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Anaerobe Glykolyse bei Ehrlich-Aszites-Tumorzellen
2. Mitteilung: Beeinflussung durch Antidiabetika

Von W. LtHrs und K. CHROMETZKA?)

Aus dem Sanatorium ,,Bergfrieden'* — Rottach-Egern der Arbeitsgemeinschaft fiir Krebsbekimpfung, Sitg Bochum —
Rubrknappschaft (Chefargt: Prof. Dr. W. Liibrs)

(Det Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1963)

Zugabe von Insulin fithrt sowohl bei Aszites-Tumorzellen als auch bei humanem Karzinomgewebe bei gleich-
zeitiger Zugabe von Fruktose-1,6-Diphosphat zu einem Anstieg der anaeroben Glykolyse. Im Gegensatz dazu fand
sich bei Zugabe von Sulfonylharnstoffen (Rastinon) eine deutliche Hemmung der Glykolyse bei Ehrlich-Aszites-
Zellen, und zwar einmal bei Zugabe von Glukose allein und zum andern bei zusitzlicher Zugabe von Fruktose-1,6-
Diphosphat. Die Biguanide waren in simtlichen gleichartigen Versuchsansitzen wirkungslos.

The simultaneous addition of insulin and fructose-1,6-diphosphate causes an increase of anaerobic glycolysis in
both asites tumoutr cells and human carcinoma tissue. On the other hand, the addition of sulphonylurcas (rastinone)
caused a marked inhibition of glycolysis in Ehrlich ascites cells, once with the addition only of glucose, but other-
wise with the addition also of fructose-1,6-diphosphate. The biguanides were inactive in several similar experiments.

Moégliche Beeinflussung der Glukoneogenese fiihrten uns
(1) zu Untersuchungen mit den heute angewandten
Antidiabetika. Diese Substanzen bedingen eine bessere
Verwertung erhdhter Glukosemengen im Serum, z. B.
von Diabetikern. Viele iltere und neuere klinische
Arbeiten zeigen immer wieder, daB3 eine Verbindung
zwischen Diabetes und Karzinom nicht hiufig gefunden
wird. So berichtete unter anderen WERNER (2), daB die
Auswertung von iiber 25 000 Sektionsfillen eine signi-
fikant geringere Hiufigkeit diabetischer Karzinom-
triger gegeniiber den Nichtdiabetikern ergeben hat.
Rockstror und ScHROTER (3) fanden bei der Aus-
wertung von etwa 23 000 Sektionsprotokollen eine
signifikante negative Syntropie der Krebshiufigkeit
beim Diabetes mellitus.

Wenn ich aus meiner eigenen Erfahrung sprechen darf,
so habe ich bei etwa 20 000 bisher beobachteten Krebs-
fillen nur beim hormonabhingigen Mamma-Karzinom
in etwas hiufigerer Kombination einen Diabetes ge-
funden. Bei den epithelialen Karzinomen anderer Lokali-
sation waren bei diesem Krankengut nicht mehr als
20 Einzelfille in Kombination mit einem Diabetes.

1) Teilergebnisse dieser Arbeit wurden auf dem Deutschen Krebs-
kongreB 1963 in Mainz vorgetragen.
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Fiir den Wirkungsmechanismus des Insulins wird die
Notwendigkeit einer Glukose-Verwertung in Muskula-
tur, Fettgewebe und Leber hervorgehoben. Die weiteren
Wirkungen, wie Glykogen-, Fett- und Proteinsynthese
sind wahrscheinlich nur Folgen der Glukoseutilisation.
Die Insulinwirkung wird hiufig als ein Membraneffekt
angesehen, wobei Insulin den Eintritt der Glukose in
die Zelle beschleunigt (LEvINE und GOLDSTEIN, 4).
Hierbei scheint eine Wirkung auf die Hexokinase nicht
unwesentlich zu sein. Denn andere Autoren messen der
Aktivierung der Glukosephosphorylierung innerhalb
der Zelle, also der Wirkung der Hexokinasereaktion
eine mindest ebenso groBe Bedeutung bei (5). In der
Leberzelle, deren Membran fiir die Glukose wahr-
scheinlich frei durchlissig ist, kommt ein Membran-
effekt nicht in Frage. Das Insulin kénnte vorwiegend
einen adaptiven Effekt auf Enzyme der Leberzelle haben,
wodurch der verzégerte Wirkungseintritt erklirt wird
(6). Allerdings ist gerade in den letzten Jahren eine aus-

