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I t  was  f o u n d  t h a t  a 50% i n h i b i t i o n  of g r o w t h  of E .  coti 
B b y  5-azaurac i l  is a c h i e v e d  a t  a c o n c e n t r a t i o n  of 1.25 × 
10 -4 M .  T h e  r e l a t i o n s h i p  of g r o w t h  i n h i b i t i o n  to  t h e  con-  
c e n t r a t i o n  of t he  i n h i b i t o r  h a s  a d i f f e ren t  c h a r a c t e r  w i th  
5-azaurac i t  t h a n  w i t h  6-azauraci l .  I t  was  f u r t h e r  f o u n d  
tha t ,  in  t h e  p resence  of  a s u b b a c t e r i o s t a t i c  c o n c e n t r a t i o n  
of 5-azauraci l ,  no  f o r m a t i o n  of e l o n g a t e d  cel lu lar  fo rms  of  
bac t e r i a  t akes  place,  in c o n t r a s t  to  w h a t  is e n c o u n t e r e d  
wi th  6 -azaurac i l  n .  Th i s  f ind ing  ind ica t e s  t h e  ex is tence  of 
a d i f f e ren t  m e c h a n i s m  of i n h i b i t i o n  for  6- a n d  5-azaurac i l  
t o w a r d  E .  coli, The  E .  coli cells were found  to  acqu i re  v e r y  
r ap id ly  a r e s i s t ance  t o w a r d  5-azauraci l .  

T h e  ab i l i t y  of some p y r i m i d i n e  d e r i v a t i v e s  to  coun te r -  
ac t  t h e  g r o w t h - i n h i b i t i o n  ef fec t  of 5-azaurac i l  follows f rom 
the  d a t a  of t h e  Tab le .  T h u s  i t  m a y  be  seen t h a t  5 -azaurac i l  
r ep re sen t s  for  E .  coti a n  a n t i m e t a b o l i t e  of r ibonuc le ic  acid 
p y r i m i d i n e  bases,  or  r a t h e r  of  t h e i r  r ibosides .  Oro t ic  acid,  
wh ich  is k n o w n  to  be  a p r e c u r s o r  of p y r i m i d i n e  bases  of 
nucleic  acids  in  n u m e r o u s  biological  sys tems ,  does  n o t  
c o u n t e r a c t  t h e  i n h i b i t o r y  effect  of 5-azauraci l .  Th i s  obser -  
v a t i o n  c a n  be  e x p l a i n e d  b y  t h e  i n a b i l i t y  of E.  coli cells 
to  ut i l ize  exogenous  oro t ic  acid for syn thes i s  of p y r i m i d i n e  
bases  of nucle ic  acids,  as  was  s h o w n  ~2 for  t he  E .  coli s t r a i n  
63-86.  

The effect of metabolites of nucleic acids on the growth inhib- 
ition o E. coli B caused by 5-azauraeil. 5-Azauracl concentration 
was 5 X 10 -a  M, that of the metabolites also 5 x 10 -4 M. The values 
represent the growth of the culture expressed in % culture den- 

sity as obtained in the absence of inhibitor 

Metabolite added .to the medium along Growth 
with the inhibitor % control 

Adenine 
Guanine . .. 
Uracil 
Cytosine 
Thymine 
Orotic acid 
Adenosine 
Guanosine 
Uridine 
Cytidine 
Deoxyuridine.  
Deoxycytidine 
Thymidine 

0 
1 

114 
111 

2 
0 
1 
0 

98 
104 

85 
84 
60 

The  a n t a g o n i s t i c  effect  of d e o x y u r i d i n e  a n d  deoxycy-  
t idine can  be  e x p l a i n e d  b y  a n  u t i l i z a t i on  of t h e i r  bases.  
I t  is of in te res t ,  however ,  to  no t e  t he  a n t a g o n i s t i c  effect  
of t h y m i d i n e .  E .  coli cells a p p a r e n t l y  t r a n s f o r m  t h y m i d i n e  
to p y r i m i d i n e  p recurso r s  of r ibonuc le ic  acids whi le  t h y -  
mine c a n n o t  be  u t i l ized  for t h i s  purpose .  

This work and further experiments wiU be described in detail in 
the Collection of Czechoslovak Chemical Communications. 

F.  ~ORM, J .  ~KODA, a n d  J .  K/~RA 

Ins t i tu te  o/  Organic  Chemis t ry  a n d  B i o c h e m i s t r y ,  Cze- 
choslovak A c a d e m y o ]  Science, Prague ,  December 37, 1959. 

