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enzyme of brain, normal liver and liver of rats which had 
been injected with  tr i iodothyronine (2.5 mg/kg body 
weight) for 3 consecutive days prior to sacrifice in order 
to increase the level of this enzyme, are identical. The 
same two-band pat tern was also obtained after 2M urea 
t rea tment  of ~-GPDH obtained from mitochondria of the 
following tissues: mouse liver, rat  kidney, spleen, and 
testis and also Hepatoma 5123A. 

The effects of urea on the enzyme do not  appear to be 
t ime dependent  since the same two-band pat tern  was 
obtained after 2 rain of exposure of the enzyme t c  2 M  
urea as after an exposure of 48 h. The pat tern also did 
not change when the concentration of urea was varied 
from 1 - S M  although considerable decrease in act ivi ty  
was noted in both the spectrophotometric assays (Figure 
3) and in visual estimation of the formazan formed in the 
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gels. Both bands, however, appeared to be inhibited to 
the same extent.  Removal  of urea from the enzyme by 
dialysis against 0.03M phosphate buffer, pH 7.5, leads 
to a reversion of two-band pat tern to the basic one-band 
pattern.  Addition of urea again causes a two-band pattern, 
and the cycle can be repeated, indicating the reversible 
nature of the dissociation. 

The results with c¢-GPDH presented in this paper may 
be of more general interest since the same method can in 
all probability, be applied to electrophoretic investigations 
of other  large proteins or protein complexes. Preliminary 
results in fact indicate tha t  succinic dehydrogenase 
act ivi ty  solubilized from rat  liver mitochondria by action 
of snake venom can be resolved into 3 active bands on 
2.5% gels a4. 

Zusammenfassung. Es wird ein Verfahren zur elektro- 
phoretischen Trennung am Polyacrylamid der an die 
Mitochondrien gebundene m-L-Glyzeraldehydphosphat- 
Dehydrogenase in 2 akt ive Bestandteile beschrieben: 
Partielle Spattung der Eiweissmolekeln mi t  Harnstoff. 
Die AuflSsung der Enzyme in 2 akt ive Komponenten 
wurde mit  Ext rak ten  aus Mitochondrien verschiedener 
Rat tenorgane (Leber, Niere, Hirn, Hoden und Hepatoma 
5123 A) sowie MAuseleber verfolgt. 
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Fig. 3. Inhibition of rat liver mitochondrial ~-GPDH by urea. 
$pectrophotometric assays in a total volume of 1 ml were performed 

according to LEE and LARDY 5, 
z~ The author is grateful to Mr. B. DIXON for excellent technical 

assistance. 

~ber  die Stabilitiitskonstanten yon 
Pyrimidinderivaten mit  Kupfer 

~ber  die biologische Wirkung yon Halogenpyrimidinen 
ist viel gearbeitet worden, Die meisten Untersuchungen 
befassten sich mit  chemotherapeutischen Wirkungen bei 
Carcinomen x und ihren Anwendungen als Radiosensi- 
bilisatoren. 

5-Fluoruracil erwies sich yon den genannten Verbin- 
dungen zur Anwendung bei festen menschlichen Tumoren 
in Verbindung mit  Bestrahlung am wirkungsvollsten 2. 
Ober den Einbau yon Halogenpyrimidinen in Nuclein- 
s~uren und deren mutagene Wirkung wurde verschie- 
dentlich berichtet s. Auch als Inhibitoren bei enzy- 
matischen Reaktionen k6nnen sic zielgerichtet eingesetzt 
werden 4. Der vergr6sserte van-der-Waals-Radius der 
Halogene im Vergleich zur Methylgruppe am Pyrimidin 
verursacht  keine sterische Hinderung in der Doppelhelix ~. 
Halogendeoxyuridin khan an Stelle yon Thymidin in 
DNS eingebaut werden, z.B. auch in Tumorzellen, Tie  
OEHLERT zeigen konnte 8. Es zeigt sich sogar, dass sich 
die Bindungsst~irke der DNS-Doppelhelix erh6ht, wie 
sich durch thermische Denaturierungsversuche an DNS 
mit  eingebautem Bromodeoxyuridin herausstellte L 

5-Fluoruracil kann abet auch durch seinen Einbau in 
die m-RNS zu ver~nderten l=Yoteinen und damit  auch 
zu Enzymen mit  geringerer oder keiner biologischen 
Aktivi t~t  ffihren. Die Anwendung neuer empfindlicher 
Methoden zum Nachweis dieser Substanzen in sub- 
zellularen Partikeln und Makromolekiilen s brachten neue 
Gesichtspunkte fiber ihren Wirkungsmechanismus her- 
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vor  9. Bei unseren Un te r suchungen  fiber die Metal l ionen-  
gehal te  in neoplasmat i schen  Geweben ~° war  es yon  
Interesse,  die re la t iven  S tab i l i t~ t skons tan ten  yon  Uraci l -  
de r iva t en  mi t  Cu- Ionen  zu bes t immen .  Zur  B e s t i m m u n g  
der  re la t iven  Bindungss t~rken  v e r w e n d e t e n  wir  die 
Ka t ionenaus t ausche rme thode  in Anlehnung  an SCHUBERT 
und FRONAEUS lx,I~. 

