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Abstract—3 days’ after treatment with hexobarbital, ethyl alcohol was eliminated at
an increased rate in rabbits and mice. The effect quickly disappeared on stopping the
treatment. It was possible to exclude habituation phenomena, i.e. a substratum induced
adaptation mechanism, experimentally for a short test period.

The mean liver weight, but not its protein, is raised by hexobarbital treatment, yet the
total ADH is the same as before., because liver enzyme concentration decreases at the
same time. The same applies to catalase activity, The total diphosphopyridine nucleo-
tide content is unchanged, but the DPN: DPNH ratio is distinctly increased. There is a
positive correlation between speed of elimination and DPN: DPNH ratio.

The possible mode of action by which hexobarbital increases alcohol elimination is
discussed.

Die Applikation einer subnarkotischen Barbituratmenge beeinflusst die Abbauge-
schwindigkeit gleichzeitig aufgenommenen Athanols nicht.! Hingegen schien ein
Befund Whittlesleys® darauf hinzudeuten, dass wiederholte Gaben kleiner Bar-
bituratdosen die Alkoholentgiftung zu steigern vermdgen. Wir untersuchten deshalb
zuniichst den Einfluss einer mehrtdgigen Behandlung mit Hexobarbital oder Pheno-
barbital auf den Verlauf des Alkoholblutspiegels nach intravendser Injektion von
Athylalkohol bei Kaninchen und beobachteten hierbei eine deutliche Steigerung der
Alkoholeliminationsgeschwindigkeit.?

Ubereinstimmende Ergebnisse lieferten unsere nachfolgenden Versuche an Miusen,?
withrend eine Beschleunigung der Alkoholentgiftung bei zwei Hunden nicht erzielt
werden konnte.® Gewohnungserscheinungen im Sinne eines substratinduzierten
Adaptationsmechanismus liegen in unseren Versuchen nicht vor,® so dass die
Umsatzsteigerung andere Ursachen haben muss.

Unsere Versuchsanordnung basierte auf der Hypothese, dass es sich bei der
Umsatzerhthung fiir Alkohol nach Barbituratgaben nicht um den gleichen, noch
ungeklirten,® recht unspezifischen Effekt handelt, wie ihn dieselben Substanzen an
oxydierenden Mikrosomenenzymen der Leber* hervorrufen.®-10 Vielmehr richteten
wir unser Augenmerk auf die fiir den Alkoholabbau spezifische ADH, deren Coenzym
Diphosphopyridinnucleotid und bestimmten dariiber hinaus die Katalaseaktivitit,
um auch deren eventuellen Anteil an der Oxydation des Athylalkohols in der Leber!
unter Kontrolle zu haben.

* Teilergebnisse wurden auf dem V. Internationalen Kongress fiir Biochemie vom 10. bis 16.8.61
in Moskau vorgetragen.
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METHODEN

Als Tiermaterial dienten ménnliche Kaninchen. Bei den Tiéren der Hexobarbital-
gruppe wurde zunichst die normale Entgiftungsgeschwindigkeit festgestellt. An-
schliessend erhielten die Kaninchen 5 Tage lang téglich 50 mg/kg Hexobarbital i.m.
Am 6. Tage, 16 Stunden nach der letzten Barbituratinjektion, zu einem Zeitpunkt, in
dem in fritheren Versuchen® eine Erhohung der Eliminationsgeschwindigkeit mit
Sicherheit festgestellt werden konnte, wurden die Tiere getétet und die Leberwerte
bestimmt. Hierzu wurde die Leber in toto entnommen und vor den notwendigen
Wigungen mit Filterpapier trocken getupft. Bei den nicht mit Hexobarbital behan-
delten Tieren der Kontrollgruppe erfolgte die Bestimmung mindestens 20 Stunden
nach einem Alkoholeliminationsversuch. Zu diesem Zeitpunkt diirfte eine durch die
vorangegangene Alkoholoxydation eingetretene Verschiebung der Pyridinnucleotid-
gehalte der Leber!!-13 mit Sicherheit wieder normalisiert sein.

