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130. Sanji Kishi und Katsuhiko Haruno: Uber die Leber-Asparagi-
nase von mit p-Dimethylamino-azobenzol gefiitterten Ratten*)

[Aus dem biochemischen Institut der Medizinischen Hochschule Showa zu Tokio]
(Eingegangen am 11. Mérz 1952)

Die Leber-Asparaginase von mit p-Dimethylamino-azobenzol
(DAB) gefiitterten Ratten wurde untersucht. Die Aktivitit der Aspara-
ginase nahm sehr bald stetig ab, solange DAB gegeben wurde. Wurde
keine DAB mehr gegeben, so erlangte die Leber beinahe die Funktion
der Normalleber wieder trotz der pathologischen Verdnderungen, die
in den spateren Stadien der Fiitterung entstanden. Aber die schon
neoplastisch verdnderte Leber blieb immer noch sehr klein. Bei der
Fiitterung mit Leberpulver war die Leber an sich hochaktiv; sie
wies eine gewisse Resistenz gegen DAB auf, wenn die Ratte mit
einem Gemisch von DAB und Leberpulver gefiittert wurde.

Wie wir heute wissen, zeigt die Leber weiler Ratten, an die p-Dimethyl-
amino-azobenzol (DAB) mit Reis verfittert wird, nach etwa 9 Wochen zir-
rhotische Erscheinungen und li8t nach 17—20 Wochen makroskopisch die
Bildung von Hepatomknoten erkennen?).

Der erste Schritt zu einer biochemischen Erklirung der Athlologle des
Krebses konnte die enzymologische Untersuchung des hepatischen Gewebes
der Ratte wihrend der Krebserzeugung sein. In diesem Sinne haben schon
mehrere Forscher Untersuchungen iiber die Funktion der Fermente Arginase?),
Cholinoxydase3), Histidase?), Katalase%5), Phosphatase®) sowie Pyrophos-
phatase”) angestellt. Wir selbst haben friiher in der gleichen Absicht Esterase
und Kathepsin®) untersucht und kénnen nunmehr iber unsere Versuche mit
Asparaginase berichten. Wir haben dabei, wie es bei derartigen Versuchen
natiirlich wichtig ist, gepriift, ob die krebserzeugende Substanz das Ferment
beeinfluflt oder nicht.

Uber die Funktion der Asparaginase in der Chemie der Geschwulste hat
Mizuhara®) berichtet. Er hat die Leber-Asparaginase von sarkomtragenden
(Kato-Stamm) Kaninchen untersucht und gefunden, da ihre Funktion im
Vergleich mit normalen Kaninchen stark geschwicht ist; auch war ihre Akti-
vitét im Tumor selbst duBerst gering.

In neuerer Zeit haben Greenstein'?) u,a. iiber die Asparaginase der Maus-
und Rattenleber gearbeitet und darin zweierlei Arten von Asparaginase unter-
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schieden. Die eine Art, die séure- und hitzebestéindiger ist, vermindert sich
stark im hepatischen Gewebe, wenn es neoplastisch wird.

Versuchstiere

Weile Ratten von etwa 100 g anfinglichem Korpergewicht wurden in sechs
Gruppen im Laboratorinm geziichtet: 1.) Normal-Ratten, die mit gewshn-
lichem Futter (grob zerkleinerten Reiskornern) 2 Wochen lang gefiittert wur-
den. 2.) Leberpulver-Ratten, die mit einer Mischung von 900 g Reis, 100 g
Rinderleberpulver und 20 g Sojabohnensl 2 Wochen lang gefiittert wurden;
diese ersten beiden Gruppen dienten zur Kontrolle. 3.) DAB-Ratten (lang-
dauernde Versuche), die mit Reisfuttergemisch (1 kg Reiskdrner und 0.6 g
DAB in 20 g Sojabohnentl) ununterbrochen 9—20 Wochen lang ernihrt wur-
den. 4.) DAB-Ratten (Versuche mit einer Unterbrechung); hier wurde die
Fiitterung nach 3.) nach 9—20 Wochen eingestellt und die Tiere wurden dann
2—3 Wochen mit gewhnlichem Futter weitergefiittert. 5.) DAB-Ratten (kurz-
dauernde Versuche); sie wurden nach 1—-4 Wochen langer DAB-Fitterung,
wie bei 3.), untersucht. 6.) DAB.Leberpuiver-Ratten, die mit einem Futter-
gemisch (aus 900 g Reis, 100 g Rinderleberpulver und 0.6 g DAB in 20g
Sojabohnentl) 1-4 Wochen bis- zum Versuch gefiittert wurden,

Methodik

Herstellungdes Enzympriéparates: Nach der Dekapitation der Ratte
wurde sofort die Leber herauspripariert und gewogen, nachdem zunéchst mit
Filtrierpapier das Blut méglichst abgetupft worden war. Das frische Gewebe
wurde mit wenig Seesand und bis zur zehnfachen Gewichtsmenge Glycerin
fein verrieben und gut durchgeschiittelt. Ohne weitere Bearbeitung (z.B.
Zentrifugierung) wurde nach einigen Stunden die so erhaltene Gewebesuspen-
sion als ,,Enzym-Lésung* fiir die weiteren Versuche verwandt.

