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It is apparent from the data in Table I that the Hill-reaction activity to
2,3',6-trichlorophenolindophenol and photophosphorylation as elicited by several co-
factors is not affected by the above freezing and thawing technique nor by storage
under liquid nitrogen for at least a month. Storage of similar preparat.ons at —8°
resulted in a complete loss of phosphorylation activity within 72 h.

TABLE T

EFFECT OF FREEZING GF CHLOROPLAST SUSPENSION ON HILL-REACTION ACTIVITY
AND PHOTOPHOSPHORYLATION

All values are umoles/mg chlorophyli/h.

Chloroplasi preparation

. Frozen, stored
Untreated for 1 month

Hill-reaction activity to

2,3’,6-trichlorophenolindophenol 129 129
Photophosphorylation with as cofactor

phenazine methosulfate 492 477

FMN 149 181

menadione 208 170

This technique has proved extremely useful in the storage of chloroplasts ex-
tracted with heptane to remove the plastoquinone. Thus, a uniformly depleted chloro-
plast preparation which could be consistently reactivated by the readdition of plasto-
quinone was available for numerous comparative studies.
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sC 2213
Bstrogene und antigstrogene Wirkung einiger Gstranabkémmlinge
in vitro und in vivo

Vor kurzem wurde iiber die Darstellung neuer, in 3-Stellung substituierter Ostran-
abkommlinge berichtet!. Diese und einige andere Derivate des Ostrans werden in vitro
an der dstrogenabhingigen Transhydrogenase aus menschlicher Placenta sowie in vivo
im Allen—Doisy-Test auf ihre 6strogene und antidstrogene Wirkung gepriift.

Die Transhydrogenase aus menschlicher Placenta?-% wird nach einem modifi-
zierten Verfahren angereichert und als Trockenpulver in lagerfdhiger Form erhalten.
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Zur Priifung der Enzymaktivierung verfolgt man die Kinetik der Bildung von DPNH
aus DPN+in einem optischen Test. Der Ansatz besteht aus: 5.0 ml Substratmischung
(pH 7.4) (diese enthiilt in 100 ml: 10 pMol TPN+, 100 uMol DPN+, 75 uMol EDTA,
250 uMol MgCl,, 6 mMol Tris als Tris— HCl-Pufier). 1.0 ml Glukose-6-phosphat-Losung
(Natrium-Salz Boehringer, 3 mg/ml Wasser), 0.05 ml Zwischenfermentlésung (Prip.
Boehringer, ¢.1 ml verdiinnt mit Puffer ad 3 ml) und 1.8 ml Proteintrockenpulver-
Losung (12 mg/ml Puffer). Pro Versuch werden 2.56 ml der angegebenen Mischung
(pH 7.4) mit 0.c4 ml einer geeignet konzentrierten Lsung der zu testenden Ver-
bin-iung in Dimethylformamid versetzt. Von diesem Moment an verfolgt man die
Anderung der optischen Dichte bei 340 mu 30 Min lang bei 32", Als Mass fiir die
aktivierende Wirkung der gepriiften Substanz gilt die zwischen der 10. und 30. Ver-
suchsminute {linearer Anstieg) gebildete DPNH-Menge. Bei der Priifung auf anti-
ostrogene Wirksamkeit ¢» vitro enthilt der Ansatz jeweils neben dem fraglichen Anti-
dstrogen gleichzeitig Ostradiol-z78 in einer Konzentration von 2.8-10-% Mol/l. Der
mit letzterem allein erzielte Effekt ist in Tabelle I Spalten 2 und b gleich 100 9, gesetzt.

Der Allen-Doisy-Test wird an kastrierten Médusen in Gruppen zu je 1z Tieren
ausgefiihrt. Man injiziert die zu pritfende Losung des Ostrogens in Sesamél unter
die Riickenhaut. 0.1 pg Ostradiol-(178) pro Maus gibt bei 80-100 %, der Tiere den
typischen Vaginaiabstrich. Diese Ostrogenmenge ist in Tabelle I gleich 100 %, ge:etat.
Fiir die itbsigen Cstranabkémmlinge wird in einer Verdiinnungsreihe diejenige Menge
ermittelt, dic bei mindestens 80 9, der Mduse einer Gruppe den positiven Vaginal-
abstrich gibt. Wenn dazu die 10-fache Substanzmenge verglichen mit Ostradiol-(178)
benétigt wird, so besitzt die Substanz nur 1o % der Wirksamkeit des Ostradiols-(178)
(vgl. Tabelle I, Spaite ¢, Ostron). Auf antiéstrogene Wirkung 7 vivo wird durch gleich-
zeitige Injektion von 0.1 ug Ostradiol-(178) und der snaximalen, noch nicht 6strogen-
wirksamen Dosis der zu testenden Substanz gepriift

Ausser Ostron vermogen auch die Verbindungen 3-7 die dstrogen-abhingige
Transhydrogenase zu aktivieren, was besonders bei Anwendung einer hoheren Konzen-
tration deutlich wird. Sie hemmen jedoch die Wirkung des Ostradiols-(176) nur wenig
oder gar nicht, auch wenn sie in 10-fach hoherer Konzentration als dieses anwesend
sind. Gréssere Hemm- oder Antidstrogen-Wirkung ¢# vitro zeigen die Verbindungen
8-14; sie aktivieren das Enzym nicht, wie es {iir ein ideales Antiéstrogen zu fordern ist.

In vivo erweisen sich die Ostranabkémmlinge 3-12 als schwache Ostrogene. Die
Verbindungen 13 und 14 sind wirksamer. Antidstrogene Wirkung ¢# vivo wurde bei
den Substanzen 3-g nicht beobachtet.
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