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Zur Abhingigkeit des Glucoseverbrauches von Ehrlich-Miuse-Ascites-Krebszellen
in-vitro von Temperatur und Hyperthermie-Vorbehandlung

M. von ArpENNE und P. G. RErrNavEr

Forschungsinstitut Manfred von Ardenne, Dresden-Weiler Hirsch

(Z. Naturforschg. 21 b, 841—848 [1966] ; eingegangen am 24. Mirz 1966)

Uber Messungen der Abhingigkeit des anaeroben Glucoseverbrauches von Ehrlich-Miuse-Aszites-
Carcinomzellen von der Glucose-Konzentration und von der Temperatur wird berichtet. Es zeigt sich,
daB die anaerobe Girung bei Ubergang von 38 °C auf 44 °C im Fall eines hohen Glucosespiegels
in vitro etwa auf 130% zunimmt und weiter, da8 sie unter in-vivo-Bedingungen beim Ubergang zu
Extremhyperthermie-Temperaturen sich nicht dndert. Messungen iiber den EinfluB der Extrem-
hyperthermie auf den anaeroben Glucoseverbrauch liefen fiir den Fall eines hohen Glucosespiegels
(starke Girung) erkennen, dafl der beobachtete plétzliche Stopp des Géarungsstoffwechsels nach
Hyperthermiedauern eintritt, bei denen die Atmung (Schddigungsmechanismus Typ II) gerade auf-
gehort hat. Fiir den Fall eines niedrigen Glucosespiegels (schwache Garung) wurde gefunden, daf3
sich die Zeitdauer fiir den Stopp der anaeroben Gérung durch Extremhyperthermie verringert. Ab-
schlieBend werden SchluBfolgerungen aus diesen Ergebnissen insbesondere zur Frage des zeitlichen
Verlaufes des Glucosespiegel-Anstieges und der relativen Wachstumsbeschleunigung bei Krebs-
geschwiilsten im Anschlufl an einen Extremhyperthermie-Prozel gezogen.

Die Erkenntnis von der entscheidenden Bedeutung
des Glucosespiegels im Tumor fiir die faktische
Malignitdt (Verdoppelungszeit) in-vivo! 2 und die
SchluBfolgerung, daf} seine wihrend und als Folge
therapeutischer Prozesse endogen erfolgenden oder
exogen gesteuerten Anderungen wesentliche Fakto-
ren fiir die Optimierung der Krebstherapie darstel-
len kénnen ! 2, aber auch unsere Bemiihungen um
die Aufkldrung des cancerostatischen Geschehens in
Extremhyperthermie 3~7, lenkten unsere Aufmerk-
samkeit erneut auf den Glucoseverbrauch der Krebs-
zellen.

Die Messung des Glucoseverbrauches erfolgte
unter Bedingungen, bei denen in der Regel die in-
vivo-Situation nachgeahmt oder berticksichtig wurde.
Insgesamt fithrten wir 151 Inkubationen durch. Bei
diesen Untersuchungen, die z. T. auch der Ergénzung
oder Kontrolle von mit der manometrischen Methode
erzielten Ergebnissen dienten, sollte besonders fol-
genden Fragen nachgegangen werden:

a) Messung der Abhingigkeit des Glucoseverbrau-
ches durch zugegebene Krebszellen von der Glu-
cose-Konzentration. Das Ergebnis solcher Mes-
sungen gibt Auskunft iiber die Lage und Streu-

I M. vox Arbenne, Syncarcinokolyse in Gestalt der Mehr-
schritt-Chemotherapie. Vortrag im Heidelberger Krebs-
forschungszentrum am 25. 9. 1965.

2 M. vox Arpenxne u. J. ELsner, W. Kriicer, P. G. Rerrnaver
u. F. Riecer, Klin. Wschr. 44, 503 [1966].

3 M. von Arpesxye u. P. G. Rerrvaver, Arch. Geschwulst-
forsch. 26, 184 [1966].

ung der wichtigen Grenzen zwischen ungesittig-
tem und gesattigtem Bereich der Krebszellen-
kennlinie (Abhéngigkeit der Garungsgrofle von
der Glucose-Konzentration).

b) Messung der Abhingigkeit des Glucoseverbrau-
ches der Krebszellen von der Temperatur im un-
gesittigten und im geséttigten Bereich der Krebs-
zellenkennlinie. Das Ergebnis dieser Messungen
gibt Auskunft dariiber, ob bei Temperatursteige-
rung eine Verstirkung der Gérung eintritt und
wie grof} diese Verstarkung ist.

¢) Messungen iber den Verlauf der Abnahme des
Glucoseverbrauches der Krebszellen wihrend
und nach einer Extremhyperthermie-Behandlung.
Die Ergebnisse dieser Messungen geben Hin-
weise liber die Art der therapeutischen Schadi-
gung® und zur zeitweiligen Stimulierung des
Wachstums der Krebsgeschwiilste im Anschluf}
an eine Therapie 2.

Unser Interesse an diesen drei Fragestellungen
ergab sich aus dem Wunsch, die Grundlagen fiir die
Theorie des Garungsstoffwechsels der Krebsge-
schwiilste und fir die Hochziichtung der Krebs-
Mehrschritt-Therapie zu festigen und zu ergénzen.

