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VERSUCHE ZUM BIOCHEMISCHEN WIRKUNGSMECHANISMUS VON
CARCINOSTATISCH WIRKSAMEN ATHYLENIMINVERBINDUNGEN *)

EINLEITUNG.

Der Abbau der Kohlenhydrate ist die Hauptquelle
fiir den Energiebedarf der Zelle. Dariiber hinaus liefert
der Kohlenhydratabbau Bausteine fiir den Aufbau neuer
zelleigener Substanzen beim Wachstum der Zelle. Man un-
terscheidet den oxydativen Kohlenhydratabbau, die soge-
nannte Atmung, von der ohne Beteiligung von Oxydations-
prozessen verlaufenden Glykolyse, deren Endprodukt Milch-
sdure ist,

1923 zeigte O.WARBURG, daB das VWachstum, und zwar
insbesondere das maligne Vachstum, durch eine hohe aerobe
Glykolyserate gekennzeichnet ist, wé&hrend Normalgewebe
bei Anwesenheit von Sauerstoff Kohlenhydrate fast aus-
schlieBlich zu Kohlendioxyd und Wasser abbauen (1). Nach
O.WARBURG (4) ist der Zusammenhang zwischen ‘‘achstum und
aerober Glykolyse derartig eng, daB "eine Tumorzelle
keine Tumorzelle mehr wire, wenn man sie ihrer aeroben
Glykolyse berauben konnte". Diese Hypothese von O.WAR-
BURG konnte in Versuchen mit Monojodessigs&éure experi-
mentell unterbaut werden (2,3). Man weiB aus diesen Ver-
suchen, daB Jodessigsdure die aerobe und anaerobe Glyko-
lyse von EHRLICH-M#ause-Ascites-Carcinomzellen hemmt, und
daB parallel zu dieser Glykolysehemmung auch eine Hem-
mung der Vermehrung und des Wachstums der Miuse-Ascites-
Tumorzellen zu beobachten ist (3). Man hédtte annehmen

#) tber einen Teil der vorliegenden Versuche wurde von
P.SCRIBA beim IV.Internatiornalen Biochemie KongreB in
Wien am 2.September 1959 unter dem Thema: "Wirkungs-
mechanismus carcinostatischer Athyleniminverbindungen
und N-Lost-Verbindungen" (33) und vor der sledizini-
schen Gesellschaft Freiburg im Breisgau am 27.1.1959
unter dem Thema: "Hemmung der Glykolyse von Ascites-
Tumorzellen durch Athyleniminverbindungen" (45) vorge-
tragen.
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k8nnen, daB8 eine derartige Hemmung des Wachstums durch
Glykolysehemmung auch zu therapeutischen Zwecken aus-
nlitzbar sei; Monojodessigsiure hat sich jedoch schon
bei Versuchen von LUNDSGAARD (5) als derart allgemein-
toxische Substanz erwiesen, daB8 keine spezifischen Wir-
kungen auf Tumoren erzielt werden konnen.

' Nach diesen Befunden lag die Idee nahe, zu priifen,
ob es nicht andere Substanzen gibe, die durch Glykolyse-
hemmung eine selektive Beeinflussung des Tumorwachstums
ermbglichen. Piir diese Versuche boten sich insbesondere
Athyleniminverbindungen an, deren carcinostatische Wirk-
samkeit empirisch festgestellt worden war. Von diesen
Substanzen konnte in Versuchen von ROITT (6) und von
HOLZER und Mitarbeitern (7,38) gezeigt werden, daB sie
ebenso wie Jodessigsdure weitgehend spezifisch die Gly-
kolyse von Ascites-Tumorzellen hemmen. Die Versuche der
beiden Arbeitskreise zeigten, daB die Glykolysehemmung
durch Kthyleniminverbindungen auf Grund einer Senkung
der DPN-Konzentration in den Tumorzellen zustandekommt.

In der vorliegenden Arbeit wird erstens gepriift,
ob verschiedene neu entwickelte, carcinostatisch wirk-
same Athyleniminverbindungen (39,40) ebenfalls eine
‘spezifische Glykolysehemmung bewirken und ob der Mecha-
nismus dieser Glykolysehemmung gleichfalls auf eine
Senkung der stationdren DPN-Konzentration zurilickzufiihren
sei. Weiter wird die Frage nach dem detaillierten An-
Agriffspunkt dieser Verbindungen in den DPN-Stoffwechsel
studiert und schlieBlich beschéftigen sich einige Ver-
suche mit der Prage nach dem Zusammenhang zwischen der
die DPN-Konzentration senkenden, und damit die Glykolyse
hemmenden, Wirkung der XAthyleniminverbindungen einer-
seits und der heilenden Wirkung dieser Verbindungen
andererseits.



LISTE DER ABKURZUNGEN.

ADH =  Alkoholdehydrogenase

ATP = Adenosintriphosphat

DPN = Diphosphopyridinnucleotid
DPN-ase = Diphosphopyridinnucleosidase

DFIN-H reduziertes DPN
DS-Tumor siehe: Tumorzellen im Kapitel Methoden

GAPDH = Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
GDH = a-Glycerophosphatdehydrogenase
Gl-6-ph =  Glucose-6-phosphat

MDH = Milchs#duredehydrogenase

NE; = Di-#thylenimino-naphthochinon-1,4
NMN = Nikotins#Zureamidmononucleotid

NSA = Nikotins&ureamid

PGK = Phosphoglyceratkinase

3-PGS =  3-Phosphoglycerinsiure

PP =  Pyrophosphat

QE4 = Tetra-dthylenimino-benzochinon-1,4
TCE = Trichloressigsdure

TEM = Tri-dthylenimin-melamin

TPD = Triosephosphatdehydrogenase = GAPDH
TPN = Triphosphopyridinnucleotid

TRAP = Tridthanolaminpuffer

TRIS = Trishydroxymethylaminomethanpuffer

AE = Extinktionsdifferenz
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PRAPARATE.

1. Von der Firma BAYER-Leverkusen wurden uns freundli-
cherweise die Substanzen B 39 (2,5-Di-n-propoxy-3,6-
biséthylenimino-benzochinon-1,4) und A 139 (2,5-Di-meth-
oxy-tithoxy-3,6-bistithylenimino-benzochinon-1,4) zur Ver-
figung gestellt, Wir mdchten auch an dieser Stelle der
Pirma und insbesondere den Herren Professor Dr.G.BDOMAGK
und Dr.W.GAUSS fiir die Uberlassung der Priparate danken.

Abdb, 1
CHy'CH,-0 CHy0-CHy CH;
—0-CH,CH, —0-CH,"CH,-0-CH,
2,5 - Bis -n-propoxy-3,6-bis-tthylenimino- benzo- 2,5 - Bis-methoxyithoxy-3,6- bis-#thylenimino-
chinon-(1.4) = BAYER E 39 benzochinon-(1,4) = BAYER A 139

2. Von den ASTA-Werken erhielten wir das Préparat
B 518 (N,N-Bis-(B-chlortthyl)-N’,O0-propylenphosphorséure—
ester-diamid).

Abb, 2
/CH2 . HN\ /Ha = CHaCL
GHa O=p —N

\Cﬂa—/ \CH2 - CHyCl

N.N-Bis- ( A-chlordithyl )- N, -propylenphosphorsdure -
esterdiaomid = B 518

3. Glucose-6-phosphat.

G-6-ph-Ba-salz der Fa.BOEHRINGER wurde mit verdiinnter HOl
geldst, mit ges. Na2304 wurde das Ba als BaSO4 ausgefillt
und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit NaOH neutra-

lisiert..
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4. Triosephosphat wurde nach der von MEYERHOF angege-—
benen Methode (8) mit Aldolase aus Fructosediphosphat
bereitet.

5 3-Phosphoglycerinséure.

3-PGS-Ba-salz, krist. der Fa.BOEHRINGER wurde in 2n HC1l
gelost, Ba als BaSO4 ausgefdllt und abzentrifugiert, der
Uverstand mit 2n NeOH ad pH 7,4 neutralisiert.

6. DPN-H.
DPN der Fa.BOEHRINGER wurde mit Natriumdithionit nach (9)
hydriert.

7. DPN etwa 80 # "reinst".

8. ADH Kristallsuspension in Ammonsulfat-Ldsung,
30 mg/ml Protein, 1:5 verdiinnt.

9. GDH Kristallsuspension in Ammonsulfat-Ldsung,
5 mg/ml Protein.

10. GAPDH Kristallsuspension in Ammonsulfat-Losung,
10 mg/ml Protein.

11, PGK Kristallsuspension in Ammonsulfat-Ldsung,
2 'mg/ml Protein.

Die Préparate 7-11 wurden von der Firma BOEHRINGER
bezogen.
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METHODEN.

I. Tumorzellen.

Der groBte Teil der in vitro Versuche wurde an einem
Stamm des EHRLICHschen Méuse-Ascites-Carcinoms durchge-
fﬁhrt, den uns freundlicherweise Herr Professor O0.WARBURG
iiberlassen hat und der an anderer Stelle beschrieben ist
(7). Dariiber hinaus verwandten wir ein YOSHIDA-Sarkom und
ein durch Dimethyl-amino-stilben-Fiitterung hervorgerufenes
Carcino-Sarkom der Ratte, dessen Charskterisierung unten
folgt (10). Die letztgenannten Tumoren stellte uns freund-
licherweise Herr Professor DRUCKREY zur Verfiigung.

Die Tiere wurden durch Genickschlag getdtet, der
Ascites wurde nach Préparation der muskuléren Bauchdecke
punktiert und die Zellen wurden 5 min. bei 1200 g (Fixette)
sedimentiert. Dann wurden die Zellen in Krebs-Ringer-Puf-
fer-Losung gewaschen und schliefilich suspendiert. Die Be-
stimmung des Zellgehaltes erfolgte im Eiweifrelationrdhr-
chen nach KAFKA.

" Wenn der Ascites bluthaltig war, wurden nach einer
Variante der von ROITT (6) angegebenen Methode die Erythro-
zyten herausgewaschen. Man zentrifugiert, u.U. mehrfach,
die in Krebs-Ringer-Puffer-Losung suspendierten Zellen
kurz (etwa 20 sek.) bei 1200 g (Fixette 3000 Touren) und
saugt die dann im Uberstand befindlichen Erythrozyten ab.

Die mikroskopische Untersuchung (Peroxydase-, GIEMSA-
gegenfirbung und Fédrbung nach PAPPENHEIM) und Auszdhlung
von Ausstrichen von blutigem Ascites, gereinigtem Ascites
und Mduseblut ergab, daB der so gewaschene Aécites prak-
tisch frei von fremden Zellen ist.

Tab. 1
ASCITES BLUT + ASCITES
blutig gewaschen
Tumorzellen 100 100 ++
Erythrozyten 121 <1 ++
Leukozyten keine keine +
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II; Manometrie.

Die iibliche Technik der Manometrie mit der WARBURG-
Apparatur wurde angewandt (7).

Die Bedingungen fiir die Messung der anaeroben Glyko-
lyse waren folgende:

Die Zellen wurden in Krebs-Ringer-Bicarbonat-Losung,
die durch COp-Begasung auf ein pH von 6,0 eingestellt war
{7), inkubiert, die Glucose-Konzentration war 0,025 m,
die Zellkonzentration war 30-50 mm3 Zellen pro ml Ansatz,
die Temperatur 370 C; um die Glykolyse zu starten, wurden
die Zellen oder die Glucose aus der Birne des WARBURG-
GefédBes in den Hauptraum gekippt.

Bei der Manometrie der Atmung wurden die Zellen in
Krebs-Ringer-Phosphat-Losung pH 6,0 suspendiert, Glucose-
und Zellkonzentrationen wie oben. Im Einsatz des Gef&Bes
befanden sich 0,15 ml 2n NaOH, um das gebildete COp zu
binden. Im Gasraum war Luft,

III. DPN-Bestimmung und dazugehorige Vorversuche.

Die DPN-Bestimmung erfolgte
im optischen Test nach WARBURG.

