HEMMUNG DER STEROIDABHANGIGEN ENZYMINDUKTION

Enzym-Aktivitat durfte davon herriihren, daB
auch weniger stark denaturierte Molekiile, die
noch enzymatische Aktivitdt besitzen, zur Aggrega-
tion befdhigt sind. Bei Bestrahlung in Luft tritt eine
weitere Reaktion auf, die eine Aggregation der teil-
weise denaturierten Molekiile verhindert, wodurch
in Luft monomere inaktive und aufgefaltete RNase-
Molekiile entstehen (Maximum II), wihrend unter
anaeroben Bestrahlungsbedingungen die inaktivierte
Ribonuclease zum iiberwiegenden Teil als Aggregate
vorliegt. Eine dhnliche Beobachtung wurde von GLew
und Hansex3® an f-Lactoglobulin gemacht: Beim
Bestrahlen unter Stickstoffatmosphire nimmt die
Viskositdt der bestrahlten Losung mit steigender
Dosis wesentlich starker zu als in Sauerstoffatmo-
sphére, woraus die Autoren schlieBen, dall unter

39 G. Grew u. P. 1. Haxsex, in: Biological Effects of Ionizing
Radiation at the Molecular Level, S. 211. Internat. Atomic
Energy Agency, Vienna 1962.
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anaeroben Versuchsbedingungen Aggregation in
stirkerem Male eintritt als bei Anwesenheit von
Sauerstoff.

Unsere Versuche zeigen, daBl beim Bestrahlen in
wilflriger Losung die Verdnderungen in der Primar-
struktur der Ribonuclease einen wesentlich geringe-
ren Beitrag zur Inaktivierung leisten als Verédnde-
rungen der Konformation. Dariiber hinaus beweisen
sie, dall das Aufbrechen von Disulfidbriicken nicht
das wesentliche Ereignis bei der Strahleninaktivie-
rung von RNase darstellt, wie das bisher in zahl-
reichen Publikationen postuliert wurde.

Herrn Professor Dr. K. G. Zmmmer danken wir fiir
sein forderndes Interesse an dieser Arbeit, Herrn Priv.-
Doz. Dr. Dr. U. Hacex und Frau U. Biuerte fiir die
Ausfithrung der Mol.-Gew.-Bestimmungen an der Ultra-
zentrifuge, Fraulein I. Lanener fiir die Aufstellung des
Fortran-Programms, Friaulein K. Brauver, Fraulein
R. Mopest und Fraulein E. Kussine fiir sorgfiltige tech-
nische Assistenz bei den Experimenten.
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Induction of the enzyme A5-3-ketosteroid isomerase in Pseudomonas testosteroni was found to be
strongly inhibited by reserpine and by the alkaloids of Vinca and Ergot. Morphine, colchicine and
papaverine caused weaker inhibition whilst a series of other alkaloids were almost ineffective. Ergot
alkaloids were inhibitory towards all steroids tested, androgens, oestrogens and progestagens, and a
similar effect was shown with the other inducible enzymes, 3a- and 35.17f-hydroxysteroid-dehydro-

genase.

Experiments with cell-free protein synthesis indicate that reserpine inhibits the induction of

messenger RNA.

Abkiirzungen : FSH, Follikel-stimulierendes Hormon;
a-HSDG, 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase;  ($-HSDG,
3(.178-Hydroxysteroid-Dehydrogenase; KSI, 43-3-Keto-
steroid-Isomerase ; LH, interstitiell-zell-stimulierendes Hor-
mon; LTH, luteotropes Hormon ; m-RNS, messenger Ribo-
nucleinsdure; RNS, Ribonucleinsdure; Poly U, Polyuridyl-
sdure.

