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Wechselwirkungen von Proteinen mit Actinomycin C
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(Z. Naturforsch. 23 b, 474—483 [1968] ; eingegangen am 8. Mai 1967)

Zur Kldrung der Frage nach der Beteiligung von Protein-Actinomycin (AMC)-Wechselwirkungen
am antibiotischen Wirkungsmechanismus von AMC wurden mit Hilfe von Absorptions-, Fluoreszenz-
und Rotationsdispersions-Spektroskopie, sowie Gelfiltration, Gleichgewichts-Dialyse, Ultrazentrifu-
gation und enzymatischen Tests physikalisch-chemische Wechselwirkungen von AMC und Actinocin-
analogen mit Ribonuclease, Serumalbumin und einigen SH-Enzymen (ADH, LDH, GAPDH) unter-
sucht. Photochemische Reaktionen wurden ausgeschlossen.

Eine Bildung starker Komplexe wird nur bei pg < 2 beobachtet. Unter quasi-physiologischen
Bedingungen des Mediums ergibt sich aus einer Differenzbande im Bereich der Phenoxazin-Absorp-
tion schwache Komplexbildung, die bei hohen Proteinkonzentrationen auch durch die gemeinsame
Sedimentation von AMC und Protein bestdtigt wird. Die Peptid-Lacton-Ringe des AMC und die
aromatischen Aminosduren der Proteine scheinen an der Wechselwirkung nicht beteiligt zu sein
(Reaktion mit AMC-Dimeren, Null-Differenzspektrum bei 4 ~ 280 mu). Die Ahnlichkeit im Ver-
halten von Cystein, Glutathion und SH-Enzymen und der kompetitive Effekt von Cystein bei der
AMC-Enzym-Wechselwirkung weisen auf eine Beteiligung von Cystein am Komplex hin.

Eine durch AMC bewirkte Desaktivierung oder Stimulierung von Ribonuclease wird nicht beob-
achtet. Dagegen tritt im Fall von SH-Enzymen im pg-Optimum eine dem molaren Verhiltnis
AMC/Enzym proportionale Desaktivierung auf, die durch DNA bzw. RNA nur z. T. aufgehoben
wird. Konformationsianderungen sind dabei nicht nachweisbar; die optische Drehung erweist sich als
additiv. ,,Extrinsic“ Cotton-Effekte treten nicht auf.

Die SH-Spezifitat des Ribonuclease-Inhibitors legt in Analogie zu den untersuchten SH-Enzymen
die Annahme nahe, dal eine AMC-Protein-Wechselwirkung (Blockierung des RNase-Inhibitors)

am biologischen Wirkungs-Mechanismus des AMC beteiligt sein konnte.

Abkiirzungen: ADH, Alkoholdehydrogenase; AMC, Actino-
mycin C; CCP, 2".3"-cyclisches Cytidylphosphat; CP, 3’-
Cytidylphosphat; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
dehydrogenase ; LDH, Lactatdehydrogenase; MeBl, Methy-
lenblau; PI, 3-OH-4.5-Diacetyl-phenoxazon-2; PII,
3-NH,-Phenoxazon-2 ; Pr, Proflavin; RNase, Ribonuclease;
RSA, Rinderserumalbumin.

Actinomycin hemmt die DNA-abhingige RNA-
Synthese !~7. Zur Kldrung des Wirkungsmechanis-
mus kann — abgesehen von der physikalischen
Wechselwirkung mit DNA 8711 — hypothetisch auch
die Stimulierung oder Inhibierung von Enzymen
des Nucleinsdure-Stoffwechsels durch Bildung von
Protein-AMC-Komplexen diskutiert werden 2. Dabei
wiren folgende Mechanismen maoglich:
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a. Hemmung der DNA-abhiangigen RNA-Polymerase,

b. Enzym-Induktion oder Stimulierung durch allo-
sterischen Einflul von AMC auf das aktive Zen-
trum von RNase oder DNase,

c. Hemmung des RNase-Inhibitors.

Hypothese a kann ausgeschlossen werden 3. Hypo-

these b, die eine Erhohung der Synthese oder der

Aktivitat der Nucleasen postuliert, wurde von Eron

und McAvustan * und Hirz und Mitarbb. 15 unter-

sucht.

Die ersten fanden (im Widerspruch zur Hypo-
these) eine Hemmung der DNase-Aktivitdt durch
AMC; dagegen konnte Hirz in Ascitestumor-Zellen
und Thymus bzw. Milz der Ratte nach Inkubation
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mit AMC u.a. Cytostatica Erh6hungen der RNase-
(und DPNase-) Aktivitit um Faktoren = 3 nachwei-
sen. Eine Entscheidung zwischen Induktion und Sti-
mulierung kann im komplexen zelluldren System
nicht geféllt werden, ehe nicht der Einflul von AMC
auf das isolierte Enzym geklart ist. Dieser Einflufl,
ebenso wie die Hypothese ¢, fir die in Versuchen
an kompletten Zellen Indizien gefunden wurden 16,
sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Aufler
AMC und seiner Wechselwirkung mit RNase, RSA
und einigen typischen SH-Enzymen werden Modell-
versuche mit Proflavin, Methylenblau und zwei Phen-
oxazin-Derivaten als Actinocin-analogen Chromo-
phoren 17 diskutiert.

Als Methoden dienen: Absorptions-, Fluoreszenz-
und Rotationsdispersions-Spektroskopie, Gelfiltra-
tion, Gleichgewichts-Dialyse, Ultrazentrifugation und
enzymatischer Test.

Experimenteller Teil

Materialien und Methoden

Die charakteristischen Daten der untersuchten Sy-
steme sind in Tab. 1 zusammengefaBt.
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Die Proteine und Farbstoffe wurden ohne weitere
Reinigung verwendet; Puffersubstanzen und Kompo-
nenten der enzymatischen Tests waren von Merck (p.a.)
resp. Boehringer. CCP wurde nach Crook et al. 20 her-
gestellt. Als Losungsmittel diente bidest. Austauscher-
Wasser.

