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Loss of Tryptophan Pyrrolase Cofactor from 
Liver Cytoplasmic Structures of 3'-Methyl-4- 

dimethylaminoazobenzene Fed Rats 

s u p e r n a t a n t  f r ac t i on  f r o m  3-Me-4-DAB fed a n i m a l s  
(Figure)  give t h e  s ame  r e s u l t s - - n o  a c t i v a t i o n  w i t h  micro-  
somes  a n d  m i t o c h o u d r i a  f rom c a n c e r o g e n  fed r a t s  a n d  
m a r k e d  a c t i v a t i o n  w i t h  Ms a n d  M t  i so la ted  f rom cont ro ls .  

The  i nduced  f o r m a t i o n  of T r y p t o p h a n  py r ro l a se  x is b y  
fa r  t h e  b e s t  s t u d i e d  m o d e l  of e n z y m e  i n d u c t i o n  in  an i -  
ma l s  ~. I t  was  r e p o r t e d  r e c e n t l y  t h a t  L - t r y p t o p h a n  ad-  
m i n i s t r a t i o n  does  n o t  increase  t h e  t r y p t o p h a n  py r ro l a se  
a c t i v i t y  in  Nov iko f f  h e p a t o m a  ~ or  in  D u n n i n g  LC 18/81 A 
h e p a t o m a L  Acco rd ing  to  FIALA a n d  FIALA 5'6, azo- 
cance rogen  feeding  of r a t s  s t r o n g l y  i n h i b i t s  t h e  L - t r y p t o -  
p h a n  i n d u c t i o n  of t r y p t o p h a n  pyr ro lase .  I n  t h e  p r e s e n t  
i nves t iga t ions ,  t h e  i n d u c e d  f o r m a t i o n  of t r y p t o p h a n  
py r ro l a se  in  t h e  ea r ly  s tages  of  3 -Me-4-DAB cancero-  
genesis  was  s t nd i ed  fu r the r .  

E x p e r i m e n t s  were  c a r r i e d  o u t  w i t h  a l b i n o  r a t s  (100 to  
200 g of b o d y  weight )  fed a s e m i - s y n t h e t i c  d i e t  c o n t a i n i n g  
0 .06% 3-Me-4-DAB ~,s Accord ing  to  p rev ious  s tudies ,  t h i s  
d ie t  e n h a n c e s  t u m o u r  f o r m a t i o n  a f t e r  a pe r iod  of a b o u t  
6 m o n t h s L  T r y p t o p h a n  py r ro l a se  was  i n d u c e d  b y  L-  
t r y p t o p h a n  ( H o f f m a n n - L a  Roche) ,  50-100  rag/100 g b o d y  
weight ,  o r  H y d r o c o r t i s o n e  (Scher ing) ,  2 mR/100 g b o d y  
weigh t ,  g iven  i n t r a p e r i t o n e a l l y .  T r y p t o p h a n  p y r r o l a s e  
a c t i v i t y  was  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  of K ~ o x  ~ ; p ro t e in -  
acco rd ing  to  LowRY et  al. ~0 

I n  a f i r s t  series of e x p e r i m e n t s ,  L - t r y p t o p h a n  a n d  
H y d r o c o r t i s o n e  i n d u c t i o n s  of t r y p t o p h a n  py r ro l a se  
a c t i v i t y  in  con t ro l  a n d  cance rogen  fed a n i m a l s  were  
s tud ied ,  t a k i n g  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  t h e  i n d e p e n d e n c e  of 
t he se  two  ways  of t r y p t o p h a n  py r ro l a se  i n d u c t i o n  n .  T h e  
re su l t s  a re  r e p r e s e n t e d  in  t h e  Tab le .  As m a y  b e  seen, 
3 -Me-4-DAB feeding  for 40 d a y s  decreases  t he  b a s a l  level  
of t r y p t o p h a n  py r ro l a se  a c t i v i t y  w i t h  55 % in c o m p a r i s o n  
w i t h  cont ro ls .  T h e  i n d u c e d  increase  of t r y p t o p h a n  pyr ro -  
lase  is s t r o n g l y  r e d u c e d  in  t h e  3 -Me-4-DAB group  w i t h  
b o t h  L - t r y p t o p h a n  ~,6 a n d  h y d r o c o r t i s o n e  as i nduc to r s .  

