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

Zur Wirkung von 2 55-Diinethoxy-äthoxy-3 ?6-Ms-äthvlcniminobonzo-
chinon-1,4 ( B A Y E R A 139) auf die Glykolyse 

von Ascites-Tumorzellen* ** 
Von 

P . SCRIBA, S. SCHNEIDER und H . HOLZER 

Mit 4 Textabbildungen 

(Eingegangen am 25. Mai 1960) 

A 1 3 9 1 hemmt wie andere carcinostatisch wirksame ÄthyleniminVerbindungen 
(ROITT 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 1 0 x 1 0 ~ 3 Mole/1 Nicotinsäureamid hebt die Glykolysehemmung auf 
(HOLZER, GLOGNER et al. 1958). Die DPN-Senkung könnte auf Grund unserer 
bisherigen Versuche (HOLZER. GLOGNER et al. 1958, HOLZER, KRÖGER et al. 
1958. HOLZER U . KRÖGER 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 Frage 
prüften wir in der vorliegenden xArbeit den Gehalt der Asciteszellen an ATP 
sowie die Aktivitäten der Enzyme DPNase, DPN-Pyrophosphorylase, DPN-
Pyrophosphatase und DPNH2-Pyrophosphatase unter dem Einfluß von A 139. 
I n einigen Versuchen wurde auch die carcinostatisch wirksame N-Lost-Ver-
bindung Endoxan-Asta (— B 518) verwendet. 

Methoden 
/. Tumorzellen. Die Versuche wurden an einem Ehrlich-Ascites-Carcinom durchgeführt, 

das uns von Herrn Prof. Dr. O. WARBURG freundlicherweise überlassen wurde und dessen 
Eigenschaften wir früher beschrieben haben (HOLZER, GLOGNER et al. 1958, SCRIBA 1959). 

2. Manometrie. Ks wurde die übliche Technik der Manometrie mit der Warburg-Apparatur 
angewandt (vgl. HOLZER, GLOGNER et al. 1958). Die Inkubation von 30—50 mm 3 Zellen/ml 
erfolgte in Krebs-Ringer-Bicarbonat-Lösung, die durch C02-Begasung auf ein pH von 6,0 
eingestellt wurde; die Temperatur war 37° C; Glucose wurde in 0,025 m Endkonzentration 
zugesetzt. 

•*>'. DPN-Bestimmimg. Die DPN-Bestimmung erfolgte im optischen Test nach WARBURG, 
wie früher beschrieben (HOLZPJR, GLOGNER et al. 1958, SCRIBA 1959), oder mit der von K A P L A N 
u. Mitarb. (1951) angegebenen fluorometrischen Methode, wie von SCRIBA (1959) näher 
ausgeführt. 

* Herrn Prof. Dr. K A R L KRAUSPE zum 65. Geburtstag gewidmet. 
** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der Chemischen Industrie 

(Fonds der Chemischen Industrie) danken wir für Sachbeihilfen. — Über die vorliegenden 
Versuche wurde von PETER SCRIBA vor der Freiburger Medizinischen Gesellschaft am 
27. Januar 1959 vorgetragen. Kurzreferat: K l in . Wschr. 37, 678 (1959). 

1 Abkürzungen: A 139, E 39 und B 518 siehe Präpara te" ; ATP — Adenosintriphosphat; 
DPX = Diphosphopyridinnucleotid; DPNase — Diphosphopyridinnucleosidase; D P N H 2 = 
reduziertes DPN; N M N H 2 = reduziertes Nicotinsäureamidmononucleotid; NSA = Nico­
tinsäureamid; TCE = Trichloressigsäure. 
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4. ATP-Bestimmimg. Die ATP-Bestimmung erfolgte im zusammengesetzten optischen 
Test mit 3-Phosphoglycerinsäure, DPNH 2 , Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase und 
Phosphoglycerinsäurekinase wie von THORN U. Mitarb. (1955) angegeben (vgl. auch BÜCHER 
u. Mitarb.) und von SCRIBA (1959) näher beschrieben. 

