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MiV der Absicht, die erhaltenen Werte als Grundl~tge ffir 
sp/itere Untersuchungen fiber Ver~nderungen unter pathologi- 
schen Bedingungen zu benfitzen, wurde es unternommen, den 
Cehalt an oxydierten und reduzierten Pyridinnucleotiden in 
Leber, Niere, Herz und Hirn normaler Meersehweinehen zu 
bestimmen. 

E i n l e i t u n g .  

Die Funktion der Pyridinnueleotide (PN) als wicbtige Teilkatalysa- 
toren der biologischen Oxydationsmechanismen is~ wohlbekannt 2. Es 
erschien uns deshalb lohnend, die Ver~nderungen der Konzentra$ion 
dieser enzyma~tischen Komplemente ~ und auch des Verh~ltnisses zwischen 
reduzier~en und oxydierten PN im Tierorganismus unter dem Einflu0 
verschiedener pathologiseher Ver/inderungen zu studieren. 

Leider sind die verschiedenen, in der Literatur zu findenden Angaben 
fiber die Konzentration der PN und auch insbesondere fiber das Ver- 
haltnis der reduzierten und oxydierten Formen der PN nicht sehr um- 
fassend und divergieren manchmal be~rgchtlich, w~s vermutlieh sowohl 
auf die hi~ufig nicht sehr schonende Art der Extraktion und ~uch auf 
die Versehiedenheit der ~ethoden zuriiekzuf/ihren ist. Aus diesem 
Grunde sahen wir uns vergnlaBt, eigene Messungen der Konzentrationen 
dieser Subst~nzen und dem Verhgltnis zwischen oxydierten und redu- 
zierten PN in verschiedenen Organen des gesunden Meersehweinchens 

Herrn Prof. Dr. L. Ebe~t zum 60. Geburtstag gewidmet. 
2 Vgl. z. B. /P. Schlenk in ,,The Enzymes", herausgegeben yon J .  B. 

Sumner und K.  Myrback, ]3d. II/1, S. 250. :New York. 1951. 
a L. Miehaelis, ibid., Bd. II/1, S. 1. - -  Vgl. aueh O. Ho//mann.Ostsnho], 

Adv. Enzymology 14, 219 (1953). 
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vorzunehmen, um auf diese Weise eine Grundlage fiir unsere sp~teren 
Untersuchungen zu gewinnen. 

Zur Bestimmung der Pyridinnucleotide gibt es einerseits biologische 
Methoden, wie z. B. den,, G~rtest"4, und anderseits physikalisch-chemisehe 
Methoden, yon welehen die Spektrophotome~rie wohl die wichtigste ist. 
Wi~hrend die biologisehen Methoden eine leichtere Unterscheidung 
zwischen Diphosphopyridinnucleotid (DPN) und Triphosphopyridin- 
nueleotid (TPN) erlauben, diirfte in bezug auf die Genauigkei~ der Analyse 
die Spektrophotome~rie iiberlegen sein. Da wit Ixieht annehmen, da8 
fiir unsere Fragestellungen eine Unterscheidung zwischen DPN und TPN 
yon grol~er Bedeutung sein wird, verwendeten wit eine spektrophoto- 
metrische Arbeitsweise, welehe im wesentlichen der yon 2'eigelson und 
Mitarbeitern 5 ausgearbeiteten Methode entspricht. Diese gestat~et in 
verh~ltnism~i~ig einfacher Weise, auger der Gesamtkonzentration der PN 
auch den An~eil der reduzierten und oxydierten Formen dieser Stoffe 
zu bes~immen. 

M e t h o d i k .  

