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N-methyl-N-/?-chloroethylhydrazine and its benzaldehydhydrazone inhibit the influx of [6-3H ]- 
uracil and L-[U -14C]leucin in yeast cells as well as the incorporation in RNA  and protein. Experi­
ments with synchronously and asyndironously growing cells showed the N-methyl-N-^’-chloroethyl- 
hydrazine essentially influences the dividing phase while the benzaldehydhydrazone is more ef­
fective in the growthphase. The effect of these two substances on respiration, glycolysis and the 
concentration of fructose-1,6-diphosphate, triose phosphate, and adenosine triphosphate is small.

Vorstehend konnten wir über die wachstumsver­
zögernde und vermehrungshemmende Wirkung von 
N-Methyl-N-/?-chloräthylhydrazin * und seinem 
Benzaldehydhydrazon** bei synchron wachsenden 
Hefezellen berichten1. Es war nun von Interesse, 
genaueres über die Syntheserate bei der RNA- und 
Proteinbildung zu erfahren. Wir bestimmten daher 
die Aufnahmerate von [6-3H] Uracil und l-[U-14C]- 
Leucin unter dem Einfluß der beiden Testsubstanzen, 
wobei N,N-Dimethylhydrazin als Vergleichssubstanz 
mituntersucht wurde. Die Gesamtaufnahmerate 
wurde nach Einbau in den hochmolekularen Bereich 
und nach Aktivität im säurelöslichen Zellpool dif­
ferenziert untersucht. Da, wie oben beschrieben*, 
die DNA-Synthese von den Testsubstanzen über län­
gere Zeit total gehemmt wird, verzichteten wir auf 
die bei Hefe umständliche DNA-Markierung. Wei­
terhin untersuchten wir die Verteilung der im säure­
löslichen Zellpool vorhandene Aktivität bezüglich 
ihrer Verteilung auf die einzelnen Phosphorylie­
rungsstufen des Uracils.

Da cytostatische Verbindungen oft durch Eingriff 
in die glycolytischen Abbauwege zum Anstau von 
Fructosediphosphat und Triosephosphat führen, 
untersuchten wir auch den Einfluß von ,Hydrazin4

Sonderdruckanforderungen an Dr. R. Braun, Institut für 
Pharmakologie und Toxikologie, Lahnberge, D-3550 Mar­
burg.

*  Im folgenden Text als ,Hydrazin4 bezeichnet.
**  Im folgenden Text als ,Hydrazon‘ bezeichnet.

und ,Hydrazon‘ auf die Konzentrationen dieser 
Metaboliten in der Hefe sowie auf aerobe Glyko­
lyse und Atmung. Hier dienten einige einfache Al- 
kylhydrazine als Vergleichssubstanzen.

Material und Methoden

Bezüglich der verwendeten Hefe, der Testsubstan­
zen und der Nährlösung s. 1. c. l .

Markierte Verbindungen

[6-3H]Uracil 190mCi/mg; L-[U-14C]Leucin 348 
mCi/mmol. Fa. Amersham Buchler, Braunschweig.

Synchronisation

Es wurden nach einem von uns beschriebenen Ver­
fahren 3 durch fraktionierte Zentrifugation kleine 
Hefezellen mit einem Durchmesser von 3,5 «m  ge­
wonnen.

