ZEITSCHRIFT
FUR

KREBSFORSCHUNG

UNTER MITWIRKUNG :VON
K. H. BAUER W. BUNGELER H. DANNENBERG
HEIDELBERG MUNCHEN MUNCHEN

H. DRUCKREY H. FRIEDRICH-FREKSA S. KOLLER

FREIBURG TUBINGEN WIESBADEN

H. LETTRE R. LETTRE H. MARTIUS

HEIDELBERG HEIDELBERG GOTTINGEN

H. MEESSEN N. SCHUMMELFEDER

DUSSELDORF BONN

HERAUSGEGEBEN

VON

G.DOMAGK unp HHHAMPERL

WUPPERTAL-ELBERFELD BONN

63. BAND

MIT 278 TEXTABBILDUNGEN (DAVON 1 FARBIGE)

SPRINGER-VERLAG / BERLIN . GOTTINGEN - HEIDELBERG
J.F.BERGMANN /| MUNCHEN
1959/60

/
(D



Eigentira dor
e Diph
Bifsersiiad - S ol athe

i Mi)ﬁch-@n

Alle Rechte, cinschlieBlich das der Ubersetzung in fremde Sprachen und das der
fotomechanischen Wiedergabe oder einer sonstigen Vervielfiltigung, vorbehalten.
Jedoch wird gewerblichen Unternehmen fiir den innerbetricblichen Gebrauch nach
MaBgabe des zwischen dem Borsenverein des Deutschen Buchhandels e. V. und
dem Bundesverband der Deutschen Industrie abgeschlossenen Rahmenabkommens
die Anfertigung einer fotomechanischen Vervielfiltigung gestattet. Wenn fiir diese
Zeitschrift kein Pauschalabkommen mit dem Verlag vereinbart worden ist, ist
eine Wertmarke im Betrage von DM 0.30 pro Seite zu verwenden. Der Verlay
1@t diese Betrdge den Autorenverbinden zuflieBen

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen usw. in

dieser Zeitschrift berechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der

Annahme, daB solche Namen im Sinn der Warenzeichen- und Markenschutz-

Gesetzgebung als frei zu betrachten wiren und daher von jedermann benutzt
werden diirften

Springer-Verlag OHG / Berlin - G6ttingen - Heidelberg
J.F.Bergmann - Miinchen
Printed in Germany

Druck der Universititsdruckerei H, Stiirtz AG., Wirzburg



Inhalt des 63. Bandes

1. Heft
(Abgeschlossen am 6. Oktober 1959)

GESSNER, G., Plasmocytomfragen an Hand einer Hé‘\ufigkcitsstatistik Mit 1 Textabbil-
dung . . . . ..o

Hrapkc, J., Effect of added tlssue homogenates on the mcorporatlon of labelled metluo-
nine into the protems of Ehrlich ascites carcinoma in vitro. With 2 Flgures in the
Text . . . .

LeTNansky, K., und F M ALLP N, Uber dle Schadlgung von Rattentumoren durch
Ischimie. Mit 3 Textabbildungen .

FiscHER, R., Uber den histochemischen \Iachwels der Ammopeptldasc im Krebsge\\ ebc
Mit 2 Textabblldungen

Druckrey, H., D. ScaminL, D. STLINHOFF, M RAJEwsm P BAI\\IASCH und T
FLASCHFNTRAGER, Cytolysierende Wirkung von Extrakten aus normalen Geweben
auf verschiedene Tumoren der Ratte. Mit 11 Textabbildungen . . .

HeLLwee, G., Uber ,,solide Angiome** des Uterus. Mit 4 Texta,bblldungen .

MosE, J. R., und G.Mo6sE, Onkolyseversuche mit apathogenen, anaeroben Sporcn-
bildnern am Ehrlich-Tumor der Maus. Mit 11 Textabbildungen .

Histologische Nomenklatur menschlicher Tumoren

2. Heft

(Abgeschlossen am 16. November 1959)

Huisk, E., und W. Lonrs, Uber den EinfluB von Glutathion auf den Stoffwechsel von
Transplantatlonstumoren .

DanNexsere, H., Beitrag zur klebscrz.eugenden Wnkmm monmtlschel l\ohlom\ asser-
stoffe und verwandter Verbindungen .

BurzLer, H. J., und J. LEoNHARDT, Sarkom in ciner memotomwnauho Mlt .} 'l'pxh-
abbildungen .

SovrH, K., H. Lour, M. SCHMIDT und I SAURBIP R, Glbt es Waummchon ful (llc l\lamma
carcinom-Tragerinnen in der Individual- und Familiengeschichte ? .

ScHUMMELFEDER, N., W.Wesser und E. Nessen, Die Wirkung von 3,6- Dlammo
acridinen auf Wachstum und Zellteilung im Ehrlich-Ascitestumor. Mit 8 Toxt-
abbildungen . .

({UKRRITORE, D., LlnfluB von Dotergentlen auf (ho ]nfektloswat von Rous Sm kom-
extrakten. Mit 3 Textabbildungen . .

Kuiry, G., Zelltypen im cytologischen Vagmalausstr 1<,h und 1111(, / umdnung Al hlsto-
lorrxschen Bildern. Mit 3 Textabbildungen (davon 1 farbig) . .

(irorp, A., Vergleichende enzymhistochemische Beobachtungen zum Phosplmlasuuu h-
weis an einigen Carcinomzellstimmen ¢n vitro sowie iiber mlheubcdmgte Verande-
rungen der Enzymaktivitit. Mit 4 Textabbildungen . .

Kxrx, G., und J. ZANDER, Gefafiverdnderungen im Verlauf der Ca.rcmogonesc Lebend

beobachtungen am Ohr der Maus nach Pinselung mit Methylcholantlncn Mit
14 Textabbildungen . . . . . . . . . . . . ... ...

Maxixo, 8., T. IsuraarA and A. ToNoMURA, Cytological Studies of Tumors }xX\’]l 'l‘he
Chromosomes of Thirty Human Tumors. With 42 Figures in the text .