4 M. von Arpenxxe u. W. Kriscer, Z. Naturforschg. 21 b, 373

[1966].

M. vox Arpenxne u. P. G. Rerr~aver, Naturwissenschaften

53, 88 [1966].

M. vox Arpenxe u. W. Kricer, Z. Naturforschg. 21b, im

Druck, 1966.

7 M. vox Arpenxye u. P. G. Rerr~auver, Arch. Geschwulst-
forsch. 27, im Druck, 1966.
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Methode

Ansatz der Inkubationsversuche mit EM AC-

Zellsuspensionen

Bei allen 151 Inkubationen entnahmen wir die Zel-
len 8 bis 10 Tage alten Ehrlich-Ascites-Tumoren *
weiller Mduse ** und suspendierten sie (0,1 bis 5,0,
meist 1,0 Vol.-%) in Tyrode-Losung unter anaeroben
Bedingungen (Suspensionsvolumen meist 20 bis 50 ml).

Bei den Suspensionen, die ausschlieBlich mit Argon ™
begast wurden (Versuch 1 bis 75), betrug der Gehalt
der Tyrode-Losung an NaHCO; 1gl/™1, so daB bei
héheren Zellkonzentrationen (5 Vol.-%) eine auch etwa
in vivo gegebene Ansduerung des Milieus erreicht
wurde. (Von py = 7,4 auf 7,0 bis 6,8 in etwa 30 Min.
bei 38 °C.) Bei Begasung mit Argon (Versuche 76 bis
127) bzw. Stickstoff (Versuche 128 bis 151) + 5 Vol.-%
CO, ™" setzten wir normaler Tyrode-Losung 60 ml iso-
tonische NaHCOjg-Losung (2-proz.) zu, wonach mit ins-
gesamt 2,5-1072mol/™! NaHCO; die Losung bei
einem py von rund 7,4 mit der Gasphase im Gleich-
gewicht stand (Puffer-Tyrode). Bei diesen Inkubationen
waren die Verénderungen des py-Wertes gering. Die
Begasung erfolgte bei freier Durchstromung des Gas-
raumes der Gefdfle mit 10 bis 15/ h™ 1.

Bei allen Versuchen inkubierten wir mit wenigen
Ausnahmen simultan mindestens 2 Suspensionen des
gleichen Ansatzes im Schiittelthermostaten. Die Aus-
wertung erfolgte relativ zu einer in allen parallelen
Inkubationen enthaltenen Bezugsbedingung. So wurde
bei der Untersuchung des Temperaturverhaltens des
Glucoseverbrauches bei jeder Temperatur gleichzeitig
ein Teil der Suspension bei 38 °C (Kontrolle) inku-
biert und die bei den anderen Temperaturen erzielten
Ergebnisse relativ zur 38 °C-Kontrolle gewertet.

Der Zeitpunkt ¢, unserer Glucoseverbrauchs-Kurven
wurde durch Zusammengeben zweier vortemperierter
und vorbegaster Teillosungen definiert. Beispiel eines
Ansatzes:

Teill 1 ml Zellen

9,5ml Tyrode-Lésung, glucosefrei

+Teil II 9,5 ml Tyrode-Losung, 200 mg-% Glucose
20,0 ml Suspension, 100 mg-% Glucose
5 Vol.-% Zellen

Ab Versuch Nr. 76 verwendeten wir Plexiglas-Zentri-
fugenbecher (16 ml) mit abnehmbaren Sedimentnépf-
chen. Die Sedimentndpfchen wurden nach dem Zentri-
fugieren der Ausgangssuspension in die vorbegasten

* Seit Anfang 1964 in unserem Hause, zuvor im Institut fiir
Zellphysiologie, Berlin-Dahlem, gehalten.
** Zucht VEB Arzneimittelwerk Dresden.
© 99,98 Vol.-% Ar; 0,003 Vol.-% 0,; N,; CO, .
** Mit Analysennachweis belegte Darstellung vom VEB Tech-
nische Gase-Werke, Berlin.
8 E. Hurrmay, Nature [London] 181, 78 [1958], zit. nach
L e 18
¢ K. M. Dusowsk1, Clin. Chem. [New York] 8, 215 [1962].
zit. nach 1. ¢. 11,
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und vortémperierten Losungen eingeworfen und inner-
halb von 5 Sek. die Zellen durch kriftiges Schiitteln
suspendiert ¥. Den Beginn der 6. Sek. stoppten wir als
den Zeitpunkt ¢=0 fiir den Ablauf der Inkubation. Die
leeren Nipfchen verblieben in den Inkubationsgefdfen.

Nach Beginn der Inkubation wurden in geeigneten
Abstdnden je Suspension in der Regel 10 bis 14 Pro-
ben (je 0,1 bis 2,0 ml) durch die Gasauslallofinungen
der Inkubationsgefdfle entnommen. Die Inkubationszei-
ten betrugen 5 bis 180 Minuten.