Z u s a m m e n / a s s u n g  

Es wurde  ein i n h i b i e r e n d e r  E f f e k t  v o n  5-Azaurac i l  au f  
K u l t u r e n  yon  Escher ichia  coli 13 fes tgeste l l t ,  d e r  d u r c h  die 
Anwesenhe i t  y o n  Uraci l ,  Cy tos in  u n d  i h r e n  R i b o s i d e n  
aufgehoben  wird.  D e s o x y u r i d i n ,  D e s o x y c y t i d i n  u n d  T h y -  
midin bese i t igen  tei lweise die h e m m e n d e  W i r k u n g  yon  5- 
Azauracil .  

Adsorption and Active Transport 

I n  a n u m b e r  of ion t r a n s p o r t  s tud ie s  i t  h a s  b e e n  f o u n d  
t h a t  t h e  k ine t i c  d a t a  o b t a i n e d  c o n f o r m  to  t h e  Michael is-  
M e n t e n  t r e a t m e n t  of e n z y m e  a c t i o n k  Th i s  p r o v e d  espe- 
c ia l ly  v a l u a b l e  in  r e l a t i o n  to  t h e  t y p e  of c o m p e t i t i o n  ex-  
h i b i t e d  b y  ions n o t  n o r m a l l y  i n v o l v e d  in  ac t ive  t r a n s p o r t .  
T h u s  EPSTEIN a n d  HAGEN were  able  to  conc lude  t h a t  in  
b a r l e y  roots  one t y p e  of b i n d i n g  s i te  is specif ic  for  K, Rb ,  
a n d  Cs ions since these  ions e x h i b i t  a c o m p e t i t i v e  t y p e  of 
i nh ib i t i on ,  t h e  t h r ee  as a g r o u p  d i f fe r ing  f rom N a  or  Li  
ions  in be ing  b o u n d  pre fe ren t ia l ly .  T h e  h igh  degree  of 
speci f ic i ty  found  in t he i r  s t u d y  is r e f l ec ted  in t h e  differ-  
e n t i a l  u p t a k e  of K ions f rom a m e d i u m  in  w h i c h  N a  ions  
a re  p r e p o n d e r a n t .  

C u r r e n t  t r a n s p o r t  h y p o t h e s e s  local iz ing t h e  a c t i v e  proc-  
esses in  t h e  celt m e m b r a n e  of ten  seem to  i m p l y  t h a t  t h e  
a p p l i c a b i l i t y  of the  Michae l i s -Menten  t r e a t m e n t  i n d i c a t e s  
t h e  p resence  of ca r r i e r  mech an i s ms .  Since t h e  success  of 
t h i s  t r e a t m e n t  is due  solely to  the  fac t  t h a t  t h e  ion u p t a k e  
follows a s a t u r a t i o n - t y p e  kinet ics ,  t he  same  d a t a  c a n  be  
t a k e n  as i n d i c a t i n g  t h e  b i n d i n g  of K or  o t h e r  c o m p e t i n g  
ions on to  labile,  po ison  sens i t ive  i n t r ace l lu l a r  a d s o r p t i o n  
sites. Th i s  v iew is s u p p o r t e d  below b y  showing  t h e  Michae-  
l i s -Menten  e q u a t i o n  to  be  fo rmal ly  iden t ica l  w i t h  t h e  
L a n g m u i r  a d s o r p t i o n  formula ,  t h u s  e x t e n d i n g  t h e  d e m o n -  
s t r a t i o n  of t h e  i d e n t i t y  of t h e  l a t t e r  w i th  the  law of m a s s  
a c t i o n  2 kt 

G i v e n  a r eac t i on  A + B~-: ---~ C where  A,  B,  a n d  C re-  
kx--1 

p r e s e n t  mo lecu l a r  species a n d  kx a n d  k_ I t h e  fo rw a rd  a n d  
b a c k w a r d  r e a c t i o n  r a t e  c o n s t a n t s ,  one  o b t a i n s  t h e  follow- 
ing expres s ion  for  t h e  r a t e  of f o r m a t i o n  of C, t h e  concen-  
t r a t i o n s  of A ,  B ,  a n d  C be ing  r ep resen ted  b y  smal l  case 
l e t t e r s :  de~dr = k x (a -- c) (b -- c) -- k_ l c. 

A t  e q u i l i b r i u m  dc/dt = 0 a n d  (a - c) (b - c)/c = k _ l / k  1 
= K.  K r e p r e s e n t s  t h e  d i ssoc ia t ion  c o n s t a n t  of t h e  mole-  
cu la r  species C, i ts  rec iprocal  b e i n g  t h e  eq u i l i b r i u m con-  
s t a n t ,  a m e a s u r e  of t h e  a f f in i ty  b e t w e e n  A a n d  B.  

