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Wirkung von Cholinesterasereaktivatoren
auf diphosphorylierte Acetylcholinesterase
aus Drosophila melanogaster Meig.

und aus Rindererythrozyten

K. HELLENBRAND und W. H. Fucus

Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz
der Universitat, Gottingen

Bestimmte mono- und bisquartire Pyridiniumaldoxime reak-
tivieren phosphorylierte Acetylcholinesterase (AChE) durch
nukleophilen Angriff und Abspaltung des Phosphorylesters
von der esteratischen Stelle des Enzyms (vgl. {15, 2] u. a.).

Wir verglichen die Reaktivierung von Pyridin-2-aldoxim-
methyljodid (2-PAM von Bayer/Leverkusen) und 1,1-Oxydi-
methylen-bis-(4-hydroxyiminomethyl)-pyridininmchlorid (To-
xogonin von Merck/Darmstadt) nach Inkubation mit Para-
oxon, Diazoxon, DDVP und Phosphamidon an AChE aus fil-
triertem Homogenat ganzer Taufliegen (Aktivitit etwa 0,05
moljml/min, pH 7,5, 20°C) und AChE aus Rindererythro-
zyten (gereinigtes Préparat von Wintrop Laboratories, New
York), deren Aktivitit durch Verdiinnung dem Drosophila-
Priparat angeglichen wurde.

Tabelle 1. Relative Aktivitdt von Drosophila-AChE nach Hemmung
durch Phosphorsiureester und Reaktivierung

Paraoxon DDVP
ohne Phosphorsiureester 100,0 100,0
ohne Reaktivator : 0,5 1,5
mit 2-PAM 88,0 49,6
mit Toxogonin 12,1 13,1

Tabelle 2. Relative Akbivitdt von Drosophila- und Rindeverythrozyten-
ACHE wnach Paraoxon-Hemmung und Reaktivierung durch 2-PAM
und Toxogowin

Naturwissenschaften

AChE verschiedener Herkunft Hinweise auf die unterschied-
liche Struktur der Enzyme geben.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir freund-
liche Hilife.
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Tetrahydro-1,3,5-thiadiazin-2-thione mit Wirkung
gegen Opisthorchis felineus

M. ScHORR, W. DURCKHEIMER, G. LAMMLER und A. RiECHE

Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt (Main)-Héchst,
und Institut fiir organische Chemie der Deutschen Akademie
der Wissenschaften zu Berlin, Berlin-Adlershof

Tetrahydro-1,3,5-thiadiazin-2-thione (I} entstehen bei der Um-
setzung von Ammoniak oder primdren Aminen mit Schwefel-
kohlenstoff und Aldehyden.
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RiecHE und Mitarb. [1] haben Synthese und Eigenschaften
zahlreicher Tetrahydro-1,3,5,-thiadiazin-2-thione beschrieben.
Dabei ergab sich, daB sich die in 3-Stellung durch Aralkylreste
substituierten Derivate (I, R!= Benzyl oder Phenylithyl)
durch ausgeprigte fungistatische und auch bakteriostatische

Tabelle. Festpunkt (Fp) und Dosis curativa minima per os in mglkg
Kérpergewicht (Dos.) fiir einige Verbindungen des Typs 11

Drosophila- Rindererythrozyten-
AChE AChE

ohne Paraoxon 100,0 100,0

ohne Reaktivator 1,4 (o}

mit 2-PAM 88,5 90,5

mit Toxogonin 18,4 97,5

R* R2 Fp Dos.

3,4—ClyCeH,—CH, —CH,-CH,—CH,0H 118° 3 X 200
4—CIC,;H,—CH, —CH,—CH,—CH,—CH; 110—111° 3 X200
4-FCH,—~CH,—CH, —CH,~CH,0H 98— 99° 3X 100
3,4—Cl,CeH;—CH,—CH, —CH,—CH,0H 125—126° 3 X 200

Methode: AChE mit anndbernd vollstindig hemmender Phos-
phoresterkonzentration 2 Std bei Zimmertemperatur inku-
biert, 12 Std gegen Phosphatpuiffer, pH 7,5 bei 4° C dialysiert,
mit Reaktivator zur Endkonzentration 102 mol versetzt,
nach 90 min Aktivitit nach HESTRIN (1949} kolorimetrisch
gemessen.

Durch die Didthylphosphate Paraoxon und Diazoxon voll-
stindig gehemmte Drosophila-AChE wird durch 2-PAM zu
80-—90% reaktiviert, nach entsprechender Einwirkung der
Dimethylphosphate DDVP und Phosphamidon zu etwa 50%,
durch Toxogonin, den besten Reaktivator fiir Sdugetier-
AChE [I4], dagegen in beiden Fillen nur zu 10—20% (Bei-
spiel s. Tabelle 1). Dagegen reaktivierten 2-PAM und Toxo-
gonin paraoxon-gechemmte AChE aus Rindererythrozyten
etwa gleich stark (Tabelle 2).