Alle Angaben von Glucose-Konzentrationen beziehen
sich auf das extrazellulire Volumen der Suspensionen.
Die damit gegebenen Glucosemengen wurden den Be-
rechnungen des Glucoseverbrauches zugrunde gelegt.
Bei der Auswertung wurde, wo es zweckmiflig war,
vom Anfangsverlauf der Kurve auf den Wert beim
Zeitpunkt ¢, extrapoliert und alle anderen Werte hier-
auf bezogen. Als Dimension fiir den aus der Neigung
der Konzentrationskurven ermittelbaren Glucosever-
brauch erwies sich fiir uns mg- gz ‘min~1! (gzr = Zell-
frischgewicht in g=ml Zellvolumen) als sinnvoll. Mit
dem Faktor 333 erhilt man hieraus den Verbrauch in
mg bezogen auf das Zelltrockengewicht in g und Stde.,
mit dem Faktor 0,012 ! die dquivalente manometrische
GroBe in mm® CO, pro mg Zelltrockengewicht und
Stde. (gzt = Zelltrockengewicht).

Die o-Toluidin-Methode. Zur Messung der Konzen-
tration der in den Suspensionen gelosten Glucose be-
dienten wir uns der von Hurrmany 1958 inaugurier-
ten® und u.a. von Dusowski® eingehend beschriebe-
nen o-Toluidin-Methode. Diese Methode zeichnet sich
durch einfache und schnelle * Handhabung, Genauig-
keit, Wirtschaftlichkeit und relativ hohe Spezifitdt aus.
Ihre Spezifitat bezieht sich allerdings nicht ausschlieB3-
lich auf Glucose, sondern Aldosen, wobei jedoch mit
Abstand Glucose, Galaktose und Mannose erfalit wer-
den. In den vielen Fillen, bei denen Glucose — wie in
unseren Suspensionen — praktisch den gesamten An-
teil der vertretenen Aldosen darstellt, bringt die An-
wendung der o-Toluidin-Methode gegeniiber den alten
Verfahren einschlielich der enzymatischen Bestimmung
nur Vorteile mit sich. AnLerr und Mitarbb. 1! fiihrten
zum Vergleich der o-Toluidin-Methode mit der Glucose-
Oxydase-Methode 364 Blutzucker-Doppelbestimmungen
durch und fanden Mittelwerte fiir das erstgenannte Ver-
fahren von' 145.5 mg-%, fiir das zweitgenannte von
144,9 mg-%, worin sich eine hervorragende Uberein-
stimmung ausdriickt. Aulerdem wird die Reproduzier-
barkeit der Meflwerte von den Autoren bei der o-Tolui-
din-Methode hoher als bei der Glucose-Oxydase-

10 E. Horer u. G. AnLert, Z. med. Labortechn. 7, 26 [1966].
* Die durch den Einwurf eines nicht vortemperierten Sedi-
mentnipfchens (ca. 20 °C) mit 0,5 ml Zellen und 1 cm?
Eigenvolumen in 50 ml Liosung von 40 °C theoretisch ge-
gebene Temperaturverinderung betrigt etwa —0,2 °C,
kann sich aber infolge intensiver Warmezufuhr von auflen
(Wasserbad) kaum meBbar auswirken.
11 G. Ancert, E. Horer, W. Horrmany u. G. Bestvater, Dtsch.
Gesundheitswes. 19, 2256 [1964].
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Methode eingeschdtzt. Auch in anderen Arbeiten wird
die Brauchbarkeit dieser noch so wenig eingefiihrten
Methode fiir die Glucosebestimmung z. B. im Blut 1% 13
und im Liquor ! hervorgehoben und festgestellt 12, daf
es sich hierbei um das gegenwértig in der Routine des
klinischen Labors zweckméBigste Verfahren handelt.
Wir mochten hinzufiigen, dafl auch in der wissenschaft-
lich-experimentellen Arbeit in vielen geeigneten(!) Fal-
len die o-Toluidin-Methode — mit der wir im Rah-
men dieser Arbeit rund 2000 Glucosebestimmungen
durchfithrten — wohl allen anderen derzeit bekannten
Methoden tiberlegen ist.

Durchfiithrung der Glucosebestimmungen. Das Farb-
reagenz wurde als Losung von 50 ml o-Toluidin *
(reinst) und 1,5 g Thioharnstoff (p.a) in 950 ml Eis-
essig (90 bis 100%, p.a.) angesetzt. Bei hohen Glu-
cose-Konzentrationen (100 bis 10-mg-%) wurden Pro-
ben von 0,1 oder 0,2ml in 1,0 bzw. 2,0 ml 3,3-proz.,
bei niedrigen (10 bis 1mg-%) Proben von 1,0 oder
2,0ml in 0,1 bzw. 0,2ml 33,3-proz. Perchlorsiure ge-
geben. Nach Zentrifugation gaben wir 0,6 oder 1,0 ml
des Uberstandes zu 6 bzw. 10 ml der oben angegebe-
nen Reagenzlosung und erhitzten 10 Min. lang im sie-
denden Wasserbad. Nach Abkiihlen der Proben in kal-
tem Wasser bestimmten wir innerhalb moglichst kurzer
Zeit die Extinktion bei 630 nm und 20 bis 30 oder 50
(Glucose-Konzentration cgx < 1 mg-%)** mm Schicht-
dicke mit Hilfe des Universal-Spektrophotometers
VSU 1 (VEB Carl Zeiss Jena). Fast bei jedem Versuch
wurde eine Reihe Kontrollwerte angesetzt, die bei
gleichem Zellvolumenanteil definierte Glucose-Konzen-
trationen enthielt. Gemessen wurde entweder direkt
(cck £ 1 mg-%) oder indirekt iiber Wasser gegen
Reagenzleerwerte. Abb. 1 zeigt eine routinemidfiig ge-

wonnene Eichkurve fiir Messungen bei cgx = 1 mg-
106 gmi!
010 12 T 6 8 10
T0,0G A= 630nm
AF X= 50mm
006 /
004 r//
002 /
0

0 02 04 06 08 10
Cox [mg Yo] —>

Abb. 1. Eichkurve fiir den MeBbereich cgk < 1 mg-% bei der
Messung der Glucose-Konzentration mit o-Toluidin.

