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Potentiation of the Cancerostatic Effect of 6-Aza-  
uridine and 6-Azacytidine with 5-Bis - (2-chloro-  

ethyl)arninomethyluracil  

R e c e n t  cl inical  t e s t s  w i t h  6-azauridine,  car r ied  ou t  in 
th i s  coun t ry ,  ind ica te  t h a t  th i s  drug  m a y  in some cases 
b r ing  a b o u t  remiss ion  of leukaemia  as well as some degree  
of regression of cer ta in  solid tumours .  The  dose requ i red  
to  achieve  these  effects  is, however ,  r a t he r  large (100 to  
300 mg/kg  weight) .  Fo r  th is  reason we h a v e  a t t e m p t e d  to  
p o t e n t i a t e  t h e  effect  of 6-azaur idine b y  cance ros ta t i c s  of 
o the r  types .  We  h a v e  now found t h a t  t he  e f fec t  of 6- 
azaur idine ,  as well as of 6-azacyt id ine  1, is m a r k e d l y  
p o t e n t i a t e d  b y  5-b i s - (2-ch loroe thy l )aminomethylurac i l  
(b i s -ch lo roe thy lamino thymine ,  BCEAT),  a cy to s t a t i c  
a g e n t  recen t ly  syn thes i sed  in these  Labora to r i es  *. 

Resu l t s  of our  e x p e r i m e n t s  on Ehr l i ch  asci t ic  t u m o u r s  
are  s u m m a r i s e d  in t h e  Tables  I a n d  I I .  The  t u m o u r s  
e m p l o y e d  are  prac t ica l ly  insens i t ive  to  6-azauridine.  How-  
ever,  w h e n  appl ied  in combina t i on  w i t h  B C E A T  the  
surv iva l  t ime  of the  expe r imen ta l  an imals  is increased to  
as m u c h  as twice t h a t  of the  u n t r e a t e d  controls .  The  
super io r  p roper t i e s  of  B C E A T  as c o m p a r e d  wi th  t he  
wide ly  employed  t r i ch lo roe thy l amine  hydroch lo r ide  (TS- 
160 Spofa) are  c lear ly  ev iden t  f rom Table  II .  I n  t he  case  
of solid Ehr l i ch  t u m o ur s  (Table I I I )  p o t e n t i a t i o n  by  
m e a n s  of B C E A T  appear s  to  be  s ta t i s t i ca l ly  s igni f icant  in 
the  case of 6-azacyt id ine  b u t  no t  in t he  case of 6-aza- 
uridine.  

Zusammen/assung. Es  wird  gezeigt ,  dass  die cancero-  
s ta t i sche  W i r k u n g  yon  6-Azauraci l  und  6 -Azacy t id in  bei  
M/iusen du rch  5-Bis - (2-ch loroe thy l )aminomethylurac i l  
s ign i f ikan t  po tenz i e r t  wird.  

Tab. I. Ehrlich tumour (ascitie form). 20 x 106 cells were given i.p., 
therapy initiated on the day following inoculation, the drugs ad- 

ministered daily i.p. in physiological solution. 

Daily dose Total number Average Number 
of doses survival of mice 

mg/kg time 

Controls -- -- 12.5 12 
Azauridine 250 8 13.3 12 
BCEAT a 0.25 13 18.3 12 
BCEAT and a 0.25 14 26.0 11 
Azauridine 250 14 

a p < 0.001 

Tab. II. Ehrlich tumour (ascitie form). 15 × 10* cells i.p., therapy 
initiated on the day following inoculation, the drugs given daily i.p. 

in physiological solution. 

Daily Total Average Number 
dose number survival of mice 
mg/kg of doses time 

Con trois -- -- 12.9 13 
BCEAT a 0.25 14 17.8 10 
Triehloroethylamine 
hydrochloride 0.20 e I l d 13.6 10 
Trichloroethylamine b 
hydrochloride and 0.20 I I d 16,8 I0 
azauridine 500 l I 
BCEAT and a 0.25 14 23.2 9 
azauridine 500 14 

a p < 0.001. b p < 0.02. e Equimolar with BCEAT. d The number of 
doses could not be increased; the animals began to die on the 1 t th day. 

Tab. III. Ehflich tumour (solid form). 20 x l0  s cells were trans- 
planted s.c., therapy initiated on the fourth day following inoculation, 
the drugs administered daily i.p. in physiological solution. The mice 
were killed on the I5th day following transplantation, weighed and 

the average weight of the turnouts for each group determined. 

