der Wirkungen verschiedener Bar-
biturate auf Atmung und Fluoreszenz

In der gleichen Versuchsanordnung, wie wir sie fiir das
Experiment aus Abbildung 2 beschrieben haben, wurden -
die Wirkungen weiterer Barbiturate auf die perfundierte
Leber untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zu-
sammengefait. Sie zeigt in Spalte 2 und 4 die Grenz-
werte fiir maximale Atmungshemmung (bezogen auf die
Ausgangsatmung), bzw. fiir maximalen Fluoteszenzan-
stieg (bezogen auf den Fluoteszenzzuwachs nach 4 Min.

Z. Klin, Chem./4. Jahrg. 1966/Heft 4




Scholz, Schwarz u. Biicher: Barbiturate und enetgieliefernder Stoffwechsel 187
Tab. 3
Atmung Fluoreszenz
Mazx. Hemmung Konzentration Maximaler Anstieg Konzentration

e ey

40
[mM] Barbityrat

Abb. 9
Titrationskurven fiir die Atmungshemmung durch verschiedene
Barbiturate bei perfundierten Rattenlebern.

Amytal: Ausgezogene Linie, ermittelt aus 17 Experimenten, ent-
sprechend Abb. 3. e = Experiment Nr. 93/1 aus Abb. 2.
Nembutal: Einzelwerte aus 6 Experimenten. Pentothal (3 Expt.),
Evipan (5 Expt.), Luminal (1 Expt.) und Veronal (4 Expt.).

Die maximale Hemmung durch Amytal (Grenzwert = 66%) und die
Konzentration fiir halbmaximalen Effekt ist eingetragen

Anoxie). Die Extiapolation auf den Grenzwert wurde
oben beschrieben (s. Abb. 3). Die Konzentrationen fiir
halbmaximalen Effekt in Spalte 3 und 5 beschreiben die
Sensibilitit von Atmung und Fluoreszenz gegeniiber den
einzelnen Barbituraten. Einzelwerte aus den Titrationen
der Gewebsatmung sind in Abbildung 9 zusammen mit
der aus Abbildung 3 ermittelten Titrationskurve fiir
Amytal aufgetragen. Diese Figur macht Uberein-
stimmungen und Unterschiede zwischen den einzelnen
Barbituraten deutlich.

Aus der Reihe der untersuchten Barbiturate 148t sich eine
Gruppe mit shnlicher Seitenkette zusammenfassen:
Amytal, Nembutal und Pentothal, die simtlich an C-
Atom 5 des Barbitursiuregeriistes durch einen Athylrest
und einen aliphatischen Rest aus 5 C-Atomen (1-Methyl-
Butyl, bzw. 3-Methyl-Butyl) substituiert sind. Die
Atmung zeigt ihnen gegeniiber eine gleich hohe Sensi-
bilitit. Auch der Anteil der hemmbaren Atmung stimmt

Z. klin. Chem:./4. Jahrg. 1966/Heft 4

Barbiturate (ungehemmt = 100)  fiir halbmax. Effekt (Anstieg nach 4 Min. fiir halbmax. Effekt
(mM) Anoxie = 100) (mM)
AMYTAL
5-Athyl-5-(3-Methyl-Butyl)-Barbital
n=17
N é M_‘BU’I‘)AL 66 4 8 0,34 80 + 10 0,33
5-Athyl-5-(1-Methyl-Butyl)-Barbital
(n=6) 62 + 4 . 0,36 100 0,41
PENTOTHAL ’
5-Athyl-5-(3-Methyl-Butyl)-Barbital
(n=13) 68 + 3 0,37 — _
EVIPAN : :
1-N-Methyl-5-Methyl-5-Cyclohexenyl-
! Batbital (n = 5) 50 + 4 0,95 70 + 10 1,2
LUMINAL
5-Athyl-5-Phenyl-Barbital (n = 1) 40 0,85 30 —
VERONAL
5-Di-Athyl-Barbital (n = 4) 25+ 5 2,5 — —
—e Amytal o Luminal ° Fvipan gut iiberein. Abweichungen der Mittelwerte liegen im
o _ng__t_/’_eﬂgffg/_f_A_/j’e_m_/?!_//g/.__°~ Veropad Fehlerbereich der Einzelmessungen. Hinsichtlich der
® %, o °s %o o _ Hemmung mitochondrialer Funktionen stellt diese
:% a0k \”M T o R o” B Gruppe die wirksamsten Verbindungen unter den hier
I B ° untersuchten Barbituraten dar. Veronal mit 2 Athyl-
g oo * N 4 s Teoa . * , resten zeigt einen ausgesprochen geringen Effekt.
§ S oy N L LU . ° Offensichtlich begiinstigt eine lingere aliphatische Seiten-
§ wE ___________ s T o kette die Affinitit zum Sitz der Hemmung im System der
S moxHemmung (Amytgl) —~ T Atmungskette. Eine Ubereinstimmung besteht auch
s\g, 20 o zwischen Evipan und Luminal, die beide durch einen
§ -5 .6-atomigen Kohlenstoffring an C-Atom 5 substituiert
<) 7 T R sind, einfach ungesittigt bei Evipan, aromatisch bei