Seite

1

12

18

28

57

63

. 118

. 122

. 129

. 142

. 149

. 156

. 168

184



Y Inhalt
. ) Seite
Yosipa, T. H., Chromosomal Alteration and the Development of Tumors. 1. A new

subline of Yoshida sarcoma devcloped by chromosomal mutation. With 12 figures
in the text . . . . . . . . .. e e e e e e e e e s 20y

3. Heft
(Abgeschlossen am 18. Januar 1960)

Wrsa, H., und H. RaBrs, Zur Frage der TumorresistenZ-Ubertmﬂung im Parabiose-

versuch . . . . . . 215
Druckrey, H., R. PREUS&\IAN\* und D SCH\lAHL F17e11g1111g von KlebS an Rat.tm dul ch

Implantatlon von Teerpech aus Wasserrohren. Mit 3 Textabbildungen . . . 219
Hivwig, 1., Entwicklung und Verhalten cines Rattensarkoms wahrend a]ahn(rel Z uchtuncr

in der Gewebekultul Mit 25 Textabbildungen . . . . L. 222
HawxscukE, H. J., Die chromosomale Geschlechtsbestunmnnfr belm Portaocalcmom und

beim Bronchialcarcinom des Mannes. Mit 1 Textabblldung e . 232

SeeLich, F., und K. Lernawsky, Uber dic Abhangigkeit des bauelstoffvelblauchcs
von Ehrlich-Ascites-Carcinomzellen von der Oxydation der Glucose iiber den Hexose-
Monophosphat-Shunt. Untersuchungen zur Frage des Reaktionsmechanismus des

,,Crabtree-Effektes*‘. Mit 7 Texta,bblldun«ren ... 236
Scumipor, C. G., und H. VErMaTHEN, Uber den EinfluB cytostatnschel Behzmdlunor auf
die Tumordysprotemamle Mit 2 Te*ctabblldungen Ce 249

Haas, E., und W. LoreNz, Tierexperimentelle Untersuchunaen uber <lon ]mnfluﬁ des
Schilddriisenhormons auf die Strahlenempfindlichkeit von Impftumoren. II. Mit-

teilung. Zur Pharmakologie ionisierender Strahlen. Mit 2 Textabbildungen . . . . 255
Bencze, G., Die Anwendung der Gewebeziichtung fiir die Krebsdiagnose aus Exsudaten.

Mit 3 Textabblldunoen R . 259
S1EGEL, D., und H. IwAINSKY, Ube1 che Becmflussun« von lulnhchschem \smtescmcmom

der Maus durch Isonicotinsdurehydrazid. Mit 2 Textabblldunrrell C . 263
Losricr, H.J., und CHR. Laxpscuiitz, Vergleichende clektnonenoptlschc Unter-

suchungen am Ehrlich- und Sa I-Ascitestumor. Mit 7 Textabbildungen . . . . . . 269
Scamipt, F., und W. Tessexow, Methodische Versuche zur Einrichtung einer Tumor-

bank. Mit 1 Textabbildung . . . . 284
Griss, E., Die chromosomalen Vemndeluurren in del Rattenlebel W ahrend de[ klchlgen

]“ntartum7 nach Verfiitterung von Buttergclb Mit 4 Textabbildungen . . . . . . 294

4. Heit

(Abgeschlossen am 25. April 1960)

HorBacH, L., Kritische Untersuchungen der internationalen Sterblichkeitsstatistik der
Krebskrankheiten im Vergleich mit anderen Todesursachen . . . . N |
Bovrr, I., Vergleichende mikroautoradiographische Untersuchungen mit l"‘ un(l Au'®
an KnO( henmark und Tumorzellen. Mit 3 Textabbildungen . . . . . 330
Losricn, H. J., und Cur. Lanpscuiirz, Elektronenoptische Untersuc hungcn an \’sut(‘\
tumorzellen nach Einwirkung heterologer Antiscren. Mit 7 Textabbildungen . . . 335
Scuxeewrrss, U., E. Liss, P. Laxcex und F. Sciyipr, Uber Versuche zur immuno-
logischen Abgrenzung von Desoxyribonukleoproteiden aus einem transplantablen
Nierencarcinom des Goldhamsters und aus normaler Goldhamsterniere . . . . . . 345
ScumipT, C. G., und H. THEMANN, Elektronenmikroskopische Untersuchungen an
Tumorzellen und ihre Beeinflussung durch cyt-ostabischc Behandlung. Mit 5 Text-

abbildungen . . . . . 351
GLAss, E., Die C‘hlomosom(n/ahlen in del dlll(‘h Buttervelbverfuttorung klobsw cntart(‘-

ten Rattenleber . . . . . 362
Git1, E., Uber die Resistenz der (:e\clmulstzellen gegcn Cl)emothelApeutl(a Mit

4Texbabblldungen RN . e e e o372
Harerkamp, O., Uber die Neurome. Mlt 8 'J‘extabblldungcn o .. 378

Scamint, F., Uber die Bedeutung virusartiger Agentien mit leukamleer/mwcndcr
Fa,hlgkmt in spontanen Mamma-Carcinomen und in lransp]antatlonsbumoren der
Maus . . . . . . . ..o e e e 40