12 G, Aniert, E. Horer u. G. Bestvater, Dtsch. Gesundheits-
wes. 20, 349 [1965].

13 H. Braun u. J. Hormann, Dtsch. Gesundheitswes, 20, 2271
[1965].

14 K. Krausg, Dtsch. Gesundheitswes. 20, 2045 [1965].

* VEB Laborchemie Apolda.

** 50 mm nur nach Verinderung am Gerit.

15 0. WarBure, K. Gawenn u. A. W. GrissLer, Z. Natur-
forschg. 11b, 657 [1956].
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Prozent. Fiir eine Fehleranalyse wurden 10 separat an-
gesetzte Proben (0,5 mg-% Glucose in Tyrode-Losung)
gemessen. Das hier zusammengefafite Ergebnis
z= 453524E-1032 0,5mg-%"
2(A1'n)2= 96,02
dr=1 3,262 1£7,2% 2 £0,036 mg-%

dzp=7% 1,032 +2,3% 2 £0,011 mg-%
zeigt, daBl selbst im Bereich cgx < 1 mg-% eine bemer-
kenswerte Genauigkeit erreicht wird.

Zellkonzentration und Inkubationszeit. Bei allen In-
kubationen sollten unabhdngig von der Variation ver-
schiedener Parameter gut melbare Glucose-Konzentra-
tions-Unterschiede entstehen. Da bei niedrigen cgk-Wer-
ten die Glucose sehr schnell aufgebraucht ist, wurden
anfangs die Meflproben in rascher Folge in den ersten
Min. der Inkubation entnommen. Einige Male ergab
sich hierbei fiir die Suspension mit geringer cGk un-
erwartet ein hoherer Verbrauch als fiir die Kontrolle
mit hoherer cgk . Bei dieser Beobachtung diirften die
Bedingungen vor der Inkubation eine Rolle spielen
(z. B. Auffiillung des intrazellularen Speichers in den
ersten Min. der Inkubation). Bei den Langzeitinkuba-
tionen wird dieser Starteffekt kaum beobachtet. Daher
verglichen wir nur noch Inkubationen mit vergleich-
baren Inkubationszeitriumen. Das war nur méglich,
wenn bei sehr kleinen Glucose-Konzentrationen auch
die Zellvolumenanteile entsprechend niedrig angesetzt
wurden. In einigen Versuchen iiberzeugten wir uns da-
von, dal} die Variation des Zellvolumens der Variation
der Inkubationszeiten vorzuziehen ist, da letztere inner-
halb weiterer Bereiche keine sekunddren storenden
Einfliisse mit sich bringt. Die Dosierung der Zellvolu-
mina bei parallelen Inkubationen geschah in jedem
Falle durch Abmessen verschiedener Anteile einer ge-
meinsamen Ausgangssuspension und Einbringung der
hieraus gewonnenen Sedimente in die auf verschiedene
Gefalle verteilte Inkubationslosung.

Die absolute GroBe des Glucoseverbrauches
von Krebszellen

WarBure und Mitarb. 1> haben folgende Werte
fiir die anaerobe Girung gemessen:

Anaerobe Girung gaG |  mm3 COs mg Gk gz
gemessen in mgz! h—1 min—1
}iedrig virulente Zellen 25 0,3000
Hochvirulente Zellen 70 0,840
EMAC-Zellen 90 1,080

Tab. 1 *. Werte der anaeroben Garung.

z = arithm. Mittel von 10 Einzelwerten aus je 2 Ablesun-
gen; Extinktionswerte aus rechentechnischen Griinden mit
103 multipliziert. 2'(4zp)2 = Summe aller Abweichungs-
quadrate; 0z = mittlerer Fehler des Einzelwertes; dzp =
mittlerer Fehler des Mittelwertes.

Auf Grund der MeBlwerte in Tab. 1 formulierten die Ver-
fasser: ,,Hiermit ist der Zusammenhang zwischen Girung
und Malignitdt unwiderleglich bewiesen.*

+

*
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In einer anderen Arbeit!'® gaben Warsurc und
Mitarbb. fiir anaerobe Girung von EMAC-Zellen in

verschiedenen Medien diese Stoffwechselgroflen an:

Anaerobe Girung qaG mm3 CO» mg Gk
gemessen in mgz h™1 gz¢ min—1
Salzlésuﬂg 7 o 48 0.576
Ascites-Serum 72 0,864
Normal-Serum 97 1.163
Tab. 2.