Daily Total Average Average Number 
dose number weight weight of mice 
mg/kg of doses of tumour of mice on 

the 15th day 
after trans- 
plantation 

Controls -- -- 379 29.4 11 
Azacytidine 250 9 345 27.1 10 
Azacytidine a 250 9 261 24.4 10 
and BCEAT 0.25 9 

a p < 0.05 

F. ~ORM and  J. VESELX~ 

Czechoslovak Academy o~ Science, Institute o/ Organic 
Chemistry and Biochemistry, Prague (Cechoslovakia), 
February 23, 1961. 

1 F. ~ORM, J. SMRT, and V. CERNECKIJ, Exper. 17, 64 (1961). 
J. FARKAg and F. ~ORM, Coll. Czech. Chem. Commun. 96, 893 
(1961). 

Gonadotrope Wirkung von Spermaextrakten 

NUKARYIA 1 zeigte,  dass  d u r c h  Spe rma in j ek t i onen  Ka-  
s t ra t ionsfo lgen  bei c~ R a t t e n  tei lweise au fgehoben  we rde n  
k6nnen.  FULCONIS und  CmnpPoNI ~ sowie VARGAS 3 zeigten,  
dass  S p e r m a i n j e k t i o n e n  die Re i fung  der  Foll ikel  herbei -  
f i ihren und  dass die Ver / inderungen  am Ovar  j enen  n a c h  
G o n a d o t r o p i n v e r a b r e i c h u n g  gleichen.  In  e iner  frf iheren 
Arbe i t  (CHUR'f 4) k o n n t e n  wi t  die oben  e r w ~ h n t e n  Befunde  
bes t~ t igen  und  ferner  zeigen, dass  auch  resorb ie r tes  
S p e r m a  ahnl ich  wirkt .  Alle diese Befunde  f i ihr ten  uns  zur  
A n n a h m e ,  dass  b e s t i m m t e  Spe rma-S to f f e  ffir die e rw~hn-  
t en  V e r a n d e r u n g e n  v e r an twor t l i ch  sind. Die f o l g e n d e n  
Versuche  d i e n t e n  de ren  E r m i t t l u n g .  

Als Versuchsmate r i a I  b e n u t z t e n  wir  infant i le  R a t t e n  
u n d  M~useweibchen,  die in 9 Gruppen  getei l t  wu rden  
(siehe Tabelle).  

Gruppe Zaht Versuchsdaten und Bemerkungen 
der 
Tiere 

I 11 Ratten, Spermaextrakt, ges. Menge 2,4 ml 
II 8 Ratten, Spermaextrakt, ges. Menge 3,6 ml 
III 7 Ratten, Spermaextrakt, inaktiviert, 2,4 ml 
IV 15 Ratten, Azetonpr/izipitatliisung 2,0 ml 
V 17 M~iuse, Spermaextrakt, ges. Menge 1,2 ml 
VI 13 Mfiuse, Azetonpr~izipitatlSsung 0,8 ml 
VII 9 Ratten, Kontrolltiere, Physiol. L6sung 
VIII 10 M/iuse, Kontrolltiere, Physiol. L6sung 
IX 10 Ratten, FSH, Kontrolltiere, ges. Menge 0,5-1,0 R.E. 

I S. NUKARYIA, Arch. ges. Physiol. 214, 697 (1926). 
H. FULCONIS and L. CHIAPPONI, R6v. franc, gyndcoL ~ ,  441 (1934). 
L. VARGAS, Ann. Inst. Biol. 6, 83 (1934). 
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Die  S p e r m a e x t r a k t e  w u r d e n  aus  d e m  A z e t o n - S p e r m a -  
n iede r sch lag  d u t c h  24 h d a u e r n d e  E x t r a k t i o n  m i t  phys io-  
logischer  L b s u n g  herges te l l t .  Die E x t r a k t i o n  wurde  im 
E i s s c h r a n k  bei  + 4°C durchgef i ih r t .  Das  Aze tonprAz ip i t a t  
des S p e r m a e x t r a k t e s  wurde  d u r c h  Zugabe  des 2 ,5fachen 
V o l u m e n s  Aze ton  z u m  S p e r m a e x t r a k t  gewonnen .  Das  
P d i z i p i t a t  wurde  a b z e n t r i f u g i e r t  u n d  n a c h  Auf lbsen  in 
phys io log i scher  L b s u n g  b e n u t z t .  Die S p e r m a e x t r a k t e  
sowie die L b s u n g  des  A z e t o n - P d i z i p i t a t s  w u r d e n  den  
R a t t e n  2 - 3 m a l  t~gl ich wS.hrend drei  T a g e n  v e r a b r e i c h t .  
A m  4. Tag  w u r d e n  die Tiere ge tb te t .  Bei  Mi iuseversuchen  
w u r d e n  die I n j e k t i o n e n  n u r  w~thrend zwei T a g e n  v e r a b -  
r e i ch t ;  a m  d r i t t e n  Tage  w u r d e n  die M/iuse ge tb te t .  Die 
biologische W i r k u n g  de r  S p e r m a e x t r a k t e  und  des Aze ton-  
pr~tzipi tats  wurde  a n  Ova r i en  u n d  Miiuseuter i  b e s t i m m t .  
Das  U t e r u s g e w i c h t  w u r d e  m i t  de r  Tor s ionswaage  gemes-  
sen, die Ver~inderungen  a n  Ova r i en  h i s to log isch  b e s t i m m t .  
U m  den  Stoff,  we lcher  im S p e r m a  biologisch w i rk sam ist, 
n~ther zu b e s t i m m e n ,  w u r d e n  Pap ie re l ek t rophorese ,  Pap ie r -  