Zur Gelchromatographie mit Sephadex G 25, 100
und 200 (Deutsche Pharmacia, Frankfurt/M.) dienten
Sdulen von 0,8-32 bzw. 1,0:50 cm; es wurde abstei-
gend nach dem Unterschichtungs-Verfahren chromato-
graphiert und im Uvicord (LKB- Uppsala) bei 254 mu
analysiert. Fiir den Fall schwacher Komplexbildung
wurde die Methode von HumMmeL und Dgrever 22 ange-
wandt. Differenzspektren wurden unter Verwendung
von jeweils 4 kalibrierten Quarzkiivetten (Hellma,
Miillheim: QS) mit Hilfe von Beckman-(DK 2 A),
Optica- (CF 4) und Zeiss-(PMQ II) Spektralphotometern
aufgenommen. Die Kiivettenfehler betrugen im Bereich
von 240 —550 mu (bezogen auf die Extinktion der Mi-
schungen << 0,5 Prozent. Der Vergleich der Differenz-
spektren im Gitter- bzw. Prismen-Spektrometer erweist
sich als notwendig, da bei hohen Extinktionen infolge
Spalt- (= Halbwertsbreiten-) Variation A¢-Maxima vor-
getduscht werden konnen.

Fluoreszenzspektren wurden als Relativmessungen
im Zeiss Fluoreszenz-Spektrometer mit einer Xe-Lampe
als Lichtquelle aufgenommen. Zur Gleichgewichts-Dia-

Substanz  Herkunft (Amax)aq Qe Ke-10¢ M SH A Enzym-Test

AMC Serva, Heidelberg 979, C1, 39, Cz etc 240 3,12 1284
Bayer, Leverkusen 5%, Cy, 409%, C2, 559,C3 436 2,61

Pr ,,NF Nutritional Bioch. Corp., Cleveland 259 2,70 247
3.6. Diaminoacridin 438 1,96

MeBl Merck, Darmstadt 320

PI Dr. E. Fucas, Miinchen €436 ~ 0,32 436 0,17p 273

PII Dr. E. Fucas, Miinchen e432 ~ 2,72 432 2,54¢ 212

RSA Behring, Op. Nr. 62 u. 302 279 1,67 4,69 68000 0,7
Marburg/Lahn

RNase  Boehringer, 279 1,85 1,03 13700 O 30 IE/mg KaLNITSKY18,d
Mannheim Kun~rrz19,d4
(Pancreas, Rind) CROOK et al. 20

ADH Boehringer 278 1,62 20,78 140000 ~ 20 9900 Boehringere®
(Hefe) BERGMEYER?2L

LDHI Boehringer Isoenzym I: 979, 279 1,58 19,59 142000 4*(16) 22600 Boehringere
(Schweineherz) (+2,6% II+ 0 5% IIT)

LDHYV Boehringer Isoenzym V: 0 279 1,48 20,68 142000 4*(16) 21600 Boehringere
(Kaninchen- (+29 IV + 0 5 o 11/
Skelettmuskel) IT + 1,59 I)

GAPDH Boehringer 280 1,60 17,50 145000 4*(16) 1860 Boehringere
(Kaninchen- BERGMEYER21
Skelettmuskel)

Tab. 1. Charakteristik der untersuchten Systeme. K¢: molarer Extinktions-Koeffizient; Qe: £g0/€269; M: Molgewicht; SH: An-
zahl ,,essentieller* SH-Gruppen pro Mol (SHtotal) ; A: Aktivitdt; & ges. aq. Losung (Losung via alkoholische Lsg.) ; b in Atha-
nol; ¢ in Methanol; d s-RNA (aus Bierhefe, Boehringer) als Substrat; ¢ Boehringer Informationen.

16 H. Hivz, personliche Mitteilung.

17 H. Brockmany, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 18,
1 [1960].

18 G. Kaunitsky, J. P. Humumer, H. Resnik, J. R. Carter, L. B.
Barnerr, and C. Dierks, Ann. N. Y. Acad. Sci. 81, 542
[1959].

19 M. Kunrrz, J. biol. Chemistry 164, 563 [1946].

20 E. M. Crooxk, A. P. Matnias, and B. R. Rasin, Biochem. J.
74, 234 [1960].

2t H. U. Beremever (Ed.), ,,Methoden der enzymatischen Ana-
lyse“, Verlag Chemie, Weinheim 1962.

22 J. P. HuumeL and W. F. Drever, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 63, 530 [1962].
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lyse wurde in Dialysierzellen nach Craic 2 spektral-
photometrisch die Kinetik des Konzentrations-Ausgleichs
gemessen, wobei die Abweichungen vom vollstindigen
Ausgleich der niedermolekularen Komponenten die
quantitative Abschdtzung des Bindungsverhiltnisses er-
moglichen.

Zum Nachweis der Komplexbildung in der Ultra-
zentrifuge (Beckman, Modell E) wurden vergleichende
Sedimentations-Geschwindigkeits-Versuche in An- und
Abwesenheit von AMC bei einer Wellenldnge von
[Amax]AMc 22440 mu ausgefiihrt. Zur Densitometrie
der Schlieren-Photogramme wurde ein Beckman-Analy-
trol verwendet.

Rotationsdispersions-Spektren wurden im ORD-Spek-
tralpolarimeter Cary 60 aufgenommen *.

Die enzymatischen Tests wurden nach den in Tab. 1
angegebenen Methoden ausgefiihrt. Fiir den Fall zeit-
abhingiger Wechselwirkungen wurde das reine Apo-
enzym mit AMC etc. inkubiert, um Nebenreaktionen
mit den iibrigen Komponenten des enzymatischen Tests
auszuschlieflen.

Ergebnisse

1. Chromophor-Protein- Wechselwirkungen

Um mogliche Wechselwirkungen in Bezug auf die
beiden funktionellen Teile des AMC-Molekiils (Phen-
oxazon-System + Peptidlacton-Ringe 17)  unterschei-
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Abb. 1a. Differenzspektren von Actinomycin-Analogen in
Wechselwirkung mit RSA bzw. LDH. Phosphatpuffer pg 7,
1=0,15, T=20 °C (Schichttiefe: 10 mm Farbstoff + 10 mm
Protein vs 2-10 mm Mischung, bzw. 10 mm der Komponen-
ten vs Losungsmittel). 1. 5:10—3-m. Pr; 2. ~10—5-m. PII;
3. 7-10~%m. LDH V; 4. 5-10~5m. Pr vs 1-10~%m. RSA;
5. 1:10~5m. Pr vs 3,5:10=%-m. LDH V; 6. ~10—5m. P11
vs 3,5:10—5-m. LDH V.