Dabei wurde bei 366 mp im Photometer-Eppendorf die
Extinktionszunahme bei Reduktion des DPN mit Alkohol und
Alkohol-dehydrogenase, in Anwesenheit von Semicarbazid-
HCl, gemessen. Puffer war in der Mehrzahl der Versuche ein
Glykokoll-Na Puffer pH 9,0 (nach der Vorschrift im D’ANS-
LAX: (11) hergestellt), oder seltener auch TRAP pH 7,5.

Die Berechnung der umgesetzten Mole DPN erfolgte mit Hilfe
des von BUCHER angegebenen Extinktionskoeffizienten (12),

Die Alkohol-dehydrogenase wurde, sofern nicht ADH
von der Firma BOEHRINGER verwandt wurde, aus getrockneter
Béckerhefe nach einer Modifikation (41) der von RACKER (13)
angegebenen Methode kristallisiert.

Der AufschluB8 der Zellen fiir die DPN-Bestimmung er-
folgte mit Trichloressigsiure (TCE) in etwa 10 % Endkonzen-
tration. Nach Sedimentierung durch 10 min. Zentrifugieren
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bei 1200 g wurde eine definierte Menge des klaren Uber-
standes in der Cuvette in Anwesenheit von Puffer mit 2n
NaOH auf das pH des vorliegenden Puffers gebracht. Dann
folgte die DPN-Bestimmung wie oben beschrieben.

Die vergleichende Bestimmung der DPN-Konzentration
in Asciteszellen nach AufschluB dieser durch TCE und
durch HC10, (7) ergab die in der Tabelle 2 niedergelegten
Werte fiir DPN.

Tab, 2
Aufschlu8 der
Zellen durch: ICE HC10,
Endkonzentration: ~8,5 % ~8 %
pMole DPN 4
—_—— x 10 3,6 3,2
mm3Zellen

Homogenisieren der Zellen mit TCE oder HClO4 hatte
keinen EinfluB auf dieses Ergebnis.-

Die H0104-sauren Extrakte wurden mit KOH neutrali-
siert, nach 30 min. Stehen im Eisbad wurde das ausgefal-
lene KClO4 abzentrifugiert und dann DPN wie oben beschrie-
ben bestimmt.

Trichloressigsédure hemmt, nach Neutralisation mit
2n NaOH in der Cuvette, die Aktivitdt der ADH. Unter den
oben beschriebenen Bedingungen ist die DPN-Bestimmung je-
doch nach weniger als 10 min. quantitativ abgelaufen.

DPN ist in TCE-saurer Losung nach 80 std. Stehen im
Kithlraum (1—5° C) noch nahezu quantitativ nachzuweisen,

Tab. 3
1004~ DPN nach oh oh soh soh
TCE 5 % +4+ — 4+ —
AR5 x 103 151 151 138 146

IV =3ml, ¢ =1
Die Anwesenheit von A 139 in hbheren Konzentrationen



- 15 -

erlaubt eine DPN-Bestimmung im TCE-sauren Extrakt nicht,

da TCE eine Venénderung des Absorptionsspektrums von

A 139 bewirkt, derart, daB eine Absorptionsbande mit dem

Maximum bei 358 mp entsteht, also in dem Spektralbereich

wo die Absorption von DPN-H gemessen wird (366 mu).

Um diese Verhdltnisse néher zu studieren, wurden
die Absorptionsspektren von A 139 unter folgenden Be-
dingunger aufgenommen.

1. Zu A 139 wurde TCE gegeben und die saure Losung dann,
wie bei der DPN-Bestimmung im TCE-sauren Extrakt, in
der Cuvette mit 2n NaOH auf das pH des vorliegenden
Puffers gebracht.

2. A 139 wurde zu in der Cuvette neutralisierter Tri-
chloressigséure nachtrédglich hinzugegeben.

3. A 139 wurde einfach in Puffer geldst.

Der Puffer war m/10 Glykokoll-Na Puffer pH 9,0,

ZV war 2,0 ml, die Absorptionsspektren wurden im Beckman

DK 2 Spektrophotometer aufgenommen. Die Messungen erfolg-

ten in Quarzcuvetten gegen Cuvetten mit Puffer—Lbsung;

In Tabelle 4 und in Abbildung 3 sind die Ergebnisse -
des eben beschriebenen Versuches zusammengefafBt.

Tab. 4
im Ansatz sind enthalten:

A 139 60 mg ¥ 0,1 0,1 *[ 0,1
TCE 10 % 1,0 1,0 —
NaOH 2n 0,31 0,31 —
Messung-Nr. I II III

* A 139 wurde nach Neutralisation der TCE hin-
zugegeben.
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Abb. 3
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Wirkung von TCE auf das Absorptionsspektrum von A 139

Die Abbildung zeigt:

1. TCE erhtht die Absorption von A 139 bei 366 muy um
etwa 700 %; wir haben mit Erfolg versucht, darauf eine
Begstimmungsmethode fiir A 139 aufzubauen.

2. Die Bestimmung von DPN in Anwesenheit von A 139 ist
im TCE-sauren Extrakt nahezu maximal ungiinstig, weil zu
hohe Ausgangsabsorptionen erhalten werden (s.o0.).

Diese Absorptionséinderungen des A 139 bei 366 mp
sind wohl nicht als spezifischer TCE-Effekt aufzufassen.
So erhéht auch Semicarbazid-HCl, wenn es A 139 haltigen
Puffer-Losungen zugesetzt wird, dessen Absorption.
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Dagegen war die DPN-Bestimmung in Anwesenheit von
A 139 in 0,1%m TRAP-Puffer pH 7,4 im enzymatisch-opti-
schen Test mit ADH und Alkohol quantitativ richtig mog-
lich. Die A 139 Konzentration in der Cuvette betrug
6 mg %; um die Zunahme der Extinktion bei 366 mp von der
gleichen Ausgangsextinktion aus zu messen, wurden Korrek-
tionscuvetten mit der gleichen A 139 Konzentration vor die
Kontrcllicuvetien gesetzt.

Nach 2 std. Inkubation von DPN und 6 mg % A 139 in
€V = 3 ml beli Zimmertemperatur betrugen die fiir 0,04 ml
DEN (2 mg/ml) = 80y DPN gemessenen Mittelwerte der Ex-
tionszunahme nach Start mit ADH 0,121 ohne A 139 und
0,113 mit A 139, .

Die Moglichkeit, DPN enzymatisch in Anwesenheit von
A 139 zu bestimmen, wurde erst spidt gefunden. Bei den vor-
her durchgefiihrten Versuchen wurde die fluorimetrische Be-
stimmungsmethode (s.u.) beniitzt.

Die DPN-Bestimmung erfolgte
mit_der von KAPLAN, N.0. et al. (14) angegebenen

.Das Absorptionsspektrum des DPN-Cyanid Komplexes wur-
de im Recording-Spektrophotometer (Beckman DK 2) aufge-
nommen. Das Absorptionsmaximum liegt bei 325 mp, die Mes-
sung ist giinstig bei 334 my im Photometer Eppendorf durch-
zufilhren. Ansatz fiir die Aufnahme der Absorptionsspektren
in Tabelle 5:

Tab., 5
0,1 m phos., pH 7,2 0,3 0,3
10 mg/ml DPN 0,04 -
Hy0 0,26 0,3
KCN 1m 2,4 2,4

Der millimolare Extinktionskoeffizient ist bei 325 mp
6,3 , fir 334 mp berechneten wir ihn zu 5,6 (14).
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Eine Richkurve wurde fiir diese Methode aufgestellt
und zeigte eine gute Proportionalitédt zwischen eingesetz-
ter DPN-Menge und Extinktion bei 334 myu.

Die vergleichende Bestimmung von 100y/DPN in ¥V = 3 ml
ergab ein AE;5, fir 0,137 E%%l& nach der Cyanidmethode und

AE366 fir 0,138 m°1° DPN nach der enzymatisch-optischen

Methode.

In Gegenwart von héheren Konzentrationen von A 139
ist die DPN-Bestimmung mit der Cyanidmethode niocht méglioch,
da Cyanid eine Abnahme der Absorption des A 139 bei 334 my
bewirkt..

Die DPN-Bestimmung erfolgte
mit_der von KAPLAN, N.Q. et al. (15 u. 16) angegeben-
en fluorimetrischen Methode.

Konzentriertes Alkali bildet mit DPN, nicht aber mit
DPN-H eine Fluorescenz-gebende Verbindung; diese tritt nur
bei intakter, nicht reduzierter NSA-Ribose Bindung auf, so
fluoresciert z.B. auch Nikotins&dureamidmononucleotid auf

‘Alkali-Zusatz hin im UV-Licht. DPN-H und der DPN-CN Kom-—

plex fluorescieren selbst, aber nur 1/10 bzw. 1/40 der
Intensitdt der DPN-Alkali-Fluorescenz wird erreicht (15).

Fiir die Messung der Fluorescenz wird die DPN-haltige
Probe, abweichend von der in (15) beschriebenen Methode,.
mit dem siebenfachen Volumen 5n NaOH im Wasserbad 30 min.
bei 90o C und dann nach weiteren 10 min. bei 25° ¢ inku-
biert. Darauf wird in geeichten Cuvetten gemessen.

Die Fluorescenz wird, als Emissionsstrahlung, in
%-Durchlissigkeit mit Hilfe des Zusatzgeridtes fiir Fluor-
escenzmessung ztm Photometer-Eppendorf gemessen. Der
Fluorescenzstandard Nr. 4587 dieses Gerdtes ist gleich
100 % Durchléssigkeit. Die fluorescenzanregende Strahlung
wird von einem Filter mit der Durchlédssigkeit von 300 bias
400 mp geliefert. Dabei ist zu beachten, daB8 ultraviolet-
tes Licht den Fluorescenz-gebenden DPN-Alkali Komplex
(nach(15)) in 20 min. vollstiéndig zerstort, so daB die
Proben nur jeweils sehr kurz in den Strahlengang gebracht
werden diirfen.
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Die Intensitédt der Fluorescenz eines fluorescierenden
Stoffes nimmt bei steigender Konzentration dieser Substanz
relativ zu ihrer Konzentration laufend ab. (Konzentrations-
l6schung s.a. (17)). Will man daher Konzentrationsbestim-
mungen mit Hilfe der Fluorescenz durchfiihren, so muB man
eine Eichkurve haben.

Abb, 4

130 1
120 1
110 -
100 1
90 1
80 -
70 1
60 -
50 1
40 1
30 1
20 1
10 1

9% Durchldssigkeit ——»

1020 50 100 200

OPN in y pro 0,5mlL Probe (+35ml 5n NaOH) —>
Blindwert = 1,7

Eichkurve fir Fluorimetrische DPN - Bestimmungen
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Wenn die Intensitdt der Fluorescenz griBer als die
des Fluorescenzstandard = 100 % Durchliéseigkeit ist, so
mu8 fiir die Messung die Stufenschaltung des Photometer-
Eppendorf beniitzt werden. Diese ist Jedoch an die logarith-
mische Funktion der Extinktionsskala gekoppelt. Man musB
also von der Extinktion (eine Stufe ist gleich 0,25 =
log %o) auf % Durchlissigkeit umrechnen.

Die LAMBERT-BEERsche Gleichung lautet (17):

1
E = log 12 worin I = 100 (némlich % Durchlés-

sigkeit) und I = D (Durchléssigkeit der Probe)ist.
Dann ist

120 - 108 wa b = 10%F (Gleicng. 1)

Man liest jetzt mit Hilfe der Stufenschaltung (Sub-
traktion von 0,25) den negativen E - Wert ab und setzt
diesen in Gleichg. 1 ein und sieht den Numerus von 2-E
nach.

Die Substanzen BAYER A 139 und E 39 geben keine
Fluorescenz mit 5n NaQOH, so daB eine DPN-Bestimmung in
ihrer Anwesenheit ‘gut mdglich ist.

IV. TPN-Bestimm .

Die Bestimmung erfolgte im optischen Test nach WAR-
BURG mit 0,7 x 10'3 m Glucose-6-phosphat und Zwischenfer-
ment, welches wir nach einer von A.KORNBERG (18) angege-
benen Methode préparierten. Ausgangspunkt fiir die Anrei-
cherung war getrocknete Bierhefe, Ausbeute 22 % und An-
reicherung 5,4-fach. Diese Angaben gelten ohne den letz-
ten Schritt der Vorschrift (Acetat pH 4,5 Pdllung).