Versuchsansatz zur Bestimmung der Einbauhemmung

Die erhaltenen kleinen Hefezellen wurden 0,1-pro- 
zentig (ca. 1,5 x lO 4 Zellen/mm3) in Glucose-Salz­
lösung nach Williamson und Scopes bei 30 cC unter 
kräftiger Luftdurchperlung bei Vorschaltung einer 
Waschflasche gehalten. Die Vermehrungsfaktoren 
Vitamin B !, B6 und Biotin wurden zu Versuchs­
beginn der Nährlösung zugesetzt. Unter diesen Be­
dingungen beginnt nach 3 Stunden bei der Kontrolle 
die DNA-Synthese. Nach Abnahme eines Ausgangs­
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wertes bei der Kontrolle und den Testansätzen wrird 
soviel Testsubstanz zugesetzt, daß eine 10_3m End­
konzentration entsteht. In bestimmten Zeitabstän­
den (s. Ergebnisse) werden je Ansatz 2mal 3 ml 
Suspension entnommen und 5 min mit 5 //Ci 
[6-3H] Uracil bzw. 0,1 /<Ci L-[U-14C] Leucin bei 
30 °C im Schüttelbad inkubiert. Anschließend wird 
unter Eiskühlung mit 7 ml eiskalter isotonischer 
NaCI-Lösung versetzt, 3 min bei 3000 X g in der 
Kälte zentrifugiert, das Sediment mit 10 ml kalter 
NaCI-Lösung 2 min resuspendiert und erneut bei 
3000 X g  zentrifugiert. Im Überstand befinden sich 
die säurelöslichen Nukleobausteine. Er wird voll­
ständig abgehoben, mit Kalilauge neutralisiert und 
nach Abzentrifugieren des ausgefallenen Perchlora­
tes 1 ml der Lösung nach Zusatz von 10 ml Bray- 
scher Lösung4 zur Aktivitätsbestimmung im N.C. 
Mark II verwendet.

Das HC104-Sediment wird mit 3 ml 0,5 N Natron­
lauge bei Zimmertemperatur gerührt und 1 ml ana­
log dem HC104-Überstand zur Aktivitätsbestimmung 
verwendet.

Zur Beurteilung der Hemmwirkung wird zu je­
dem gemessenen Zeitpunkt die Aktivitätsrate der 
Probe zum Meßergebnis der Kontrolle in Prozent 
ausgedrückt. Die Summe der HC104-löslichen und 
der in Natronlauge löslichen Aktivität ergibt die auf­
genommene Gesamtaktivität.

R N A - und Proteinbestimmung

Die RNA wurde mit der Orcinmethode nach 
Barrenheen und Peham sowie das Protein nach 
Weichselbaum bestimmt. Näheres über die Methode 
s. 1. c. 3.

Verteilung der säurelöslichen Aktivität auf U, U M P ,  
U D P  und U T P

Zur Bestimmung der Aktivitätsverteilung auf 
Uracil sowie seinem Mono-, Di- und Triphosphat 
wurde der neutralisierte säurelösliche Extrakt an 
einer PEI-Cellulose-Säule nach Pflüger 5 aufgetrennt. 
Dieses Verfahren erlaubt es, den Säureextrakt in 
Basen, Nukleoside uncl die einzelnen Mono-, Di- 
und Triphosphate aufzutrennen. Zur Gewinnung des 
Säureextraktes wurden 150 ml der Hefesuspension
2 Stunden mit der jeweiligen Testsubstanz inkubiert, 
anschließend für 15 min mit 150//Ci [6-3H] Uracil 
versetzt und dann, wie oben beschrieben, der Säure­
extrakt gewonnen. Der HC104-Extrakt wurde vor­
sichtig mit Kalilauge neutralisiert, der Überstand 
lyophilisiert, der Rückstand in 2 ml Aqua dest. auf­
genommen und zur Säulenchromatographie verwen­
det.

Messung von Atmung und aerobe Glykolyse

Atmung und aerobe Glykolyse wurden mit einer 
üblichen Warburg-Apparatur untersucht6. Zur Mes­
sung wurden die synchronisierten Hefezellen in 0,3- 
prozentiger Suspension 1 Stunde im Nährmedium 
mit der jeweiligen Testsubstanz vorinkubiert. Die 
Meßzeit betrug 1 Stunde. Zu Beginn und am Ende 
der Meßzeit wurde im Inkubationsansatz das Hefe­
gewicht bestimmt und der 0 2-Verbrauch bzw. die 
C02-Bildung auf das Hefegewicht bezogen. Die bei 
der behandelten Hefe gefundenen Werte wurden 
zur Kontrolle in Relation gesetzt.

Bestimmung von Fructose-1.6-diphosphat und 
Triosephosphat

300 mg synchronisierte Hefezellen wurden in 
100 ml Nährlösung mit Vermehrungsfaktoren
20 min bei 30 °C inkubiert und die erste Probe 
entnommen (O-Wert). Dann erfolgte der Substanz­
zusatz, so daß eine Konzentration von 10-3 mol/1 
vorlag.