23 .. C. Cralg, in: P. ALexanper — R. J. Brock (Eds.) “Ana-
lytical Methods of Protein Chemistry”, Vol. I, London
1960, p. 104.

* Herrn Prof. Dr. G. PrLemerer danken wir fiir die Ermog-
lichung der Messungen.

den zu kénnen, wurden zunichst Wechselwirkungen
zwischen Actinocin-Analogen und Proteinen unter-
sucht. Bei Ausschlufl photochemischer Reaktionen
treten im Bereich der Protein-Absorption im UV in
keinem Falle meBbare spektrale Anderungen auf
(defe < 2%), wihrend im Bereich der Phenoxazon-
Absorptionsbande im Sichtbaren geringfiigige Rot-
verschiebungen beobachtet werden (Abb. 1 a). Diese
Verschiebungen beruhen nicht auf einer Mizellisie-
rung des Farbstoffes, wie unmittelbar aus dem Aus-
bleiben entsprechender Banden in Konzentrations-
Differenz-Spektren bei vergleichbaren Farbstoff-Kon-
zentrationen hervorgeht.

Gelchromatographisch 14t sich keine Komplex-
bildung nachweisen: Die Elutionsvolumina der Kom-
ponenten der Mischung stimmen (bei Ausschlufl
photodynamischer Reaktionen) mit denen der ge-
trennten reinen Komponenten iiberein. Andererseits
ergibt sich beim Aquilibrieren der Siule mit dem
Farbstoff (HummeL-DrEvER-Methode 22) in der Nach-
folge des positiven Protein-Maximums kein negati-
ver Peak, wenn man die Hydratation des Proteins
als Korrektur beriicksichtigt (Tab. 2).

System Methode Gel Kginder K4 der Kom-
G Mischung ponenten
RSA/MeBl Trennung 25 —/2,5 —/2,5
100 0,16/1,2 0,16/1,3
RSA/AMC s 100  0,16/0,86 0,17/0,9
RNase/AMC ’ 100  0,80/0,84 0,78/0,86
LDHV/AMC 35 200 0,31/2,2 0,30/2,4
RSA/MeBl HUMMEL- 25 Apeg Hydratation®

DREYER22 Aprotein® 6,6 +0,5%
GAPDH/AMC = 25 0
LDHV/AMC 5 25 0

Tab. 2. Gelchromatographie von Protein/AMC- bzw. Protein/

Farbstoff-Mischungen (Phosphatpuffer pg 7, I=0,15). 2 Ver-

hiltnis des negativen Peaks zum Protein-Peak. P RSA, Op.Nr.

62, gravimetrisch, nach Trocknung bei 106 °C bzw. 40 °C, 30

Torr iiber P,0j5 bis zur Gewichtskonstanz. ¢ Nach 48 h Gleich-

gewichts-Dialyse mit dem zur AMC-Losung verwendeten Puf-
fer (Phosphat pyg 7, 1=0,15).

Einwirkung von Licht fiihrt in Analogie zu den Er-
gebnissen von Waxku 2% und Wew et al. 2% zu starken
spektralen Anderungen, die auf der Photo-Oxidation
von His, Try, Tyr und Met beruhen (Abb.1b). Ent-
sprechend der Extinktionszunahme bei ~ 250 mu
duBert sich diese Oxidation in einer VergroBerung der

24 K. Waku, J. Biochem. [Tokyo] 57,578 [1965].

25 1., Wem, Arch. biochem. Biophysics 110, 57 [1965]; L.
WeiL, T. S. Seisres, and T. T. Herskovirs, Arch. Biochem.
Biophysics 111, 308 [1965].
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Kurvenflichen im Elutionsdiagramm mit zunehmender
Belichtungsdauer; das Hydratations-Minimum bleibt
dabei konstant.
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Abb. 1b. Photochemische Reaktion des Systems RSA/MeBIl.
1. 0,85-10—5-m. RSA [Phosphat pg 7] vs Losungsmittel; un-
verdndert nach 36 h Belichtung. 2. 0,85-10—5-m. RSA +
1-10—5-m. MeBl vs 1:10—5-m. MeBIl nach 36 h Belichtung.
3. Differenzspektrum 2—1 (36 h). 4. (-++) 2—1 (0 h); un-
verindert nach 24 h 4 °C (dunkel). 5. (—+++—) 2—1 (4h
Tageslicht). 6. (—+—*) 2—1 (10 h Tageslicht). Im Sicht-

baren keine Abweichung von der Null-Linie.

2. AMC-Protein- Wechselwirkungen

Wegen der Méglichkeit photochemischer Reaktio-
nen wurde unter LichtausschluB} gearbeitet. An Para-
metern wurden variiert:

das molare Verhaltnis der Komponenten ¢.=
cAMC/cp 0,5 —-20 mit canc= 1075—-2-10"%4m.
und ¢, =10"%—-2-10"%m.; der pg-Wert: 1,5 <
pr < 11,0; die Ionenstirke: 0,1 <1 < 2,0.

Die Differenzspektren weisen im Falle von RNase
und RSA — unabhingig von g, im pg-Bereich zwi-
schen 1,5 und 9 keine signifikanten Abweichungen
von der Null-Linie auf: Ade/ey,c<2% (Abb.2a).
Bei pg 11 tritt ein zeitabhéngiges Differenzspektrum
auf (Kurve 1 in Abb. 2b), das auf der mangelnden
Synchronisation bei der Herstellung der Losungen
beruht und ebenfalls fiir das reine AMC unter iden-
tischen experimentellen Bedingungen beobachtet
wird; die Nullstellen des Differenzspektrums fallen
dabei mit den isosbestischen Punkten der AMC-Ab-

26 H. Berc et al., Mb. dtsch. Akad. Wiss. Berlin 1, 524 [1959].
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sorptionsspektren zusammen (Kurven 3 —35, Abb.
2b). Die beobachteten spektralen Verdnderungen
folgen demnach aus der Hydrolyse des Phenoxazon-
Systems zum Diphenylamin-System 26 und nicht aus
Protein-AMC-Wechselwirkungen.

