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1, N 2 der ~rle/lunys/,dh/,chan 
~VACKER u n d  V.  SCHMIED-KOWARZIK t f i b e r  d i e  p a p i e r -  
c h r o m a t o g r a p h i s c h e  T r e n n u n g  y o n  8- u n d  9 - C a r b o n -  
s ~ u r e n .  D i e  G e g e n s t r o m v e r t e i l u n g  i m  g e n a n n t e n  S y s t e m  
i s t  a l s o  n e b e n  d e r  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i O ,  a e i n e  w e i t e r e  
e m p f i n d l i c h e  M e t h o d e  z u r  q u a l i t a t i v e n  I d e n t i f i z i e r t i n g  
y o n  P t e r i n e n  u n d  b i e t e t  d a r i i b e r  h i n a u s  n o c h  d i e  MOg-  
l i c h k e i t  d e r  p r ' ~ p a r a t i v e n  T r e n n u n g  y o n  V e r b i n d u n g e n  
d i e s e r  R e i h e  m i t  n i c h t  z u  ~Lhnl ichen V e r t e i l u n g s k o e f f i -  
z i e n t e n  (vgl ,  o b i g e s  B e i s p i e l )  u n d  schl ie l31ich  n a c h  A u f -  
s t e l l e n  y o n  E i c h k u r v e n  I t i r  d i e  e i n z e l n e n  V e r t r e t e r  a u c h  
t i e r  q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g .  

H .  M.  R A U E N  u n d  H .  WALDIvIANN 

I n s t i t u t  f i i r  v e g e t a t i v e  P h y s i o l o g i e  d e r  U n i v e r s i t ~ t  
F r a n k f u r t  a . M . ,  d e n  9. J u n i  1950.  

S u m m a r y  

I n c u b a t i o n  o f  Io l ic  a c i d  w i t h  l i v e r  h o m o g e n a t e  c a u s e s  
a d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  w i t h  r e m a r k a b l e  b l u e  f l u o r e s c e n c e .  
T h e  e n z y m a t i c  r e a c t i o n  r e q u i r e s  o x y g e n  a n d  is  c o m -  
p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  H C N .  T h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  is  
n o t  i d e n t i c a l  w i t h  x a n t h o p t e r i n e ,  2 - a m i n o - 6 - h y d r o x y -  
p t e r i d i n e - a l d e h y d e - 8  o r  2 - a m i n o - 6 - h y d r o x y p t e r i d i n e -  
c a r b o n a t e  (8) a s  i s  s h o w n  b y  s o m e  f l u o r e s c e n c e  p r o p -  
e r t i e s  a n d  c o u n t e r - c u r r e n t  d i s t r i b u t i o n .  W i t h  t h e  l a t t e r ,  
8 - p t e r i d i n e a l d e h y d e  a n d  9 - p t e r i d i n e a l d e h y d e  c a n  b e  
s e p a r a t e d .  

1 F.WEYGAND, A.~VACKER und V. SCHMIED-KOWARZIK, Exper. 
6,184 (1950). 

2 p.M. GOOD und A. W. JOHNSON, Nature 163, 31 (1949). 

O b e r  d i e  W i r k u n g  des Colchicins in  v i v o  

auf die alkalische Phosphatase der Rattenleber 

B e t  d e r  U n t e r s u c h u n g  f i be r  d i e  W i r k u n g  b e s t i m m t e r  
k a r z i n o g e n e r  S u b s t a n z e n  a u f  d i e  a l k a l i s c h e  P h o s p h a -  
t a s e  d e r  L e b e r  s t a n d e n  w i r  a u s  m e t h o d i s e h e n  G r i i n d e n  
v o r  d e r  N o t w e n d i g k e i t ,  z u n A c h s t  z u  p r i i f e u ,  o b  d a s  z u r  
A I ' r e t i e r u n g  a u f t r e t e n d e r  M i t o s e n  v e r w e n d e t e  C o l c h i c i n  
y o n  s i c h  a u s  b e r e i t s  d i e  A k t i v i t ~ i t  d e s  z u  u n t e r s u c h e n d e n  
F e r m e n t e s  bee in f l u i3 t .  A u s  d e r  L i t e r a t u r  s i n d  h i e r i i b e r  
k e i n e  v e r w e r t b a r e n  A n g a b e n  zu  e r h a l t e n ,  d a  a n s c h e i -  
n e n d  e n t s p r e c h e n d e  U n t e r s u c h u n g e n  in  vivo b i s h e r  
n i c h t  d u r c h g e f i i h r t  w u r d e n .  