Zur Messung wurden 9 ml der Suspension direkt 
in 1 ml 60-prozentige eisgekühlte Perchlorsäure ge­
quirlt und die Mischung 5 min gerührt. Anschließend 
wurde 9 min mit Ultraschall unter Eiskühlung be­
schallt, erneut 15 min unter Kühlung gerührt und 
bei 4000 X g und 4 °C zentrifugiert. Aus dem Über­
stand wurden die Metaboliten bestimmt'.

A T P-Bestimmung

Zur ATP-Messung wurde der Perchlorsäureüber- 
stand abgehoben, auf pH 3,5 eingestellt und lyo­
philisiert. Der Rückstand wurde in 1 ml Aq. dest. 
aufgenommen, bei 2000 X  g zentrifugiert und aus 
dem Uberstand das Triphosphat bestimmt8.

Ergebnisse

Aufnahme von [6 -%H ]U ra c il in synchronisierte Hefe

Das ,Hydrazon‘ übt einen sehr schnell eintreten­
den Effekt auf die RNA-Einbaurate aus. Bereits 
nach 30 min ist mit 80 Prozent die Hemmung fast 
maximal. Dagegen stellt sich unter ,Hydrazin4 erst 
nach Ablauf der ersten Stunde ein deutlicher Unter­
schied zur Kontrolle ein, der gegen Versuchsende 
den das ,Hydrazons‘ in etwa erreicht. Beim N,N- 
Dimethylhydrazin tritt zwar auch eine rasch eintre­
tende Hemmung auf, sie erreicht aber nicht die des 
,Hydrazons‘ und ist nach 2 Stunden völlig abge­
klungen (Abb. 1).

Auf den säurelöslichen Pool übt ebenfalls das 
,Hydrazon‘ den größten Einfluß aus. Die maximale
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Abb. 1. Einbaurate von [6-3H ] Uracil in die RNA  synchron 
wachsender Hefe unter dem Einfluß von 10-3  mol/1. N-Me- 
thyl-N-/?-chloräthylhydrazin-HCl ( X -  X ) ; N'-Methyl-N'-^- 
chloräthylbenzaldehydhydrazon-HCl (O -  O) ; N,N-Dime- 

thylhydrazin ( #  — # ) .

Hemmung wird nur etwas später erreicht. Beim 
,Hydrazin4 und Dimetylhydrazin kommt es sogar 
zunächst zu einer leichten Aktivitätsanhäufung, die 
beim Dimethylhydrazin bis zum Versuchsende be­
stehen bleibt (Abb. 2).

Abb. 2. Gehalt an markierten Nucleo-Precursern im HC104- 
löslichen Zelpool synchron wachsender Hefe nach Markie­
rung mit [6-3H ] Uracil (weitere Erklärung s. Legende 

Abb. 1).

Aufnahme von [6 -3H ]U ra c il in unsynchronisierte 

Hefe

Da bei der synchron wachsenden Hefe die Kon­
trolle ab der dritten Stunde in die Sprossungsphase 
mit DNA-Replikation übergeht, ist ein Vergleich 
über diesen Zeitpunkt hinaus mit sich nicht teilender 
Hefe unsinnig. Folglich wurde die Beobachtung über 
einen längeren Zeitraum an unsynchronisierter Hefe 
durchgeführt, wobei wir die Untersuchungen auf 
,Hydrazin‘ und ,Hydrazon‘ beschränkten. Wie aus 
Abb. 3 hervorgeht, wirkt auch hier das ,Hydrazon‘ 
am stärksten. Der maximale Hemmeffekt wird jetzt 
aber erst nach 1,5 Stunden erreicht und bis zum 
Versuchsende aufrecht erhalten. Der Einfluß des

h

Abb. 3. Einbaurate von [6-3H] Uracil in die RNA  un­
synchron wachsender Hefe (weitere Erklärung s. Legende 

Abb. 1).

,Hydrazins4 dagegen wird gegenüber synchron wach­
senden Hefezellen schneller manifest und erreicht 
nach 4 Stunden etwa seine größte Wirkung.