Verschiedene Mengen des Komplexbi ldners ,  in unserem 
Fal l  des Halogenpyr imid ins ,  wurden  in 50 ml  0,2 molaren  
A m m o n f o r m i a t p u f f e r  gel6st. Diese L6sungen fiil l ten wir  
in Schfi t te l t r ichter ,  in denen sich 5 g Dowex W 50 
Ka t ionenaus tausche rha rz  befand. Das Harz  war  mi t  
NH4+-Ionen beladen.  Hierzu wurde  eine 10 -~ molare  
L6sung yon  Cu~4-acetat hlnzugefi igt .  Der  pFI -Wer t  
wurde  bei allen Versuchen auf  7 gehal ten,  ebenso bl ieben 
MetMlionenmenge und Ionens t~rke  immer  gleich. Das 
Komplex-Aus tausche rgemisch  wurde  2 h geschii t tel t ,  
so dass sich ein Gteichgewicht  e instel len konnte .  H ie rnach  
wurde  die Ilfissige Phase  yon der  festen ge t r enn t  und die 
Rad ioak t iv i t i i t  beider  Phasen  gemessen.  Auf  diese Weise 
erh ie l t  m a n  zwei Vertei lungsgrSssen l u n d  l 0, wobei  I das 
Verh~ltnis  der  Meta l l ioncnkonzent ra t ion  im H a r z  zu der  
in der  flfissigen Phase  darstel l t ,  mul t ip l iz ie r t  m i t  e inem 
F a k t o r  v, der  das Verh~iltnis zwischen Vo lumen  der  
Flfissigkeit  (in ml) zu der  Menge H a r z  (in g) angibt .  

Aktivit~it (Harz) 
l = " v .  

Aktivit~t flfissig 

Die Vertei lungsgr6sse l 0 erh~ilt man,  wenn Komplex -  
b i ldnerkonzent ra t ion  ck = 0 ist. Die Bruttostabil i t /~ts-  
kons tan te  K s ergibt  sich dann zu 

lof t -- 1 lq 
Ck 

Eine  ausffihrl ichere Berechnung  f inde t  man  bci ~a. 

W i t  erh ie l ten  folgcnde Ergcbnisse :  

Komplexbildner K s Mol ~1 

5-J-Uracil 320 ± 48 
5-Br-Uracil 448 4- 65 
5-F-Uracil 637 :t: 97 

Die angewandte  Methode  h a t  den Nachtei l ,  dass durch  
die geringe Menge Cu e4 bei der  T rennung  yon  flfissiger 
und fester  Phase  ein gr~Ssserer Feh le r  auf t r i t t ,  der  vor-  
liiufig auch  durch  sorgfAltiges Arbe i ten  nicht  gedrt ickt  

werden  kann.  Daher  be t r ach t en  wir  die e rha l tenen  Ergeb-  
nisse als Aussage ffir das VerhAltnis der  Bindungsst/~rken 
der  Ha logenpyr imid ine  m i t  Cu untere inander .  

AuI  Grund  tier pos i t iven  L a d u n g  des Kupfers  is t  die 
Anlagerung  des Ions  an  die nega t iven  Gruppen  des Halo-  
genpyr imid ins  wahrscheinl ich,  das  heisst,  dass sich das 
Cu-Ion  zwischen d e m  O an der  C6-Stel le and  dem Halogen  
bef indet :  

Unsere  Ergebnisse  spiegeln nun  die Ta tsache  wider,  
dass das  Anste igen der  E l ek t ronega t i v i t~ t  yore  J o d  zum 
F luor  eine E rh6hung  der  Bindungss t~rke  zwischen d e m  
Kupfer ion  und dem Ha logenpyr imid in  mi t  sich br ingt ,  
womi t  aber  wiederum ein Hinweis  ftir die Beschaffenhei t  
des Molektils erhal ten  wird. 

Summary .  The  complex-s tab i l i ty  of cer ta in  halogen-  
pyr imidines  wi th  copper  is discussed in connect ion  wi th  
the i r  significance as inhibi tors  of enzymat i c  react ions in 
cancer-t issues.  
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C O N G R E S S U  S 

Czechoslovakia 

The 21st International Congress of Pure and 
Applied Chemistry 

Prage (Czechoslovakia), 41h- l Ot]~ September 7967 

Three  topical  subjects  h a v e  been selected which  will  be 
deal t  wi th  in three  sect ions:  (1) Au toma t ion  in Analy t ica l  

Chemis t ry ;  (2) Toxicological  Chemis t ry ;  (3) Chemis t ry  of 
Nucleic  Acid Components .  

The  second circular of the  Congress wi th  full  informa-  
t ion m a y  be reques ted  from the  Organizing Commi t t ee  of 
the  X X t s t  I n t e rna t i ona l  Congress of Pure  and Appl ied 
Chemistry ,  P .O.B.  139, P r a h a  6-Dejvice  (Czechoslovakia).  

Appl ica t ions  by  par t ic ipan ts  who  in tend  to  present  
papers  mus t  be received by  1st March  1967, for t he  o the r  
pa r t i c ipan t s  by  31st May  1967. 




