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—> W& der Vertedungsritrehen
Wacker und V. Scamiep-Kowarzix! iiber die papier-
chromatographische Trennung von 8- und 9-Carbon-
siuren. Die Gegenstromverteilung im genannten System
ist also neben der Papierchromatographie’,? eine weitere
empfindliche Methode zur qualitativen Identifizierung
von Pterinen und bietet dariiber hinaus noch die Mog-
lichkeit der priparativen Trennung von Verbindungen
dieser Reihe mit nicht zu &dhnlichen Vertcilungskoeffi-
zienten (vgl, obiges Beispiel) und schlieflich nach Auf-
stellen von Eichkurven {iir die einzelnen Vertreter auch
der quantitativen Bestimmung.

H.M.Ravey und H. WALDMANN

)

Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit
Frankfurt a.M., den 9. Juni 1950,

Summary

Incubation of folic acid with liver homogenate causes
adegradation product withremarkable blue fluorescence.
The enzymatic reaction requires oxygen and is com-
pletely inhibited by HCN. The degradation product is
not identical with xanthopterine, 2-amino-6-hydroxy-
pteridine-aldehyde-8 or 2-amino-6-hydroxypteridine-
carbonate (8) as is shown by some fluorescence prop-
erties and counter-current distribution. With the latter,
8-pteridinealdehyde and 6-pteridinealdehyde can be
separated.

1 F.WEYGAND, A.WACKER und V. ScuMIED-KowARrzZIK, Exper.
6,184 (1950).
2 P M. Geop und A. W. Jounson, Nature 163, 31 (1949).
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Uber die Wirkung des Colchicins in vivo
auf die alkalische Phosphatase der Rattenleber

Bei der Untersuchung iiber die Wirkung bestimmter
karzinogener Substanzen auf die alkalische Phospha-
tase der Leber standen wir aus methodischen Griinden
vor der Notwendigkeit, zundchst zu priifen, ob das zur
Arretierung auftretender Mitosen verwendete Colchicin
von sich aus bereits die Aktivitdt des zu untersuchenden
Fermentes beeinfluBt. Aus der Literatur sind hiertiber
keine verwertbaren Angaben zu erhalten, da anschei-
nend entsprechende Untersuchungen in vivo bisher
nicht durchgefiihrt wurden.

Kerser! fand Colchicin 4n witro auf Kleinsche Diinndarm-
Nukleotidase unwirksam, wahrend die Serum-Nukleotidase ge-
hemmt wird. Lang? und Mitarbeiter beobuchteten bei Verwendung
relativ hochkonzentrierter ColchicinlGsungen ebenfalls éu vifro einc
deutliche Nukleotidasehemmung, wiahrend SCHOETENsack® iiber
cine Aktivierung sowohl der alkalischen Nierenphosphatase wie
auch der Erythrozytenphosphatase ¢n vitro durch 10~ mol. Colchi-
cinlgsung berichtet.

Material und Methoden. Verwendet wurden 24 weibliche Albino-
ratten, 120-150 g schwer. 15 Tiere erhielten pro g Koérpergewicht
2 9 Colchicin in 0,5 cm® Wasser geldst subkutan injiziert; wenn
nicht anders angegeben, wurden die Tiere 13 Stunden spiter ge-
tétet. 9 Tiere blieben unbehandelt und dienten zur Kontrolle.

Die Bestimmung der Fermentaktivitiit erfolgte in 150 mg homo-
genisiertermn Gewebsbrei bei 37,0° C nnd einem py von 8,8 nach Istiin-
diger Inkubation. Als Substrate wurden Natrium-f§-Glycerophos-
phat, Ribonukleinsiure und Desoxyribonukleinsdure verwendet.
Die Bestimmung des anorganischen Phosphors erfolgte photo-
kolorimetrisch nach Fiske und Surearow?, modifiziert nach
LouMaNy und JENDRrAssik®, im Falle der Nukleinsduren nach einer
unverdffentlichten Methode von Kurscuer®. Zur histochemischen
Phosphatasebestimmung nach der Methode von GoMmori? wurden
diinne Gewebsstiicke in eiskaltem Aceton fixiert und entsprechend
weiterbehandelt. Als Substrat wurden ebenfalls Natrium-§-Glycero-
phosphat sowie Ribonukleinsiure verwendet. Die Inkubationszeit
betrug 3 Stunden bei py1 9,2. Daneben wurde Material in Formalin
bzw. nach CarNoY fixiert und in {iblicher Weise histologisch weiter-
bearbeitet.

