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VERSUCHE ZUM BIOCHEMISCHEN WIRKUNGSMECHANISMUS VON 

CARCINOSTATISCH WIRKSAMEN ÄTHYLENIMINVERBINDUNGEN *) 

EINLEITUNG. 

Der Abbau der Kohlenhydrate i s t die Hauptquelle 

für den Energiebedarf der Z e l l e . Darüber hinaus l i e f e r t 

der Kohlenhydratabbau Bausteine für den Aufbau neuer 

z e l l e i g e n e r Substanzen beim Wachstum der Z e l l e . Man un­

t e r s c h e i d e t den oxydativen Kohlenhydratabbau, d i e soge­

nannte Atmung, von der ohne B e t e i l i g u n g von Oxydations­

prozessen verlaufenden G l y k o l y s e , deren Endprodukt M i l c h ­

säure i s t . 

1923 z e i g t e 0.WARBURG, daß das Wachstum, und zwar 
insbesondere das maligne Wachstum, durch eine hohe aerobe 

Glykolyserate gekennzeichnet i s t , während Normalgewebe 

b e i Anwesenheit von Sau e r s t o f f Kohlenhydrate f a s t aus­

schließlich zu Kohlendioxyd und Wasser abbauen ( 1 ) . Nach 

0.WARBURG ( 4 ) i s t der Zusammenhang zwischen Wachstum und 

aerober Glykolyse d e r a r t i g eng, daß "eine Tumorzelle 

keine Tumorzelle mehr w ä r e , wenn man s i e i h r e r aeroben 

Glykolyse berauben könnte". Diese Hypothese von 0.WAR­
BURG konnte i n Versuchen m i t Monojodessigsäure e x p e r i ­

m e n t e l l unterbaut werden ( 2 , 3 ) . Man weiß aus diesen Ver­
suchen, daß Jodessigsäure d i e aerobe und anaerobe Glyko­

l y s e von EHRLICH-Mäuse-Ascites-Carcinomzellen hemmt, und 

daß p a r a l l e l zu d i e s e r Glykolysehemmung auch eine Hem­

mung der Vermehrung und des Wachstums der Mäuse-Ascites-

Tumorzellen zu beobachten i s t ( 3 ) . Man hätte annehmen 

*) Über einen T e i l der vorliegenden Versuche wurde von 
P.SCRI^A beim I V . I n t e r n a t i o n a l e n Biochemie Kongreß i n 
Wien am 2.September 1959 u n t e r dem Thema: "Wirkungs­
mechanismus c a r c i n o s t a t i s c h e r Äthyleniminverbindungen 
und N-Lost-Verbindungen" (33) und vor der ^ e d i z i n i - . 
sehen G e s e l l s c h a f t F r e i b u r g im Breisgau am 27.1.1959 
u n t e r dem Thema: "Hemmung der Glykolyse von A s c i t e s -
Tumorzellen durch Äthyleniminverbindungen" (45) vorge­
t r a g e n . 
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k ö n n e n , daß eine d e r a r t i g e Hemmung des Wachstums durch 

Glykolysehemmung auch zu t h e r a p e u t i s c h e n Zwecken aus­

nützbar s e i ; Monojodessigsäure hat s i c h jedoch schon 

b e i Vereuchen von LUNDSGAARD (5) a l s d e r a r t a l l g e m e i n ­

t o x i s c h e Sub8tanz erwiesen, daß keine s p e z i f i s c h e n Wir­

kungen auf Tumoren e r z i e l t werden können. 

Nach diesen Befunden l a g d i e Idee nahe, zu prüfen, 

ob es n i c h t andere Substanzen g ä b e , d i e durch Glykolyee­

hemmung eine s e l e k t i v e Beeinflussung des Tumorwachstums 

ermöglichen. Pur diese Versuche boten s i c h insbesondere 

Äthyleniminverbindungen an, deren c a r c i n o s t a t i s c h e Wirk­

samkeit e m p i r i s c h f e s t g e s t e l l t worden war. Von diesen 

Substanzen konnte i n Versuchen von ROITT (6) und von 

HOLZER und M i t a r b e i t e r n (7,38) g e z e i g t werden, daß s i e 

ebenso wie Jodessigsäure weitgehend s p e z i f i s c h d i e Gly­

k o l y s e von Ascites-Tumorzellen hemmen. Die Versuche der 

beiden A r b e i t s k r e i s e z e i g t e n , daß d i e Glykolysehemmung 

durch Äthyleniminverbindungen auf Grund e i n e r Senkung 

der DPN-Konzentration i n den Tumorzellen zustandekommt» 

I n dLer v o r l i e g e n d e n A r b e i t w i r d erstens g e p r ü f t , 

ob verschiedene neu e n t w i c k e l t e , c a r c i n o s t a t i s c h w i r k ­

same Äthyleniminverbindungen (39»40) e b e n f a l l e eine 

s p e z i f i s c h e Glykolysehemmung bewirken und ob der Mecha­

nismus d i e s e r Glykolysehemmung g l e i c h f a l l s auf eine 

Senkung der stationären DPN-Konzentration zurückzuführen 

s e i . Weiter w i r d d i e Frage nach dem d e t a i l l i e r t e n An-

g r i f f e p u n k t d i e s e r Verbindungen i n den DFN-StoffWechsel 

s t u d i e r t und schließlich beschäftigen s i c h e i n i g e Ver­

suche m i t der Frage nach dem Zusammenhang zwischen der 

d i e DPN-Konzentration senkenden, und damit d i e Glykolyse 

hemmenden, Wirkung der Äthyleniminverbindungen e i n e r ­

s e i t s und der h e i l e n d e n Wirkung d i e s e r Verbindungen 

a n d e r e r s e i t s . 
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LISTE DER ABKÜRZUNGEN. 

ADH 3 Alkoholdehydrogenase 

ATP Adenosintriphosphat 

DPN Dip h o s p h o p y r i d i n n u c l e o t i d 

DPN-ase s Diphosphopyridinnucleosidase 

DPN-H = r e d u z i e r t e s DPN 

DS-Tumor siehe: Tumorzellen im K a p i t e l Methoden 

GAPDH Glycerinaldehydphosphatdehydrogenaee 

GDH a-Glycerophosphatdehydrogenase 

Gl-6-ph = Glucose-6-phosphat 
MDH Milchsäuredehydrogenase 

NE2 = Di-äthylenimino-naphthochinon-1 ,4 
NMN Nikotinsäureamidmononucleotid 

NSA Nikotinsäureamid 

PGK 3- Phosphoglyceratkinase 

3-PGS =· 3-Phosphoglycerinsäure 
PP 3 Pyrophosphat 

QE
4 

= Tetra-äthylenimino-benzochinon -1 ,4 
TCE = Trichloressigsäure 

TEM Tri-äthylenimin-melamin 

TPD Triosephosphatdehydrogenase = GAPDH 

Τ PN Tr i p h o s p h o p y r i d i n n u c l e o t i d 

TRAP Triäthanolaminpuffer 

TRIS = Trishydroxymethylaminomethanpuffer 

Δ Ε 3 E x t i n k t i o n s d i f f e r e n z 
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PRÄPARATS. 

1. Von der Firma BAYER-Leverkusen wurden uns f r e u n d l i ­

cherweise d i e Substanzen S 39 (2,5-Di-n-propoxy-3,6-

bisäthylenimino-benzochinon-1,4) und A 139 (2,5-Di-meth-

oxy-äthoxy-3,6-bi8äthylenimino-benzoohinon-1,4) zur Ver­

fügung g e s t e l l t * Wir möchten auoh an d i e s e r S t e l l e der 

Firma und insbesondere den Herren Professor Dr.G.DOMAGI 

und Dr.W.GAUSS für d i e Überlassung der Präparate danken* 

Abb. 1 

CHj CHj 0 

- 0 - C » V C H ) 

^ ι "
0 C H 2 C H i 

0 C H 3 

2,5 -Be-o-propoxy-a.e-in-äthyUnimino- faenro-
chinon-a^) * BAYER Ε 39 

2 , 5 - B ie -methoxyöthoxy-3 ,6 - b i « - t t thyUnimino-
b»nzochinon- (1 ,4 ) = B A Y E R A 1 3 9 

2. Von den ASTA-Werken e r h i e l t e n w i r das Präparat 

Β 518 (N.N-Bis-(ß-chloräthyl)-N',0-propylenphosphoreäure-

e s t e r - d i a m i d ) . 

Abb. 2 

^ , C H 2 · H N ^ JX\
2
 - CH2Cl 

CH 2 0 - P -

C H 2 — σ N : ^ - CH2Cl 

N#N-Bis- (ß-chloräthyl ) - N ' , 0 - propylenphoephoreäure-

esteediamid * Β 51 β 

3. Glucoee-6-phosphat. 

G-6-ph-Ba-salz der Fa·BOEHRINGER wurde m i t verdünnter HCl 

ge l ö s t , m i t gee. Na
2
S0^ wurde das Ba a l s BaSO^ ausgefällt 

und a b z e n t r i f u g i e r t . Der Überstand wurde m i t NaOH n e u t r a ­

l i s i e r t . 
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4. Triosephosphat wurde nach der von MEYERHOP angege­

benen Methode (8) m i t Aldolase aus Fructosediphosphat 

b e r e i t e t . 

5. 3-Phosphoglycerinsäure. 

3-PGS-Ba-salz, k r i s t . der Fa.BOEHRINGER wurde i n 2n HCl 

gel ö s t , Ba a l s BaSO^ ausgefällt und a b z e n t r i f u g i e r t , der 

Überstand m i t 2n NaOK ad pH 7,4 n e u t r a l i s i e r t . 

6. DPN-H. 

DPN der Pa.BOEHRINGER wurde m i t N a t r i u m d i t h i o n i t nach (9) 

h y d r i e r t . 

7. DPN etwa 80 # " r e i n s t " . 

8. ADH K r i s t a l l s u s p e n s i o n i n Ammonsulfat-Lösung, 

30 mg/ml P r o t e i n , 1i5 verdünnt. 

9 · GDH K r i s t a l l s u s p e n s i o n i n Ammonsulfat-Lösung, 

5 mg/ml P r o t e i n . 

10. GAPDH K r i s t a l l s u s p e n s i o n i n Ammonsulf at-Lösung, 

10 mg/ml P r o t e i n . 

1 1 . PGK K r i s t a l l S u s p e n s i o n i n Ammonsulfat-Lösung, 

2 mg/ml P r o t e i n . 

Die Präparate 7-11 wurden von der Firma BOEHRINGER 

bezogen. 
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METHODEN. 

I . Tumorzellen. 

Der größte T e i l der i n v i t r o Versuche wurde an einem 

Stamm des EHRLICHschen Mäuse-Ascites-Carcinoms durchge­

f ü h r t , den uns f r e u n d l i c h e r w e i s e Herr Professor 0.WARBURG 

überlassen hat und der an anderer S t e l l e beschrieben i s t 

( 7 ) . Darüber hinaus verwandten w i r e i n YOSHIDA-Sarkom und 

e i n durch Dimethyl-amino-stilben-Fütterung hervorgerufenes 

Carcino-Sarkom der R a t t e , dessen C h a r a k t e r i s i e r u n g unten 

f o l g t ( 1 0 ) . Die l e t z t g e n a n n t e n Tumoren s t e l l t e uns fr e u n d ­

l i c h e r w e i s e Herr Professor DRUCKREY zur Verfügung. 

Die T i e r e wurden durch Genickschlag getötet, der 

A s c i t e s wurde nach Präparation der muskulären Bauchdecke 

p u n k t i e r t und d i e Z e l l e n wurden 5 min. b e i 1 2 0 0 g ( P i x e t t e ) 

s e d i m e n t i e r t . Dann wurden d i e Z e l l e n i n Krebs-Ringer-Puf­

fer-Lösung gewaschen und schließlich s u s p e n d i e r t . Die Be­

stimmung des Z e l l g e h a l t e s e r f o l g t e im Eiweißrelationröhr-

chen nach KAFKA. 

Wenn der A s c i t e s b l u t h a l t i g war, wurden nach e i n e r 

V a r i a n t e der von ROITT ( 6 ) angegebenen Methode d i e E r y t h r o ­

z y t e n herausgewaschen. Man z e n t r i f u g i e r t , u.U. mehrfach, 

d i e i n Krebs-Ringer-Puffer-Lösung suspendierten Z e l l e n 

kurz (etwa 2 0 sek.) b e i 1 2 0 0 g ( F i x e t t e 3 0 0 0 Touren) und 

saugt d i e dann im Überstand b e f i n d l i c h e n E r y t h r o z y t e n ab. 

Die mikroskopische Untersuchung (Peroxydase-, GIEMSA-

gegenfärbung und Färbung nach PAPPENHEIM) und Auszählung 

von A u s s t r i c h e n von b l u t i g e m A s c i t e s , g e r e i n i g t e m A s c i t e s 

und Mäuseblut ergab, daß der so gewaschene A s c i t e s prak­

t i s c h f r e i von fremden Z e l l e n i s t . 

Tab. 1 

ASC3 

b l u t i g 

:TES 

gewaschen 

BLUT + ASCITES 

Tumorzellen 1 0 0 1 0 0 ++ 
E r y t h r o z y t e n 1 2 1 < 1 ++ 

Leukozyten keine keine + 
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I I . Manometrie. 

Die übliche Technik der Manometrie m i t der WARBURG-

Apparatur wurde angewandt (7)· 

Die Bedingungen für d i e Messung der anaeroben Glyko­

l y s e waren folgende: 

Die Z e l l e n wurden i n Krebs-Ringer-Bicarbonat-Lösung, 

di e durch CC^-Begasung auf e i n pH von 6,0 e i n g e s t e l l t war 

( 7 ) , i n k u b i e r t , d ie Glucose-Konzentration war 0,025 m, 
•5 

d i e Z e l l k o n z e n t r a t i o n war 30-50 mm Z e l l e n pro ml Ansatz, 

d i e Temperatur 37° C; um die Glykolyse zu s t a r t e n , wurden 

d i e Z e l l e n oder die Glucose aus der Birne des WARBURG-

Gefäßes i n den Hauptraum g e k i p p t . 

Bei der Manometrie der Atmung v/urden d i e Z e l l e n i n 

Krebs-Ringer-Phosphat-Lösung pH 6,0 su s p e n d i e r t , Glucose-

und Z e l l k o n z e n t r a t i o n e n wie oben. Im Einsa t z des Gefäßes 

befanden s i c h 0,15 ml 2n NaOH, um das g e b i l d e t e CO2 zu 
binden. Im Gasräum war L u f t , 

I I I . DPN-BeStimmung und dazugehörige Vorversuche. 