ö. Enzymatisch-optischer DPNase-Test (vgl. Abb. 2). Wir inkubierten in einer Küvet te 
Alkohol, DPN und kristallisierte Alkoholdehydrogenase aus Hefe in solchen Konzentrationen, 
daß sich in wenigen Sekunden ein Gleichgewicht einstellte, bei dem das Verhältnis DPN zu 
D P N H 2 etwa 1:1 war. Setzte man nun Enzyme zu, die DPN zu Substanzen verändern, die 
nicht mehr mit Alkoholdehydrogenase reagieren, so wurde zur Erhaltung des Alkoholdehydro­
genase-Gleichgewichts DPN aus D P N H 2 nachgeliefert. Die Geschwindigkeit der DPNH 2 -
Abnahme ist ein Maß für 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 meßbar. I n der Legende 
zu Abb. 2 sind die von uns verwendeten Konzentrationen an Alkohol, DPN und Alkohol­
dehydrogenase angegeben. Aus der vollständigen Hemmung der DPNH2-Abnahme durch 
Zusatz von NSA bei Abb. 2 sieht man, daß bei diesem Versuch allein DPNase für die beob­
achtete Reaktion verantwortlich war. 

6. DPNH2-Pyrophosphatase (vgl. Abb. 3 und 4). 
a) Prinzip. D P N H 2 wurde mit Nieren- oder Tumorextrakten in Küvetten inkubiert. 

Die beobachtete Extinktionsabnahme bei 366 mju entspricht der Oxydation DPNH 2 ---> DPN. 
Das gebildete DPN wurde in aus der Küvette entnommenen Proben, nach Abstoppen der 
Reaktion mit TCE, mit Alkohol und A D H bestimmt. Das in der Küvette, bei Variation der 
Inkubationsdauer, noch vorhandene D P N H 2 wurde mit Acetaldehyd und A D H bestimmt. 
Die proportional zur Inkubationszeit zu beobachtende Zunahme einer mit Acetaldehyd 
und ADH nicht zu beseitigenden Extinktion bei 366 m^ in der Küvette entspricht derNMNH 2 -
Bildung. Die Geschwindigkeit der NMNH 2-Bildung ist ein Maß für die Aktivität der DPNH 2 -
Pyrophosphatase. 

b) Ansätze und Versuchsdurchführung. 0,5 g Niere oder Tumor wurden in 2,5 ml kaltem 
0,2 m Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pH 7,4 einige Sekunden homogeniert. 
Das Homogenat wurde einige Sekunden bei 1000 X g und Zimmertemperatur zentrifugiert 
(die Erythrocyten verbleiben im Überstand). Das Sediment wurde in 2,5 ml kaltem 0,2 m 
Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pn 7,4 gründlich homogeniert. Das Homogenat 
wurde 10 min bei 2500 X g undO0 C zentrifugiert. Vom Überstand kamen 0,15 ml in einen Ansatz 
mit 0,05 m Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pn 7,4, 0,017 m Mg S0 4, 0,01 m 
KCN (zur Hemmung der DPNH 2-Oxydation) mit oder ohne 1,78 X 10~4 m A 139 ( = 6 mg-%) 
in einem Endvolumen von 3,0 ml. Bei den Versuchen mit Tumorhomogenat wurde 
0,191 m NSA zugesetzt, um die anwesende DPNase zu hemmen. Die Reaktion wurde mit 
enzymatisch reduziertem DPNH 2 gestartet (Endkonzentration 0 , 9 x l 0 ~ 3 m ) ; Vorversuche 
hatten eine Reaktion zwischen A 139 und D P N H 2 ohne Zusatz von Homogenat ausgeschlos­
sen. Die Inkubation erfolgte in temperierbaren Küvetten bei 37° C, Schichtdicke = 1 cm; 
gemessen wurde bei 366 m/t. Korrekturküvetten mit A 139 wurden vor die Testküvette 
ohne A 139 gesetzt, da die Extinktionsabnahme bei der DPNH 2-Oxydation bei gleichem 
Ausgangswert gemessen werden muß. Zwei, 7 und 17 min nach dem Start wurden Pro­
ben aus den Küvetten entnommen. I n den Proben wurde nach Abstoppen der Reaktion 
mit TCE (Endkonzentration 5%: hierdurch wird das enzymatisch reduzierte D P N H 2 voll­
ständig zerstört) und Neutralisation des sauren Überstandes die DPN-Konzentration mit 
Alkohol und A D H bestimmt. Sofort nach Entnahme der Proben erfolgte die Bestimmung 
der DPNH 2-Konzentration mit Acetaldehyd (Endkonzentration 0,005 m) und A D H , die 
direkt in die Küvet te einpipettiert wurden. Die Konzentration des gebildeten N M N H 2 

wurde aus der Zunahme der Extinktion bei 366 mja nach Oxydation des vorhandenen D P N H 2 

mit Acetaldehyd und A D H mit dem von KORFBERG (1950) angegebenen, für DPNH 2 und 
N M N H 2 gleichen, molaren Absorptionskoeffizienten berechnet. 

