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Probl&mes du choix de mkthodes de synthbes chimiques de molkcules marquCes 
sur I’exemple de l’acide 8-aminolCvulinique 14C et 3H. 

L. PICHAT (Chef d u  Service des Molecules Marqutes, C.E.N., Saclay, France). 

On kvoquera, en l’illustrant par l’exemple de l’acide-8-aminolkvulinique 
14C et 3H (6-A.A.L.) (1) prtcurseur biologique des protoporphyrines, vita- 
mine B,, et billirubine, quelques problbmes du choix de mtthodes chimiques 
de molicules marqutes. 

5 4 3  2 1 
HC1, NH2-CH2aH2-CHa-COsH (1) 

II 
0 

a) La mtthode choisie peut n’etre qu’une adaptation ti I’tchelle de quelques 
millimoles, de mkthodes dkji utilisees pour prkparer le mCme produit inactif. 
Ce choix, qui prtsente l’avantage de btnkficier de donntes de la litttrature, ne 
se justifie que si le nombre d’ttapes radioactives n’est pas prohibitif. L’exemple 
donnk sera celui de la synthbe conCue par Shemin de 8-A.A.L. 14C-5 B partir 
de malonate d’tthyle 14C-2. 

b) La prkparation d’une molecule marquee peut exiger la mise au point 
de routes nouvelles de synthkses, trts diffkrentes des mkthodes dtcrites pour la 
preparation de l’analogue non marqut. La conception du schema reactionnel 
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doit &re fait de manitre A diminuer le nombre de stades radioactifs, A faciliter 
les purifications, et d’un point de vue tconomique A utiliser une matibre pre- 
mikre radioactive source commune de produits marquis varies. Ces considt- 
rations nous ont amen& A mettre au point deux methodes de synthkse de 
8-A.A.L. 14C-4 l’une utilisant la glycine 14C-l ou 14C-2, l’autre l’acide allyl- 
acttique carboxyle 14C comme matihres premikres. Ces mtthodes seront 
brikvement expostes. 

c) La position que l’on se propose de marquer par le carbone 14 ou le 
tritium a une influence decisive sur le choix de la mtthode de synthkse. Suivant 
la position que I’on se propose de marquer, on doit concevoir des schtmas de 
synthkses totalement difftrents. Ceci sera illustrt par la synthkse de 8-A.A.L. 
14C-l ou 14C-2 A partir de respectivement l’acttate de sodium l*C-l ou 14C-2. 

d )  Dans le cas des produits tritits la mtthode de marquage la plus efficace 
consiste en la saturation d’une double liaison d’un prtcurseur Cthylenique ou 
acktyltnique. On montrera sur l’exemple de 6-A.A.L. 3H-2-3 que la preparation 
d’un tel prtcurseur : le phtalimido-5 penthe-2 one 4 oate d’tthyle peut 
entrainer un travail considtrable de chimie organique preparative alors que 
le stade radioactif proprement dit est trks court. Cette approche A l’obtention 
de 8-A.A.L. 3H sera comparte au marquage par Cchange avec l’eau tritite. 

e) Les observations faites sur la stabilitt de 6-A.A.L. 14C et 3H durant 
son stockage seront mentionntes. A cette occasion et d’une manihre plus 
gCntrale l’importance d’un contr6le frequent de la purett des moltcules 
marqutes sera soulignt ; le producteur de molkcules marqutes consacrant 
finalement plus de temps en contrdles analytiques et purifications qu’en 
synthkse proprement dite. 

Problems in the choice of methods of chemical synthesis of labelled compounds; 
with the example of 6-aminolevulinic acid 14C and 3H. 

L. PICHAT (Chef du Service des Moltcules MarquCes, C.E.N., Saclay, France). 

We will consider some problems in the choice of chemical methods for 
labelled compounds, and will illustrate these problems with the example of 
8-aminolevulinic acid 14C and 3H (8-A.L.A.) (1)’ biological precursor of 
protoporphyrins, vitamin B,, and billirubin. 

5 4 3 2  1 
HCI, NH2-CH2-C-CHZ-CHZ-COzH (1) 

II 
0 

a) The method chosen may be merely an adaptation to the millimolar 
scale of methods already in use for the synthesis of the inactive product. This 
choise, which has the advantages of sources in the literature, can only justify 
itself if the number of radioactive stages is not prohibitive. The example given 
will be that of the synthesis devised by Shemin of 6-A.L.A. 14C-5 from 
ethylmalonate 14C-2. 
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b) The preparation of a labelled compound may require the development 
of new routes of synthesis, quite different from those described for the synthesis 
of the un-labelled analogue. The conception of the reaction scheme should be 
done so as to diminish the number of radioactive stages, to facilitate purification 
and, from an economic point of view, to use the same starting materials for 
various labelled products. These considerations have lead us to the develop- 
ment of two methods for the synthesis of 6-A.L.A. 14C, one using glycine I4C-l, 
or 14C-2, and the other allylacetic carboxyl acid 14C, as starting materials. 
These methods will be described briefly. 

c)  The position which one wishes to label with Carbon-14 or Tritium has 
a decisive influence on the choice of synthetic method. According to the 
position which one wishes to label, one must design quite different schemes. 
This will be illustrated by the synthesis of 6-A.L.A. 14C-l or 14C-2, starting 
from Sodium acetate l4C-I, or 14C-2 respectively. 

d )  In the case of tritiated products, the best method of labelling consists 
of saturation of a double-bond in an ethylenic or acetylenic precursor. With 
the example of 6-A.L.A. 3H-2,3 we will show that the preparation of such a 
precursor : ethyl 5-phthalimido pent-2-ene 4-one oate, may entail a consider- 
able amount of work in the organic chemical preparation, in order that the 
true radioactive stage may be very short. This approach to the production 
of 6-A.L.A. will be compared with labelling by exchange with tritiated water. 

e) Mention will be made of observations of the stability of 6-A.L.A. 14C 
and 3H during storage. At this point the general importance of frequent purity 
checks of labelled compounds will be underlined; after all, during the produc- 
tion of labelled compounds more time is devoted to analytical controls and 
purification than to the actual synthesis. 

Problems of labelling and purifying quaternary ammonium compounds for their 
study. 

L. CLARK and L. J. ROTH (Department of Pharmacology, The University of 
Chicago, Chicago, Illinois). 

A number of quaternary ammonium compounds find important usage in 
pharmacology and medicine. Some examples are : 2-PAM, which restores 
cholinesterase activity; Hexanethonium, a ganglionic blocking agent which has 
been used in the management of hypertensive cardiovascular disease; and 
Bretylium, which shows selective inhibitory action on the adrenergic nervous 
system. Therefore, studies concerned with the penetration, localization and 
fate of these drugs and/or their metabolites are desirable. Chemical labelling 
of these compounds provides the sensitive tool necessary for expanding the 
scope of these studies to include tissues where only minimal drug concentrations 
are attainable. 

In general, a quaternary ammonium compound is prepared by the 
alkylation of a tertiary amine. Inasmuch as certain 14C or 3H-labelled alkyl 
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halides are commercially available, chemical labelling of these compounds 
might appear routine. It is important to  note, however, that if a labelled 
compound is to be a useful investigative tool it must fulfill the specific activity 
and radiochemical purity requirements dictated by its proposed experimental 
application. In other words, while the labelling of a compound for use in one 
series of studies may pose no special problems, it does not follow, necessarily, 
that labelling of the same compound for a different set of studies will be routine 
also. A case in point is the synthesis of methyl-14C bretylium iodide. 

Methyl - 14C bretylium (N - 0 - bromobenzyl- N - ethyl - N,N - dimethyl- 
ammonium) iodide has been prepared and used experimentally, as reported 
by Boura et ul. Their studies were concerned with distribution of 14C bretylium 
in sympathetic nerve ganglia. Accordingly, a specific activity of three (3) milli- 
curies per millimole proved adequate for their purpose. At this level of radio- 
activity, they observed no detectable radiochemical impurity. They also 
detected no drug in the central nervous system, except for small amounts in the 
hypothalamus and area postrema. 

The proposed use of methyP4C bretylium iodide to investigate possible 
penetration of this quaternary ammonium compound into the central nervous 
system would thus seem to require the sensitivity afforded only by higher 
specific activity. 

We anticipated that ethylmethylamine, free of structurally-related 
contaminants, such as dimethylamine, diethylamine or other low-boiling 
secondary amines would be of critical importance in this synthesis. Accord- 
ingly, we decided upon the scheme : N-ethyl-N-methylaniline + p-nitroso 
N-ethyl-N-methylalinine -+ ethylmethylamine + a salt of nitrosophenol. 

N-ethyl-N-methylaniline, Superior Grade, was listed in the catalogs of 
several major chemical suppliers. We therefore proceeded with confidence to 
purchase and use this Superior Grade organic chemical as a starting material. 
The N-ethyl-N-methylaniline distilled, under reduced pressure, in the correct 
boiling range. It was therefore nitrosated, and the mitroso-derivate was 
purified by recrystallization. Subsequently, the nitroso compound was hydro- 
lyzed and the highly volatile secondary amine was collected with the aid of a 
cold trap. This product was condensed with o-bromobenzyl bromide to yield 
a tertiary amine. The tertiary amine gave a quaternary ammonium compound 
which according to its physical and pharmacological properties seemed to be 
the presumed bretylium. 

The melting point of bretylium iodide, as is true with most quaternary 
ammonium compounds, is not a reliable criterion of purity, or, as we were 
to  discover, identity. Nuclear magnetic resonance (NMR) analysis of this 
product (bretylium) identified it as N-o-bromobenzyl-N,N,N-trimethyl- 
ammonium iodide, rather than the desired ethyl, dimethyl derivative. 

In order to  resolve this discrepancy, we further characterized the 
commercially-obtained “N-ethyl-N-methylaniline” from which our “ethyl- 
methylamine” was synthesized. Two solid derivatives, prepared from a sample 
of this commercial product, gave melting point values which ruled out the 
product as N-ethyl-N-methylaniline. Accordingly, the supplier and the 
manufacturers were notified. Their investigation confirmed our findings. 

Subsequent attempts at synthesis of the correct compound, by the 
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manufacturers resulted in a product which, according to their analysis contained 
93 % N-ethyl-N-methylaniline and 7 % N,N-dimethylaniline. This was the 
highest purity they were able to  achieve. 

We therefore were forced to devise our own synthesis of chemically pure 
N-ethyl-N-methylaniline. We started with N-methylaniline which we acetylated 
to N-acetyl-N-methylaniline. This latter compound was purified, first by 
distillation at atmospheric pressure, then recrystallization successively from 
alcohol and petroleum ether. This product was then de-acetylated, subjected 
to fractional distillation under reduced pressure and treated with ethyl bromide 
to  give ethylmethylamine. This secondary amine was then condensed with 
o-bromobenzyl bromide to yield o-bromobenzyl-N-ethyl-N-methylamine, 
which, after purification gave the correct NMR spectrum. 