Luminal. Fiir die Atmungshemmung scheint die in
pharmakologischer Hinsicht wichtige Methylierung am
N-Atom 1 ohne Bedeutung zu sein.

Die klinisch wichtigsten Barbiturate dieser Reihe sind
die Narkotika Evipan und Pentothal, von denen sich das
Pentothal als die entschieden wirksamere Substanz er-
weist. Wihrend bei maximaler Konzentration (d. h. iber
3 mM) Evipan die Leberatmung auf weniger als die
Hilfte reduziert, hemmt Pentothal zwei Drittel der Aus-
gangsatmung. Hinzu kommt noch eine deutlich ge-
ringere Sensibilitit der Atmung gegeniiber Evipan.
Daraus resultiert, daB bei einer Konzentration von
0,8mM in der Perfusionslésung die Atmung der
Rattenleber durch Evipan zu 209, durch Pentothal je-
doch zu mehr als 509, gehemmt ist. Im Tierversuch wird
bei Barbituratnarkosen diese Konzentration im Serum
erreicht (45). Evipan und Pentothal unterscheiden sich
im Perfusionsexperiment auch hinsichtlich ihrer Aus-
waschbarkeit aus der Leber. Der Evipaneffekt ist fast
ebenso rasch reversibel wie der des Amytals (s. Tab. 1).
Die Atmungshemmung durch Pentothal dagegen wird
auch nach lingerem Auswaschen nur zu einem geringen
Teil aufgehoben.

Eine ihnliche Ubereinstimmung zwischen Molekiil-
struktur und Wirkung, wie wir sie fiir die Atmungs-
hemmung diskutiert haben, besteht nicht fiir die Fluo-
reszenzinderungen. Abbildung 9 demonstriert die unter-

25%
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Abb. 10

Titrationskurven fiir Atmungshemmung und Fluoreszenzanstieg
durch Amytal (O, ¢) und Nembutal (a4, A) im Perfusions-
experiment Nr. 61.

Amytaltltratlon (120—130 Min. Perfusion): Ausgangsatmung 240,
Atmungsrest bei 1,7 mM 98 pAtom 0/Std.
Nembutaltntratlon (220—230 Min. Perfusion): Ausgangsatmung 242,
Atmungsrest bei 1,7 mM 118 yAtom 0/Std./g.
Atmungshemmung bezogen auf Ausgangsatmung (= 100) Fluores-
zenzanstieg bezogen auf Anstieg nach 4 Min. Anoxie (= 100). Jeweils
40 Min. vor den Titrationen wurde ein Anoxie-Cyclus durchgefiihrt.

schiedlichen Effekte von Nembutal und Amytal, die
sich beziiglich ihrer Struktur nur durch die Stellung der
Methylgruppe im Pentylrest unterscheiden. In diesem
Experiment wurde zunichst eine Amuytaltitration und
nach Auswaschen und vollstindiger Restitution eine
entsprechende Titration mit Nembutal durchgefiihrt. Die

Atmungshemmung durch Nembutal ist geringer, der

Fluoreszenzanstieg jedoch wesentlich stirker als der
nach Amytal. Bei Nembutalkonzentrationen tber 1,5
mM wird die Hohe der Anoxiefluoreszenz erreicht.
Eine Erklirung fir diesen Befund konnen wir nicht
geben.