MgSO4 war in 0,0033 m Konzentration vorhanden.

Die Asciteszellen wurden, wie oben beschrieben, mit
HClO4 oder TCE aufgeschlossen, der Puffer in dem Test war
0,1 m TRAP-Puffer pH 7,5. Mit eingesetztem TPN lief der
Test auch in Gegenwart von neutralisierter TCE. (366 mp).
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v. Bestimmung von DPN-H.

Die Bestimmung von DPN-H erfolgte im optischen Test
mit 0,001 m Triosephosphat und GDH der Firma BOEHRINGER
(vgl. auch (19)).

DPN-H wird in heiBer 1n NaOH aufgenommen und mit 1 m
KHZPO4 auf pH 7,4 neutralisiert. DPN-H wurde im Vorversuch
eingesetzt und wurde quantitativ und proportional der ein-
gesetzten Menge wieder gefunden.

Plir die DPN-H Bestimmung in Asciteszellen (19) wur-~
den die Zellen in heiBer 1n NaOH im POTTER-ELVEJHEM homo-
genisiert, das Homogenat wurde bei 1200 g zentrifugiert
und wie oben mit 1 m\KH2P04,neutralisiert. Nach 15 min.
Zentrifugieren auf der Ultrazentrifuge bei 30 000 Touren
= 60 000 g wird am klaren Uberstand wie oben mit Triose-
phosphat und 0,06 ml GDH (BOEHRINGER) 1:3 verdiinnt in
IV = 8 ml mit d = 4 cm-Cuvetten DPN-H bestimmt. Gemessen
wird die Extinktionsabnahme bei 366 mp.

VI. Bestimmung von ATP.

Die ATP-Bestimmung erfolgte im zusammengesetzten
optischen Test. Diese Bestimmung ist genau in (20) be-
schrieben.

Losungen fiir die ATP-Bestimmung:

1. Reaktionsgemisch nach P.GLOGNER

Darin sind 0,1 m TRAP pH 7,4, 0,005 m
MgSO4, 0,0034 m Cystein-HCl.1 Hy0,
0,006 m 3-PGS als Na-salz, mit NaOH
neutralisiert.

2. DPN-H wurde chemisch reduziert (20).

3. Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase (TPD)

und Phosphoglycerinsiurekinase (PGK) wurden
als Kristallsuspensionen von der Firma
BOEHRINGER bezogen.

Ansatz fir den ATP-Test (Vorversuch):

2,0 ml1 RG (Reaktionsgemisch 1), 0,07 ml DPN-H (etwa 10 mg/
ml), 0,01 GAPDH, 0,01 PGK, ad 3 ml HpO0. 366 mp, ¥V = 3 ml,
d =1cn.
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Tab., 6

Uber die Bestimmung von eingesetzten ATP-Mengen

etwa 1%5 ATP PABST 0,01 ml 0,02 ml
AE 5, x 103 121 247
MM ATP eingesetzt: 0,1 . 0,2

uM ATP wiedergefunden: 0,11 0,224

Bei dieser Bestimmung fanden wir also etwas mehr ATP wie-
der, als vorher vermeintlich eingesetzt worden war.

Die ATP—Bestimmung in Asciteszellen erfolgte nach
Aufschluf der Zellen mit TCE, wie oben fiir die DPN-Be-
stimmung beschrieben, und Neutralisation des klaren
toerstandes in der Cuvette.

VII. Enzymextrakt aus Aéciteszellen.

Die Zellen wurden 10 min., bei 1200 g abzentrifugiert
und das Sediment wurde in etwa zehnfachem Volumen kalten
Aqua bidest. suspendiert, dreimal in dem Colora-Thermo-
staten (-15°% ¢) gefroren und dreimal bei 37° C im Wasser-
bad getaut (7).

VIII. Bestimmung der DPN-ase-Aktivitét.

Der eben beschriebene Enzymextrakt wurde ohne jede
weitere Sedimentierung benutzt, da die DPN-ase-Aktivitdt
strukturgebunden ist (KRUGER).

Ansatz flir die Bestimmung der DPN-ase-Aktivitdt:
200,- DPN in 0,3 ml 0,1 m Phosphat-Puffer, pH 6,0 oder
7,2, 0,3 ml "DPN-ase"-Extrakt nach (VII), Inkubation bei
37° ¢ mit Zentrifugenglasschiitteleinsatz fiir die WARBURG
sche Apparatur. Stop der Reaktion nach 10 min., mit 0,4 ml
12,5 % TCE.
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Es wurden die im folgenden beschriebenen Vorunter-
suchungen zum DPN-ase-Test angestellt:

Die Proportionalitdt von DPN-Abbau und eingesetzter
Enzymmenge wurde untersucht. Ansatz wie oben, t = 30 nin.,
Neutralisation der TCE-sauren Probe mit NaOH, dazu 5 Vo-
lumen 1 m KCN.

Tab. 7

eingesetzte Enzymmenge 0,1 0,2 0,3

DPN-Abbau gegen Kontrolle
in AE 334 % 103 92 148 245

Die DPN-Bestimmung erfolgte bei diesem Versuch mit der
oben beschriebenen Cyanidmethode.

Auch bei DPN-Bestimmung mit der Fluorimetrie des
Alkali-DPN Komplexes - (Methode wie oten) - fanden wir
Proportionalitdat von DPN-Abbau und eingesetzter Enzym-
menge (VII).

Durch Nikotinsfureamid, in 0,06 m Konzentration, wur-
de die DPN-spaltende Aktivitdt des Enzymextraktes voll~
stindig gehemmt (21). Wir nennen also mit einigem Recht
den Enzymextrakt (VII) "DPN-ase"-Extrakt.

Um den EinfluB des pH auf die DPN-ase-Aktivitdt zu
priifen, wurde diese bei pH 6,0 und 7,0 vergleichend gemes-
sen (22).

Tab. 8

(Ansatz wie oben)

0,1 m Phosphat A 139 =)
pH'6,0 | PH 7,2 6 mg %

DPN-ase-Aktivitat als
DPN-Abbau gegen Kontrolle| 32,8 33,6 -
(Fluorescenzstandard
4587 = 100 % Durchléssig-

keit) 27,9 27,8 +

Ohne Ferment lief der Test (mit und ohne A 139 *)) +1,2 ,
-2,7 gegen die Kontrollen im Mittel. Das heiBt, wir hatten

*) Vergleiche auch mit den weiteren DPN-ase-Versuchen mit
A 139,
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eine Genauigkeit von + 3 % fir unsere Messungen (Mittel-

wert der DPN-bedingten Fluorescenz war etwa 80).

Bei einem Teil der Versuche mit DPN-ase-Extrakten
erfolgte die DPN-Bestimmung mit dem optisch-enzymatischen
Test.

Ansatz: 0,1 ml DPN (2 mg/ml) = 200 y» DPN wurden in ZV =
3 ml mit 0,08 m TRAP pH 7,4 und 0,6 ml DPN-ase-Extrakt
(VII) bei 37° C inkubiert. A 139 war bis zu 18 mg %
Konzentration anwesend. Die Reaktion wurde’durch genau
5 min. langes Kochen im Wasserbad von 100° ¢ abgestoppt.
Die Proben wurden im Eisbad gekiihlt und dann 15 min. bei
6000 g (6000 Touren auf der kleinen Christzentrifuge)
sedimentiert. Die DFN-Bestimmung erfolgte im neutralen
Uberstand mit TRAP pH 7,4, Alkohol und ATH wie oben be-
schrieben. (Korrektionscuvetten).

IX. DPN-pyrophosphorylase aus Rattenleber.

Herstellung des Enzymextraktes (23):
1 g ganz frische Rattenleber wurde in 9 ml kalter (0,25 m
Saccharose, 0,0018 m,Ca012)¢Lﬁsung bei Kithlung im Eisbad
im POTTER-ELVEJHEM homogeniéiert. Die DPN-pyrophosphoryl-
agse-Aktivitit war mehr als 6 std. haltbar.

Die DPN-pyrophosphorylase-Aktivitdt wurde in Abénder-
ung von (23) in folgendem Test bestimmt:
In €V = 3 ml eind 1,00 x 10~%m DEW, 2,2 x 10™’n Pyrophos-
phat - dieses wurde mit 1n HCl neutralisiert -, 0,49 x |
10’3m MgCly, 0,191 m NSA - dieses hemmte die anwesende
DPN-ase -, 0,08 m TRAP- oder Phosphat-Puffer pH 7,4.

" Gestartet wurde die Reaktion mit 0,3 ml Enzymextrakt (s.o.).
? = 37° C. Die Inkubation erfolgte im Schiitteleinsatz fiir
Zentrifugengliéser in der WARBURGschen Apparatur. Abge-
stoppt wurde mit 1,0 ml 20 $ TCE. DPN wurde mit dem optisch-
enzymatischen Test bestimmt. Nach folgendem Schema wurden
die DPN-spaltenden Enzyme getestet:
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Tab. 9

Schemat

DPN-spaltendes im Ansatz:
Enzym @ NSA PP

DPN-ase
+ DPN-pyrophosphatase

DPN~-pyrophosphatase + -

DPN-pyrophosphatase
+ DPN-pyrophosphorylase

X. Anreicherung von DPN-pyrophosphorylase aus Schweine-
1eber0

Die Anreicherung wurde wie in (23) und (24)) angege-
ben ausgefiihrt. Dabei muB8te die Anreicherung blind, dsh.
ohne kinetischen Test erfolgen, da das KORNBERG-Enzym
DPN und DPN-H umsetzt und Nikotinamidmononucleotid nicht
zur Verfiigung stand. Auf den letzten Schritt der Anreicher-
ungsvorschrift (24), die Adsorption an Gel, wurde verzich-
tet; das Protein war in klarer (NH4)2304—Lﬁsung.

Die DPN-spaltenden Aktivitdten wurden mit dem in (IX)
beschriebenen Test und nach dem gleichfalls dort angege-
benen Schema bestimmt.
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VERSUCHE UND ERGEBNISSE.

I. Versuche zur Hemmung der Glykolyse durch Athylen-
imin-Verbindungen,

Beeinflussung von Glykolyse und Atmung durch A_139
mit und ohne NSA: .

Es wurden die anaerobe Glykolyse und die DPN-Konzen-
tration von EHRLICH-Ascites-Tumorzellen mit und ohne
A 139 und NSA bestimmt., Wie in friilheren Versuchen bereits
festgestellt wurde (7), hemmt A 139 dieé Glykolyse von
EHRLICH-Ascites-Tumorzellen. Aus Abbildung 5 ist zu er-
sehen, dafBl die DPN-Konzentration bei eingetretener Hem-
mung der Glykolyse in den Zellen durch 6 mg % A 139 um
mehr als 90 % gesenkt wurde und daB 2 mg/ml Nikotins&dure-
amid die DPN-Konzentration ohne A 139 gegeniiber der Kon-
trolle erhshten (42) und mit A 139 in der Hohe der Kontrol-
le hielten. Wie zu erwarten, verhinderten 2 mg/ml NSA die
Glykolysehemmung durch A 139.

Abb, 5
1 NSA + A139
e
900 ,
rd
Kontrolle + NSA
s00 1154 n
o / Kontrolle ohne NSA
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—pMole ¢ DPN-Konzentration
mm3 Zellen

————» Glykolyse in mm3 CO,/159 mm3 Zetlen

20° 40 60’ 80’ 100° 120° %o’
—p Zeit in min

. Glykolyse von EMRLICH-Ascites und DPN -Konzentration L6 mg% A 139 -BAYER
£ 2mg/mi Niketinsdureamid (NSA)
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Wie aus Abbildung 5 und besser noch aus Abbildung 8 zu
ersehen ist, fanden wir regelméfig eine gegenfiber der Kon-
trolle erhthte CO,-Produktion in den A 139 enthaltenden
GeféfSen in den ersten 20-30 min. nach dem Start der anae-
roben Glykolyse. Dieser Befund konnte noch nicht erklért
werden.