Ausfiithrung des Versuchs: Zur Herstellung der Reaktionsmischung
wurden in einem dickwandigen Reagensglas aus Pyrexglas (200 X 25 mm) zu
2 cem der Enzym.Losung (entsprechend 0.2 g des Originalgewebes) 4 com
einer 0.1 m Asparagin-Lésung, die mit 0.1 n Natronlauge zuvor auf ppg 7.5
eingestellt worden war, und 4 ccm einer 0.1 m Puffer-Losung vom py 8 (Phos-
phat-Puffer) bzw. pyy 9.10 oder 11 (Glykokoll-NaOH-Puffer) zugegeben. Als
Blindversuche dienten die gleichen Mischungen ohne Zusatz von Substrat
bzw. Mischungen von Puffer-Losungen und Substrat.

Die Reaktions-Losungen wurden 24 Stdn. bei 38 unter Toluol gut ver-
schlossen aufbewahrt. Nach dieser Zeit hatten sich die anfinglichen py-Werte
nach der sauren Seite verschoben; lediglich der Ansatz bei pg 8 zeigte keine
Anderung.

Des weiteren wurde nach der Folinschen Ammoniakbestimmungs-Methode
verfahren. Der Reaktionsmischung wurden 5 ccm einer gesiittigten Kalium-
carbonat-Losung zugesetzt und das so in Freiheit gesetzte Ammoniak mit
Luft in 10 ccm 0.02 7 Schwefelsiure eingeblasen. Das Durchleiten von Luft
wurde 2 Stdn. lang fortgesetzt und dann der SaureiiberschuB mit 0.02 n
Natronlauge mit Methylrot als Indicator titriert. Dic cem der durch das
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gebildete Ammoniak neutralisierten Siure wurden schlieflich mit 1.4 multi-
pliziert; die so gewonnene Zahl bedeutet die Menge des Ammoniakstickstoffs
in mg, welche durch die 1 g frischen Gewebes entsprechende Enzym-Losung
in 24 Stdn. bei 38° aus iiberschiissiger Asparagin-Losung in Freiheit gesetzt
worden war. Die Ergebnisse sind in den Tafeln und Abbildungen wieder-

gegeben.

Tafel 1. Funktion der Leber-Asparaginase von Normal- und mit Leberpulver
gefiitterten Ratten

Anzahl Pu
Gruppe | Kontroll-Ratten :
d. Tiere 8 9 i 10 I 1
1 Normal-Ratten 12 9.3 9.5 10.4 10.1
(15.9—4.1) | (17.3-3.4)| (19.0-5.2)| (17.2—5.5)
2 Leberpulver- 14 14.3 15.6 15.8 14.7
Ratten ..... (26.6—10.0) | (26.7-9.2) | (23.9—11.2) | (23.9—10.5)

Die Zahlen bezeichnen den Ammoniak-Stickstoff in mg, welcher durch 1 g
frisches Lebergewebe in 24 Stdn. bei 38° aus Asparagin frei gemacht worden
ist; das gleiche gilt auch fiir die Tafel 2 und die Abbildd. 1 und 2.

Tafel 2. Funktion der Leber-Asparaginase von mit DAB gefiitterten Ratten

Anzahl ;|
Gruppe Leberbefund ?
d. Tiere g 9 10 11

makroskopisch 3 0.99 0.91 0.91 0.85
o normal ...... (1.17—0.89) | (1.00—0.86) | (1.12—0.78) | (1.00—0.78)
3%
EEo | .. . 1.27 1.27 1.44 1.41
3 §%’, fein granuliert . 2 [(1.34-1.20) | (1.34-1.20) | (1.60—1.28) | (1.60—1.23)
+ : .
mo
2TE 1.75 175 2.15 2.26
A ¥ | sihotisch ... 2 |(2.24-1.27) | (2.24-1.27) (3.08-1.22) (3.36-1.16)
m":’