Inhalt \Y%
5. Heft
(Abgeschlossen am 21. Juni 1960)
Seite
WrsBa, H., Die Wirkung von Glucose auf die Aufnahme von hochmolekularen Partikeln
durch Tumorzellen in vitro. Mit 8 Textabbildungen . 415
HorsacH, L., Kritische Untersuchungen zur gebietsweisen Hohe de1 Kxebsstexbllchkelt
in I rankrewh . 423
Wgra4, H., und M. RrpoLL- GO\IEZ D1e cvtoloalsche Analyse des spontan hetelotlansplan-
tablen Stammes MR-RM des Walker- Tumo:s in Ascitesform. Mit 3 Textabbil-
dungen . . 439
MosE, J. R., Zur BeemﬂuBbarkelt vexschledcnel Tleltumoren dumh einen apatho(renml
Clostrl(llcnstamm . 447
JFrIEDRICH, W., Hypcmeplnoldes Calcmom nach Thmotmstmm endunﬂr und (‘OSIIlOphll(‘S
Adenom der Hypophyse. Mit 2 Textabbildungen . . . 456
Ra~z, H., Zur Histogenese der Granulosazellbtumoren. Mit 5 Te\{tabblldungen . 460
HaemMmerLI, G., Erfolgreiche Transplantation eines menschlichen Slgmaca.lcmoms auf
konditionier te Ratton und Goldhamster. Mit 4 Textabbildungen . . 468
BOINER, P., Eine ]?a,pllloma,tosc der intra- und e‘{mahepatlschen Gallon\\ egc '\ht
5 Textabblldunaen . . . 474
Merker, H.-J., H. GREILING und Tu GUNTHhR Tlcktloncnmlkroskoplsche Unter-
suchungen an Ascitestumorzellen beim Trabtree-Effckt. Mit 4 Textabbildungen. . 481
MERKER, H.-J., H. GrELING und TH. GUNTHER, Uber das Vorkommen und die Bildung
von Hyalmonsaurc in Ascites-Tumorzellen. Mit 3 Textabbildungen . . . 490
MERKER, H.-J., Ta. GinTHER und H. GrEILING, Elcktronenoptische Untelsuchungen
zum Stoffwechsel des Glucosamins bei Ascites-Tumorzellen. Mit 1 Textabbildung . 497
6. (SchluB-)Heft
(Abgeschlossen am 6. Oktober 1960)
StrivLr, P., und G. HaemmerLr, Uber ein spontanes, tlansplantables lymphorcticulo-
cytares Sarkom des Goldhamstels Mit 5 Textabbildungen . 503
Tsaxev, R., und G. G. Markov, Uber die Verdnderungen in den N ucl(,opmtelden bel den
durch Benzpyren mduucrten Hauttumoren. Mit 1 Textabbildung 511
Bieruing, R., Die Wirkung von Actmom) cinen auf menschliche Gewebe in Vitro \ht
5 ’l‘e\tabblldunﬂen . 519
DaxxexBere, H., Uber Bc/mhmwen /\\lS(’h(’ll Stmmden und kxobscl/(\ugeuden l&ohlt‘n-
W asselatoffen II. Mitteilung. l 2-Cyclopentadieno-phenanthrene® . 523
Scumir, F., Zur heterologen Ubertragung von Krebs- und Loukzumematcual des \Icn-
schen auf Lal)omtmlumstlclc . . D32
PoLLTER, J., Zur Frage des sog. ,,préiinvasivcn ;\dcnocarcinoms der ;\ ppeu(_lix vcrmifor-
mis*. Mit 4’1‘extabb1]dungcn . 540
ScriBa, P., S. Scn~NeIDER und H. HoLzER, Au] Wnkunv von 2,() Dlmcbho(y-atho‘(y 6-
bis- a.thylcnlmmobul/ochmon 1,4 (BAYER A 139) auf die (xlykol) s¢ von Ascxtcs-
Tumorzellen. Mit 4 Te‘ctabblldun%n . 547
Kocr, F., C. Smax, J. H. Vegrkamp and L. L. )[ VAN J)hEMm M( Labollsm andfunctlons
of phosphatldcs Investigations on the phosplmtldcs of some e\pm imental tumours.
Mit 2 Textabbildungen 558
Excensart, K., Uber ein ncmoflblomatoscs Hamaxtoblastom dm L(,bel Mlt [‘ext-
abblldunfren . . . (51°]
Laxascn, H. G., und M. UHLIG, Carcinommetastasierung in verschiedenem Lebensaltcr 575
WgBa, H., und M. RiroLL-GoMEz, Zur Biologie des heterolog wachsenden Yoshida-Sar-
koms (Stamm MY-RY). Mit 4 Texta,bblldunven . . 580
ScaMiHL, D., und D. StEINHOY¥F, Versuche zur Krebsexzeuvuno mlt l\ollowlalen %ﬂber-
und Goldlosunven an Ratten. Mit 3 Textabbildungen . 586
Fucus, U., und V. Juxa, Die Mitose-Rate von Cornea und Duodenum bcnm tumon-
traﬂendcn Tier. Mit 1 Textabbildung . 592



Zeitschrift fiir Krebsforschung 63, 547—3557 (1960)

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.
(Direktor: Prof. Dr. H. HoLzER)

Zur Wirkung von 2,5-Dimethoxy-ithoxy-3,6-bis-dthyleniminobenzo-
chinon-1,4 (BAYER A 139) auf dic Glykolyse
von Ascites-Tumorzellen* **

Von
P. ScriBa, S. ScaNemER und H. HoLzer
Mit 4 Textabbildungen
(Eingegangen am 25. Mai 1960)

A 139! hemmt wie andere carcinostatisch wirksame Athyleniminverbindungen
(Rorrr 1956, HoLzER u. SEDLMAYER 1957) die Glykolyse von Ascites-Tumor-
zellen durch Senkung des DPN-Gehaltes (HoLzER, GLOGNER et al. 1958). Zusatz
von 5 bis 10 x 1073 Mole/l Nicotinsdureamid hebt die Glykolysehemmung auf
(Horzer, GLOGNER et al. 1958). Die DPN-Senkung kénnte auf Grund unserer
bisherigen Versuche (HorLzERr, GLOGNER et al. 1958, HorLzER, KROGER et al.
1958, HoLzER u. KrOGER 1958) durch Absinken des Gehaltes an Bausteinen der
DPN-Synthese, durch Hemmung von Enzymen des DPN-Aufbaus oder durch
Aktivierung von Enzymen des DPN-Abbaus zustande kommen. Zu dieser I'rage
priiften wir in der vorliegenden Arbeit den Gehalt der Asciteszellen an ATP
sowie die Aktivititen der Enzyme DPNase, DPN-Pyrophosphorylase, DPN-
Pyrophosphatase und DPNH,-Pyrophosphatase unter dem Einflul von A 139.
In ecinigen Versuchen wurde auch die carcinostatisch wirksame N-Lost-Ver-
bindung Endoxan-Asta (= B 518) verwendect.

Methoden

1. Tumorzellen. Die Versuche wurden an einem Ehrlich-Ascites-Carcinom durchgefiihrt,
das uns von Herrn Prof. Dr. O. WarBURG freundlicherweise iiberlassen wurde und dessen
Eigenschaften wir frither beschrieben haben (HoLzer, GLOGNER et al. 1958, ScriBa 1939).

2. Manometrie. Es wurde dice iibliche Technik der Manometrie mit der Warburg- Apparatur
angewandt (vgl. Honzer, GLoaner et al. 1958). Die Inkubation von 30-—30 mm? Zellen/ml
erfolgte in Krebs-Ringer-Bicarbonat-Losung, die durch CO,-Begasung auf ein py von 6,0
cingestellt wurde; die Temperatur war 37° C; Glucose wurde in 0,025 m Endkonzentration
zugesetzt.

3. DPN-Bestimmung. Die DPN-Bestimmung erfolgte im optischen Test nach WaRBURG,
wice frither beschrieben (Horzer, GLOGNER et al. 1958, ScriBa 1959), oder mit der von Karrax
u. Mitarb. (1951) angegebenen fluorometrischen Methode, wie von ScriBa (1959) ndher
ausgefithrt.

* Herrn Prof. Dr. Karr KrRAUSPE zum 65. Geburtstag gewidmet.

*% Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der Chemischen Industrie
(Fonds der Chemischen Industrie) danken wir fiir Sachbeihilfen. — Uber die vorliegenden
Versuche wurde von PrTErR ScriBa vor der Freiburger Medizinischen Gesellschaft am
27. Januar 1959 vorgetragen. Kurzreferat: Klin. Wschr. 37, 678 (1959).

1 Abkiirzungen: A 139, E 39 und B 518 siehe ,,Praparate’; ATP = Adenosintriphosphat;
DPN = Diphosphopyridinnucleotid; DPNase = Diphosphopyridinnucleosidase; DPNH, =
reduziertes DPN; NMNH, = reduziertes Nicotinsdureamidmononucleotid; NSA = Nico-
tinsiureamid; TCE = Trichloressigsdure.