c h r o m a t o g r a p h i e  sowie die B iu re t -  u n d  M o l i s c h - R e a k t i o n  
b e n u t z t .  

Die Versuchse rgebn i s se  zeigen, dass  bei MSmsen die 
A p p l i k a t i o n  yon  S p e r m a e x t r a k t e n  u n d  Aze tonpr / i z ip i t a t -  
16sung s t a r k e  U te rusg r6s senve rSmderungen  h e r v o r r u f t .  
Bei  den  Kontrol lmS.usen b e t r u g  das  d u r c h s c h n i t t l i c h e  
U t e r u s g e w i c h t  3,8 ~= 0,7 mg;  n a c h  S p e r m a e x t r a k t i n j e k -  
t i o n e n  s t ieg es au f  7,2 + 0,9 m g  u n d  n a c h  Azetonpr / iz i -  
p i t a t l b s u n g  auf  12,3 ± 1,2 mg. Diese U t e ru s g r6 s s en -  
v e r ~ n d e r u n g e n  k 6 n n e n  d u r c h  die f r i iheren  B e f u n d e  u n d  
A n g a b e n  DELFS 5, FEVOLD 6, sowie CLARINGBOLD u n d  
LAMOND 7 erkl / i r t  werden.  Bei  den  R a t t e n  ru fen  die Sp e rma-  
e x t r a k t i n j e k t i o n e n  sowie die A p p l i k a t i o n  y o n  Aze ton -  
pr~ iz ip i ta t -Lbsung das  W a c h s t u m  des Ova r s  hervor .  Die 
O v a r i e n v e r g r 6 s s e r u n g  war  n a c h  d en  I n j e k t i o n e n  y o n  

a. e. DELFS, Endocrinology 28, 196 (1941). 
H. L. FEVOL1), Endocrinology :38, 3:~ (194 l). 
P. J. CLARINOBOLD und D. R. LAMOSD, J. Endocrin. 16, 86 (1967). 

v 

' 72~2; 

Fig. 1. (a) Ovarium yon infantilen Ratten; (b) Ovarium y o n  infantilen Ratten nach Injektionen yon inaktiviertcln Spermaextrakt; 
(c) Ovarium nach Injektion yon 2,4 ml 0,ktiven Spermaextraktes; (d) Ovarium nach Injektion yon 3,6 ml Spermaextrakt. Die mikro- 

skopischen Aufnahmen sind alle 120fach vergr6ssert. F~irbung Hfimatoxylin-Eosin. 
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Fig. 2. Links oben: Papierchromatogramm von 0,01 ml Peptid- 
L6sung. Entwiekhmgssystem Butanol-Essigsiiure-Wasser. Rechts 
oben: Papierehromatogramm des partiellen H ydrolysats des Peptids; 
Entwicklungssystem dasselbe. Unten: Elektropherograinm der 
Peptid-L6sung; 0,02 ml, 300 V, Essigsanrepuffer yon pH 1,7. 

Bemerkung: Alle Photos prom. Biologe Crha. 

Aze tonpr~z ip i ta t l6sung  ausgepr / ig ter  als nach  der  Ver- 
ab re ichung  von S p e r m a e x t r a k t i n j e k t i o n e n .  l~bersichtl ich 
s ind die makroskop i schen  und mikroskopischen  Ver/~nde- 
rungen  der  Ovar ien  in der  Figur  1 darges te l l t ,  l n a k t i v a t i o n  
des S p e r m a e x t r a k t e s  wXhrend 1 h durch  90-95°C beein-  
f lusst  die biologische Wi rksamke i t  nur  geringfiigig. 