Abkiirzungen :
,,F-6-P* = Fruktose-6-phosphat
) ,,FDP* = Fruktose-1,6-diphosphat
,,FDP-ase‘* = Fruktose-1,6-diphosphatase
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gedehnte Diskussion iiber einen eventuell zusitzlichen
Momentaneffekt des Insulins auf die Glukoseabgabe der
Leber entbrannt, die noch nicht entschieden ist (7, 8).
Im Gegensatz zum Insulin zeigen die Sulfonylbarnstoffe
einen anderen Effekt. Sie scheinen auf latente Betazellen
des Pankreas einzuwirken, da bereits drei Stunden nach
der Verabreichung von Sulfonylharnstoffen der Insulin-
gehalt in den Pankreas-Inselzellen wieder einen Normal-
wert erreicht. Es muB also noch Insulin in den ,,dia-
betischen* Inselzellen vorhanden sein, das aktiviert
wird. Man kann iiber die Wirkung der Sulfonylharn-
stoffe aussagen, daB3 die Betazellen auf einen erhchten
Blutzucker besser ansprechen und noch vorhandenes
Insulin ausschiitten, wihrend sie vorher nicht auf peri-
phere Anforderungen angesprochen haben. Diese ex-
perimentellen Ergebnisse lassen sich mit klinischen
Erfahrungen gut vereinbaren (9).

Als dritte Gruppe haben wir die Bignanide herangezogen,
obwohl der Wirkungsmechanismus gerade in bezug auf
eine Diabetesbeeinflussung noch nicht aufgeklirt ist.
Frither wurde der Effekt mit einer deutlichen toxischen
Atmungsdepression erklirt. Neuere Untersuchungen
von Sapow (10) zeigten, daB unter der Einwirkung
der Biguanide eine gesteigerte Glukoseaufnahme ohne
Atmungsdepression festzustellen war.

Innerhalb unserer Fragestellung war es interessant zu
priifen, inwieweit die obengenannten Antidiabetika Ein-
fluB nehmen auf die anaerobe Glykolyse von Ehtlich-
Aszites-Tumorzellen, wobei wir neben Glukose das
Fruktose-6-phosphat (,,F-6-P*) und Fruktose-1,6-di-
phosphat (,,FDP‘) als Substrat einsetzten. Weiterhin
untersuchten wir, ob die FDP-ase neben ihrer Glyko-
lysehemmung (30—609%,) die Wirtkung der Antidiabe-
tika beeinfluBt. SchlieBlich priiften wir die Einwirkung
eines Biguanids ,,Silubin® auf die Atmung der Ehrlich-
Aszites-Tumorzellen.

Methodik

Die Versuche mit Insulin wurden an Aszites-Tumot-
zellen bzw. an humanem Ovarialkarzinom in der War-
burg-Apparatur unter anaeroben Bedingungen durch-
gefiihrt. Die anaerobe Milchsiurebildung wurde mano-
metrisch nach WarBurG (11) bestimmt. Die Aszites-
Tumorzellen wurden wie bereits beschrieben (1) pri-
pariert und in den Hauptraum der GefiBe pipettiert.
Das frisch herausoperierte Ovarialkarzinom wurde so-
fort in Ringerlosung aufgenommen und anschlieSend
in diinne Scheiben geschnitten. Die Gewebeschnitte
wurden in den Hauptraum der GefiBe gegeben. Pro
Ansatz wurden 6—8 mg Gewebetrockengewicht ver-
wendet.

Jeder Versuch bestand aus zwei GefiBen mit gleichem Flussng-
keitsvolumen von je 3m/. Als Inkubationsmedium diente ein
Gemisch aus Ringetr-Bikatbonatlésung (pH == 7,3). In die GefiBe
wurden je nach Versuchsanordnung 0,5 m/ F-6-P bzw. 0,5 m/
FDP-Losung einpipettiert. Die Endkonzentration an F-6-P-Lésung
betrug je GefiB 13,0 uMol, an FDP-Lésung 10,0 uMol je GefiB.
Der Hauptraum der Gefifle enthielt je nach Versuchsanordnung
1 E bzw. 2 E Insulin. Der Gasraum wurde mit einem Gasgemisch
aus 5% CO, in 95% N, beschickt. Die Inkubationszeit betrug
60 Minuten, das Wasserbad hatte eine Temperatur von 37°.