Aufnahme von L - [U -U C ]Leucin  in synchronisierte 
Hefe

Wie beim Uracil-Einbau wird auch die Protein­
markierung vom ,Hydrazon4 am stärksten unter­
drückt. Die Wirkung tritt jedoch verzögert und in 
abgeschwächter Form ein. Die größte Hemmrate ist 
nach 1,5 Stunden erreicht. Der Hemmeffekt des ,Hy­
drazins4 stellt sich analog der RNA-Hemmung lang­
samer ein und ist weniger stark ausgeprägt als beim 
,Hydrazon4. Das Dimethylhydrazin ist praktisch 
ohne Einfluß auf die Proteinsynthese (Abb. 4).

Abb. 4. Einbaurate von l - [U -14C] Leucin in das Protein 
synchron wachsender Hefezellen (weitere Erklärung s. Le­

gende Abb. 1).

Die Aktivitätsaufnahme in den Zellpool zeigt 
einen weitgehend analogen Verlauf zu den Einbau­
raten in das Protein. Allerdings ist hier zwischen 
,Hydrazin4 und ,Hydrazon4 bezüglich der Wirkung 
kein Unterschied festzustellen (Abb. 5).
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Abb. 5. Aufnahme von l - [U -14C] Leucin in den HC104-lös- 
lichen Zellpool synchron wachsender Hefe (weitere Erklä­

rung s. Legende Abb. 1).

Aufnahme von L-[ U -U C ] Leucin in unsynchronisierte 

Hefe

Audi hier kommt es beim -Hydrazon4 ähnlich der 
RNA-Synthese zu einer gewissen Verzögerung des 
Wirkungseintritts gegenüber dem unter synchronen 
Verhältnissen. Nach 3 Stunden ist die Hemmung 
aber unter beiden Bedingungen nahezu gleich. Beim 
,Hydrazin4 finden sich ebenfalls der RNA-Synthese 
vergleichbare Verhältnisse. Die Wirkung tritt etwas 
schneller ein und ist stärker ausgeprägt. (Abb. 6).

Abb. 6. Einbaurate von l- [U -14C] Leucin in das Protein un­
synchron wachsender Hefe (weitere Erklärung s. Legende 

Abb. 1).

Säulenchromatographische Nucleotidauftrennung

Eine Einbauhemmung von markiertem Uracil in 
die laufende RNA-Synthese kann durch verminderte 
Syntheseaktivität oder mangelnde Möglichkeit der 
Verwertung des angebotenen Uracils bedingt sein. 
Dies wäre in Form einer Phosphorylierungshem­
mung denkbar.

Die Aktivitätsverteilung im säurelöslichen Zell­
pool auf Uracil/Uridin einerseits und Uridin-, 
Mono-, Di- und Triphosphat andererseits zeigt 
Tab. I auf.

Tab. I. Absolute und prozentuale Aktivitätsverteilung auf 
Uracil/Uridin und Uridin-Mono-, Di- und Triphosphat nach 

Markierung mit [6-3H] Uracil.

Uracil+  
Uradin

UM P UDP UTP

Kontrolle 9 31 8 52
100 100 100 100

N-Methyl-N- 39 30 9 22
/?-chloräthyl-
hydrazin-HCl

456 97 125 40

N'-Methyl-N'- 12 40 10 38
/5-chloräthyl-
benzaldehyd-
hydrazon-HCl

134 132 138 72

N,N-Dimethyl- 11 42 8 39
hydrazin 133 137 100 73

Auffallend ist der Stau im Basenteil unter der 
Einwirkung von ,Hydrazin4 bei starker Verminde­
rung des Triphosphatanteils. ,Hydrazon4 und Di- 
methylhydrazin verursachen den gleichen Effekt, 
aber in wesentlich geringerem Ausmaß.

Einfluß auf aerobe Glykolyse und Atmung

Wachstumshemmung und Unterdrückung von Zell­
teilung geht oft einher mit Beeinflussung von Glyko­
lyse und Atmung. Folglich bestimmten wir ihre 
Größe unter dem Einfluß von ,Hydrazin4 und ,Hy- 
drazon4 sowie Hydrazin und einigen Alkylhydrazi- 
nen. Da sich die Hefegewichte von Kontrolle und 
Probe während der Vorinkubation und der Ver­
suchsdauer unterschiedlich entwickeln, wurde nach 
Versuchsende das Hefegewicht aus einem parallel 
laufenden Ansatz ermittelt und die gebildete C02- 
Menge bzw. der 0 2-Verbrauch mit dem Faktor K/P 
multipliziert.