I n  o rde r  to  localize b e t t e r  t h e  ea r ly  i n j u r y  of l iver  cell 
s t r u c t u r e s  b y  t h e  cancerogen ,  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  of  
t r y p t o p h a n  py r ro l a se  was  s tud ied .  These  s tud ie s  were  
s t i m u l a t e d  b y  t h e  r e c e n t  f i nd ing  of GREENGARD a n d  
FEIGELSON x2 t h a t  a t r y p t o p h a n  py r ro l a se  cofac tor ,  
local ized in  m i t o c h o n d r i a  a n d  microsomes ,  is re leased  
f rom t h e s e  s t r u c t u r e s  a f t e r  i n d u c t i o n  a n d  is respons ib le ,  
a t  l eas t  in  p a r t ,  for  t h e  i n d u c e d  increase  of  t r y p t o p h a n  
py r ro l a se  ac t i v i t y .  T h e  l iver  h o m 0 g e n a t e  9 was  f r a c t i o n a t e d  
in  a M S E  ' S u p e r s p e e d  25'  r e f r i ge ra t ed  cen t r i f uge :  
nuc le i  (N) 10 m i n  a t  600 g; m i t o c h o n d r i a  (Mr) 20 ra in  
a t  12000 g, a n d  mic rosomes  (Ms) 90 m i n  a t  75000 g. I t  
was  found  t h a t  nuclei ,  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  mic rosomes  were  
devo id  of t r y p t o p h a n  py r ro l a se  ac t iv i ty ,  whi le  t h e  75 000 g 
s u p e r n a t a n t  + (S) h a s  on ly  3 0 - 4 0 %  of t h e  a c t i v i t y  of t h e  
o r ig ina l  h o m o g e n a t e .  A d d i t i o n  of M t  or  Ms f r ac t i ons  to  
t h e  s u p e r n a t a n t  g r e a t l y  increases  i t s  t r y p t o p h a n  py r ro l a se  
a c t i v i t y ,  t h e  level  of t h e  t o t a l  h o m o g e n a t e  b e i n g  reached .  
A p o t a s s i u m  chlor ide  m e d i a  was  f o u n d  essen t ia l  for  t h e  
re lease  of t r y p t o p h a n  pyr ro lase  cofac tor  f rom c y t o p l a s m i c  
s t r uc tu r e s ,  no  a c t i v a t i o n  be ing  o b s e r v e d  w i t h  0 . 2 5 M  
sucrose  med ia .  

T h e  b a s a l  t r y p t o p h a n  py r ro l a se  leve l  in  t h e  s u p e r n a t a n t  
o f  3 -Me-4-DAB fed r a t s  is 21% lower  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  
t h a t  of con t ro l  an ima l s .  T h e  a c t i v a t i o n  of t h e  s u p e r n a t a n t  
(S) f rom c o n t r o l  r a t s  b y  suspens ions  of M t  a n d  Ms i so la ted  
f rom c o n t r o l  a n d  3 -Me-4-DAB fed r a t s  is r e p r e s e n t e d  in 
t h e  Figure .  T h e  Ms a n d  M t  c o n c e n t r a t i o n  is t h e  s ame  as in  
t h e  or ig ina l  h o m o g e n a t e .  As m a y  be  seen, mic rosomes  a n d  
m i t o c h o n d r i a  i so la ted  f r o m  c a n c e r o g e n  fed a n i m a l s  a re  
u n a b l e  to  inc rease  t h e  t r y p t o p h a n  p y r r o l a s e  a c t i v i t y  of t h e  
s u p e r n a t a n t ,  t h u s  c o n t r a s t i n g  ~ d t h  t h e  c y t o p l a s m i c  
s t r u c t u r e s  f r o m  n o r m a l  an imal s .  E x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  