550
l[mp,]—-»

Abb, 2 a. Absorptions- und Differenzspektren von RSA/AMC

in Abhéngigkeit vom pH. cp=2-10"4%m.; cAMC=5"10"5%m.

(—=+—-)pHE2; (***) PEH7; (—) pEH 9. 1. RSA vs Puffer

(10 mm) ; 2. AMC vs Puffer (10 mm) ; 3. RSA/AMC vs Puf-

fer (2:10 mm 1:1) ; 4. Differenzspektrum 3— (241) ; Abwei-

0,06 _ 014
chung (Adée/e) g5 149 =0,004 (pH 2); < 5 =0,008
0,04
(pE 7); 196 =0,002 (pu 9)-

Abb. 2b. Absorptions- und Differenzspektren von RSA und

AMC bei pr 11. ¢p=1:10"3-m., cAMC=2-10"5-m. 1. RSA+

AMC (Mischung bei pg 11) vs RSA || AMC; 2. AMC-Absorp-

tion bei pg 9 als Referenz; 3—5. AMC vs Glycin/NaOH pg 11
nach 10’, 60’, 90’.
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Abb. 3 a. Emissions-Spektrum von RSA (1), AMC (2) und
RSA/AMC (3) bei 13=390 mu.

Abb. 3b. Maximalemission bei 1¢=350 mu von RSA und
RSA/AMC: 23=290 mu, cp=0,2% RSA o2 3-10~5-m., caMC
=2-10"5m.

Die Fluoreszenzspektren bestitigen das Ergebnis
der Absorptionsmessungen. Entsprechend den An-
regungs-Maxima: Asxyc=390 mu bzw. Agga =290
und 385 —400 mu wurde bei 290 und 390 mu an-
geregt (canc=510"%m., ¢;=3-1075-m.). Die
2,=290 mu zugeordneten Emissionsspekiren von
RSA und RSA/AMC stimmen iiberein; die konstante
Differenz der Maximal-Emission bei 350 mu (Abb.
3b) rihrt von der zusétzlichen Absorption der Pri-
mar- und Sekundérintensitdt durch das AMC in der
Mischung her. Der gleiche Effekt charakterisiert auch
die Emissions-Spektren bei 1,=390 mu zwischen
pr 3 und 9 (Abb. 3 a). Bei py 1,5 ergibt sich we-
sentlich verstirkte Fluoreszenz (Kurve 3’, Abb. 3 a),
die auf Komplexbildung hindeutet.

R. KOBERSTEIN, B. WEBER UND R.JAENICKE

Die spektroskopischen Resultate werden durch
Gelchromatographie (Tab. 2) und Gleichgewichts-
Dialyse bestatigt.

Dabei treten im Falle der Dialyse insofern analyti-
sche Schwierigkeiten auf, als die Extinktion der not-
wendig relativ konzentrierten Proteinlosungen (cp =
2:10"%4m., caMc=2-10"5-m.) im Bereich des zur Auf-
nahme der Dialyse-Kinetik gemessenen AMC-Absorp-
tionsmaximums bei 436 —440 mu nicht vernachlédssigt
werden darf:

2,0 5,0 7,0 9,0

[e38]RsA 0,190 0,045 0,043 0,058
Hinzukommt, daBl die Dialyse zu einer Verdiinnung
durch Osmose fiihrt, so dafl die vor der Dialyse leicht
bestimmbare Konzentration cp nicht als Korrektur ver-
wendet werden kann. Die Schwierigkeit wurde einer-
seits mit Hilfe von Kontroll-Dialysen ohne AMC um-
gangen (Elimination von [g434] Rsa durch Differenzmes-
sung). Andererseits konnte die Extinktionskorrektur im
Gleichgewicht aus den obigen Eichdaten und der
Biuret-Bestimmung von cp berechnet werden. Die Er-
gebnisse sind in Tab. 3 zusammengefafit.

Die Komplexbildung im stark Sauren erweist sich
als riickfiihrbar: Umstellung auf py 9 und anschlie-
Bende Gleichgewichts-Dialyse fithrt im Fehlerbereich
(3%) zum Konzentrationsausgleich des AMC. Erho-
hung der Ionenstirke (I=2, NaCl) ist qualitativ
ohne Einflu. Die Komplexbildung bei py <2 fiihrt
hier zur gemeinsamen Fillung von AMC + RSA,
wihrend im ibrigen pp-Bereich Koagulation des
Proteins durch Aussalzung oder Erwdrmung keine

Anreicherung des AMC im Koagulat bewirkt.

3. AMC-Sulfhydryl- Wechselwirkungen
Die zuvor diskutierten AMC-Protein-Wechselwir-
kungen schlieBen AMC-SH-Wechselwirkungen prak-
tisch aus, da RNase kein Cystein enthalt, wah-
rend im Falle des RSA mit nur 0,7 SH-Gruppen
pro Mol.?” im nativen Zustand Wechselwirkungen

PH &p aus Kontroll-Dialyse (90 h) ep aus Biuret-Bestimmung (40—120 h)
cp Elas Aeyze Aefet cp? &2y Els Aeygs Ae/et
[%] [%] (%] [%]

2,0 0,5 0,206 0,11, 56 1,07 0,205 0,725¢ 0,52 65
2,0 0,568 0,49, 86

5,0 0,5 0,175 0,003 <2 1,02 0,05, 0,035 —0,016 —4
2,0 0,173 0,00 <2

7,0 0,5 0,154 0,003 ~2 1,10 0,059 0,0584 0.008 2
2,0 0,51 0,003 ~2

9,0 0,5 0,137 0,002 <2 1,08 0,064 0,0654 0,0 1 <2
2,0 0,14, 0,002 <2

Tab. 3. Gleichgewichtsdialyse von RSA/AMC in Abhéngigkeit vom pp-Wert.

a Anfangskonzentration cp=1,4%; Hydratation

6,6 £0,5% ; Endkonzentration CAMC=1,7-10"5-m.; entsprechend &;34~0,4 bei vollstindigem Ausgleich; &l 5, Extinktion der
Mischung im Innenraum. b Fehler ~6%; ¢ Fehler +0,012 (~2%); d Fehler £0,010 (15—30%).