K~F~S~:R 1 fand Colehicin iJt vitro auf Kleinsche Diinndarm- 
Nukleotidase unwirksam, wfihrend die Serum-Nukleotidase ge- 
hemmt  wird. LA~G 2 und Mitarbeiter beobachteten bei Verwendung 
relativ hochkonzentrierter ColehieinlSsungen eberffatls h~ vitro eine 
deutliehe Nukleotidasehemmung, w/ihrend SCHOETENSACK 3 fiber 
eine Aktivierung sowohl der alkalischen Nierenphosphatase wie 
auch der Erythrozytenphosphatase  in vitro durch 10 -3  tool. Colehi- 
cinlSsung berichtet. 

Material und Methoden. Verwendet wurden 2-t weibliche Albino- 
ratten, 120-150 g schwer. 15 Tiere erhielten pro g K6rpergewicht 
2 y Colchicin in 0,5 em 3 Wasser gelSst subkutan injiziert; wenn 
nieht anders angegeben, wurden die Tiere 18 Stunden sp/iter gc- 
tStet. 9 Tiere blieben unbehandel t  und dienten zur Kontrolle. 

Die Best immung der Fermentaktivitf i t  erfolgte in 150 mg homo- 
genisiertem Gewebsbrci bei 37,0 ° C nnd  einem PH von 8,8 nach lstfin- 
diger Inkubation.  Als Substrate wurden Natrium-fl-Glycerophos- 
phat, Ribonukleins/iure und Desoxyribonukleins/iure verwendet. 
Die Bes t immung des anorganischen Phosphors erfolgte photo- 
kolorimetriseh nach F1SKE und SUBBAROW a, modifiziert naeh 
LOHMANN und JENDRASSIK 5, im Falle der Nukleinsiuren naeh einer 
unver6ffentliehten l~Iethode yon KUTSCIISR e. Zur histoehemisehen 
Phosphatasebest immung naeh der Methode yon GOMORt ~ wurden 
diinne Gewebsstiicke in eiskaltem Aeeton fixiert und  entspreehend 
weiterbehandelt. Als Substrat  wurden ebenfans Natrium-fl-Glyeero- 
phosphat  sowie Ribonukleinsiiure verwendet. Die Inkubationszeit  
betrug 3 Stunden bet PH 9,2. Daneben wurde I~Iaterial in Formalin 
bzw. nach CARNOY fixiert und  in tiblieher Weise histologisch weiter- 
bearbeitet. 

Be~uncle. D i e  L e b e r  g e s c h l e c h t s r e i f e r  R a t t e n  w e i s t  n u r  
e i n e  s e h r  g e r i n g e  a l k a l i s c h e  P h o s p h a t a s e a k t i v i t ~ t  a u f .  
D ie  q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  d e r  I e r m e n t a t i v e n  P h o s -  
p h o r a b s p a l t u n g  e r g a b  b e t  d e n  K o n t r o l l t i e r e n  f o l g e n d e  
a r i t h m e t i s c h e  M i t t e l w e r t e  f t i r :  

Glyeerophosphat x = 0,53 ~ 0,036 ; bet N = 9 Tieren 
Ribonukleinsiiure x = 0,13 ~ 0,01158; bet N ~ 9 Tieren 
Desoxyribonukleinsfiure x" = 0,288 ~ 0,014; bet N = 5 Tieren 

Die angegebenen W'erte bedeuten fermentat iv  abgespaltenen 
anorganischen Phosphor in rag, berechnet auf 1,00 g Lebergewebe; 
Inkubationszeit  1 Stunde bet 37,0 ° C bet einem PH von 8,8; Puffer- 
ansaiz nach KInG und DELORY ~ in Ab/inderung nach AEBIg; Sub- 
stratkonzentrat ion 0,5%. 

N a c h  s u b k u t a n e r  I n j e k t i o n  y o n  0,2  m g  C o l c h i c i n  j e  
100 g K 6 r p e r g e w i c h t  e r g a b e n  s i c h  I o l g e n d e  a r i t h m e -  
t i s c h e  M i t t e l w e r t e  d e r  f e r m e n t a t i v e n  P h o s p h o r a b s p a l -  
t u n g :  

Glycerophosphat ~ -- 2,25 =t= 0,17; b c i N  = 12Tieren 
Ribonukleinsfiure x = 0,61 :~ 0j068; bet N : 12 Tieren 
Desoxyribonukleins~iure 2 = 0,415 ~ 0,062 ; bet N = 11 Tieren 
(T5tung der Tiere naeh 18 Stunden;  fibrige Bedingungen wie oben.) 