Bei Pseudomonas testosteroni kann man mit Ste-
roiden verschiedener Struktur die Synthese dreier
Enzyme, ndmlich der 45-3-Ketosteroid-Isomerase,

der 3a- und der 3p8.17p-Hydroxysteroid-Dehydro-

* Stipendiatin der Alexanderv. Humboldt-Stif-
tung.
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chem. 34, 347 [1965].
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genase, induzieren !. Im Laufe unserer Untersuchun-
gen zum Mechanismus der Enzyminduktion studier-
ten wir bei diesem Bakterienstamm den Einfluf} ver-
schiedener Antimetaboliten und Antibiotika auf die
Enzyminduktion 2. Nachdem einerseits bekannt war,
dal} die Vinca-Alkaloide und das Colchicin die RNS-
Synthese hemmen 3, andererseits die Mutterkorn-
alkaloide * und das Reserpin® den Steroidhormon-
spiegel beim Saugetier in starkem Malle beeinflus-

3 W. A. Creasey u. M. E. Marxkiw, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 87, 601 [1964].

4 P. F. Krawcer u. M. C. SueLesxyak, Acta endocrinol. [Co-
penhagen] 49, 299 [1965].

5 R. Gaunt, J. J. Cuart u. A. A. Renzi, Ann. Rev. Pharma-
col. 3, 109 [1963].
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sen, war es von Interesse, die Wirkung verschiede-
ner Alkaloide auf die steroidabhéngige Enzym-
induktion bei Pseudomonas testosteroni niher zu
untersuchen.

Material und Methoden

Kultivierung: Pseudomonas testosteroni (ATCC
11996) wurde auf Schrdgagar gehalten. Zu Versuchs-
zwecken wurde eine Vorkultur in 50 ml Hefemedium 2
12 —16 Stdn. bei 30 °C bebriitet. Mit dieser Vorkultur
wurde im Verhiltnis 1:10 das Glucosemedium ? be-
impft. Bei diesem Beimpfen wurden sowohl die Induk-
toren als auch die Alkaloide dem Medium zugesetzt.
Nach 5 Stdn., nachdem eine optimale Enzyminduktion
erreicht war, wurden die Bakterien abzentrifugiert und
wie beschrieben, die einzelnen Enzymaktivitdten be-
stimmt. Das Wachstum der Bakterien wurde im licht-
elektrischen Kolorimeter (Modell J nach Dr. B. Laxce)
verfolgt.

Alkaloide: Die Mutterkornalkaloide wurden uns
freundlicherweise von der Fa. Sandoz AG, Basel, iiber-
lassen, die Vinca-Alkaloide von Eli Lilly & Comp.,
Indianapolis, und das Reserpin von der Fa. Boehrin-
ger & Soehne GmbH, Mannheim. Bulbocapnin, Ajma-
licin, Yohimbon, Spartein und Conessin stellte uns die
Fa. E. Merck AG, Darmstadt, zur Verfiigung. Colchicin,
Chinin, Papaverin, Narcotin, Codein, Morphin haben
wir von Herrn Prof. Fr. Santavy, Olomouc, erhalten.

Bestimmung der Enzymaktivitdt: 30 ml Bakterien-
kultur wurden bei 0 —4 °C bei 15 000 Upm abzentrifu-
giert und zweimal mit N/15 Phosphatpuffer pg 7 ge-
waschen. Die Zellen wurden dann in 3 ml desselben
Puffers aufgenommen und 2 Min. lang mit Ultraschall
(Branson Sonic Power, Modell Nr. S 75) aufgeschlos-
sen, danach 20 Min. bei 15000 Upm abzentrifugiert
und der zellfreie Uberstand zur Bestimmung der KSI
verwendet. — In dem Versuch (Tab.3), in dem die
drei Enzyme KSI, o-HSDG und S-HSDG gleichzeitig
bestimmt wurden, wurden die Zellen mit Aceton? auf-
geschlossen. Die Durchfiithrung der enzymatischen Be-
stimmungen wurde frither ausfiihrlich beschrieben 2 6 7.

Zellfreie Proteinsynthese: Die Bakterien wurden in
5-[-Erlenmeyer-Kolben in je 1600 ml Glucose-
medium in einem Schiittelapparat bei 30 °C kultiviert.
Die Zugabe von Testosteron und Reserpin erfolgte am
Anfang der log-Phase. Die Bakterien wurden in der
Mitte der log-Phase geerntet und bei 0 —4 °C abzentri-
fugiert. Nach dem Waschen mit Tris-Puffer pg 7,8
(0,01 M Tris, 0,01l M Magnesiumacetat, 0,01 M Ka-
liumchlorid, 0,2 M Saccharose, 0,006 M f-Mercapto-