7. DPN-Pyrophosphatase (vgl. Legende zu Tabelle 3). 
5. DPN-Pyrophosp)horylase (vgl. Legende zu Tabelle 2). 
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Präparate 
Von der Firma Bayer-Leverkusen wurden uns freundlicherweise die Substanzen E 39 

(2,5-Di-n-propoxy-3,6-bisäthylenimino-benzochinon-l,4) und A 139 (2,5-Di-methoxy-äthoxy-
3,6-bisäthylenimino-benzochinon-l,4) zur Verfügung gestellt. Wir möchten auch an dieser 
Stelle den Herren Prof. Dr. G. DOMAGK und Dr. S. PETERSEN für die Überlassung der 
Präparate danken. 

Von den ASTA-Werken erhielten wir das Präparat B 518 [N,N-Bis-(^-chloräthyl)-
N ' , 0 - propylenphospl lorsäureester- di am id ] . 

Das Ba-Salz von 3-Phosphoglycerinsäure der Fa. Boehringer (Mannheim) wurde in 2 n 
HCl gelöst, B a + + als BaS0 4 mit Na 2 S0 4 ausgefällt und abzentrifugiert, der Überstand mit 
2 n NaOH auf pn 7,4 neutralisiert. 

Zur Gewinnung von D P N H 2 wurde DPN der Fa. Boehringer (Mannheim) mit Natrium-
dithionit hydriert (vgl. BEISENHERZ, BOLTZE et al. 1953). Zur Bestimmung von DPNH 2 -
Pyrophosphatase verwandten wir enzymatisch reduziertes D P N H 2 der Firma Sigma (USA). 

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

Ergebnisse 
/. A TP- und DPN-Gehalt von Ascües-Zellen bei der Glyholysehemmung durch A 139 

Aus Abb. 1 sieht man, daß die Glykolyse von Ascites-Tumorzellen, die bei 
P H 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 früher beobachtet 
(HOLZER, KRÖGER et al. 1958, GRIMBERG 1960) . Bis heute fanden wir jedoch 
keine Erklärung für dieses Phänomen. Die Glykolyse-Hemmung t r i t t erst ein, 
wenn der DPN-Gehalt der Asciteszellen auf etwa 1 [ 3 des Gehaltes von 
Kontrollen ohne A 139 abgesunken ist. Dies dürfte darauf zurückzuführen sein, 
daß in den Zellen überschüssiges DPN vorhanden ist, so daß noch 1f3 des 
normalen Gehaltes für die volle Glykolyse ausreicht. Analysiert man (GRIMBERG 
1960) zu einem Zeitpunkt, bei dem DPN auf l / 2 bis 1 / 3 seines Anfangsgehaltes 
abgesunken ist, die Glykolyse jedoch noch mit voller Geschwindigkeit abläuft, 
die stationären Konzentrationen an Triose-Phosphaten, so findet man, daß ein 
Aufstau dieser phosphory Herten Intermediärprodukte der Glykolyse gegenüber 
Kontrollen ohne Careincstaticum* stattgefunden hat. Wir nehmen an, daß sich 
sofort nach der Careinoslaiieiim-Einwirkung ein neuer stationärer Zustand ein­
stellt, bei dem der die Triosephosphatdehydrierung verlangsamende DPN-Mangel 
durch Erhöhung 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 gesättigt ist. Zu diesem Zeitpunkt beginnt die 
Hemmung der Glykolyse gegenüber Kontrollen ohne A 139. 