Die DPN-BeStimmung e r f o l g t e 

Dabei wurde b e i 366 πιμ im Photometer-Eppendorf die 

Extinktionszunähme b e i Reduktion des DPN m i t A l k o h o l und 

Alkohol-dehydrogenase, i n Anwesenheit von Semicarbazid-

HC1, gemessen. P u f f e r war i n der Mehrzahl der Versuche e i n 

Glykokoll-Na P u f f e r pH 9,0 (nach der V o r s c h r i f t im D'ANS-

LAX: (11) h e r g e s t e l l t ) , oder s e l t e n e r auch TRAP pH 7,5. 

Die Berechnung der umgesetzten Mole DPN e r f o l g t e m i t H i l f e 

des von BÜCHER angegebenen E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t e n ( 1 2 ) . 

Die Alkohol-dehydrogenase wurde, s o f e r n n i c h t ADH 

von der Firma BOEHRINGER verwandt wurde, aus ge t r o c k n e t e r 

Bäckerhefe nach e i n e r M o d i f i k a t i o n (41) der von RACKER (13) 

angegebenen Methode k r i s t a l l i s i e r t . 

Der Aufschluß der Z e l l e n für d i e DPN-BeStimmung e r ­

f o l g t e m i t Trichloressigsäure (TCE) i n etwa 10 % Endkonzen­

t r a t i o n . Nach Sedimentierung durch 10 min. Z e n t r i f u g i e r e n 
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b e i 1200 g wurde eine d e f i n i e r t e Menge des k l a r e n Über­

standes i n der Cuvette i n Anwesenheit von P u f f e r m i t 2n 

NaOH auf das pH des v o r l i e g e n d e n P u f f e r s gebracht. Dann 

f o l g t e d i e DPN-BeStimmung wie oben beschrieben» 

Die vergleichende Bestimmung der DPN-Konzentration 

i n A s c i t e s z e l l e n nach Aufschluß d i e s e r durch TCE und 

durch HCIO^ (7) ergab d i e i n der Tabelle 2 niedergelegten 

Werte für DPN. 

Tab. 2 

Aufschluß der 
Z e l l e n durch: TCE HCIO^ 

Endkonzentration: ~ 8 , 5 # 

uMole DPN
 A 

^ χ 1 0 4 

mnPZellen 
3,6 3,2 

Homogenisieren der Z e l l e n m i t TCE oder HCIO^ h a t t e 

keinen Einfluß a u f dieses Ergebnis.-

Die HClO^-sauren E x t r a k t e wurden m i t KOH n e u t r a l i ­

s i e r t , nach 30 min. Stehen im Eisbad wurde das ausgefal­

lene KCIO^ a b z e n t r i f u g i e r t und dann DPN wie oben beschrie­

ben bestimmt. 

Trichloressigsäure hemmt, nach N e u t r a l i s a t i o n m i t 

2n NaOH i n der C u v e t t e , d i e Aktivität der ADH. Unter den 

oben beschriebenen Bedingungen i s t d i e DPN-Be Stimmung j e ­

doch nach weniger a l s 10 min. q u a n t i t a t i v abgelaufen» 

DPN i s t i n TCE-saurer Lösung nach 80 s t d . Stehen im 

Kühlraum (1-5 C) noch nahezu q u a n t i t a t i v nachzuweisen. 

Tab. 3 

1 0 0 f DPN nach Oh Oh 80h 80h 

TCE 5 * +++ +++ 
Δ Ε

3 6 6
 χ 10* 151 151 138 146 

I V = 3 m l , d = 1 

Die Anwesenheit von A 139 I n höheren Konzentrationen 
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e r l a u b t eine DPN-BeStimmung im TCE-sauren E x t r a k t n i c h t , 

da TCE eine Veränderung des Absorptionsspektrums von 

A 139 b e w i r k t , d e r a r t , daß eine Absorptionsbande m i t dem 

Maximum b e i 358 ιημ e n t s t e h t , a l s o i n dem S p e k t r a l b e r e i o h 

wo d i e A b s o r p t i o n von DPN-H gemessen w i r d (366 ιημ). 

Um diese Verhältnisse näher zu s t u d i e r e n , wurden 

d i e Absorptionsspektren von A 139 u n t e r folgenden Be­

dingungen aufgenommen« 

1 . Zu A 139 wurde TCE gegeben und die saure Lösung dann, 

wie b e i der DPN-BeStimmung im TCE-sauren E x t r a k t , i n 

der Cuvette m i t 2n NaOH auf das pH des vorliegenden 
P u f f e r s gebracht. 

2. A 139 wurde zu i n der Cuvette n e u t r a l i s i e r t e r T r i -

chloreseigsäure nachträglich hinzugegeben. 

3. A 139 wurde e i n f a c h i n P u f f e r gelöst. 

Der P u f f e r war m/10 Glykokqll-Na P u f f e r pH 9 , 0 , 
ZV war 2 ,0 m l , d i e Absorptionsspektren wurden im Beckman 
DK 2 Spektrophotometer aufgenommen. Die Messungen e r f o l g ­

t e n i n Quarzcuvetten gegen Cuvetten m i t Puffer-Lösung. 

I n Tabelle 4 und i n Abbildung 3 s i n d d i e Ergebnisse 

des eben beschriebenen Versuches zusammengefaßt. 

Tab. 4 

im Ansatz s i n d e n t h a l t e n : 

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 I I I I I 

* A 139 wurde nach N e u t r a l i s a t i o n der TCE h i n ­

zugegeben. 
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Abb, 3 

310 330 340 350 3 g 3 8 0 *°° 4 5 0 

nm * 

Wirkung von TCE auf dos Absorptionsspektrum von A 139 

Die Abbildung z e i g t : 

1 . TCE erhöht d i e A b s o r p t i o n von A 139 b e i 366 πιμ um 

etwa 700 $>\ w i r haben m i t E r f o l g v e r s u c h t , darauf eine 

Bestimmungsmethode für A 139 aufzubauen. 

2. Die Bestimmung von DPN i n Anwesenheit von A 139 i s t 

im TCE-sauren E x t r a k t nahezu maximal ungünstig, w e i l zu 

hohe Ausgangsabsorptionen e r h a l t e n werden ( s . o . ) . 

Diese Absorptionsänderungen des A 139 b e i 366 ιημ 

s i n d wohl n i c h t a l s s p e z i f i s c h e r TCE-Effekt aufzufassen. 

So erhöht auch Semicarbazid-HCl, wenn es A 139 h a l t i g e n 

Puffer-Lösungen zugesetzt w i r d , dessen A b s o r p t i o n . 
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Dagegen war d i e DPN-BeStimmung i n Anwesenheit von 

A 139 i n 0,1*111 TRAP-Puffer pH 7 ,4 im enzymatisch-opti-

schen Test m i t ADH und A l k o h o l q u a n t i t a t i v r i c h t i g mög­

l i c h . Die A 139 Konzentration i n der Cuvette betrug 

6 mg i»\ um d i e Zunahme der E x t i n k t i o n b e i 366 πιμ von der 

g l e i c h e n Ausgangsextinktion aus zu messen, wurden Korrek-

t i o n s c u v e t t e n m i t der g l e i c h e n A 139 K o n z e n t r a t i o n v o r d i e 

K o n t r o l i c u v e t t e n g e s e t z t . 

Nach 2 s t d . I n k u b a t i o n von DPN und 6 mg # A 139 i n 

£ V = 3 ml b e i Zimmertemperatur betrugen die für 0,04 ml 

DPN (2 mg/ml) = 80γDPN gemessenen M i t t e l w e r t e der Ex-

tionszunahme nach S t a r t m i t ADH 0 ,121 ohne A 139 und 

0 ,113 m i t A 139. 
Die Möglichkeit, DPN enzymatisch i n Anwesenheit von 

A 139 zu bestimmen, wurde e r s t spät gefunden. Bei den v o r ­

her durchgeführten Versuchen wurde d i e f l u o r i m e t r i s c h e Be­

stimmung smethode (s.u.) benützt. 

Die DPN-BeStimmung e r f o l g t e 

.Das Absorptionsspektrum des DPN-Cyanid Komplexes wur­

de im Recording-Spektrophotometer (Beckman DK 2) aufge­

nommen. Das Absorptionsmaximum l i e g t b e i 325 πιμ, d i e Mes­

sung i s t günstig b e i 334 ιημ im Photometer Eppendorf durch­

zuführen- Ansatz für d i e Aufnahme der Absorptionsspektren 

i n Tabelle 5: 

Tab. 5 

0,1' m phos. pH 7 ,2 0,3 0,3 

10 mg/ml DPN 0,04 -
H

2
0 0,26 0,3 

KCN 1 m 2,4 2,4 

Der m i l l i m o l a r e E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t i s t b e i 325 ιημ 

6,3 , für 334 πιμ berechneten w i r Ihn zu 5,6 ( 1 4 ) . 
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Eine Bichkurve wurde für diese Methode a u f g e s t e l l t 

und zeigte eine gute Proportionalität zwisohen eingesetz­

t e r DPN-Menge und E x t i n k t i o n b e i 334 ιημ. 

Die vergleichende Bestimmung von 100^DPN i n • 3 ml 

ergab e i n für 0,137 nach der Cyanidmethode und 

ΔΕ
3 6 6
 für 0,138 DPN nach der enzymatisch-optischen 

Methode« 

I n Gegenwart von höheren Konzentrationen von A 139 

i s t d i e DPN-BeStimmung m i t der Cyanidmethode n i c h t möglich* 

da Cyanid eine Abnahme der Ab s o r p t i o n des A 139 bei 334 πιμ 

bewirkt.. 

Die DPN-BeStimmung e r f o l g t e 

3.. Ε*ί_έ2Ε_Ι2*^^ΐ!Μ5ι.^ί^0^ 

gg^i^Q^ggjgjggfeen^Methode. 

K o n z e n t r i e r t e s A l k a l i b i l d e t m i t DPN, n i c h t aber m i t 

DPN-H eine Fluorescenz-gebende Verbindung; diese t r i t t n ur 

b e i i n t a k t e r , n i c h t r e d u z i e r t e r NSA-Ribose Bindung a u f , so 

f l u o r e s c i e r t z.B. auch Nikotinsäureamidmononucleotid auf 

A l k a l i - Z u s a t z h i n im UV-Licht. DPN-H und der DPN-CN Kom­

pl e x f l u o r e s c i e r e n s e l b s t , aber nur 1/10 bzw. 1/40 der 

Intensität der DPN-Alkali-Pluorescenz w i r d e r r e i c h t ( 1 5 ) . 

Pur d i e Messung der Pluorescenz w i r d d i e DPN-haltige 

Probe, abweichend von der i n (15) beschriebenen Methode,, 

m i t dem siebenfachen Volumen 5n NaOH im Wasserbad 30 min» 

b e i 9 0° C und dann nach w e i t e r e n 10 min. b e i 2 5° C i n k u ­

b i e r t - Darauf w i r d i n geeichten Cuvetten gemessen. 

Die Pluorescenz w i r d , a l s EmissionsStrahlung, i n 

^-Durchlässigkeit m i t H i l f e des Zusatzgerätes für F l u o r -

escenzmessung zum Photometer-Eppendorf gemessen. Der 

Pluorescenzstandard Nr. 4587 dieses Gerätes i s t g l e i o h 

100 # Durchlässigkeit. Die fluorescenzanregende S t r a h l u n g 

w i r d von einem P i l t e r m i t der Durchlässigkeit von 300 b i s 

400 πιμ g e l i e f e r t . Dabei i s t zu beachten, daß u l t r a v i o l e t ­

t e s L i c h t den Pluorescenz-gebenden DPN-Alkali Komplex 

(nach(15)) i n 20 min. vollständig zerstört, so daß die 

Proben nur j e w e i l s sehr kurz i n den Strahlengang gebracht 

werden dürfen. 
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Die Intensität der Pluorescenz eines f l u o r e s c i e r e n d e n 

S t o f f e s nimmt b e i steigender K o n z e n t r a t i o n d i e s e r Substanz 

r e l a t i v zu i h r e r K o n z e n t r a t i o n l a u f e n d ab* ( K o n z e n t r a t i o n s ­

löschung s.a. ( 1 7 ) ) . W i l l man daher Konzentrationsbestim­

mungen m i t H i l f e der Pluorescenz durchführen, so muß man 

eine Eichkurve haben. 

Abb. 4 

10 20 50 100 200 

DPN in r P r o 0.5 ml Probe (• 3,5 ml 5n NaOH) 
Blindwert »1,7 

Eichkurve für F luor imetr ische DPN - Bestimmungen 
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Wenn d i e Intensität der Fluoresoenz größer a l s die 

des Pluoresoenzstandard · 100 # Durchlässigkeit i s t , so 

muß für d i e Messung d i e Stufenschaltung des Photometer-

Eppendorf benützt werden. Diese i s t jedoch an die l o g a r i t h ­

mische Punktion der E x t i n k t i o n s s k a l a gekoppelt« Man muß 

a l s o von der E x t i n k t i o n ( e i n e Stufe i s t g l e i c h 0,25 « 
l o g γο) auf $> Durchlässigkeit umrechnen« 

Die LAMBERT-BEERsche Gleichung l a u t e t ( 1 7 ) . 
I 

Ε = l o g γ
2

 w o r i n I
Q
 = 100 (nämlich $> Durchläs­

s i g k e i t ) und I β D (Durchlässigkeit der P r o b e ) i s t . 

Dann i s t 

1ψ = 1 0 E und D = 10
 2

"
E

 ( G l e i c h g . 1) 

Man l i e s t j e t z t m i t H i l f e der St u f e n s c h a l t u n g (Sub­

t r a k t i o n von 0,25) den negat i v e n Ε *• Wert ab und s e t z t 

diesen i n G l e i c h g . 1. e i n und s i e h t den Numerus von 2-E 
nach» 

Die Substanzen BAYER A 139 und Ε 39 geben k e i n e 
Pluorescenz m i t 5n NaOH, so daß eine DPN-BeStimmung i n 
i h r e r Anwesenheit g u t möglich i s t . 

I V . TPN-Bestimmung.. 