6 F. S. Kawanara, S. F. Wane u. P. Tararay, J. biol. Che-
mistry 237, 1500 [1962].

7 P. I. Marcus u. P. Tavaray, J. biol. Chemistry 218, 661
[1956].

8 A. Wacker, P. Cuaxora u. E. Hevr, Arzneimittel-Forsch.
16, 825 [1966].

9 G. J. Zusay, J. molecular Biol. 4, 347 [1962].
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dthanol) wurden die Bakterien mit Glasperlen (¢ 0,11
bis 0,12 mm) unter Kiihlung 2 Min. homogenisiert
(Zellhomogenisator, Modell MSK, B. Braun, Melsun-
gen). Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert und die
Ribosomen und die S;,,-Fraktion, wie beschrieben 8,
isoliert. Die t-RNS wurde nach der Methode von Zusay
et al.? isoliert. Die Proteinbestimmung erfolgte nach
Forixy und Crocarreu 19,

Der Einbau der Aminosdure Phenylalanin erfolgte
in Anlehnung an Nirenserc und Martaaer !t Das
Reaktionsgemisch enthielt in uMol/ml: Tris 100 (pn
7,8), Magnesiumacetat 6, Kaliumchlorid 26, f-Mer-
captodthanol 3,2, Phosphoenolpyruvat 5,0, Pyruvat-
kinase 20 ug, ATP 1,0, GTP 0,3, Phenylalanin-*H
0,096 (3,5 uC/uMol), Aminosiuremischung aus 18
Aminoséduren je 0,1, t-RNS 0,8 mg, Pol U 80 ug. Die
Sioo-Fraktion und die Ribosomen wurden in einer Kon-
zentration (2mg Protein/ml) der Einbauldsung zuge-
geben. Die Proben wurden 30 Min. bei 30 °C inkubiert.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach der Methode
von Maxs und Noverui!?. Die Radioaktivitdt wurde
mit einem Tri-carb Scintillation Spectrometer, Modell
314 EX Packard Instrument Co., Inc., in einem Toluol-
Scintillator bestimmt.

Ergebnisse

Laft man Pseudomonas testosteroni 5 Stdn. in
Gegenwart von Testosteron wachsen und bestimmt
anschlieend die Menge induzierter 45-3-Ketosteroid-
Isomerase, so findet man durchschnittlich einen An-
stieg von 0,2 auf 10 —15 Einheiten/ml Bakterien-
suspension. Gibt man zu der so induzierten Kultur
gleichzeitig mit dem Induktor eines der in Tab. 1
aufgefithrten Alkaloide in einer Konzentration von
50 ug/ml, so erhilt man ohne wesentliche Beeinflus-
sung des Wachstums eine unterschiedliche Hemmung
der Enzyminduktion. Die bestwirksamsten Alkaloide
mit einer Hemmwirkung von mehr als 60% sind das
Ergocornin und Ergocryptin. Gut wirksam sind die
restlichen Alkaloide der Mutterkorn-Gruppe, die
Vinca-Alkaloide (Vinblastin und Leurosin) und das
Reserpin. Weniger wirksam sind Morphin, Colchicin
und das Papaverin, eine méfige, bzw. innerhalb der
Fehlergrenze liegende Hemmwirkung zeigen die rest-
lichen, in der Tab. 1 aufgefiihrten Alkaloide.

Wie schon Tavaray?! und auch wir? frither zei-
gen konnten, besitzen die Steroide eine unterschied-

10 C. Foun u.
[1927].

11 M. W. NirenBerc u. J. H. Martnaer, Proc. nat. Acad. Sci.
USA 47,1588 [1961].

12 R, J. Maxs u. G. D. NoveiLi, Biochem. biophysic. Res. Com-
mun. 3, 540 [1960].
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Hemmung der

Induktion der KSI
Alkaloid-Gruppe Alkaloide Mittel-  Anzahl
werte der
[%]  Versuche
Colchicin-Alk. Colchicin 15—30 3
Chinolin-Alk. Chinin <15 3
Isochinolin-Alk. Papaverin 15—30 3
Bulbocapnin <15 4
Narcotin <15 4
Morphin 30—45 3
Codein <15 3
Chinolizidin-Alk. Spartein <15 4
Indol-Alk. Ajmalicin <15 4
Yohimbin <15 4
Reserpin 45—60 T
Vinblastin 30—40 3
Leurosin 45—60 3
Ergobasin 45—60 7
Ergotamin 45—60 7
Ergocristin 45—60 7
Ergocryptin > 60 7
Ergocornin > 60 7
Steroid-Alk. Conessin <15 3