Our effort to utilize the tertiary amine identified as N-o-bromobenzyl- 
N-ethyl-N-methylamine in the synthesis of radiochemically pure mCthylJ4C 
bretylium with a specific activity of ten (10) millicuries per millimole met with 
apparent success. However, when higher specific activity (25-50 millicuries/mil- 
limole) were required, several radioactive impurities were detected by means 
of chromatography. Additional recrystallization of the product neither removed 
nor minimized these impurities. 

In view of the instability of quaternary ammonium compounds with 
respect to heat, as well as their non-volatilic nature, gas chromatography 
could not be used to establish the purity of bretylium. We were able, however, 
to analyze the tertiary amine, using a Hewlett-Packard Series 402 High Effi- 
ciency Gas Chromatograph. Three impurities, representing approximating 
one-half of one per cent of the sample were detected. 

In order to remove these minimal but critical impurities we turned to 
preparative gas chromatography and through repeated operations, obtained 
a purified sample of N-o-bromobenzyl-N-ethyl-N-methylamine in sufficient 
amount for synthesis of chemically pure methylJ4C bretylium. The product 
thus prepared, with a specific activity of 50 millicuries/millimole was subjected 
to thin layer chromatography in several solvent systems. In only one system 
could any radioactive impurity be detected. This impurity represented less 
than one-tenth of one per cent of radioactivity of the sample. 

Problemes de marquage et purification de composCs A ammonium quaternaire 
pour leur etude. 

L. CLARK et L. J. ROTH (Department of Pharmacology, The University of 
Chicago, Chicago, Illinois). 

Un certain nombre de composes A ammonium quaternaire trouvent une 
importante utilisation en pharmacologie et en mtdecine. Des exemples en sont 
donnCs par le 2-PAM, qui ritablit l’activitd de la cholinesttrase; par l’hexa- 
methonium, agent de blocage ganglionnaire, qui a CtC employe dans le traite- 
ment des maladies cardiovasculaires hypertensives; et par le brCtylium, qui 
montre une action sklective d’inhibition sur le systkme nerveux adrinergique. 
Donc, des etudes concernant la pCnCtration, la localisation et le sort de ces 
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mtdicaments et/ou de leurs mttabolites sont dtsirables. Le marquage chimique 
de ces composts donne l’instrument sensible nCcessaire pour atteindre le but 
de ces Ctudes, jusqu’i inclure des tissus oh l’on trouve seulement des concen- 
trations minimales de mddicaments. 

En gtntral, un compost B ammonium quaternaire est prtpart par l’alky- 
lation d’une amine tertiaire. Comme certains alkylalogtnures marquis par 14C 
ou par 3H existent dans le commerce, le marquage chimique de ces composts 
pourrait sembler une optration de routine. Cependant, il est important de 
remarquer que, si un compose marqut doit Ctre un instrument de recherche 
utile, il doit posstder l’activitt sptcifique et la purete radiochimique necessaires 
pour l’application expirimentale que l’on s’est proposte. C’est-&-dire, que si 
le marquage d’un compose pour son emploi dans une strie d’ttudes ne pose 
pas de problbmes particuliers, il ne s’en suit pas ntcessairement que le marquage 
du mCme compost pour une strie difftrente d’ttudes soit tout aussi facile. 
Un exemple est donnC par la synthbse de l’iodure de mtthyl-brCtyli~m-~~C. 

L’iodure de mCthyl-brttyli~m-~~C (N-O-bromobenzyl-N-ethyl-N,N- 
dimtthyl-ammonium) a it6 prtpart et employe experimentalement, comme 
l’ont indiquC Boura et al. Leurs Ctudes concernaient la distribution du brtti- 
lium-14C dans les ganglions d’un nerf sympathique. En conskquence, une 
activitC sptcifique de 3 mC/mM Ctait approprite B leur dessein. A ce niveau 
de radioactivitt, ils n’observbrent aucune impurett radiochimique dttectabIe. 
11s ne dktectbrent pas non plus de mtdicament dans le systbme nerveux central, 
B part de petites quantites dans l’hypothalamus et dans l’area postrema. 

L’emploi propost de l’iodure de mtthyl-brttyli~m-~~C pour rechercher 
la ptnttration possible de ce compost i ammonium quaternaire dans le 
systbme nerveux central semblerait donc exiger la sensibilitt fournie seulement 
par une activitt sptcifique plus ClevCe. 

Nous avons dt j i  dit que l’CthylmCthylamine, exempte de contaminants 
apparent& structuralement, tels que la dimCthylamine, la ditthylamine ou 
d’autres amines secondaires B point d’tbullition bas, serait d’importance 
considirable dans cette synthbe. En constquence, nous avons dtcidt de 
rtaliser le schema suivant : N-Cthyl-N-mtthylaniline --f p -nitroso N-Cthyl-N- 
mtthylaniline --f tthyl mtthylamine + un sel de nitrosophtnol. 

La N-Cthyl-N-mtthylaniline, d’un degrt de purett suptrieur, a CtC trouvte 
dans les catalogues de plusieurs grands fournisseurs de produits chimiques. 
Nous avons donc achett et employ6 avec confiance ce produit chimique 
organique d’un degrt de purett suptrieur comme mattriel de depart. La 
N-Cthyl-N-methylaniline fut distillte, sous pression rtduite, dans l’intervalle 
exact de temperature d’tbullition. Elle fut donc nitroste, et le nitroso-dtrivt 
fut purifit par recristallisation. Ensuite, le nitroso-compost fut hydrolyst, et 
l’amine secondaire, trbs volatile, fut condenste dans un rtcipient froid. Ce 
produit fut combint avec du bromure d’o-bromobenzyl pour obtenir une amine 
tertiaire. L’amine tertiaire donna un compost & ammonium quaternaire, lequel, 
d’aprbs ses propriitts physiques et pharmacologiques, parut Ctre le brttylium 
prtsumt. 

Le point de fusion de l’iodure de brCtylium, ainsi que celui de la plupart 
des composts a ammonium quaternaire, n’est pas un critbre sQr de purett 
ou, comme nous avons pu le dkcouvrir, un caractbre d’identitC. L’analyse par 
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la rCsonance magnCtique nucltaire (NMR) de ce produit (brCtylium) l’a identifit 
comme &ant l’iodure de N-o-bromobenzyl-N, N, N-trimCthylammonium, 
plut6t que comme le dtrivt ethyl. dimtthyl recherchk. 

Afin d’expliquer cette discordance, nous avons ensuite caracttrisk la 
<( N-Cthyl-N-mhthylaniline D obtenue dans le commerce, B partir de laquelle 
notre (( Cthyl-mdthylaniline )> avait CtC synthCtisCe. Deux dCrivts solides, 
prCparCs avec un Cchantillon de ce produit commercial, ont donnt des points de 
fusion qui ont identifit le produit comme n’Ctant pas la N-Cthyl-N-mtthylaniline. 
En constquence, le fournisseur et les fabricants en ont Ctt avertis. Leurs 
recherches ont confirm6 notre dicouverte. 

Des tentatives ultCrieures faites par des fabricants de synthttiser le 
compost? correct, ont donne un produit qui, selon leur analyse, contenait 93 % 
de N-Cthyl-N-mtthylaniline et 7 % de N,N-dimCthylaniline. Ce fut le degrt 
de purett le plus ClevC qu’ils purent obtenir. 

Nous avons donc CtC for& de mettre sur pied notre synthbse avec de la 
N-Cthyl-N-mtthylaniline chimiquement pure. Nous sommes partis de la 
N-mtthylanile, que nous avons acttylCe en N-acCtyl-N-mtthylaniline. Ce 
dernier composC a d’abord CtC purifit par distillation 2 la pression atmospht- 
rique, et ensuite par recristallisation dans l’alcool et l’tther de pitrole. Ce 
produit a ensuite Ctt dCsacttylC, soumis distillation fractionnte sous pression 
rtduite et trait6 avec du bromure d’Cthyle pour donner de 1’tthylmCthylamine. 
Cette amine secondaire a ensuite Ctt condenste avec du bromure d’o-bromo- 
benzyle, pour obtenir 1’o-bromobenzyl-N-tthyl-N-mtthylamine, laquelle 
- aprbs purification - a donnC le spectre correct du NMR. 

Notre effort pour utiliser l’amine tertiaire identifiCe comme N-o-bromo- 
benzyl-N-Cthyl-N-mCthylamine dans la synthbse du rntthyl-brCtyli~m-~~C 
radiachimiquement pur avec une activitt spCcifique de 10 mC/mM a eu un 
succbs evident. Cependant, quand il fallut une activitt sptcifique plus ClevCe 
(25-50 mC/mM), de nombreuses impuretts radioactives furent dCcouvertes 
par chromatographie. Une recristallisation additionnelle du produit n’a ni 
supprim6 ni diminut ces impuretCs. 

A cause de l’instabilitk a la chaleur des composCs h ammonium 
quaternaire, ainsi que de leur nature non-volatile, la chromatographie en 
phase gazeuse n’a pas pu Ctre employte pour Ctablir la puretC du brktylium. 
Cependant, nous avons pu analyser l’amine tertiaire, en employant une chro- 
matographie en phase gazeuse Hewlett-Packard Strie 402 A. capacitk t r b  
ClevCe. Trois impuretks, reprCsentant approximativement 0,5 % de l’tchantillon, 
ont CtC dCtecttes. 

Afin de supprimer ces impuretCs minimes mais objets de critiques, nous 
avons eu recours A la chromatographie prtparatoire en phase gazeuse et, par 
des opCrations rCpCtCes, nous avons obtenu un Cchantillon purifit de N-o- 
bromobenzyl-N-tthyl-N-mkthylamine en quantit6 suffisante pour la synthbse 
du mtthyl-brCtyli~m-~~C chimiquement pur. Le produit prtparC de cette fapon, 
avec une activit6 sptcifique de 50 mC/mM, a t t t  soumis a une chromatographie 
sur couche mince dans de nombreux systbmes solvants. On a pu dttecter une 
impuretk radioactive dans un seul systbme. Cette impureti4 reprksentait moins 
de 0,1% de la radioactivitd de l’tchantillon. 
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Stability of radioactive chemicals and drugs. 

J. R. CATCH (The Radiochemical Centre, Amersham, England). 

1. Research workers using labelled compounds in pharmacology do not 
willingly interest themselves in the decomposition of labelled compounds. It 
is an annoyance to users of labelled compounds (and incidentally to producers 
of labelled compounds also) because it produces impurities which may spoil 
the experimental results. 

Before discussing stability, it is necessary to review briefly some aspects 
of purity and analysis of labelled compounds, particularly in the context of 
their use in pharmacology. 