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

* In diesen Versuchen wurde l-Äthylenimino-2-hydrox\--buten-3 ( = Tetramin, BASF/ 
Merck) verwandt. 
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nach 40 min um 7 0 — 8 0 % abgenommen hat, während bis dahin ATP nur gering­
fügig ( u m etwa 1 0 — 2 0 % ) abgefallen ist. Da auch in der Kontrolle ohne A 139, 

bei der nur ein geringes Ab­
sinken des DPN-Gehaltes zu 
beobachten ist, ATP um etwa 
1 0 — 2 0 % abgenommen hat, 
wird klar, daß ein Absinken des 
ATP-Gehaltes nicht die Ur­
sache für das Absinken des 
DPN-Gehaltes sein kann. Sehr 
wahrscheinlich besteht der um­
gekehrte Zusammenhang: der 
ATP- Gehalt sinkt als Folge der 
durch DPN-Mangel bewirk­
ten Gl ykolyse-Hemmung. 

min 
A b b . I . Anaerobe Glyko lysc u n d Gehal t v o n Asciteszel lcn 
an D P N u n d A T P m i t u n d ohne 0,18 m M o l e / l A 139. B e i 
Versuchsbeginn: Q Lactat = 12 m m ' / m g Asci tes-Trockenge-
w i e h t ; 2,4 x 1 0 " 1 0 M o l e D P N / m m 3 Z e l l e n ; 11,8 x I G - 1 0 Mole 

A T P / m m 3 Ze l len 

no 

130 

120 

110 

+DPNa$e \ i 
\ 

\ 

\ M133 :\ 
\ \ 

\ "\ 
+EndoxQn \>

N 

\ 
\ 

\ 

2. Beeinflussung von Enzymaktivitäten des DPN-Stoffwechsels durch A 139 
a) Diphos phopyridinnucleotidase (DPNase): DPN -> NSA + Adenosindiphos-

phatribose. Zur DPNase-Bestimmung haben wir einen optischen Test aus-
150r ^npn/nc.» gearbeitet, der darauf beruht, daß 

DPNase aus einem durch überschüssig 
zugesetzte Alkoholdehydrogenase einge­
stellten Gleichgewicht an Alkohol, Acet­
aldehyd, DPN und D P N H 2 das DPN 

\ \ +A139 zu Nicotinsäureamid und dem Restbruch­
stück des DPN zerlegt und damit eine 
durch den stetig kleiner werdenden DPN-
Gehalt ausgelöste Nachstellung des A l ­
koholdehydrogenase- Gleichgewichtes be­
wirkt, die zu einer Abnahme des D P N H 2 

und damit der Extinktion bei 340 bzw. 
366 m/Y1 führt. Eine aus Rindermilz nach 
ZATMAN U . Mitarb. (1952) angereicherte 
DPNase bewirkt in unserem Test- System 
einen zeitlich konstanten Abfall der 
DPNH 2-Konzentration (vgl. Abb. 2 ) . Die 
Reaktion wird durch Zusatz von Nicotin­
säureamid aufgehoben, wie man dies auf 
Grund der bekannten (ZATMAN, K A P L A N 
et al. 1952) Hemmung der DPNase durch 
Nicotinsäureamid erwarten muß. Kon-
trollversuche zeigten, daß die Geschwin­
digkeit der DPNH 2-Abnahme in weiten. 
Grenzen der zugesetzten DPNase-Menge 
proportional geht. Zum vorliegenden Pro­

blem sieht man aus Abb. 2, daß sowohl die Äthylenimin-Verbindung A 139 wie die 
N-Lost-VerbindungEndoxan ohne Einfluß auf die DPNase aus Rindermilz sind. 

1 Vgl. Fußnote im Abschnitt d. 

+NSA 

_L_ 
5 10 20 miß 30 

A b b . 2. W i r k u n g v o n A 139 u n d E n d o x a n 
auf eine R i n d e r m ü z angereicherte DPNase . 
I m Ansa tz (Gesamtvo lumen 2 m l , Schicht­
dicke 1 cm) befanden sich 1 m g D P N , 600 /<g 
A D H u n d 0,032 m l absoluter A l k o h o l i n 
0,1 m Phospha tpuf fe r p H 8,0. D ie Tempera­
t u r w a r 3 7 0 C. De r S t a r t erfolgte m i t DPNase 
(Anre iche rung nach Z A T M A N , K A P L A N et a l . 
1953), die E x t i n k t i o n s a b n a h m e w u r d e be i 
36(5 m/< gemessen. A 139 u n d E n d o x a n w u r ­
den i n 8 bzw. 125 mg-% E n d k o n z e n t r a t i o u 
zugesetzt. Die R e a k t i o n l i eß sich m i t N S A i n 
100 m g - % E n d k o n z e n t r a t i o n vö l l i g h e m m e n 