Tab. 1. Hemmung der Induktion der A5-3-Ketosteroid-Iso-

merase bei Pseudomonas testosteroni durch verschiedene Al-

kaloide. Konzentration pro ml Medium: Testosteron 100 ug,
Alkaloide 50 ug.

liche Induktionswirkung. Wir haben deshalb die
Hemmwirkung von Ergocornin und Ergocryptin in
Anwesenheit verschiedener Induktoren ausgetestet
(s. Tab. 2). Dabei ergab sich einmal, da} die beiden
Mutterkornalkaloide bei allen getesteten Induktoren

KSI*
Kontrolle 0,02
Testosteron 15,2
Testosteron -+ Ergocornin 3,0
Testosteron + Ergocryptin X
Progesteron 16,
Progesteron -+ Ergocornin y
Progesteron + Ergocryptin 1
Desoxycorticosteron 14,

Desoxycorticosteron + Ergocornin
Desoxycorticosteron + Ergocryptin

.—.—-m.-ow:—-wmw»&mw
BPOOITI WIS

Ostron X
Ostron + Ergocornin ,
Ostron + Ergocryptin .
Cortison A
Cortison -+ Ergocornin 5
Cortison + Ergocryptin ¥

Tab. 2. Einflu von Ergocornin und Ergocryptin auf die In-

duktion der /3-3-Ketosteroid-Isomerase bei Pseudomonas

testosteroni bei Verwendung verschiedener Induktoren. Kon-

zentratin pro ml Medium: Steride 100 ug, Alkaloide 50 ug.

* Einheiten A45-3-Ketosteroid-Isomerase pro ml Bakterien-
suspension.

13 A. Wacker, P. Cuanxpra u. H. Friier, Z. Naturforschg., in
Vorbereitung.
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- Testosteron, Progesteron, Desoxycorticosteron,
Ostron und Cortison — die Induktion der 45-3-Keto-
steroid-Isomerase hemmen, zum anderen in fast
allen Experimenten Ergocryptin der bessere Hemm-
stoff war.

Untersucht man die Hemmung der Enzyminduk-
tion bei verschiedenen Mengen des Induktors Testo-
steron und bei verschiedenen Konzentrationen des
Hemmstoffes Ergocornin, so ergibt sich das in Abb. 1

0 10 20 30 40 50

Abb. 1. EinfluB verschiedener Mengen von Ergocornin auf
die Induktion der KSI bei Pseudomonas testosteroni in An-
wesenheit verschiedener Mengen von Testosteron. Ordinate:
Einheiten KSI pro ml Bakteriensuspension. Abszisse: ug
Ergocornin pro ml Medium. Konzentration: Testosteron pro
ml Medium: +—+ 50 ug. @ —@ 100 ug, A — A 200 ug.

dargestellte Bild. Daraus kann man entnehmen, dafl
eine kompetitive Hemmung der Enzyminduktion
nicht vorliegt. Betrachtet man die Werte von 25 ug
und 50 ug Ergocornin, so findet man innerhalb der
Fehlergrenze die gleiche Enzymaktivitat. Es sei hier
erwidhnt, dal man mit dem Antiandrogen Cypro-
teron (1.2a-Methylen-6-chlor-48-17a-hydroxyproge-
steron) unter den gleichen Bedingungen ein Kurven-
bild erhilt, das auf eine kompetitive Hemmung deut-

lich schlieBen 1483t 13,

Bei E.coli K12 kann man mit einer Reihe von
Zuckerderivaten wie z.B. Methylthio-8-p-Galactosid
die Synthese von drei Enzymen induzieren. Durch
eine Reihe von Transduktionsexperimenten haben
Jaco und Monop !* gezeigt, dafl die Genorte dieser
drei Enzyme benachbart sind und ihre Steuerung
durch ein Repressor-Gen und einen Operator erfolgt.
Es ist im Lac-Operon bisher noch nicht gelungen,
durch eine Stérung im Regulationsmechanismus
(Regulator, Operator, Promotor) die Synthese dieser
drei Enzyme in unterschiedlicher Weise zu beeinflus-
sen. Es war deshalb fiir unsere Versuche, nachdem
wir die Hemmwirkung der Alkaloide auf die Induk-