Die Bestimmungsmethode yon _Feigelson und Mitarbeitern 5 beruht im 
wesentlichen darauf, daf~ das bioloosche Ms.terial unter mSglichst sehonenden 
Bedingtmgen mit Triehloressigs~ure extrahiert wird, wobei die Pyridin- 
nucleotide in LSsung gehen. Aus der ]]5sung werden die Substanzen dann 
an einer Kolorme yon Aktivkohle einer bestimmten l~orngrSl3e (Nuchar C) 
selektiv adsorbiert, in der Folge mit l)yridin eluier~ und nach Reduktion 
zu den entspreehenden Dihydroformen (I)PN. I-Iu und TPN. H2) spektro- 
photometriseh dutch Messung bei 3400 A (Absorptionsmaximum der redu- 
zierten Pyridinnucleotide) bestimmt. Auf diese Weise werden nur die oxydier- 
ten Pyridinnueleotide erfaf~t, da die reduzierten Formen dieser Stoffe sehr 
s~urelabil sind mud deshalb be; der Extraktion zerstSrt werden. Werm man 
hingegen dafiir sorgt, daI3 be ider  Exr die reduzierten Formen der 
Pyridinnucleotide oxydiert und damit in die s&urestabfle Form fiberfiihrt 
werden, so erh&lt man beider analog durehgeffihrten Messtmg Werte, welehe 
der Gesamtkonzentration der Pyridinnucleotide, das heil3~ der Summe an 
oxydierten und reduzierten Pyridinnucleotiden, entsprieht. Dureh Sub- 
traktion der ~Terte fiir die oxydierten Formen yon den WorSen der Gess~mt- 
konzentration l~13t sieh die Konzentration der reduzierten Formen der 
Pyridinnueleotide berechnen. 

Praktisch gingen wir derar~ vor, daS wir Meersehweinchen mit einem 
Durchsehnittsgewicht yon 300 g durch Genickschlag tSteten, die Organe, 
deren Pyridinnueleo~idgehalt wir messen wollten, sofort entnahmen und 
in eine Aceton-Trockeneis-Misehung eintrugen. Portionen yon etwa 1 g 
des zu untersuehenden Gewebes wurden rasch und genau gewogen und 

4 H. v. Euler, F. Schle~k, H. Heiwinkel und B. H6gberg, Z. physiol. Chem. 
256, 208 (1938). 

5 p .  Feigelson, J . N .  Williams, Jr. und C. A.  Elveh]em, J. Bi01. Chem. 
185, 741 (1951). 



842 Gabriel, Sehwarz und Hoffmann-Ostenhof: [Mh. Chem., Bd. 85 

darauf im , ,Itomogenizer" von Pot ter  und Elvehjera  6 entweder (zur 
Best immung des oxydierten Anteiles der Pyridinnucleotide) mit  6 ml 
2%iger Trichloressigsi~ure a.llein oder (zur Best immung der Gesamt- 
konzentration der Pyridinnucleotide) mit  9 ml einer w~Ll~r. LSsung, 
welehe in bezug auf Trichloressigs~ure 2%ig und in bezug aaf  Wasser- 
stoffperoxyd 5%ig ist, unter Eiskiihlung homogenisiert. 

Die sonst iiblichen ,,Komogenizer" wurden fiir die Extrakt ion mit 
Wasserstoffperoxyd trichterfSrmig erweitert, am ein ~berr innen des 
I-Iomogenats dureh das st~rke Schgumen zu verhindern. 

Die erhaltenen Vollhomogenate warden nach kurzem Stehen bei 
10 000 U/Min. zentrifugiert, dgs Sediment nach Abgiel3en des fiber- 
stehenden Fltissigkeit mit  etwas 2% iger Trichloressigs~,are gewasehen, 
die fiberstehenden Flfissigkeiten vereinigt und auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. 