1.1. Absolute purity is an ideal which is never attained in practice. The 
purity required depends on the use to be made of the compound and the 
information sought. Purity should be expressed quantitatively. 

1.2. Purity for  tracer compounds has some move1 dimensions; most 
important is the distinction between chemical and radiochemical purity. 

1.3. The criteria of purity for labelled compounds are sometimes different, 
and usually more exacting, than for compounds used in “classical” (non- 
radioactive) biochemistry or pharmacology, or clinical use. 

1.4. Very small mass quantities are often handled. 
1.5. Preparative methods are often different from those used for the 

unlabelled compounds, and therefore produce different impurities. 
1.6. A11 impurities may be labelled and therefore detected even in very low 

levels. Purely chemical and physical methods of analysis often miss small 
quantities of impurity, which are not detected in the system used. 

1.7. Little or nothing is usually known about the radiolytic decomposition 
of a complex organic compound, or it may be observed only empirically. 

1.8. Particular care is needed to avoid artefacts, and deficiencies, of 
analysis. 

2. The decomposition of a labelled compound is not always the result of 
radioactivity. It may be a purely chemical or microbiological phenomenon. 

3. Certain precautions should therefore be taken to prevent or reduce 
chemical or microbiological decomposition, particularly because of the small 
mass quantities which may be used. 

4.1. Primary (internal) effect; 
4.2. Primary (external) effect; 
4.3. Secondary effects. 

5.1. Distribution; 
5.2. Dilution; 
5.3. Purity : scavengers; 
5.4. Temperature. 

points, many of them drawn from experience at the Radiochemical Centre. 

4. The basic phenomena of radiolytic decomposition : 

5. Precautions to reduce radiolytic decomposition : 

6.  Throughout the review examples will be given to illustrate particular 
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La stabilitk des produits chimiques et des medicaments radioactifs. 

J. R. CATCH (The Radiochemical Centre, Amersham, England). 

1. Les chercheurs qui emploient les moltcules marquees en pharmacologie 
ne s’interessent pas volontiers ii la dtcomposition des molecules marqutes. 
Elle est une source de dtsagrtment pour les utilisateurs des molecules marqutes 
(et incidemment pour les fabricants des moltcules marquees aussi) parce qu’elle 
produit des impuretes qui peuvent fausser les rtsultats exptrimentaux. 

Avant de discuter la stabilitt, il est ntcessaire de passer bribvement en 
revue quelques aspects de la purett et de l’analyse des molecules marqutes, 
particulibrement dans le contexte de leur usage en pharmacologie. 

1.1. La puretk absolue est un ideal qui, en pratique, n’est jamais atteint. 
La purett exjgke dtpend de l’usage qui sera fait de la moltcule, et de l’infor- 
mation cherchte. La purete devrait Ctre exprimte quantitativement. 

1.2. La pui etk pour les molkcules marqukes a une importance quelque peu 
variable; la plus importante est la distinction entre la purett chimique et la 
purett radiochimique. 

1.3. Les critPres de puretk pour les molkcules marqukes sont parfois 
difftrents, et gkntralement plus stvhres, que pour les moltcules employtes en 
biochimie ou en pharmacologie (( classiques B (non radioactives), ou pour 
l’usage clinique. 

1.4. De t r b  petites quantitks par rapport d la masse sont souvent traities. 
1.5. Les rnkthodes de prkpurution sont souvent differentes de celles 

employees pour les molecules non marquees, et produisent donc des impuretts 
differentes. 

1.6. Toutes les impuretts peuvent Ctre marquees et donc detecttes, mCme 
en quantites trbs faibles. Les mtthodes chimiques et physiques d’analyse ne 
permettent souvent pas de dttecter de petites quantitts d’impurete, qui ne sont 
pas decelables par la mtthode employee. 

1.7. Peu de choses ou rien n’est connu gtneralement sur la dkcomposition 
radiolytique d’une moltcule organique complexe, ou bien ne peut Ctre observC 
qu’empiriquement. 

1.8. I1 faut un soin particulier pour tviter les artefacts et les dtficiences de 
l’analyse. 

2. La dtcomposition d’une molecule marqute n’est pas toujours le 
resultat de la radioactivite. Elle peut &tre un phtnombne purement chimique 
ou microbiologique. 

3. Certaines precautions devraient donc Ctre prises pour prtvenir ou 
rtduire la decomposition chimique ou microbiologique, particulibrement ii 
cause des petites quantitts, par rapport ii la masse, qui peuvent Ctre employbes. 

4. Les phtnombnes de base de la dtcomposition radiolytique sont les 
suivants : 
4.1. L’effet primaire (interne) ; 
4.2. L’effet primaire (externe); 
4.3. Les effets secondaires. 

tique sont les suivantes : 
5. Les precautions B prendre pour diminuer la decomposition radioly- 
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5.1. La distribution; 
5.2. La dilution; 
5.3. La puretd; 
5.4. La temperature. 

6. Au cours de cet expost, des exemples seront donnCs pour illustrer des 
points particuliers, dont plusieurs sont tires de notre exptrience au Centre 
Radiochimique. 

Etude des molCcules marquees par spectrographie de masse. 

Study of labelled compounds by mass spectrography. 

R. H. MARTIN (Laboratoire de chimie organique, Universit6 Libre, Bruxelles, 
Belgique). 

Le rksurne' du rapport ne nous est pas parvenu. 

The summary of this report did not reach us. 

Isotope dilution analysis with the aid of preparative thin-layer chromatography. 

K. SCHMID (Research Laboratories, Pharmaceutical Division, CIBA Limited, 
Basle, Switzerland). 

The isotope dilution method is an excellent analytical technique for the 
quantitative determination of individual components contained in a mixture 
of substances. Where the classic procedure is adopted, an exact quantity of 
the compound to be analysed is added in labelled form to the mixture, following 
which an aliquot of the compound is isolated in its purest state. After the 
degree of dilution has been determined, the concentration present in the mixture 
can be calculated. If the compound to be analysed is present in the mixture in 
labelled form, it can be determined in a similar manner by adding a measured 
quantity of non-labelled substance; in this case, the method is referred to as 
inverse isotope dilution. 

A great variety of uses for this latter procedure can be found in pharma- 
cokinetic studies involving radioactively labelled compounds. Bearing in 
mind the complex nature of the biological specimens employed in such studies, 
one of the main advantages of this technique is that the substance to be analysed 
does not need to be isolated quantitatively. On the other hand, the fact that 
the specimens and the concentrations involved are so small, and that products 
very similar to one another may be present, means that the purification process 
must be an extremely good one and the method of measuring the dilution 
extremely sensitive. In view of these requirements, preparative thin-layer 
chromatography has proved highly suitable as a method of isolation and 
purification. The versatility of this method is discussed in detail and illustrated 
by reference to a few examples of experiments in which it has been used. One 
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example relates to the simultaneous determination of two compounds each 
having a similar structure, and another example shows how, following 
administration of a mixture of isomers, the isomers were then analysed. A 
third example deals with the simultaneous determination of two compounds 
which showed no difference in their Rf values; here, labelling with different 
isotopes was also resorted to as an additional aid. 

When employing the isotope dilution technique, one has to be able to 
determine with the highest possible degree of sensitivity the total radioactivity 
of the specimens to be used for the analysis. For this purpose, the most suitable 
method is liquid scintillation assay in the combination with oxygen-flask 
combustion. Even where this latter process has been applied, it is often possible 
to attain the limit at which the radioactivity can still be reliably measured. 
This applies particularly to studies on human subjects as well as to cases in 
which two isotopes are being determined simultaneously. A modification of 
the oxygen-flask combustion technique has made it possible to develop a 
method by which the total radioactivity of biological specimens can be measured 
to a degree of sensitivity greater by a factor of at least 5. A description is given 
of the principle underlying this method, which can suitably be employed to 
determine a single radio-isotope as well as two different isotopes (e.g. carbon 14 
and tritium). 

Analyse de dilution isotopique H l’aide de chromatographie prkparatoire sur 
couche mince. 

K. SCHMID (Laboratoires de Recherches, division pharmaceutique, CIBA, 
Bble, Suisse). 

La mtthode de la dilution isotopique est une excellente technique ana- 
lytique pour la dktermination quantitative des composants individuels 
contenus dans un melange de substances. 

Quand on adopte le prockdC classique, une quantitC exacte du composC 
B analyser est ajoutCe sous forme marqute au mtlange, suivant lequel une 
partie aliquote du compost est isolCe dans son ttat le plus pur. Aprks avoir 
dttermint le degrt de dilution, on peut calculer la concentration prtsente dans le 
mClange. 

Si le compose it analyser est prCsent dans le mtlange sous forme marqute, 
il peut Ctre determini d’une m a d r e  analogue en ajoutant une quantit6 
mesurte de substance non marquee; dans ce cas, la mtthode est reportke comme 
la dilution isotopique inverse. 

Une grande variett d’emplois pour ce dernier procCd6 peut Ctre 
trouvte dans des etudes pharmacologiques impliquant des composts marques 
radioactifs. Si on pense B la nature complexe des tchantillons biologiques 
employts dans de telles Ctudes, l’un des principaux avantages de cette technique 
est que la substance ii analyser n’a pas besoin d’btre isolte quantitativement. 
D’autre part, le fait que les tchantillons et les concentrations impliqutes soiit 
tellement rtduits et que des produits t r b  semblables les uns aux autres peuvent 
Ctre prtsents, signifie que le procCdC de purification doit Ctre un proctd6 
extremement bon et la mtthode pour mesurer la dilution extrCmement 
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sensible. Dans ces perspectives, la chromatographie prtparatoire sur couche 
mince s’est montrte trbs approprike comme mtthode d’isolement et de purifi- 
cation. La variabilitt de cette mtthode est discutke en dktail et illustrke en se 
rkftrant B quelques exemples d’expkriences oh elle a ttt employte. Un exemple 
se rapporte B la dttermination simultante de deux composCs ayant chacun 
une structure semblable, et un autre exemple montre comment, aprbs admi- 
nistration d’un mklange d’isomkres, les isomkres furent alors analysts. Un 
troisikme exemple traite de la dktermination simultanke de deux composts, 
qui ne montrent aucune difftrence dans leurs valeurs Rf; dans ce cas, on a 
da  recourir au marquage avec des isotopes difftrents comme aide additionnelle. 