14 F. Jacos u. J. Moxop, Biochem. biophysic. Res. Commun.
18, 693 [1965].
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tion der 45-3-Ketosteroid-Isomerase gefunden hat-
ten, von besonderem Interesse, zu sehen, in welchem
Ausmal} die Synthese der beiden iibrigen induzier-
baren Enzyme durch die Alkaloide beeinflult wird.
In Tab. 3 sind die Ergebnisse niedergelegt, die wir
bei der Hemmung der Induktion der 45-3-Keto-
steroid-Isomerase, der 3a- und der 38.178-Hydroxy-
steroid-Dehydrogenase mit 10, 50 und 100 ug Re-
serpin, Ergotamin und Ergocristin gefunden haben.
Die Induktion erfolgte in diesem Falle mit Testo-
steron. Wie die Werte deutlich zeigen, wird die In-
duktion der drei Enzyme, prozentmilig gesehen,
von den drei Alkaloiden etwa in dem gleichen Aus-
maf} gehemmt.

KSI «-HSDG pB-HSDG
E/ml* H** E/ml H E/ml H
[1ug) % % [%]
Ohne Testosteron 0,02 0 0
Mit Testosteron 15,2 310 120

Mit Testosteron

-+ Reserpin 10 8,0 49 180 42 65 46

~+ Reserpin 50 3,7 76 150 52 50 58
+ Ergotamin 10 10,1 36 160 48 40 67
+ Ergotamin 50 1,9 88 80 74 19 84
+ Ergotamin 100 1.9 88 60 81 15 87
-+ Ergocristin 10 9,2 41 190 39 45 62
+ Ergocristin 50 8,0 49 50 84 20 73
+ Ergocristin 100 1,9 88 30 98 15 87

Tab. 3. Hemmung der Induktion der drei Enzyme (43-3-Keto-

steroid-Isomerase, 3a- und 3f.17f-Hydroxysteroid-Dehydro-

genase) bei Pseudomonas testosteroni durch verschiedene Al-

kaloide. Konzentration pro ml Medium: Testosteron 100 ug.

* Enzymeinheiten pro ml Bakteriensuspension. ** % Hem-
mung.

Wie wir kiirzlich fanden !5, sind die Ribosomen
aus induzierten und nicht induzierten Bakterienzel-
len von Pseudomonas testosteroni in unterschied-
licher Weise fiir die zellfreie Proteinsynthese geeig-
net. So bauen z.B. die Ribosomen aus induzierten
Zellen, bezogen auf ribosomales Protein, nur etwa
zwei Drittel des Phenylalanins mit Hilfe einer syn-
thetischen m-RNS in ein Homopolypeptid ein. Die
Erklarung fiir diesen signifikanten Unterschied ist
die, da} die induzierten Ribosomen durch die in der
Zelle induzierte m-RNS als Polysomen vorliegen und
der synthetischen m-RNS keine Méglichkeit zur vol-
len Entfaltung ihrer Wirkung bieten. Inkubiert man
niamlich die induzierten Ribosomen (Polysomen), so
ergibt sich das Bild der freien Ribosomen und damit
ein Anstieg in der Proteinsynthese. Wie wir weiter-

15 A. Wacker, E. Horrmax u. H. FeLLEr, Biochem. Z. 342, 236
[1965].
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hin fanden, wird bei der Hemmung der Testosteron-
abhidngigen Enzyminduktion mit dem Antiinduktor
Cyproteron keine m-RNS gebildet 13, die Ribosomen
aus den mit Testosteron und Cyproteron behandel-
ten Zellen gleichen denen der Kontrolle, oder sind
sogar noch besser fiir die Proteinsynthese geeignet.
Es war deshalb von besonderem Interesse, die Wir-
kung eines als Hemmstoff gut wirksamen Alkaloids
auf die zellfreie Proteinsynthese nédher zu unter-
suchen, um aus den Ergebnissen Riickschliisse auf
den Wirkungsmechanismus ziehen zu konnen.