Die Bestimmung e r f o l g t e im optisc h e n Test nach WAR­

BURG m i t 0 ,7.x 10""' m Glucose-6-phosphat und Zwischenfer­

ment, welches w i r nach e i n e r von A. KORNBERG (18) angege­

benen Methode präparierten. Ausgangspunkt für d i e A n r e i ­

cherung war getrocknete B i e r h e f e , Ausbeute 22 # und An­

rei c h e r u n g 5 , 4 - f a c h . Diese Angaben g e l t e n ohne den l e t z ­

t e n S c h r i t t der V o r s c h r i f t ( A c e t a t pH 4 , 5 F ä l l u n g ) . 

MgSO^ war i n 0,0033 m K o n z e n t r a t i o n vorhanden. 

Die A s c i t e s z e l l e n wurden, wie oben b e s c h r i e b e n , m i t 

HClO^ oder TCE aufgeschlossen, der P u f f e r i n dem Test war 

0 , 1 m TRAP-Puffer pH 7 , 5 . M i t eingesetztem Τ PN l i e f der 

Test auch i n Gegenwart von n e u t r a l i s i e r t e r TCE. (366 ιημ). 
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V. Bestimmung von DPN-H« 

Die Bestimmung von DPN-H e r f o l g t e im optischen Test 

m i t 0,001 m Triosephosphat und GDH der Firma BOEHRINGER 

( v g l . auch ( 1 9 ) ) . 
DPN-H w i r d i n heißer 1n NaOH aufgenommen und m i t 1 m 

KHgPO^
 a u f

 P
H

 n e u t r a l i s i e r t . DPN-H wurde im Vorversuch 

e i n g e s e t z t und wurde q u a n t i t a t i v und p r o p o r t i o n a l der e i n ­

g e s e t z t e n Menge wieder gefunden. 

Für d i e DPN-H Bestimmung i n A s c i t e s z e l l e n (19) wur­
den d i e Z e l l e n i n heißer 1n NaOH im POTTER-ELVEJHEM homo­

g e n i s i e r t , das Homogenat wurde b e i 1200 g z e n t r i f u g i e r t 

und wie oben m i t 1 m KR^PO^ . n e u t r a l i s i e r t . Nach 15 min. 

Z e n t r i f u g i e r e n a u f der U l t r a z e n t r i f u g e b e i 30 000 Touren 

s 60 000 g w i r d am k l a r e n überstand wie oben m i t T r i o s e -

phosphat und 0,06 ml GDH (BOEHRINGER) 1:3 verdünnt i n 

iV = 8 ml m i t d « 4 cm-Cuvetten DPN-H bestimmt. Gemessen 

w i r d d i e Extinktionsabnahme b e i 366 πιμ. 

V I . Bestimmung von ATP. 

Die ATP-BeStimmung e r f o l g t e im zusammengesetzten 

op t i s c h e n T est. Diese Bestimmung i s t genau i n (20) be­

schrieben» 

Lösungen für d i e ATP-Be S t i m m u n g : 

1. Reaktionsgemisch nach P.GLOGNER 

Dar i n s i n d 0,1 m TRAP pH 7,4, 0,005 m 
MgSO^, 0,0034 m Cystein-HCl.1 H

2
0, 

0,006 m 3-PGS a l s Na-salz, m i t NaOH 

n e u t r a l i s i e r t . 

2. DPN-H wurde chemisch r e d u z i e r t ( 2 0 ) . 

3. Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase (TPD) 

und Phoephoglycerinsäurekinase (PGK) wurden 

a l e K r i s t a l l s u s p e n s i o n e n von der Firma 

BOEHRINGER bezogen. 

Ansatz für den ATP-Test (Vorversuch): 

2,0 ml RG (Reaktionsgemisch 1 ) , 0,07 ml DPN-H (etwa 10 mg/ 
m l ) , 0,01 GAPDH, 0,01 PGK, ad 3 ml H

2
0. 366 πιμ, SV = 3 m l , 

d = 1 cm« 
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Tab. 6 

Über d i e Bestimmung von ei n g e s e t z t e n ATP-Mengen 

etwa ATP PABST 0,01 ml 0,02 ml 

Δ Ε 3 6 6 X 103 121 247 

μΜ ATP e i n g e s e t z t : 0,1 0,2 

μΜ ATP wiedergefunden: 0,11 0,224 

Bei d i e s e r Bestimmung fanden w i r a l s o etwas mehr ATP wie­

d e r , a l s vorher v e r m e i n t l i c h e i n g e s e t z t worden war. 

Die ATP-BeStimmung i n A s c i t e s z e l l e n e r f o l g t e nach 

Aufschluß der Z e l l e n m i t TCE, wie oben für d i e DPN-Be-

Stimmung beschrieben, und N e u t r a l i s a t i o n des k l a r e n 

Überstandes i n der Cuvette. 

V I I . Enzymextrakt aus A s c i t e s z e l l e n . 

Die Z e l l e n wurden 10 min. b e i 1200 g a b z e n t r i f u g i e r t 

und das Sediment wurde i n etwa zehnfachem Volumen k a l t e n 

Aqua b i d e s t . s u s p e n d i e r t , d r e i m a l i n dem Colora-Thermo-

s t a t e n (-15° C) g e f r o r e n und d r e i m a l b e i 3 7° C im Wasser­

bad g e t a u t ( 7 ) . 

V I I I . Bestimmung der DPN-ase-Aktivität. 

Der eben beschriebene Enzymextrakt wurde ohne jede 

w e i t e r e Sedimentierung b e n u t z t , da d i e DPN-ase-Aktivität 

strukturgebunden i s t ( K R Ö G E R ) . 

Ansatz für d i e Bestimmung der DPN-ase-Aktivität: 

2 0 0 ^ DPN i n 0,3 ml 0,1 m Phosphat-Puffer, pH 6,0 oder 

7,2, 0,3 ml "DPN-ase"-Extrakt nach ( V I I ) , I n k u b a t i o n b e i 

3 7° C m i t Zentrifugenglasschütteleinsatz für d i e WARBURG 

sehe Apparatur. Stop der Reaktion nach 10 min. m i t 0,4 ml. 

12,5 $ TCE. 
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Es wurden d i e im folgenden beschriebenen Vorunter­

suchungen zum DPN-ase-Test a n g e s t e l l t : 

Die Proportionalität von DPN-Abbau und e i n g e s e t z t e r 

Enzymmenge wurde u n t e r s u c h t . Ansatz wie oben, t = 30 min. , 

N e u t r a l i s a t i o n der TCE-sauren Probe m i t NaOH, dazu 5 Vo­

lumen 1 m KCN. 

Tab. 7 

e i n g e s e t z t e Enzymmenge 0,1 0,2 0,3 

DPN-Abbau gegen K o n t r o l l e 

i n ΔΕ
 x 1 0 92 148 245 

Die DPN-Bestimmung e r f o l g t e b e i diesem Versuch m i t der 

oben beschriebenen Cyanidmethode. 

Auch b e i DPN-Bestimmung m i t der P l u o r i m e t r i e des 

Alkali-DPN Komplexes - (Methode wie oben) - fanden w i r 

Proportionalität von DPN-Abbau und e i n g e s e t z t e r Enzym­

menge ( V I I ) . 

Durch Nikotinsäureamid, i n 0,06 m K o n z e n t r a t i o n , wur­

de d i e DPN-spaltende Aktivität des Enzymextraktes v o l l ­

ständig gehemmt ( 2 1 ) . Wir nennen a l s o m i t einigem Recht 

den Enzymextrakt ( V I I ) "DPN-ase"-Extrakt. 

Um den Einfluß des pH auf d i e DPN-ase-Aktivität zu 

prüfen, wurde diese b e i pH 6,0 und 7,0 v e r g l e i c h e n d gemes­

sen ( 2 2 ) . 

Tab. 8 

(Ansatz wie oben) 

0,1 m 3 

pH 6,0 

>hosphat 

pH 7,2 

A 139 *) 

6 mg ^ 

DPN-ase-Aktivität a l s 
DPN-Abbau gegen K o n t r o l l e 
( P l u o r e s c e n z S t a n d a r d 
4587 = 100 # Durchlässig­

k e i t ) 

32,8 33,6 -DPN-ase-Aktivität a l s 
DPN-Abbau gegen K o n t r o l l e 
( P l u o r e s c e n z S t a n d a r d 
4587 = 100 # Durchlässig­

k e i t ) 27,9 27,8 

Ohne Ferment l i e f der Test ( m i t und ohne A 139 * ) ) +1.2 , 

-2,7 gegen d i e K o n t r o l l e n im M i t t e l . Das h e i ß t , w i r h a t t e n 

* ) V e r g l e i c h e auch m i t den w e i t e r e n DPN-ase-Versuchen m i t 
A 139. 
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eine Genauigkeit von + 3 % für unsere Messungen ( M i t t e l ­

wert der DPN-bedingten Fluorescenz war etwa 8 0 ) · 

Bei einem T e i l der Versuche m i t DPN-ase-Extrakten 

e r f o l g t e d i e DPN-BeStimmung m i t dem optisch-enzymatischen 

T e s t . 

Ansatz: 0,1 ml DPN (2. mg/ml) =* 200 f DPN wurden i n £ V = 

3 ml m i t 0,08 m TRAP pH 7,4 und 0,6 ml DFN-ase-Extrakt 

( V I I ) b e i 37° C i n k u b i e r t . A 139 war b i s zu 18 mg $> 

Ko n z e n t r a t i o n anwesend. Die Reaktion wurde'durch genau 

5 min. langes Kochen im Wasserbad von 100° C abgestoppt. 

Die Proben wurden im Eisbad gekühlt und dann 15 min., b e i 

6000 g (6000 Touren auf der k l e i n e n C h r i s t z e n t r i f u g e ) 

s e d i m e n t i e r t . Die DPN-Bestimmung e r f o l g t e im n e u t r a l e n 

Überstand m i t TRAP pH 7,4, A l k o h o l und ADH wie oben be­

sc h r i e b e n . ( K o r r e k t i o n s c u v e t t e n ) * 

I X . DPN-pyrophosphorylase aus R a t t e n l e b e r . 

H e r s t e l l u n g des Enzymextraktes ( 2 3 ) : 

1 g ganz f r i s c h e R a t t e n l e b e r wurde i n 9 ml k a l t e r (0,25 m 

Saccharose, 0,0018 m^CaC^) Lösung b e i Kühlung im Eisbad 

im POTTER-ELVEJHEM homogenisiert. Die DPN-pyrophosphoryl-

ase-Aktivität war mehr a l s 6 s t d . haltbar» 

Die DPN-pyrophosphorylase-Aktivität wurde i n Abänder­

ung von (23) i n folgendem Test bestimmt: 

I n *V = 3 ml s i n d 1,00 χ lO^m DPN, 2,2 χ 1Ö~'m Pyrophos-

phat - dieses wurde m i t i n HCl n e u t r a l i s i e r t - , 0,49 Ϊ 

10"'m MgCl2, 0,191 m NSA - dieses hemmte d i e anwesende 

DPN-ase - , 0,08 m TRAP- oder Phosphat-Puffer pH 7,4. 

G e s t a r t e t wurde d i e Reaktion m i t 0,3 ml Enzymextrakt ( s . o . ) . 

Τ * 37° C. Die I n k u b a t i o n e r f o l g t e im Schütteleinsatz für 

fcentrifugengläser i n der WARBURGschen Apparatur. Abge­

s t o p p t wurde m i t 1,0 ml 20 # TCE. DPN wurde m i t dem o p t i s c h -

enzymatischen Test bestimmt. Nach folgendem Schema wurden 

d i e DPN-spaltenden Enzyme g e t e s t e t : 
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Tab. 9 

Schemas 

DPN-spaltendes 

Enzym s 

im Ar 

NSA 

tsatz: 

PP 

DPN-ase 

+ DPN-pyrophosphatase 
- -

DPN-pyrophosphatase -
DPN-pyrophosphatase 

+ DPN-pyrophosphorylase 
+ + 

X. Anreicherung von DPN-pyrophosphorylase aus Schweine­

l e b e r . 

Die Anreicherung wurde wie i n β 23) und (2 4 ) ) angege­

ben ausgeführt. Dabei mußte d i e Anreicherung b l i n d , d\h. 

ohne k i n e t i s c h e n Test e r f o l g e n , da das KORNBERG-Enzym 

DPN und DPN-H umsetzt und Nikotinamidmononucleotid n i c h t 

zur Verfügung s t a n d . Auf den l e t z t e n S c h r i t t der Anreicher­

u n g s v o r s c h r i f t ( 2 4 ) , d i e Adsorption an Gel, wurde v e r z i c h ­

t e t ; das P r o t e i n war i n k l a r e r ( N H ^ ^ S O ^ - L ö s u n g . 

Die DPN-spaltenden Aktivitäten wurden m i t dem i n ( I X ) 

beschriebenen Test und nach dem g l e i c h f a l l s d o r t angege­

benen Schema bestimmt. 
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VERSUCHE UND ERGEBNISSE. 

I . Versuche zur Hemmung der Glykolyse durch A t h y l e n -

imin-Verbindungen« 

5®£i2iiHS8un£_y^n_Gl^ 

5iiLH£ä_olme_NSAj! 