Quand on emploie la technique de la dilution isotopique, on doit Ctre 
capable de dkterminer avec le plus haut degrt possible de sensibilitt la radio- 
activitt totale des Cchantillons qui doivent Ctre employ& pour l’analyse. Dans 
ce but, la mkthode la plus approprite est la scintillation liquide en combinaison 
avec l’{( oxygen-flask combustion B. M&me la oh ce dernier proctdt a ttt 
appliqut, il est souvent possible d’atteindre la limite B laquelle la radioactivitt 
peut &tre encore bien mesurte. Ceci s’applique particulibrement B des ktudes 
sur des sujets humains ainsi que dans des cas oh deux isotopes doivent Ctre 
dttermints simultankment. Une modification de la technique de 1’ << oxygen- 
flask combustion)) a donnt la possibilitt de dtvelopper une mtthode par 
laquelle on peut mesurer la radioactivitt totale des tchantillons biologiques 
jusqu’k un degrt de sensibilitk plus grande qu’avec un facteur d’au moins 5 .  
On donne une description du principe servant de base a cette mkthode qui peut 
convenablement Ctre employte pour dtterminer un seul radioisotope aussi 
bien que deux difftrents isotopes (par exemple, carbone 14 et tritium). 

Applications biologiques et pharmacologiques de I’analyse par activation. 

D. COMAR (Commissariat B 1’Energie Atomique, Dtpartement de Biologie, 
Service Hospitalier Frtdtric Joliot, 91-Orsay, France). 

L’analyse par activation est une des mtthodes les plus sensibles pour le 
dosage des tltments. Aprks irradiation des tchantillons par des neutrons 
produits dans les rtacteurs nucltaires ou les gtntrateurs de neutrons, par des 
particules charg6es ou des rayonnements tlectromagnktiques, la radioactivitk 
des tltments formts est mesurte comparativement Z i  celle d’un ttalon irradit 
et trait6 dans les mCmes conditions. 

Les principaux aspects technologiques de cette mtthode seront kvoques 
particulikrement dans le cas du dosage des tlkments dans les milieux biolo- 
giques. Quelques exemples sptcifiques montreront les possibilitts offertes par 
cette mkthode dans le domaine biologique et pharmacologique. 

L’ttude de la rtpartition des oligotltments dam l’organisme du sujet 
normal et pathologique est grandement facilitke g r b e  a l’analyse par activa- 
tion. La possibilitt de doser simultankment de 20 a 30 Cltments dans une prise 
d’essai de quelques milligrammes a ttk mente a profit pour comparer la 
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composition tltmentaire de tissus normaux et tumoraux. L’influence de mCdi- 
caments du type de la phknothiazine ou de certains corticofdes sur le mCta- 
bolisme du manganbse chez l’animal et chez l’homme a pu Cgalement Ctre 
CtudiCe. 

La recherche du r61e biologique Cventuel d’un oligoClCment doit Ctre 
accompagnCe de l’ttude de son absorption et de son mttabolisme. L’action 
inhibitrice du vanadium sur la synthbse du cholestkrol dkcrite in vitro a CtC 
recherchCe in vivo chez l’animal, le vanadium ayant CtC administrC par voie 
orale et sous-cutanCe. 

Sur un plan plus technologique, l’analyse par activation a CtC utiliste 
pour contrdler des priparations homiopathiques et pour caractkriser des 
acides nuclkiques de diBCrentes origines. 

Dans beaucoup de cas et particulibrement chez l’homme, il n’est pas 
possible d’utiliser un radioClCment pour pratiquer un diagnostic ou une 
Cpreuve mktabolique en raison de la dose d’irradiation qui serait dClivrCe 5 
l’organisme. Cet argument est principalement valable dam le cas de l’explo- 
ration fonctionnelle chez l’enfant, ou bien chez l’adulte lorsque les seuls 
radiotltments disponibles ont une pCriode longue vis-8-vis du phCnom6ne 
physiologique Ctudit. L’analyse par activation &ant une mCthode de dosage 
isotopique, on peut envisager, si l’on dispose B l’ttat pur d’un isotoperare, 
de l’utiliser comme indicateur. Cette mCthode ZI l’heure actuelle a CtC employCe 
en mCdecine pour suivre le renouvellement de l’iode chez l’homme pendant 
prbs d’un an, et du calcium chez l’enfant. Le brome nature1 peut Cgalement 
remplacer le brome radioactif gCnCralement utilist pour la mesure du liquide 
extracellulaire. 

En biochimie, l’eau marquCe (H,Ols) a permis de mesurer la vitesse du 
mttabolisme des composts phosphorylks intracellulaires dans le muscle 
cardiaque; de mCme 1’Ctude de l’incorporation de l’oxygene 18 dans la vita- 
mine A in vivo a CtC rendue possible. 

Dans le domaine de la pharmacologie, le mCtabolisme des mkdicaments 
antimonies est Ctudit B l’heure actuelle chez des sujets atteints de bilharziose 
et en cours de traitement par le tartre tmttique ou l’astiban. La trbs grande 
sensibilitk de l’analyse par activation permet de mesurer la concentration de 
l’antimoine dans les parasites pris isolCment. 

Un certain nombre d’explorations fonctionnelles de la glande thyroi’de 
fondtes sur le dosage de l’iode hormonal sanguin aprbs stimulation ou freinage 
de la thyroi’de par des agents mkdicamenteux ont BtC mises au point. 

L’analyse par activation permet dans certains cas de pratiquer des 
analyses non destructives. Cette possibilitk a BtC mise a profit rtcemment pour 
doser in vivo chez l’animal et chez l’homme, l’iode total de la thyroi’de, ainsi 
que le sodium et le calcium total de l’organisme. 
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Biological and pharmacological applications of activation analysis. 

D. COMAR (Commissariat d l’lhergie Atomique, Dtpartement de Biologie, 
Service Hospitalier, FrCdCric Joliot, 91-Orsay, France). 

Activation analysis is one of the most sensitive methods of element 
determination. A sample is irradiated with neutrons from a nuclear reactor 
or neutron generator, or with charged particles or electromagnetic radiations, 
and the radioactivity of the elements formed is compared with that of a standard 
treated in the same way. 

The principal technicological aspects of this method will be considered 
particularly for the case of element determination in biological media. Some 
specific examples will show the possibilities offered by this method in the field 
of biology and pharmacology. 

The study of the distribution of trace elements throughout the organism 
in the normal and pathological subject is much facilitated by activation 
analysis. The possibility of estimating 20 or 30 elements in a sample of a few 
milligrammes has lead to improvements in the comparison of the elementary 
composition of normal and tumour tissues. It has also been made possible 
to study the influence of phenothiazine-like drugs, or certain corticoids on 
manganese metabolism in man and in animals. 

Research into the eventual biological rBle of a trace element should be 
accompanied by the study of its absorption and metabolism. The in vivo 
inhibitory action of vanadium on cholesterol was observed in the animal, the 
vanadium having been administered by the oral or sub-cutaneous route. 

On a more technological level, activation analysis has been used in the 
standardisation of homeopathic solutions and in the characterisation of nucleic 
acids of different origins. 

In many cases, and especially in man, it is not possible to use a radio- 
element during diagnosis or metabolic tests because of the dose of radiation 
which would be delivered to the organism. This argument is valid principally 
in the case of functional exploration in the child, or even in the adult, when the 
only available radioelements have a long life relatively to the physiological 
function studied. 

Since activation analysis is a method of isotopic determination, one can 
envisage that it may be possible to use a pure rare isotope as an indicator. 
This method has been used in medicine to follow the renewal of iodine in man 
over a period of almost a year, and that of calcium in the child. Natural 
bromine may also replace the radio-bromine generally used in the measurement 
of extra-cellular fluid. 

In biochemistry, labelled water (H,Ol*) has enabled one to measure the 
rate of metabolism of intra-cellular phosphoryllated compounds in cardiac 
muscle. The study of oxygen 18 incorporation into vitamin A has also been 
made possible. 

In the field of pharmacology, the metabolism of the antimonial drugs 
has been studied recently in bilharzia sufferers undergoing treatment with 
emetic tartar or astiban. The high sensitivity of the method allows the 
determination of antimony concentration in isolated parasites. 
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Some functional explorations of the thyroid gland, based on the blood- 
level of hormonal iodine after stimulation or depression of the thyroid by 
therapeutic agents, have been developed. 

In certain cases activation analysis permits the performance of non- 
destructive analysis. This possibility has been exploited recently in the 
determination of the in vivo total iodine of the thyroid in animals and in man. 
as well as the total sodium and calcium content of the organism. 

Gas-liquid radiochromatography. 

C. H. HITCHCOCK (Biosynthesis Section, Unilever Research Laboratory, 
Sharnbroock, Bedford, England). 

The use of radioactive tracers in metabolic studies often involves the 
analysis of complex biological mixtures containing labelled metabolites. If 
such a mixture can be investigated by gas-liquid chromatography, discrete 
fractions may be condensed for counting as the mass detector records a peak; 
since metabolites of high specific activity might not be detectable, fractions 
may also be collected at time intervals between recorded peaks. This 
discontinuous approach is inefficient and tedious, and attention has been 
directed towards techniques in which the eluate from a gas-liquid chromato- 
graph is automatically and continuously monitored for radioactivity. Several 
designs for gas-liquid radiochromatographs have been described, each involving 
different flow systems or methods of detection. Nine machines based on the 
design of James and Piper (Andyyt. Chem., 35 : 515 [1963]) and later modified 
(Hitchock and James, Kerntechnik., 7 : 5 ([1965] have been built in our 
laboratory, and are in continuous use for investigations of lipid metabolism 
by tracer techniques. The principle of the apparatus involves combustion of 
the eluate in argon on copper oxide, reduction of the water formed to hydrogen, 
continuous measurement of hydrogen concentration in a katharometer and 
of radioactivity in a proportional counter. Both detectors operate at ambient 
temperature; their lower limits are less than 1 pg and 1 mpc of fatty acid 
methyl ester. Upper limits are set by the capacity of the column. Latest 
modiiications include provision for temperature programming. 

Radiochromatographie gaz-liquide. 