Eines der Alkaloide, das fiir diesen Zweck in aus-
reichender Menge zur Verfiigung stand, war das
Reserpin, dessen Hemmwirkung auf die Induktion
mit Testosteron in Abhéngigkeit von seiner Konzen-
tration in Abb. 2 dargestellt ist. Da bei einer hohe-

1

| 1
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Abb. 2. Hemmung der Induktion der KSI bei Pseudomonas

testosteroni mit verschiedenen Mengen Reserpin. Ordinate:

Einheiten KSI pro ml Bakteriensuspension. Abszisse: ug Re-

serpin pro ml Medium. Konzentration: Testosteron 100 ug
pro ml Medium.

ren Reserpin-Konzentration (grofer als 20 ug/ml
Medium) auch das Bakterienwachstum zunehmend
beeinflufit wird, haben wir bei der Kultivierung der
Bakterien fiir die zellfreie Proteinsynthese eine
Hemmstoftkonzentration von 10 ug/ml gewahlt.

Phenylalanin-
Bakterien kultiviert KSI * Einbau
[Tpm]
Ohne Testosteron 0,24 2970
Ohne Testosteron + Reserpin 0,21 3168
Mit Testosteron 5,30 2175
Mit Testosteron + Reserpin 4,10 3381

Tab. 4. Einfluf} von Reserpin auf die Enzyminduktion und die
zellfreie Proteinsynthese bei Pseudomonas testosteroni. Kon-
zentration pro ml Medium: Testosteron 100 ug, Reserpin
10 ug. Bei der zellfreien Proteinsynthese wurde Phenylalanin
mit Poly U in ein Homopolypeptid eingebaut. Phenylalanin-
Einbau ohne Poly U = 30 Ipm. Experimentelle Bedingungen
s. Material und Methoden. * Einheiten 43-3-Ketosteroid-Iso-
merase pro ml Bakteriensuspension.
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Wie aus Tab.4 hervorgeht, bauen die Riboso-
men aus nicht induzierten Zellen von Pseudomonas
testosteroni Phenylalanin mit einer Aktivitit von
2900 Ipm in ein Polypeptid ein. Die Ribosomen aus
induzierten Zellen sind wesentlich weniger aktiv.
Hier betrdgt die Einbaurate 2100 Ipm. LaBt man
die nicht induzierten Zellen in der Anwesenheit von
Reserpin wachsen, so zeigen die Ribosomen gegen-
tiber der Kontrolle eine kleine Steigerung der Akti-
vitdt von 2900 auf 3100 Ipm. Interessant ist nun,
daBl die Ribosomen aus mit Testosteron und Reser-
pin behandelten Zellen, wobei die Enzyminduktion
signifikant gehemmt ist, fiir den Einbau des Phenyl-
alanins die hochste Aktivitat besitzen. In dem in der
Tabelle niedergelegten Versuch betrdgt die Hemm-
wirkung des Reserpins 22 Prozent. Trotzdem gleicht
das ribosomale Bild dem einer nicht induzierten,
oder — was das gleiche bedeutet — vollstindig ge-
hemmten Kultur.

Diskussion

Die iiberraschende Tatsache, da3 Steroidhormone
in einer Bakterienzelle Enzyme induzieren — die im
ibrigen auch im Saugetierorganismus vorkommen —
wird noch verstandlich, wenn man weil}, da} Pseudo-
monas testosteroni mit Testosteron als einziger Koh-
lenstoffquelle zu wachsen vermag. Unter diesen Be-
dingungen miissen namlich entweder die fiir den Ab-
bau des Testosterons notwendigen Enzyme konstitu-
tiv vorhanden sein oder durch Testosteron induziert
werden. Vermutlich wird bei Pseudomonas testo-
steroni mit Testosteron nicht nur die Synthese dreier
Enzyme induziert, namlich der KSI, a- und 8-HSDG,
sondern noch mehrere Enzyme, die fiir den vollstén-
digen Abbau des Testosterons bis zur Stufe des Koh-
lenstoffdioxyds notwendig sind 6. Tatséchlich ver-
andern die drei durch Testosteron induzierten
Enzyme, die KSI, a- und B-HSDG, das Steroid-
molekiil.

Uberraschend und auf den ersten Blick nicht er-
klarbar ist jedoch der Befund, daB} verschiedene Al-

kaloide die Enzyminduktion bei Pseudomonas testo-

16 D, A. Suaw, L. F. Borkennacen u. P. Tararay, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 54, 837 [1965].

17 J. F. Ricuarps, R. G. W. Jones u. C. T. Beer, Cancer Res.
26, 876 [1966].

18 R. G. W. Jones, J. F. Ricaarps u. C. T. Beer, Cancer Res.
26, 882 [1966].

19 1., Tricer u. A. Wacker, Veroffentlichung in Vorbereitung.