Abgesehen von der Moglichkeit, daBl verschiedene Reaktiva-
toren unterschiedlich auf rohe und gereinigte Enzympréiparate
wirken, bestehen folgende Deutungsmoglichkeiten fiir die ge-
fundenen Unterschiede:

Wenn die Uberlegenheit der bisquartdren Oxime iiber 2-PAM
auf das Vorhandensein von zwei anionischen Stellen bei der
Siugetier-AChE beruht [15] und bei Drosophila-AChE nur
eine solche Stelle vorlige, kénnte dadurch die Orientierung
der bisquartiren Verbindung behindert sein.
Wahrscheinlicher ist, daB die Entfernung der beiden anioni-
schen (oder anderen) Anhaftungsstellen von der esteratischen
Stelle bei den beiden AChE-Praparaten verschieden ist, hn-
lich wie dies Hir die Distanz der anjonischen und esteratischen
Stelle der AChE von Musca domestica und menschlichen Ery-
throzyten gilt [3]. Solche Unterschiede miiBten sich auf die
Wirkung bisquartirer Reaktivatoren stirker auswirken als
auf monoquartire. Trifft diese Deutung zu, kbnnte die unter-
schiedliche Wirkung eines Reaktivators auf phosphorylierte

Wirksamkeit auszeichnen. Um zu kliren, wie sich Abwand-
lungen des Aralkylrestes auf die Eigenschaften von I auswir-
ken, synthetisierten wir in der von RieEcHE und Mitarb. ange-
gebenen Weise eine Reihe solcher Derivate. Experimentell-
chemotherapeutische Untersuchungen ergaben, daB bestimmte
halogensubstituierte  3-Aralkyltetrahydro-1,3,5-thiadiazin-2-
thione (II) neben der antimycotischen und antibakteriellen
eine spezifische Wirksamkeit gegen den kleinen Leberegel
Opisthovchis felineus besitzen.

TSNS

R! = Halogenbenzyl oder Halogenphenylathyl
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Dem Leberegelbefall des Menschen und der Haustiere kommt
in vielen Lindern der Erde eine erhebliche Bedeutung zu.
Wihrend gegen den groBen Leberegel (Fasciola hepatica) und
den Lanzettegel (Dicrocoelium dendviticum) Medikamente als
wirksam bekannt sind und in der tieridrztlichen Praxis in brei-
tem Rahmen angewendet werden, gibt es gegen die bei Men-
schen und Tieren vorkommenden Opisthorchis-Arten noch
kein spezifisch wirksames Chemotherapeutikum.

Die Priifung erfolgte an den zu Versuchszwecken mit Opisthor-
chis felineus infizierten Goldhamstern [2]. Die zu untersuchen-
den Verbindungen wurden den Tieren insgesamt dreimal an
aufeinanderfolgenden Tagen oral appliziert. Der Behandlungs-
erfolg wurde durch Kotuntersuchung und Sektion der Tiere
festgestellt. Als Dosis curativa minima wurde jene Dosis fest-
gelegt, nach deren dreimaliger Verabreichung der Befall mit
Opisthovchis felineus beseitigt werden konnte. Fir einige Ver-
bindungen sind die so ermittelten Werte in der Tabelle zu-
sammengestellt. Uber die mogliche Bedeutung dieser Substan-
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zen als Arzneimittel sollen weitere Untersuchungen Aufschlu
geben, ber die an anderer Stelle berichtet werden wird.
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Influence of Adrenalectomy on the
Anti-Inflammatory Potency of
p-Butoxyphenylacethydroxamic Acid in the Rat

G. LAMBELIN and G. MEES

Continental Pharma Research Laboratories, Machelen
(Belgium)

N. P. Buu-Hoz

Institut de Chimie des Substances Natarelles du C.N.R.S.,
91-Gif-sur-Yvette (France)

We recently showed that p-butoxyphenylacethydroxamic acid
(I) has pronounced antiphlogistic properties, on a similar scale
to those of phenylbutazone and very superior to those of ace-
tylsalicylic acid [Ia]

- O @;
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this pharmacodynamic activity is shared by many other ar-
ylacethydroxamic acids [15]. It seemed of interest to establish
its mode of action, and to determine whether the compound
acts by stimulation of the adrenals, as has been suggested for
salicylic acid derivatives [2], or whether, like phenylbutazone
[3], it is independent of this activation.
We used the technique of carrageenin-induced abscesses pro-
duced according to the process described by BEnirz and HALL
[4]. Bilateral adrenalectomy was performed four days prior
to the test according to [5], on albino rats of a Wistar strain.
Three dose levels (D) of compound (I) were tested in both
normal and adrenalectomized rats, control groups being con-
stituted in both cases. The experiments were repeated (18 re-
sults for each studied dose level).
1n our calculations, the dosage » =log D was used. The activ-
ity of compound (I) was evalnated in each group by the
weight-reduction of the abscesses of treated animals (T) in
comparison to the mean weight of the abscesses induced in the
corresponding controls (¢) according to the relation: y=log (¢/ T)
(the higher the ¢/T ratio the more active the compound).
The regression lines of log ¢/T on » were compared one to an-
other.