Befunde. Die Leber geschlechtsreifer Ratten weist nur
eine sehr geringe alkalische Phosphataseaktivitit auf.
Die quantitative Bestimmung der fermentativen Phos-
phorabspaltung ergab bei den Kontrolitieren folgende
arithmetische Mittelwerte fiir:

x = 0,53 4 0,086 ; bei N = 9 Tieren
0,13 - 0,0058; bei N = 9 Tieren
= 0,288 + 0,014; bei N = 5 Tieren

Die angegebenen Werte bedeuten fermentativ abgespaltenen
anorganischen Phosphor in mg, berechnet auf 1,00 g Lebergewebe;
Inkubationszeit 1 Stunde bei 37,0° C bei einem py von 8,8; Puffer-
ansatz nach King und Drrorv® in Abanderung nach Aesi?; Sub-
stratkonzentration 0,5%.

l

Glycerophosphat
Ribonukleinsdure
Desoxyribonukleinsaure

RIRIR
I

Nach subkutaner Injektion von 0,2 mg Colchicin je
100 g Korpergewicht ergaben sich folgende arithme-
tische Mittelwerte der fermentativen Phosphorabspal-
tung:

Glycerophosphat ¥ =225 - 0,17; bei N = 12 Tieren
Ribonukleinsidure ¥ = 0,61 - 0,068; bei N = 12 Tieren
Desoxyribonukleinsiure % = 0,415 4~ 0,062; bei N = 11 Tieren

(T6tung der Tiere nach 18 Stunden; tibrige Bedingungen wie oben.)

W. KEexseRr, Arch. exp. Pathol. Pharm. 197, 187 {1941},
K.Lang, G.SieBerT und H.OswaLp, Exper. §, 449 (1949).
W.ScHOETENSACK, Arch. exp. Pathol. Pharm. 268, 215 (1949).
C.H.Fiske und Y.SupBarow, J. Biol. Chem. 66, 375 (1925).
K.Loumany und L. JENDRASSIK, Biochem. Z. 178, 410 {1926).
W.KUTS8CHER, persdnliche Mitteilung.

G. Gomori, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 42, 23 (1939).

E. J.King und G.E.DeLory, Enzymologia &, 278 (1940).
H.Ags1, Helv. chim. acta 312, 1761 (1948).
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Der Unterschied zwischen der alkalischen Phospha-
taseaktivitit der Kontrolltiere und derjenigen der
Colchicintiere wurde durch Mittelwertvergleich nach
GourDEN! und F1suER und YaTes? statistisch gesichert.
Der Mittelwertvergleich ergab fiir:

Glycerophosphat P<Z 0,001 (¢ = 8,55 bei n — 19 Freiheitsgraden)
Ribonukleinsiure P< 0,001 (t = 7,60 bein = 19 Freiheitsgraden)

Die Werte mit Desoxyribonukleinsiure als Substrat
ergaben mit P > 0,3 ({ = 0,988 bei n = 14 Freiheits-
graden) keinen signifikanten Unterschied.

Je 1 Tier wurde nach 6-, 9- und 41stiindiger Colchicin-
einwirkung getttet. Es ergaben sich folgende Werte:

Substrat 6h gh 41h
Glyccrophosphat . 0,91 0,67 1,50
Ribonukleinsiure . 0,14 0,44 0,11
Desoxyribonukleinsiure 0,14 - 0,27

Entsprechend der geringen Phosphataseaktivitit
zeigt die normale Rattenleber auch bei der histoche-
mischen Untersuchung erst nach relativ langer Inkuba-
tionszeit eine deutliche positive Reaktion. Um den
Aktivititsunterschied gwischen behandeltem und unbe-
handeltem Tier besonders deutlich sichtbar zu machen,
wihlten wir eine Inkubationszeit von 3 Stunden. Nach
dieser Zeit zeigt die normale Rattenleber gerade die
ersten Spuren einer positiven Reaktion in den Nucleoli
der Leberparenchymzellen, das Zytoplasma bleibt ne-
gativ. Vom Gallengangsystem zeigen bei Verwendung
von Glycerophosphat als Substrat nur die grolen inter-
lobuldren Gallenginge eine starke positive Reaktion.

Vergleicht man hiermit die Fermentreaktion in den
Lebern der colchicinbehandelten Tiere, so kann man
folgendes feststellen: Nach 3stiindiger Inkubation in
Glycerophosphatsubstrat findet sich eine stark positive
Reaktion vor allem in den Nucleoli der Leberzellkerne,
das Zytoplasma zeigt eine leichte, aber deutliche, manch-
mal sogar ziemlich starke Aktivitit, Besonders beein-
- druckend ist aber vor allem die starke Aktivitit des
Gallengangsystems, wobei sich in etwa der Hilfte der
Fille die Gallekapillaren sogar mit ihren Nebendsten
auBBerordentlich deutlich darstellen.

Bei Inkubation in Ribonukleinsiure ist nach 3 Stun-
den ebenfalls in allen Fillen eine sehr starke Reaktion
in den Nucleoli zu beobachten. Zum Unterschied jedoch
zu den Glycerophosphatbefunden zeigen hier die Galle-
kapillaren und Gallengiinge niemals eine positive Reak-
tion. Auch das Zytoplasma des Leberparenchyms bleibt
weitgehend negativ. Die Intensitdt der histochemischen
Phosphataseaktivitit verhilt sich den quantitativ be-
stimmten Werten der Fermentaktivitit entsprechend.
So findet sich z. B. bei den in Tabelle III aufgefiihrten
Tieren in der Leber des 6-Stunden-Tieres eine fiir die
Colchicintiere typische histochemische Glycerophos-
phatasereaktion, jedoch ohne Reaktion der Gallekapil-
laren, wihrend die Ribonukleinsiurespaltung an Intensi-
tit der Normalleber entspricht. Bei dem 41-Stunden-
Tier reagieren dagegen mit Glycerophosphat auch die
Gallekapillaren, wihrend die Ribonukleinsdurespaltung
ebenfalls auBerordentlich gering ist. Umgekehrt ist beim
9-Stunden-Tier die Nukleinsiurespaltung sehr stark
aktiviert, wihrend im Glycerophosphatsubstrat nur die
Nukleolen eine sehr schwache Reaktion zeigen.