20 M. C. SueLesnvyak, Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.( 87, 377
[1954].
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steront hemmen (die gleichen Alkaloide beeinflussen
die Induktion der [-Galactosidase bei E.coli K 12
nicht). Wenn jedoch die Alkaloide hemmend in den
Stoffwechsel der Nucleinsdure eingreifen, wie dies
z. B. fiir die Vinca-Alkaloide zutrifft 3 17> 18, die nach
Creasey und Markiw spezifisch die Synthese der
t-RNS hemmen, so wire es auch moglich, dal} sie
die Induktion der drei Enzyme verhindern. Daf} je-
doch eine Reihe von Alkaloiden der Indol-Gruppe,
wie die Mutterkornalkaloide und das Reserpin, aber
auch Morphin in starkem Ausmal} die induzierende
Wirkung aller gepriiften Steroide beeinflussen, ist
fiir ein Bakteriensystem neu. Eine Erklarung hierfiir
bietet sich auf der Grundlage des Bakterienstoffwech-
sels und der Regulationsvorginge in einer Bakte-
rienzelle nicht. Wenn man jedoch die Beeinflussung
des Sexualhormonspiegels bei ménnlichen und weib-
lichen Tieren naher betrachtet, so trifft man auf eine
groBle Zahl von Befunden, aus denen deutlich her-
vorgeht, dal verschiedene Alkaloide, insbesondere
die Mutterkornalkaloide und das Reserpin, den Hor-
monspiegel verandern. Interessant ist nun, da} die
gleichen Alkaloide auch bei Pseudomonas testo-

steroni — und auch bei Streptomyces hydroge-
nans'® — die Enzyminduktion mit Steroiden hem-
men.

Es ist bekannt, daBl exogenes Progesteron die Wir-
kung des Ergocornins auf die reproduktiven Organe 2°
und auch auf die RNS- und Proteinsynthese 2! bei
einem Versuchstier aufheben kann. Es ist aber nicht ge-
lungen, einen direkten Antagonismus zwischen dem
Ergocornin und dem Progesteron nachzuweisen 2. In
einer anderen Arbeit vermutet SueLEsNYak 22, daf} durch
Ergocornin das im Ovarium vorhandene Progesteron
,immobilisiert* wird, wobei aber die Fahigkeit des
Ovariums zur Neusynthese des Progesterons nach Pro-
laktin-Applikation weiter besteht. Aus einer Verdnde-
rung des Steroidhormonspiegels, der nach Ergocornin-
Applikation in der Postovulationsphase bei gesunden
Frauen auftritt, schlieBt z. B. SueLesnvak 23, dafl Ergo-
cornin vermutlich die Isomerase oder -Hydroxysteroid-
Dehydrogenase blockiert, die fiir die Umwandlung von
Pregnenolon in Progesteron und von Dehydroepiandro-
steron in Androsteron notwendig sind. Weiterhin ver-
mutet SueLesnyak und Barnea 24, dal die Alkaloide

21 P, Varavupar u. B. L. Loser, J. Reprod. Fertil. 10, 451
[1965].

22 M. C. Sueresnvak, Acta endocrinol. [Copenhagen] 27, 99
[1958].

23 M. C. SueLesnvyak, B. Luxexrerp u. B. Honig, Life Sci. 2,
73 [1963].

24 M. C. SueLEsNyAK u. A. Barnea, Acta endocrinol. [Copen-
hagen] 43, 469 [1963].
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nicht als solche fiir die Wirkung verantwortlich sind.
Die aktive Form konnte entweder ein Abbauprodukt
oder ein Komplex mit einer metabolischen Komponente
sein. Zemmaker und Carusen 2 schreiben dem Ergo-
cornin eine zentrale Wirkung zu, derart, dal} es zu
einer Hemmung der LTH-Sekretion in der Adenohypo-
physe kommt. Aus Versuchen mit der transplantierten
Hypophyse schlieit SueLeLnyak 26, daf} Ergocornin di-
rekt auf die Hypophyse und nicht iiber den Hypothala-
mus wirkt. Interessant ist auch der Befund, daf} Reser-
pin die Wirkung von Ergocornin bei trdchtigen Rat-
ten blockiert.