Diphosphopyridinnucleotidgehalt
DPN und DPNH wurden nach der Methode von Spirtes und Eichel!? bestimmt.

Alkoholdehydrogenase

Die Messung der ADH wurde nach Homogenisieren von etwa 1 g Leber bei 0° C
in 0,01 M Phosphatpuffer von pH 7,5 und anschliessendem halbstiindigen Zentri-
fugieren (0° C, 21 000 x g) mit 0,1 ml des Uberstandes/Kiivette in Anlehnung an
die Methode von Theorell und Bonnichsen!® durchgefiihrt. Die nicht zu vernach-
lissigende alkoholunabhingige initiale DPN-Reduktion des Uberstandes wurde
korrigiert.?

Katalaseaktivitdt

In einem Teil des fiir die ADH-Bestimmung verwendeten Uberstandes wurde nach
Euler und Josephson!® die Katalaseaktivitit gemessen. Die Reaktionszeiten ver-
kiirzten wir auf 30, 60 und 90 sec.1?

Alkoholbestimmung _
Die Alkoholanalyse erfolgte mit der von Biicher und Redetzkil® beschriebenen und
von uns geringfiigig modifizierten enzymatischen Methode.

Alkoholentgiftungsgeschwindigkeit

Die Entgiftungsgeschwindigkeit (V,) des Athanols in mg/kg/hr wurde aus dem
linearen Abfall des Blutalkoholspiegels nach i.v. Injektion von 33 9, igem (v/v)
Alkohol in Dosen von 1 g/kg Korpergewicht berechnet.?

Eiweissgehalt
Die Berechnung des Eiwissgehaltes erfolgte in der iiblichen Weise nach Bestimmung
des Stickstoffs mit der Kjeldahl-Methode.

ERGEBNISSE
Lebergewicht und Eiweissgehalt der Frischleber
Das durchschnittliche Tiergewicht differiert zwischen den beiden gebildeten
Gruppen nur geringfiigig und wird von der Behandlung mit Alkohol und Barbituraten
nicht beeinflusst. Wir bezogen das Lebergewicht auf das Gewicht der Tiere (reduziertes
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Lebergewicht), um jeden Unterschied zu eliminieren. Das reduzierte Lebergewicht
scheint nach der Barbituratbehandlung erhoht zu sein. Das Ergebnis liss sich jedoch
infolge der grossen Streuung statistisch nicht sichern. Gleichzeitig bleibt der Eiweiss-
gehalt der Frischleber konstant (Tabelle 1).

TABELLE 1. WIRKUNG EINER MEHRTAGIGEN HEXOBARBITALBEHANDLUNG
AUF EIWEISSGEHALT UND GEWICHT VON KANINCHENLEBER

Anzahl Korpergewicht  Lebergewicht  Eiweissgehalt
der Tiere red. auf (Frischleber)
Korpergewicht

(kg) (g/ke) (%)

Kontroligruppe 8 3,6 20, 20,6
(Variationsbreite) 3.2 - 4,2) (17,1 —26,1) (16,1 — 24,0)

Hexobarbitalgruppe 8 N 25,9 20,

(Variationsbreite) (3,3 —43) (22,7 — 34,5) (153 — 22,9

Irrtumswahrscheinlichkeit P — e ~ 10 % —

Enzymgehalte

Die Konzentration der ADH im frischen Lebergewebe ist nach der 5-tigigen
Barbituratbehandlung vermindert. Allerdings ist die Abnahme nicht statistisch
sicher. Da jedoch gleichzeitig das Lebergewicht steigt, bleibt die gesamte auf das
Korpergewicht reduzierte ADH-Menge etwa konstant (Tabelle 2).