Es wurden d i e anaerobe Glykolyse und d i e DPN-Konzen­

t r a t i o n von EHRLICH-Ascites-Tumorzellen m i t und ohne 

A 139 und NSA bestimmt. Wie i n früheren Versuchen b e r e i t s 

f e s t g e s t e l l t wurde ( 7 ) , hemmt A 139 d i e Glykolyse von 
EHRLICH-Ascites-Tumorzellen. Aus Abbildung 5 i s t zu e r ­

sehen, daß d i e DPN-Konzentration b e i e i n g e t r e t e n e r Hem­

mung der Glykolyse i n den Z e l l e n durch 6 mg # A 139 um 
mehr a l s 90 # gesenkt wurde und daß 2 mg/ml Nikotinsäure­
amid d i e DPN-Konzentration ohne A 139 gegenüber der Kon­

t r o l l e erhöhten (42) und m i t A 139 i n der Höhe der K o n t r o l ­

l e h i e l t e n . Wie zu e r w a r t e n , v e r h i n d e r t e n 2 mg/ml NSA d i e 

Glykolysehemmung durch A 139. 
Abb. 5 

NSA • A139 

Kontrol le • NSA 

Kontrol le ohne NSA 

S 600 

<T 400 

G l y k o l y s t von EHRLICH-Ascites und DPN-Konzentrotion 1 6 m g * . A 139-BAYER 

i 2 mg/ml M i l w t i n s e u r . o r m d ( N S A ) 
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Wie aue Abbildung 5 und besser noch aus Abbildung 8 zu 

ersehen i s t , fanden w i r regelmäßig eine gegenüber der Kon­

t r o l l e erhöhte C02-Produktion i n den A 139 enthaltenden 

Gefäßen i n den e r s t e n 20-30 min. nach dem S t a r t der anae­

roben Glykolyse. Dieser Befund konnte noch n i c h t erklärt 

werden« 

I n einem o r i e n t i e r e n d e n Nebenversuch wurde u n t e r s u c h t , 

ob d i e anaerobe Glykolyse (und die Atmung) von H e f e - Z e l l e n 

durch A 139-Einwirkung ebenso wie d i e Glykolyse von t i e r i ­

schen Ascites-Tumorzeilen beeinflußt würden. A 139 h a t t e 

i n 40 mg $ Kon z e n t r a t i o n auf f r i s c h e Bäckerhefe (0,05 ml 

20 £ Hefe, 0,1 m Glucose, 0,1 m Phosphat-Puffer pH 6,0, 

Τ « 25° C, *V » 2 m l , Gasraum N2 bzw. L u f t ) keinen E i n ­

fluß h i n s i c h t l i c h der Glykolyse und der Atmung. Bei noch 

höheren Konzentrationen (200 mg #) wurde d i e Glykolyse um 

30 # gehemmt, aber diese Hemmung war n i c h t durch NSA a u f z u ­

heben und d i e DPN-Konzentration i n den Z e l l e n war auch 

n i c h t v e r m i n d e r t , so daß w i r annehmen, daß es s i c h b e i d i e ­

ser Glykolysehemmung um eine u n s p e z i f i s c h e Beeinträchti­

gung der Glykolyse i n f o l g e der extrem hohen A 139-Konzen-

t r a t i o n gehandelt h a t . Die vorgenannten manometrischen Ver­

suche m i t Hefe wurden von Frl.S.SCHNEIDER durchgeführt. 

I n zwei w e i t e r e n Vorversuchen s e t z t e n w i r einmal nach­

träglich NSA zu m i t A 139 i n k u b i e r t e n A s c i t e s - Z e l l e n z u . 

Noch wenige Minuten v o r E i n t r i t t der Hemmung der anaeroben 

Glykolyse i n p a r a l l e l e n Kontrollgefäßen vermögen 2 mg/ml 

N8A nachträglich aus der zweiten Birne der Doppelkipper-

gefäße zugesetzt d i e Glykolysehemmung zu v e r h i n d e r n . Die­

selben Ergebnisse e r h i e l t ROITT b e i Versuchen m i t TEM ( 6 ) . 

Der Versuch z e i g t , daß zu einem Z e i t p u n k t , wo (s.Abb.8) 

di e DPN-Konzentration s i c h e r schon um mehr a l s 80 # ge­

senkt i s t , der nachträgliche NSA-Zusatz den E i n t r i t t der * 

Glykolysehemmung* noch zu ve r h i n d e r n vermag. 

Und zwei t e n β führten w i r d i e Manometrie der anaeroben 

Glykolyse m i t und ohne A 139 und d i e Manometrie der Atmung 

m i t und ohne A 139 und m i t und ohne Glucose durch» 

Die anaerobe Glykolyse w i r d durch 8 mg $ A 139 v o l l ­

ständig gehemmt, d i e Atmung dagegen nur unvollständig, 

und zwar m i t und ohne Glucose. Die Atmung der K o n t r o l l e 
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i s t ohne Glucose erhöht gegenüber der K o n t r o l l e m i t Glu­

cose (CRABTREE E f f e k t ) . 

Tab. 10 

Inaerobe Olykolyee ± k 139 und Ataung + Oluooee und + A 139 

Ataung 

am
5

 0
2
/ 62 aa

5

 Z e l l e n 

Glykolyee 

mm' C0
2
/ 62ma' Z e l l e n 

m/40 Glucose + • - - + + 

8 mg* A 139 - • - - + 

90-120 min 21,1 13,4 25,5 12,0 59,5 0 

210-240 a i n 14,4 5,6 21,4 7,8 35,2 0 

Es wuraen Z e l l e n des EHRLICH-Mäuse-Ascites-Carcinoms 

u n t e r s u c h t , Methodik der Manometrie wie oben beschrieben. 

2 · 5?5l5§^ii^^i^-iil-^§2iii£l2ellen J L 

I n gewaschenen EHRLICH-Mäuse-Ascites-Tumorzellen, wie 

auch i n A s c i t e s - Z e l l e n , d i e m i t 6 mg # A 139 im manometri­

schen Ansatz i n k u b i e r t waren, lagen TPN-Konzentrationen 

v o r , d i e zu n i e d r i g waren, um s i e m i t dem enzymatisch-op-

t i s c h e n Test exakt zu bestimmen. 

I n gewaschenen A s c i t e s - Z e l l e n fanden w i r : 

Tab. 11 

Τ PN DPN 

uMole
 A 

— χ 10
4 

mnKZellen 
<0,05 3,36 

Methodik wie oben beschrieben ( 2 6 ) . 

Demnach kann n i c h t entschieden werden, ob Äthyleniminver-

bindungen neben der DPN-Konzentration auch d i e TPN-Kon-

z e n t r a t i o n aenken. 
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3 · Wirkung j v e i t ej^e^ 

P?N-Konzentration_in_und 

Wir untersuchten d i e Wirkung von QE^ auf d i e anaerobe 

Glykolyse und d i e DPN-Konzentration von A s c i t e s - Z e l l e n m i t 

und ohne NSA. 

Das von WALLENFELS und DRABER (25) s y n t h e t i s i e r t e 

Tetraäthylenimino-benzochinon wurde auf seine c a r c i n o s t a ­

t i s c h e Wirksamkeit h i n untersucht ( 2 7 ) . 

Abb. 6 

Tetroäthyleniminobenzochinon = OE4 

Dabei h a t t e es im i n v i t r o Versuch den Einflüssen 

der untersuchten BAYER-Athyleniminchinone analoge Wirkung­

en. Die anaerobe Glykolyse der A s c i t e s - Z e l l e n wurde ge­

hemmt, d i e DPN-Konzentration sank, wie aus der Tabelle e r ­

s i c h t l i c h , um über 80 2 mg/ml NSA v e r h i n d e r t e n d i e 

Hemmung der anaeroben Glykolyse ( 2 7 ) . 

Tab. 12 

DPN-Konzentration 50 min. nach dem S t a r t der Glykolyse 

QE4 - 1 mg ^ 

uMole DPN
 A 

— χ 10* 
mm^Zellen 

2,34 0,35 

I n derselben Weise wurde d i e Wirkung von NEg ( D i -

(äthylenimino-)-naphthochinon-l,4) auf d i e anaerobe 

Glykolyse von A s c i t e s - Z e l l e n u n t e r s u c h t . 
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Diese e b e n f a l l s von WALLENFELS und DRABER (25) 

Abb. 7 

Di-äthylenimino-naphthochinon-1*4 = NEg 

s y n t h e t i s i e r t e Substanz b e w i r k t e im manometrischen Ansatz 

(Methodik wie oben beschrieben) eine Hemmung der anaeroben 

Glykolyee von A s c i t e s - Z e l l e n , und diese i s t durch 2 mg/ml 

NSA zu v e r h i n d e r n . 

I n einem w e i t e r e n Versuch bestimmten w i r v e r g l e i c h e n d 

d i e Wirksamkeit verschiedener Konzentrationen von A 139, 

Ε 39» QE^ und NE
2
 durch Manometrie der anaeroben Glykolyee. 

Dabei wurde u n t e r den oben beschriebenen Bedingungen d i e 

Hemmung der anaeroben Glykolyse durch d i e genannten Sub­

stanzen gemessen. 

Tab. 13 

Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Xthylenimlnohlnone 

Subetans Konsentration 

i n ag % 

Zeit i n Min. bis sun 
E i n t r i t t der Hemmung der 
anaeroben Glykolyee um 

> 6 6 i> gegenüber den Mit­
telwerten der Kontrolle 

1 . 0 50 

0 , 5 6 0 

0 , 1 110 

Β 39 1 . 0 8 0 

0 , 5 100 

0 . 1 > 1 5 0 

A 139 6 , 0 7 0 

5,0 50 

1 . 0 9 0 

0 , 1 > 1 5 0 
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Aus der Tabelle 13 geht h e r v o r , daß QE^ und BAYER 

Ε 39 im i n v i t r o Versuch verschieden wirksam s i n d , und 

zwar e r r e i c h t QE^ i n etwa 1/5 der Ko n z e n t r a t i o n von Ε 39 

di e g l e i c h e Wirkung auf d i e anaerobe Glykolyse von A s c i ­

t e s - Z e l l e n , Dies s t e h t i n Analogie zu Versuchen am T i e r 

von KRÖGER, der i n vergleichenden Versuchen an der Tumor-

tragenden Ratte eine um e i n V i e l f a c h e s k l e i n e r e CD^Q und 
LD^Q fand ( 2 7 ) . Darüber hinaus kann man d i e höhere Wirk­

samkeit der v i e r f a c h m i t Äthylenimingruppen s u b s t i t u i e r ­

t e n Verbindung QE^ gegenüber der Bis-äthylenimin-Verbin-

dung Ε 39 v i e l l e i c h t a l s einen Hinweis auf die R o l l e des 

Äthyleniminrestes a l s Wirkgruppe der untersuchten Sub­

stanzgruppe deuten» 

I I . Versuche zur Frage des A n g r i f f s p u n k t e s der Äthylen-

imin-Verbindungen am DPN-StoffWechsel. 
1

 · SSiersu^l-uin^en^ü^ 

Die e i n f a c h s t e Lösung der Frage nach dem Grund für 

das Absinken der DPN-Konzentration i n A s c i t e s - Z e l l e n nach 

Zusatz von Äthylenimin-Verbindungen wäre der Nachweis e i ­

ner d i r e k t e n Reaktion d i e s e r Verbindungen m i t DPN. Um d i e ­

se Möglichkeit zu untersuchen, wurden d i e im folgenden be­

schriebenen Versuche gemachts 

Um e i n solches Reaktionsprodukt e v e n t u e l l nachzuwei­

sen, wurden im Beckman DK 2 Spektrophotometer d i e Absorp­

t i o n s s p e k t r e n von DPN und d i e Differenzmessung von DPN 

und A 139 gegen A 139 aufgenommen und v e r g l i c h e n . DPN und 

A 139 waren b e i diesen Messungen i n m/10 000 Konz e n t r a t i o n 

und wurden i n m/10 Phosphat-Puffer pH 6,0 (und pH 7,2) b e i 

Zimmertemperatur i n k u b i e r t . Nach 30 min. , 4- s t d . und 26std. 

wurden d i e Absorptionsspektren aufgenommen. 

Die Absorptionsspektren von DPN und A 139 gegen A 139 
und von DPN gegen P u f f e r gemessen waren dabei identisch» 

Vor a l l e m z e i g t e s i c h b e i 340 πιμ keine Absorptionsbande, 

d i e e i n Hinweis auf eine Reaktion an dem quaternären S t i c k ­

s t o f f des Nikotinamids des DPN-Moleküls gewesen wäre« 
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Weiter s o l l t e d i e Bestimmung von DPN nach I n k u b a t i o n 

m i t A 139 e v e n t u e l l Aufschluß über d i e oben g e s t e l l t e Fra­

ge ergeben. 

Nach 2 a t d . I n k u b a t i o n von 8 0 ^ · DPN m i t und ohne 6 mg # 

A 139 i n £ V = 3 ml 0,1 m TRAP pH 7,4 b e i Zimmertemperatur 

b e t r u g die Extinktionszunähme nach S t a r t m i t ADH im o p t i s c h -

enzymatischen Test: 

ohne A 139 : , 0,121 und 

m i t A 139 * 0,113. 

Das h e i ß t , daß etwa 7 # der v o r g e l e g t e n DPN-Menge nach zwei 

Stunden I n k u b a t i o n n i c h t mehr nachweisbar waren. Dieser 

regelmäßig erhobene Befund i s t noch n i c h t erklärbar, s p i e l t 

aber wohl für d i e oben g e s t e l l t e Präge keine R o l l e . 

_Ä t h y ^ en^min^h^ 

i 2 _ A s c i t e s - Z e l l e n
r 

Eine solche Reaktion hätte ohne Z w e i f e l Einfluß auf 

d i e DPN-Konzentration i n der Z e l l e ( 2 8 ) . Daher wurde zu­

nächst o r i e n t i e r e n d i n A s c i t e s - Z e l l e n d i e K o n z e n t r a t i o n von 

DPN und DPN-H bestimmt. Wir fanden i n A s c i t e s - Z e l l e n , d i e 

wie oben beschrieben m i t Krebs-Ringer-Puffer-Lösung gewa­

schen wurden, folgende Konzentrationen an DPN und DPN-H: 

Tab. 14 

DPN DPN-H 

uMole
 A 

mnKZellen 
3,03 0,91 

# der Gesamt-
Diphosphopyridin-
n u c l e o t i d e 
(oxyd. + red.) 

77 23 

I n darauf folgenden Versuchen fanden w i r nach Inkuba­

t i o n i n WARBURG-Gefäßen m i t und ohne 6 mg # A 139 und Ma-

nometrie der anaeröben G l y k o l y s e , d i e i n Parallelgefäßen 

70 min. nach S t a r t der Glykolyse um 70 <f> gegenüber dem 

Kontrollgefäß gehemmt war, 50 min. nach dem S t a r t der Gly-
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k o l y s e folgende Konzentrationen von Diphosphopyridinnu-

c l e o t i d e n i n den A s c i t e s - Z e l l e n t 

Tab. 15 

Konzentrationen an DPN und DPN-H i n Asciteszellen nach 
Manometrie + 6 mg $> A 139 

DPN DPN-H 

6 mg 1> A 139 - + - + 

μ Mole
 A 

— χ 10 4 

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

$> der Gesamt-

d iphos phopyrid i n -

nucle.otide 

(oxyd. + red.) 

67 45 33 55 

Die Methodik der Manometrie, und der DPN-und DPN-H-

Bestimmung wurde oben beschrieben. 