248 P. ScriBa, S. ScHNEIDER und H. HoLZER:

4. ATP-Bestimmung. Die ATP-Bestimmung erfolgte im zusammengesetzten optischen
Test mit 3-Phosphoglycerinsdure, DPNH,, Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase und
Phosphoglycerinsaurekinase wie von THORN u. Mitarb. (1933) angegeben (vgl. auch BUcuer
u. Mitarb.) und von ScriBa (1959) naher beschrieben.

9. Enzymatisch-optischer DPNase-Test (vgl. Abb. 2). Wir inkubierten in einer Kiivette
Alkohol, DPN und kristallisierte Alkoholdehydrogenase aus Hefe in solchen Konzentrationen,
daB sich in wenigen Sekunden ein Gleichgewicht einstellte, bei dem das Verhéltnis DPN zu
DPNH, etwa 1:1 war. Setzte man nun Enzyme zu, die DPN zu Substanzen verindern, die
nicht mehr mit Alkoholdehydrogenase reagieren, so wurde zur Erhaltung des Alkoholdehydro-
genase-Gleichgewichts DPN aus DPNH, nachgeliefert. Die Geschwindigkeit der DPNH,-
Abnahme ist ein MaB fiir die DPN-Spaltung. Setzte man NSA zu, so wurde der Anteil der
DPNase an den DPN spaltenden Reaktionen gehemmt und damit als Differenz der Ge-
schwindigkeit der Extinktionsabnahme vor und nach NSA-Zusatz meBbar. In der Legende
zu Abb. 2 sind die von uns verwendeten Konzentrationen an Alkohol, DPN und Alkohol-
dehydrogenase angegeben. Aus der vollstindigen Hemmung der DPNH,-Abnahme durch
Zusatz von NSA bei Abb. 2 sieht man, daB3 bei diesem Versuch allein DPNase fiir die beob-
achtete Reaktion verantwortlich war.

6. DPNH,-Pyrophosphatase (vgl. Abb. 3 und 4).

a) Prinzip. DPNH, wurde mit Nieren- oder Tumorextrakten in Kiivetten inkubiert.
Die beobachtete Extinktionsabnahme bei 366 myu entspricht der Oxydation DPNH, — DPN.
Das gebildete DPN wurde in aus der Kiivette entnommenen Proben, nach Abstoppen der
Reaktion mit TCE, mit Alkohol und ADH bestimmt. Das in der Kiivette, bei Variation der
Inkubationsdauer, noch vorhandene DPNH, wurde mit Acetaldehyd und ADH bestimmt.
Die proportional zur Inkubationszeit zu beobachtende Zunahme einer mit Acetaldehyd
und ADH nicht zu beseitigenden Extinktion bei 366 my in der Kiivette entspricht der NMNH,-
Bildung. Die Geschwindigkeit der NMNH,-Bildung ist ein Ma8 fiir die Aktivitat der DPNH,-
Pyrophosphatase.

b) Ansditze und Versuchsdurchfithrung. 0,5 g Niere oder Tumor wurden in 2,5 ml kaltem
0,2m Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer py 7,4 einige Sekunden homogeniert.
Das Homogenat wurde einige Sekunden bei 1000 X g und Zimmertemperatur zentrifugiert
(die Erythrocyten verbleiben im Uberstand). Das Sediment wurde in 2,5 ml kaltem 0,2 m
Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer py 7,4 griindlich homogeniert. Das Homogenat
wurde 10 min bei 2500 X g und 0°C zentrifugiert. Vom Uberstand kamen 0,15 ml in einen Ansatz
mit 0,05 m Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer py 7.4, 0,017 m Mg SO,, 0,01 m
KCN (zur Hemmung der DPNH,-Oxydation) mit oder ohne 1,78 X 10t m A 139 (=6 mg- %)
in einem Endvolumen von 3,0 ml. Bei den Versuchen mit Tumorhomogenat wurde
0,191 m NSA zugesetzt, umn die anwesende DPNase zu hemmen. Die Reaktion wurde mit
enzymatisch reduziertem DPNH, gestartet (Endkonzentration 0,9 x 10-% m); Vorversuche
hatten eine Reaktion zwischen A 139 und DPNH, ohne Zusatz von Homogenat ausgeschlos-
sen. Die Inkubation erfolgte in temperierbaren Kiivetten bei 37° C, Schichtdicke = 1 cm;
gemessen wurde bei 366 mu. Korrekturkiivetten mit A 139 wurden vor die Testkiivette
ohne A 139 gesetzt, da die Extinktionsabnahme bei der DPNH,-Oxydation bei gleichem
Ausgangswert gemessen werden mufl. Zwei, 7 und 17 min nach dem Start wurden Pro-
ben aus den Kiivetten entnommen. In den Proben wurde nach Abstoppen der Reaktion
mit TCE (Endkonzentration 5% : hierdurch wird das enzymatisch reduzierte DPNH, voll-
standig zerstért) und Neutralisation des sauren Uberstandes die DPN-Konzentration mit
Alkohol und ADH bestimmt. Sofort nach Entnahme der Proben erfolgte die Bestimmung
der DPNH,-Konzentration mit Acetaldehyd (Endkonzentration 0,005 m) und ADH, die
direkt in die Kiivette einpipettiert wurden. Die Konzentration des gebildeten NMNH,
wurde aus der Zunahme der Extinktion bei 366 mu nach Oxydation des vorhandenen DPNH,
mit Acetaldehyd und ADH mit dem von Kor~NBERG (1950) angegebenen, fiir DPNH, und
NMNH, gleichen, molaren Absorptionskoeffizienten berechnet.

7. DPN-Pyrophosphatase (vgl. Legende zu Tabelle 3).
8. DPXN-Pyrophosphorylase (vgl. Legende zu Tabelle 2).
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Priparate

Von der Firma Bayer-Leverkusen wurden uns freundlicherweise die Substanzen E 39
(2,5-Di-n-propoxy-3,6-bisathylenimino-benzochinon-1,4) und A 139 (2,5-Di-methoxy-athoxy-
3,6-bisiathylenimino-benzochinon-1.4) zur Verfiigung gestellt. Wir mochten auch an dieser
Stelle den Herren Prof. Dr. G. Donmack und Dr. S. Perersex fiir die Uberlassung der
Praparate danken.

Von den ASTA-Werken erhielten wir das Praparat B 518 [N,N-Bis-(8-chlordthyl)-
N’.0-propylenphosphorsidureester-diamid].

Das Ba-Salz von 3-Phosphoglycerinsaure der Fa. Boehringer (Mannheim) wurde in 2 n
HCI gelost, Ba** als BaSO, mit Na,S0, ausgefillt und abzentrifugiert, der Uberstand mit
2n NaOH auf py 7,4 neutralisiert.

Zur Gewinnung von DPNH, wurde DPN der Fa. Boehringer (Mannheim) mit Natrium-
dithionit hydriert (vgl. BEISENHERZ, BOLTZE et al. 1953). Zur Bestimmung von DPNH,-
Pyrophosphatase verwandten wir enzymatisch reduziertes DPNH, der Firma Sigma (USA).