27 J.F.Foster, in: P. W. Purnam (Ed.), “The Plasma Proteins”, London, New York 1960, Vol. 1, p. 206.
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mit grofen Molekiilen nur bedingt moglich 28 2% und
mit Hilfe der angewandten experimentellen Metho-
den kaum nachweisbar sind.

Daher wurden Cystein, Glutathion und einige
SH-Enzyme differenzspektroskopisch, gelchromato-
graphisch und in der Ultrazentrifuge untersucht (vgl.
auch § 4). Es ergibt sich im Bereich des AMC-Ab-
sorptionsmaximums eine schwache Rotverschiebung

(Abb. 4), die entsprechend den fiir die Farbstoffe
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Abb. 4. Absorptions- und Differenzspektren von AMC mit SH-
Verbindungen und aromatischen Aminoséduren. Phosphat pg 7,
Schichttiefe 10 mm. 1. AMC (5-10—5m.); 2. Cystein
(5:10—3m.); 3. Try (2,5:10—3%m.); 4. Tyr (1,8:10—3-m.);
5. Phe (2,2:10—2-m.) ; 6. Glutathion (5-10—2-m.); 7. ADH
(2:107%-m.) nach 5" und 1 h. 2’—7’ beziehen sich auf die ent-
sprechenden AMC/Aminosiure-Differenzspektren (cAMC =
5:10—5-m., iibrige ¢ wie bei 2—7).

allein gemessenen Konzentrations-Differenz-Spektren
nicht auf Selbst-Assoziation der Chromophore beru-
hen kann. Im Bereich der aromatischen Aminoséduren
wird kein Differenzspektrum beobachtet: Ae/e <2%
(Kurve 2’, UV). Auch Blindversuche mit Phe, Tyr,
Try einerseits und AMC bzw. P II andererseits lie-
fern im UV keine meBbaren Differenzspektren
(Kurve 3"—5"). Gelchromatographisch gelingt es
nicht, eine SH-spezifische Komplexbildung nachzu-
weisen (Tab. 2).

In der Ultrazentrifuge wurde densitometrisch die
Radialabhéngigkeit der Durchléssigkeit von Protein-
AMC-Mischungen (RSA, ADH, LDHYV, RNase)

verglichen mit der der getrennt sedimentierenden

28 R. Benesce and R. E. Benesca, Federat. Proc. 15, 218
[1956.]

29 J. Staurr, H. BartreL, R. Jaenicke, R. Kreker u. E. UnLel,
Koll.-Z. 178, 133 [1961].
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Komponenten 2. Die verwendete Wellenlinge der
Lichtquelle im Absorptionsmaximum des AMC
(440 mu) sollte dabei fiir den Fall einer Komplex-
bildung in der Sedimentationsgrenze des Proteins
zu einem Sprung in der Transmission (-~ Schwar-
zung) fiihren. Im Bereich kleiner und mittlerer Pro-
teinkonzentrationen erweist sich die Schwirzung als
invariant in Bezug auf den Zell-Radius. Dies gilt fiir
RSA auch bei hohen Konzentrationen (4%). Bei
RNase (4% =23-1073%m. in 107%m. AMC, Phos-
phat pg 7 und Acetat pg 5) ergibt sich densito-
metrisch ein exponentieller Schwarzungsabfall in der
Sedimentationsgrenze, der sich im Falle der Uber-
schichtung mit der AMC-Losung (als Losungsmittel)
zu einem Peak mit dem Maximum im 50%-Punkt
der Sedimentation entwickelt. Fiir LDH V (5-1075-
m., Phosphat py 7) resultiert das gleiche Verhal-
ten *. Bei hohen Proteinkonzentrationen gelingt dem-
nach der unmittelbare physikalisch-chemische Nach-
weis der Komplexbildung. Damit ist (auBler fir
RSA) auch fiir den Fall niedrigerer Proteinkonzen-
trationen die Bildung schwacher Komplexe nicht aus-
zuschlieBen; hinzukommt die Moglichkeit einer As-
soziation mit hoher Platzwechsel-Haufigkeit, die sich
auf die enzymatische Funktion auswirken konnte.

4. AMC-Enzym- Wechselwirkungen

Die folgenden Versuche beziehen sich auf die en-
zymatische Funktion (Inhibition oder Stimulierung
durch AMC).

Die Mehrkomponenten-Systeme enzymatischer Tests
lassen Sekundirreaktionen zu, die durch Blindversuche
gepriift wurden. Aufler im Falle der RNase wurden die
untersuchten Enzyme prinzipiell in Abwesenheit von
Koenzym und Substrat mit AMC inkubiert, so da} auf-
tretende zeitabhéngige Aktivitdtsdnderungen nur auf
Enzym-AMC-Wechselwirkungen und nicht auf die Kom-
ponenten des Testansatzes zuriickgefiihrt werden kon-
nen.

a) RNase. Eine Chromophoren-Wechselwirkung kann
wegen des im gesamten Spektralbereich verschwinden-
den Differenzspektrums (A4e/emax <<1%) ausgeschlos-
sen werden (s.o.). Fiir AMC/s-RNA (2:1075-m./0,1%
s-RNA) ergibt sich auf Grund der schwachen Guanosin-
AMC-Wechselwirkung 11 Ae/e;q 225%, wihrend ein
Einflul des CCP auf das AMC-Spektrum nicht festge-
stellt werden kann (de/e << 2%). Die Modifikation des
AMC durch McFaydens Reagenz im Falle der

* Eigensedimentation des AMC kann unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen nicht nachgewiesen werden
(Konstanz von caMC entlang der Sedimentationskoordi-
nate).
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Kalnitsky-Methode (Rotverschiebung um ~25 mu)
entspricht dem von Brockmans 17 bei der Einwirkung
von konzentrierter HC1 auf AMC beobachteten Verhal-
ten. Sie ist der enzymatischen Reaktion nachgeordnet
und daher hier ohne Bedeutung.

