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Abstract-Various phenothiazine and aminoketone derivatives inhibit the activity of 
PGAD crystallized from swine muscle at a concentration of between 10m5-10-6 M. 
The inhibition disappears when incubated with cystein and develops only during illu- 
mination. 

Es IST aus der Literatur bekannt, dass Phenothiazine und Aminoketone in vitro die 
oxydative Phosphorylierung Gehirn-, und Lebermitochondrien hemmen.le3 Diese 
Hemmung ist mit Hilfe von Cystein auf zu heben. Nach unseren friiheren Versuchen 
beruht die in vitro beobachtete Wirkung teilweise wahrscheinlich auf einer Hemmung 
der SH Gruppen enthaltenden Fermente und Kofermente des phosphorylierenden 
Systems (Hexokinase, Brenztraubensgre-, Ketoglutars%ureoxydase).6, ’ 

Zur Untersuchung des genaueren Wirkungsmechanismus haben wir unsere Ver- 
suche mit kristallisierter D-Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (PGAD) 
durchfiihrt, welche essentielle SH Gruppen enth%lt.$ 

METHODE 

Die Aktivitat der aus Schweinemuskel isolierte PGAD wurde mit Hilfe der opti- 
schen Methode von Warburg bestimmt. 8 Der Versuch wurde folgenderweise durch- 
fiihrt: Das Fermenteiweiss (30 pg = 4,s x lo-lo M) wurde O-30 Min lang mit den 
untersuchten Substanzen auf Zimmertemperatur inkubiert, deren Konzentration 
1,6 x 1O-5 M war. Aus diesem wurde 0,l ml dem Reaktionsgemisch zugefiigt. In 
einigen Experimenten wurde das Ferment und die gepriiften Prgparate in Gegenwart 
von Cystein inkubiert (Endkonzentration 1 x 10e3 M). In solchen Fgllen wurde such 
der Kontrollprobe Cystein zugefiigt, da Cystein die Aktivitat der untersuchen Fer- 
mentprgparate urn 20-30 “/o hebt. Die Beleuchtung wurde bei Tageslicht in 5 ml 
Fliissigkeit enthaltenden ProberBhren durchgefiihrt. 

Folgende Phenothiazin- und Aminoketonderivate wurden untersucht : 
(1) Chloropromazin (Chlor-3-(dimethylamino-3’-propyl)-lO-phenothiazin). (a) Lar- 

gactil (Specia). (b) Hibernal (Egyesiilt Gy6gyszer Cs TgpszergyBr). 
(2) Promethazin(N-(2’-dimethylamino-2’-methyl) (aethyl)- lo-phenothiazin). (a) 

Phenergan (Specia). (b) Pipolphen (Egyesiilt Gy6gyszer Cs TBpszergyBr). 
(3) Diaethazin(N-(2’-diaethylamino-aethyl)-phenothiazin). Latibon (Bayer). 
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(4) Promazin-(N-(3’-dimethylamino)-propyl-phenothiazin). Talofen (Pierrel). 
(5) Prochlorpremazin-(Chlor-3(N-methyl-4”-piperazinyl)-3’propyl)- IO-phenothia- 

zin). Stemetil (Specia). 
(6) NA-86, 2-piperidino-methyl-tetralon-I-HCl. 
(7) N-664, 2-piperidino-methyl-7-aethyl-tetralon-l-HCI. 
(8) N-694, 2-morpholino-methyl-7-aethyl-tetralon-1-HCl. 
(9) N-695, 2-piperidino-methyl-4,6,7-trimethyl-tetralon-1-HCl. 
(10) N-697, 2-piperidino-methyl-7-chlor-tetralon-1-HCl. 
(11) NA-65, I-piperidino-3-phenylpropan-3-on-HCl. 
(12) NA-127, I-piperidino-3-phenylpropan-3-ol-HCI. 

Die Aminoketonderivaten 6-12 wurden von Dr. K. Nador (Abteilung fur Arz- 
neimitellforschung des Institutes fiir experimentelle Medizinsche Forschung der 
ungarischen Akademie der Wissenschaften) synthetisiert und zur Verfiigung gestellt 
woftir wir such an dieser Stelle unseren Dank ausdrticken. 

ERGEBNISSE 

TABELLE 1. CHLORPROMAZINHEMMUNG DER PGAD AKTIVIT~~T IN VERSCHIEDENEN 
KONZENTRATIONEN, NACH VERSCHIEDENER INKUBATIONSZEIT UND BELEUCHTUNG 

I I AktiviMt nach 30 
Untersuchte Konzentration Inkubationszeit Sek. 