Die Versuche mit Sulfonylharnstoff (,,Rastinon*) und
Biguanid (,,Silubin®) wurden an Ehtlich-Aszites-Tumor-
zellen unter anaeroben Bedingungen in der Warbarg-
Apparatur durchgefithrt. Die anaerobe Milchsiurebil-
dung wurde nach BARkER und SuMMERsON (12) be-
stimmt. .

Die Asziteszellen wurden wie bereits beschrieben (1) pripariert
und in den Hauptraum der GefiBe pipettiert. Jeder Versuch be-
stand aus zwei GefiBlen mit gleichem Fliissigkeitsvolumen von
je 3,1 m/. Das Inkubationsmedium bestand aus Ringet-Bikarbonat-
Puffer (pH = 7,4). Fiir die jeweilige Versuchsanordnung wurden
Glukose bzw. F-6-P bzw. FDP als Substrat zugesetzt. Die End-
konzentrationen fiir Glukose bzw. F-6-P oder FDP betrugen fiir
die entsprechenden Ansitze 34,0 uMol bzw. 23,5 uMol bzw.
18,0 uMol.

Zu jedem Versuchsansatz wurden mit steigender Konzentration
an Rastinon bzw. Silubin jeweils 0,5 m/ Lsung in den Haupt-
raum der GefiBe pipettiert. — Die spezifische Aktivitit des fiir
die entsprécheriden Versuchsanordnungen hinzugefiigten Ferment-
priparates FDP-ase sowie die eingesetzte Menge der Ferment-
16sung, sind aus den Tabellen zu ersehen. Der Gasraum der Ge--
fiBe enthielt ein Gasgernisch aus 5% CO, und 95% N, bei 37°
fiir 60 Minuten,

Neben der anaeroben Glykolyse wurde auch die . Atwung
der Ehrlich-Aszites=Tumorzellen unter Zusatz von Silu-
bin gemessen.

Die Messung erfolgte in einem Medium aus Phosphatpuffer
(0,15 m; pH = 7,4), dem Glukose als Substrat zugesetzt wurde.
Der Einsatz der Gefifle enthielt 0,2 m/ 20-proz. KOH zur Ab-
sorption des entstandenen CO,. Das Fliissigkeitsvolumen in den.
GefiBlen betrug 3 m/,

Die in den Abbildungen sowie Tabellen angegebenen
Werte fiir uMol gebildete Milchsiure beziehen sich auf
6—8 mg Zell- bzw. Gewebetrockengcwicht/Ansatz Die
Ergebnisse zeigen d1e Mittelwerte aus zwei Versuchs-
ansitzen.

Ergebnisse
Versuche mit Insulin

Irp‘ Versuchsansatz mit Glukose und Insulin konnte
auch mit steigender Zugabe von Insulin kein Effekt auf
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Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumorzellen mit und
ohne Insulin
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die Glykolyse der Ehrlich-Aszites-Tumorzellen in der
Warburg-Apparatur gesehen werden. SeeLicu (13) er-
zielte gleiche Ergebnisse.
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Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumorzellen mit und
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Abb. 3
a) Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumozrzellen im Ver-
gleich zur anaeroben Glykolyse vom cystischen Ovarial-Karzinom
mit Glukose als Substtat
1. Ringer-Bikarbonat-Lésung + 5,4 mg Glukose/GefiBinhalt,
6—8 mg Zelltrockengewicht )
2. RBG, 6—8 mg Gewebetrockengewicht

b) desgl. mit FDP-tetra Cyclohéxylammoniumsalz als Substrat
3. Ringer-Bikarbonat-Lésung + 10 uMol FDP/GefiBinhalt,
6—8 mg Zelltrockengewicht
4. RB-Losung + 10 uMol FDP, 6—8 mg Gewebetrocken-
gewicht
) EinfluB von Insulin auf die anaerobe Glykolyse von cystischem
Ovarial-Ca mit FDP-tetra-Cyclohexylammoniumsalz als Substrat

5. RB-Lésung + 10 uMol FDP + 1 E Insulin
6. 4+ 2 E Insulin
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In gleicher Versuchsanordnung zeigten Zugaben-von
Glukose, Insulin und FDP-ase keinen Effekt.

Wurden im gleichen Versuchsansatz Insulin und FDP
(Natriumsalz) zugegeben, fand sich eine deutliche
Steigerung der Glykolyse schon bei Zugabe von zwei Ein-
heiten Insulin. F-6-P als Bariumsalz zeigte in der gleichen
kombinierten Versuchsanordnung ebenfalls eine deut-
liche Steigerung der Glykolyse.