TABELLE 2. GEHALT UND MENGE DER LEBER-ADH voN KANINCHEN IN
ABHANGIGKEIT EINER MEHRTAGIGEN HEXOBARBITALBEHANDLUNG

Anzahl ADH-Gehalt ADH-Menge reduz.
der Tiere der Frischleber auf Korpergewicht
{mg/g) {mg/kg)
Kontrollgruppe 8 1,82 37,26
(Variationsbreite) (1,40 — 2,27) (32,19 — 41,79)
Hexobarbitalgruppe 8 1,53 39,58
(Variationsbreite) (1,05 — 2,03) (32,50 — 44,71
Irrtumswahrscheinlichkeit P e <10% —

Das von der ADH iiber Konzentration und Menge Gesagte gilt sinngemiss auch
fiir die Katalaseaktivitit.

Coenzymgehalt

Die Verdnderungen im Diphosphopyridinnucleotidgehalt nach 5-maliger Barbitu-
ratinjektion sind wesentlich grosser und statistisch hochsignifikant. Es ist ein deutlicher
Abfall des Gehalts an DPNH zu erkennen, wihrend im DPN-Gehalt keine merkliche
Anderung eintritt. Infolgedessen ist auch der Gesamtgehalt an Diphosphopyridin-
nucleotid, bezogen auf die Frischlebereinwaage, vermindert. Bei Beriicksichtigung
des erhohten Lebergewichts ist jedoch die auf das Korpergewicht reduzierte Gesamt-
menge an DPN auf Kosten des DPNH erhoht. Eine Anderung im Gesamtbestand an
Diphosphopyridinnucleotid ldsst sich dann ebenso wenig wie im Enzymgehalt
sichern.

Als entscheidende Folge sehen wir einen statistisch hochsignifikanten Anstieg des
Verhéltnisses DPN : DPNH von 1,77 in der Kontrollgruppe auf 2,35 in der Hexo-
barbitalgruppe (Tabelle 3).
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Alkoholentgiftungsgeschwindigkeit

Die beiden Gruppen unterscheiden sich in jhrem urspriinglichen normalen Ent-
giftungsvermogen nicht. Innerhalb jeder Gruppe besteht eine positive Korrelation
zwischen ¥, und DPN : DPNH-Quotient. Beim Test der Korrelationskoeffizienten
r ist die Irrtumswahrscheinlichkeit P kleiner als 0,1 %. Im Vergleich zu der bei den
Tieren der zweiten Gruppe vor der Barbituratbehandlung bestimmten V, von 165
mg/kg/hr ist das nach der Behandlung festgestellte Verhiitnis DPN : DPNH derart
verschoben (siehe auch Tabelle 3), dass demselben eigentlich eine hohere V, nimlich
215 mg/kg/hr entspricht (Abb. 1).

Ve (mg/kg/h)

200 -~ -

* -
ol /

1,5 2,0 DPN
DPNH

Ass. 1. Abhiingigkeit der normalen Alkoholentgiftungsgeschwindigkeit vom Verhaltnis DPN:DPNH
bei Kanichen.
A bedeutet einen entsprechenden Mittelwert—V¥, liber DPN:DPNH—der mit Hexobarbital
behandelten Tiere. ¥, wurde vor und DPN:DPNH nach der Behandlung bestimmt. Der Quotient
ist durch die Behandlung derart verschoben, dass ihm nunmehr eine um etwa 30 Prozent héhere V.,
entspricht als die Tiere normalerweise aufwiesen.

DISKUSSION

Fiir die Stimulation mikrosomaler Oxydasen mit gemischter Funktion wurde
verschiedentlich eine erhohte Lebereiweissynthese verantwortlich gemacht,'® die
bei Barbituratbehandlung auftritt.?%: 2! Die experimentallen Befunde scheinen diese
Ansicht teilweise gut zu stiitzen. Die Gewichtszunahme der Leber nach Barbituratein-
wirkung wird von einigen Autoren auch einer diffusen Leberverfettung zuges-
chrieben.?2 Tn unseren Versuchen konnten wir keine Anderung des Eiweissgehaltes
der Frischleber unter der Hexobarbitalbehandlung beobachten, wie es bei einer
Verfettung wohl zu erwarten gewesen wire. Es scheint sich vieimehr um ein normales
Wachstum zu handeln, das allerdings die ADH nicht mit einbezieht. Die Menge dieses
Enzyms bleibt unter den beschriebenen Versuchsbedingungen fiir die Tiere annihernd
konstant. Die Gesamtaktivitidt der Katalase verdndert sich gleichfalls nicht.