In einem orientierenden Nebenversuch wurde untersucht,
ob die anaerobe Glykolyse (und die Atmung) von Hefe-Zellen
durch A 139-Einwirkung ebenso wie die Glykolyse von tieri-
schen Ascites-Tumorzellen beeinfluBt wlirden. A 139 hatte
in 40 mg ¥ Konzentration auf frische Bédckerhefe (0,05 ml
20 % Hefe, 0,1 m Glucose, 0,1 m Phosphat-Puffer pH 6,0,

P = 25° C, €V = 2 ml, Gasraum N, bzw. Luft) keinen Ein-
fluB8 hinsichtlich der Glykolyse und der Atmung. Bei noch
htheren Konzentrationen (200 mg %) wurde die Glykolyse um
30 % gehemmt, aber diese Hemmung war nicht durch NSA aufzu-
heben und die DPN-Konzentration in den Zellen war auch
nicht vermindert, so daB8 wir annehmen, daB es sich bel die-
ser Glykolysehemmung um eine unspezifische Beeintrédchti-
gung der Glykolyse infolge der extrem hohen A 139-Konzen-—
tration gehandelt hat. Die vorgenannten manometrischen Ver-
suche mit Hefe wurden von Frl.S.SCHNEIDER durchgefiihrt.

In zwel weiteren Vorversuchen setzten wir einmal nach-
triglich NSA zu mit A 139 inkubierten Ascites-Zellen zu.
Noch wenige Minuten vor Eintritt der Hemmung der anaeroben
Glykolyse in parallelen Kontrollgeftfien vermdgen 2 mg/ml
NS8A nachtréglich aus der zweiten Birne der Doppelkipper-
gefiiBe zugesetzt die Glykolysehemmung zu verhindern. Die-
selben Ergebnisse erhielt ROITT bei Versuchen mit TEM (6).
Der Versuch zeigt, da8 zu einem Zeitpunkt, wo (s.Abb.8)
die DPN-Konzentration sicher schon um mehr als 80 % ge- -
senkt ist, der nachtiﬁgliche NSA-Zusatz den Eintritt der *
Glykolyéehemmung'noch gu verhindern vermag.

Und zweitens filhrten wir die Manometrie der anaeroben
Glykolyse mit und chne A 139 und die Manometrie der Atmung
mit und ohne A 139 und mit und ohne Glucose durch.

Die anaerobe Glykolyse wird durch 8 mg % A 139 voll-
stiindig gehemmt, die Atmung dagegen nur unvollstiéndig,
und gzwar mit und ohne Glucose. Die Atﬁung der Kontrolle
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ist ohne Glucose erhdht gegeniiber der Kontrolle mit Glu-
cose (CRABTREE Effekt).

Tab. 10

Anaerobe Glykolyse +.A 139 und Atmung + Glucose und + A 139

Atmung Glykolyse
-’ 0y/ 62 > Zellen m> €0y/ 62m> Zellen
m/40 Glucose + + - - + +
8 mg% A 139 - + - + -
90-120 min 21,1 13,4 25,5 12,0 59,5
210-240 min 14,4 5,6 21,4 748 35,2 [}

Es wuraen Zellen des EHRLICH-M#use-Ascites-Carcinoms
untersucht, Methodik der Manometrie wie oben beschrieben.

TPN-Bestimmung in Ascites-Zellen.

In gewaschenen EHRLICH-M&use-Ascites-Tumorzellen, wie
auch in Ascites-Zellen, die mit 6 mg % A 139 im manometri-
schen Ansatz inkubiert waren, lagen TPN-Konzentrationen
vor, die zu niedrig waren, um sie mit dem enzymatisch-op-
tischen Test exakt zu bestimmen.

In gewaschenen Ascites~Zellen fanden wir:

Tab. 11
TPN DPN
ulMole
mm-sellen

Methodik wie oben beschrieben (26).

Demnach kann nicht entschieden werden, ob Athyleniminver-
bindungen neben der DPN-Konzentration auch die TPN-Kon-
zentration senken.
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Wirkung weiterer Athyleniminverbindungen auf die
DPN-Konzentration in und die Glykolyse von EHRLICH-M&use-
Ascites—-Carcinomzellen,

Wir untersuchten die Wirkung von QE4 auf die anaerobe
Glykolyse und die DPN-Konzentration von Ascites-Zellen mit
und ohne NSA.

Das von WALLENFELS und DRABER (25) synthetisierte
Tetradithylenimino-benzochinon wurde auf seine carcinosta-
tische Wirksamkeit hin untersucht (27).

Abb. 6

N

Tetraiithyleniminobenzochinon = QE4

Dabei hatte es im in vitro Versuch den Einfliissen
der untersuchten BAYER-Athyleniminchinone analoge Wirkung-
en. Die anaerobe Glykolyse der Ascites-Zellen wurde ge-
hemmt, die DPN-Konzentration sank, wie aus der Tabelle er-
sichtlich, um iiber 80 %, 2 mg/ml NSA verhinderten die
Hemmung der anaeroben Glykolyse (27).

Tab. 12
DPN-Konzentration 50 min. nach dem Start der Glykolyse

QE4 - 1 mg %
uMole DPN 4
-TZT x 10 2,34 0,35
e en

In derselben Weise wurde die Wirkung wvon NE2 (Di-
(dthylenimino-)-naphthochinon-1,4) auf die anaerobe
Glykolyse von Ascites-Zellen untersucht.
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Diese ebenfalls von WALLENFELS und DRABER (25)

Abb., 7

i ,<I“‘
Hy
CHa
2

Di- ithylenimino - naphthochinon -1,4 = NE

synthetisierte Substanz bewirkte im manometrischen Ansatsgs
(Methodik wie oben beschrieben) eine Hemmung der anaeroben
Glykolyse von Ascites-Zellen, und diese ist durch 2 mg/ml
NSA zu verhindern.

In einem weiteren Versuch bestimmten wir vergleichend
die Wirksamkeit verschiedener Konzentrationen von A 139,
E 39, QE4 und NE2 durch Manometrie der anaeroben Glykolyse.
Dabei wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen die
Hemmung der anaeroben Glykolyse durch die genannten Sub-
stanzen gemessen.

Tab. 13

Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Xthyleniminchinone

Substans Kongzentration Zeit in Min.bis sum
in % Bintritt der Hemmung der
=g anaeroben Glykolyse um
>66 % gegeniiber den Mit-
telwerten der Kontrolle
084 1,0 50
0,5 60
0,1 110
B39 1,0 80
0,5 100
0,1 >150
A 139 6,0 70
NEp © 5,0 50
1,0 90
0,1 >150
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Aus der Tabelle 13 geht hervor, daB QE4 und BAYER
E'39 im in vitro Versuch verschieden wirksam sind, und
zwar erreicht QE4 in etwa 1/5 der Konzentration von E 39
die gleiche Wirkung auf die anaerobe Glykolyse von Asci-
tes-Zellen. Dies steht in Analogie zu Versuchen am Tier
von KRUGER, der in vergleichenden Versuchen an der Tumor-
tragenden Ratte eine um ein Vielfaches kleinere CDSO und
LDSO fand (27). Dariliber hinaus kann men die hihere Wirk-
samkeit der vierfach mit Athylenimingruppen substituier-
ten Verbindung QE4 gegenﬁbe: der Bis-dthylenimin-Verbin-
dung E 39 vielleicht als einen Hinweis auf die Rolle des
Athyleniminrestes als Wirkgruppe der untersuchten Sub-
stanzgruppe deuten,

II. Versuche zur Frage des Angriffspunktes der Athylen-—
imin-Verbindungen am DPN-Stoffwechsel.

Untersuchungen iiber eine eventuelle direkte Reaktion
von DPN und A 139,

Die einfachste Losung der Frage nach dem Grund fiir
das Absinken der DPN-Konzentration in Ascites-Zellen nach
Zusatz von Athylenimin-Verbindungen wire der Nachweis ei-
ner direkten Reaktion dieser Verbindungen mit DPN. Um die-
se Moglichkeit zu untersuchen, wurden die im folgenden be-
schriebenen Versuche gemacht:

Um ein solches Reaktionsprodukt eventuell nachzuwei-
sen, wurden im Beckman DK 2 Spektrophotometer die Absorp-
tionsspektren von DPN und die Differenzmessung von DPN
und A 139 gegen A 139 aufgenommen und verglichen. DPN und
A 139 waren bei diesen Messungen in m/10 000 Konzentration
und wurden in m/10 Phosphat-Puffer pH 6,0 (und pH 7,2) bei
Zimmertemperatur inkubiert. Nach 30 min., 4 std. und 26std.
wurden die Absorptionsspektren aufgenommen.

Die Absorptionsspektren von DPN und A 139 gegen A 139
und von DPN gegen Puffer gemessen waren dabei identisch.
Vor allem zeigte sich bei 340 mp keine Absorptionsbande,
die ein Hinweis auf eine Reaktion an dem quaterndiren Stick-
stoff des Nikotinamids des DPN-Moleklils gewesen wire.
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Weiter sollte die Bestimmung von DPN nach Inkubation
mit A 139 eventuell AufschluB {iber die oben gestellte Fra-
ge ergeben.

Nach 2 std. Inkubation von 80y~ DFN mit und ohne 6 mg %
A 139 ingV = 3 ml1 0,1 m TRAP pH 7,4 bei Zimmertemperatur
betrug die Extinktionszunahme nach Start mit ADH im optisch-
enzymatischen Test:

ohne A 139 1, 0,121 und

mit A 139 t 0,113,
Das heiBt, daB etwa 7 % der vorgelegten DPN-Menge nach zwei
Stunden Inkubation nicht mehr nachweisbar waren. Dieser
regelmdBig erhobene Befund ist noch nicht erklérbar, spielt
aber wohl fiir die oben gestellte Frage keine Rolle.

Untersuchungen iiber eine eventuelle Reaktion zwischen
DPN-H und Athyleniminchinonen. DPN- und DPN-H-Bestimmungen
in Ascites-Zellen.

Eine solche Reaktion hétte ohne Zweifel EinfluB auf
die DPN-Konzentration in der Zelle (28). Daher wurde zu-
ndchst orientierend in Ascites-Zellen die Konzentration von
DPN und DPN-H bestimmt. Wir fanden in Ascites-Zellen, die
wie oben beschrieben mit Krebs-Ringer-Puffer-Losung gewa-
schen wurden, folgende Konzentrationen an DPN und DPN-H:

Tab., 14 -
DPN DPN-H
pMole 4
— x 10 3,03 0,91
mn3Zellen
% der Gesamt-
Diphosphopyridin-
nucleotide 7 23
(oxyd. + red.)

In darauf folgenden Versuchen fanden wir nach Inkuba-
tion in WARBURG-GefiBen mit und ohne 6 mg % A 139 und Ma-
nometrie der anaeroben Glykolyse, die in Parallelgeféfien
70 min. nach Start der Glykolyse um 70 % gegeniiber dem
Kontrollgefd8 geheumt war, 50 min. nach dem Start der Gly-
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kolyse folgende Konzentrationen von Diphosphopyridinnu-
cleotiden in den Ascites-Zellent

Tab. 15

Konzentrationen an DPN und DPN-H in Asciteszellen nach
Menometrie + 6 mg % A 139

DPN DPN-H

6 mg % A 139 - + - +
Mole
-—;—— x 104

mm” Zellen

2,36 0,46 1,17 0,57

% der Gesamt-
diphosphopyridin- 67 45 33 55
nucleotide

(oxyd. + red.)

Die Methodik der Manometrie, und der DPN~-und DPN-H-
Bestimmung wurde oben beschrieben.

Es werden also die Konzentrationen von DPN und
DPN-H vermindert, jedoch die DPN-H-Konzentration relativ
weniger als die DPN-Konzentration, und dies spficht ge-
gen eine Reaktion des DPN-H mit dem A 139 als Ursache
fiir das Absinken der DPN-Konzentration (28). Die Summe
der Diphosphopyridinnucleotide (oxydierte und reduzierte
Form) betrigt 50 min. nach dem Start der anaeroben Glyko-

1yse 3,53 x 10~4 —Mole i, 4er Kontrolle und

mm3Zellen
~4 ole R . .
1,03 x 10 ——%!————- bei Inkubation mit 6 mg % A 139.
’ mm-Zellen

Der Abfall der DPN-H-Konzentration schlieBt ferner eine
erhohte Reduktionsrate des DPN als Ursache fiir das Absin-
ken der DPN-Konzentration aus (7); (siehe auch Diskussion:
DPN-H und GDH in Ascites-Zellen (7, 29)).