C. H. HITCHCOCK (Biosynthesis Section, Unilever Research Laboratory, 
Sharnbroock, Bedford, England). 

L’emploi des traceurs radioactifs dans les Ctudes metaboliques implique 
souvent l’analyse de mClanges biologiques complexes renfermant des mCta- 
bolites marquCs. Si un tel melange peut dtre examink par chromatographie 
gaz-liquide, des fractions sCparCes peuvent &re condenskes pour Stre comptkes 
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chaque fois que le dktecteur de masse enregistre un pic; puisque les mktabolites 
d’activitk spkcifique klevke pourraient ne pas Ctre dktectks, on peut aussi 
recueillir des fractions B des intervalles de temps entre les pics enregistrks. 
Cette approximation discontinue est inefficace et ennuyeuse, et on a pen& 
B s’adresser B des techniques dans lesquelles l’kluat d’un chromatographe 
gaz-liquide est automatiquement et continuellement captk pour la mesure de 
la radioactivitt. De nombreuses courbes de radiochromatographes gaz-liquide 
ont Ctt dtcrites, dont chacune implique difftrents systbmes de flux ou mkthodes 
de dktection. Neuf appareils basks sur les courbes de James et Piper (Analyt. 
Chem., 35 : 515 [1963]) et ensuite modifiCes (Hitchcock et James, Kerntechnik, 
7 : 5 [1965]) ont CtC construits dans notre laboratoire, et sont continuellement 
employts pour l’ktude du mktabolisme des lipides B l’aide des traceurs radio- 
actifs. Le principe du dispositif implique la combustion de l’kluat dans l’argon 
sur oxyde de cuivre, la rtduction de l’eau formte en hydrogbne, la mesure en 
continu de la concentration d’hydrogbne dans un katharombtre et de la radio- 
activitt dans un compteur proportionnel. Les deux dttecteurs fonctionnent B 
la tempkrature ambiante; leurs limites infkrieures sont plus petites que 1 pg 
et 1 mpc d’ester mkthylk d’acide gras. Les limites supkrieures sont ktablies par 
la capacitk de la colonne. Les dernikres modifications prtvoient la programma- 
tion de temperature. 

Autoradiography of drugs at histologic levels. 

L. J. ROTH and W. E. STUMPF (Department of Pharmacology, The University 
of Chicago, Chicago, Illinois) 

The elucidation of drug action at cellular and subcellular levels is 
fundamental to pharmacology. The precise localization of drugs in tissue has, 
in many cases, however, been impossible due to the minute amounts of drug 
involved and to the reversibility of the drug-receptor complex. 

Radioactivity and autoradiography were simultaneous discoveries and it 
soon became apparent that the photographic emulsion could be used to 
detect minute quantities of radioactivity in tissue at both the organismic and 
cellular levels. The hopes for autoradiography in experimental biology have 
frequently been frustrated because classical methods of tissue preparation 
have been utilized which involved adaptation of older techniques, more often 
than not, without experimental justification. Many laboratories continue to 
use fixation, graded solvent dehydration, embedding, de-embedding and wet- 
mounting without due consideration for the possibility of translocation of 
the tracer, an event which invalidates the autoradiogram. 

Pharmacological activity, in many cases, implies blocking or reversal 
of the drug-receptor complex, which in turn may be a reflection of weak 
bonding forces. If the pharmacologist wishes to determine the localization of 
drugs at various stages of their action by high resolution autoradiography, 
it is imperative that the methodology used to make such measurements does 
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not result in leaching, translocation or changes in tissue architecture. The 
successful localization of a labelled entity by autoradiography depends, 
therefore, on the degree to which the above objectives are attained. In pursuit 
of these goals, we have investigated the sectioning of frozen tissue at 
temperatures of -600 C to -900 C which are lower than those commonly 
recommended. In our laboratory, frozen sections 0.5 p to 1.0 p thick, cut in 
this manner, have been freeze-dried at -680 C,  and dry mounted on dried 
photographic emulsion under conditions of controlled low humidity. Liver, 
kidney, parotid gland, heart muscle and bone have been sectioned and freeze- 
dried in this manner. The histological quality of such sections has been 
excellent as demonstrated by phase contrast microscopy. The rates of freeze- 
drying have been determined for liver, brain and kidney, using an electro- 
balance and a simple system of cryosorption pumping. Unembedded 
freeze-dried frozen sections have also been found valuable in the study of 
fluorescent compounds. 

Autoradiograms prepared by dry mounting of thin, freeze-dried, frozen 
sections, dry mounted on dried emulsion, have made it possible to distinguish 
nuclear from cytoplasmic localization in brain and uterine tissue; to delineate 
radioactivity within canaliculi in the biliary system of the liver and the 
extracellular space in nervous tissue. The technique has been used to study 
the cellular localization of labeled drugs in nervous tissue, liver, uterus, and 
heart muscle. The distribution of 3H methoxy-inulin has been studied in the 
superior cervical and nodose ganglia of the cat following close arterial injection 
of the ganglia. High activity was found over regions of loose connective tissue 
and the extra neuronal areas within the ganglia. The canaliculi and bile ducts 
of the liver were delineated by the use of 3H mesobilirubinogen which is 
rapidly excreted following intravenous injection. Cytoplasmic localization of 
3H digotoxin in cardiac tissue has been confirmed and the cellular localization 
of 3H labeled acetazolamide in brain has been found. The localization of 
3H estradiol in the nuclei of uterine cells and its nuclear localization in neuronal 
elements of the central nervous system has been clarified. 
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Autoradiographie des m6dieaments au niveau histologique. 

L. J. ROTH et W. E. STUMPF (Department of Pharmacology, The University 
of Chicago, Chicago, Illinois). 

L’explication de l’action des mkdicaments au niveau cellulaire et 
subcellulaire est essentielle en pharmacologie. Cependant, la localisation 
exacte des mkdicaments dans les tissus est souvent presque impossible, B cause 
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des petites quantitCs de mtdicaments mis en ceuvre, et a cause de la rCversibilit6 
du complexe mCdicament-rtcepteur. 

La radioactivite et l’autoradiographie ont CtC dkcouvertes simultanCment, 
et l’on s’est apergu t r b  rapidement que 1’Cmulsion photographique pouvait 
2tre employte pour dCtecter des quantitts minimales de radioactivitk dans les 
tissus, au niveau soit de l’organisme, soit de la cellule. Les espoirs concernant 
l’autoradiographie dans la biologie exPCrimentale ont souvent CtC dtcus, car 
pour la prkparation des tissus on employait des mCthodes classiques qui 
impliquaient I’adaptation de vieilles techniques, souvent sans justification 
exPCrimentale. De nombreux laboratoires continuent B employer la fixation, 
la dkshydratation par solvants successifs, l’inclusion, la dksinclusion et le 
montage humide, sans considCrer la possibilitC de transposition du traceur, 
qui peut rendre l’autoradiographie moins valable. 

L’activitC pharmacologique, dans beaucoup de cas, implique le blocage 
ou le renversement du complexe medicament-rkcepteur, lequel, a son tour, 
peut 2tre un reflet de forces B faibles liaisons. Si le pharmacologue veut dCter- 
miner la localisation des mkdicaments a diffkrents stades de leur action par 
l’autoradiographie de ddtermination de valeur Clevte, il est absolument 
ntcessaire que la mCthodologie employte pour de telles mesures ne produise 
pas de filtration de transposition ou de changements dans l’architecture des 
tissus. Le succi5s de la localisation d’un mCdicament marque, au moyen de la 
technique de I’autoradiographie, dCpend donc du degrC avec lequel les objectifs 
prCcCdents ont CtC atteints. Pour poursuivre ces buts, nous avons examink 
des sections de tissus congelds 2 des tempkratures de -60 OC B -90 OC, 
tempCratures plus basses que celles communCment recommandkes. Dans notre 
laboratoire, des sections congelCes de 1’Cpaisseur de 0,5 1,O p., couptes de 
cette faCon, ont CtC sCchCes a -68 OC et ensuite montCes sur une Cmulsion 
photographique skhe  dans des conditions d’humiditt contr61Ce. Le foie, les 
reins, la glande parotide, le muscle cardiaque et les 0s ont CtC sectionnks et 
stchCs a froid de cette faCon. La qualid histologique de telles sections Ctait 
excellente, comme il a CtC dCmontrC par la microscopie de contraste de phase. 
Les vitesses de sCchage froid ont CtC dCterminCes pour le foie, le cerveau et 
les reins, en employant une Clectrobalance et un simple systitme de pompage 
par cryosorption. Des sections congelCes, stchtes B froid et non incluses, ont 
Cgalement Ctt trouvCes valables dans 1’Ctude de composCs fluorescents. 

Des autoradiogrammes prCparCs par le montage a sec de sections minces, 
sCchCes B froid, congelkes, montCes a sec sur une kmulsion skhe, ont donnC 
la possibilitk de distinguer une localisation nucltaire d ’me  localisation cyto- 
plasmique dans le tissu cCrtbral et utCrin; ils ont aussi permis de dCterminer 
la radioactiviti dans les canalicules du systkme biliaire du foie, et I’espace 
extracellulaire dans le tissu nerveux. La technique a Ctt employte pour Ctudier 
la localisation cellulaire des mtdicaments marquis dans le tissu nerveux, dans 
le foie, dans l’utCrus et dans le muscle cardiaque. La distribution de la 
mtth~xy-inuline-~H a CtC Ctudite dans les ganglions suptrieurs cervicaux et 
nodulaires du chat, en suivant de pri5s l’injection artCrielle des ganglions. Une 
haute activitd a ttC trouvCe dans des rCgions de tissu connectif libre, et dans 
les surfaces extraneuronales des ganglions. Les canalicules et les conduits 
biliaires du foie ont CtC dCterminCs par l’emploi du mC~obilirubinog6ne-~H, 
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qui  est rapidement excrttk aprds injection intraveineuse. On a pu confirmer 
la localisation cytoplasmatique de la dig~toxine-~H dans le tissu cardiaque, 
et  on a trouvt la localisation cellulaire de I’acttazolamide marque par 3H dans 
le cerveau. On a rendu Claire aussi la localisation de l’estradiol 3H dans les 
noyaux des cellules uttrines et sa localisation nucltaire dans les tlkments 
neuronaux du systdme nerveux central. 
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Autoradiography of soluble substances in electron microscopy. 

H. ECKERT (Sandoz SA, Dtpt. pharmaceutique, Bile, Suisse). 

Electron microscopic autoradiography as conventially performed is 
possible only with substances which form a stable bond with certain structures 
of tissue and do not dissolve in the dehydrating, fixing or embedding media. 
The majority of drugs do not fulfil these conditions : one gets displacement of 
the substance through diffusion within the tissue and an extraction by the 
embedding medium. The alternative freeze-substitution and freeze-drying do 
not fulfil the necessary conditions either. All the compounds tested were 
dissolved at least to some extent by conventional embedding media. 

The freeze-sectioning technique we consider as the only applicable way 
for obtaining autoradiographs of soluble compounds in situ. This method 
does not present any problems as far as optical microscopy is concerned 
(see, for example, Stumpf and Roth, J.  Histochem. Cytochem. 14, 274-284, 
1966). Ultra-Thin frozen sections for electron microscopy have so far been 
obtained by Bernhard and Nancy (J.  Microscopie 3, 579-588, 1964) using 
material embedded in gelatin. So far however, we have not become aware 
in the literature of a method for making ultra-thin frozen sections without 
embedding media. 