Im nichsten Versuch wurde frisch operiertes Material
eines Ovarial-Karzinoms genommen, mit FDP als
Tetracyclohexylammoniumsalz und Insulin inkubiert.
Es fand sich eine Steigerung der Glykolyse schon bei
Zugabe von zwei Einheiten Insulin um das Doppelte.

Versuche mit Rastinon

Rastinon und Glukose zeigten mit laufender Erh6hung
von Rastinon von zehn auf hundert uMol/Ansatz ein
Absinken der Laktatbildung der Ehrlich-Aszites-Tumot-
zellen von etwa 14 yMol auf etwa 9uMol im Warburg-
Apparat.

Tab. 1

Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Rastinon in Ringer-Bikarbonat-Puffer mit 34,0 uMol

Glucose/Ansatz
Zugefiigtes Milchsiurebildung (in uMol) von
Rastinon Asziteszellen in 60 Min.
(uMol) Ohne Zusatz Zusatz von Rastinon
10 16,05
20 16,80
30 15,80
40 15,00
50 15,10 14,10
60 13,12
70 12,57
80 10,72
920 10,00
100 13,90 9,47

Rastinon und Glukose unter Zusatz von FDP-ase lieen
trotz steigender Rastinon-Konzentration keine Glyko-
lysehemmung auf Ehrlich-Aszites-Tumorzellen erkennen.

Tab. 2

Anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-

wirkung von Fructose-1,6-diphosphatase und Rastinon in Ringer-

Bikarbonat-Puffer mit 34,0 uMol Glucose/Ansatz. Spez. Aktivitit

der FDP-ase: 29,47. Pro Ansatz wurden 0,1 m/ FDP-ase-Losung
= 11,4 mg Protein eingesetzt

Zugefiigtes Milchsiurebildung (in xMol) von Aszites-
Rastinon zellen in 60 Min.
(«Mol) Ohne Zusatz Zusatz von Zusatz von
FDP-ase FDP-ase

+ Rastinon
10 11,45
20 10,93
30 16,95 10,88 10,52
40 12,14
50 19,73
60 ' 17,02 11,35 10,09
70 11,21

4¢
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Rastinon und F-6-P als Bariumsalz zeigte auch bei
Zugabe von hoheren Rastinonmengen keine Beein-
flussung der Glykolyse.

Tab. 3
Anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Aszites-Tumotzellen bei Ein-
wirkung von Rastinon in Ringer-Bikarbonat-Puffer mit 23,5 uMol,
Fructose-6-phosphat (Bariumsalz)[Ansatz

Zugefiigtes Milchsiurebildung (in uMol) von
Rastinon Asziteszellen in 60 Min.
(uMol) Ohne Zusatz Zusatz von Rastinon
10 | 0,95
20 0,98
30 0,91 1,00
40 0,85
50 0,81
60 0,87 0,92

70 0,91

Rastinon und FDP als Tetracyclohexylammoniumsalz
zeigte bei zunehmender Menge von Rastinon eine Ab-
nahme der Laktatbildung von 3,5 uMol auf 0,9 uMol
bei einer Steigerung des Rastinons von 10 uMol auf
70 uMol/Ansatz.

Tab. 4
Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Rastinon in Ringer-Bikarbonat-Puffer mit 18,0 uMol
Fructose-1,6-diphosphat (krist. tetra-Cyclohexylammoniumsalz)/

Ansatz
Zugefiigtes Milchsiurebildung (in /:tMol) von
Rastinon Asziteszellen in 60 Min.
(uMol) Ohne Zusatz Zusatz von Rastinon
10 3,49
20 3,66
30 3,54 1,69
40 1,35
50 0,79
60 3,82 0,81
70 0,96

Diese experimentellen Befunde decken sich mit Beob-
achtungen, die HENNEs und Mitarbeiter (14) am Men-
schen machte. An gesunden Versuchspersonen konnte
durch Insulingaben neben der Hypoglykimie ein An-
steigen des Brenztraubensiurespiegels bei sieben von
acht Versuchspersonen festgestellt werden, wobei in
keinem einzigen Versuch eine Abnahme gefunden
wurde. Im Gegensatz dazu fand sich bei Verabreichung
von Rastinon neben der Hypoglykimie ein Absinken
des Brenztraubensiurespiegels bei sieben von neun Ver-
suchspersonen. Das unterschiedliche Verhalten des
Brenztraubensiurespiegels im Blut nach Insulin- oder
Rastinon-Verabreichung 1Bt die Autoren zu dem
SchluB kommen, daB der Wirkungsmechanismus der
Sulfonylharnstoffe nicht nur auf einer raschen Frei-
setzung endogenen Insulins beruhen kann. Unsere eige-
nen experimentellen Ergebnisse fithren zu gleichen

Uberlegungen.