Alle diese Ergebnisse wurden bei guter Versor-
gung der Zellen mit Glucose erhalten (cg>50
mg-%). Von Bedeutung ist hierbei, daf} in Normal-
Serum doppelt so hohe Werte als in Salzlosung ge-

. ; qex
Nr.  Inkubation Ok g ria

1 2 0,360
2 4 0,392
3 6 0.418
4 8 0,247
5 9 0.304
6 11 0.348
7 13 0,370
8 15 0,356
9 17 0,380
10 19 0,591
11 21 0,525
12 64 0.570
13 66 0,426
14 68 0,392
Mittelwert 0,405

Tab. 3. Anaerober Glucoseverbrauch ¢&% von 5 Vol.-%
EMAC-Zellen in Normal-Tyrode. Glucose-Anfangskonzentra-
tion coox= 100 mg-%. Temperatur T = 38 °C.
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funden wurden. Im Mittel aus 12 Inkubationen von
EMAC-Zellen in Puffer-Tyrode bei ¢ =100 und
50 mg-% (s. unten Tab.4) fanden wir bei 38 “°C
und Argon/CO,-Begasung Glucoseverbrauchswerte
von 0,574 mg gz 1 1, Dieser Wert stimmt mit
dem von Warsurc und Mitarbb. fiir Salzlosungen
gefundenen sehr gut tiberein. In Normal-Tyrode be-
trug nach Tab. 3 der aus 14 Inkubationen ermittelte
Wert fiir den anaeroben Glucoseverbrauch bei 38 °C
nur 0,405 mg gz; ! 1 2~ 33,8 mm?® CO,
gzih™ 1. Diese Garungsgrofie betrdgt nur 707 des
oben genannten Mittelwertes fiir das Bicarbonat-
reichere Medium, was ebenfalls mit von Warsurc
und Mitarbb. 17 erzielten Ergebnissen ungefahr tiber-
einstimmt.

min~

min

Der EinfluB der Glucose-Konzentration
auf den Glucoseverbrauch

Bei den Messungen iiber die Abnahme der Glu-
cose-Konzentration nach Zugabe von EMAC-Zellen
in 38 °C-Tyrodelosung als Funktion der Zeit fanden
wir beim Arbeiten mit der Anfangskonzentration
10 mg-% drei besonders charakteristische Verldufe,
die in Abb. 2 wiedergegeben sind. Im Fall A folgt
die Abnahme bereits von der genannten Anfangs-
konzentration ab nach einer e-Funktion. Im Fall B
wurde zundchst ein nahezu linearer Konzentrations-
abfall gemessen, der nach Erreichen von 4 mg-%
in eine e-Funktion ubergeht. Im Fall C reicht
der annahernd lineare Konzentrationsabfall bis zu
1,3 mg-%, um erst dann in eine e-Funktion iberzu-
gehen. In diesen unterschiedlichen Verldaufen spiegelt

10p=—==—= 100
A B c %Co
& \ »
~
% s\ % 60
£\ 3
3 %é; ) s Abb. 2. Abnahme der Glucose-
© 4 = Ubergang zur — 35 40 Konzentration cGk nach Zugabe
& g-lrunion S von 1 Vol-% EMAC-Zellen in
P, y 38-°C-Tyrodelosung als Funktion
=018 min N, ?e' 20 der Zeit t. Die Messungen zei-

AN

|

gen, daf} fir EMAC-Zellen der

i \-
t, -008m/n

0

0 10 20 30 400 10 20 30

Zugabe

16 0. Warsvre, W. Scuréper, H.
Naturforschg. 13 b, 591 [1958].

S. Gewrrz u. W. VoLker, Z.

Ubergang zur ,ungesittigten

Glykolyse bei sehr verschiedenen

Glucose-Konzentrationen liegen
kann.

10 40 ¢
t[mm]—»

17 0. Warsure, K. Posexer u. E. Necereiy, Biochem. Z. 152,
309 [1924].
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sich die grole Streuung der Michaelis-Konstante
K., bei EMAC-Zellen wider. Bei diesen Zellen
schwankt der Ubergang vom ungesittigten zum ge-
sattigten Bereich der Krebszellen-Kennlinie zwischen
Glucose-Konzentrationen von etwa 1 und 10 mg-Pro-
zent. Dieses Ergebnis ist fiir die in vitro-Simulation
von in-vivo-Bedingungen des Garungsstoffwechsels
von Bedeutung.

Durch einfache Differentiation der Konzentra-
tionsabnahme-Kurven erhalt man den Zusammen-
hang zwischen Glucoseverbrauch (Géarung) und Glu-
cosekonzentration, d.h. die Funktion, fiir die wir
den Begriff ,,Krebszellen-Kennlinie“ gepragt haben 2.

Aus Kurven nach Art der Abb. 2 laft sich sowohl

der Maximalwert der Garungsgrofie (Sattigungs-mg,-h [

wert) als auch die Zeitkonstante des Glucoseverbrau-
ches fiir den Krebszellenanteil &7 =0,5 =50 Vol.-%
(Annidherung an die Verhaltnisse im Krebsgewebe)
ermitteln. Die Ableitung erfolgt in der Weise, daf}
zunichst die Konzentration cg~K,, des Ubergan-
ges zur e-Funktion ermittelt wird. Der Sattigungs-
wert der Girung sollte dann bei 5 bis 10-mal so
hoher Glucose-Konzentration (cgx > K,,) mit Hilfe
folgender Beziehung bestimmt werden:

degk
e

aG
4 Gkmax

(1

Die Zeitkonstante des Glucoseverbrauches im 50
Vol.-%-Krebsgewebe ergibt sich bei einer Glucose-
Konzentration cgy < Ky, nach folgender Beziehung:

2

2,£Z, cGk
dcGk
de

*:

TZ

ez = Krebszellenanteil in der Zellsuspension.