1 W. KEVSER, Arch. exp. Pathol. Pharm. 197, 187 (1941). 
2 K. LANG G. SIEBERI" und  H. OSWALD, E x p e l  5, 449 (1949). 
a W. SCItOETENSACK, Arch. exp. Pathot.  Pharm.  208, 215 (1949}. 
a C.H.FIsKE und Y. SVBBAROW, J. Biol. Chem. 66, 375 (1925). 
5 K.LoHMANN und L. JENDRASSm, Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
6 W. KCTSC~ER, pers6nliche Mitteilung. 
7 G. GO~IORI, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 42, 23 (1939). 
s E. J. KING und  G.E. DEI.ORY, Enzyrnologia 8, 278 (1940). 
9 H.AEB1, Helv. chim. acta 312, 1761 (1948). 
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Der IYnterschied zwischen der alkalischen :Phospha- 
taseaktivit i i t  der Kontrollt iere und derjenigen der 
Colchicintiere wurde durch Mittelwertvergleieh nach 
GOULDEN 1 und  FISHER und YATES 2 statistiseh gesichert. 
Der Mittelwertvergleieh ergab fiir: 
Glyeerophosphat P~,~ 0,001 ~t ~ 8,55 bet n = 19 Freiheitsgraden) 
RibonukleinsSnre P ~  0,001 (t = 7,60 bet n ~ 19 Freiheitsgraden} 

Die VCerte mi t  Desoxyribonukleins/iure als Substrat  
ergaben mit  P :> 0,3 (t = 0,988 bet n = 14 Freiheits- 
graden) keinen signifikanten Unterschied. 

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

Substrat 6 h 9 h [ 41 l' 
! 
I 

0,91 0,67 I ] ,50 Glycerophosphat 
Ribonukleins~ure . . . 0,14 0,44 [ 0,1 l 
Desoxyribonuklein s~ure 0,14 - ! 0,27 

Entsprechend der geringen Phosphataseakt ivi t~t  
zeigt die normale Rat tenleber  auch bet der histoche- 
mischen Untersuchung erst nach relativ langer Inkuba-  
tionszeit eine deutliehe positive Reaktion. Um den 
Aktivit i t tsuntersehied zwischen behandel tem und  unbe- 
handel tem Tier besonders deutlich sichtbar zu maehen, 
wiihlten wit eine Inkubat ionszei t  von 3 Stunden.  Nach 
dieser Zeit zeigt die normale Rat tenleber  gerade die 
ersten Spuren einer positiven Reaktion in den Nucleoli 
der Leberparenehymzellen, das Zytoplasma bleibt  ne- 
gativ. Vom Gallengangsystem zeigen bet Verwendung 
yon Glycerophosphat als Substra t  nur  die groBen inter- 
IobuI~ren Galleng/inge eine starke positive Reaktion. 

Vergteicht man hiermit  die Fermentreakt ion  in den 
Lebern der colehieinbehandelten Tiere, so kann  man 
folgendes feststetlen: Nach 3stfindiger Inkuba t ion  in 
Gtycerophosphatsubstrat  finder sich eine stark positive 
Reakt ion vor allem in den Nucleolf der Leberzellkerne, 
das Zytoplasma zeigt eine leichte, aber deutliche, manch- 
real sogar ziemlich starke Aktivitii t .  ]3esonders beein- 

• druckend ist aber v o r  allem die starke Aktivit / i t  des 
Gallengangsystems, wobei sich in etwa der H/ilfte der 
FSlle die Gallekapillaren sogar mi t  ihren Neben~sten 
auBerordentlich deutlich darstellen. 

Bet Inkuba t ion  in Ribonukleinsiiure ist nach 3 Stun- 
den ebenfalls in allen F/i, llen eine sehr starke I~eaktion 
in den Nucleoli zu beobachten, Zurn !Jnterschied jedoch 
zu den Glycerophosphatbefunden zeigen hier die Galle- 
kapillaren und Galleng/inge niemals eine positive Reak- 
tion. Auch das Zytoplasma des Leberparenchyms bleibt  
weitgehend negativ. Die Intensit~,t der histochemischen 
Phosphataseaktivi t i i t  verhiilt sich den quan t i t a t iv  be- 
s t immten Werten  der Fermentakt ivi t / i t  entsprechend. 
So finder sich z. ]3. bet den in Tabelle I I I  aufgefiihrten 
Tieren in der Leber des 6-Stunden-Tieres eine fiir die 
Colchicintiere typische histochemische Glycerophos- 
phatasereaktion, jedoch ohne Reaktion der Gallekapil- 
laren, w~hrend die Ribonukleins~urespaltung an Intensi-  
t~t  der Normalleber entspricht.  Bet dem 41-Stunden- 
Tier reagieren dagegen mit  Glycerophosphat auch die 
Gallekapiltaren, w~hrend die Ribonukleins~,urespaltung 
ebenfalls auBerordenttich gering ist, Umgekehrt  ist beim 
9-Stunden-Tier  die Nukleins~urespaltung sehr s tark 
aktiviert ,  w~hrend im Glycerophosphatsubstrat  nu r  die 
Nukleolen eine sehr schwache Reaktion zeigen. 

1 C.H. GOULDEN, Methods o/ Statistical Analysis (J. "~Viley & 
Sons, New York, 1939). 

R.A. FISHER und F.YATES, Statistical Tables ]or Research 
(Oliver & Boyd, London, 1948). 