We attempted to prepare ultra-thin sections at temperatures of -400 C 
to -600 C using a Reichert Om-U2-ultramicrotome, but we succeeded in 
only a few instances in obtaining morphologically good sections suitable 
for autoradiography. A way to avoid these difficulties seems to us, to elaborate 
on our method ordinarily used in opti cal microscopy for the autoradiography 
of soluble compounds and extend it to the field of electron optics. The pro- 
cedure is as follows : ordinary slides are coated with nuclear emulsion, ten 
microns thick frozen sections are placed in red light on the cooled slides in 
the cryostat, covered with polyethylene and exposed in the pressed state at 
a temperature of -2OOC. Exposure is followed by fixing in a solution of 
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glutaric aldehyde of pH 5 ,  washing, developing in metol-hydroquinone, 
fixing with potassium rhodanide, washing, dehydration in alcohol, finally 
embedding in epoxy resin. Under the phasecontrast microscope it is then 
possible to select sites from which to make micro-thin sections. 

Autoradiographie de substances au microscope Blectronique. 

H. ECKERT (Sandoz SA, Dtpt. pharmaceutique, Bgle, Suisse). 

L’autoradiographie au microscope tlectronique, comme elle est cou- 
ramment effectute, n’est possible qu’avec des substances qui forment une 
liaison stable avec certaines structures des tissus et qui ne se dissolvent pas 
dans les milieux ddshydratants, fixants ou d’inclusion. 

La plus grande partie des mtdicaments ne satisfait pas B ces conditions : 
il se produit un dCplacement de la substance par diffusion dans le tissu et 
une extraction par le milieu d’inclusion. Si l’on alterne substitution a froid 
et sCchage B froid, on ne remplit pas non plus les conditions ntcessaires. 
Tous les composts essayis ont CtC dissous, en partie au moins, par le milieu 
d’inclusion habituel. 

Nous considtrons la technique de coupe B froid comme le seul procCd6 
satisfaisant pour obtenir des autoradiographies de composCs solubles in situ. 

Cette methode ne prtsente aucun probl2me tant que l’on utilise le micro- 
scope optique (voir, par exemple, Stumpf et Roth, J.  Histochem. Cytochem. 
14, 274-284, 1966). Des coupes congelees ultra-minces pour la microscopie 
Clectronique ont dCja CtC obtenues par Bernhard et Nancy (J. Microscopie 
3, 579-588, 1964) en employant un matdriel i n c h  dans la g6latine. Cependant 
jusqu’B prCsent, nous n’avons pas t t t  inform& par la litttrature d’une mCthode 
qui permette de faire des coupes congelees ultra-minces sans milieu d’inclu- 
sion. 

Nous avons essay6 de prCparer des coupes ultra-minces a des temp& 
ratures de 4 O O C  -6OOC en employant un ultramicrotome Reichert 
Om-U2, mais nous n’avons rCussi que dans quelques cas 9 obtenir des coupes 
morphologiquement convenables pour l’autoradiographie. 

Le moyen d’kviter ces difficultds consiste a modifier notre mCthode cou- 
ramment employte au microscope optique pour l’autoradiographie des com- 
posCs solubles et de 1’Ctendre au domaine de l’optique tlectronique. 

Le procCdt est le suivant : des lames de verre sont couvertes d’une tmul- 
sion nuclkaire, des coupes congelees d’une Cpaisseur de 10 microns sont 
placCes en lumi2re rouge sur les lames refroidies dans le cryostat et couvertes 
de polyCthyl&ne, puis expostes, serrCes par une pince, B une temperature de 
-200 C.  L’exposition est suivie par une fixation dans une solution d’aldkhyde 
glutarique de pH 5, par un lavage et par un dbveloppement en mttol-hydro- 
quinone, par une fixation dans du sulfocyanure de potassium, par un lavage, 
par une dtshydratation dans l’al~001 et enfin par une inclusion dans une 
rtsine epoxy. Au microscope a contraste de phase, il est alors possible de 
choisir les endroits dont on veut faire des coupes ultra-minces. 
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Les possibilitb d’application de l’autoradiographie 8 la microscopie Clectronique. 

H. ROHR et W. (EHLERT (Pathologisches Institut der Universitat von Freiburg, 
Freiburg i. Breisgau, Deutschland). 

Au cours de l’expost sur les possibilitks d’application de l’autoradio- 
graphie Ci la microscopie Clectronique nous discuterons tout d’abord des 
problbmes actuels et les limites de cette mkthode. Le principe de l’exptrimen- 
tation de l’autoradiographie en microscopie Clectronique au cours de l’analyse 
sur les processus de synthkse et de stcrttion va &re dCmontr6. Le problbme 
principal reste toujours l’obtention d’un mono-layer B grains d’argent sur la 
coupe ultrafine. Au cours d’une telle exPCrimentation l’accent doit &tre mis 
en particulier sur de nombreux contr6les CH-thymidine, (( back-ground D, 
autoradiographie par microscope ordinaire, conservation de la structure, etc.). 
L’analyse des rtsultats de l’exptrimentation principale se divise dans les phases 
suivantes : 1) figures obtenues par microscope Clectronique, 2) dtnombrement 
des grains d’argent, 3) dktermination de la soi-disant localisation relative 
spkcifique (morphometrie incluse !I. 

Le dtroulement dans le temps de la synthbse intracellulaire aprbs injection 
de 3H-leucine sera dtmontrt d’aprbs l’exemple des glandes de Brunner du 
duodtnum. Contrairement B la synthbse des prottines, les premikres phases 
de la synthbse des hydrates de carbone complexes ont lieu dans l’appareil de 
Golgi. A l’aide de cette mtthode, on a pu considtrer comme plus ttendues 
les fonctions de la zone de Golgi : synthhse des hydrates de carbone complexes, 
(< Schaltstelle P, association de produits de synthbse. L’analyse des rtsultats 
semiquantitatifs donne, par exemple pour la glande mammaire, une ptriode 
de 27 minutes pour les prottines marquCes dans le rtticulum endoplasmique 
et une ptriode d’environ 120 minutes dans la zone de Golgi. 

D’autres possibiliths d’application de la synthkse exptrimentale sont 
donntes par la dttermination de la vitalitt de cultures cellulaires, ainsi que par 
des problkmes posCs par la recherche exptrimentale sur l’arttrioscltrose. 

La localisation de medicaments, par contre, est plus probltmatique pour 
le moment. Nous en discuterons 8 l’aide de deux exemples : la localisation 
ultrastructurale du 203Hg- salyrgan, ainsi que celle de la 3H-digoxine. On peut 
localiser le 203Hg-salyrgan principalement dans les mitochondries et dans le 
rCticulum endoplasmique lisse, et la 3H-digoxine principalement dans le rCti- 
culum sarcoplasmique et dans les sarcomkres (surtout dans la bande Z ) .  
On attirera l’attention sur les possibilitts d’erreur et sur les limites de l’inter- 
prttation de tels rksultats. 

Une possibilitk pleine de promesses est donnte par la localisation d’en- 
zymes, comme par exemple celle de l’acttylcholinesterase, od celle de la dthy- 
drog6nase succinique Ci l’aide de l’inhibition compktitive au moyen du 14C- 
malonate. La combinaison de l’autoradiographie avec le stchage 8 temptrature 
basse reprksentera un progrks dCcisif. A partir de ce moment48 seulement, 
il sera possible de dtmontrer l’utilitt d’application des substances marqutes 
par des isotopes, solubles dans l’eau. 
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The possibilities of the use of autoradiography in electron-microscopy. 

H. ROHR and W. (EHLERT (Pathologisches Institut der Universitat von Freiburg, 
Freiburg i. Breisgau, Deutschland). 

In the course of this discussion of the possibilities of the application of 
autoradiography to electron-microscopy we will first consider current problems 
and limitations of this method. The principle of autoradiographic experimenta- 
tion in electron-microscopy during the analysis of synthetic, and secretory 
processes will be demonstrated. The major problem remains the production 
of a monolayer of silver particles on the ultra-fine slice. During such an 
experiment the accent should be placed on numerous controls CH-thymidine, 
background, autoradiography using an ordinary microscope and conservation 
of structure, etc.) The analysis of the results of the main experiment is divided 
into the following stages : (1) obtaining figures from the electron-microscope, 
(2) counting of silver particles, (3) determination of the so-called specific 
relative localization (including morphometry). 

The time-course of intracellular synthesis following injection of 3H-leucine 
will be shown by way of the example of Brunner’s duodenal glands. Unlike 
protein synthesis, the initial stages of complex carbohydrate synthesis occur 
in the Golgi apparatus. Using this method, the functions of the Golgi-zone 
may be enlarged : synthesis of complex carbohydrates, (( Schaltstelle B, asso- 
ciation of synthetic products. For example, analysis of the semi-quantitative 
results obtained from the mammary gland show labelled proteins to spend a 
period of 27 minutes in the endoplasmic reticulum, and about 120 minutes in 
the Golgi-zone. 



GENEVA 20/23-IX-1967 - REPORTS 44 5 

Other possibilities for the application of synthesis experiments are given 
by the determination of the vitality of cell cultures, and also by the problems 
of experimental research into arteriosclerosis. 

For the moment, however, the localization of drugs remains more 
problematical. We will consider two examples : The ultrastructural localization 
of 203Hg-salyrgan, and that of 3H-digoxin. 203Hg-salyrgan is located mainly 
in the mitochondria and in the smooth endoplasmic reticulum, whereas 
3H-digoxin is found largely in the sarcoplasmic reticulum and in the sarcomeres 
(especially in the Z-band). Especial notice will be paid to the possibilities of 
error and the limitations of interpretation of such results. 

A very promising possibility is the localization of fermentation, such as 
that of acetylcholinesterase or of succinic dehydrogenase, by the use of 
competitive inhibition with 14C-malonate. The combination of autoradio- 
graphy with low temperature drying will be a decisive step. Only after this 
will it be possible to detect water-soluble isotopes without error. 

High resolution isotope tracing using induced nuclear reactions. 

A. G. MALMON. (National Institute of Health, Bethesda, U. S .  A.) 

As a means of tracing labelled atoms with resolution comparable to that 
of the electron microscope, certain induced nuclear reactions whose products 
cause apparent solid state effects are available. These reactions depend on the 
use of isotopes which, when exposed to selected radiation sources, react to 
form products that leave a track which is visible in the electron microscope. 
This track forms a line, one end of which is at the site of the reaction, and thus 
serves as a marker denoting the location of the labelling atom. Because the 
track is formed by direct interaction with the substrate, it is quite narrow, 
of the order of 100 Angstroms or less, and thus offers high resolution. The 
substrate which will register these tracks may be thin evaporated metal films 
or plastic films. Except for exposure to radiation, no other chemical or physical 
processing is necessary, thus preserving the finest details of the specimen image. 

The general requirements for the selection of an isotope are that it 
undergoes readily a specific nuclear reaction and that the reaction products 
are large enough and energetic enough to register their passage in the 
appropriate thin film. 