The following Table shows the registered results

Rats compound I mean mean slope regression
—_———— log D logTT b line equa-
dose D¢/T =% =7 tion
mg/kg mean 3+ S.E.

72 250 1.334-0.09 2.699 0.143 0.088 y=—0.094

normal 500 1.34-4+0.07 + 0.088
1000  1.5140.09

72 adr. 250 1.14+0.03 2.699 0.074 0.036 y=—0.023

ecto- 500 1.224-0.08 +0.036 x

mized 1000 1.204-0.06

The results show that adrenalectomy inhibits the antiphlogistic
activity of compound (I) considerably. Although the slope of
the regression line is much weaker in the adrenalectomized rats
as compared to the normal rats, the two slopes do not differ in
a significant manner; consequently, a common slope has been
calculated and is established at 0.062. The lines are thus con-
sidered as parallel. They are distinct from each other in a highly
significant manner (P<C0.001) and the potency ratio is 12.9
with confidence limits for P = 0.05 of 0.65 to 269.

In conclusion, the anti-inflammatory activity of compound (I}
towards the carrageenin-induced abscess is about ten times
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less in adrenalectomized rats than in normal ones; this suggests
that this compound acts in great measure through activation
of the adrenals.
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Stabilisierung der bikonkaven Erythrozytenform
durch Chlorpromazin nach schweren Verbrennungen

D. BrasscH

Physiologisches Institut der Universitit, Marburg (Lahn)

10 bis 20 Std nach einer schweren Verbrennung lassen sich beim
Hund und Kaninchen vermehrt deformierte Erythrozyten im
Blut nachweisen. 10 bis 70% der Zellen kénnen eine eckig-stech-
apfelférmige und in geringem Mafe auch sphirische Form an-
nehmen [I]. Da kugelférmig gequollene Erythrozyten ihre
Flexibilitit verlieren und dadurch den Reibungswiderstand
in den Kapillaren erheblich erhthen, wird angenommen, daf
die gestérte Mikrozirkulation nach einer Verbrennung z. T.
auf vermindert flieBfihige Erythrozyten zuriickgefithrt wer-
den kann [1]. .

25 mg Megaphen ® i. m. kann beim Hund nach schweren Ver-
brennungen die Erythrozytenform normalisieren. Die stech-
apfelirmigen Zellen werden wieder bikonkav, z. T. napifor-
mig. Die Wirkung hilt 1 bis 2 Std an. In vitro werden Erythro-
zyten, die durch Inkubation im eigenen Plasma oder durch
freie Fettsiuren (4—5 mM]/l) Stechapfelformen annehmen,
durch Megaphen wieder in die urspriingliche bikonkave Form
transformiert. Die benotigte Megaphenkonzentration betragt
0,2bis 20 mg-%.

Die giinstige Wirkung des Chlorpromazins im experimentellen
Schock [2] kénnte neben der bekannten sympathikolytischen
Wirkung noch auf einer himodynamisch wirksamen Stabili-
sierung der bikonkaven Erythrozyten beruhen.
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Initiale Metabolite von Testosteron
in den Zellfraktionen der Rattenniere in vivo

K.-O. MosepacH und K. RATH

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit, Bonn

Die Rattenniere ist ein geeignetes Objekt, nach Verknitpfungen
zwischen Wirkungsmechanismus und Metabolisierung von Ste-
roidhormonen zu suchen. Da die Kenntnis der subcelluldren
Metabolit-Verteilung Voraussetzung firr die Kldrung der Zu-
sammenhinge ist, haben wir (vgl. [1]) die initialen Metabolite
in den Zellfraktionen studiert.

Methodisches: In drei etwa 30 Tage alte minnliche Sprague-
Dawley-Ratten wurden 20 bis 50 uc Testosteron-4-1%C (200—
500 pg) intraperitoneal injiziert. Die Aufarbeitung der Nieren
erfolgte 12 min nach Injektion. Die Zellfraktionierung wurde,
da die Behrens-Methode bei Studien von Lipoidverteilungen
nicht verwendbar ist, nach ALLFREY [2] in 0,5—0,25 m-Rohr-
zuckerlosung durchgefithrt. Trennung und Identifizierung er-
folgte wie frither mit 2—4 chromatographischen Systemen,
mikrochemischen Reaktionen und Isotopenverdiinnungstech-
nik. Die Papierchromatogramme wurden im Fliissig-Szintilla-
tions-Spektrometer ausgemessen.

Tabelle. Antedl der Zellfrakiionen am **C-Gehali

Kerne Mitochondrien - Mikrosomen Cytoplasma

absolut dpm/g 9500 6000 3250

10,2 6,5 4,0

74000

relaﬁv % 79,8