Substanz (M) (Min) I i in y der 
I “Em / Kon~rolle 

Kontrollprobe 

i 
- 

I2 
- ) 0,210 I 100 

Largactil 
1,6 x lo-” 

’ 0,145 
~ 

Largactil 1,6 x lO-5 0,095 
I,6 x 1O-5 

, iii 
Largactil 0,020 1 10 
Largactil 
Largactil 

( ;f5XXl~;58 $ 0,000 0 

I :: 
0,140 

Largactil 0,150 ’ zi 
Largactil 

f&6 ; it)‘” 
B I 60 0,085 40 

:;;;;;;;g;;i; / ‘13; ; ;;I; / 

Chlorpromazin I:6 x: 10-j 

! 30 30 

1 30 

beleuchtet in Dunkeln 0,080 0,215 102 38 

beleuchtet, nachher im ; 0,220 105 
Dunkeln mit PGAD 30’ 

I inkubiert I 
I I 

Aus Tabelle 1 ist es sichtbar, dass 1,6 2: 1O-5 M Largactil die Fermentaktivitat 
nach 30 Min vollkommen hemmt. Aus den Versuchen mit Chlorpromazin geht hervor, 
dass die Chlorpromazinhemmung im Dunkeln nicht zu Stande kommt, und dass die 
Beleuchtung gleichzeitig mit der lnkubation mit PGAD zur Auslosung der hemmen- 
den Wirkung notwendig ist, auf welche Erscheinung wir noch spater zuriickkehren 
werden. 

In den weiteren Versuchen haben wir die verschiedenen Phenothiazinderivative 
und Aminoketone unter gleichen Versuchsbedigungen und Konzentrationen (1,6 x 

10-5) miteinander verglichen. Das Ferment wurde 20 Min mit den untersuchten 
Praparaten in Abwesenheit und in Gegenwart von Cystein (1 x low3 M) inkubiert. 
(Tabelle 2). 

Unsere weitere Versuche zeigen, dass die hemmende Wirkung der Phenothiazine 

und Aminoketone auf die Aktivitat der PGAD zwar mit Cystein aufzuheben ist, 
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aber nicht auf der direkten Blockierung der SH Gruppen beruht. Das Spektrum des 
Chlorpromazins zeigte im Gegensatz zu anderen Angaben” keine ausgesprochene 
Abweichung in Gegenwart von Cystein. Dagegen kommt eine Veranderung im 

Spektrum des Chlorpromazins vor bei Beleuchtung mit Abnahme des Adsorptions- 
maximums bei 256 rnp unter der Bildung eines neuen Adsorptionsmaximums bei 
275 rnp. Die Veranderung wird von PGAD katalysiert. DPN freie PGAD tibt diese 
katalysierende Wirkung nicht aus (Tabelle 3). 

TABELLE 2. PGAD AKTIVITWTSHEMMUNG VERSCHIEDENER PHENOTHIAZIN UND AMINO- 

KETONDERIVATE IN GEGENWART UND ABWESEN VON CYSTEIN 

AktivitZt nach 30 Sek. 

Untersuchtes Ohne Cystein ~ Mit Cystein 
Praparat , 

A Es,, 
in ‘/” der ) 
Kontrolle I E,,, 

) in “/” der 
Kontrolle 

Kontrollprobe 
Chlorpromazin 
Largactil 
Hibernal 
Phenergan 
Pipolphen 
Latibon 
Talofen 
Stemetil 
Na-86 
N-664 
N-694 
N-695 
N-697 
NA-65 
NA-127 

0,270 
0,145 

( 0,081 
0,030 
0,081 
0,085 
0,140 
0,115 
0,105 
0.100 

’ 0;095 
0,130 
0,095 
0,145 

1 0,150 
~ 0,270 

100 

2 
IO 

0,340 
0,335 
0,323 
0,290 
0,335 
0,330 
0,3 10 
0,345 
0,335 
0,320 
0,325 
0,330 
0,335 
0,340 
0,295 
0,350 

loo 
98 
95 

iif 
102 
98 
94 

E 

0-0 30 ,q chlorpromonn 

W 30 ,u’9 chiorpromoz,“+3xlC?M &/SO, /z 

a---a 30 ~‘9 chlorpromozmt 10-4M’ Cc/SO,/, 

ABB. 1. Adsorptionsspektrum der Oxydation des Chlorpromazins mit Hilfe von CetSO,),. 
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SBmtliche spektrophotometrische Proben wurden gegen, Eiweiss bzw. Cystein 
gemessen. Das beleuchtete Produkt ist nicht mit dem ~hlorpromazinsulfoxyd 
identischl~ da es kein Maximum bei 240 my erweist. Bei der partiellen Oxydation des 
Chlorpromazins mit Hilfe von Ce(SO,), haben wir jedoch eine lhnliche intermedilre 
Verbindung wahrgenommen (Abb. 1). 