Nach GI. (2) aus den Kurven Abb. 2 berechnete
Werte von 77* sind neben den Kurven miteingetra-
gen. Fiir Normal-Serum ergeben sich nach Tab. 2
etwa halb so grofle 7;-Werte. Damit finden wir eine
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ausgezeichnete Ubereinstimmung mit aus manometri-
schen Messungen fiir EMAC-Zellen abgeleiteten Wer-
ten dieser Zeitkonstante 2.

Aus 38 in sich vergleichbaren Inkubationen
(Puffer-Tyrode und Argon-CO,-Begasung. 38 °C)
wurde der obere Teil der in Abb. 3 eingetragenen
Kurve (Krebszellen-Kennlinie) iiber die Abhangig-
keit des Glucoseverbrauches von der Glucose-Kon-
zentration gemessen. Eine statistische Bearbeitung
dieses Materials ist in Tab. 4 zusammengefaf3t.

[mg %]
or 2 4 681 2 4 6610 2 4 66100
T T L T T T T17 T T T T I
100} a4
mm7C0, F . Eiad . ¥ MIsk
Q.- 2. L
Tz am — 7F2m ‘h
7 sl S N
r V4 4273 3
4 &8 AN o g 10~
2 3 Pl \0S Fe
- WV 7 \-()‘ss Fs
5 %l Y Ls
10— PH- 2 P4l 4
1 L L2
s kAL 7] =
7 r 2
4 R\d
o r
LS/ F102
aé | o a6
q 2 (\ ¢ q
Ct \J rs
0z 1 LAY s o
s N
M L2
i L 10+
2z 1 1 Ll1llL L 1 111 1 1 L Ll) 0
106 2 4 6610° 2 4 6610% 2 4 68107

Cox [gml™'] —

Abb. 3. Anaerober Glucoseverbrauch g¢&f (Garung) von

EMAC-Zellen in 38-°C-Tyrodelosung als Funktion der Glu-

cose-Konzentration cGgk . Mittelwerte aus zahlreichen Messun-

gen. Bei Verwendung von Normal-Serum ergeben sich etwa
die doppelten g-Werte und die halben 77*-Werte.

AuBlerdem sind in der Darstellung Abb. 3 die MeB-
werte von 20 weiteren Inkubationen miteingetragen.
Der mittlere bis untere Bereich der Krebszellen-
Kennlinie wurde aus der schon zuvor erwihnten
Differentiation der Glucose-Konzentrationskurven

1 2 3 4 5 6 1.6
cock [mg-%] 1 5 10 25 50 100 | 1..100
n 6 5 | 13 2 | 5 7 38

z [mg gz~ min-1] 0,276 0258 | 0367 0,500 0,597 0,557

7% [%] 49,5 46,3 | 659 89,8 105,5 1100 i

Z (Aan)? 0,0322 00457 | 04742 00000 | 002516 01677 09715
822 L 0,0064 0,0091 | 0,0393 0,0000 | 00629 | 00279 |

dun + 0,080 0,095 0,020 0,004 0,251 0,167

Tab. 4. Statistische Daten von 38 vergleichbaren Inkubationen (EMAC-Zellen in Puffer-Tyrode; Argon + 5% CO,) iiber die
Abhingigkeit des Glucoseverbrauches g&% von der Glucose-Konzentration cGk .
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von 20 Inkubationen (cgr=1 bis 10 mg-%) abge-
leitet. Aus einer in groflem Mafstab nach allen die-
sen Befunden aufgezeichneten Kurve wurden die in
Tab. 5 zusammengestellten Zahlenwerte bestimmt.
Am 10.Impftag beobachteten wir im Ehrlich-
Aszites-Carcinom einen mittleren Glucosewert (Mit-
telwert aus Messungen an 10 weillen Mausen) von
0,56 mg-Prozent. Das bedeutet nach der in Abb. 3
gezeichneten EMAC-Zellen-Kennlinie, dal} bereits
eine Giarung von etwa 10% der Sattigungsgdrung
fiir ein immer noch hoch malignes Zellwachstum aus-

reicht.

CGk qet | CGk [l

[mg-%] %] | [me-%) (%]
0.025 0.3 0.9 14.8
0,05 0.8 1,0 16.2
0,1 1,0 2,0 27,2
0,: 2,5 3.0 35,1
0,3 4.5 4.0 41,0
0.4 6,5 5.0 44.9
0.5 8.5 10,0 63.9
0.6 10,2 25,0 | 87,2
0,7 11.9 50,0 ‘ 100,0
0.8 13,4 1

Tab. 5. Relativer anaerober Glucoseverbrauch g&f von
EMAC-Zellen in Puffer-Tyrode bei T = 38 °C bei verschie-
denen Glucose-Konzentrationen.