Wie aus Abb. 7 hervorgeht, tritt bei ,Hydrazin4 
(P i) zugunsten verstärkter Atmung eine mittlere 
Glykolysehemmung auf. Beim ,Hydrazon4 (P2) wer­
den Glykolyse und Atmung nur unwesentlich gestei­
gert und die beiden Dimethylhydrazine verhalten 
sich beiden Stoßwechselgrößen gegenüber inaktiv. 
Äthylhydrazin und einfaches Hydrazin greifen da­
gegen nachhaltig hemmend in die Glykolyse ein bei 
leichter Atmungssteigerung. Es fällt auf, daß alle 
diejenigen Substanzen, mit Ausnahme des asymme­
trischen Dimethylhydrazins, über eine Glykolyse­
hemmung verfügen, die gleichzeitig eine freie NH2- 
Gruppe besitzen. Am Beispiel des Hydrazins (P6 
und P6a) werden die unterschiedlichen Ergebnisse 
mit (P6) und ohne (P6a) des entwickelten Hefe- 
gewichtes aufgezeigt.
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Abb. 7. Beeinflussung von Atmung und Glykose synchron 
wachsender Hefe durch: P j , N-Methyl-N-/?-chloräthylhydra- 
zin; P2, N'-Methyl-N'-^-chloräthylbenzaldehydhydrazon; 
P3 , N,N-Dimethylhydrazin; P4 , N,N'-Dimethylhydrazin; 
P5 , Äthylhydrazin; P6, Hydrazin mit — und Pßa > Hydrazin 

ohne Berücksichtigung der Gewichtsentwicklung.

F D P , T P  und ATP-Bestimmung

Viele cytostatische Verbindungen, vor allem Al- 
kylantien, führen durch Eingriffe in die glykolyti- 
schen Abbauwege, zumindest bei der Krebszelle zu 
einem Anstau von Fructosediphosphat und Triose- 
phosphat; so auch das Procarbazin11 und einfache 
Alkylhydrazine 12.

Wie aus Tab. II hervorgeht, ist dies unter ,Hydra­
zin4 und ,Hydrazon‘ bei der Hefe nicht der Fall. So

Tab. II. Konzentration von Fructose-1.6-diphosphat (FD P ), 
Triosephosphat (TP ) und Adenosintriphosphat (ATP ) in 
synchronisierter Hefe unter 10~ 3 mol/1 N-Methyl-N-/?-chlor- 
äthylhydrazin und N'-Methyl-N'-/?-chloräthyl-benzaldehyd- 
hydrazon. Kontrollwerte: 1,21 — 1,61 jumol/g FD P; 0,45 —

0,65t«mol/g T P ; 2,28—2,62 jttmol/g ATP, Hefe.

Zeit FDP [%] Triose [% ] A TP  [% ]
[min] »Hy­ ,Hy- H y ­ ,Hy- .Hy­ ,Hy-

dra­ dra- dra­ dra- dra­ dra-
zin4 zon4 zin4 zon‘ zin4 zon‘

0 100 100 100 100 100 100
20 108 115 124 110 96 120
40 105 112 124 88 125 156
60 100 92 93 67 112 134
80 76 81 78 78 128 129

100 76 108 86 97 119 132
120 62 121 116 140 85 121

läßt das ,Hydrazon‘ die FDP-Konzentration nahezu 
unbeeinflußt und unter der Einwirkung von ,Hydra­
zin' kommt es gegen Versuchsende sogar zu einem

mäßigen Konzentrationsabfall. Auch die Triosen 
bleiben, wenn man von einem intermediär auftre­
tenden leichten Abfall unter ,Hvdrazon‘ absieht, un­
beeinflußt. Der ATP-Gehalt weicht ebenfalls nicht 
deutlich von dem der Kontrolle ab. Unter ,Hydra- 
zon‘ liegt der höchste Anstieg bei 156% nach 40 min. 
Dieser Wert könnte in einer gewissen Relation zum 
tiefsten Triosegehalt (6 7 % ) unter ,Hydrazon‘ nach 
60 min stehen. Mit diesen Ergebnissen korrelierten 
in vitro Studien an der Glycerinaldehydphosphat- 
Dehydrogenase analog Weitzel und Schaeg 13, die zu 
keiner Aktivitätshemmung dieses Enzymes unter 
dem Einfluß von ,Hydrazin4 und ,Hydrazon‘ führ­
ten.