80% reines DPN, kristallisierte Alkoholdehydrogenase aus Hefe, kristallisierte Glycerin-
aldehydphosphatdehydrogenase und Phosphoglyceratkinase aus Kaninchenmuskel wurden
von der Fa. Boehringer (Mannheim) bezogen.

Ergebnisse
1. AT P- und DPN-Gehalt von Ascites-Zellen bei der Glykolysehemmung durch A 139

Aus Abb. 1 sieht man, daB die Glykolyse von Ascites-Tumorzellen, die bei
pu 6 mit A 139 inkubiert wurden, zuerst aktiviert und dann intensiv gehemmt
wird. Eine der Hemmung vorausgehende Aktivierung der Glykolyse durch
carcinostatische Athylenimin-Verbindungen haben wir schon frither beobachtet
(Horzer, KrROGER et al. 1958, GrRIMBERG 1960). Bis heute fanden wir jedoch
keine Erklarung fir dieses Phinomen. Die Glykolyse-Hemmung tritt erst ein,
wenn der DPN-Gehalt der Asciteszellen auf etwa !/, des Gehaltes von
Kontrollen ohne A 139 abgesunken ist. Dies diirfte darauf zuriickzufiithren sein,
dal in den Zellen iiberschiissiges DPN vorhanden ist, so daB noch !/, des
normalen Gehaltes fiir die volle Glykolyse ausreicht. Analysiert man (GRIMBERG
1960) zu einem Zeitpunkt, bei dem DPN auf !/, bis 1/; seines Anfangsgehaltes
abgesunken ist, die Glykolyse jedoch noch mit voller Geschwindigkeit ablauft,
die stationdren Konzentrationen an Triose-Phosphaten, so findet man, daB ein
Aufstau dieser phosphorylierten Intermedidrprodukte der Glykolyse gegeniiber
Kontrollen ohne Carcincstaticum* stattgefunden hat. Wir nehmen an, daf sich
sofort nach der Carcinostaticum-Einwirkung ein neuer stationirer Zustand ein-
stellt, bei dem der die Triosephosphatdehydrierung verlangsamende DPN-Mangel
durch Erhohung der Konzentration an Phosphoglycerinaldehyd (und dem damit
im Gleichgewicht stehenden Dihydroxyacetonphosphat und Fructosediphosphat)
kompensiert wird. Sinkt die DPN-Konzentration noch weiter ab, so kann die
dadurch bewirkte weitere Verlangsamung der Triosephosphatdehydrierung nicht
mehr durch den Aufstau an Triosephosphat kompensiert werden, da das Enzym
bereits mit Triosephosphat gesédttigt ist. Zu diesem Zeitpunkt beginnt die
Hemmung der Glykolyse gegeniiber Kontrollen ohne A 139.

Vergleicht man die zeitlichen Verinderungen des Gehaltes der mit A 139
inkubierten Ascites-Zellen an ATP und DPN, so sieht man, da3 DPN bereits

* In diesen Versuchen wurde 1-Athylenimino-2-hydroxy-buten-3 (= Tetramin, BASF/
Merck) verwandt.
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nach 40 min um 70—80% abgenommen hat, wihrend bis dahin ATP nur gering-
figig (um etwa 10—20%) abgefallen ist. Da auch in der Kontrolle ohne A 139,

« 0 bei der nur ein geringes Ab-
R s sinken des DPN-Gehaltes zu
§§ @ \\ Gyhayse beobachten ist, ATP um etwa
Ay o \ I Kmifrale 10—20% abgenommen hat,
é § \ \\\\ = ATP wird klar, daB ein Absinken des
5§38 1 . ATP-Gehaltes nicht die Ur-
gf‘; " /4 sache fiir das Absinken des
S 0 SS2un-w W AW DPN-Gehaltes sein kann. Sehr

Ty T L A/ wahrscheinlich besteht der um-

min
Abb. 1.

Versuchsbeginn:

ATP/mm? Zellen

Anacrobe Glykolyse und Gehalt von Asciteszellen
an DPN und ATPY mit und ohne 0,18 mMole/l A 139. Bei
Q Lgcm = 12 mm?*mg Ascites-Trockenge-
wicht; 2,4 x 107! Mole DPN/mm?® Zellen; 11,8 x 10~'° Mole

gekehrte Zusammenhang: der
ATP-Gehalt sinkt als Folge der
durch DPN-Mangel bewirk-
ten Glykolyse-Hemmung.

2. Beeinflussung von Enzymaktivititen des D PN -Stoffwechsels durch 4 139

a) Diphosphopyridinnucleotidase (DPNase): DPN

phatribose.
wor +DFN ase
—, [—0-—- \
b LN\
\o W\ AW
L AN l
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N \
o NN
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AbDb. 2. Wirkung von A 139 und Endoxan

auf cine Rindermilz angercicherte DPNase.
Im Ansatz (Gesamtvolumen 2 ml, Schicht-
dicke 1 em) befanden sich 1 mg DPN, 600 ug
ADH und 0,032ml absoluter Alkohol in
0,1 m Phosphatpuffer pu 8,0. Dic Tempera-
tur war 37°C. Der Start erfolgte mit DPNase
(Anrveicherung nach ZATMAN, KAPLAN ct al.
1953), dic Extinktionsabnahme wurde bei
366 mpe gemessen. A 139 und Endoxan wur-
den in 8 bzw. 125 mg-% Endkonzentration
/ugcsct/t Dice Reaktion lie sich mit NSA in
100 mg-% Endkonzentration véllig hemmen

—NSA + Adenosindiphos-

Zur DPNase-Bestimmung haben wir einen optischen Test aus-

gearbeitet, der darauf beruht, daf
DPNase aus einem durch iiberschiissig
zugesetzte Alkoholdehydrogenase einge-
stellten Gleichgewicht an Alkohol, Acet-
aldehyd, DPN und DPNH, das DPN
zu Nicotinséureamid und dem Restbruch-
stiick des DPN zerlegt und damit eine
durch den stetig kleiner werdenden DPN-
Gehalt ausgeloste Nachstellung des Al-
koholdehydrogenase-Gleichgewichtes be-
wirkt, die zu einer Abnahme des DPNH,
und damit der Extinktion bei 340 bzw.
366 my! fithrt. Eine aus Rindermilz nach
ZATMAN u. Mitarb. (1952) angereicherte
DPNase bewirkt in unserem Test-System
cinen zeitlich konstanten Abfall der
DPNH,-Konzentration (vgl. Abb. 2). Die
Reaktion wird durch Zusatz von Nicotin-
sdureamid aufgehoben, wie man dies auf
Grund der bekannten (ZATMAN, KAPLAN
et al. 1952) Hemmung der DPNase durch
Nicotinsdureamid erwarten mufl. Kon-
trollversuche zeigten, dafl die Geschwin-
digkeit der DPNH,-Abnahme in weiten
Grenzen der zugesetzten DPNase-Menge
proportional geht. Zum vorliegenden Pro-

blem sieht man aus Abb. 2, daB sowohl die Athylenimin-Verbindung A 139 wie dic
N-Lost-Verbindung Endoxan ohne EinfluB auf die DPNase aus Rindermilz sind.