I f  a ~ b, t h e n  (b - c) can  be  t a k e n  as  a p p r o x i m a t e l y  
e q u a l  to  b a n d  c o n s t a n t ,  t h e  f o rmu l a  r e d u c i n g  to  b(a -- c)/ 
c = K ,  or c = ab /Kb ,  or in  t h e  l i nea r  form 1/c = 1/b K / a  
+ :/a. 

I f  in  th i s  s imple  k ine t ic  s y s t e m  one  r ega rds  A as  t h e  
enzyme,  B i ts  s u b s t r a t e ,  C d e n o t i n g  t h e  e m z y m e - s u b s t r a t e  
complex ,  t h e  express ion  r ep resen t s  t h e  Michae l i s -Men ten  
t r e a t m e n t  app l icab le  to  the  l imi t ing  case w h e n  t h e  e n z y m e -  
s u b s t r a t e  complex  does n o t  r e a c t  w i t h  a second  s u b s t r a t e  
to  yield t h e  free e n z y m e  a n d  t h e  p roduc t s ,  as in t h e  case 
w h e n  t h e  e n z y m e  reac t s  w i t h  a n  i nh ib i t o r .  

I f  on  the  o t h e r  h a n d  one  rega rds  c as t h e  a m o u n t  of 
adso rbed  s u b s t a n c e  in moles  p e r  u n i t  v o l u m e  (i. e. b o u n d  
to  a d s o r p t i o n  sites) a n d  a as  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  of 
a d s o r p t i o n  sites, also in  moles  p e r  u n i t  vo lume ,  b r e t a i n i n g  
i ts  o r ig ina l  m e a n i n g  of s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e n  t h e  
fo rmu l a  r ep re sen t s  a l i nea r  t r a n s f o r m a t i o n  of L a n g m u i r ' s  
a d s o r p t i o n  i so the rm.  
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This simple derivation is intended to point out adsorp- 
tion as the essential feature of intracellular ion accumula- 
tion studies in which the Michaelis-Menten t reatment  was 
used. These studies are thus brought in line with other 
investigations in which the Langmuir 's  adsorption for- 
mula was found to apply both in the case of living and 
non living systems 3. 

I wish to thank Drs. G. UNGAR and B. W. ZWEIFACH for their 
kind interest and encouragement. 

E. ASCHHEIM 

Department of Pathology, New York University, Bellevue 
Medical Center, New York, February 5, 1960. 

R dsumd 

On ddmontre l ' identitd formelle de l '5quation de Lang- 
muir (pour l 'adsorption) et de celle de Michaelis-Menten, 
routes deux fonddes sur la lot de amass actiom~. Cette dd- 
monstration justifie la rue  d'apr~s laquclle l 'accumula- 
tion des ions par les cellules vivantes selon la lot de 
Michaelis-Menten reprdsente une liaison d'adsorption au 
niveau intracellulaire. Les centres d'adsorption, qui peu- 
vent  ~tre inactivds par divers poisons ehimiques, ddpen- 
draient du mdtabolisme de la cellule. Cette conception 
offre une al ternative ~ l 'hypoth~se du (~carrier~} qui a 6t6 
souvent postulde. 

~3ber die Beeintriichtigung der Wirkung von 
Spindelgiften in der Zellkultur durch mensch-  
l iches Serum sowie durch Seren verschiedener 

Tierspezies 

l~bcr die Beeinflussung der ~Nirksamkeit yon Pharmaka 
dutch Serumproteine liegen in der Li teratur  zahlreiche 
Beobachtungen vor. In den meisten F~illen handelt  es sich 
dabei n i c h t u m  eine Wirkung der Proteine auf das biolo- 
gische Testobjekt, sondern um eine Bindung der betref- 
fenden Wirkstoffe an Proteine, wodurch ihre Wirkung ab- 
geschwiicht oder der Wirkungseintr i t t  verz6gert wird. 
Noch relativ wenig sind abet die Unterschiede, die hin- 
sichtlich dieser ]3indungsf~ihigkeit zwischeu den Seren 
verschiedener Tierarten bestehen, untersucht  worden. Im 
folgenden soll kurz fiber eine Beobachtung auf diesem 
Gebiet berichtet werden. 