Versuche mit Biguanid (N-Butyl-Biguanid)
Unsere Untersuchungen iiber den EinfluB von Biguanid
auf die Atmung der Ehrlich-Aszites-Tumorzellen zeigten
deutlich, daB auch bei steigenden Mengen des Biguanids
keine Atmungsdepression festzustellen war.

Tab. 5

Qo, Werte bei. Ehrlich-Aszites-Tumorzellen unter Zusatz von
Silubin in Phosphatpuffer mit 34,0 uMol Glucose/Ansatz

— Qo,
Unbehandelte Tumorzellen 7,63
+ in vitro 34 Mol Glucose 7,49
+ in vitro 34 Mol Glucose
mit: 10 Mol Silubin 7,13
20 Mol Silubin 6,74
30 Mol Silubin 8,14
40 Mol Silubin 6,35
50 Mol Silubin 6,32
60 Mol Silubin 6,58

70 Mol Silubin 8,54

Biguanid, Glukose und FDP-ase zeigten keiren EinfluB
auf die Glykolyse.
Tab. 6
Anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Fructose-1,6-diphosphatase und Silubin in Ringer-
Bikarbonat-Puffer mit 34,0 uMol Glucose/Ansatz. Spez. Aktivitit
det FDP-ase: 12,0. Pro Ansatz wurden 0,4 m/ FDP-ase-Lésung
= 9,6 mg Protein eingesetzt

Miichsiiurebildung (in puMol) von Aszites-

Zugefiigtes zellen in 60 Min.
Silubin
. ohne Zusatz Zusatz von Zusatz von
(#Mol) FDP-ase FDP-ase
+ Silubin
10 : 5,15
20 15,20 4,98 5,19
30 5,08
40 15,36 4,70 5,55
50 5,01
60 15,56 5,28 5,35
70 15,45 5,15 5,50

Biguanid und Glukose zeigten trotz laufender Erth6hung
des Biguanids keimen EinfluB auf die Glykolyse der
Ehrlich-Aszites-Tumorzellen.

Tab.7

Anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Silubin in Ringer-Bikarbonat-Puffer mit 34,0 uMol
Glucose/Ansatz

Milchsiurebildung (in uMol) von

Zugefiigtes

Silubin Acsziteszellen in 60 Min.

(uMol) Ohne Zusatz Zusatz von Silubin
10 15,65
20 15,62 14,91
30 ] 15,96
40 15,58 16,60
50 16,65
60 17,89 18,72
18,75

70 18,25

Biguanid und F-6-P als Bariumsalz zeigten auch bei
Zugabe von hoheren Biguanidmengen keine Beein-
flussung der Glykolyse. :

Z. klin, Chem, / 3, Jahrg. 1965 | Heft 1
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Tab. 8
Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Silubin in Ringer-Bikarbonat-Puffer mit 23,5 uMol
Fructose-6-phosphat (Bariumsalz)/Ansatz

Zugefiigtes Milchsidutebildung (in uMol) von
Silubin Asziteszellen in 60 Min.
(uMol) Ohne Zusatz Zusatz von Silubin

10 0,89
20 0,90 0,85
30 0,83
40 0,81 0,77
50 0,90
60 0,85 0,79
70 0,87 - 0,81

Biguanid und FDP als Natriumsalz zeigten ebenfalls
keinen EinfluB auf die Glykolyse.

Tab. 9
Anaerobe Glykolyse von Ehtlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Silubin in Ringer-Bikarbonat-Puffer mit 18,0 uMol
Fructose-1,6-diphosphat (Natriumsalz)/Ansatz

Biguanid und FDP als Tetracyclohexylammoniumsalz
zeigten keinen Einflu auf die Glykolyse.

Tab. 10
Anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Aszites-Tumorzellen bei Ein-
wirkung von Silubin in Ringet-Bikarbonat-Puffer mit 18,0 Mol
Fructose-1,6-diphosphat  (krist. tetra-Cyclohexylammoniumsalz)/

Ansatz
Zugefiigtes Milchséurebildung (in uMol) von

Silubin Asziteszellen in 60 Min.
(uMol) Ohne Zusatz Zusatz von Silubin

10 3,79

20 3,74 3,97

30 3,44

40 . 3,54 341

50 3,40

60 3,30 3,39

70 3,25 3,20
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