Da uns die yon den gmerikanisehen Autoren 5 verwendete Sorte yon 
Aktivkohle nicht zur Verftigung stand, mul~ten wir Iiir die Extrakt ion 
eine Modifikation des Veffahrens entwickeln. Es gelang uns, dureh ent- 
sprechende Vorbehandlung ~ aus handelsiibliehem Norit  eine Preparat ion 
herzustellen, welche quanti ta t iv  die Pyridinnueleotide aus den L6sungen 
adsorbiert, wenn sie mit  diesen verriihrt wird. Durch Verriihren mit  
10%igem w~grigen Pyridin l~ssen sich die Pyridinnucleotide wieder 
quant i ta t iv  eluieren. 

Die Reduktion der Pyridinnucleotide zu ihren Dihydroderiva~en 
erfolgte mit  Hilfe einer LSsung yon 0,2 g N~triumdithionit  in: 10 m] 
0,5 m NaI-ICO3-LSsnng, die unmit telbar  vor der Verwendung hergestellt 
werden mu~3. 

E r g e b n i s s e  a n d  D i s k u s s i o n .  

Die Ergebnisse unserer Mel3reihen sind in T~belle 1 zusammengefa[~t. 
Wie man aus Tabelle 1 ersieht, erlaubt die beschriebene ~e thode  eine 

reeht genaue Best immung der gesuchten Werte;  die Abweiehungen diirften 
sogar mehr auf individue]le Verschiedenheiten der einzelnen Tiere als 
suf  MeBfehler zuriiekzufiihren sein. 

Soweit VergleichsmSgliehkeiten vorhanden sind, st immen unsere 
Werte im allgemeinen mit denjenigen anderer Untersucher s gut iiberein. 

6 R .  V.  Potter und C. A .  Elveh]em, J .  Biol. Chem. 114, 495 (1936). 
7 150 g Norit werden in 1 1 10%iger Salzs~Lure aufgekoeht und darauf 

filtriert. Ansehliel3end wird die Aktivkohle in 2 1 destilliertem Wasser sus- 
pendiert und wiederholt gewaschen; sehlieglich trocknet man 8 bis 10 Stdn. 
bei 85 his 95 ~ 

s j .  Robinson,  N .  Levito~s, F .  Rosen u n d  W . A .  Perlzweig,  J .  Biol. Chem. 
170, 653 (1947). - -  P .  Feigelson, J . N .  Wi l l iams ,  Jr .  and C. A .  Elveh]e~,  
ibid. 185, 741 (1951). - -  C. Carruthers and V. Suntze/] ,  Arch. Biochem. 
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Tabelle 1. K o n z e n t r a t i o n  der  o x y d i e r t e n  und  r e d u z i e r t e n  P y r i d i n -  
n u c l e o t i d e  in v e r s c h i e d e n e n  G e w e b e n  des h l e e r s c h w e i n c h e n s .  
Die Zahlen stellen /tg PN pro g Frischgewebe dar und sind arithmetische 
Mittelwerte aus den erhaltenen Ergebnissen; der mittlere Fehler wurde aus 
der Formel 

--  ~ X ]2 
M :  ~= n (n - -  1) 

berechnet. In der Klammer ist die Anzahl der Versuehe ~ngegeben. 

Organ :PN PN + PN �9 He PN �9 Ha (bet.) PN'/PIH - Hz 

Leber ..... 
~iere ..... 

Herz ..... 

Hirn ...... 

515 + 18 (12) 
311 i 15 (10) 
290 • 18 (4) 
176 :J: 8 (5) 

664 :J: 22 (7) 
497 -4- 19 (8) 
412 -{- 15 (8) 
209 :[: 11 (5) 

149 
186 
122 
33 

3,46 
1,67 
2,38 
5,33 

Als Ausnahme sind die Ergebnisse yon M c I l w a i n  und Mitarbeitern 9 zu 
erw~hnen, welche im t t i rn  des Meerschweinchens etwas geringere Kon- 
zentrationen yon Pyridinnucleotiden fanden Ms wir, was vermutlieh 
auf die verschiedene Methodik zurfickzufiihren ist. Auch in bezug auf 
die Verteilung der PN auf die einzelnen Organe stirnmen unsere Ergebnisse 
mit  denjenigen anderer Autoren fiberein; Jandor ]  1~ fend bei der Ratte,  
dab die Konzentrat ion der PN in den Organen ]-Iirn, Muskel, ~Tiere und 
Leber in der ~ngegebenen l~eihenfolge ansteigt, was v5llig unseren Werten 
entspricht. 