An dieser Stelle ist noch zu bemerken, daB Frdulein
S.SCHNEIDER DPN-H und A 139 in Puffer in Cuvetten inkubiert
hat und keinen Anhalt fiir eine chemische Reaktion der bei-
den Substanzen fand.
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Das DPN-H war in jedem Falle enzymatisch quantita-
tiv nachweisbar (ADH katalysierte Hydrierung von Acet-
aldehyd).

Untersuchungen iiber eine eventuelle Reaktion des
NSA mit den Athyleniminchinonen.

Die Schutzwirkung des hinzugesetzten NSA gegen den
DPN-senkenden Mechanismus der Athyleniminchinone wire
durch eine direkte Reaktion des NSA mit diesen zu erklé-
ren. Dariiber hinaus wiirde eine solche Reaktion der Zelle
das den DPN-Abbau hemmende und die DPN-Synthese fordernde
(42, 43) NSA entziehen und kéme so als Ursache der DPN-
Senkung in Frage. Mit dieser Fragestellung beschiftigt

.sich der folgende Versuch.

Mit dem Beckman-DK 2 Spektrophotometer wurden die
Absorptionsspektren von A 139 und von QE,, = Tetra-&thy-
lenimin-benzochinon 1,4 von Professor WALLENFELS, (25),
mit dem Differenzabsorptionsspektrum von A& 139 bzw. von
QE4 mit NSA gegen NSA verglichen. Die Messungen erfolgten
in Phosphat-Puffer von definiertem pH (das pH ist von
groBem EinfluB8 auf das Absorptionsspektrum von Athylenimin-
chinonen, siehe "TCE-Wirkung auf A 139" im Kapitel Metho—
den III, 1).

A 139 hat (in Phosphat-Puffer pH 6,0) eine Absorp-
tionsbande von 300-400 mp, mit dem Maximum bei 335 mp,
férner ein weit schwédcheres Absorptionsmeximum bei 515 mu.
NSA absorbiert im ultravioletten Bereich ab 290 mp. Die
Absorptionskurven von A 139 und von NSA mit A 139 gegen
NSA sind nach 2 std. Inkubation in 0,1 m Phosphat-Puffer
pH 6,0 bei 37° ¢ in dem untersuchten Bereich von 300-700
mp identisch. Die Molaritédten verhielten sich

NSA :+ A 139 = 100 : 1 .
Plir QE4 und NSA ergaben die Untersuchungen das analoge Er-
gebnis. Das heiBt, daB eine direkte Reaktion des NSA mit
den Athyleniminchinonen, die die Lichtabsorption veréndert
héitte, nicht restgeatellt werden konnte.
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Bestimmung der ATP-Konzentration in mit A 139
inkubierten Ascites-Zellen.

Es war die Frage, ob die Senkung der DPN-Konzentration
in Ascites-Zellen durch Athyleniminchinone vielleicht auf
einer Verminderung der fiir die DPN-Synthese notwendigen
ATP-Konzentration durch diese Verbindungen beruhe. Zu die-
ser Pragestellung wurden die im folgenden beschriebenen
Versuche gemacht.

Die anaerobe Glykolyse und deren Hemmung durch 6 mg %
A 139 haben wir, wie oben beschrieben, an EHRLICH-Ascites-
Zellen gemessen. In dazu parallelen Ansétzen haben wir die
stationdren Konzentrationen von DPN und ATP bestimmt, und
zwar 40 min. nach dem Start (d. Kippen der Ascites-Zellen)
und bei eingetretener Hemmung der Glykolyse.

Abb. 8

Varsuchsbeginn

Glykolyse
* oPN
Kontrolle

ATP

—» % gegeniiber Kontrolle ohne A139 bei

~ \ >
20 -——-<_ N - ATP
= e
1 TN~ o A139
N \“0 DPN
- =~s Glykolyse
10° 2 30° Q0 S0° 60 - 70" L

————> Zait in min

‘Glykolyse und Konzentration an DPN und ATP von Asciteszellen mit und ohne A 139

Aus der Abbildung ist zu ersehen, dasB die durch
6 mg % A 139 verursachten Verdnderungen des Stoffwechsels
der Ascites-Zellen in folgender Reihenfolge eintreten:
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1. Abfall der DPN-Konzentration,
2. Hemmung der Glykolyse.
3. Abfall der ATP-Konzentration,

Die Verminderung der ATP-Konzentration in den Zel-
len diirfte demnach nicht Ursache, sondern Folge des Abfalls
der DPN-Konzentration und der damit verbundenen Glykolyse-
hemmung sein.

Tab. 16

Glykolyse und Konzentrationen an DPN und ATP von
Asciteszellen mit und ohne 6 mg ¥ A 139

min nach dem Start 40 80

6 mg %A 139 - + . - +

Glykolyse pro 10 min

mn’> CO, 24 21 20 0
80 mm” Zellen
§ Mole ot |77 2,07 | o,54 1,76 | <0,2
X
m> Zellen ATP 9,25 | 8,57 | 6,65 | 2,57

Die Methodik der DPN-und ATP-Bestimmung wurde im
methodischen Teil der Arbeit beschrieben.

Analoge Ergebnisse erhielten wir bei der Untersuchung
der Ascitesform eines YOSHIDA-Sarkoms, fiir dessen freund-
liche Uberlassung wir an dieser Stelle Herrn Professor
DRUCKREY danken mdchten.

56 Einflu8 von A 139 auf die DPN-ase.

Eine Aktivierung des Enzyms DPN-ase, das NSA aus DPN
abspaltet und durch NSA-Zusatz hemmbar ist (37, 21, 22),
kdme sehr wohl als Ursache fiir den Abfall der DPN-Konzen-
tration in Betracht. Die zu dieser Fragestellung unternom-
menen Versuche sind in drei Abschnitte zu teilen: einmal
wurde A 139 zu DPN-ase-Extrakten hinzugesetzt (A.), dann
wurden DPN-ase-Extrakte aus Zellen, deren anaerobe Glyko-
lyse bei Inkubation mit A 139 vorher im manometrischen
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Ansatz gemessen worden war, getestet (B.), und schlieB-
lich wurde DPN-ase-Extrakten aus vorher anaerob mit und
ohne A 139 im WARBURG-Apparat inkubierten Zellen bei der
Sestimwung ihrer DPN-spaltenden Aktivitdt weiteres A 139
hinzugesetzt (C.).

A Zusatz von A 139 zu DPN-ase Extrakten.

Der Enzymextrakt aus Ascites-Zellen wurde in dem Ka-
pitel Methoden VII beschrieben. Der Test fiir die DPN-ase
Aktivitdt wurde, wie in biethoden VIII angegeben, benutzt;
die Inkubation erfclgte bei 37° ¢ im Wasserbad ohne den
Schiitteleinsatz fir Zentrifugengléser, die DPN-Konzentra-—-
tion war 0,5 x 1072 m, die DPN-Bestimmung erfolgte fluori-
metrisch gegen der. Fluorescenzstandard 4587 = 100 % Durch-
lassigkeit.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der fol-
genden Tabelle 17 (Seite 38) zusammengestellt.

Eine Aktivierung der DPN-ase war bei der groBlen
Schwankungsbreite der DPN-ase Aktivit#dt nicht sicher fest- *
zustellen.

Im folgenden seien einige weitere Versuche beschrie-
ben, die Fridulein S5.S5CIHIZIDER zu dieser Fragestellung durch-
fihrte.

In einem optischen Test wurde ein DPN-ase Extrakt aus
Jensen-Sarkom (1 ¢ “umor in 3 ml 0,02 m NaHCO3 im Ultra-
turrax homogenisiert, 10 min. Stockzentrifuge bei 2000 g,
Uberstand 15 min. in der Kiihlzentrifuge bei 18000 Touren
sedimentiert, Sedinent in 2 ml 0,02 m NaHCO3 aufnehmen,

1 nin. bei 1800 Touren zentrifugieren, Uberstand in den
Test einsetzen) untersucht.

Im Ansatz befanden sich 0,1 ml DPN (10 mg/ml), 1,0 ml
0,2 m Phosphat-fuffer pH 8,0, HoO ad £V = 2 ml, 0,02 ml
ADH, 0,032 ml absoluter Alkohol; die Schichtdicke der Cu-
vetten war d = 1 cm, Temperatur = 379 C; vor dem Start mit
0,4 ml Tumorextrakt ist die Extinktion konstant, nach dem
Start wird die Extinktionsabnahme bei 366 mpy gemessen, die
Real tion kann durch 100 mg % NSA abgestoppt werden.

Die Wirkung von A 139 und B 518 (Endoxan-ASTA) auf
diece Yestanordnung ist in Abbildung 9 dargestellt (Seite 39).



EinfluB von A 139 auf DPN-ase Extrakte aus Ascitessellen

Tab, 17

DPN-ase Extrakt

g Inkubationszeit
min 30 10 10 10

Phosphatpuffer pH 6,0 7,0 6,0 6,0 6,0
A 139 in g ¥ - 6 30 - 6 - 6 - 6 30 - 30
DPN-ase Aktivitit
als DPN-Abbau -1,2| 1,5 2,7 | 32,8 27,9 | 33,6 | 27,8 | 20,6 | 23,6 | 29,0 | 8,2 4,8
gegen Kontrolle
gktivior:nc ;;.
emmung der - o - - - - _ - -
ase in % gegeniiber kein DPE-Abbdau 15% 17% +15% | (+40%) (-41%)
der Kontrolle

—8{-
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Wirkung von A 139 und B 518 auf DPN-ase Extrokt ous Jensen Sarkom

In weiteren Versuchen wurde eine angereicherte
Milz DPN-ase in diesem optischen Test mit und ohne A 139
(8 mg #), B 518 (125 mg %) und NSA (100 mg %) unter-
sucht. Diese Epgebnisse sind in der Abbildung 10 darge-
stellt.(Seite 40).

Die vollsténdige Hemmung des DPN-Abbaues durch NSA
zeigt, daB der optische Test zur Bestimmung der DPN-ase
in Ordnung ist. Ein beschleunigender EinfluB8 der untersuch-

ten Carcinostatika auf den DPN-Abbau war nicht festzustel-
len.
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Abb. 10
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Wirkung von A 139 und B 518 ouf DPN-ose aus Milz (0)

B. DPN-ase Extrakte aus Ascites-Zellen nach Manometrie

der anaeroben Glykolyse mit und ohne A 139.

Die DPN-ase Extrakte wurden, wie oben (Methoden VII)
beschrieben, gewonnen. Bestimmung der DPN-ase Aktivitdt wie
oben, DPN-Bestimmung nach Neutralisation des TCE-sauren
Uberstandes mit NaOH mit der Cyanidmethode. (Methoden VIII).
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Wir untersuchten folgende DPN-ase-Extraktet
A = von frischen, ungewaschenen Ascites-Zellen.
B = von gewaschenen Ascites-Zellen.
C = von 90 min., im manometr. Ansatz ohne A 139
inkubierten Zellen.

D = von 90

min. im menometr. Ansatz mit 6 mg %

A 139 inkubierten Zellen.
Die Hemmung der Glykolyse in D gegeniiber C betrug 94 %
und die DPN-Konzentration war um mehr als 90 % vermindert.
Wir fanden folgende DPN-ase-Aktivitidten (nach 10 min. Inku-

bation):

Tab. 18

Enzymextrakte
(mit gleichen
Zellmengen)

DPN-Abbau %n
43334 x 10

gegen Kontrolle

128 134 99 85

Da nach 90 min. Einwirkungszeit von A 139 auf glykol&sie-

rende Ascites-Zellen

in dem DPN-ase-Extrakt keine Aktivie-

rung festzustellen war und der Grund dafiir eventuell sein
konnte, da8 nach eingetretener Glykolysehemmung eine et-
waige primdre DPN-ase-Aktivierung jetzt nicht mehr nachzu-
weisen war, untersuchten wir DPN-ase-Extrakte von Zellen
nach 20 min. Inkubation im manometrischen Ansatz mit und
ohne 6 mg % A 139. Eine Glykolysehemmung war dabei noch
nicht eingetreten, aber die DPN-Konzentration war schon um

20 % abgesunken.