Wirkung von 2,5-Dimethoxy-äthoxy-3,6-bis-äthyleniminobenzo-chinon-l,4 551 

Die Wirkung von Äthylenimin-Verbindungen auf den DPN-Gehalt von 
Organen zeigt beim lebenden Tier eine charakteristische Tumorspezifität. 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 beträchtlichen DPN-Abfall bewirkte (HOLZER und KRÖGER 1958). Wir 
studierten deshalb neben Milz-DPNase die DPNase-Aktivität von Extrakten 
aus Ascites-Tumorzellen. Man sieht aus Tabelle 1, daß die DPNase-Aktivität 
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 beeinflußt wird. Die Bestimmung der DPNase 
erfolgte dabei in Inkubationsansätzen, in denen die DPN-Konzentration, nach 
Abstoppen der Reaktion, mit dem optischen Alkoholdehydrogenasetest oder mit 
der fluorometrischen DPN-Bestimmung (KAPLAN, 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 für den markanten Abfall des DPN-Gehaltes nach Inkubation 
mit A 139 verantwortlich gemacht werden. Wir müssen 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-
x4ktivierung beteiligt ist, wie wir sie in früheren Versuchen beobachtet haben 
(HOLZER und KRÖGER 1958). 

b) DPN-Pyrophosphorylase: DPN + Pyrophosphat -> ATP + NMN. Zur Be­
stimmung der DPN-Pyrophosphorylase-Aktivität 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 Nicotinsäureamid 
hemmte die DPNase und durch Parallelmessung mit und ohne Py^rophosphat 
konnte die DPN-Spaltung durch DPN-Pyrophosphatase berücksichtigt werden. 
Wir fanden, daß Extrakte aus Asciteszellen neben einer hohen DPNase-
Aktivität nur sehr geringe DPN-Pyrophosphorylase-Aktivität enthalten. Dies 
steht im Einklang mit Befunden von MORTON U. Mitarb. (BRANSTER und MORTON 
1956. MORTON 1958), wonach Tumoren durch einen sehr geringen Gehalt an 
DPN-Pyrophosphorylase gekennzeichnet sind. Es gelang uns auf Grund dieser 
Situation nicht, genügend exakte Bestimmungen der DPN-Pyrophosphorylase-
Aktivität in Ascites-Tumorzellen durchzuführen, wie sie für Messungen über die 
Beeinflussung dieses Enzyms durch A 139 notwendig gewesen wären. 

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

c) DPN-Pyrophosphatase: DPN -> Adenosinmonophosphat + NMN. Zur Be­
stimmung der DPN-Pyrophosphatase-Aktivität 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 Nicotinsäureamid zugesetzt. Aus den in Tabelle 3 zusammen­
gestellten Ergebnissen sieht man, daß 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-Aktivität in Extrakten aus Ascites-Tumor zelten mit und ohne A 139 

Aus mehreren manometrischen Parallelansätzen wurden die Zellen 40 min nach Start der Glykolyse hei 1200 X g abzentrif ugiert, in 10 Volumen 
kaltem H 2 0 mit bzw. ohne A 139 suspendiert und dreimal im Thermostaten bei —15° C gefroren und bei + 3 7 ° C wieder getaut. I m DPNase-Ansatz 
mit nachfolgender fluorometrischer DPN-Bestimmung (nach K A P L A N , COLOWICK et al. 1951 und LOWRY, ROBERTS et al. 1957) befand sich 
DPNase-Extrakt von 30 mm 3 Asciteszellen und 0,3 ju Mole DPN bei T — 37° C in einem Gesamtvolumen von 0,6 ml ; gestoppt wurde mit TCE 
in 5% Endkonzentration. I m DPNase-Ansatz mit nachfolgender enzymatisch-optischer DPN-Bestimmung nach WARBÜRG befanden sich DPNase-
Extrakte von 60 mm 3 Zellen und 0,3^ Mole DPN bei T = 37°C in einem Gesamtvolumen von 3,0 ml. Gestoppt wurde durch Kochen, da die 
enzymatisch-optische DPN-Bestimmung nach Neutralisation desTCE-sauren Überstandes in Gegenwart von A139 nicht möglich ist (vgl. SCRIBA 1959). 

A 139 bei der Manometrie und im 
DPNase-Ansatz 
mg- % 
Millimole/Liter. 