Rat liver tryptophan pyrrolase activity of normal and 3-Me-4+DAB 
fed rats 

Control animals 40 days 3-Me-4-DAB fed 
animals 

Number ~tM kinurenin[ Number ~M klnurenin[ 
h/g liver h]g liver 

(1) Basal levcl t I 8.02 5 3.65 
(2) 5 h after 6 35.3 3 13.91 

50 rag/100 g 
L-tryptophan 

(3) 5 h after 6 53.1 5 14.0 
2 mg]100 g 
Hydroeortisoue 
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S fPorn coni'Pol Pals S from 3-Me-4-Dh5 
fed Pcnfs(t+I] days) 

Effect of liver mitoehondria and microsomes from normal and 3-Me- 
4-DAB fed rats on tryptophan pyrrolase activity of the 75000 g 
supernatant. ~ Basal level of the 75000 g supernatant (S) from rat 
liver homogenates. The activity of the S from normal rats taken as 
1OO. [] Addition of suspensions of mitochondria (Mt) or mierosomes 
(Ms) isolated from normalrat liver. I Addition of Mt and Ms isolated 

from 40 days 3-Me-4-DAB fed rats. For further details see text. 
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The lat ter  results show tha t  the apoenzyme of t ryptophan 
pyrrolase, localized in the supernatant,  is not appreciably 
damaged in the early stages of 3-Me-4-DAB cancerogenesis. 
I t  must  be noted that  in all cases Mt isolated from 
cancerogen fed rats show some activating effect, while Ms 
are completely ineffective. This would suggest a more 
severe damage of microsomes than of mitochondria. 

Similar experiments on supernatant  act ivat ion were 
performed with prealably L- t ryptophan induced t rypto-  
phan pyrrolase. Celt fractionation and *ryptophan pyr- 
rolase act ivi ty  determinations were made 5 h after in- 
ductors application. The results of these experiments 
show tha t  addition of Ms and Mt from normal rats increases 
the Lryptophan pyrrolase act ivi ty  of the S fraction isolated 
from either control or 3-Me-4-DAB fed rats. On the other  
hand, Mt and more markedly Ms, isolated from cancerogen 
fed animals, are almost completely devoid of such 
activity.  

The results reported in this work show that  in the early 
stages of rat  liver cancerogenesis induced by 3-Me-4-DAB, 
liver cell microsomes and mitochondria are damaged in 
such a way that  they lose their t ryptophan pyrrolase co- 
factor. I t  is possible tha t  lipoprotein membranes of 
ergastoplasm (microsomes) and mitochondria are the first 
cellular structures damaged by the cancerogen. This 

damage determines subsequent changes in the permea- 
bility of cytoplasmic structures as revealed by changes in 
swelling 13aa and loss of cofactors15. Our results are con- 
sistent with the representation that  structural damage to 
ergastoplasm and mitochondria is the cause of the meta- 
bolic changes in cancerogenesis. 

Rdsumd. L'ingestion du canc~rog~ne 3-m6thyl-4-di- 
mgthylaminoazobenz6ne pendant  40 jours inhibe forte- 
ment  l ' induction de la t ryptophane pyrrolase du foie des 
rats caus6e par te L- t ryptophane ou bien l 'hydrocortisone. 
Les auteurs montrent  que cet effet est dfi A la perte du co- 
facteur de la t ryptophane pyrrolase des mitochondries et  
des microsomes des animaux soumis au r6gime alimentaire 
canc~rog~ne. 
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Das  C o e n z y m  A in  l e u k i i m i s c h e m  B lut  