Fissionable atoms, such as 235U are particularly applicable to this system. 
When 235U is incorporated as a label in a biological system, prepared for 
electron microscopy in a conventional way, and exposed to the high thermal 
neutron flux of a nuclear reactor, the resultant fission fragments form tracks 
which are readily visible in the electron microscope. These tracks may be 
observed in preparations of isolated macromolecules or cell sections. 

Other isotopes of pharmacological interest, such as 6Li, 1°B, 15N, 170, 
l80 offer possible, but undemonstrated, application of this system. When 15N 
or l*O are exposed to protons of selected energy, or the other isotopes to 



446 GENEVE 20/23-IX-1967 - RAPPORTS 

thermal neutrons, there is a relatively high probability that they will disintegrate 
into an alpha particle and residual nucleus. Either of these products may have 
enough energy to form a track in a thin film. The tracks would be much 
smaller than those from fission fragments and thus not as readily visible, 
but by the same reasoning, would lead to even higher resolution. 

Techniques des isotopes traceurs de haute rksolution utilisant des rkactions 
nuclkaires induites. 
A. G. MALMON (National Institute of Health, Bethesda, U. S. A.) 

Pour suivre c t B  la trace)) les atomes marquis avec une risolution 
comparable B celle du microscope Clectronique, on peut utiliser certaines 
rtactions nucl6aires induites, dont les produits ont des effets manifestes d’ktat 
solide. Ces r6actions dtpendent de l’emploi d’isotopes qui, exposCs aux 
sources s6lectionntes de radiations, rtagissent pour former des produits qui 
laissent une (( trace )> visible au microscope Clectronique. Cette trace forme 
une ligne, dont une extrCmitC se trouve au lieu mCme de la rCaction, et sert 
donc de marqueur indiquant la position de l’atome marqut. Car la trace est 
formCe par une interaction directe avec le substrat; elle est assez Ctroite, de 
I’ordre de 100 A ou infCrieure, et permet donc une risolution Clevte. Le. 
substrat qui va enregistrer ces traces peut Ctre constituC par des films de mCtal 
dCposC sous vide ou par des films en plastique. Sauf pour l’exposition ii la 
radiation, aucun autre processus chimique ou physique n’est ndcessaire, ce 
qui preserve ainsi les plus petits dttails de l’image de 1’Cchantillon. 

Les exigences gCn6rales pour la sClection d’un isotope sont qu’il subisse 
facilement une rdaction nucltaire sptciiique, et que les produits de cette 
r6action soient suffisamment importants et puissants pour que leur passage 
dans le film mince appropriC puisse Ctre enregistrk. 

Des atomes fissibles, tels que l’235U sont particulierement appropries 
pour ce systeme. Lorsque l’235U est incorport en tant qu’agent marquant dans 
un systtme biologique, prCparC pour le microscope Clectronique de manikre 
conventionnelle et qu’il est expos6 B un flux 6levC de neutrons thermiques 
d’un rCacteur nucldaire, les fragments rCsultant de la fission forment des 
traces, lesquelles sont facilement visibles au microscope tlectronique. Ces 
traces peuvent Ctre observtes dans des prkparations de macromolCcules isolCes 
ou des sections cellulaires. 

D’autres isotopes d’int6ret pharmacologique, tels que 6Li, 1°B, 15N, 170, 

lSO rendent possible l’application de ce syst6me; mais cette application n’est 
pas encore dtmontrde. Lorsque 15N ou l 8 0  sont expos& ii des protons d’Cnergie 
dCterminCe, ou les autres isotopes B des neutrons thermiques, il y a une 
probabilitk relativement ClevCe qu’ils se dCsint2grent dans une particule CI et 
un noyau rCsiduel. L’un ou l’autre de ces produits peut avoir suffisamment 
d’Cnergie pour former une trace dans un film mince. Les traces seraient 
beaucoup plus petites que celles dtrivCes des fragments de fission et par 
constquent, moins facilement visibles, mais, par le m&me raisonnement, 
conduiraient B une rCsolution encore plus ClevCe. 
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Aspects biochimiques du rbcepteur spbcifique. 

G. MILHAUD (Institut Pasteur, Paris, France). 

Le concept de rtcepteur permet une reprtsentation commode du mkca- 
nisme des actions pharmacologiques et des processus de synergie et d’anta- 
gonisme. Toutefois nos connaissances sur la nature chimique des tventuels 
rtcepteurs sont rudimentaires et nous nous proposons d’aborder le problbme 
du rkcepteur dans deux cas particuliers. 

1. Le rkcepteur du curare. Grace aux curares synthttiques et naturels 
marquis au carbone 14, Chagas et ses collaborateurs ont montrt lors de la 
curarisation d’Efectruphorecs electricus qu’une partie de la radioactivite est 
fixte sur des composts macromoltculaires qui peuvent Stre extraits de l’organe 
tlectrique. D’autre part, l’extrait d’organe tlectrique est capable de lier in vitro 
des curares a fonction ammonium quaternaire; la purification de cet extrait 
a abouti l’isolement d’un mucopolysaccharide acide fixant le curare, homo- 
gkne a l’ultracentrifugation et a l’tlectrophorbse, auquel on a attribut un rde 
de recepteur in vivo. Nous avons ttudie avec G. Chagas le mode de fixation 
de curares marques sur le mucopolysaccharide acide purifit. Le triiodotthylate 
de gallamine et la dimtthylisochondodendrine se dtplacent rtciproquement de 
faGon compttitive. 11s peuvent dtre dtplacts, plus ou moins fortement, par 
d’autres substances A fonction ammonium quaternaire. I1 existe une corrtlation 
entre le pouvoir de dtplacement mesurt in v i m  et l’action curarisante in vivo. 
Le mucopolysaccharide acide reprtsente donc un modkle moltculaire permet- 
tant d’ttudier les interactions qui existent entre un rtcepteur et des agents 
renfermant une ou plusieurs fonctions ammonium quaternaire. Bien que 
l’on ne puisse affirmer que le mucopolysaccharide acide soit le rtcepteur 
sptcifique du mkdiateur, c’est a propos du phknomtne de curarisation que 
I’etude moltculaire d’un rtcepteur a pu &re approfondie. 

2. Triamtkrhe et hkmatopof2se. Les composts antifoliques ont la pro- 
prittt d’inhiber l’htmatopoi’kse. La dkcouverte des proprittks diurttiques du 
Triamttrkne, dont la formule chimique est apparentte a celle de certains 
antifoliques, a conduit a se demander si ce corps posstdait ou non une activite 
dtprimant l’htmatopo‘ikse. L’Ctude des repartitions tlectroniques a montrk 
que le triamttrkne prtsentait une configuration particulikre, differente de celle 
des antifoliques. D’autre part, les cinttiques de disparition de la radioactivitt 
plasmatique et d’incorporation de radioactivite dans les hkmaties, aprks 
injection intra-veineuse de fer-59, ont ttabli que le triamttrkne ttait dtpourvu 
chez l’homme de toute activitC inhibitrice de 1’CrythropoYkse. Les rapports 
entre configurations tlectroniques et htmatopo’itse sont envisagks dans le 
groupe folique-antifolique. Ces considtrations permettent de prtvoir l’existence 
de certains groupements fonctionnels dans la structure du rkcepteur ; leurs 
implications thtoriques et pratiques sont discuttes. 
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Biochemical aspects of the specific receptor. 

G. MILHAUD (Institut Pasteur, Paris, France). 

The receptor concept permits a convenient representation of the 
mechanism of pharmacological actions and processes of synergy and anta- 
gonism. However, our knowledge concerning the chemical nature of eventual 
receptors are rudimentary and we propose to consider the receptor in two 
particular cases. 

1. The curare receptor. Thanks to synthetic and natural curares labelled 
with carbon 14, during the curarisation of Electrophorus electricus, Chagas 
and his collaborators have shown that part of the radioactivity is fixed on 
macromolecular compounds, which can be extracted from the electric organ. 
On the other hand, the electric organ extract is able to bind in vitro curares 
with quaternary ammonium function ; the purification of this extract lead to 
the isolation of an acid mucopolysaccharide binding the curare, homogeneous 
at ultracentrifugation and electrophoresis, which was attributed a role of 
receptor in vivo. We have studied with C .  Chagas the mode of fixation of 
labelled curares by purified acid mucopolysaccharide. Gallamine triiodo- 
ethylate and dimethylisochondodendrine displace each other in a competitive 
fashion. They may be displaced more or less efficiently, by other compounds 
with quaternary ammonium function. There exists a corelation between the 
displacing power measured in vitro and the curarising action in vivo. Acid 
mucopolysaccharide represents therefore a molecular model making it possible 
to study the interactions between a receptor and compounds with one or 
several quaternary ammonium functions. Although it cannot be stated that 
the acid mucopolysaccharide is the specific receptor of the mediator, the curari- 
sation phenomenon has enabled to undertake a detailed molecular study of a 
receptor. 

2. Triamterene and hematopoiesis. Antifolic compounds have able to 
inhibit hematopoiesis. The discovery of the diuretic properties of Triamterene, 
the chemical formula of which is related to that of certain antifolic drugs, 
has led to the question of whether or not this compound would depress 
hematopoiesis. The study of the electronic repartition has shown that triam- 
terene has a particular configuration, different from that of the antifolic 
compounds. On the other hand, the kinetics of the disappearance of plasma 
radioactivity, after intravenous injection of iron 59, have established that 
triamterene does not affect erythropoiesis in man. The relationship between 
electronic configuration and hematopoiesis are discussed in the group 
folic-antifolic compounds. These considerations should lead to predict the 
existence of functional groups in the receptors. 
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On the detection of specific receptors ; primary sites of action. 

H. VELDSTRA (Biochemisch Laboratorium, Rijksuniversiteit, Leiden, Neder- 
land). 

The ultimate goal of fundamental pharmacological research is to be 
informed in detail about the interaction of a pharmacologically or physio- 
logically active compound with its specific receptor, resulting in a characteristic 
response. 

One of the prerequisites for attaining that aim is to locate the respective 
primary site of action at the (macro)molecular level. 

Until now this mostly has been tried by tracing the labelled agent in the 
responsive tissue, using autoradiography. Though in some favourable cases a 
rather selective localization in certain regions of receptor carrying tissues has 
been observed, a resolution down to the desired level was not attained. 

In this respect, these methods, operating exclusively with the active 
compound, generally will fail on principle, because of the fact that at the active 
conceatration of the compound part of the occupied sites only is responsible 
for the specific effect. The primary sites of action cannot be distinguished in 
this way from the sites of loss (l), where the compound may be adsorbed 
aspecificially, be decomposed (on an enzym surface) etc. (cf. also the discussion 
on definition of receptors in (2)). A number of synergists for different effective 
agents most probably acts by occupying these sites of loss (cf. (l)). 