— 6 
0,18 

— 6 
0,18 

— 6 
0,18 

18 
0,54 

— 6 
0,18 

— 6 
0,18 

Eintr i t t der Glykolysehemmung in 
Parallelgefäßen 

— 80 — 90 — 90 nicht be­
stimmt 

— 100 — 80 

DPN-Gehalt der Zellen nach 40 min 
(Manometrie) in Mol x 10+10 . . . 

2,81 0,74 3,23 2,27 2,22 1,02 <0 ,2 2,96 1,95 3,18 1,54 

Puffer des DPNase-Ansatzes . . . 0,05 m 
Phosphat P H 7,2 

0,067 m 
Phosphat P H 6,0 

0,077 m 
Triäthanolamin/HCl p H 7,4 

10 10 15 10 10 
Methode der DPN-Bestimmung nach 

Abstoppen der DPNase-Reaktion Fluorometrisch mit Alkohol und A D H (vgl. „Methoden") 
Durch DPNase abgebaute 

//Mole 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 % 

gegenüber den Kontrollen . . . . + 16% - 3 % + 15% + 17% + 16% — ± 0 % 
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noch die N-Lost-Verbindung Endoxan einen deutlichen Einfluß auf die DPN-
Pyrophosphatase ausüben. Auch die DPN-Pyrophosphatase-Aktivität von Homo-
genaten aus Rattennieren wird nicht durch A 139 beeinflußt (SCHNEIDER). 

Tabelle 2. Wirkung von A 139 auf DPN-Pyrophosphorylase aus Schweineleber 
I m Ansatz befanden sich 0,59 //Mole DPN in einem Gesamtvolumen von 3,0 ml ; dazu 

2,2 x 10-3 m mit HCl neutralisiertes Pyrophosphat, 0,49 X 10~3 m Mg Cl 2 , 0,191 m NSA, 
0,08 m Triäthanolamin/HCl-Puffer pn 7,4. Der Start der Reaktion erfolgte mit 0,15 ml 
nach KORNBERG (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 Überstand 
mit der enzymatisch-optischen Methode DPN nach WARBURG bestimmt. Das dem Ansatz 
zugesetzte NSA hemmte die im Enzympräparat noch anwesende DPNase. Die Aktivität 
der DPN-Pyrophosphatase wurde durch Weglassen von Pyrophosphat aus dem Ansatz 
bestimmt. Durch Abzug der DPN-Pyrophosphatase-Aktivität von den mit Pyrophosphat 
erhaltenen Werten ergab sich die Aktivität der DPN-Pyrophosphorylase. 

Konzentration an A 139 im DPN-
Pyrophosphorylase-Ansatz . . . . — 6mg-% 18 mg-% 

0,54 m Mole/Liter 
Pyrophosphorylase-Ansatz . . . . 

— 0,18 m Mole/Liter 
18 mg-% 

0,54 m Mole/Liter 
Von DPN - Py rophospory läse 

0,206 0,183 0,189 

Tabelle 3. Wirkung von A 139 und Endoxan (= B 518) auf die DPN-Pyrophosphatase 
in einem Extrakt aus Jensen-Sarkom 

Methodik: DPN wurde in 0,04 m Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pn 7,5 mit 
0,01 m MgS0 4 und 0,041 m NSA zusammen mit 0,1 ml Enzymextrakt, der durch Homo­
genieren von 0,5 g Tumor bzw. Niere in 2,5 ml 0,2 m Trishydroxymethylaminomethan-
HCl-Puffer pH 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 
Überstandes mit dem optischen Test nach WARBURG. 

E i n ­ Abgebau t e M o l e 
gesetzte DPN x 10 6 m l Zugesetztes 

Mole DPN b e i I n k u b a t i o n v o n H o m o g e n a t Carcinos t a t i k u m 
X 10 6 

20 m i n 4 0 m i n 

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-% B518 
1,55 1,135 0,20 0,1 8 mg-% A 139 

d) DPNH2-Pyrophosphatase: DPNH2 -> Adenosinmonophosphat + NMNH2. 
1,78 x 10~4 Mole/Liter A 139 (6 mg-%) beschleunigen das Verschwinden von 
D P N H 2 (das mit Acetaldehyd und Alkoholdehydrogenase bestimmt wurde) 
durch ein Nierenhomogenat auf etwa das Doppelte gegenüber einer Kontrolle 
ohne A 139 (vgl. Abb. 3a). Wie die in Abb. 3 eingetragenen DPN-Analysen 
zeigen, führt der vermehrte Umsatz von D P N H 2 zu einer Anhäufung von DPN, 
d. h. A 139 bewirkt eine Beschleunigung der DPNH 2-Oxydation zu DPN. Um 
eine Spaltung von DPN durch DPNase zu verhindern, wurde bei diesen Ver­
suchen Nicotinsäureamid zugesetzt; weiter befand sieh KCN im Ansatz, um 
eine DPNH 2-Oxydation unter Mitwirkung des Atmungsfermentes zu verhindern. 