Es werden a l s o d i e Konzentrationen von DPN und 

DPN-H v e r m i n d e r t , jedoch d i e DPN-H-Konzentration r e l a t i v 

weniger a l s d i e DPN-Konzentration, und dies s p r i c h t ge­

gen eine Reaktion des DPN-H m i t dem A 139 a l s Ursache 

für das Absinken der DPN-Konzentration ( 2 8 ) . Die Summe 

der Diphosphopyridinnucleotide ( o x y d i e r t e und r e d u z i e r t e 

Form) beträgt 50 min. nach dem S t a r t der anaeroben Glyko­

l y s e 3,53 x 10~ 4 — ü i £ i § — i
n
 der K o n t r o l l e und 

mnrZellen 

1,03 χ 10~ 4 — ^
M o l e

— b e i I n k u b a t i o n m i t 6 mg £ A 139. 
mnr Z e l l e n 

Der A b f a l l der DPN-H-Konzentration schließt f e r n e r eine 

erhöhte Reduktionsrate des DPN a l s Ursache für das Absin­

ken der DPN-Konzentration aus ( 7 ) ; (siehe auch Diskussion: 

DPN-H und GDH i n A s c i t e s - Z e l l e n ( 7 , 2 9 ) ) . 

An d i e s e r S t e l l e i s t noch zu bemerken, daß Präulein 

S.SCHNEIDER DPN-H und A 139 i n P u f f e r i n Cuvetten i n k u b i e r t 

h a t und keinen Anhalt für eine chemische Reaktion der b e i ­

den Substanzen f a n d . 
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Das DPN-H war i n jedem F a l l e enzymatisch q u a n t i t a ­

t i v nachweisbar (ADH k a t a l y s i e r t e Hydrierung von Acet-

a l d e h y d ) . 

3 · 2£i!r:!L2U£hu^en^ 

Die Schutzwirkung des hinzugesetzten NSA gegen den 

DPN-senkenden Mechanismus der Äthyleniminchinone wäre 

d u r c h eine d i r e k t e Reaktion des NSA m i t diesen zu erklä­

r e n . Darüber hinaus würde eine solche Reaktion der Z e l l e 

das den DPN-Abbau hemmende und d i e DPN-Synthese fördernde 

( 4 2 , 43) NSA entziehen und käme so a l s Ursache der DPN-

Senkung i n Präge. M i t d i e s e r F r a g e s t e l l u n g beschäftigt 

s i c h der folgende Versuch. 

M i t dem Beckman-DK 2 Spektrophotometer wurden d i e 

Ab s o r p t i o n s s p e k t r e n von A 139 und von QE^, = Tetra-äthy-

ienimin-benzochinon 1,4 von Professor WALLENFELS, ( 2 5 ) , 

m i t dem Di f f e r e n z a b s o r p t i o n s s p e k t r u m von A 139 bzw. von 

QE^ m i t NSA gegen NSA v e r g l i c h e n . Die Messungen e r f o l g t e n 

i n Phosphat-Puffer von d e f i n i e r t e m pH (das pH i s t von 

großem Einfluß auf das Absorptionsspektrum von Äthylenimin-

c h i n o n e n , siehe "TCE-Wirkung auf A 139" im K a p i t e l Metho­

den I I I , 1 ) . 

A 139 hat ( i n Phosphat-Puffer pH 6,0) eine Absorp­

tionsbande von 300-400 πιμ, m i t dem Maximum b e i 335 πιμ, 

f e r n e r e i n w e i t schwächeres Absorptionsmaximum b e i 515 πιμ. 

NSA a b s o r b i e r t im u l t r a v i o l e t t e n Bereich ab 290 πιμ. Die 

Abso r p t i o n s k u r v e n von A 139 und von NSA m i t A 139 gegen 

NSA s i n d nach 2 s t d . I n k u b a t i o n i n 0,1 m Phosphat-Puffer 

pH 6,0 b e i 37° C i n dem untersuchten Bereich von 300-700 

πιμ i d e n t i s c h . Die Molaritäten v e r h i e l t e n s i c h 

NSA t A 139 = 100 .· 1 . 

Für QE^ und NSA ergaben d i e Untersuchungen das analoge Er­

g e b n i s . Das h e i ß t , daß eine d i r e k t e Reaktion des NSA m i t 

den Äthyleniminchinonen, d i e d i e L i c h t a b s o r p t i o n verändert 

h ä t t e , n i c h t f e s t g e s t e l l t werden konnte. 
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4. ?2§i^2H^ß-ä2I_^^?z5255£^ii!§ii25_i5_?ii_^_i22 

Es war die P r ä g e , ob d i e Senkung der DPN-Konzentration 

i n A s c i t e s - Z e l l e n durch Äthyleniminchinone v i e l l e i c h t auf 

ei n e r Verminderung der für d i e DFN-Synthese notwendigen 

ATP-Konzentration durch diese Verbindungen beruhe. Zu d i e ­

ser F r a g e s t e l l u n g wurden d i e im folgenden beschriebenen 

Versuche gemacht. 

Die anaerobe Glykolyse und deren Hemmung durch 6 mg # 

k 139 haben w i r , wie oben beschrieben, an EHRLICH-Ascites-

Z e l l e n gemessen. I n dazu p a r a l l e l e n Ansätzen haben w i r d i e 

stationären Konzentrationen von DPN und ATP bestimmt, und 

zwar 40 min. nach dem S t a r t ( d . Kippen der A s c i t e s - Z e l l e n ) 

und b e i e i n g e t r e t e n e r Hemmung der Glykolyse. 

Abb. 8 

> Z e i t in m i n 

Glykolyse und Konzentration on DPN und ATP von Asciteszellen m i t und ohne A 139 

Aus der Abbildung i s t zu ersehen, daß d i e durch 

6 mg in A 139 verursachten Veränderungen des Stoffwechsels 

der A s c i t e s - Z e l l e n i n folgender Reihenfolge e i n t r e t e n : 



- 36 -

1. A b f a l l der DPN-Konzentration. 

2. Hemmung der Glykolyse. 

3. A b f a l l der ATP-Konzentration. 

Die Verminderung der ATP-Konzentration i n den Z e l ­

l e n dürfte demnach n i c h t Ursache, sondern Folge des A b f a l l s 

der DPN-Konzentration und der damit verbundenen Glykolyse­

hemmung sein.. 

Tab. 16 

Glykolyse und Konzentrationen an DPN und ATP von 

Aeoiteezellen mit und ohne 6 mg 5· A 139 

min nach dem Start 40 80 

6 mg * A 139 - + . - + 

Glykolyse pro 10 min 

mm
3

 COo 
i n
 r

— ^ 
80 mar Zellen 

24 21 20 0 

μ Hole , 
.......ι..-, τ 

DPN 2,07 0,54 1,76 <0,2 

mm̂  Z e l l en ATP 9,25 8,57 6,65 2,57 

Die Methodik der DPN-und ATP-BeStimmung wurde im 

methodischen T e i l der A r b e i t beschrieben. 

Analoge Ergebnisse e r h i e l t e n w i r b e i der Untersuchung 

der A s c i t e s f o r m eines YOSHIDA-Sarkoms, für dessen freund­

l i c h e Überlassung w i r an dieser S t e l l e Herrn Professor 

DRUCKREY danken möchten. 

5

 · ?iil£iH5_Y25_A-139_auf ̂ die^gPN;;^^^^ 

Eine A k t i v i e r u n g des Enzyms DPN-ase, das NSA aus DPN 

a b s p a l t e t und durch NSA-Zusatz hemmbar i s t ( 3 7 , 2 1 , 2 2 ) , 

käme sehr wohl a l s Ursache für den A b f a l l der DPN-Konzen­

t r a t i o n i n B e t r a c h t . Die zu dieser Fragestellung unternom­

menen Versuche sind i n d r e i Abschnitts zu t e i l e n : einmal 

wurde A 139 zu DPN-ase-Extrakten hinzugesetzt (Α.), dann 

wurden DPN-ase-Extrakte aus Z e l l e n , deren anaerobe Glyko­

l y s e b e i In k u b a t i o n m i t A 139 vorher im manometrischen 
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Ansatz gemessen worden war, g e t e s t e t ( B . ) , und schließ­

l i c h wurde DPN-ase-Extrakten aus vorher anaerob mit und 

ohne A 139 im WARBURG-Apparat i n k u b i e r t e n Z e l l e n b e i der 

Bestimmung i h r e r DPN-spaltenden Aktivität weiteres A 139 
hinzugesetzt ( C ) . 

A· Zusatz von A 139 zu DPN-ase E x t r a k t e n , 

Der Enzymextrakt aus A s c i t e s - Z e l l e n wurde i n dem Ka­

p i t e l Methoden V I I beschrieben- Der Test für die DPN-ase 

Aktivität wurde, wie i n Methoden V I I I angegeben, be n u t z t ; 

die Inkubation e r f o l g t e bei 37° C im Wasserbad ohne den 

Schütteleinsatz für Zentrii'ugengläser, d i e DPN-Konzentra­

t i o n war 0,5 χ 10"^ m, die DPN-BeStimmung e r f o l g t e f l u o r i -

m e t r i s c h gegen der. Fluorescenzstandard 4587 = 100 9̂  Durch­

lässigkeit. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind i n der f o l ­

genden Tabelle 17 ( S e i t e 38) zusammengestellt» 

Eine A k t i v i e r u n g der DPN-ase war b e i der großen 

Schwankungsbreite der DPN-ase Aktivität n i c h t sicher f e s t - * 

z u s t e l l e n . 

Im folgenden seien e i n i g e w e i t e r e Versuche be s c h r i e ­

ben, die Fräulein 3.SCIlirziDER zu dieser Fragestellung durch­

führte. 

I n einem optiechen Test wurde e i n DPN-ase E x t r a k t aus 

Jensen-Sarkom (1 £ Tumor i n 3 ml 0,02 m NaHCO^ im U l t r a -
t u r r a x homogenisiert, 10 min. St o c k z e n t r i f u g e b e i 2000 g , 

Überstand 15 min. i n der Kühlzentrifuge b e i 18000 Touren 

s e d i m e n t i e r t , Sediment i n 2 ml 0,02 m NaHCO^ aufnehmen, 

1 n i n . b e i 1800 Touren z e n t r i f u g i e r e n , Überstand i n den 

Test einsetzen) u n t e r s u c h t . 

Im Ansatz befanden s i c h 0,1 ml DPN (10 mg/ml), 1,0 ml 

0,2 m Phosphat-Puffer pH 8,0, H
2
0 ad *V = 2 m l , 0,02 ml 

ADH, 0,032 ml absoluter A l k o h o l ; die Schichtdicke der Cu-

v e t t e n war d = 1 cm, Temperatur = 37° C; vor dem S t a r t m i t 

0,4 ml Tumorextrakt i s t die E x t i n k t i o n k o n s t a n t , nach dem 

S t a r t wird die Ex t i n k t ions abnähme b e i 366 πιμ gemessen, d i e 

Real t i o n kann durch 100 mg $> NSA abgestoppt werden» 

Die Wirkung von A 139 und Β 518 (Endoxan-ASTA) auf 

die . e Τ es tan Ordnung i s t i n Abbildung 9 d a r g e s t e l l t ( S e i t e 3 9 ) . 



Tab. 17 

Binfluß τon A 139 auf DPH-aae Extrakt« aus Aeciteesellen 

DPN-aee Extrakt - + + + 

Inkubatlonsseit 
min 

30 10 10 10 

Phoaphatpuffer pH 6,0 7,0 6,0 6,0 6,0 

A 139 in mg * - 6 30 - 6 - 6 - 6 30 - 30 

DPN-aee Aktlrltät 
ale DPN-Abbau 
gegen Kontrolle 

-1,2 1,5 2,7 32,8 27,9 33,6 27,8 20,6 23,6 29,0 8,2 4,8 

Aktivierung bsw. 
Hemmung der DPH-
aee in * gegenüber 
der Kontrolle 

kein DPN-Abbau - -15* - -17* - •15* (+•0*) - (-41*) 
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Abb. 9 
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W i r k u n g von A 1 3 9 und Β 518 auf DPN-ose E x t r a k t aus Jensen S a r k o m 

I n w e i t e r e n Versuchen wurde eine angereicherte 

M i l z DPN-ase i n diesem optischen Test m i t und ohne A 139 

(8 mg # ) , Β 518 (125 mg 1<>) und NSA (100 mg fi) u n t e r ­

s u c h t . Diese Ergebnisse s i n d i n der Abbildung 10 darge­

s t e l l t . ( S e i t e 4 0 ) . 

Die vollständige Hemmung des DPN-Abbaues durch NSA 

z e i g t , daß der optische Test zur Bestimmung der DPN-ase 

i n Ordnung i s t . E i n beschleunigender Einfluß der untersuch­

t e n C a r c i n o s t a t i k a auf den DPN-Abbau war n i c h t f e s t z u s t e l ­

l e n . 
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Abb. 10 
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W i r k u n g von A 139 und θ 518 auf DPN-ase aus M i l z (Ü) 

B. DPN-ase E x t r a k t e aus A s c i t e s - Z e l l e n nach Manometrie 

der anaeroben Glykolyse m i t und ohne A 139. 

Die DPN-ase E x t r a k t e wurden, wie oben (Methoden V I I ) 

b e s c h r i e b e n , gewonnen. Bestimmung der DPN-ase Aktivität wie 

oben, DPN-BeStimmung nach N e u t r a l i s a t i o n des TCE-sauren 

Überstandes m i t NaOH m i t der Cyanid me t h ode. (Methoden V I I I ) . 
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Wir untersuchten folgende DPN-ase-Extrakte: 

A = von f r i s c h e n , ungewaschenen A s c i t e s - Z e l l e n . 

Β = von gewaschenen A s c i t e s - Z e l l e n . 

C = von 90 min. im manometr.. Ansatz ohne A 139 
i n k u b i e r t e n Zellen» 

D = von 90 min. im manometr. Ansatz m i t 6 mg $> 
A 139 i n k u b i e r t e n Z e l l e n . 

Die Hemmung der Glykolyse i n D gegenüber C b e t r u g 94 $> 
und d i e DPN-Konzentration war um mehr a l s 90 $> v e r m i n d e r t . 

Wir fanden folgende DPN-ase-Aktivitäten (nach 10 min. I n k u ­

b a t i o n ) : 

Tab. 18 

Enzymextrakte 
( m i t g l e i c h e n 
Zellmengen) 

A Β C D 

DPN-Abbau i n 
4 E

3 3 4
 χ 103 

gegen K o n t r o l l e 
128 134 99 85 

Da nach 90 min. E i n w i r k u n g s z e i t von A 139 auf g l y k o l y s i e -

rende A s c i t e s - Z e l l e n i n dem DPtf-ase-Extrakt keine A k t i v i e ­

rung f e s t z u s t e l l e n war und der Grund dafür e v e n t u e l l s e i n 

k onnte, daß nach e i n g e t r e t e n e r Glykolysehemmung eine e t ­

waige primäre DPN-ase-Aktivierung j e t z t n i c h t mehr nachzu­

weisen war, untersuchten w i r DPN-ase-Extrakte von Z e l l e n 

nach 20 min. I n k u b a t i o n im manometrischen Ansatz m i t und 

ohne 6 mg 96 A 139· Eine Glykolysehemmung war dabei noch 

n i c h t e i n g e t r e t e n , aber d i e DPN-Konzentration war schon um 

20 abgesunken. 