Y ;gilrimnote im Abschnitt d.
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Die Wirkung von Athylenimin-Verbindungen auf den DPN-Gehalt von
Organen zeigt beim lebenden Tier eine charakteristische Tumorspezifitit. So
fanden wir in Gehirn, Milz und Niere von Jensen-Sarkom tragenden Ratten
keinen DPN-Abfall nach Verabreichung einer E 39-Dosis die im Tumor bereits
einen betrichtlichen DPN-Abfall bewirkte (HorzEr und KRrOGER 1958). Wir
studierten deshalb neben Milz-DPNase die DPNase-Aktivitdt von Extrakten
aus Ascites-Tumorzellen. Man sieht aus Tabelle 1, dal die DPNase-Aktivitit
von Extrakten aus Ascites-Tumorzellen, die mit A 139 entweder bis zu gerade
beginnender, oder auch bis zu weitgehender Glykolyse-Hemmung inkubiert
waren, nicht mit Sicherheit beeinflufit wird. Die Bestimmung der DPNase
erfolgte dabei in Inkubationsansitzen, in denen die DPN-Konzentration, nach
Abstoppen der Reaktion, mit dem optischen Alkoholdehydrogenasetest oder mit
der fluorometrischen DPN-Bestimmung (Kaprax, CoLowick et al. 1951, Lowry,
RoBERTS et al. 1957) gemessen wurde (vgl. Legende zu Tabelle 1). Diesen Ver-
suchen zufolge kann eine Aktivierung der DPNase in Asciteszellen sehr wahr-
scheinlich nicht fir den markanten Abfall des DPN-Gehaltes nach Inkubation
mit A 139 verantwortlich gemacht werden. Wir miissen vorerst offen lassen,
ob an der Wirkung von E 39 (eine Verbindung, die sich von A 139 nur minimal
unterscheidet) auf das Jensen-Sarkom der Ratte im in vivo-Versuch eine DPNase-
Aktivierung beteiligt ist, wie wir sie in fritheren Versuchen beobachtet haben
(HorzeEr und KRGGER 1958).

b) DPN-Pyrophosphorylase: DPN + Pyrophosphat — ATP + NMN. Zur Be.
stimmung der DPN-Pyrophosphorylase-Aktivitidt in Ascites-Tumorzellen wurden
Extrakte mit DPN, Pyrophosphat und Magnesiumchlorid inkubiert. Nach
Abstoppen der Reaktion durch Kochen wurde mit dem optischen Alkohol-
dehydrogenase-Test der DPN-Gehalt bestimmt. Zusatz von Nicotinsdureamid
hemmte die DPNase und durch Parallelmessung mit und ohne Pyrophosphat
konnte die DPN-Spaltung durch DPN-Pyrophosphatase beriicksichtigt werden.
Wir fanden, dall Extrakte aus Asciteszellen neben einer hohen DPNase-
Aktivitdt nur sehr geringe DPN-Pyrophosphorylase-Aktivitit enthalten. Dies
steht im Einklang mit Befunden von MorTox u. Mitarb. (BRANSTER und MorTON
1956. MorToN 1958), wonach Tumoren durch cinen sehr geringen Gehalt an
DPN-Pyrophosphorylase gekennzeichnet sind. Es gelang uns auf Grund dieser
Situation nicht, geniigend exakte Bestimmungen der DPN-Pyrophosphorylase-
Aktivitat in Ascites-Tumorzellen durchzufithren, wie sie fiir Messungen uber die
Beeinflussung dieses Enzyms durch A 139 notwendig gewesen wiren.

Um ein fiir Messungen geeignetes Enzym-Préiparat zu erhalten, wurde DPN-
Pyrophosphorylase nach KornBERrG (1950) aus Schweineleber angereichert. In
Tabelle 2 sind Versuche wiedergegeben, wonach 6 und 18 mg-% A 139 keinen
oder nur geringen Einflufl auf die Aktivitat des Enzyms haben. Die beobachteten
Unterschiede zur Kontrolle liegen innerhalb der Fehlergrenze unserer Methode.

¢) DPN-Pyrophosphatase: DPN — Adenosinmonophosphat -~ NMN. Zur Be-
stimmung der DPN-Pyrophosphatase-Aktivitat wurden Extrakte aus Jensen-
Sarkom mit DPN inkubiert und von Zeit zu Zeit entnommene und abgestoppte
Proben enzymatisch auf ihren DPN-Gehalt getestet. Zur Ausschaltung von
DPNase wurde Nicotinsdureamid zugesetzt. Aus den in Tabelle 3 zusammen-
gestellten Ergebnissen sieht man, dal weder A 139 in einer Konzentration, die
den DPN-Gehalt von Ascites-Tumorzellen senkt und damit die Glykolyse hemmt,
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Tabelle 1. DPNase-Aktivitat in Extrakten aus Ascites-Tumorzellen mit und ohne A 139

Aus mehreren manometrischen Parallelansidtzen wurden die Zellen 40 min nach Start der Glykolyse bei 1200 X g abzentrifugiert, in 10 Volumen
kaltem H,0 mit bzw. ohne A 139 suspendiert und dreimal im Thermostaten bei —15° C gefroren und bei -- 37 C wieder getaut. Im DPNase-Ansatz
mit nachfolgender fluorometrischer DPN-Bestimmung (nach Kapran, CoLowick et al. 1951 und Lowry, RoBERTs et al. 1957) befand sich
DPNase-Extrakt von 30 mm? Asciteszellen und 0,3 ¢ Mole DPN bei T=237°C in einem Gesamtvolumen von 0,6 ml; gestoppt wurde mit TCE
in 5% Indkonzentration. Im DPNase-Ansatz mit nachfolgender enzymatisch-optischer DPN-Bestimmung nach WARBURG befanden sich DPNase-
Extrakte von 60 mm?® Zellen und 0,3 u Mole DPN bei T=237°C in einem Gesamtvolumen von 3,0 ml. Gestoppt wurde durch Kochen, da die
enzymatisch-optische DPN-Bestimmung nach Neutralisation des TCE-sauren Uberstandes in Gegenwart von A 139 nicht méglich ist (vgl. Scrrsa 1959).