38* 
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Wir vermuten, daß die Beschleunigung der DPNH 2-Oxydation zu DPN auf die 
folgende Reaktionskette, bei der das Äthyleniminchinon katalytisch mitwirkt, 
zurückzuführen ist: 

Ol I I I f)\ I I , I 

0 2 7 min 17 0 2 7 mm 17 
Mubotion 

a b 
A b b . 3a n . b . W i r k u n g v o n A 139 ( E n d k o n z e n t r a t i o n 1,78 x 1 0 - 4 n i ) auf die K o n z e n t r a t i o n v o n 
D P N I I 2 , D P N . Z D P N - f D P N I I , u n d N M N H , be i I n k u b a t i o n v o n D P N I I 2 m i t R a t t e n - N i e r c n - H o m o -

genaten ( B e s t i m m u n g v o n D P N H 2 - P y r o p h o s p h a t a s e ) . Berechnung v o n N M N H , u n d andere 
E inze lhe i t en siehe un t e r „ M e t h o d e n " 

A b b . 4a u . b . W i r k u n g v o n A 139 ( E n d k o n z e n t r a t i o n 1,78 x 1 0 - 4 m ) auf die K o n z e n t r a t i o n v o n 
DPNIIo, DPN., 27 DPN -•- DPNH« u n d NMNH., be i I n k u b a t i o n v o n DPNII , m i t Jenscn-Sarkom-
Homogena t en ( B e s t i m m u n g v o n DPNH 2 -Pyrophosphatase) . Berechnung v o n N M N H , u n d andere 

E inze lhe i t en siehe u n t e r „ M e t h o d e n " 

Zur Zeit sind wir damit beschäftigt, weitere Einzelheiten der durch Äthylen-
iminchinone und andere substituierte Chinone bewirkten KCN-unempfindlichen 
Oxydation von D P N H 2 zu studieren (SCRIBA und F R A N K ) . 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 D P N H 2 durch DPNH2-Pyrophosphatase entsteht 
hydriertes Nicotinsäureamidmononucleotid (NMNH 2 ) . Da N M N H 2 im lang­
welligen UV dieselbe molare Lichtabsorption wie D P N H 2 aufweist, jedoch nicht 
im enzymatisch-optischen Test mit Alkoholdehydrogenase und Acetaldehyd 
reagiert, kann es als nicht mit Acetaldehyd und Alkoholdehydrogenase zu besei­
tiger. de Lichtabsorption bei 366 m/n1 bestimmt werden. Die so erhaltenen Werte 
für N M N H 2 sind in den Abb. 3b und 4b eingetragen. Wie man sieht, hat A 139 
keinen oder nur sehr geringen Einfluß auf die Bildung von N M N H 2 aus D P N H 2 , 
d. h. auf die DPNH 2 -Pyrophosphatase-Aktivi tät . Auch bei der Einwirkung von 
A 139 auf ein Homogenat aus Jensen-Sarkom ist kein deutlicher Einfluß auf 
die Bildungs-Geschwindigkeit von N M N H 2 aus D P N H 2 zu beobachten. 