Tab. 19 

Enzymextrakt DPN-Abbau i n ΔΕ334 χ 10^ gegen K o n t r o l l e 

aus ohne A 139 
i n k u b i e r t e n Z e l l e n 148 

aus m i t 6 mg 1» 
A 139 i n k u b i e r t e n 
Z e l l e n 

147 

Auch h i e r war a l s o keine DPN-ase-Aktivierung f e s t z u s t e l l e n . 
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Weiter unte r s u c h t e n w i r DPN-ase-Extrakte aus Z e l l e n , 

d i e 40 min. im manometrischen Ansatz m i t und ohne 6 mg # 

bzw. 18 mg # A 139 i n k u b i e r t worden waren, i n folgendem 

Ansatz t 
0,1 ml DPN (2 mg/ml) = 200fDPN werden i n £V = 3 ml 

0,08 m TRAP-Puffer pH 7,4 m i t 0,6 ml Enzymextrakt 15 min* 

b e i 37° C i n k u b i e r t . Der Test i s t i n dem A b s c h n i t t Metho­

den V I I I beschrieben. Die DPN-BeStimmung e r f o l g t e im enzy-

raatisch-optischen Test (Methoden 111,1). Die Ergebnisse 

dieses Versuches s i n d i n der folgenden Tabelle zusammenge­

faßt: 

Tab. 20 

Glykolysehemmung 
b e i .40 min. Inkub. noch keine 

A 139 mg # im mano­
metrischen Ansatz - 6 18 

μΜοΙβ DPN
 A 

χ 10
4 

mm^Zellen 

( i n P a r a l l e l ­
ansätzen) 

2,84 1,31 0,59 

DPN-ase-Aktivität 
a l s DPN-Abbau i n 
ΔΕ366

 x 1

°
5

 gegen 
K o n t r o l l e (=62) 

37 35 37 

Eine Hemmung der Glykolyse um 90 # wurde für 6 mg ^ A 139 
i n Parallelgefäßen 80 min. nach dem S t a r t der Glykolyse 

gemessen. 

Nach diesen Versuchen kann man sagen, daß eine A k t i ­

v i e r u n g der DPN-ase durch A 139 i n d i e s e r Versuchsanord­

nung n i c h t nachzuweisen war. 

C. DPN-ase-Extrakte aus A s c i t e s - Z e l l e n nach Manometrie 

der anaeroben Glykolyse m i t und ohne A 139 im DPN-ase-
Test m i t und ohne w e i t e r e s A 139 u n t e r s u c h t . 

Diese Versuche wurden a n g e s t e l l t , um d i e Möglichkeit, 

daß eine zunächst im manometrischen Ansatz b e i Anwesenheit 

von A 139 vorhandene A k t i v i e r u n g der DPN-ase beim Aufschluß 
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der Z e l l e n m i t H2O b i d e s t . (s.o.) und durch d i e dabei 

a u f t r e t e n d e Verminderung der A 1 3 9-Konzentration wieder 

v e r l o r e n gehen könnte, auszuschließen» 

Die DPN-ase-Extrakte wurden wie i n dem K a p i t e l Me­

thoden V I I beschrieben gewonnen. Die DPN-ase-Aktivität 

wurde m i t den angegebenen Testen bestimmt, d i e DFN-Bestim-

mungen e r f o l g t e n dabei f l u o r i m e t r i s c h an dem TCE-sauren 

Überstand, oder m i t dem enzymatisch-optischen Test am 

n e u t r a l e n überstand der durch Kochen abgestoppten Probe« 

Die Ergebnisse von fünf, a l s repräsentativ zu bezeich­

nenden, Versuchen s i n d i n der auf Sei t e 44 stehenden Ta­

b e l l e zusammengefaßt. Die Manometrie der Glykolyse e r f o l g ­

t e b i s 40 min. nach dem S t a r t . I n den DPN-ase-Ansätzen 

wurde d i e g l e i c h e A 139 K o n z e n t r a t i o n , d i e vorher b e i der 

Manometrie e i n g e s e t z t war, durch A 139 Zusatz wiederum 

eingestellt» 

Die Schwankungsbreite der DPN-ase-Aktivierung" von 

0 $ b i s 26 $> gegenüber den K o n t r o l l e n läßt einen s i c h e r e n 

Schluß dahingehend, daß A 139 i n 6 mg # Konzentration eine 

s i g n i f i k a n t e A k t i v i e r u n g der DPN-ase un t e r den im Vorher­

gehenden g e s c h i l d e r t e n Bedingungen verursache, n i c h t zu. 

Wir fanden zwar d i e DPN-ase-Aktivität m i t A 139 b e i den 
unter C. zusammengefaßten Versuchen immer größer oder 

g l e i c h , und niemals k l e i n e r a l s d i e K o n t r o l l e , doch w i r 

scheuen uns, diese Befunde a l s d i e Ursache für die Vermin­

derung der stationären DPN-Konzentration i n A s c i t e s - Z e l l e n 

anzusprechen* 

Neuesten Befunden von HOLZER, DUNTZE u. FRANK zu f o l g e 

(44) könnte eine geringe DPN-ase-Aktivierung durch Abfang­

en des b e i der Reaktion entstehenden NSA nach den G l e i ­

chungen 

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

(2) A 139 + NSA > N - a l k y l i e r t e s NSA 

zustande kommen. Da NSA d i e DPN-ase hemmt, wäre so durch 

Wegnahme des s i c h während der Reaktion ( a l l e r d i n g s nur i n 

ge r i n g e r Konzentration) anstauenden NSA eine geringe A k t i ­

v i e r u n g verständlieh. 



Tab. 2 1 

DPN-aee Extrakte aua + A 139 inkubiertan Aecitesiellen a l t und obna 

w e i t e r e s A 139 nach dan Aufeohluß dar 2 · I l e a 

A 139 K o n z e n t r a t i o n b a i 
dar Manometrie und i n 
DPN-aee-Aneatz mg * 

- 6 - 6 - 6 18 - • -

6 

E i n t r i t t der Hemmung 
der Glykolyee i n 
Parallelgefäßen: 
min nach dem S t a r t 

- 80 - 90 - 90 ? - 100 - 80 

Abnahme der DPN-Konzen-
t r a t i o n nach 40 min 
Manometrie i n * 
gegenüber E o n t r o l l e 

- 74 - 30 - 54 90 - 35 - 52 

P u f f e r des DPN-aee-
Aneatzee, pH: 

phos. 
PH 7 ,2 

phoe. 
pH 6,0 

t r a p 
PH 7 ,4 

t r a p 
PH 7 ,4 

t r a p 
PH 7 ,4 

I n k u b a t i o n s z e i t min: 10 10 15 10 10 

DFN-BeStimmung naoh Ab­
stoppen der DPN-aae-
Reaktion, Methode: 

f l u o r i m e t r i a c h m i t A l k o h o l und ADH 

DPH-aae-Aktivität a l a 
DPN-Abbau, gegen K o n t r . , 
H i t t e l w e r t e mehrerer 
Proben ( j e 2-3) 

27 ,2 34 ,2 23,1 22 ,6 58 68 65 61 71 73 73 

A k t i v i e r u n g der DPN-
aee i n * gegen K o n t r o l l e -. +26* - - +17* +12* - +16* - +0 
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Dae Enzym k a t a l y s i e r t d i e Reaktion 

DPN + PP
 %
 ^ ATP + NMN 

Die Aktivität des Enzyms wurde i n der DPN-Spaltungs-Reak­

t i o n u n t e r s u c h t . I n Vorversuchen s o l l t e d i e DPN-pyrophos­

phorylase i n Rattenleberhomogenaten bestimmt werden» Der 

oben, im K a p i t e l Methoden I X , beschriebene rohe R a t t e n l e -

b e r e x t r a k t wurde m i t dem g l e i c h f a l l s d o r t angegebenen Test 

untersucht« Dabei fanden w i r d i e f o l g e n d e n , i n der T a b e l l e 
•5 

a l s DPN-Abbau i n Δ Έ ^ ^ χ 10 erscheinenden, DPN-epaltenden 

Aktivitäten. Der K o n t r o l l w e r t war 74. 
Tab. 2 2 

I n k u b a t i o n s z e i t 6 min. 15 min. 

DPN-ase + 
DPN-pyrophosphatas e 66 74 

DPN-pyrophosphatase 1 2 

DPN-pyrophosphatase + 
DPN-pyrophosphorylase 
(«KORNBERG-Enzym) 

0 8 

Diese Messung e r f o l g t e i n Phosphat-Puffer pH 7,4. 

Die Wiederholung d i e s e r Versuche i n TRAP- und Phosphat-

P u f f e r ergab Unregelmäßigkeiten. Diese beruhen d a r a u f , daß 

i n den rohen Rattenleberhomogenaten eine sehr hohe Pyrophos-

phat-spaltende Aktivität vorhanden ist« Wenn man eine der 

PP-Konzentration i n dem oben beschriebenen Test entsprechen­

de Pyrophosphatmenge 2 0 min. m i t Rattenleberhomogenat (wie 

oben) i n TRAP-Puffer pH 7,4 b e i 37° C i n k u b i e r t , so e r g i b t 

d i e Bestimmung von anorganischem Phosphat m i t und ohne v o r ­

h e r i g e 7 min. Säurehydrolyse g l e i c h e Werte. Das aber h e i ß t , 

daß u n t e r den genannten Bedingungen nach weniger a l s 2 0 

min . das vorliegende Pyrophosphat gespalten i s t und für d i e 

DPN-Spaltung durch das KORNBERG-Enzym n i c h t mehr zur Ver­

fügung s t e h t . 

Anorganisches Phosphat und 7 min.-Phosphat wurden 

nach e i n e r V a r i a n t e der i n ( 3 0 ) angegebenen Methode bestimmt. 

Diese V a r i a n t e i s t i n ( 2 0 ) beschrieben» 
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I n w e i t e r e n Vorversuchen s o l l t e d i e DPN-pyrophosphoryl-

aee i n A s c i t e s - Z e l l e n bestimmt werden. Der Enzymextrakt 

wurde wie im methodischen T e i l der A r b e i t beschrieben ( V I I ) 

gewonnen. Der im K a p i t e l Methoden IX angegebene Test wurde 

dahingehend abgeändert, daß d i e Enzymextraktmenge im Ansatz 

v e r z e h n f a c h t und d i e Inkubationsdauer auf 20 min. verlängert 

war. 

Nach 20 min. waren 87 # des vo r g e l e g t e n DPN durch d i e 

vorhandene DPN-ase abgebaut, während DPN-pyrophosphatase 

und DPN-pyrophosphoryläse keinen s i g n i f i k a n t e n DPN-Abbau 

b e w i r k t e n . 

Dieses Ergebnis i s t verständlich, da nach (31) das 

KORNBERG-Enzym nur i n sehr g e r i n g e r Menge im Tumor vorhan­

den i s t . 

Um d e u t l i c h e r e , Pyrophosphat abhängige, DPN-spaltende 

Aktivitäten zu e r h a l t e n , wurde DPN-pyrοPhosphorylase aus 

Schweineleber a n g e r e i c h e r t . Die Anreicherung i s t i n dem 

methodischen T e i l der A r b e i t beschrieben ( X ) . Die Bestim­

mung der DPN-spaltenden Aktivitäten e r f o l g t e , i n Abänder­

ung des im K a p i t e l Methoden IX angegebenen Testes, m i t 

DPN i n 2,0 χ 10~^m K o n z e n t r a t i o n (= etwa zweifache Enzym­

substratsättigung) und 0,2 ml Enzymextrakt (Methoden X) 

i n 2E.V = 3 m l . Nach 15 min. I n k u b a t i o n s z e i t wurde d i e Reak­

t i o n m i t «TCE i n 5 # Endkonzentration abgestoppt. Unter 

d i e s e n Bedingungen fanden w i r f o l g e n d e , i n der Tab e l l e 23 

a l s DPN-Abbau i n A E ^ ^ x 10 gegenüber der K o n t r o l l e 

( = 151) angegebenen, DPN-spaltende Aktivitäten i n dem an­

g e r e i c h e r t e n KORNBERG-Enzymextrakt: 

Tab. 23 

Enzym 4 E
3 6 6

 χ 10
5 

DPN-ase + 
DPN-pyrophosphataee 36 

DPN-pyrophosphatase 15 

DPN-pyrophosphorylase + 
DPN-pyrophosphatase 79 

DPN-pyrophosphorylase 
(berechnet) 64 
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Wir fanden ausreichende Proportionalität von DPN-

Abbau und Menge an eingesetztem Enzymextrakt, 

Tab. 24 

Menge an a n g e r e i c h e r t -
tem KORNBERG-Enzym i n ml 0,1 0,15 0,2 0,3 

DPN-Abbau i n Δ Ε
5 6 6

 χ 103 

durch KORNBERG-Enzym + 
(DPN-pyrophosphatase) 

48 65 79 94 

Nach diesen Vorversuchen konnten w i r darangehen, d i e 

Wirkung von A 139 auf d i e aus Schweineleber a n g e r e i c h e r t e 

DPN-pyrophosphorylase zu untersuchen. 

Die DPN-spaltende Aktivität wurde m i t dem z u l e t z t be­

schriebenen Test bestimmt. Die Enzymmenge war 0,15 ml i n 

JEV = 3 m l , nach 15 min. I n k u b a t i o n b e i 37° C wurde d i e Reak­

t i o n durch 5 min. Kochen im Wasserbad von 100° C abge­

s t o p p t . Die K o n t r o l l w e r t e wurden m i t Enzym s o f o r t gekocht; 

i n einem Vorversuch e r h i e l t e n w i r für m i t Enzym gekochte 

K o n t r o l l e n b e i der DPN-Bestimmung e i n AE^g von 0,130, 

ohne Enzym e i n ΔΕ^ο*
 v o n

 °»
1

51- I n den s o f o r t nach Enzym­

zusatz gekochten K o n t r o l l e n fand demnach k e i n DPN-Abbau 

s t a t t . Nach Abkühlen und Sedimentierung b e i 6000 g e r f o l g ­

t e d i e DPN-Bestimmung wie i n dem K a p i t e l Methoden V I I I be­

s c h r i e b e n . ( K o r r e k t i o n s c u v e t t e n g l e i c h e n d i e Ausgangsab­

s o r p t i o n a u s ) . 