Der EinfluB der Temperatur auf den Glucose-
verbrauch

In Ergdnzung zu mit der manometrischen Me-
thode durchgefiihrten Messungen tiber die anaerobe
Girung von EMAC-Zellen bei Ubergang zur Extrem-
hyperthermie wurde in Auswertung von 62 Inkuba-
tionen die Temperaturabhingigkeit des anaeroben
Glucoseverbrauches von EMAC-Zellen in Tyrode-
Lésung im Temperaturbereich von 0° bis 50 “C be-
stimmt. Die auf den Glucoseverbrauch bei 38 °C be-
zogenen Meflergebnisse sind in Abb. 4 eingetragen.
Die Messungen wurden so durchgefiihrt, da} der
Glucoseverbrauch unmittelbar nach Zugabe der
EMAC-Zellen in die bereits auf der Temperatur T
befindliche Tyrode-Losung bestimmt wurde, damit
inshesondere bei den Temperaturwerten iiber 38 “C
vor Versuchsbeginn keine thermische Schddigung
des Girungsstoffwechsels eintreten konnte. Deutlich
zeichnet sich ab, dall bei dem angegebenen hohen
Glucosespiegel z.B. bei Ubergang von 38 °C auf
44.°C eine Steigerung des anaeroben Glucosever-
brauches (Girung) eintritt und zwar im Mittel auf
etwa 130 Prozent.
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Abb. 4. Temperaturabhéngigkeit des anaeroben Glucose-

verbrauchs von EMAC-Zellen in Tyrodelosung nach dem Er-

gebnis von 31 Doppelversuchen £ 62 Inkubationen mit zu-

sammen iiber 600 Glucosebestimmungen. Die maximalen Ver-

brauchswerte liegen auf einer Kurve, die nahezu dem vax’t

Horr’schen Gesetz bei einem Qy, von 2,5 (gestrichelte Kurve)
entspricht.

Bei niedrigem Glucosespiegel (1 bis 3 mg-%)
scheint (Streuung der MeBwerte!) keine Zunahme
der Girung beim Ubergang von 38 °C auf 44 °C
einzutreten. Aus dieser Beobachtung wiirde sich z. T.
die starke Streuung der Meflwerte bei Temperaturen
iiber 38 °C in Abb.4 erkliren. Offenbar wechseln
bei diesen Mellpunkten Fille mehr oder weniger ge-
sittigter Glykolyse ab (s. auch oben Abb.2). Die
Verbrauchszunahme mit der Temperatur muf} nach
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Abb. 5. Abnahme der Glucose-Konzentration cGk nach Zu-

gabe von 5 Vol.-% EMAC-Zellen in 30 °C bzw. 38 °C Tyrode-

losung als Funktion der Zeit t. Die Messungen zeigen einen

sprunghaften Riickgang der anaeroben Girung bei Errei-
chung des Wertes pg = 6,3.
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der erwihnten Einschitzung dann um so grofer
sein, je mehr der Meffall sich dem Zustand vélliger
Sattigung nahert.

Ein interessantes Beispiel fiir die Bestimmung des
Temperaturganges der anaeroben Géarung ist in
Abb. 5 wiedergegeben. Hier wurde im Gegensatz zu
den zuvor besprochenen Messungen unter solchen
Bedingungen gearbeitet (&7, =0,05 2 5Vol.-% und
Tyrode-Losung ohne Pufferzusatz), dafl wihrend
der Mef3zeit eine Abnahme des py-Wertes um mehr
als eine Einheit in der Losung eintreten muflte. Die
Messungen zeigen einen sprunghaften Riickgang der
anaeroben Girung bei Erreichung des Wertes py =
6,3. Dieses Ergebnis bildet eine interessante Ergin-
zung zu unseren fritheren Messungen und Betrach-
tungen iber die Aktivitatsabhangigkeit der Glyko-
lysekette von py-Wert und Temperatur .

Der EinfluB} einer Extremhyperthermie-Vor-
behandlung auf den Glucoseverbrauch

In Anschlufl an die Untersuchung der Wirkung
von Extremhyperthermie-Dosen auf die Restatmung
von Krebszellen ¢ soll jetzt die Wirkung auf den
Glucosestoffwechsel isoliert betrachtet werden. Aus

der Messung Abb. 6 ist fir EMAC-Zellen zu entneh-
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Abb. 6. Abnahme der Glucose-Konzentration cGk nach Zu-

gabe der EMAC-Zellen als Funktion der 44-°C-Extremhyper-

thermiezeit ¢. Bei ¢ = 110 min tritt ein irreversibler Stopp
des Glucosestoffwechsels ein.

men, dalBl im Fall hoher Glucose-Konzentrationen
(starke Girung) bei 44 °C-Extremhyperthermie
nach lingerer Zeit (t = 110 min in unserem Bei-
spiel) ein plotzlicher Stopp der Girung eintritt, der
sich als irreversibel erweist. Unter @hnlichen Bedin-
gungen (kleine Atmung pO, == 7,5 Torr) wurde ein
Stopp der Atmung bereits nach ¢=18 min beobach-
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tet 6, wihrend bei groflerer Atmung ein allmahliches
Aufhéren der Atmung um t=110 min(!) gefunden
wurde ®. Mit Abnahme des Glucosespiegels (schwache
Gérung) riickt der Stopp der Garung in Richtung
kiirzerer Uberwirmungszeit.