Diskussion 
Die Beobachtung, daß Nicotinsäureamid das Absinken der DPN-Konzen­

tration nach Einwirken von carcinostatischen Äthylenimin-Verbindungen auf 
Ascites-Tumorzellen verhindert (ROITT 1956, HOLZER U . SEDLMAYR 1957), sowie 
Studien über den Einbau von 1 4C-markiertem Nicotinsäureamid (FRIEDRICH 
1960) und von 14C-Ribose (KRÖGER, ROTTHAUWE, et al. 1960) in das DPN von 
Ascites-Tumorzellen sprechen für eine Beeinflussung von Enzymen des DPN-
St off wechseis durch die Äthylenimin-Verbindungen. Sehr wahrscheinlich ist keines 
der vier in der vorliegenden Arbeit studierten Enzyme für den Abfall der DPN-
Konzentration verantwortlich. Zwar haben wir bei der DPNase-Aktivität geringe 
Aktivierungen beobachtet (vgl. Tabelle 1) und in früheren Versuchen auch in 
vivo eine Aktivierung der DPNase gefunden (HOLZER U . KRÖGER 1958), jedoch 
ist dieser Effekt zu gering, um den schnellen Abfall der DPN-Konzentration in 
Ascites-Tumorzellen zu erklären. Auch der Befund von KRÖGER U . Mitarb. 
(1960), wonach sich nach Einwirkung von Äthylenimin-Verbindungen auf Ascites-
Tumorzellen Nicotinsäureamid anstaut, kann nicht als Folge einer Aktivierung 
der DPNase erklärt werden, da DTJNTZE (1960) Bedingungen fand, unter denen 
der An stau an Nicotinsäureamid größer ist als der insgesamt in den Zellen vor­
handene Gehalt an DPN. Wahrscheinlich stammt das sich aufstauende Nicotin­
säureamid aus Tryptophan. Man kommt so zu folgender Arbeitshypothese für 
den Mechanismus der Wirkung von carcinostatischen Äthylenimin-Verbindungen 
auf die DPN-Konzentration in Tumoren: die Äthylenimin-Verbindungen hemmen 
eine Fermentreaktion, die am Einbau von Nicotinsäureamid oder Nicotinsäure 
in DPN beteiligt ist; dadurch wird das aus Tryptophan anfallende Nicotin­
säureamid aufgestaut und, wie GRIMBERG (1960) beobachtet hat, in vermehrtem 
Umfange als N-Methylnicotinsäureamid im Urin ausgeschieden. Auf Grund der 
vorliegenden Versuche scheidet das an der DPN-Synthese beteiligte Enzym 
DPN-Pyrophosphorylase als durch Äthylenimin-Verbindungen gehemmtes Enzym 
aus. Unsere weiteren Bemühungen auf diesem Gebiet werden sich nun den 
Enzymen zuwenden müssen, die die Synthese von Nicotinsäureamid-mono-
nucleotid bzw. Nicotinsäure-mononucleotid aus Nicotinsäureamid bzw. Nicotin­
säure katalysieren. 

1 Wir messen, einem Vorschlag von BEISENHERZ, BOLTZE, BÜCHER U. Mitarb. (1953) 
folgend, mit Glasküvetten bei 366 m//, statt wie sonst üblich mit Quarzküvetten bei 340 m//. 



556 P. SCRIBA, S. SCHNEIDER und H . HOLZER: 

Zusammenfassung 
Nach Einwirkung der carcinostatischen Äthyleniminchinon- Verbindung A 139 

auf glykolysierencle Ascites-Tumorzellen sinkt der DPN-Gehalt, bevor die 
Glykolysehemmung eintritt und der ATP-Gehalt absinkt. Ein Mangel an ATP 
kann demnach nicht die Ursache für das Abfallen des DPN-Gehaltes sein. 

DPNase aus Rindermilz und aus Ascites-Tumorzellen, DPN-Pyrophosphory-
lase aus Schweineleber, DPN-Pyropbosphatase aus Jensen-Sarkom und DPNH 2 -
Pyrophosphatase aus Rattenniere und Jensen - Sarkom werden durch die Äthylen­
iminchinon-Verbindung A 139 nicht oder nur sehr gering in ihrer Aktivität 
beeinflußt. 

Die vorliegenden Versuche sprechen dafür, daß carcinostatische Äthylenimin-
Verbindungen einen Reaktionsschritt der Biosynthese von D P N zwischen Nicotin­
säureamid bzw. Nicotinsäure und Nicotinsäureamid-mononucleotid bzw. Nicotin­
säure-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-p3rrophosphorylase from hog liver, DPN-pyrophosphatase from the 
Jensensarcoma and DPNH2-pyrophosphatase from rat kidney and from the 
Jensensar coma are influenced either not at all or only very l i t t le by the ethylene -
iminequinone. From the experiments i t may be concluded, that carcinostatic 
ethyleneimine-compounds inhibit a step i n the reaction of the biosynthesis of 
DPN between nicotinamide, or nicotinic acid and nicotinamide-mononucleotide 
or nicotinic acid-mononucleotide. 
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