Fir die RNase-Aktivitat ergibt sich im Falle der
Kalnitsky-Methode (bei linearer Konzentra-
tions-Abhéngigkeit) zwischen den Werten mit und
ohne AMC eine konstante Extinktions-Differenz von
Ae =0,019 £ 0,003, die durch die zusitzliche Extink-
tion des AMC in der Mischung bedingt ist. Korrek-
tur dieses Wertes fithrt zu ibereinstimmenden Ak-
tivitdten in beiden Fallen. Bei der Kunitz-Methode
wurde die Unsicherheit der ¢*-Messung durch die
Bestimmung der Anfangs-Neigung im & wst-Dia-
gramm umgangen, indem die Extinktionsabnahme
des Enzym/Substrat-, bzw. Enzym/AMC/Substrat-
Gemisches bei 300 mu im Verlauf der ersten 5 min
verglichen wurde. Fiir die Mittelwerte aus je 5 Ein-
zelmessungen bei Inkubationszeiten bis zu 13 h folgt:

ohne AMC:
Aegpp=0,144411%
(2ml 0,1% s-RNA, py 5
+1ml 50 ug/ml RNase),

mit AMC:
Aege0=0,146,1+1,4%
(wie zuvor + 40 ug AMC,
beide bei 30,0 °C).

Die Bestimmung nach Cr o o k mit CCP als Substrat
fiihrt zu der Kurve in Abb. 5. Der nach dem kine-
tischen Ansatz In[1— [CP]{/[CCP],] = —K"‘t po-
stulierte lineare Verlauf im log(l—fe) vs ¢-Dia-

€26210°

T 100
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Abb. 5. EinfluB von AMC auf die CCP-Aktivitait von RNase

(Croox 2%), T=30 °C; 0,43 mg CCP+25 ug RNase (+40 ug

AMC) in 1,5ml Tris pg 7,0; Mittelwerte von je 4 Einzel-
messungen.

** Die Abweichung kann auf der Unsicherheit in ¢ oder auf
einer Verunreinigung des CCP mit etwa 5% Cytidylsdure
beruhen, die RNase kompetitiv hemmt.
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gramm ist dabei nicht exakt realisiert **. Die An-
fangs-Neigung als Aktivitats-proportionale Grofe
liefert aus je 3 Mefireihen:

ohne AMC:
Aége = 0,110, % 0,001,
(2 ml CCP = 0,86 1ig, py 7
+ 1 ml 50 wg/ml RNase),
mit AMC:

A€292 = 0,1092 i 0,0019
(wie zuvor +40 ug AMC/ml,
30,0 °C).

Eine eventuelle zeitabhingige Aktivitdtsdénderung
kann dabei nicht beobachtet werden; mit dieser Ein-
schrinkung stimmt auch die CCP-Aktivitdt mit und
ohne AMC fiir das angewandte AMC/RNase-Ver-
héltnis iberein.

b) SH-Enzyme. Alle untersuchten Dehydrogena-
sen zeigen in Anwesenheit von AMC eine von der
Inkubationszeit abhingige Anderung der enzymati-
schen Aktivitit.

Blindversuche ohne AMC dienten in allen Fillen als
100%-Bezugswert. Es wurde die Abhingigkeit der Akti-
vititsinderung vom molaren Verhiltnis qc = camc/
CEnzym (AMC in der Enzymlosung in Abwesenheit von
Koenzym und Substrat), von der Inkubationszeit (t,=
AMC im Testpuffer) und von Zusatzkomponenten zur
Inkubationsmischung (Cystein, DNA, RNA) untersucht.
Die 3 Zusitze stellen im Falle von LDH Inhibitoren der
Pyruvat-Hydrierung dar; die Aktivitit im Blindversuch
Nucleinsiure/Enzym oder Cystein/Enzym wurde gleich
100% gesetzt. Der EinfluB des AMC auf die Konforma-
tion der Enzyme wurde parallel mit Hilfe der Rota-
tionsdispersion gemessen.

Abbn. 6 und 7 zeigen die Ergebnisse fir ADH,
GAPDH und LDH. In allen Fallen resultiert im pg-
Optimum in langsamer Reaktion eine g, propor-
tionale Desaktivierung, der in einigen Fillen Stimu-
lierung vorausgeht. Die fiir LDH I und LDH V un-
tersuchte pp-Abhingigkeit (Abb. 7) ergibt aufer-
halb des pg-Optimums Verschwinden der Desakti-
vierung (LDH V) bzw. schwache Stimulierung
(LDH I). Cystein und AMC verhalten sich gegen-
iiber dem Enzym kompetitiv (LDH V); beide Zu-
satze filhren zu einer Hemmung der Aktivitat, die
bei einem bestimmten Konzentrations-Verhéltnis
(5-10"%m. Cys/107%m. AMC, pg 7) zu einem sta-
tiondren Zustand konstanter (anomal hoher) Rest-
aktivitdt fiihrt, indem die Cys-AMC-Wechselwirkung
die Wechselwirkungen mit dem Enzym iiberkompen-
siert. Aullerhalb dieses Konzentrationsbereiches oder
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Abb. 6. Desaktivierung von ADH und GAPDH durch AMC
(qc als Parameter. Aktivitit ohne AMC = 100%, T = 25 °C.
Kurven 1—4: ADH [Phosphat pr 7,0] Inkubatlons -Mischung:

_ 271078 e, 5 3:3°107° i, g 331073
L 0= 550090253 25 7.70-0 = 12°10% 3.9 50
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4,5-10—5
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Abb. 7. Desaktivierung von LDH I und LDH V durch AMC
und Actinomycin-Analoge (gc und pg als Parameter). Aktivi-
tit ohne AMC=100%, T=25 °C. LDH I: 1. pg 5, gc=4-10%;
2. pH 7, g¢c=4-104 LDH V: 3. pH 7, gc=4-103%; 4. pH 7, qc
=3,5-10%; 5. pH 8, g¢=>5-10%; 6. pH 9, gc=5-10%; Pr: qc
=1,7-10%; MeBl: gc=1,7-10%; PI: g.o23-10%; P II: gc~10.

bei getrennter Einwirkung tritt die normale Desakti-
vierungskinetik auf (Abb. 8). Fir DNA und s-RNA
ergeben sich im Bereich niedriger AMC-Konzentra-
tionen dhnliche Verhiltnisse; bei mittleren und ho-
hen g, fiihrt Zugabe von DNA bzw. s-RNA zu kei-
ner wesentlichen Abnahme der Hemmwirkung des
AMC (Abb. 9).