TABELLE 3. VER~NDERUNGEN IM ADSORPTIONSSPEKTRUM DES CHLORPROMAZINS WAH- 
REND BELEUCHTUNG, INKUBA~~ON TWIT PGAD UND CYSTEIN 

Chlorpromazin (10m5 M) / 
1 Chlorpromazin !- PGAD 

Wellenkinge 
(1O-5 M) (lO-9 M) 

- 

(mr) ~ o Zeit der B$uchtung (M3i$ B$wchtung (M3:) 

I 

256 / 0,s 
! 

0,75 0,65 0,85 0,58 0,45 
275 0,02 

/ 
0,03 0,05 0,025 OJO 0.20 

240 0,40 0,38 0,37 1 0,42 0,42 0,40 

256 
275 
240 

I Chlorpromazin f Cystein 
( 1O-5 M) (1O-4 M) 

! Chlorpromazin + DPN(y;j; LyAD 
(IO-” M) 

~_-- ---- 
0,84 0.78 0,75 / 0,87 0,76 0,65 
0,02 0,02 0303 0,02 0,03 0,05 / 

: - - 0,40 0,39 0,40 

DISKUSSI ON 

Als mechanismus der PGAD Aktivitgtshemmung der Phenothiazine kann also 
nicht nur die Bindung der SH Gruppen in Frage kommen, sondern such eine photo- 
sensible Redoxver~nderung der Phenothiazine, dass durch Cystein gellemmt wird. 
Eine Bhnliche Vergnderung hat such Cavanaugh bemerktlO bei der Peroxydase Oxy- 
dation der Phenothiazine. Nach Literaturangabenll und nach unseren Erfahrungenl” 

hemmen Phenothiazine such andere Dehydrogenasen. Bei der Hemmung der PGAD 
Aktivitgt konnten wir jedoch nicht Vergnderungen in der Zahl der SH Gruppen 
beweisen.13 Diese Angaben und die Versuche japanischer Autoren14 dass die Pheno- 
thiazine die Aminos~ureoxydasenaktivit~t durch kompetitive Hemmung der Flavin- 
nukIeotide aufheben, haben uns auf die Annahme des obenerwghnten Mechanismus 
gefiihrt. Es kann sich also bei der PGAD Hemmung der Phenothiazine urn eine 
Redoxverknderung oder urn eine Bildung eines wirksamen Intermedigrs handeln. 
Gegen die letztere Annahme spricht jedoch, dass das beleuchtete Produkt wtihrend 
einer Inkubation im Dunkeln die PGAD Aktivitat nicht hemmt. Es konnte aber 
wtihrend der Beleuchtung such eine Polymerisation des Chlorpromazins stattfinden, 
weIche die reaktiven Gruppen bindet. I5 Die Entscheidung dieser Frage ist noch Auf- 
gabe weiterer Versuche. 

“Die zwischen dem Chlorpromazin, Largactil und Hibernal gefundene Differenze 
in der Hemmung lassen sich dadurch erklgren, dass die Prgparate Largactil und 
Hibernai verschiedene, stabilisierende Substanzen enthalten (z.B. Natriumhydro- 
carbonat, Hydrochinon, Natriumsulfit, Kaliumpyrosulfat u.s.w.) Diese Reduktions- 
mittel bewaren die Phenothiazine einigermassen vor friihzeitiger Oxydation und 
Polymerisation. Dagegen nimmt das Maximum des Adsorptionsspektrum des 
Chlorpromazins schon nach einigen Minuten nach der LSsung ab, wie es aus 
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dem Kontrollversuch der Tabelle 3 such sichtbar ist. Mit Chlorpromazinsulfoxyd 
beobachteten wir nur eine lo-20%-ige Hemmung in derselben Konzentration.” 

ZUSAMMENFASSUNG 

Verschiedene Phenothiazin- und Aminoketonderivate hemmen die Aktivitgt der aus 
Schweinemuskel kristallisierter PGAD in einer Konzentration zwischen 10-5-10-6 M. 
Die Hemmung wird in Gegenwart von Cystein aufgehoben, und entsteht nur nach 

Beleuchtung. 
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