A 139 bei der Manometrie und im
DPNase-Ansatz
mg-% ... ... e e oo . — 6 — 6 — 6 18 — 6 — 6
Millimole/Liter. . . . . . . . . — 0,18 — 0,18 — 0,18 0,54 — 0,18 — 0,18
Eintritt der Glykolysehemmung in
Parallelgefafien
(min nach dem Start) . . . . . — 80 - 90 — 90 nicht be-| — 100 — 80
stimmt
DPN-Gehalt der Zellen nach 40 min 2,81 0,74 3,23 2,27 2,22 1,02 <0,2 2,96 1,95 3,18 1,54
(Manometrie) in Mol x 10+1° ., . .
Puffer des DPNase-Ansatzes . . . 0,05 m 0,067 m 0,077 m
Phosphat pg 7,2 | Phosphat pg 6,0 Tridthanolamin/HCl pg 7,4
Inkubationszeit in min . . . . . . 10 10 15 | 10 | 10
Methode der DPN-Bestimmung nach
Abstoppen der DPNase-Reaktion Fluorometrisch mit Alkohol und ADH (vgl. ,,Methoden‘‘)
Durch DPNase abgebaute
puMole DPN . . . . . . . .. 0,119 0,138 0,086 0,083 0,195 0,222 0,228 | 0,133 0,157 | 0,154 0,154
Aktivierung der DPNase in %
gegeniiber den Kontrollen . . . . — +16% — —3% — +15% +17% — |-+ 16% — +0%

(44"
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noch die N-Lost-Verbindung Endoxan einen deutlichen Einfluf} auf die DPN-
Pyrophosphatase ausiiben. Auch die DPN-Pyrophosphatase-Aktivitat von Homo-
genaten aus Rattennieren wird nicht durch A 139 beeinfluBt (SCHNEIDER).

Tabelle 2. Wirkung von A 139 auf DPN-Pyrophosphorylase aus Schweineleber

Im Ansatz befanden sich 0,59 ;:Mole DPN in einem Gesamtvolumen von 3,0 ml; dazu
2,2 % 103 m mit HCl neutralisiertes Pyrophosphat, 0,49 x 10-3m Mg Cl,, 0,191 m NSA,
0,08 m Tridthanolamin/HCl-Puffer px 7,4. Der Start der Reaktion erfolgte mit 0,15 ml
nach KorxBERG (1950) aus Schweineleber (ohne die angegebene Gel-Absorption) angereicherter
DPN-Pyrophosphorylase. Der Stop der Reaktion erfolgte nach 15 min Inkubation bei 37°C
durch 5 min Kochen im Wasserbad. Nach Zentrifugieren bei 6000 X g wurde im Uberstand
mit der enzymatisch-optischen Methode DPN nach WARBURG bestimmt. Das dem Ansatz
zugesetzte NSA hemmte die im Enzympriparat noch anwesende DPNase. Die Aktivitat
der DPN-Pyrophosphatase wurde durch Weglassen von Pyrophosphat aus dem Ansatz
bestimmt. Durch Abzug der DPN-Pyrophosphatase-Aktivitit von den mit Pyrophosphat
erhaltenen Werten ergab sich die Aktivitit der DPN-Pyrophosphorylase.

Konzentration an A 139 im DPN-
Pyrophosphorylase-Ansatz . . . . — 6 mg- % 18 mg-%
— 0,18 m Mole/Liter | 0,54 m Mole/Liter
Von DPN-Pyrophosporylase
abgebaute uMole DPN . . . . . . 0,206 0,183 0,189

Tabelle 3. Wirkung von A 139 und Endoxan (= B 518) auf die DPN-Pyrophssphatase
i etnem Extrakt aus Jensen-Sarkom

Methodik: DPN wurde in 0,04 m Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pg 7,5 mit
0,01 m MgSO, und 0,041 m NSA zusammen mit 0,1 ml Enzymextrakt, der durch Homo-
genieren von 0,5g Tumor bzw. Niere in 2,5ml 0,2m Trishydroxymethylaminomethan-
HCl-Puffer py 7,5 im Potter-Elvejhem-Homogenisator gewonnen wurde, bei 37° C im Ansatz
von einem Endvolumen von 2,0 ml inkubiert. Die Reaktion wurde durch TCE in 5% End-
konzentration gestoppt. Die DPN-Bestimmung erfolgte nach Neutralisation des sauren
Uberstandes mit dem optischen Test nach WARBURG.

Kin- Abgebaute Mole
gesetzte . DPN x 10° ml Zugesetztes
Mole DPN bei Inkubation von Homogenat Carcinostatikum
x 10° A .
20 min 40 min

1,55 — — — —

1,55 0,095 0,195 0,1 —_

1,55 0,19 0,363 0,2 —

1,55 0,082 0,17 0,1 125 mg-% B 518
1,55 1,135 0,20 0,1 8mg-% A 139

d) DPNH,- Pyrophosphatase: DPNH, — Adenosinmonophosphat + NMNH,.
1,78 x 107 Mole/Liter A 139 (6 mg-%) beschleunigen das Verschwinden von
DPNH, (das mit Acetaldehyd und Alkoholdehydrogenase bestimmt wurde)
durch ein Nierenhomogenat auf etwa das Doppelte gegeniiber einer Kontrolle
ohne A 139 (vgl. Abb.3a). Wie die in Abb.3 eingetragenen DPN-Analysen
zeigen, fihrt der vermehrte Umsatz von DPNH, zu einer Anhéufung von DPN,
d. h. A 139 bewirkt eine Beschleunigung der DPNH,-Oxydation zu DPN. Um
eine Spaltung von DPN durch DPNase zu verhindern, wurde bei diesen Ver-
suchen Nicotinsdureamid zugesetzt; weiter befand sich KCN im Ansatz, um
eine DPNH,-Oxydation unter Mitwirkung des Atmungsfermentes zu verhindern.

38%
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Wir vermuten, dafl die Beschleunigung der DPNH,-Oxydation zu DPN auf dic
folgende Reaktionskette, bei der das Athyleniminchinon katalytisch mitwirkt,
zuriickzufiihren ist:

DPNH, I A 139 H,0,
DPN A 139-H, 0,
ZDPDPWH,
w2 oI
i . o \\
o \ \ 47 B \g
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Abb. 3a u. b. Wirkung von A 139 (Endkonzentration 1,78 x 10-*m) auf dic Konzentration von
DPNH,, DPN, X DPN + DPNH, und NMNH, bei Inkubation von DPNH, mit Ratten-Nieren-1lomo-
genaten (Bestimmung von DPNH,-Pyrophosphatase). Berechnung von NMNH. und andere
Einzelheiten siche unter ,,Methoden**
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Abb. 4a w. b. Wirkung von A 139 (Endkonzentration 1,78 x 10-*m) auf dic Konzentration von

DPNH.,, DPN, ¥ DPN -+ DPNH, und NMNH, bei Inkubation von DPNII, mit Jensen-Sarkom-

Homogenaten (Bestimmung von DPNH,-Pyrophosphatase). Berechnung von NMNH, und andere
Einzelheiten siche unter ,,Mcthoden®*