Da die Zeit- und Konzentrations-Abhéngigkeit der
Desaktivierung (aufler im Falle der Cystein- und
Nucleinsiure-Blindversuche) im reinen Enzym/AMC
Inkubations-System beobachtet wurde, kann die
AMC-Wirkung nur auf einer direkten Wechselwir-
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Abb. 8. EinfluB von Cystein auf die Desaktivierung durch
AMC: LDH V, Phosphat pu 7,0, T=25 °C. 1. Aktivitdt ohne
Zusatz = 100%; 2. 5:10—3-m. Cys/3,5-10~%m. LDH ohne
und mit 10~4m. AMC; 3. 2,5-10~4m. Cys/3,5-10—8.m.
LDH/1:10—4-m. AMC; 4. 5-10—4-m. Cys/3,5-10—8-m. LDH;
5. 5:10~%m. Cys/3,5-10—8-m. LDH/1:10—4m. AMC.

20

t[h] —

Abb. 9. EinfluB von DNA und RNA auf die Desaktivierung
durch AMC: LDH V, Phosphat pg 7,0, T=25 °C. 1. Aktivi-
tdt ohne Zusatz = 100%; 2. AMC/LDH: ¢g.=2,7-10%; 3. In-
kubations-Mischung: 0,42 ug LDH + 100 ug AMC + 76 ug
DNA/ml; 4. 0,42 ug LDH+100 ug AMC+166 ug RNA/ml;
5. AMC/LDH: g.=2,7-10%; 6. 0,42 ug LDH + 10 ug AMC
+ 83 ug DNA/ml 7.1,7 ug LDH + 14 ug AMC + 33 ug

RNA/ml; $ LDH/DNA: 1,7 ug LDH + 34 ug DNA/ml.

kung der beiden Komponenten ohne Beteiligung von
Koenzym und Substrat beruhen. Wie Abb. 4 zeigte,
scheint sich diese Wechselwirkung in einer geringfii-
gigen spektralen Verschiebung im Bereich der AMC-
Bande zu duBlern. Zur genaueren Analyse wurden in
Analogie zur Untersuchung von Enzym/Koenzym-
Wechselwirkungen 2 an den Systemen ADH/AMC,
LDH I/AMC und LDH V/AMC ORD-Spektren im
Wellenldangen-Bereich zwischen 600 und 200 um ge-
messen. Es ergibt sich in allen Fallen im Bereich der

30 D. D. Urmer and B. L. Varieg, Advances in Enzymol. 27,
37 [1965].
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a® Abb. 10. Rotationsdispersion von AMC und De-
hydrogenasen und von AMC/Enzym-Mischun-
T gen (M); [Phosphat pg 7,0], T=27 °C; Lo-

e
il

— AMC
—.= ADH

w— LDHI
— LDHY

Camc _5:10°m
Co  10°m

sungen 30" bei 26000 g zentrifugiert. Cary 60,
Schichttiefe 0,1 dm; full range 2,0—0,002°.
Fiir 1 <280 mu (linke Ordinate) 1:100 ver-
diinnt.
002
Q04

Fehlergrenze (da~2—3%) Additivitat der Inkre-
mente. Zusatzliche (“extrinsic”) Cotton-Effekte wer-
den nicht beobachtet (Abb. 10).

Diskussion

Die Ergebnisse schlieBen unter quasi-physiologi-
schen Bedingungen generell die Bildung stabiler
Protein/AMC-Komplexe aus. Sofern Wechselwirkun-
gen eintreten, sind die Assoziate kinetisch zu labil,
um gelchromatographisch oder mit Hilfe der Gleich-
gewichts-Dialyse nachweisbar zu sein. Auch die Me-
thode von Hummel und Dreyer ldBt im Bereich
der methodischen Fehler keine Komplexbildung er-
kennen. Erst bei hohen Proteinkonzentrationen ge-
lingt mit Hilfe der Ultrazentrifugation der Nachweis
schwacher Komplexbildung. Damit wird zunéchst der
fluoreszenz-mikroskopische Befund bestitigt, nach
dem AMC am Zellkern, nicht aber im Cytoplasma
angereichert wird 3!. Fiir den Fall, dal auch im Be-
reich niedriger Proteinkonzentrationen bzw. kleiner
q. Komplexbildung eintritt, mul demnach die mitt-
lere Halbwertszeit der Assoziation klein sein. Fiir
die Wirksamkeit als Enzym-Inhibitor oder Aktivator
liegt darin — angesichts der hohen Wechselszahlen —
keine kritische Einschrankung. Dal} derartige Wech-
selwirkungen existieren, geht aus den Desaktivie-
rungs-Experimenten an SH-Enzymen hervor. Offen-
bar spielt hierbei der Peptid-Lacton-Ring, der bei
den angewandten Konzentrationen in gewissen Be-
reichen durch Selbst-Assoziation (Dimerisation) des
AMC intermolekular abgesittigt ist 32, keine wesent-