Diskussion

Sowohl die Uracil- als auch die Leucineinbauhem- 
mung in die Zellen synchron wachsender Hefezellen 
tritt unter N ’-Methyl-N’-ß-chloräthyl-benzaldehyd- 
hydrazon-HCl (,Hydrazon‘ ) rasch ein. Dies gilt für 
den hochmolekularen Bereich und auch für den 
HC104-löslichen Zellpool. Das N-Methyl-N-/?-chlor- 
äthylhydrazin-HCl (,Hydrazin4) zeigt ein qualitativ 
gleiches Wirkungsbild. Allerdings tritt der Hemm- 
effekt später ein und die Verminderung erfolgt nicht 
abrupt sondern stetig. Die endgültig erreichte Hem­
mung ist bei Versuchsende der des ,Hydrazons‘ ver­
gleichbar. Die Wirkung des N,N-Dimethylhydrazins 
ist nur kurzfristig ausgebildet und beschränkt sich 
auf den hochmolekularen Bereich. Im Vergleich zu 
synchronisierter Hefe tritt die Beeinflussung der 
RNA-Synthese und auch der Proteinsynthese durch 
.Hydrazin4 rascher ein. Umgekehrt verzögert sich 
der Wirkungseintritt beim ,Hydrazon4. Daraus muß 
geschlossen werden, daß das ,Hydrazon‘ bei kleinen 
Zellen spezifischer in das Wachstum eingreift, wäh­
rend das ,Hydrazin4 stärker bei ausgereiften und 
sich in der Teilungsphase befindlichen Zellen 
wirksam wird. In einer gleichzeitig an Ehrlich-Asci- 
tescarcinomzellen durchgeführten Untersuchung9 
konnte gezeigt werden, daß das ,Hydrazin4 bezüg­
lich der DNA-Synthesehemmung das ,Hydrazon4 
übertrifft. Trifft dies auch für die Hefe zu, so ist 
das unterschiedliche Verhalten gegenüber synchro­
nen und asynchronen Hefekulturen verständlich.

Da, wie die Aufnahmeraten in den säurelöslichen 
Zellpool synchron wachsender Zellen ergaben, diese 
unter ,Hydrazon4 im Gegensatz zum ,Hydrazin4 so­
fort rasch absinken, ist anzunehmen, daß bereits der
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Influx der Zellbausteine durch das ,Hydrazon4 be­
hindert wird; die Aufnahmeraten unter ,Hydrazin‘ 
dagegen fallen erst nach einer Stunde ab. Bei der 
Uracil-Markierung kommt es sogar zu einem An­
stau. Dies läßt auf einen Angriff in der RNA-Syn- 
these schließen; auf welcher Stufe, muß offenbleiben.

Die Auftrennung der Aktivität im Nukleotidpool 
erbrachte beim ,Hydrazin4 eine auffallend starke 
Senkung des Triphosphatanteils zugunsten nicht 
phosphorylierter Anteile. Bei den anderen Testsub­
stanzen wird lediglich die Triphosphatstufe in gerin­
gerem Maße gebildet.

Beim Studium von Glykolyse und Atmung fällt 
die gemeinsame Hemmung der Glykolyse zugunsten 
der Atmung bei allen Hydrazinen mit freier NH2- 
Gruppe auf. Dieser Effekt nimmt mit zunehmender 
Alkylierung ab. Da das ,Hydrazin4 im Gegensatz 
zum Dimethylhydrazin ebenfalls diese Erscheinung 
zeigt, kann geschlossen werden, daß relativ rasch 
aus dem ,Hydrazin4 eine Monoalkylhydrazinverbin- 
dung entsteht. Die Hemmung der Glykolyse ist dem­
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