Tab. 19

Enzymextrakt

DPN-Abbau in AEz34 X 1d3rgegen Kontrolle

aus ohne A 139

Zellen

inkubierten Zellen 148
aus mit 6 mg %
A 139 inkubierten 147

Auch hier war also keine DPN-ase-Aktivierung festzustellen.
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Weiter untersuchten wir DPN-ase-Extrakte aus Zellen,
die 40 min. im manometrischen Ansatz mit und ohne 6 mg %
bzw. 18 mg ¥ A 139 inkubiert worden waren, in folgendem
Angatz:

0,1 ml DPN (2 mg/ml) = 200yDPN werden in LV = 3 ml
0,08 m TRAP-Puffer pH 7,4 mit 0,6 ml Enzymextrakt 15 min.
bei 37° ¢ inkubiert. Der Test ist in dem Abschnitt Metho-
den VIII beschrieben. Die DPN-Bestimmung erfolgte im enzy-
matisch-optischen Test (Methoden III,1). Die Ergebnisse
dieses Versuches sind in der folgenden Tabelle zusammenge-
faBt:

Tab., 20

Glykolysehemmung .
bei 40 min. Inkub. . noch keine

A 139 mg % im mano-
metrischen Ansatz

pMole DPN 4
—_—x 10

mm3Zellen

(in Parallel-
ansdtzen

2,84 1,31 0,59

DPN-ase-Aktivitat
als DPN-Abjau in
AE366 x 107 gegen 37 35 31
Kontrolle (=62

Eine Hemmung der Glykolyse um 90 % wurde fiir 6 mg % A 139
in ParallelgeféBen 80 min. nach dem Start der Glykolyse
gemessen.

Nach diesen Versuchen kann man sagen, daB eine Akti-
vierung der DPN-ase durch A 139 in dieser Versuchsanord-
nung nicht nachzuweisen war.

C. DPN-ase-Extrakte aus Ascites-Zellen nach Manometrie
der anaeroben Glykolyse mit und ohne A 139 im DPN-ase-
Test mit und ohne weiteres A 139 untersucht.
Diese Versuche wurden angestellt, um die Moglichkeit,
daB eine zunidchst im manometrischen Ansatz bei Anwesenheit
von A 139 vorhandene Aktivierung der DPN-ase beim AufschluB
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der Zellen mit HyO bidest. (s.0.) und durch die dabei
auftretende Verminderung der A 139-Konzentration wieder
verloren gehen konnte, auszuschlieBen.

Die DPN-ase-Extrakte wurden wie in dem Kapitel Me-
thoden VII beschrieben gewonnen. Die DPN-ase-Aktivitéat
wurde mit den angegebenen Testen bestimmt, die DPN-Bestim-
mungen erfolgten dabei fluorimetrisch an dem TCE-sauren
Uberstand, oder mit dem enzymatisch-optischen Tlest am
neutralen Uverstand der durch Kochen abgestoppten Probe.

Die Ergebnisse von fiinf, als reprédsentativ zu bezeich-
nenden, Versuchen sind in der auf Seite 44 stehenden Ta-
belle zusammengefaBt. Die Manometrie der Glykolyse erfolg-
" te bis 40 min. nach dem Start. In den DPN-ase-Ansitzen
wurde die gleiche A 139 Konzentration, die vorher bei der
Manometrie eingesetzt war, durch A 139 Zusatz wiederum
eingestellt.

Die Schwankungsbreite der DPN-ase-"Aktivierung" von
0 % bis 26 % gegeniiber den Kontrollen 1é8t einen sicheren
SchluB8 dahingehend, da8 A 139 in 6 mg % Konzentration eine
signifikante Aktivierung der DPN-ase unter den im Vorher-
gehenden geschilderten Bedingungen verursache, nicht zu.
Wir fanden zwar die DPN-ase-Aktivitdt mit A 139 bei den
unter C. zusammengefaBten Versuchen immer grioBer oder
gleich, und niemals kleiner als die Kontrolle, doch wir
scheuen uns, diese Befunde als die Ursache fiir die Vermin-
derung der stationédren DPN-Konzentration in Ascites-Zellen
anzusprechen.

Neuesten Befunden von HOLZER, DUNTZE u. FRANK zufolge
(44) konnte eine geringe DPN-ase-Aktivierung durch Abfang-
en des bei der Reaktion entstehenden NSA nach den Glei-
chungen

DPN-ase
(1) DPN — > NSA + Ad-Rib-P-P-Rib

(2) A 139 + NSA ————>N-alkyliertes NSA
zustande kommen. Da NSA die DPN-ase hemmt, wédre so durch
Wegnahme des sich widhrend der Reaktion (allerdings nur in

geringer Konzentration) anstauenden NSA eine geringe Akti-
vierung verstiéndlich.



Tab. 21

DPN-ase Extrakte aus + A 139 inkubierten Ascitessellen mit und ohne

weiteres

A 139 nach dem Aufschluf der Zellen

A 139 Konzentration bei
der Manometrie und im
DPN-ase-Ansatz mg %

Eintritt der Hemmung
der Glykolyse in
Parallelgeflifen:

min nach dem Start

80

90

80

Abnahme der DPN-Konzen-
tration nach 40 min
Manometrie in %
gegentiber Kontrolle

74

54

90

52

Puffer des DPN-ase-
Ansatzes, pH:

phos.
PH 7,2

phos.
PH 6,0

trap
pH 7,4

trap
PH 7,4

trap

PH 7,

4

Inkubationszeit min:

10

10

15

10

10

DPN-Bes timmung nach Ab-
stoppen der DPN-ase-
Reaktion, Methode:

fluorimetrisch

mit Alko]

hol und ADH

DPN-ase~-Aktivitiét als
DPN-Abbau, gegen Kontr.,
Mittelwerte mehrerer
Proben (je 2-3)

21,2

23,1 | 22,6

58

68

65

61 7

3

3

Aktivierung der DPN-
ase in % gegen Kontrolle

+17%

+12%

- | «+16%

—,'-
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BinfluB von A 139 auf die DPN-pyrophosphorylase.

Das Enzym katalysiert die Reaktion
DPN + PP == ATP + NMN .

Die Aktivitdt des Enzyms wurde in der DPN-Spaltungs-Reak-
tion untersucht. In Vorversuchen sollte die DFN-pyrophos-
phorylase in Rattenleberhomogenaten bestimmt werden. Der
oben, im Kapitel Methoden IX, beschriebene rohe Rattenle-
berextrakt wurde mit dem gleichfalls dort angegebenen Test
untersucht. Dabei fanden wir die folgenden, in der Tabelle
als DPN-Abbau in‘AEBGG b4 103 erscheinenden, DPN-gpaltenden
Aktivitdten. Der Kontrollwert war 74,

Tab. 22
Inkubationszeit 6 min. 15 min,
DPN-ase +
DPN-pyrophosphatase 66 14
DFN-pyrophosphatase 1 2
DPN-pyrophosphatase +
DPN-pyrophosphorylase 0 8
( =KORNBERG-Enzym

Diese Messung erfolgte in Phosphat-Puffer pH 7,4.

Die Wiederholung dieser Versuche in TRAP- und Phosphat-
Puffer ergab UnregelmédBigkeiten. Diese beruhen darauf, daB
in den rohen Rattenleberhomogenaten eine sehr hohe Pyrophos-
phat-spaltende Aktivitdt vorhanden ist. Wenn man eine der
PP-Konzentration in dem oben beschriebenen Test entsprechen-
de Pyrophosphatmenge 20 min. mit Rattenleberhomogenat (wie
oben) in TRAP-Puffer pH 7,4 bei 370 C inkubiert, so ergibt
die Bestimmung von anorganischem Phosphat mit und ohne vor-
herige 7 min. S&@urehydrolyse gleiche Verte. Das aber heiBt,
daB unter den genannten Bedingungen nach weniger als 20
min, das vorliegende Pyrophosphat gespalten ist und filir die
DPN-Spaltung durch das KORNBERG-Enzym nicht mehr zur Ver-
fiigung steht.

Anorganisches Phosphat und 7 min.-Phosphat wurden
nach einer Variante der in (30) angegebenen Methode bestimmt.
Diese Variante ist in (20) beschrieben.
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In weiteren Vorversuchen sollte die DPN-pyrophosphoryl-
ase in Ascites-Zellen bestimmt werden. Der Enzymextrakt
wurde wie im methodischen Teil der Arbeit beschrieben (VII)
gewonnen. Der im Kapitel Methoden IX angegebene Teat wurde
dahingehend abgeéndert, daB die Enzymextraktmenge im Ansatz
verzehnfacht und die Inkubationsdauer auf 20 min., verléngert
war,’

Nach 20 min. waren 87 % des vorgelegten DPN durch die
vorhandene DPN-ase abgebaut, widhrend DPN-pyrophosphatase
und DPN-pyrophosphorylase keinen signifikanten DPN-Abbau
bewirkten..

Dieses Ergebnis ist verstandlich, da nach (31) das
KORNBERG-Enzym nur in sehr geringer Menge im Tumor vorhan-
den ist.

Um deutlichere, Pyrophosphat abhingige, DPN-spaltende
Aktivitédten zu erhalten, wurde DPN-pyrophosphorylase aus
Schweineleber angereichert. Die Anreicherung ist in dem
methodischen Teil der Arbeit beschrieben (X). Die Bestim-
mung der DPN-spaltenden Aktivitdten Erfolgte, in Abédnder-
ung des - im Kapitel Methoden IX angegebenen Testes, mit
DPN in 2,0 x 10-4m Konzentration (= etwa zweifache Enzym-
substratsdttigung) und 0,2 ml Enzymextrakt (Methoden X)
in 3V = 3 ml. Nach 15 min. Inkubationszeit wurde die Reak-~
tion mit ICE in 5 % Endkonzentration abgestoppt. Unter
diesen Bedingungen fanden wir folgende, in der Tabelle 23
_als DPN-Abbau in ‘E366 x 103 gegeniiber der Kontrolle
(= 151) angegebenen, DPN-spaltende Aktivititen in dem an-
gereicherten KORNBERG-Enzymextrakt:

Tab., 23
Enzym | argg x 107
DPN-ase + - 36
DPN-pyrophosphatase

DPN-pyrophosphatase 15

DPN-pyrophosphorylase + 19
DPN-pyrophosphatase )

DPN-pyrophosphorylase 64
(berechnet)
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Wir fanden ausreichende Proportionalitét von DPN-
Abbau und Meﬁge an eingesetztem Enzymextrakt.,

Tab. 24

Menge an angereichert-
tem KORNBERG-Enzym in ml | O¢' 0,15 0,2 0,3

DPN-Abbau m4E366 x 103

durch KORNBERG-Enzym + 48 65 79 9%
(DPN-pyrophosphatase)

Nach diesen Vorversuchen konnten wir darangehen, die
Wirkung von A 139 auf die aus Schweineleber angereicherte
DPN-pyrophosphorylase zu untersuchen.

Die DPN-spaltende Aktivitdt wurde mit dem zuletzt be-
schriebenen Test besfimmt. Die Enzymmenge war 0,15 ml in
€V = 3 ml, nach 15 min. Inkubation bei 37° C wurde die Reak-
tion durch 5 min. Kochen im Wasserbad von 100° ¢ abge-
stoppt. Die Kontrollwerte wurden mit Enzym sofort gekocht;
in einem Vorversuch erhielten wir fiir mit Enzym gekochte
Kontrollen bei der DPN-Bestimmung ein AE366 von 0,130,
ohne BEnzym ein 43366 von 0,131.. In den sofort nach Enzym-
zusatz gekochten Kontrollen fand demnach kein DPN-Abbau
statt. Nach Abkiihlen und Sedimentierung bei 6000 g erfolg-
te die DPN-Bestimmung wie in dem Kapitel Methoden VIII be-
schrieben. (Korrektionscuvetten gleichen die Ausgangsab-
sorption aus).

A 139 in 6 mg % bzw. 18 mg % Konzentration bewirkt,
wie aus der Tabelle 25 zu ersehen ist, eine kaum als sig-
nifikant zu bezeichnende Hemmung der DPN-spaltenden Akti-
vitdt der aus Schweineleber angereicherten DPN-pyrophos-
phorylase, und zwar mit und ohne NSA, daa die noch vorhan-
dene DPN-ase-Aktivitdt hemmen sollte.