A 139 i n 6 mg # bzw. 18 mg $> K o n z e n t r a t i o n b e w i r k t , 

wie aus der Tabelle 25 zu ersehen i s t , eine kaum a l s s i g ­

n i f i k a n t zu bezeichnende Hemmung der DPN-s p a l t enden A k t i ­

vität der aus Schweineleber angereicherten DPN-pyrophos­

p h o r y l a s e , und zwar m i t und ohne NSA, das d i e nooh vorhan­

dene DPN-ase-Aktivität hemmen sollte» 

I n diesen Versuchen bet r u g d i e DPN-spaltende A k t i v i t ä t , 

a l s DPN-Abbau i n Ä E ^ g g x 10*̂  angegeben, von DPN-ase und 

DPN-pyr ophosphatas e zusammen 40·, der K o n t r o l l w e r t (Stop 

b e i 0 min.) war 126. 
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Tab* 25 

Wirkung von A 139 a u f DPN-pyrophosphorylase aus Schweineleber 

Enzym 

NSA A 139 

Enzym 0,191 m - 6 mg * 18 mg # 

DPN-pyrophosphorylase 

+ DPN-pyrophosphatase 
+++ 77 71 73 

DPN-pyrophosphorylaee 

berechnet 
+++ 45 39 41 

DPN-pyrophosphorylaee 

+ DPN-pyrophosphatase 

+ DPN-ase 

99 94 91 

DPN-pyrophosphorylaee 

berechnet 

57 52 49 

Beide Enzyme s p a l t e n h y d r o l y t i s c h d ie Pyrophosphat-

bindung des o x y d i e r t e n bzw. r e d u z i e r t e n DPN. Eine Änder­

ung i h r e r Aktivitäten durch Äthylenimin-Verbindungen h ä t ­

t e z w e i f e l l o s Einfluß auf d i e DPN-Konzentration i n den 

A s c i t e s - Z e l l e n . Daher wurden von F r l . S.SCHNEIDER die im 

folgenden beschriebenen Versuche durchgeführt* 

A. DPN-pyrophosphatase. 

Es wurden Nierenhomogenate (0,5 g Niere i n 2,5 ml 

m/5 TRIS-Puffer pH 7,5 im POTTER-ELVEJHEM homogenisiert) 

und analog gewonnene Tumorhomogenate (Jensen-Sarkom) un­

t e r s u c h t . 

Im Ansatz waren 0 , 4 ml m/5 TRIS-Puffer pH 7,5, 0,2 ml 

0,1 m MgS0
4
, 0,06 ml DPN (10 mg/ml), 0,1 ml 10 # NSA, 

0,1 ml Enzymextrakt und H2O ad ̂ V = 2 m l . Nach 15 min. 
I n k u b a t i o n b e i 3 7° C wurde d i e Reaktion m i t 0,2 ml 50 $ 

TCE abgestoppt. Die DPN-BeStimmung e r f o l g t e im o p t i s c h -

enzymatischen T e s t . 

Es wurde k e i n Einfluß des A 139 auf d i e DPN-spalten­

de Aktivität der DPN-pyrophosphatase i n Rattennierenhomo-

genaten festgestellt« 
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Die Ergebnisse der Untersuchungen m i t Jensen-Sarkom-

homogenaten s i n d i n der Tabelle 26 zusammengefaßt! 

Tab. 26 

Wirkung von Carcinoetatika auf DPH-pyrophoephataee 

Extrakt aus Jensen Sarkom 

eingesetzte 

Mol DPN 2 10
6 

Verbrauch an 

Mol DPN ζ 10
6 

bei Inkubationszeit von 

ml Homogenat zugesetztes 

Carcinostatikua 

20 min 40 min 

1,55 - - - -
1,55 0,095 0,195 0,1 -
1,55 0,19 0,363 0,2 -
1,55 0,082 0,17 0,1 125 mg* Β 518 * 

1,55 0,135 0,2 0 , 1 8 mg* A 139 

• Β 518 i s t d i e H-Xost-Verbindung Endoxan-ASTA 

Es i s t zu f r a g e n , wie w e i t d i e geringe A k t i v i e r u n g des 

Enzyms ( s . l e t z t e Z e i l e Tab.26) durch A 139 a l s s i g n i f i ­

k ant g e l t e n d a r f . 

B. DPN-H-pyrophosphatase. 

Die DPN-H-spaltende Aktivität von Rattennierenhomo-

genaten wurde im optischen Test b e i 366 πιμ gemessen. Im 

Ansatz befanden s i c h 0,4 ml 0,2 m TRIS-Puffer pH 7,5, 

0,2 ml 0,1 m MgS0
4
, 0,04 ml 0,5 m KCN, 0,06 ml DPN-H, 

welches im Vorversuch m i t ADH und Acetaldehyd bestimmt 

wurde, und H
2
0 ad £ V = 2 m l . Der Ansatz befand s i c h i n 

diesen Versuchen i n Cuvetten m i t der Schichtdicke d = 

1 cm. Gestartet wurde m i t 0,1 ml Homogenat. Der Versuch 

wurde m i t Acetaldehyd und ADH abgestoppt und gemessen, 

d i e Temperatur war 37° C während der I n k u b a t i o n s z e i t . 

Die Ergebnisse d i e s e r Versuche s i n d i n der Tabelle 27 

d a r g e s t e l l t : 
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Tab. 27 

Wirkung τon Β 518 auf DFV-H-pyrophoephataee 

Extrakt aue Rattennieren 

elngeeetste 

Mol DPH-H χ 10
6 

rerbrauohte 

Mol DPH-H χ 10
6 

Inkubationeseit 

In min 

ml 

Extrakt 

sugeaetstea 

CarcinoetatikuB 

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 mgi Β 518 

0,626 0,119 10 0,2 125 mgi Β 518 

0,5725 0,0455 15 0,1 -
0,5725 0,0465 15 0,1 125 mgfi Β 518 

I I I . Versuche zum Zusammenhang zwischen DPN-senkender 

und t h e r a p e u t i s c h e r Wirkung d e r Äthylenimin- Ver­

bindungen. 
1

· Versuche_mit_dem_ther^ 

Der von Herrn Professor DRÜCKREY f r e u n d l i c h e r w e i s e 

zur Verfügung g e s t e l l t e DS-Tumor, e i n durch Diaminomethyl-

Stilben-Pütterung hervorgerufenes Carcino-Sarkom, z e i g t 

gegen C a r c i n o s t a t i k a eine weitgehende R e s i s t e n z . ( 3 2 ) . Der 
Tumor wurde i n der Form eines Ascites-Tumors u n t e r s u c h t , 

man v e r g l e i c h e damit d i e Befunde an der s o l i d e n , subcutan 

'verimpften Form des Tumors ( 3 3 ) · 
Die i n v i t r o Versuche m i t diesem Tumor brachten f o l ­

gende Ergebnisse: 

Die Manometrie der anaeroben Glykolyse - wie im me­

thodischen T e i l der A r b e i t beschrieben - m i t 6 mg # bzw-
40 mg # A 139 ergab, daß b e i 6 mg 96 A 139 d i e Hemmung der 
Glykolyse e r s t nach etwa v i e r Stunden e i n t r a t , während d i e 

Glykolyse von EHRLICH-Ascites-Tumorzellen u n t e r den g l e i ­

chen Bedingungen etwa nach 80 min. gehemmt war. Dieses 

Ergebnis und d i e dazugehörigen DPN-Konzentrationen s i n d 

i n der Abbildung 11 d a r g e s t e l l t . 



Abb» 11 

NSA vermag auch b e i diesem Tumor d i e Wirkungen des 

A 139 aufzuheben. Die folgende Tabelle faßt d i e Untersu­

chungen von Glykolyse und DPN-Konzentration beim DS-Tumor 

m i t 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 - - + + 
μΜοΙβ DPN , 
— χ 10

4 

mm^Zellen 

nach Inkuba- 80 min 2.73 1,67 3,18 2,38 • 

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

mm
3

 C0
2
/162 mm

5

 Z e l l e n 

von 210 b i s 240 min 
84 18 82 72 

* zwei verschiedene Versuche 
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Merkwürdigerweise b e w i r k t e n 40 mg * A 139 ( a l s o d i e 

6 1/2-fache K o n z e n t r a t i o n gegenüber den Versuchen von 

Tabelle 28) auch nach 360 min. I n k u b a t i o n im manometri­

schen Ansatz keine Hemmung der anaeroben G l y k o l y s e , und 

auch d i e DPN-Konzentration war nach 240 min, nur um 50 # 

gegenüber der K o n t r o l l e abgesunken. Diesen Befund zu e r ­

klären, war b i s j e t z t n i c h t möglich. 

Wir sehen d i e T h e r a p i e r e s i s t e n z und d i e r e l a t i v e Un-

e m p f i n d l i c h k e i t der Glykolyse des DS-Tumors gegen X t h y l e n -

imin-Verbindungen a l s e i n w e i t e r e s Argument für unsere 

Annahme, daß der c a r c i n o s t a t i s c h e Wirkungsmechanismus 

d i e s e r Substanzen i n einem E i n g r i f f i n d i e Glykolyse, 

bzw. den DPN-StoffWechsel b e s t e h t , an. 

2. 5®i£22Hi§ii22£Z££ £ü2ii® i . 

Z e l l e n des EHRLICH-Mäuse-Ascites-Tumors wurden im 

manometrischen Ansatz i n k u b i e r t . Anaerobe Glykolyse und 

DPN-Konzentration i n den Z e l l e n b e i Ende der Manometrie 

wurden wie oben beschrieben gemessen. Die Hälfte der i n ­

k u b i e r t e n Z e l l e n wurde i n Krebs-Ringer-^ösung gewaschen 

und dann zu g l e i c h e n T e i l e n ( j e etwa'60 mm
3

 Z e l l e n ) auf 

j e v i e r Mäuse wieder überimpft. Die Ergebnisse d i e s e r 

Reinoculationsversuohe s i n d i n T a b e l l e 29 ( S e i t e 53) dar­

g e s t e l l t . 

2 mg # Β 518 ( = Endoxan ASTA ) und 2 mg * Benzo-

chinon-1,4 v e r h i n d e r t e n , m i t und ohne 2 mg/ml NSA, das 

Wiederangehen der r e i n o c u l i e r t e n A s c i t e s - Z e l l e n n i c h t . 

Glykolyse und DPN-Konzentration waren gegenüber der Kon­

t r o l l e wenig verändert, Die T i e r e starben nach Gewichte­

zunahme a l l e . 
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Tab. 29 

Reinoculationsversuche m i t A e c i t e e z e l l e n nach Inkubation mit 

+ A 139 und + NSA 

A 139 i n mg* - - 6 6 6 0 ,6 

NSA 2 mg/ml - + - + -
Hemmung der 
Glykolyee i n * 
gegenüber der 
K o n t r o l l e 

- ... >95* - - -
uJfole DPN . 
— , χ 10

4 

mm Ze l l e n 
0,87 2,06 <0 ,1 0,87 0 ,69 

Zahl der 
beimpften Tiere 8 3 8 8 4 4 

Tiere gestorben a l l e a l l e 1 - -
nach Tagen 20 20 28 - - -
überlebende Tiere - - 7 a l l e a l l e a l l e 

Beobachtungezeit - - mehr a l e zwei Monate 

Gewichtezunahme 
b i s zum 20. Tag, 
M i t t e l w e r t e i n * 
des Auegange-
gewichtee 

25* 25* - - - -

*) Dieeen v i e r Tieren wurden A e c i t e e z e l l e n überimpft, d i e mit 2 mg/ml 
NSA-haltiger Krebe-Ringer-Löeung gewaschen worden waren. Darüber h i n ­
aus wurden den Tieren 4 Tage lang täglich 100 mg/kg NSA i n t r a p e r i ­
t o n e a l g e e p r i t z t . 

3 . ?£&§BliHM_X£S-££5££Sl§ä£i25li£^S£5l£5-§§ii£5.
mi

i 
verschiedenen_Carcinos 

Wir verweisen an d i e s e r S t e l l e ausdrücklich auf d i e 

von HOLZER und KRÖGER a n g e s t e l l t e n Untersuchungen am Jen-

sen-Sarkom. Man fand i n diesen Versuchen b e i Behandlung 

der Tumoren einen A b f a l l der DPN-Konzentration gegenüber 

der K o n t r o l l e , NSA-Gaben v e r h i n d e r t e n diesen A b f a l l und 

v e r s c h l e c h t e r t e n d i e Heilungsquote der Behandlung. Diese 

Versuche si n d i n (34) veröffentlicht* 
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DISKUSSION« 

Ausgehend von früheren Beobachtungen ( 7 ) , i n denen 

f e s t g e s t e l l t worden war, daß d i e Glykolyse von Tumor-Zel­

l e n durch Äthylenimin-Verbindungen gehemmt w i r d und der 

Grund dafür i n e i n e r markanten E r n i e d r i g u n g der stationä­

r e n DPN-Konzentration zu suchen i s t , war es das e i g e n t ­

l i c h e Hauptthema d i e s e r A r b e i t , den DPN-senkenden Mecha­

nismus der genannten Verbindungen näher zu untersuchen. 

Der e r s t e H a u p t t e i l der A r b e i t beschäftigte s i c h 

m i t der Glykolysehemmung a l s s o l c h e r . Die frühere Beob­

achtung ( 7 ) , daß d i e Glykolysehemmung e i n t r i t t , ohne daß 

d i e i n P a r a l l e l v e r s u c h e n untersuchte Atmung d e r a r t i g e i n ­

g r e i f e n d gestört i s t , wurde bestätigt. Ferner konnten w i r 

den g e n e r e l l i n Tumor-Zellen d i e DPN-Konzentration erhöhen­

den E f f e k t des Nikotinsäureamids und d i e Aufhebung der 

Glykolysehemmung durch NSA im Versuch reproduzieren ( 6 , 7 ) . 

Dieser S c h u t z e f f e k t des NSA i s t noch wenige Minuten, bevor 

i n Parallelgefäßen d i e Glykolyse gehemmt w i r d , durch Nach­

kippen von NSA zu zeigen ( 6 ) . 