1 C.H.GouLDEN, Methods of Statistical Analysis (J. Wiley &
Sons, New York, 1939).

2 R.A.Fisuer und F.Yates, Statistical Tables for Research
(Oliver & Boyd, London, 1948).
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Pathologische Verdnderungen der Leber konnten 18
Stunden nach der Colchicininjektion nicht beobachtet
werden. Ob eine echte VergréBerung der Nukleolen und
des Kernvolumens und eine Vermehrung der binukle-
dren Zellen, wie es den Anschein hat, tatsidchlich vor-
liegt, wird z. Z. quantitativ untersucht. Das 41-Stunden-
Tier zeigte eine starke IFettleber.

Diskussion der Befunde. Wihrend die Phosphatase-
aktivitit in der normalen Rattenleber relativ gering und
weitgehend konstant ist, fanden wir 18 Stunden nach
einmaliger subkutaner Injektion von 0,2 mg Colchicin/
100 g Korpergewicht bei Verwendung sowohl von Gly-
cerophosphat wie auch von Ribonukleinsiure als Sub-
strat eine Zunahme der Phosphataseaktivitit um fast
das Fiinffache. Demgegeniiber war die Aktivitit bei
Verwendung von Desoxyribonukleinsiure als Substrat
nicht kennzeichnend erhoht. Dieser Aktivititsanstieg
ist in den ersten 10 Stunden noch nicht sehr ausgeprigt,
kann aber noch nach 41 Stunden bei Verwendung von
Glycerophosphat nachgewiesen werden. Die Ausschei-
dung des Colchicins erfolgt nach LrTTrE! vornehmlich
auf dem Wege Leber-Galle-Darm. Die histochemisch
nachweisbare hohe Glycerophosphataseaktivitit in den
Gallekapillaren der Colchicintiere wiirde dieser Beob-
achtung entsprechen. Die erhthte Fermentaktivitit in
den Nucleoli der Zellkerne des Leberparenchyms, wie sie
besonders bei Verwendung von Ribonukleinsidure als
Substrat zu finden ist, 148t dagegen auf einen erhdhten
Kernstoffwechsel schlieBen, da nach den Untersuchun-
gen von BRacHET und JEeNER? cine hohe Phosphatase-
aktivitit in den Zellkernen auf einen erhohten Umsatz
des Nukleinsdurephosphors zuriickzufiihren ist.

GREENSTEIN® hat die Verinderungen des Nuklein-
siuregehaltes der Kernelemente wihrend der Mitose
graphisch dargestellt, wobei er sich vor allem auf die
Befunde von CASPERSSON stiitzte. Danach ist in der
Prophase eine starke Abnahme des Ribonukleinsiure-
gehalts bei gleichzeitiger Vermehrung der Desoxyribo-
nukleinsiure zu beobachten. In der spiten Metaphase
kehren sich die Verhiltnisse um, und es kommt zu einem
starken Anstieg des Ribonukleinsijuregehalts. Ferment-
chemisch gesehen wire demnach mit einer erhShten
Aktivitit einer Ribonukleinsdurephosphatase in der
Prophase zu rechnen, wihrend von der spiten Metaphase
an die synthetisierenden Vorginge iiberwiegen. Da das
Colchicin seine Wirkung als Mitosegift gerade im Mo-
ment beginnender Ribonukleinsiuresynthese entfaltet,
ist zu erwigen, ob Zusammenhinge zwischen der mitose-
hemmenden Wirkung des Colchicins und der hier be-
schriebenen Phosphataseaktivierung bestehen.

Haxs EBNER und HANS STRECKER

Universititsfrauenklinik, Heidelberg, den 31. Mai
1950.

Summary

18 hours after the injection of 0-2 mg colchicine a
statistically significant increase in the activity of
alkaline phosphatase in the rat-liver was observed.

The desintegration of desoxyribonucleic acid was not
significantly increased.

Histochemic investigation of the alkaline phosphatase
activity yielded corresponding results with a charac-
teristic heightening of activity in the cell nuclei.

The relations between the inhibiting effect of colchicine
on mitosis and the activation of alkaline phosphatase
are discussed.

1 H.LeTTRE und M.LutzE, Z. physiol. Chem. 2138, 58 (1944).

2 J.Bracuer und R.Jeenegr, Biochim. biophys. acta 2, 423
(1948).

3 ].P.GREENSTEIN, Advances in Protein Chemistry I, 275 (1944).