Aus dem Vergleich unserer Werte mit  Angaben fiber die P~T-Konzen- 
t ra t ionen bei anderen Tieren ergibt sich, dab der GehMt der Zellen an 
PN desto hSher ist, je kleiner die betreffende Tierspezies ist; dies s t immt  
mit  der Mlgemein beobachteten grSBeren Intensit~t  der Stoffwechsel- 
vorg~nge bei kleineren Tieren flberein. 

In  ~hnlicher Weise lessen sich wahrscheinlich auch die Konzentra~ions- 
unterschiede an P~T zwischen den einzelnen yon uns untersuchten Organen 
deuten: es ist anzunehmen, dab ~uch diese Werte Unterschiede in den 
St offwechselintensit~ten wiederspiegeln. 

Ohne Zweffel k o m m t  auch dem Verh~ltnis zwischen oxydierten und 
reduzierten Formen der PN eine biologische Bedeutung zu; die Verh~lt- 
nisse sind bier Mlerdings nicht leicht fiberschaubar. Entsprechend der 
Rolle der P~T als Wasserstoff- bzw. Elektronenfibertr~ger zwischen den 
Stoffweehselsubstra~en einerseits und demjenigen Enzymsystem, welches 
die Elektronen schlieB]ieh zum motekularen Sauerstoff transportiert ,  

Biophysics 45, 140 (1953). - -  D.  R .  Strength, I .  R ingler  u n d  W.  L .  iVelson, 
ibid. 48, 107 (1954). 

9 M .  Gore, F .  Ibot t  u n d  H.  M c I U w a i n ,  Biochemic. J. 47, 121 (1950). 
lo B .  Jandor],  J .  Biol. Chem. 150, 89 (1943). 
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 85/4. 55 
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kSnnten vor allem folgende F~ktoren als best immend ffir die Gr6ge 
der Werte PN/PN �9 H 2 fungieren: Konzentrat ion der Wassers~offdonatoren 
(Stoffwechselsubstrate); Konzentrat ion bzw. l~unktionstiichtigkeit der 
Pyridinnucleotid-spezffischen Dehydrogenasen (Transhydrogenasen3); 
Konzen~ra~ion bzw. Funktionstiich~igkeit der Fermentsys~em% welche 
den Weitertransport  der Elektronen bis zum Sauerstoff ka~alysieren und 
yon welehen wir wissen, dab sie aus einer Anzahl yon Einzelfermenten 
bestehen; und sehlieBlieh die Konzentration, das heiBt der P~rtialdruek 
des Sauerstoffes. Es ist zur Zeit kaum mSglieh, die Bedeutung jedes 
dieser Faktoren fiir das Gesamtsys~em zu ermessen. 

Absehliegend soil hier kurz beriehtet werden, dab wit in orientierenden 
Vorversuehen an diphtherie-intoxifizierten Meersehweinehen u in den 
Organen Leber, Niere und Herz eine signifikante ErhShung des Quotienten 
PN~PN. H 2 beobaehten konnten. 

1i Vgl. dazu H. Eibl, W. Zischka, I. Dreher, O.F. Schwarz und O. Ho]]- 
mann-Ostenho], Mh. Chem. 81, 616 (1950). - - O . F .  Schwctrz, H. Eibl, W. 
Zischka und O. Ho]/mann-Ostenho], ibid. 82, 391 (1951). - -  W. Zischka, 
H. Eibl, O.F. Schwarz und O. Hof]mann-Ostenho], ibid. 82, 571 (1951). 