In diesen Versuchen betrug die DPN-spaltende Aktivitdt,
als DPN-Abbau inAE366 x 103 angegeben, von DPN-ase und
DPN-pyrophosphatase zusammen 40; der Kontrollwert (Stop
bei O min.) war 126,
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Tab, 25

Wirkung von A 139 auf DPN-pyrophosphorylase aus Schweineleber

NSA A 139
Enzym 0,191 m - 6 mg % 18 mg %
DPN-pyrophosphorylase e 77 7 73
+ DPN-pyrophosphatase
DPN-pyrophosphorylase P 45 39 41
berechnet
DPN-pyrophosphorylase
+ DPN-pyrophosphatase - 99 94 91
+ DPN-ase
DPN-pyrophosphorylase —-— 57 52 49
berechnet

Wirkung von A 139 auf DPN- und'DPNeH-Pyrophosphatase.

Beide Enzyme spalten hydrolytisch die Pyrophosphat-
bindung des oxydierten bzw. reduzierten DPN. Eine Ander-
ung ihrer Aktivitidten durch Athylenimin-Verbindungen h#t—
te zweifellos EinfluB auf die DPN-Konzentration in den
Ascites-Zellen, Deher wurden von Frl. S.SCHNEIDER die im
folgenden beschriebenen Versuche durchgefiihrt. '

A DPN-pyrophosphatase.

Es wurden Nierenhomogenate (0,5 g Niere in 2,5 ml
m/5 TRIS-Puffer pH 7,5 im POTTER-ELVEJHEM homogenisiert)
und analog gewonnene Tumorhomogenate (Jensen-Sarkom) un-
tersucht.

Im Ansatz waren o,4 ml m/5 TRIS-Puffer pH 7,5, 0,2 ml
0,1 m Mgso4, 0,06 ml DPN (10 mg/ml), 0,1 ml 10 % NS4,
0,1 ml Enzymextrakt und Ho0 ad €V = 2 ml. Nach 15 min.
Inkubation bei 370 C wurde die Reaktion mit 0,2 ml 50 %
TCE abgestoppt. Die DPN-Bestimmung erfolgte im optisch-
enzymatischen Test.

Es wurde kein EinfluB des A 139 auf die DPN-spalten-
de Aktivitdt der DPN-pyrophosphatase in Rattennierenhomo-
genaten festgestellt.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Jensen-Sarkom-

homogenaten sind in der Tabelle 26 zusammengefaBt:
Tab., 26

Wirkung von Carcinostatika auf DPN-pyrophosphatase
Extrakt aus Jensen Sarkom

eingesetzte Verbrauch an ml Homog: t tztes
el DPR x 108 Mol DPN x 108 | carcinostetiium
bei Inkubationsgeii von
" 20 min 40 nin
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 0,135 0,2 0,1 8 mg$ A 139

* B 518 ist die N-Lost-Verbindung Endoxan-ASTA

Es ist zu fragen, wie weit die geringe Aktivierung des
Enzyms (s. letzte Zeile Tab.26) durch A 139 als signifi-
kant gelten darf.

B, - DPN—H—pyrophosphatase.

Die DPN-H-spaltende Aktivit&dt von Rattennierenhomo-
" genaten wurde im optischen Test bei 366 mp gemessen. Im
Ansatz befanden sich 0,4 ml 0,2 m TRIS-Puffer pH 7,5,
0,2 ml 0,1 m Mgso4, 0,04 m1 0,5 m KCN, 0,06 ml DPN-H,
welches im Vorversuch mit ADH und Acetaldehyd bestimmt
wurde, und Ho0 ad €V = 2 ml. Der Ansatz befand sich in
diesen Versuchen in Cuvetten mit der Schichtdicke d =
1 cm. Gestartet wurde mit 0,1 ml Homogenat. Der Versuch
wurde mit Acetaldehyd und ADH abgestoppt und gemessen,
die Temperatur war 37° ¢ wahrend der Inkubationszeit.
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle 27
dargestellt:
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Tab. 27

Wirkung von B 518 auf DPN-H-pyrophosphatase
Bxtrakt aus Rattennieren

eingesetste ver te Inkubationsseit ml sugesetztes
Mol DPE-H x 10 Mol DPE-B x 106 in min Bxtrakt Carcinostatikum

0,626 0,056 10 0,1 -
0,626 0,086 10 0,2 -
0,626 0,12 30 0,1 -
0,626 0,063 10 0,1 125 mg% B 518
0,626 0,119 10 0,2 125 mg$ B 518
0,5725 0,0455 15 0,1 -
0,5725 0,0465 15 0,1 125 mg$ B 518

III. Versuche zum Zusammenhang zwischen DPN-senkender
und therapeutischer Wirkung der Athylenimin- Ver-

bindungen,

Versuche mit dem therapieresistenten DS-Tumor.

Der von Herrn Professor DRUCKREY freundlicherweise
zur Verfiigung gestellte DS-Tumor, ein durch Diaminomethyl-
stilben-PﬁtterungAhervorgerufenes Carcino-Sarkom, zeigt
gegen Carcinostatika eine weitgehende Resistenz (32). Der

Tumor wurde in der Form eines Ascites-Tumorg untersucht,

man vergleiche damit die Befunde an der soliden, subcutan

‘verimpften Form des Tumors (33).

Die in vitro Versuche mit diesem Tumor brachten fol-
gende Ergebnisse:

Die Manometrie der anaeroben Glykolyse - wie im me-
thodischen Teil der Arbeit beschrieben - mit 6 mg % bzw.
40 mg % A 139 ergab, daB bei 6 mg % A 139 die Hemmung der
Glykolyse erst nach etwa vier Stunden eintrat, widhrend die
Glykolyse von EHRLICH~Ascites-Tumorzellen unter den glei-
chen Bedingungen etwa nach 80 min. gehemmt war. Dieses
Ergebnis und die dazugehdrigen DPN-Konzentrationen sind
in der Apbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11

p Mole DPN
PN mm3 Zellen x 0t

ation

\ ., 0S ~Tumor

————» Glykolyse in %o gegenuber Xontrotle ohne A139 ber Versuchsbeginn

20 &0 (14 0 100° 120" we' 160" 100" 200" 20 30"
——p Zeitin min

und DPN ion von EHRLICH-Ascites-Corcinom a— --a und
DS-Tumor o~ — —o 26mg% A 139 -BAYER

NSA vermag auch bei diesem Tumor die Wirkungen des
A 139 aufzuheben. Die folgende Tabelle faBt die Untersu-
chungen von Glykolyse und DPN-Konzentration beim DS-Tumor
mit und ohne 6 mg % A 139 und 2 mg/ml NSA zusammen:

Tab. 28

Glykolyse und DPN-Konzentration von DS-Tumor
+ 6 mg#% A 139 und + 2 mg/ml NSA

A 139 6 mg% - + - +
NSA 2 mg/ml - - + +
pMole DPN s
- X 10
nach Inkuba- 80 min 2,73 1,67 3,18 2,38 *

tionszeit
von 240 min 1,75 0,2 2,45 1,67 *

mm’ COp/162 mm> Zellen

84 18 82 72
von 210 bis 240 min

* gwei verschiedene Versuche
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Merkwiirdigerweise bewirkten 40 mg % A 139 (also die
6 1/2-fache Konzentration gegeniiber den Versuchen von
Tabelle 28) auch nach 360 min., Inkubation im manometri-
schen Ansatz keine Hemmung der anaeroben Glykolyse, und
auch die DPN-Konzentration war nach 240 min. nur um 50 %
gegeniiber der Kontrolle abgesunken. Diesen Befund zu er-
kléren, war bis jetzt nicht mdglich.

Wir sehen die Therapieresistenz und die relative Un-
empfindlichkeit der Glykolyse des DS-Tumors gegen Athylen-
imin-Verbindungen als ein weiteres Argument fiir unsere
Annahme, da8 der carcinostatische Wirkungsmechanismus
dieser Substanzen in einem Eingriff in die Glykolyse,
bzw. den DPN-Stoffwechsel besteht, an.

Reinoculationsversuche.

Zellen des EHRLICH-M&Zuse-Ascites-~Tumors wurden im
manometrischen Ansatz inkubiert. Anaerobe Glykolyse und
DPN-Konzentration in den Zellen bei Ende der Manometrie
wurden wie oben beschrieben gemessen. Die Hilfte der in-
kubierten Zellen wurde in Krebs-Ringer-Lisung gewaschen
und dann zu gleichen Teilen (je etwa ‘60 nm> Zellen) auf
je vier Mduse wieder iberimpft., Die Ergebnisse dieser
Reinoculationsversuche sind in Tabplle 29 (Seite 53) dar-
gestellt.

2 mg % B 518 ( = Endoxan ASTA ) und 2 mg % Benzo-
chinon-1,4 verhinderten, mit und ohne 2 mg/ml NSA, das
Wiederangehen der reinoculierten Ascites-Zellen nicht.
Glykolyse und DPN-Konzentration waren gegeniiber der Kon-
trolle wenig veréndert, Die Tiere starben nach Gewichta-
zunahme alle.
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Tab. 29

Reinoculationsversuche mit Ascitesgellen nach Inkubation mit
+ A 139 und + NSA

A 139 in mg$ - - 6 6 6 0,6
NSA 2 mg/ml - + - + ) -

Oiyorsee in % -
Glykolyse in _ - _
gegeniiber der - >954

Kontrolle

Mole DPN

o 104 0,87 2,06 | <0,1 0,87 0,69
mm-Ze en

Zahl der
beimpften Tiere 8 3 8 8 4 4

Tiere gestorben alle alle 1 - - -

nach Tagen 20 20 28 - - -

{iberlebende Tiere - - 7 alle alle alle

Beobachtungszeit - - mehr als zwei Monate

Gewichtszunahme
bis zum 20. Tag,
Mittelwerte in % 25% 25% - - - -
des Ausgangs-
gewichtes

*) Diesen vier Tieren wurden Asciteszellen iberimpft, die mit 2 mg/ml
NSA-haltiger Krebs-Ringer-Lisung gewaschen worden waren. Dariiber hin-
aus wurden den Tieren 4 Tage lang tiéglich 100 mg/kg NSA intraperi-
toneal gespritzt.

3. Behandlung von Jensen-Sarkom-tragenden Ratten mit
verschiedenen Carcinostatica, DPN-Bestimmung im Tumor,

Wir verweisen an dieser Stelle ausdriicklich auf die
von HOLZER und KROGER angestellten Untersuchungen am Jen-
sen-Sarkom. Man fand in diesen Versuchen bei Behandlung
der Tumoren einen Abfall der DPN-Konzentration gegeniiber
der Kontrolle, NSA-Gaben verhinderten diesen Abfall und
verschlechterten die Heilungsquote der Behandlung. Diese
Versuche sind in (34) versffentlicht,



- 54 -
DISKUSSION.

Ausgehend von friiheren Beobachtungen (7), in denen
festgestellt worden war, daf die Glykolyse von Tumor-Zel-
len durch Athylenimin-Verbindungen gehemmt wird und der
Grund dafiir in einer markanten Erniedrigung der stationé-
ren DPN-Konzentration zu suchen ist, war es das eigent-
liche Hauptthema dieser Arbeit, den DPN-senkenden Mecha-
nismus der genannten Verbindungen niher zu untersuchen.

Der erste Hauptteil der Arbeit beschéftigte sich
mit der Glykolysehemmung als solcher, Die friihere Beob-
achtung (7), daB die Glykolysehemmung eintritt, ohne daB8
die in Parallelversuchen untersuchte Atmung derartig ein-
greifend gestort ist, wurde bestdtigt. Ferner konnten wir
den generell in Tumor-Zellen die DPN-Konzentration erhshen-
den Effekt des Nikotinsdureamids und die Aufhebung der
Glykolysehemmung durch NSA im Versuch reproduzieren (6, 7).
Dieser Schutzeffekt des NSA ist noch wenige Minuten, bevor
in ParallelgefdBen die Glykolyse gehemmt wird, durch Nach-
kippen von NSA zu zeigen (6).