Bei der Priifung der zyiostatischen Wirkung von Podo- 
phyllinabk6mmlingen in der Gewebekultnr verwendeten 
wir Fibroblasten yon Hiihnerembryonen and ein N~hr- 
medium, das neben Rinderamnionflfissigkeit und Rinder- 
embryoextrakt  auch 5% Serum enthiilt L Podophyltin be- 
wirkt, wie Colch{cin, eine Arretierung der Mitosen in der 
Metaphase, wodurch es zu einer Anh~ufung der frfihen 
und zu ether Abnahme der spgten Mitosephasen kommt.  
Diese Wirkung ist in der Gewebekultur leicht zu beob- 
achten und auch quant i ta t iv  zu erfassen, da das vollst~n- 
dige Verschwinden der Aim- und Telophasen einen gut 
definierten Endpunkt  darstellt. Wir machten nun die Be- 
obachtung, dass bet Verwendung yon 5% Menschenserum 
andere Werte als mit  pferdeserumhaltigem Medium er- 
halten wurden. Die meisten Untersuchungen wurden mit  
N-Dodecylpodophylls~iurehydrazid durchge/fihrt, und es 
ergab sich als Durchschnitt  yon 11 Versuchen, dass yon 
diesem PrXparat beim Arbeiten in menschenserumhalti- 
gem Medium 3,05(± 0,30)real h6here Xonzentrationen 
nt~tig sind als mit  pferdeserumhaltigem Medium, um den 

gleichen Effekt, n~imlich die Arretierung aller Mitosen, zu 
erzielen. Der Unterschied ist nach dem t-Test statistisch 
hoch signifikant (p < 0,001). Die roll  antimitotisch wirk- 
same Konzentration dieser Substanz liegt in unserer Ver- 
suchsanordnung bei 10 -6,6 (Menschenserum), bzw. bet 
10 -7,1 (Pferdeserum). ]3eim yon uns verwendetcn Men- 
schenserum handelt  es sich urn eine Mischung vieler Seren 
(StandaTdserum des Schweiz. Roten Kreuzes), die sowohl 
in getrockneter als auch in fliissiger Form identische Re- 
sultate ergab. Das Pferdeserum s tammte yon einzetnen 
Tieren und wurde yon zwei verschiedenen Quellen be- 
zogen. Gin Vergleich zwischen pferdeserumhaltigem und 
serumfreiem Medium zeigte, dass auch Pferdeserum die 
~vVirkung der Podophyllinderivate abschw~icht. In unserer 
Versuchsanordnung war mit  Pferdeserum die doppelte 
Menge Dodecylpodophylls~kurehydrazid nStig, um eine 
gleiche Wirkung wie im serumfreien Medium zu erzielen. 

Mit derselben Substanz wurden dann noch andere Seren 
in gleicher Weise, abet in einer geringeren Zahl von Experi- 
menten untersucht. Menschliches Nabelschnurmischserurn 2 
ergab gleiche Resultate wie das yon Erwachsenen stam- 
mende Standardserum. Die andern gepriiften Seren (yon 
l~ind, Meerschweinchen, Ratte,  Maus, Hahn) hingegen 
verhielten sich ungef~hr gleich wie Pferdeserum, schwiich- 
ten also die Podophyllinwirkung bedeutend weniger stark 
ab als Menschenserum. Seren yon versehiedenen Kanin- 
chen ergaben stark unterschiedliche Resultate. Alle Seren 
wurden in nichtinaktiviertem Zustand verwendet. Ein 
Vergleich beim Pferde- und Menschenserum zeigte jedoch, 
dass Inakt ivierung (30 rain 56°C) auf die bier untersuchte 
Serumeigenschaft keinen Einfluss hat. 

Eine Reihe anderer Podophyllinderivate zeigte den- 
selben, durch die Verwendung vonMenschen- bzw. Pferde- 
serum verursachten Wirkungsunterschied wie das oben 
erwlihnte Dodecylhydrazid. Hingegen konnte kein solcher 
Unterschied festgestellt werden beim Colchicinderivat 
Demecotcin ~. Im Mittel yon 7 Versuchen war bier mit 
menschenserumhaltigem Medium 1,016mal mehr Deme- 
colcin nbtig als im Medium mit  Pierdeserum, ein "Weft, 
dessen Abweichen von 1,00 natiirlich noch weir innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode liegt. Da Fibroblasten yon 
Hiihnerembryonen in Medium mit  Menschen- oder Pferde- 
serum etwa gleich gut wandern und sich vermehren, liegt 
der Gedanke nahe, fiir die unterschiedliche Wirkung der 
Podophyllinderivate in menschen- bzw. pferdeserumhal- 
tigen Medien eine verschieden starke Bindung dieser 
Stoffe an die Proteine des Menschen- bzw. Pierdeserums 
verantwort l ich zu machen. Diese Vermutung konnte 
durch I)ialyseversuche best/itigt werden. 

Ein bekanntes Beispiel flit die Wirkstoffbeeinflussung 
durch Serumproteine sind die Herzglykoside. In dieser 
Stoffgruppe wurde gezeigt, dass kleine Verschiebungen 
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