Pathologische Ver~nderungen der Leber konnten  18 
Stunden nach der Colchicininjektion nicht  beobachtet  
werden. Ob eine echte VergrSBerung der Nukleolen und 
des Kernvolumens und eine Vermehrung der binukle- 
~tren Zellen, wie es den Anschein hat, tats~ehlich vor- 
liegt, wird z. Z. quan t i t a t iv  untersucht.  Das 41-Stunden- 
Tier zeigte clue starke Fettleber.  

Diskussion der Be]uncle. W~thrend die Phosphatasc- 
akt ivi t~t  in der normalen Rat tenleber  relativ gering und 
weitgehend kons tant  ist, fanden wir 18 S tunden  nach 
einmaliger subkutaner  In jekt ion von 0,2 mg Colchicin/ 
I00 g K6rpergewicht bet Verwendung sowohl yon Gly- 
cerophosphat wie auch von Ribonukleins/iure als Sub- 
strat  eine Zunahmc der Pbosphataseakt ivi t~t  um fast 
das Ftinffache. Demgegeniiber war die Aktivi t~t  bet 
Verwendung yon Desoxyribonukleins~ure als Substrat  
nicht kennzeichnend erhSht. Dicser AktivitiLtsanstieg 
ist in den ersten 10 Stunden noch nicht  sehr ausgepr~gt, 
kann aber noch nach 41 Stunden bet Verwendung von 
Glycerophosphat nachgewiesen werden. Die Ausschei- 
dung des Colchicins erfolgt nach I,I.:TTm~ 1 vornehmlich 
auf dem Wege Lebcr-Gal lc-Darm.  Die histochemisch 
nachweisbare hohe Glyccrophosphataseaktivit£t  in den 
Gallekapillaren der Colchicintiere wiirde dieser Beob- 
achtung entsprechen. Die erh6hte Fermentaktivit~. t  in 
den Nucleoli der Zellkerne des Leberparenchyms, wie sic 
besonders bet Verwendung von Ribonukleins~ure als 
Substrat  zu l inden ist, ]~{3t dagegen auf einen erh6hten 
Kernstoffwechsel schlieBen, da nach den Untersuchun-  
gen yon BRACHET und JEENER 2 eine hohe Phosphatase- 
akt ivi t~t  in den Zellkernen auf einen erh6hten Umsatz  
des Nukleins~,urephosphors zuriiekzufiihren ist. 

GREENSTEIN a hat die Ver/~nderungen des Nuklein- 
situregehaltes der I<_ernelemente wAhrend der Mitose 
graphisch dargesteltt, wobei er sich vor allem auf die 
Befunde yon CASPERSSON stiitzte. Danach ist in der 
Prophase eine starke Abnahme des Ribonukleinsgure- 
gehalts bet gleichzeitiger Vermehrung der Desoxyribo- 
nukleins~.ure zu beobachten. In  der sp/~ten Metaphasc 
kehren sich die Verh'&Itnisse urn, und es kommt  zu einem 
starken Anstieg des Ribonukleinsii.uregehalts. Ferment-  
ehemisch gesehen wiire demnach mit  einer erhbhten 
Aktivi t~t  einer RibonukleinsAurephosphatase in der 
:Prophase zu rechnen, w~thrend yon der sp/iten Metaphase 
an die synthetisierenden Vorg/inge iiberwiegen. Da das 
Colchicin seine Wirkung als Mitosegift gerade im Mo- 
ment  beginnender Ribonukleins~uresynthese entfaltet ,  
ist zu erw~igen, ob Zusammenh/inge zwischen der mitose- 
hemmenden Wirkung des Colchicins und der hier be- 
schriebenen Phosphataseakt ivierung bestehen. 

HANS EBNER u n d  HANS STRECKER 

Universit~,tsfrauenklinik, Heidelberg, den 31. Mat 
1950. 

Summary 
18 hours after the injection of 0-2 mg colchieine a 

statist ically significant increase in the act ivi ty  of 
alkaline phosphatase in the rat-l iver was observed. 

The desintegration of desoxyribonucleic acid was not  
significantly increased. 

Histochemic invest igat ion of the alkaline phosphatase 
act ivi ty  yielded corresponding results with a charac- 
teristic heightening of act ivi ty  in the cell nuclei. 

The relations between the inhibit ing effect of colchicine 
on mitosis and the act ivat ion of alkaline phosphatase 
are discussed. 

I H. LETTR~ und M.LUTZE, Z. physiol. Chem. 218, 58 (1944). 
2 J.I3RACtIET und R.JEENER, Biochim. biophys, acta 2, 4°~3 

(1948). 
3 j . p .  GREENSTEIN, Advances in Protein Chemistry I,  275 (19+1). 