Zur Zeit sind wir damit beschéftigt, weitere Einzelheiten der durch Athylen-
iminchinone und andere substituierte Chinone bewirkten KCN-unempfindlichen
Oxydation von DPNH, zu studieren (ScriBa und Fraxxk). Man beobachtet
diesen Effekt nicht nur bei Normalgeweben (Abb. 3a), sondern auch bei Tumoren
(vgl. Abb. 4a).
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Bei der Spaltung von DPNH, durch DPNH,-Pyrophosphatase entsteht
hvdriertes Nicotinsdureamidmononucleotid (NMNH,). Da NMNH, im lang-
welligen UV dieselbe molare Lichtabsorption wie DPNH, aufweist, jedoch nicht
im enzymatisch-optischen Test mit Alkoholdehydrogenase und Acetaldehyd
reagiert, kann es als nicht mit Acetaldehyd und Alkoholdehydrogenase zu besei-
tigerde Lichtabsorption bei 366 mu! bestimmt werden. Die so erhaltenen Werte
fiir NMNH, sind in den Abb. 3b und 4b eingetragen. Wie man sieht, hat A 139
keinen oder nur sehr geringen Einflufl auf die Bildung von NMNH, aus DPNH,,
d. h. auf die DPNH,-Pyrophosphatase-Aktivitat. Auch bei der Einwirkung von
A 139 auf ein Homogenat aus Jensen-Sarkom ist kein deutlicher Einflull auf
die Bildungs-Geschwindigkeit von NMNH, aus DPNH, zu beobachten.

Diskussion

Die Beobachtung, dafl Nicotinsdureamid das Absinken der DPN-Konzen-
tration nach Einwirken von carcinostatischen Athylenimin-Verbindungen auf
Ascites-Tumorzellen verhindert (Rorrr 1956, HorzER u. SEDLMAYR 1957), sowie
Studien iiber den Einbau von “C-markiertem Nicotinsdureamid (FRrRiEDRICH
1960) und von MC-Ribose (KrROGER, ROTTHAUWE, et al. 1960) in das DPN von
Ascites-Tumorzellen sprechen fiir eine Beeinflussung von Enzymen des DPN-
Stoffwechsels durch die Athylenimin-Verbindungen. Sehr wahrscheinlich ist keines
der vier in der vorliegenden Arbeit studierten Enzyme fiir den Abfall der DPN-
Konzentration verantwortlich. Zwar haben wir bei der DPNase-Aktivitat geringe
Aktivierungen beobachtet (vgl. Tabelle 1) und in friitheren Versuchen auch in
vivo eine Aktivierung der DPNase gefunden (HorLzEr u. KrROGER 1958), jedoch
ist dieser Effekt zu gering, um den schnellen Abfall der DPN-Konzentration in
Ascites-Tumorzellen zu erkliren. Auch der Befund von KrOGEr u. Mitarb.
(1960), wonach sich nach Einwirkung von Athylenimin-Verbindungen auf Ascites-
Tumorzellen Nicotinsdureamid anstaut, kann nicht als Folge einer Aktivierung
der DPNase erklirt werden, da DuntzE (1960) Bedingungen fand, unter denen
der Anstau an Nicotinsiureamid groBer ist als der insgesamt in den Zellen vor-
handene Gehalt an DPN. Wahrscheinlich stammt das sich aufstauende Nicotin-
sdureamid aus Tryptophan. Man kommt so zu folgender Arbeitshypothese fir
den Mechanismus der Wirkung von carcinostatischen Athylenimin-Verbindungen
auf die DPN-Konzentration in Tumoren: die Athylenimin-Verbindungen hemmen
cine Fermentrecaktion, die am Einbau von Nicotinsdureamid oder Nicotinsidure
in DPN beteiligt ist; dadurch wird das aus Tryptophan anfallende Nicotin-
sdureamid aufgestaut und, wie GRIMBERG (1960) beobachtet hat, in vermehrtem
Umfange als N-Methylnicotinsdureamid im Urin ausgeschieden. Auf Grund der
vorliegenden Versuche scheidet das an der DPN-Synthese beteiligte Enzym
DPN-Pyrophosphorylase als durch Athylenimin-Verbindungen gehemmtes Enzym
aus. Unsere weiteren Bemiithungen auf diesem Gebiet werden sich nun den
Enzymen zuwenden miissen, die die Synthese von Nicotinsdureamid-mono-
nucleotid bzw. Nicotinsdure-mononucleotid aus Nicotinsdureamid bzw. Nicotin-
séure katalysieren.

L Wir messen, einem Vorschlag von BEISENHERzZ, BoLTzE, BUCHER u. Mitarb. (1953)
folgend, mit Glaskiivetten bei 366 my, statt wie sonst iiblich mit Quarzkiivetten bei 340 my.
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Zusammenfassung

Nach Einwirkung der carcinostatischen Athyleniminchinon-Verbindung A 139
auf glykolysierende Ascites-Tumorzellen sinkt der DPN-Gehalt, bevor die
Glykolysehemmung eintritt und der ATP-Gehalt absinkt. Ein Mangel an ATP
kann demnach nicht die Ursache fiir das Abfallen des DPN-Gehaltes sein.

DPNase aus Rindermilz und aus Ascites-Tumorzellen, DPN-Pyrophosphory-
lase aus Schweineleber, DPN-Pyrophosphatase aus Jensen-Sarkom und DPNH,-
Pyrophosphatase aus Rattenniere und Jensen - Sarkom werden durch die Athylen-
iminchinon-Verbindung A 139 nicht oder nur sehr gering in ihrer Aktivitit
beeinfluBt.

Die vorliegenden Versuche sprechen dafiir, da3 carcinostatische Athylenimin-
Verbindungen einen Reaktionsschritt der Biosynthese von DPN zwischen Nicotin-
sdureamid bzw. Nicotinsdure und Nicotinsdureamid-mononucleotid bzw. Nicotin-
sdure-mononucleotid hemmen.

Summary

Under the influence of the carcinostatic agent Bayer A-139, an ethyleneimino-
quinone, the concentration of DPN in glycolysing ascites tumor cells diminishes
before the inhibition of the glycolysis appears and the concentration of ATP
decreases. According to this the lack of ATP can not be the cause of the drop in
the concentration of DPN. DPNase from beef spleen and from ascites tumor
cells, DPN-pyrophosphorylase from hog liver, DPN-pyrophosphatase from the
Jensensarcoma and DPNH,-pyrophosphatase from rat kidney and from the
Jensensarcoma are influenced either not at all or only very little by the ethylene-
iminequinone. From the experiments it may be concluded, that carcinostatic
ethyleneimine-compounds inhibit a step in the reaction of the biosynthesis of
DPN between nicotinamide, or nicotinic acid and nicotinamide-mononucleotide
or nicotinic acid-mononucleotide.
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