Einen paradoxen Effekt beobachten wir bei den Titra-
tionen mit dem Thiobarbiturat Pentothal. Geringe Kon-
zentrationen in der Perfusionslosung senken die Fluo-
reszenz bei gleichzeitiger Atmungshemmung. Der Fluo-
reszenzanstieg, der bei Konzentrationen um 0,5 mM

einsetzt, bildet sich bei hsheren Konzentrationen wieder
zuriick. Entgegen den Beobachtungen an anderen
Barbituraten steigt die Fluoreszenz nach Auswaschen
wieder an und stellt sich auf ein Niveau ein, das deutlich
iber der Ausgangsfluoreszenz liegt. Nach Zugabe von
Pentothal bei ausgedehnter Anoxie wird ebenfalls eine
Fluoreszenzsenkung gesehen. Pentothal ist eine schwach
gelbliche Substanz. Eine Beeinflussung der Fluoreszenz
infolge Absorption der erregenden und emittierten
Strahlung — wie wir.sie fiir Himoglobin diskutiert
haben (20) — ist nicht ausgeschlossen, jedoch unwahr-
scheinlich fiir geringe Konzentrationen. Méglicherweise
ist hier ein entkoppelnder Effekt auf die oxydative
Phosphorylierung beteiligt, der fiir Pentothal und
andere Thiobarbiturate neben ihrer Hemmwirkung auf

die Atmung beschrieben wird (14, 16). Esrasrooxk (40)

beobachtete, da3 die Fluoreszenzintensitit des mitochon-
drialen DPNH vom Zustand der energetischen Kopp-
lung der Atmungskette abhingt. Er fordert ein energie-
reiches Zwischenprodukt DPNH ~ I, das fiir das sog.
,,fluore.rkeme enbarnicement verantwortlich sein soll. Wird
dieses Zwischénprodukt zerstort, z. B. durch Zugabe
von entkoppelnden Substanzen oder Uberfithrung der
Mitochondrien aus dem kontrollierten (,,s%af¢ 4°) in den
unkontrollierten Zustand (,,s2zz¢ 3 nach CHANCE
(30, 31)), dann sinkt die Fluoreszenzausbeute ohne ent-
sprechendes Absinken des DPNH-Spiegels. Den oben
erwihnten Pentothaleffekt auf die Anoxiefluoreszenz be-
schreibt EsraBrook fiir den Entkoppler Dinitrophenol,
der einer Mitochondriensuspension unter anaeroben
Bedingungen zugegeben wurde. Die bereits fiir Mito-
chondrien beschriebene komplexe Wirkung der Thio-
batbiturate auf das System der Atmungskette wird in den
Experimenten an der perfundierten Leber bestitigt.

Wir danken Frau UrsurLA NEUMANN, Frau STEFANIE SCHNITGER;
Frau RoseMARIE SPECKLE und Friulein HANNE STANEK fiir ihre
umsichtige und tatkriftige Mitarbeit. Die Versuche unter Gluko-
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cand. med. JURGEN ZEHNER durchgefiihrt.

Diese Arbeit wurde unterstiitzt von der DEUTSCHEN FORSCHUNGS-
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| Die Jod"'-Markierung von Insulin, ACTH und STH mit hoher
| spezifischer Aktivitit zur Anwendung in der radioimmunologischen Methode?)
| Von F. Merani?), K. M. Bartert, R. ConraDps und E. F. PFEIFFER

Aus der Abteilung fiir Klinische Endokrinologie (Leiter: Prof. Dr. E. F. Pfeiffer) der I. Medizinischen Universitiitsklinik
Frankfurt am Main (Direktor: Prof. Dr. F. Hoff)

(Eingegangen am 23, August 1965)