Hepatom ...... 1 0.70 0.84 0.98 | 1.12
. makroskopisch 5 8.11 8.05 8.86 8.23
§ P normal . ..... (10.9—3.64) | (10.3—3.78) | (11.0—4.62) | (9.80—4.34)
@
552 | foin ranuliort 5 8.96 8.34 8.68 6.81
gﬁ g | ‘ensranubert . (12.1-5.74) | (10.7—6.02) | (11.2—6.30) | (11.0—6.44)

[

E82 hotisch 99 7.31 7.05 8.12 7.95
ﬁ—gg zirrhoused ... . (11.3—2.38) [ (9.80—2.52) | (10.6—3.78) | (10.9—3.64)
AEb Homator s 1.28 1.34 1.66 1.68
b patom . ........ (1.96—0.84) | (1.82—0.70) | (2.38—0.70) | (2.66—0.70)

Ergebnisse und Bemerkungen

Die Funktion der Leber-Asparaginase der Normal-Ratte (Gruppe 1) ist
durchschnittlich ziemlich stark, wenn sie auch Schwankungen unterworfen
ist; die mit einem Gemisch von Reis und 10-proz. Leberpulver iiber 2 Wochen
gefiitterten Ratten (Gruppe 2) wiesen eine erstaunlich hohe Aktivitdt auf
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(Tafel 1 und Abbild. 1). Die Ratten, die den langdauernden Versuch (9—20
Wochen) mit der DAB-Fiitterung iiberlebten und bis kurz vor der Abtétung
mit diesem Futter erndhrt worden waren (Gruppe 3), zeigten eine dubBerst
geringe Aktivitit der Leber-Asparaginase und gleichzeitig schon groBere oder
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Abbild. 1. Aktivitit der Leber-Asparaginase bei py 9

kleinere pathologische Verinderungen. Es fanden sich makroskopisch nor-
male Lebern, Lebern mit fein granulierter Oberfldche, zirrhotische Lebern
und Hepatome (Tafel 2 und Abbild. 1). Bei der 4. Gruppe dagegen, die zu-
erst genau wie die Gruppe 3 lange Zeit (920 Wochen) mit DAB Futterge-
misch gefiittert und dann anschlieBend nach Einstellung der DAB-Fiitterung
noch 23 weitere Wochen mit gewShnlichem Futter erndhrt worden war, war
trotz der pathologischen Verinderungen der Leber die Asparaginase-Funk-
tion nicht wesentlich geschwiicht; sie blieb mit der der Normalleber vergleich-
bar. Doch blieb die Aktivitit der Asparaginase des Hepatoms immer noch
gehr klein (Tafel 2 und Abbild. 1). Die Ratten dieser Gruppe waren frei von
DAB. Die Funktion des Ferments der mit DAB-Futter kurze Zeit gefiitter-
ten Ratten (Gruppe 5) sank erst nach einer Woche auf etwa /; und nach 2
Wochen auf etwa !/; von derjenigen der Normal-Ratte. Nach 3—4 Wochen war
bereits das Minimum der Aktivitit (Abbild. 2) erreicht. Die Giftwirkung von
DAB auf die Asparaginase zeigt sich hier deutlich.

Wenn Ratten (Gruppe 6) DAB und Leberpulver zusammen fraBen, zeigte
die Asparaginase-Aktivitét der Leber ein ganz anderes Bild als bei bloBer
DAB-Fiitterung (Abbild. 2). In manchen Fillen war die Aktivitit der Aspa-
raginase gering, in anderen aber sehr stark, trotz der 3—4 Wochen langen
DAB-Zufuhr. Vielleicht steht das Leberpulver im Wettstreit gegen den DAB-
Einflu. Nakahara u. Mitarbb.'!) haben schon frither die merkwiirdige Tat-
sache betont, daB Leberpulver eine eigentitmlich hemmende Wirkung auf die
Erzeugung des DAB-Hepatoms ausiibt.

11y W, Nakahara, K. Mori u. T. Fujiwara, Gann, Japan. J. Cancer Res, 82, 465
[1938].
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Auf Grund dieser Ergebnisse sind wir zu der Anschauung gelangt, dal}
jede dauernde Storung gewisser Leberenzyme die Leber schlieBlich neopla-
stisch machen kann, und daBl andererseits nach Beseitigung der Stérungs-
quelle sich die Leber jedesmal zum normalen Zustand zuriickbildet und da-
durch die Krebsentwicklung gehemmt wird.
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Abbild. 2. Aktivitdt der Leber-Asparaginase bei py 9
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@ Normal-Ratten (Durchschnittszahl) (Gruppe 1),
©o DAB-Ratten (kurz dauernde Versuche) (Gruppe 5),
¢ DAB-Leberpulver-Ratten (Gruppe 6)
Die Kurve zeigt die wichentliche Abnahme der Aktivitit bei DAB-Ratten
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