Eine Vermehrung der fiir den Alkoholabbau verantwortlichen Fermente als
entscheidende Folge der Barbituratbehandlung und wesentlicher Grund fiir die
Umsatzsteigerung konnten wir also an Hand dieser Versuchsergebnisse ausschliessen.
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Unter der Einwirkung von Hexobarbital tritt dagegen eine Vershiebung des Red/Ox-
Zustandes im DPN/DPNH-System ein. Wihrend der Gesamtbestand gleich bleibt,
verschiebt sich das Verhiltnis DPN : DPNH zugunsten der oxydierten Form. Die
DPN- und DPNH-Konzentration im Sinne des thermodynamischen Aktivititsbegriffs
bezogen auf den Losungsraum einzelner Kompartimente, z.B. den fiir den Alko-
holabbau verantwortlichen?® C-Raum,?* lassen sich z.Z. noch nicht direkt ermitteln
und sind nur indirekt iiber den Quotienten Pyruvat/Lactat zugdngtich.2*—2% Allerdings
erscheint der Wert des Gehaltsquotienten DPN : DPNH, wie wir ihn bestimmten, in
vieler Hinsicht verantwortlich fiir das Ausmass des Alkoholentgiftungsvermogens.
Dies wird deutlich beim Betrachten der Verhiltnisse nach lingerem Fasten!* und
spielt vielleicht auch bei seiner Beeinflussung durch Tolbutamid!? eine Rolle. Da
die beiden Versuchsgruppen sich in ihrer urspriinglichen Alkoholentgiftungsge-
schwindigkeit nicht unterscheiden, sollte also auch die in unseren Versuchen beobachtete
Erhohung des Quotienten verantwortlich gemacht werden konnen fiir die durch die
Hexobarbitalbehandlung verursachte Umsatzsteigerung. Allein wir konnen nicht aus
dem blossen Anstieg des Quotienten bereits auf die Hohe der hieraus resultierenden
Beschleunigung der Alkoholelimination schliessen. Hierzu setzt uns erst die Beobach-
tung in die Lage, dass sowohl in der Kontroll- wie in der Barbituratgruppe eine feste
positive Korrelation zwischen DPN : DPNH-Verhiltnis und V, besteht. Der Quotient
wird durch die Barbituratbehandlung derart verindert, dass er einer rund 30 ¢,
hoheren ¥V, entspricht, als sie bei diesen Tieren vor den Hexobarbitalinjektionen
ermittelt wurde. Der mit Hilfe dieser Verschiebung erklirbare Eliminationsgewinn
entspricht damit tatsdchlich in guter Nidherung dem in unseren vorangegangenen
Versuchen ermittelten Anstieg der Entgiftungsgeschwindigkeit.?

Die Moglichkeit einer Beschleunigung der Alkoholentgiftungsgeschwindigkeit
durch Verinderung des Quotienten DPN : DPNH ist verstindlich, da der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt beim Abbau des Athanols unter normalen Stoff-
wechselbedingungen die Dissoziation des bei der Alkoholoxydation gebildeten
ADH--DPNH--Komplexes ist,’> und der Quotient durch Verminderung des DPNH-
Gehaltes, wie in unserem Falle, erhoht wird. Der entgegengesetzte Effekt tritt beim
Fasten auf.!! Hier scheint der DPNH-Gehalt erhoht zu sein, was eine Verlangsamung
des Alkoholabbaus nach sich zieht. Die Anderung des Quotienten allein auf Grund
eines erhdhten oder nicht allzusehr erniedrigten DPN-Gehaltes sollte entsprechend
der Annahme, dass der Zerfall des ADH-DPNH-Komplexes die Gesamtgeschwindig-
keit begrenzt, keinen Einfluss auf die Alkoholentgiftungsgeschwindigkeit ausiiben.
Versuche mit Nikotinsdureamid an Méusen?” und Kaninchen,® bei denen durch eine
Erhohung des DPN-Spiegels der DPN : DPNH-Quotient stark ansteigt, scheinen
diese Auffassung zu bestitigen.