Obwohl  zwischen der  Gruppe,  die mi t  F S H  behande l t  
wurde,  und der  Gruppe ,  welche mi t  S p e r m a e x t r a k t  oder  
Azetonpr / iz ip i ta t l6sung  b e h a n d e l t  wurde ,  h is to logisch 
einige Differenzen b e m e r k b a r  sind,  l inden  wir in be iden  
Reihen  S t imula t ion  des Fol l ike lwachs tums,  Beschleuni-  
gung des O v a r i e n w a c h s t u m s  und  der  V e r m e h r u n g  der  
Granulosazel len,  also jene Ersche inungen ,  die fiir die 
Wirkung  w m  F S H  typ i sch  sind.  Ausser  diesen biologischen 
Wi rkungen  k o n n t en  wir auch eine ziemtich s ta rke  Neben-  
n i e r enhype r t roph ie  beobach t en  und in einigen FV211en eine 
Verkle inerung der  Hypophyse ,  Ob diese Ver / inderungen  
spezifisch sind,  miissen j e t z t  wei tere  Versuche  abkl~iren. 

Obwohl  der  in S p e r m a e x t r a k t e n  anwesende  Stoff  bio- 
logisch d e m  F S H  nahe  s teh t ,  ist er mi t  d iesem H o r m o n  
nicht  ident isch.  Die pap ie re l ek t rophore t i schen  und  papier -  
c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  S tud ien  zeigten, dass  es sich um ein 
Pep t id  handel t .  I)as Pep t i d  ha t  ungef~thr 13 Aminosi ture-  
reste,  enth/ i l t  e inen Zucker  (posit ive Mol isch-Reakt ion) ;  
seine biologische Akt iv i t / i t  betr / igt  ungef/ ihr  35 Einhe i ten /g .  
Ch ro ma t o g rap h i s ch  und  e lek t rophore t i sch  verhie l t  sich 
der  Stoff  e inhei t l ich (Figur 2). Unse ren  SchS~tzungen nach  
en tha l t en  100 ml E b e r s p e r m a  ungef/ ihr  0 ,04-0,05% dieses 
Stoffes. 

In den Vorde rg rund  t r e t en  nun  einige F ragen :  (1) ob 
die beschr iebene  Wi rkung  d i rekt  oder  ind i rek t  ist, (2) wel- 
chen Ursp rungs  dieser  Stoff  im Sp e rma  ist. E ine  Bean t -  
w o r t u n g  dieser  F ragen  k6nnen  nur  wei tere  Versuche  er- 
geben.  Wir  hoffen aber,  dass  der  Befund  eines biologisch 
wi rksamen  Pep t ids  im Spe rma  einige Befunde  andere r  
Forscher  n/iher kl/iren kann ;  in e rs te r  Linie die Angaben  
von STRATMAN und  SELF 8, I)OKUNIN 9 und  PITKJANEN 1°, 
sowie auch  die Angaben  yon  LAMOND und  CLARINGBOLD U 

Summary .  The  act ion of spe rm ex t r ac t s  and  ace tone  
prec ip i ta te  of these  ex t r ac t s  upon  the  g rowth  of ova ry  and  
u te rus  was inves t iga ted  on infant i le  mice and  rats .  I t  was 
found t h a t  in jec t ions  of t he  a b o v e - m e n t i o n e d  agents  in- 
creased the  u ter ine  and  ovar i an  weights  and  caused  
microscopic changes  s imilar  to those  caused by  F S H .  The 
act ive  principle present  in the  spe rm m u s t  be a pept id .  
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N i t r o s a m i n e s  and Other Carc inogens  as Agents  of 
Prote in  Denaturat ion  ~2 

The  hypo thes i s  t h a t  a re la t ionship  exis ts  be tween  
carcinogenesis  and pro te in  d e n a t u r a t i o n  was set  fo r th  as 
ear ly  as 1938 by  RONDONI (reviewed in 3). Dur ing  de- 
n a t u r a t i o n  a p ro te in  molecule  passes  f rom a specific con- 
f igura t ion  to  a less order ly  s t ruc ture ,  while  s imilar ly in 
carcinogenesis  there  is an increasing anaplas ia  in the  
tissue. AMBROSE 4 has  po in ted  out  a more  direct  connec t ion  
be tween  ded i f fe ren t ia t ion  of t issue morpho logy  at  the  

microscopic level and  submicroscopic  a l t e ra t ions  a t  the  
macromolecu la r  level. Similar  concep t s  have  been  reached  

1 This work was supported by USPHS Grant CY-4939 at the 
University of Florida, and by USPHS Grant C-5431 and a Grant- 
in-aid from tile Greater New Orleans Cancer Association and the 
Cancer Society of Greater Baton P, ouge, at Tulane University. 
Presented at the Fifty-second Annual Meeting of the American 
Association for Cancer Research, Atlantic City, N.J., April, 1961 
(Abstr., Proc. Amer. Assoc. Cancer Research 3, 206 (1961)). 

3 p. RONDONI, Adv. Cancer Res. 3, 171 (1955). 
4 E. J. AMBROSE, Brit. J. Cancer ~', 259 (1954). 