3 H. u. W. KersTEN, personliche Mitteilung.

liche Rolle. Das Auftreten von Differenzspektren
im Bereich der charakteristischen Phenoxazon-Ab-
sorption und die Desaktivierung durch Actinocin-
analoge Derivate allein sprechen vielmehr fiir eine
Chromophor-Wechselwirkung, als deren Partner we-
gen des Ausbleibens von UV-Differenzspektren und
wegen des negativen Befundes bei den AMC/Phe,
AMC/Try und AMC/Tyr-Blindversuchen Cystein an-
genommen werden kann. Fiir diese Annahme spricht
die Ahnlichkeit der Differenzspektren von Cystein
bzw. Glutathion/AMC einerseits und ADH/AMC an-
dererseits (Abb. 4), sowie der kompetitive Effekt im
Cystein/AMC/Enzym-System. Fiir die beiden ,,Nicht-
SH-Proteine“ (RSA, RNase) lassen sich bei Aus-
schlufl photodynamischer Reaktionen bzw. chemi-
scher Modifikationen des Farbstoffs keine Anderun-
gen molekularer Parameter feststellen; dies gilt. bei
Einwirkung des Chromophors ebenso wie fiir das
komplette AMC-Molekiil, wenn man von der Wech-
selwirkung bei extremen Konzentrationen (RNase)
oder im stark Sauren absieht. Im py-Bereich zwi-
schen pg 1 und 2 ergibt sich starke Komplexbildung
(vgl. S.478). Dabei sind kovalente Bindungen auf
Grund der Reversibilitat bei py-Umstellung (pg~ 2
— pu 9) auszuschlielen; desgleichen Ionenpaar-Bin-
dungen, die ungleichsinnige Ladung der Bindungs-
partner voraussetzen und einen inversen Einfluf}
der Ionenstirke erwarten lielen. Die experimentel-
len Indizien im Falle des RSA sprechen fiir hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen den Peptidringen
des AMC und dem in der offenen F-Form vorliegen-
den Protein-Molekiil 7.

32 'W. MirLer u. I. Emme, Z. Naturforschg. 20 b, 835 [1965].
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Auch im Falle der durch AMC-abhéngige Des-
aktivierung gekennzeichneten SH-Enzyme lassen sich
— abgesehen von einer minimalen spektralen Ver-
schiebung — keine signifikanten Anderungen physi-
kalisch-chemischer Parameter nachweisen (vgl. be-
sonders die Additivitait der ORD-Spektren). Die be-
obachteten Anderungen der enzymatischen Aktivitit
beruhen demnach auf sterischen Effekten resp. Kon-
formations-Anderungen, die jenseits der Nachweis-
grenze der verfiigbaren physikalischen Methoden lie-
gen. Eine ndhere Aussage iiber ihren molekularen
Mechanismus ist daher nicht méglich.

In Bezug auf die Ausgangs-Hypothese scheint eine
unmittelbare Stimulierung der RNase-Aktivitdt durch
AMC im Sinne der Hypothese b nicht vorzuliegen.

Die Kombination der Methoden von Kalnitsky
und Kunitz umfat ein Konzentrationsverhiltnis
RNase/RNA zwischen 1 und 130. Im Falle der Kal-
nitsky-Methode folgt aus der linearen Konzentra-
tions-Abhéngigkeit nullte Ordnung beziiglich des Sub-
strates, d.h. Séttigung des Enzyms mit Substrat. Bei
hoheren Enzymkonzentrationen (Kunirz) folgt die Ki-
netik niherungsweise der theoretisch zu erwartenden
Reaktion 1.Ordnung beziiglich Enzym und Substrat.

Unabhingig vom verwendeten Substrat und vom
Enzym-Substrat-Verhiltnis erweist sich AMC im un-
tersuchten Konzentrationsverhaltnis (g.~ 8 —300)
als ohne Einflu auf die enzymatische Aktivitat. Die
Vorstellung einer Enzym-Stimulierung durch allo-
sterischen Einflu des AMC kann demnach fiir den
Fall der RNase ausgeschlossen werden. Die von
Hiiz gefundenen Aktivitdts-Erh6hungen konnen da-
mit nur als Enzym-Induktion durch das Antibioti-
kum erkldrt werden, oder aber als Folge einer Wech-
selwirkung des AMC mit dem RNase-Inhibitor.

Die direkte Kldrung der Alternative scheitert an
der Unzuginglichkeit des reinen RNase-Inhibitors.

33 H. Hiz u. E. J. Kiemreien, Biochem. Z. 331, 563 [1959].
34 J. S. Rors, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 34
[1956].
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Da dieser aber iiber die Sulfhydryl-Funktion mit
RNase verkniipft zu sein scheint 33736, kann die be-
obachtete Wechselwirkung der SH-Enzyme mit AMC
als Modellreaktion einer méglichen AMC/Inhibitor-
Wechselwirkung diskutiert werden.

Wie an Hand der Differenzspektren und der Kon-
kurrenz-Reaktion von Cystein und AMC bereits aus-
gefiihrt wurde, kann der Einfluf des AMC auf die
Enzymaktivitit als Reaktion mit essentiellen SH-
Gruppen verstanden werden. Die Desaktivierung,
die auf Grund der Zeitabhingigkeit bei der Inkuba-
tion des Enzyms in Abwesenheit des Koenzyms wie
des Substrats nur auf einer direkten Enzym/AMC-
Wechselwirkung beruhen kann, konnte daher in Par-
allele gesetzt werden zu den Blockierungsversuchen
mit Jodacetat, pCMB o.a. SH-Agenzien, die im
Falle des RNase-Inhibitors, entsprechend der starken
Zunahme der RNase-Aktivitit im Zellhomogenat, zur
Dissoziation des Enzym-Inhibitor-Komplexes fiihren
(HiLz 33, Rorn 34736),

Die antibiotische Wirkung des AMC wére danach
— als moglicher zusatzlicher Mechanismus — durch
Hemmung oder Blockierung des RNase-Inhibitors zu
erkldren, die gleichbedeutend ware mit der von Hirz
beobachteten RNase-Stimulierung. Der Mechanismus
der Wechselwirkung bedarf zu seiner Kliarung wei-
terer Experimente.

Die Arbeit wurde ermoglicht durch groBziigige Unter-
stiitzung von Seitender DeutschenForschungs-
gemeinschaft und des Verbandes der
Chemischen Industrie. Herrn Prof. Dr. E.
Avunacen, Dr. W. Gruser und Dr. E. Fucas danken wir
fiir die freundliche Uberlassung von AMC, Enzymen
und Phenoxazon-Derivaten. Besonderer Dank gilt Herrn
Prof. Dr. J. Staurr sowie Prof. Dr. H. Hiuz und Dr.
E. Fucns fiir ihr Interesse an der Arbeit und fiir kriti-
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35 J. S. Rorts, J. biol. Chemistry 231, 1085 [1958].
38 J.S. Rors, Biochem. J. 101,112 [1966].