Die Wirkung des Reserpins auf den Geschlechts-
hormonspiegel erfolgt ebenfalls iiber die Hypophyse.
Kuasan 27 und Gronroos 2® beschreiben z. B. eine Hem-
mung der Gonadotropinabgabe in der Adenohypophyse.
Es wire aber auch denkbar, dal Reserpin im Hypo-
thalamus seine Wirkung entfaltet, indem es sich dort
mit einem Prolaktin-inhibierenden Faktor verbindet
(Rar~er 2), wodurch es zu keiner Hemmung der Go-
nadotropinabgabe in der Hypophyse kommt. Auch
Morphin hemmt die Sekretion des LH in der Adeno-
hypophyse 3. Die FSH sezernierenden Zellen sind
durch Morphin vermehrt 31,

Von den in der Literatur vorliegenden Ergebnis-
sen haben fiir unser Bakteriensystem nur diejenigen
eine gewisse Bedeutung, die auf eine direkte Wech-
selwirkung zwischen den Steroiden und Alkaloiden
hinweisen und die Befunde, aus denen hervorgeht,
dal} die Alkaloide die RNS- und Proteinsynthese be-
einflussen.

Aus unseren Experimenten ergibt sich einmal, daf
bei Pseudomonas testosteroni die Alkaloide am wirk-
samsten sind, die auch beim Sdugetier den Steroid-
hormonspiegel beeinflussen wie die Mutterkorn-
alkaloide und das Reserpin. Weiterhin zeigen die
Versuche, daf} alle Sexualhormone (s. Tab. 2), die
eine induktive Wirkung besitzen, durch die Alka-
loide gehemmt werden. Auch dieses stimmt mit den
Befunden beim Sdugetier und beim Menschen iiber-
ein. Was nun den Mechanismus der Alkaloidwir-

G. H. Zenmaker u. R. A. Carisex, Acta endocrinol. [Co-
penhagen] 41, 328 [1962].

M. C. Sueresxvak, Bull. Soc. roy. belge Gynecol. Obstet.
31, 375 [1961].

27 N. Kuazan, F. G. SvLm:

u. H. Z. Wixx~ik, Proc. Soc. exp.
Biol. 105, 201 [1960].

HEMMUNG DER STEROIDABHANGIGEN ENZYMINDUKTION

kung betrifft, so konnten wir, wie aus Abb.1 her-
vorgeht, einen kompetitiven Hemmungsmechanismus
nicht nachweisen. Die gleichmifige Hemmung der
drei Enzyme und das Bild der zellfreien Protein-
synthese lassen aber darauf schlieBen, daf} die Al-
kaloide schon zu einem frithen Zeitpunkt in den Me-
chanismus der Enzyminduktion eingreifen. Das ribo-
somale Bild des Versuches, in dem die Zellen mit
Testosteron und Reserpin gewachsen waren, laBt
sich am einfachsten so deuten, daf} in Gegenwart von
Testosteron und Reserpin die induktive Bildung der
m-RNS ausbleibt und somit keine Polysomen gebil-
det werden. Dies gibt zwar nicht genau das Bild in
Tab.4 wieder, da die Enzymsynthese nur unvoll-
kommen gehemmt ist, diirfte aber im Prinzip dem
Sachverhalt am nachsten kommen, wie wir dies in
fritheren Arbeiten mit einem echten Antiinduktor,
namlich dem Cyproteron, zeigen konnten. Danach
miiflite also Reserpin mit dem Steroid um den glei-
chen Akzeptor (Repressor) konkurrieren, oder in
irgendeiner anderen Form die Bildung der m-RNS
verhindern.

Zusammenfassend ergeben unsere Resultate, daf}
das Bakteriensystem der steroidabhingigen Enzym-
induktion und seine Hemmung durch Alkaloide
Parallelen zu Befunden im Sdugetier aufweist. Dar-
aus ergibt sich die Moglichkeit, auf relativ einfachem
Wege Hemmstoffe und Antiinduktoren der Steroid-
hormone mit Hilfe von Pseudomonas testosteroni
nachzuweisen. Inwieweit die dabei erzielten Ergeb-
nisse sich jedoch verallgemeinern lassen, miissen
noch weitere Versuche ergeben.
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