Die Einwirkung der Barbiturate auf das DPN/DPNH-System kann wahrscheinlich
auf zweil Wegen erfolgen. Erstens wird Hexobarbital eine Funktionsinderung in den
Mikrosomen der Leber hervorrufen, wo sein Abbau mit der Oxydation des Cyclo-
hexenylrings beginnt.?® Diese Substratoxydation ist obligatorisch gekoppelt mit der
Dehydrierung von TPNH, wodurch eine Verarmung an WasserstofT eintritt, die iiber
verschiedene Fermentsysteme,2?: 3¢ aus dem DPNH-Reservoir ausgeglichen werden
konnte. Dieser Mechanismus spielt aber sicherlich keine grosse Rolle, da einmal die
verabreichten Hexobarbitaldosen zu gering erscheinen und zum anderen das TPN
liberwiegend in der reduzierten Form als Donator fiir reduktive Synthesen vorliegt,
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wihrend beim DPN, vor allem in bezug auf dessen Konzentration, gerade das
Gegenteil der Fall ist.? Die zweite Moglichkeit der Einflussnahme des Hexobarbitals,
die unseres Erachtens im vorliegenden Falle tatsichlich zur Wirkung kommt, ist die
Hemmung der oxydativen Phosphorylierung, wie sie fiir Oxybarbiturate beschrieben
wurde.?! Da die oxydative Phosphorylierung fiir die Aufrechterhaltung der mehr oder
weniger weitgehenden Reduktion von Di- und Triphosphopyridinnucleotid verant-
wortlich sein diirfte,? sollte deren teilweise Hemmung zu einer Verschiebung des
Red/Ox-Status in diesen Systemen fiihren. Wir konnten das fiir den Quotienten
DPN : DPNH in unseren Versuchen nachweisen und betrachten dies als ausschlagge-
bend fiir die erhohte Alkoholentgiftungsgeschwindigkeit nach mehrmaligen
Hexobarbitalgaben.

ZUSAMMENFASSUNG

Wir untersuchten verschiedene Faktoren, die das nach 5-tigiger Hexobarbital-
behandlung beobachtete schnellere Absinken des Blutalkoholspiegels bei Kaninchen
verursachen kdnnen.

Obgleich das durchschnittliche auf das Korpergewicht reduzierte Lebergewicht
wihrend der Hexobarbitalbehandlung zunimmt, bleibt bei konstantem Eiweissgehalt
der Frischleber die ADH-Menge pro Kilogramm Tier und die Gesamtkatalase-
aktivitdt unverdndert, da die Enzymkonzentration (in mg/gsr) gleichzeitig absinken.

Auch die Gesamtmenge an Diphosphopyridinnucleotid dndert sich nicht. Allerdings
verschiebt sich das Verhiltnis DPN : DPNH zugunsten der oxydierten Form nach
hoheren Werten. Es besteht eine positive Korrelation zwischen ¥, und DPN : DPNH-
Quotient. Die beobachtete Erhohung des Quotienten entspricht in ihrem Ausmass gut
der beschriebenen Steigerung der ¥V, nach lingerer Barbituratbehandlung.

Der mogliche Wirkungsmechanismus des Hexobarbitals wird diskutiert.

Anerkenung—Wir danken Frau L v. Lobbecke fiir ihre wertvolle Mitarbeit.
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