Weitere Messungen zur Temperaturabhingigkeit
der Schidigung des anaeroben Glucosestoffwechsels
von EMAC-Zellen in Tyrode-Losung sind in Abb. 7
zusammengestellt. Die stark ausgezogene Kurve
bezieht sich auf die irreversible Schiddigung bei
hohem Glucosespiegel (starke Garung). Die bei klei-
nem Glucosespiegel (schwache Girung) gewonne-
nen MeBpunkte liegen im Sinne des zuvor Gesagten
bei kiirzeren Hyperthermiezeiten.
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Abb. 7. Irreversible Schadigung des anaeroben Glucosestoff-
wechsels von EMAC-Zellen in Tyrodelosung als Funktion von
Hyperthermietemperatur 7' und Hyperthermiezeit ¢.

SchluBfolgerungen fiir Theorie und Praxis
der Krebs-Mehrschritt-Therapie

Aus den besprochenen MeBergebnissen folgt unter
Beriicksichtigung unserer Untersuchungen iiber die
Hohe und Bedeutung des effektiven Glucosespiegels
in Tumoren 2, daB beim Ubergang von 38 °C auf
Extremhyperthermie-Temperaturen in vivo praktisch
keine Zunahme der Girung eintritt (niedriger Glu-
cosespiegel in vivo, Fall schwacher Gérung). Diese
Feststellung ist fir die Theorie der therapeutischen
Schiadigung durch Extremhyperthermie von gewis-
sem Interesse.
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Weiter geht aus den Messungen hervor, dal} nach
einer Extremhyperthermie-Dosis fiir hochprozentige
therapeutische Schiadigung der Krebszellen der Glu-
coseverbrauch der geschadigten Zellen sprunghaft
abnimmt. Infolgedessen tritt die posttherapeutische
Zunahme des effektiven Glucosespiegels in den
Krebsgeschwiilsten 2 z. B. nach dem Extremhyper-
thermie-Schritt sofort ein. Dieses Ergebnis ist fiir

G. WILHELM

die Abschdtzung der zeitweiligen Stimulierung des
Wachstums der Krebsgeschwiilste im Anschlufl an
die Therapie von praktischer Bedeutung.

Die vorstehenden Untersuchungen erfolgten im Auf-
trage des Staatssekretariates fiir Forschung und Tech-
nik der DDR. Fiir Hilfen bei den experimentellen
Arbeiten haben wir unseren Mitarbeiterinnen Frl. M.
Rieper und Frl. CH. Lose herzlich zu danken.

Uber ein aus menschlichen und tierischen Geweben isoliertes Nucleoprotein mit Kollagen-fillenden

Eigenschaften III

Bindung des Nucleoproteins an ein Serumprotein
G. WIiLHELM

Max-Planck-Institut fiir Biophysik Frankfurt a. M.

(Z. Naturforschg. 21 b, 848—850 [1966] ; eingegangen am 19. April 1966)

Zusammenfassend 1d6t sich sagen, dafl im menschlichen Serum ein Serumprotein vorhanden ist,
welches das aus menschlichem Gewebe gewonnene Nucleoprotein spezifisch bindet. Zur Zeit sind
Untersuchungen im Gang, den Serumgehalt des Nucleoproteins und des spezifisch bindenden
Serumproteins bei verschiedenen Erkrankungen des Bindegewebsapparates quantitativ zu erfassen.

Das beschriebene Nucleoprotein ergibt bei Gewin-
nung aus foetalen menschlichen Organen mit mensch-
lichem Serum deutliche Reaktionen im Ouchter-
lony-Test (Modifikation nach BeaLe und Mason?).
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Abb. 1. In der Mitte Nucleoprotein aus foetalem Herz des

Menschen (Verdiinnung 1 :1100). AuBlen vier menschliche
Seren.

' A.J. Beate and P. J. Masox, J. of Hyg. 60, 113 [1962] ;
P. Grasar and C. A. WiLLians, Biochem. biophysica Acta
[Amsterdam] 10, 193 [1953] ; O. Oucnrerrony, Ark. Kem.,
Mineralog. Geol., Ser. B 26, 1 [1958].

Die Immunelektrophorese zeigt nun, daf sich das
Nucleoprotein mit einem Serumprotein bindet, wel-

ches im Bereich des alpha-2-Makroglobulins liegt.
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Abb. 2. Getrennt: Menschliches Serum, Veronalpuffer 0,1-m.
pH 8,6, 50 Min., 200 V, diffundiert: Nucleoprotein aus foeta-
lem Darm (Verdiinnung 1 : 720).

Um die Spezifitit der Bindung néher zu erfassen,
wurden folgende Reaktionen ausgefiihrt:

a) Nucleoprotein aus Kalbsdarm und Rattendarm
ergibt gegen menschliches Serum im OQuchter-
lony - Test keine Reaktion.

b) Nucleoprotein aus Hiihnerblut ergibt gegen
menschliche Seren im Ouchterlony- Test
keine Reaktion.

¢) Nucleoprotein aus foetalen Organen des Men-
schen (Herz, Niere, Darm) ergibt mit mensch-
lichen Seren deutliche Reaktionen, mit Kalbs-
darm keine Reaktion.