Im Blur yon leukSmischen Individuen, vor allem in 
solchen mit  myeloischer Leuk~mie, wurde eine ErhOhung 
der Sulfonamid-und Paraminobenzoes~ure-acetylierenden 
Wirkung festgestetlt, die sowohl in vitro ~ als auch in vivo 2 
nachweisbar war. Es schien interessant, den Gehalt yon 
Coenzym A i m  B1ut yon leuk£mischen und normalen Per- 
sonen zu bestimmen, um festzustellen, ob man bei den 
ersteren eine der acetylierenden Wirkung entsprechende 
ErhOhung erhielt. Eine vorl~ufige Mitteilung fiber dieses 
Problem wurde yon uns schon verOffentlicht a. "Weitere 
Untersuchungen wurden zur Best$tigung, ob die Zunahme 
des Coenzym-A-Gehaltes vorwiegend im Plasma oder in 
den BlutkOrperchen und in einer besonderen Gruppe der- 
selben stattfindeL unternommen. 

Die Bestimmung von Coenzym A wurde mikrobiologisch 
mit  Lactobacillus arabinosus !7-5 nach Abspaltung des 
gehundenen Pantethins durch alkalische Phosphatase a'~ 
durchgefiihrt. Wir untersuchten 8 Patienten mit  chroni- 
seher myeloischer Leukiimie, 4 mit  chronischer lympha- 
fischer Leuk/imie und 2 mit  subakuter Retotheliose. Zum 
Vergleich wurde das Blut yon 11 gesunden Individuen 
untersucht. 

Die Ergebnisse der Coenzym A-Bestimmungen (Mittel- 
werte der verschiedenen Gruppen) sind in Tabelle I zu- 
sammengestellt.  Das Vorhandensein eines hOheren Co- 
enzym A-Gehaltes im Blur yon leuk/~mischen Personen, 
im Vergleich zu demjenigen Yon Normalen und Kranken 
mit  anderen Leuk~mieformen ist deutlich. Ein  Vergleich 
des Coenzym A-Gehaltes im Vollblut, Plasma und Blut-  
zellenanteil (durch Zentrifugieren erhalten) zeigte, dass 
die grOsste Menge des Coenzyms A in den BlutkSrperchen 
enthalten ist (Tabelle II). Der Anteil yon Coenzym A i m  
Plasma, sei es bei normal en oder bei leuk/imischen Sub- 
jekten, erwies sich als niedriger als derjenige im Vollblut, 
gelegentlich mag das Plasma mit  Thrombozyten verun- 
reinigt gewesen sein. 

Die Trennung tier Leucozyten, durchsetzt mit  einer 
gewissen Anzahl yon Thrombozyten, mittels Differenzial- 
zentrifugation erlaubte festzustellen, dass der gr6sste An- 

tell von Coenzym A in diesen Elementen und nicht in den 
roten Blutk6rperchen enthalten ist. Zusatz einer aus dem 
Vollblut abzentrifugierten gleichen Anzahl yon Leuco- 
zyten zum Plasma ffihrte zu Coenzym A-Werten in der- 
selben H6he wie beim Gesamtblut  und eine weitere Zu- 
gabe von Leucozyten zu einer proportionalen ErhShung 
des Coenzym A-Gehaltes. Es war nicht mSglich, eine 
I(orrelation zwischen der Anzahl der Leucozyten oder be- 
sonderer Formen derselben und der H6he des Coenzym A-  
Gehaltes des Blutes nachzuweisen. 

Tab. I. Mittel aus den Mittelwerten der einzelnen F~ille 

F~lle Anzahf  yCoA/ml t-Test 
der Be- (I-+) 
stimmungen p 

I Normale 11 11 1,52 :i: 0,38 
II Leukfimien 14 22 5,29 :[: 0,63 <~ 0,001 
l la  Myelfimien 8 14 6,89 :]: 0,55 <~ 0,001 
IIb andere Leuk~hnlen 6 8 3,15 -I- 0,55 < 0,05 

Tab. II. Coenzym A-Gehalt in ~[ml 

Gesamtblut Plasma 

Leuk~imien 7,80 3,40 
Normalblut %48 1,35 
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