Einige neue Athylenimin-Verbindungen von WALLENFELS
(25, 27) haben auf die DPN-Konzentration und die Glykoly-
se von Ascites-Zellen im Prinzip die gleiche Wirkung wie
die friiher untersuchten Verbindungen. Die Tatsache der
hoheren Wirksamkeit (27) des vierfach mit Athylenimingrup-
pen substituierten Tetradthylenimino-benzochinon-1,4
{ = QE4 ) unterstiitzt die Anschauung (38), daB die Wirkung
auf den DPN-Stoffwechsel eine Punktion der Athylenimin-
gruppen ist.

Der zweite Hauptteil der Versuche galt der Frage nach
dem Mechanismus der Senkung der DPN-Konzentration in
Tumor-Zellen bei Inkubation mit Athylenimin-Verbindungen.

Die beschriebenen Versuche schlieBen eine direkte
Reaktion des DPN mit BAYER A 139 nicht mit Sicherheit aus.
Diese Reaktion verlduft in vitro jedoch sehr langsam, im
Gegensatz zu der Geschwindigkeit der in Tumor-Zellen ein-
tretenden Abnahme der DPN-Konzentration, sodaB sie fiir
den Wirkungsmechanismus kaum in Frage kommen diirfte.
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Die Bestimmung der Konzentration an reduziertem DFPN
ergab im Gegensatz zu (7) meB8bare Konzentrationen an DPN-H
in der Hohe von 30 % der Gesamt-Diphosphopyridinnucleotide
(DPN + DPN-H) in den Zellen des von uns verwandten Stammes
(-WARBURG) des EHRLICH-Mduse-Ascltes-Carcinoms. Dieser Be-
fund weist daraufhin, daB die DPN-H-Konzentration viel-
leicht von der GDH-Konzentration (BARANOWSKI-Ferment) in
der Tumor-Zelle abhingig sein konnte, denn der von uns
verwandte Stamm WARBURG enthdlt nach (7) GDH im Verhdlt-
nis zu MDH wie 1 ¢t 100, wihrend der Stamm, an dem (7) die
DPN-H-Bestimmungen durchfiihrten, GDH ¢: MDH = 1 : 3
enthielt. Da die DPN-H-Konzentration, wenn auch verhdltnis-
méBig weniger als die DPN-Konzentration, in der Zelle bei
Athyleniminchinon-Behandlung absinkt, schlieB8t diese
Beobachtung zwei weitere mdgliche Ursachen fiir die beob-
achtete Erniedriguhg der stationdren DPN-Konzentration
aus:

1. ein stationédre erhshter Prozentsatz an DPN-H;
2. eine Reaktion des DPN-H mit BAYER A 13G in der Zelle.

An einem Schema sei der Stoffwechsel des DPN, seine
Synthese- und Abbauwege, soweit sie fiir das Verstindnis
unserer Versuche vonnoten sind, aufgezeichnet:

Abb. 12

DPN-Biosynthese

A?? PP
Domsdo DFE.
>< lutamin + ATP
5-P-Ribosyl-1-.
Glutaninsiiure
+ ANP + PP
Ribose-1-P nsnm

P NSA-ridbosid ATP PP

DPE = Diphosphopyridinnucleotid; NS = Nicotinsliure;
NSA = Nicoti dd; MN = M leotid;
P = Orthophosphat; PP = Pyrophosphat.
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Aus dem Schema ist ersichtlich, daB8 unter anderem
ATP und NSA (42) fiir die DPN-Synthese notwendig sind. Die
Fermente NMN-pyrophosphorylase (36), DPN-pyrophosphatase
(35) und DPN-pyrophosphorylase (23) katalysieren die im
Schema charakterisierten Reaktionen. Die DPN-nucleosidase
( = DPN-ase ) spaltet die glykosidische Bindung des Niko-
tinsdureamids mit der Ribose im DPN-Molekill hydrolytisch
und ist durch NSA hemmbar (37, 21 u. 22). '

Die Ergebnisse der Versuche, in denen Glykolyse und
stationéire Konzentrationen von DPN und ATP in Ascites-
tumor-Zellen bei Athylenimin-Behandlung gemessen wurden,
schlieBen ein Absinken der ATP-Konzentration als Ursache
fiir die Erniedrigung der DPN-Konzentration aus. Die Ver-
dnderungen im Stoffwechsel der Tumor-Zelle treten in der
Reihenfolge: 1. Absinken der DPN-Konzentration, 2. Hemmung
der Glykolyse, 3. Abfall der ATP-Konzentration, auf.

Mit NikotinsHureamid in geeigneten Konzentrationen
ist es mdglich, die Aktivitdt der DPN-ase vollstdndig zu
hemmen (37, 22 u. 21). Es lag daher, nachdem die Schutz-
wirkung des NSA gegeniiber der DPN-senkenden Wirkung der
Athylenimin-Verbindungen gefunden war (6, 7), nahe, zu-
néchst die Wirkung von BAYER A 139 auf die DPN-ase in
Extrakten aus Milz, Tumor-Zellen und in der .Tumor-Zelle
zu untersuchen. Eine signifikante Aktivierung der DPN-ase
durch A 139, welche als Ursache fiir die Abnahme der DPN-
Konzentration in Tumor-Zellen anzusprechen mdglich wire,
‘konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Untersuchung weiterer Enzyme des DPN-Stoffwech-
sels ergab, daf sich DPN-pyrophosphorylase ( = KORNBERG-
Enzym ) aus Schweineleber - dieses Ferment ist nur in
sehr geringer Konzentration im Tumor vorhanden - und
DPN- und DPN-H-pyrophosphatase aus Niere und Jensen-Sarkom
der Ratte gegeniiber A 139 Zusétzen im Test als indifferent
erwiesen. Die Aktivitédten der Enzyme wurden fir DPN-Spal-
tung gemessen.

In der vorliegenden Arbeit konnten demnach eine Reihe
von Moglichkeiten fiir den die DPN-Konzentration senkenden
‘Mechanismus von Lthylenimin-Verbindungen ausgeschlossen
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werden. Durch Konzentrierung der Suche auf die wenigen,
noch restlich bestehenden Moglichkeiten gelang es HOLZER,
DUNTZE und FRANK (44) als Angriffspunkt der Athylenimin-
Verbindungen eine Alkylierung von NSA und damit dessen
Fehlen filir den DPN-Stoffwechsel wahrscheinlich zu machen.

Eine dritte Gruppe von Versuchen beschéftigte sich
mit dem Zusammenhang zwischen DPN-senkendem Mechanismus
und Glykolysehemmung einerseits und Heilwirkung der Xthyl-
enimin-Verbindungen andererseits.

Die Untersuchung eines therapieresistenten (DRUCKREY
(32)) Carcino-Sarkoms der Ratte ergab einen gegeniiber an-
deren Tumoren um Stunden verzdgerten Abfall der DPN-Kon-
zentration, und auch die darauf beruhende Glykolysehemmung
trat entsprechend spét auf. Diese Befunde sehen wir in
Parallelitédt mit der Resistenz des Tumors gegeniiber car-
cinostatischer Therapie (33).

In weiteren Versuchen zur Frage des Zusammenhangs
zwischen Glykolysehemmung und Heilwirkung wurden Ascites-
tumor-Zellen nach Manometrie der anaeroben Glykolyse mit
und ohne A 139 und anschliefender DPN-Bestimmung Mzusen
reinoculiert. Die Zellen gingen, wie zu erwarten war,
nach Inkubation ohne A 139, mit und ohne NSA wieder an,
und die Tiere starben an dem sich entwickelnden Tumor.
Mit A 139 inkubierte Zellen, deren Glykolyse gehemmt und
deren stationdre DPN-Konzentration abgesunken war, gingen
nicht an, und die Tiere iiberlebten um Monate. Dagegen
gelang es nicht, mit NSA und A 139 inkubierte Zellen,
deren Glykolyse und DPN-Konzentration unveridndert waren,
wieder zum Angehen zu bringen. Auch weitere intraperito-—
neale NSA-Gaben bewirkten kein Wiederangehen. Ferner
gingen Zellen, die mit 1/10 der sonst iiblichen A 139 Kon-
zentration inkubiert wurden und deren Glykolyse und DPN-
Konzentration noch nicht beeintrédchtigt waren, nicht wie-=
der an. Aus diesen orientierenden Versuchen ergeben sich
folgende Fragen: .

1. Mit welchen Konzentrationen von A 139 und NSA ist es
moglich, den Schutzeffekt des NSA gegen die Wirkung
des A 139 auf die DPN-Konzentration und die Glykolyse
von Ascites-Zellen auch fiir die Wachstum-hemmende
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Wirkung des A 139 zu zeigen, und ist das iiberhaupt '
adglich?

2, Kann man bei niedrigeren A 139 Konzentrationen bei
geniigend langer Menometrie doch ebenfalls eine Gly-
kolysehemmung in vitro feststellen, und liegen die
niedrigsten A 139 Konzentrationen, die die Glykolyse
hemméen, noch iiber den A 139 Konzentrationen, die ein
Wiederangehen der Tumor-Zellen bei Reinoculation
verhindern?

Die Reinoculationsversuche dienten der Abgrenzung der Fra-
ge, wie weit die Parallelitat zwischen unserem Modell -
den in vitro Versuchen mit Ascitestumor-Zellen - und den
Versuchen von HOLZER und KRUGER am Ganztier geht. In die-
sen Versuchen fand man, daB8 Athylenimin-Verbindungen die
DPN-Konzentration im Tumor senken und die Tiere heilen;
NSA hebt diese beiden Wirkungen auf (34).

Zum AbschluB8 sei bemerkt, daB es fiir .alle Versuche
den Wirkungsmechanismus carcinostatischer Verbindungen am
Tier aufzukldren unwichtig ist, ob die untersuchte Sub-
stanz auch am Menschen carcinostatisch wirksam ist; es
kommt nur darayf an, daB8 das Préparat als Therapeuticum
am Tier Tumoren heilen kann. Wenn es gelinge den carcino-
statischen Effekt am Tier in seinem Mechanismus aufzukl&-
ren, 8o bestiinde auch die Moglichkeit durch vergleichende
Betraéhtung,der Verhédltnisse beim Menschen festzustellen,
warum die Chemotherapie maligner Tumoren beim Menschen
‘bis heute noch weitgehend versagt.
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ZUSAMMENFASSUNG.

Verschiedene Athylenimin-Verbindungen senken die DPN-
Konzentration und hemmen die Glykolyse von Ascites-

" tumor-Zellen ohne eine derartig markante Beeinflussung

2'

3.

4.
54

6.

7.

8‘

9.

10.

der Atmung. Bei Hefe-Zellen hatte A 139 keinen spezi-
fischen EinfluB auf die DPN-Konzentration und die Gly-
kolyse.

ﬁikotinséureémid erhoht die DPN-Konzentration in Asci-
testumor-Zellen und hebt die A 139 Wirkungen (DPN-Sen-
kung und Glykolysehemmung) auf.

Eine direkte Reaktion zwischen Nikotinsdureamid und
A 139, die das Lichtabsorptionsspektrum versdndert,
konnte nicht festgestellt werden. '

DPN und A 139 reagieren bei Inkubation entweder sehr
langsam oder gar nicht.

A 139 senkt die DPN-H Konzentration in Tumor-Zellen,
Jedoch weniger als die DPN-Konzentration,

Die Senkung der ATP-Konzentration in Tumor-Zellen
durch A 139 ist eine Folge und nicht die Ursache des
Absinkens. der DPN-Konzentration.

A 139 bewirkt keine markante Aktivierung des Enzyms
DPN-ase.

A 139 hat weiterhin keinen signifikanten EinfluB8 auf
die Enzyme DPN-pyrophosphorylase, sowie DPN- und DPN-H-
pyrophosphatase.

Der Therapieresistenz des DS-Tumors der Ratte gegen
Carcinostatica geht eine Resistenz der DPN-Konzentra-
tion und der Glykolyse der Ascitesform des DS-Tumors
im in vitro Versuch gegen A 139 parallel.

Mit A 139 inkubierte Ascitestumor-Zellen gehen bei
Reinoculation im Gegensatz zur Kontrolle nicht wieder
ane
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