E i n i g e neue Äthylenimin-Verbindungen von WALLENFELS 

( 2 5 , 27) haben auf d i e DPN-Konzentration und die Gly k o l y ­

se von A s c i t e s - Z e l l e n im P r i n z i p d i e g l e i c h e Wirkung wie 

d i e früher untersuchten Verbindungen. Die Tatsache der 

höheren Wirksamkeit (27) des v i e r f a c h m i t Äthylenimingrup-

pen s u b s t i t u i e r t e n Tetraäthylenimino-benzochinon -1,4 
( = QE^ ) unterstützt d i e Anschauung ( 3 8 ) , daß d i e Wirkung 

auf den D P N - S t o f fW e c h s e l eine Punktion der Äthylenimin-

gruppen i s t . 

Der zweite H a u p t t e i l der Versuche g a l t der Frage nach 

dem Mechanismus der Senkung der DPN-Konzentration i n 

Tumor-Zellen b e i I n k u b a t i o n m i t Äthylenimin-Verbindungen. 

Die beschriebenen Versuche schließen eine d i r e k t e 

Reaktion des DPN m i t BAYER A 139 n i c h t m i t S i c h e r h e i t aus. 

Diese Reaktion verläuft i n v i t r o jedoch sehr langsam, im 

Gegensatz zu der Geschwindigkeit der i n Tumor-Zellen e i n ­

t r e t e n d e n Abnahme der DPN-Konzentration, sodäß s i e für 

den Wirkungsmechanismus kaum i n Frage kommen dürfte. 
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Die Bestimmung der Konzentration an reduziertem DPN 

ergab im Gegensatz zu (7) meßbare Konzentrationen an DPN-H 

i n der Höhe von 30 <$> der Gesamt-Diphosphopyridinnucleotide 

(DPN + DPN-H) i n den Z e l l e n des von uns verwandten Stammes 

(-WARBÜRG) des EHRLICH-Mäuse-Ascites-Carcinoms. Dieser Be­

fund w e i s t d a r a u f h i n , daß di e DPN-H-Konzentration v i e l ­

l e i c h t von der GDH-Konzentration (BARANOWSKI-Perment) i n 

der Tumor-Zelle abhängig sein könnte, denn der von uns 

verwandte Stamm WARBURG enthält nach (7) GDH im Verhält­

n i s zu MDH wie 1 : 100, während der Stamm, an dem (7) d i e 

DPN-H-BeStimmungen durchführten, GDH : MDH = 1 : 3 

e n t h i e l t . Da d i e DPN-H-Konzentration, wenn auch verhältnis­

mäßig weniger a l s d i e DPN-Konzentration, i n der Z e l l e b e i 

Äthyleniminchinon-Behandlung a b s i n k t , schließt diese 

Beobachtung zwei w e i t e r e mögliche Ursachen für die beob­

achtete E r n i e d r i g u n g der stationären DPN-Konzentration 

aus: 

1. e i n stationäre erhöhter Prozentsatz an DPN-H; 

2. eine Reaktion des DPN-H m i t BAYER A 139 i n der Z e l l e . 

An einem Schema s e i der Stoffwechsel des DPN, seine 

Synthese- und Abbauwege, soweit s i e für das Verständnis 

unserer Versuche vonnöten s i n d , aufgezeichnet: 

Abb. 12 

DPI-Blosynthese 

ATP, ,PP 

DvMBido DPI 

.Glutamin + ATP 

-> Glutaainaäur« 

• ABP • PP 

Riboea-1-P GH) 

DPI · Dlphoephopyridinnuclaotid; HS - Hicotineäur«; 

ISA - licotinaäuraamid; WS - Mononuclaotid; 

Ρ * Orthonhosphats PP « Pyrophoephat. 
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Aus dem Schema i s t e r s i c h t l i c h , daß u n t e r anderem 

ATP und NSA (42) für d i e DPN-Synthese notwendig s i n d . Die 

Permente NMN-pyrophosphorylase ( 3 6 ) , DFN-pyrophosphataae 
( 3 5 ) und DPN-pyrophosphorylase ( 2 3 ) k a t a l y s i e r e n d i e im 

Schema c h a r a k t e r i s i e r t e n Reaktionen. Die DPN-nucleosidase 

( a DPN-ase ) s p a l t e t d i e g l y k o s i d i s o h e Bindung des Niko­

tinsäureamids m i t der Ribose im DPN-Molekül h y d r o l y t i s c h 

und i s t durch NSA hemmbar ( 3 7 . 21 u . 2 2 ) . 
Die Ergebnisse der Versuche, i n denen Glykolyse und 

stationäre Konzentrationen von DPN und ATP i n A s c i t e s -

tumor-Zellen b e i Äthylenimin-Behandlung gemessen wurden, 

schließen e i n Absinken der ATP-Konzentration a l s Ursache 

für d i e E r n i e d r i g u n g der DPN-Konzentration aus. Die Ver­

änderungen im St o f f w e c h s e l der Tumor-Zelle t r e t e n i n der 

Reihenfolge: 1 . Absinken der DPN-Konzentration, 2. Hemmung 
der G l y k o l y s e , 3 . A b f a l l der ATP-Konzentration, a u f . 

M i t Nikotinsäureamid i n geeigneten Konzentrationen 

i s t es möglich, d i e Aktivität der DPN-ase vollständig zu 

hemmen ( 3 7 , 22 u . 2 1 ) . Es l a g daher, nachdem d i e Schutz­

wirkung des NSA gegenüber der DPN-sengenden Wirkung der 

Äthylenimin-Verbindungen gefunden war ( 6 , 7 ) , nahe, zu­
nächst d i e Wirkung von BAYER A 139 auf d i e DPN-ase i n 

E x t r a k t e n aus M i l z , Tumor-Zellen und i n der Tumor-Zelle 

zu untersuchen. Eine s i g n i f i k a n t e A k t i v i e r u n g der DPN-ase 

durch A 139, welche a l s Ursache für d i e Abnahme der DPN-

Kon z e n t r a t i o n i n Tumor-Zellen anzusprechen möglich w ä r e , 

konnte n i c h t nachgewiesen werden» 

Die Untersuchung w e i t e r e r Enzyme des DPN-Stoffwech­

sele ergab, daß s i c h DPN-pyrophosphorylase ( = KORNBERG-

Enzym ) aus Schweineleber - dieses Ferment i s t nur i n 

sehr g e r i n g e r K o n z e n t r a t i o n im Tumor vorhanden - und 

DPN- und DPN-H-pyrophosphatase aus Niere und Jensen-Sarkom 

der Ratte gegenüber A 139 Zusätzen im Test a l s i n d i f f e r e n t 

erwiesen. Die Aktivitäten der Enzyme wurden für DPN-Spal-

tung gemessen. 

I n der v o r l i e g e n d e n A r b e i t konnten demnach eine Reihe 

von Möglichkeiten für den d i e DPN-Konzentration senkenden 

Mechanismus von Äthylenimin-Verbindungen ausgeschlossen 
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werden. Durch Konzentrierung der Suche auf die wenigen, 

noch r e s t l i c h bestehenden Möglichkeiten gelang es HOLZER, 

DUNTZE und FRANK (44) a l s A n g r i f f s p u n k t der Äthylenimin-

Verbindungen eine A l k y l i e r u n g von NSA und damit dessen 

Fehlen für den DPN-StoffWechsel w a h r s c h e i n l i c h zu machen. 

Eine d r i t t e Gruppe von Versuchen beschäftigte s i c h 

m i t dem Zusammenhang zwischen DPN-senkendem Mechanismus 

und Glykolysehemmung e i n e r s e i t s und H e i l w i r k u n g der Äthyl­

enimin-Verbindungen a n d e r e r s e i t s . 

Die Untersuchung eines t h e r a p i e r e s i s t e n t e n (DRUCKREY 

(32 ) ) Carcino-Sarkoms der Ratte ergab einen gegenüber an­

deren Tumoren um Stunden verzögerten A b f a l l der DPN-Kon­

z e n t r a t i o n . und auch d i e darauf beruhende Glykolysehemmung 

t r a t entsprechend spät a u f . Diese Befunde sehen w i r i n 

Parallelität m i t der Resistenz des Tumors gegenüber car-

c i n o s t a t i s c h e r Therapie ( 3 3 ) . 

I n w e i t e r e n Versuchen zur Frage des Zusammenhangs 

zwischen Glykolysehemmung und H e i l w i r k u n g wurden A s c i t e s -

tumor-Zellen nach Manometrie der anaeroben Glykolyse m i t 

und ohne A 139 und anschließender DPN-Bestimmung Mäusen 

r e i n o c u l i e r t . . Die Z e l l e n g ingen, wie zu erwarten war, 

nach I n k u b a t i o n ohne A 139» m i t und ohne NSA wieder an, 

und d i e Tiere starben an dem s i c h entwickelnden Tumor. 

M i t A 139 i n k u b i e r t e Z e l l e n , deren Glykolyse gehemmt und 

deren stationäre DPN-Konzentration abgesunken war, gingen 

n i c h t an, und d i e T i e r e überlebten um Monate. Dagegen 

gelang es n i c h t , m i t NSA und A 139 i n k u b i e r t e Z e l l e n , 

deren Glykolyse und DPN-Konzentration unverändert waren, 

wieder zum Angehen zu b r i n g e n . Auch w e i t e r e i n t r a p e r i t o — 

neale NSA-Gaben bewirkten k e i n Wiederängehen.. Ferner 

gingen Z e l l e n , d i e m i t 1/10 der sonst üblichen A 139 Kon­

z e n t r a t i o n i n k u b i e r t wurden und deren Glykolyse und DPN-

Konze n t r a t i o n noch n i c h t beeinträchtigt waren, n i c h t wie­

der an. Aus diesen o r i e n t i e r e n d e n Versuchen ergeben s i c h 

folgende Fragen: 

1. M i t welchen Konzentrationen von A 139 und NSA i s t es 

möglich, den S c h u t z e f f e k t des NSA gegen d i e Wirkung 

des A 139 auf d i e DPN-Konzentration und die Glykolyse 

von A s c i t e s - Z e l l e n auch für d i e Wachstum-hemmende 
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Wirkung dee A 139 zu zeigen, und i s t das überhaupt 

a b g l i c h ? 

2 . Kann man b e i n i e d r i g e r e n A 139 Konzentrationen b e i 

genügend l a n g e r Manometrie doch e b e n f a l l s eine Gly-

kolysehemmung i n v i t r o f e s t s t e l l e n , und l i e g e n d i e 

n i e d r i g s t e n A 139 K o n z e n t r a t i o n e n , d i e d i e Glykolyse 

hemmen, noch über den A 139 Konzentrationen, d i e e i n 

Wiederangehen der Tumor-Zellen b e i R e i n o c u l a t i o n 

v e r h i n d e r n ? 

Die Reinooulationsversuche d i e n t e n der Abgrenzung der Fra­

ge, wie w e i t d i e Parallelität zwischen unserem Modell -

den i n v i t r o Versuchen m i t A s c i t e s t u m o r - Z e l l e n - und den 

Versuchen von HÖLZER und KRÖGER am Ganztier geht. I n d i e ­

sen Versuchen fand man, daß Äthylenimin-Verbindungen d i e 

DPN-Konzentration im Tumor senken und d i e Tiere h e i l e n ; 

NSA hebt diese beiden Wirkungen auf ( 3 4 ) . 
Zum Abschluß s e i bemerkt, daß es für a l l e Versuche 

den Wirkungsmechanismus c a r c i n o s t a t i s c h e r Verbindungen am 

T i e r aufzuklären u n w i c h t i g i s t , ob d i e untersuchte Sub­

stanz auch am Menschen c a r c i n o s t a t i s c h wirksam i s t ; es 

kommt nur darauf an, daß das Präparat a l s Therapeuticum 

am T i e r Tumoren h e i l e n kann. Wenn es gelänge den c a r c i n o -

s t a t i s c h e n E f f e k t am T i e r i n seinem Mechanismus aufzuklä­

r e n , so bestünde auch d i e Möglichkeit durch vergleichende 

Betrachtung der Verhältnisse beim Menschen f e s t z u s t e l l e n * 

warum d i e Chemotherapie maligner Tumoren beim Menschen 

b i s heute noch weitgehend v e r s a g t . 



- 59 -

ZUSAMMENFASSUNG. 

1 . Verschiedene Äthylenimin-Verbindungen senken d i e DPN-

Konzentration und hemmen d i e Glykolyse von A s c i t e s ^ 

tumor-Zellen ohne eine d e r a r t i g markante Beeinflussung 

der Atmung. Bei Hefe-Zellen h a t t e A 139 keinen s p e z i ­

f i s c h e n Einfluß auf d i e DPN-Konzentration und d i e Gly­

k o l y s e . 

2. Nikotinsäureamid erhöht d i e DPN-Konzentration i n A s c i ­

tes tumor-Zellen und hebt d i e A 139 Wirkungen (DPN-Sen-

kung und Glykolysehemmung) a u f . 

3. Eine d i r e k t e Reaktion zwischen Nikotinsäureamid und 

A 139» d i e das Dichtabsorptionsspektrum verändert, 
konnte n i c h t f e s t g e s t e l l t werden» 

4 . DPN und A 139 r e a g i e r e n b e i I n k u b a t i o n entweder sehr 

langsam oder gar n i c h t . 

5. A 139 senkt d i e DPN-H Konz e n t r a t i o n i n Tumor-Zellen, 

jedoch weniger a l s d i e DPN-Konzentration. 

6. Die Senkung der ATP-Konzentration i n Tumor-Zellen 

durch A 139 i s t eine Folge und n i c h t d i e Ursache des 

Absinkens der DPN-Konzentration« 

7. A 139 b e w i r k t keine markante A k t i v i e r u n g des Enzyms 

DPN-ase» 

8 . A 139 hat w e i t e r h i n keinen s i g n i f i k a n t e n Einfluß auf 

di e Enzyme DPN-pyrophosphorylase, sowie DPN- und DPN-H— 

pyrοphosphatase· 

9. Der Thera p i e r e s i s t e n z des DS-Tumors der Ratte gegen 

C a r c i n o e t a t i c a geht eine Resistenz der DPN-Konzentra­

t i o n und der Glykolyse der A s c i t e s f o r m des DS-Tumore 

im i n v i t r o Versuch gegen A 139 p a r a l l e l . 

10» M i t A 139 i n k u b i e r t e A s c i t e s t u m o r - Z e l l e n gehen b e i 

R e i n o c u l a t i o n im Gegensatz zur K o n t r o l l e n i c h t wieder 

an« 
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