Fiir die Markierung von Insulin, ACTH und STH mit J23! wurden NaJ31 und Chloramin T als Oxydationsmittel be-
nutzt. Mit dieser Methode 148t sich eine spezifische Radioaktivitit von etwa 300—500 mC/mg erreichen. Nach der
Markierung enthalten die Jod'®!-Hormonpriparationen 10—25%, unspezifische Radioaktivitit. Die Degradations-
produkte wurden an Serumproteine adsorbiert und auf ,,Sephadex“-Siulen von Hormon-Jod®! getrennt. Nach zwei
Reinigungen lag die unspezifische Radioaktivitit bei Insulin-J!3 und ACTH-]J** stets unter 5—69%,, wihrend sie bei
STH-J'% immer wesentlich hdher war. — Es wurde niemals eine Bindung des intakten Insulin-]131- und ACTH-
J*31-Molekiils an Serumproteine beobachtet. Beim STH konnte hingegen nicht mit Sicherheit entschieden werden,
ob das intakte STH-J31-Molekiil an Serumproteine gebunden wird oder nicht.

Die Moglichkeiten und Grenzen der radioimmunologischen Bestimmung von EiweiBhormonen im Blut werden
aufgefiihrt.

NalI*3! and chloramine T were used as oxidising agents for labelling insulin, ACTH and STH with I}1. A specific
radioactivity of about 300—500 mC/mg was obtained with this method. After labelling, the I!31-hormone prepata-
tions contain 10—25%, of unspecific radioactivity. The degradation products were adsorbed onto serum proteins and
separated from hormone-I'3! on “Sephadex” columns. After two purifications, the unspecific radioactivity with in-
sulin-1'%! and ACTH-I'®! was always below 5—69,, but it was always essentially higher with STH-I!3.. Binding of
the intact insulin-I**! and ACTH-I*3! molecules to serum protein was never observed. It is not certain, however,
whether the STH-I*3! molecule is bound to serum protein or not.

The possibilities and limits of the radio-immunological determination of protein hormones in blood are discussed.

Die wegen ihrer Empfindlichkeit und Genauigkeit ge-
schitzten radioimmunologischen Verfahren zur Be-
stimmung von Hormonen im Blut haben in den letzten
Jahren weite Verbreitung gefunden. Wenn sich die vet-
schiedenen Methoden in der Technik auch betrichtlich
unterscheiden, bauen sie doch alle auf dem gleichen
Prinzip auf, das von YArow und Berson (1) erstmalig
fiir die Bestimmung von Insulin im Blut nutzbar ge-
macht worden ist: in einer Gleichgewichtsreaktion wird
Jod!3l-markiertes und nicht markiertes Hormon von
spezifischen Antikdrpern kompetitiv gebunden. In
einem System, in dem die Konzentration der AntikSrper
und des Jod!*-markierten Hormones konstant und die
Konzentration des nicht markierten Hormones variabel
gehalten werden, ist das Verhiltnis von antikdrperge-

1) Durchgefithrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft, Bad Godesberg.
2) Stipendiat der Alexander-von-Humboldt-Stiftung 1963/65.
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bundenem (B) und freiem (F) Jod!3!-Hormon eine Funk-
tion des nicht markierten Hormones.

Die zur Ermittlung des Quotienten B/F erforderliche
Trennung von antikérpergebundenem und freiem Hor-
mon kann auf verschiedene Weise bewerkstelligt werden:
mit der Papierelektrophorese (1,2), durch Fillung des
Antigen-Antikdrperkomplexes mit Natriumsulfat (3)
oder mit einem gegen den hormonspezifischen Anti-
kérper gerichteten zweiten Antikérper (4, 5, 6). Einige
dieser Techniken (7, 1,2) sind auf Jod'¥-Hormon-
priparate mit hoher spezifischer Radioaktivitit ange-
wiesen, wihrend andere (3, 4, 5) mit niedrig markierten
Hormonen auskommen. In jedem Fall aber erlaubt die
Verwendung von hoch markierten Hormonen, die Kon-

zentration des Tracers klein zu halten und damit die

Empfindlichkeit der Methode zu erhShen.

Eine weitere Technik bedient sich des Anionenaus-

tauschers zur Trennung von antikrpergebundenem und
L4