In combination with such a synergist, a concentration of the active agent, 
too low to be active by itself while not or not sufficiently interacting with the 
responding receptor, may become active even up to the optimal level as it 
then reaches the site of action to the required degree. 

It was considered whether in principle with comparative autoradiography 
of the distributions of the labelled agent at an inactive concentration and of 
same (becoming active) in combination with an unlabelled synergist, a shift 
towards the active sites might be observed. 

With an introduction on comparable techniques in the detection of active 
sites on enzymes surfaces, the implications of such a method, being 
investigated for plant growth substances (auxins), more or less as a model, 
will be discussed. 

A critical survey of other approximations, applied in this field, will be 
given. 
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Sur la dCcouverte de rhcepteurs SpCcifiques ; lieux d’action primaires. 

H. VELDSTRA (Biochemisch Laboratorium, Rijksuniversiteit, Leiden, Neder- 
land). 

Le but ultime de la recherche pharmacologique fondamentale est de 
s’informer en detail sur l’interaction entre une molCcule pharmacologiquement 
ou physiologiquement active et son rCcepteur spCcSque, ce qui aboutit a une 
rCponse caractCristique. 

Une des ntcessitts prtalables pour atteindre ce but est de repCrer le lieu 
d’action primaire correspondant au niveau (macro)molCculaire. 

Jusqu’a present, ceci a CtC essay6 en utilisant l’agent marquC par un 
isotope radioactif dans le tissu sensible, en employant l’autoradiographie. Bien 
que dans quelques cas favorables une localisation assez selective dans certaines 
rtgions des tissus recepteurs-porteurs ait ttC observte, une conclusion touchant 
le niveau dtsirt n’a pas CtC obtenue. 

A cet tgard, ces mtthodes - qui opbrent exclusivement sur la molCcule 
active - Cchouent gCnCralement en principe, en raison du fait qu’a la concen- 
tration active du composC, seule une partie du lieu d’action occupt est respon- 
sable de l’effet spkcifique, Les lieux primaires d’action ne peuvent pas Etre 
distinguts de cette manitre des lieux de perte (l), oh le composi peut Ctre 
absorb6 de faGon non spkcifique, Etre dCcompost (sur une surface enzymatique) 
etc. (voir aussi la discussion sur la dCfinition des rCcepteurs dans (Q). Un 
certain nombre de substances synergiques pour diffdrents agents peut 
probablement agir en occupant ces lieux de perte (cf. (I)). 

En se combinant avec une telle substance synergique, une concentration 
de l’agent actif trop basse pour Stre active elle-mCme tout en n’exergant pas 
d’interaction ou en exergant une interaction insuffisante sur le rkcepteur 
sensible peut devenir active mCme a un degri optimal puisqu’elle atteint le 
lieu d’action a un degrC ntcessaire. 

I1 a CtC considCrC si en principe avec l’autoradiographie comparative 
des distributions de l’agent marquC une concentration inactive et de ce 
mCme agent (devenu actif) en combinaison avec une substance synergique 
non marquCe, on doit pouvoir observer un dtplacement vers les lieux actifs. 

Aprbs avoir compar6, dans l’introduction, les techniques utilisCes dans la 
dkcouverte des emplacements actifs sur des surfaces enzymatiques, les 
implications d’une telle mCthode qu’on est en train de rechercher pour des 
substances de croissance vCgCtale (auxines) plus ou moins comme moditle, 
seront discutkes. 

Un examen critique d’autres approximations appliqukes dans ce domaine 
sera donnt. 
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2. Enzymes et action des medicaments. Symposium CIBA. Churchill Ltd., London, 1962. 
p. 439. 
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Tissue localization in relation to action. 

S. ULLBERG and L. HAMMARSTR~M (Royal Veterinary College, Dept. of 
Pharmacology, Stockholm, Sweden). 

When the distribution of drugs and other substances of pharmacological 
interest is studied by autoradiography, a selective accumulation in some tissues 
is generally found. This accumulation can often be related to the action of 
the substance. 

Distribution studies of drugs therefore can help to clarify their mode of 
action, and may also lead to the discovery of drug effects which have not 
previously been observed. 

In addition to the accumulation of drugs, which can be related to action, 
there is also for most drugs an excretion pattern. Sometimes, but not always, 
a retention in the site of action can be seen when most of the drug has been 
excreted. 

The drug pattern sometimes resembles that of a physiological substance 
or its precursor, which will be exemplified for biogenic amines and steroid 
hormones. 

Biogenic amines : The sites of synthesis and storage of catecholamines and 
indolamines have been studied by autoradiography of their labelled precursors 
(dopa, 5-HTP). Autoradiography has been combined with fluorescence 
microscopy of the amines. 

Accumulation of serotonin has in this way been found in endocrine 
organs, such as the pancreatic islets, thyroid, parathyroid and pituitary, 
indicating a possible role of serotonin in the control of hormonal release. 

In the islets serotonin is found in the beta cells and catecholamines in 
the alpha cells, which seems interesting considering the dualistic role of insulin 
and glucagon in blood sugar regulation. 

Many “drugs” show similar localization as the biogenic amine precursors 
and their actions or side effects may be explained as an interference with the 
endogenic amines. 

Steroid hormones : Natural estrogens are localized in target organs and 
synthetic estrogens show a very similar pattern. 

Sites of synthesis of steroid hormone can be localized by autoradiography 
of steroid hormone precursors (e.g. cholesterol and pregnenolone). A synthetic 
substance has been found to localize as a progesterone precursor and to 
interfere with its production. 

Localisation dam le tissu en relation svec l’action. 

S. ULLBERG et L. HAMMARSTR~M (Royal Veterinary College, Dept. of Phar- 
macology, Stockholm, SuBde). 

Lorsque la distribution des mtdicaments et d’autres substances d’int6rEt 
pharmacologique est Btudiee par autoradiographie, on trouve g6n6ralement 
une accumulation stlective dans quelques tissus. Cette accumulation peut 
souvent Etre en relation avec l’action de cette substance. 
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Les ktudes sur la distribution des mkdicaments peuvent donc aider 
expliquer leur mode d’action, et pourront aussi mener & la dkcouverte d’effets 
de mkdicaments qui n’ont pas ktk observCs jusqu’ici. 

En plus de l’accumulation des mkdicaments, qui peut Ctre en relation 
avec l’action, il y a aussi, pour la plupart des mtdicaments, un rythme 
d’excrktion. Quelquefois - mais pas toujours - on peut observer une rktention 
au lieu d’action lorsque la plus grande partie du mtdicament a Ctk excrktke. 

Ce rythme d’excrttion du mkdicament resemble parfois & celui d’une 
substance physiologique ou de son prkcurseur, comme, par exemple, pour les 
amines biogbnes et les hormones sttroidiques. 

Amines biogsnes : Les lieux de synthbse et de stockage des catkcholamines 
et des indolamines ont ktk CtudiCs par autoradiographie de leurs prkcurseurs 
marquks (dopa, 5-HTP). L’autoradiographie a CtC combinte avec la micros- 
copie en fluorescence des amines. 

L’accumulation de skrotonine a ainsi 6tC dkcouverte dans les organes 
endocriniens, tels que les ilots pancrtatiques, la thyrofde, la parathyrofde et la 
glande pituitaire, ce qui indique un r81e possible de la skrotonine dans le 
contr8le de la liberation des hormones. 

Dans les ilots, la skrotonine se trouve dans les cellules beta, et les 
catkcholamines dans les cellules alpha, ce qui nous parait intkressant si l’on 
considbre le r61e respectif de l’insuline et du glucagon dans la rkgulation du 
sucre sanguin. 

Plusieurs (( mkdicaments D prksentent une localisation semblable & celle 
des prtcurseurs (marquks) des amines biogbnes et leurs actions ou rkactions 
secondaires peuvent s’expliquer comme une interfkrence avec les amines 
endoghes. 

Hormones stkrofdiques : Les astrogbnes naturels sont localisis dans les 
organes sklectifs et les cestrogbnes synthktiques prCsentent des voies trbs 
similaires. 

Les lieux de synthbse des hormones sttroidiques peuvent Etre localisks 
par autoradiographie de leurs prkcurseurs (par exemple, le cholestkrol et la 
prkgnenolone). Une substance synthktique a Ctk dkcouverte capable de localiser 
un prkcurseur de la progestkrone, et d’intervenir dans sa production. 

The use of 3H-noradrenaline in studying adrenergic mechanisms. 

J. AXELROD (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland 20014, 
U. S .  A.). 

The introduction of labelled catecholamines of high specific activity made 
possible considerable advances in our knowledge concerning the metabolism, 
storage, and release of noradrenaline and other catecholamines. After the 
administration of ”-noradrenaline to animals it is selectively taken up by 
storage vesicles in sympathetic nerves. The labelling of the 3H-noradrenaline 
stores in the sympathetic nerves made it possible to study the uptake, release 
and metabolism of the neurotransmitter and the effect of adrenergic drugs. 
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When 3H-noradrenaline is taken up from the circulation, it crosses the axonal 
membrane of sympathetic nerves into the cytoplasm and it is stored in dense 
core vesicles within the nerves. Upon release from sympathetic nerves the 
3H-noradrenaline is inactivated by several processes including removal by the 
circulation, enzymatic transformation mainly by catechol-O-methyl-transferase 
and reuptake into the sympathetic nerves. Many adrenergic drugs interfere 
with the uptake, storage, and release of noradrenaline. Cocaine and imipramine 
block uptake of 3H-noradrenaline across the neuronal membrane; sympato- 
mimetic amines release 3H-noradrenaline from the storage vesicles; reserpine 
prevents storage of 3H-noradrenaline in the nerve granules; and ganglionic 
blocking agents slow the release of 3H-noradrenaline. 3H-noradrenaline can 
also be taken up into extraneural stores. This extraneural uptake of 3H- 
noradrenaline is inhibited by adrenergic blocking agents and normetanephrine, 
the O-methylated metabolites of noradrenaline. Central adrenergic stores can 
be labelled with 3H-noradrenaline by introducing the radioactive amine into 
the lateral ventricle of the brain. Drugs also affect the uptake, storage, release, 
and metabolism of brain 3H-noradrenaline in the same manner as in the 
peripheral nervous system. The use of radioactive S-adenosyl-methionine has 
proven to be valuable in the study of the enzymes involved in the metabolism 
of noradrenaline. 

L’emploi de la 3H-noradrCnaline dans 1’Ctude des mCcanismes adrhergiques. 

J. AXELROD (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland 
20014, U. S .  A.). 

L’introduction des catecholamines marquees de haute activitt specifique 
a permis de considCrables progrks dans nos connaissances touchant le meta- 
bolisme, la mise en reserve et la liberation de la noradrenaline et d’autres 
catecholamines. Aprks I’administration de 3H-noradrCnaline a des animaux, 
elle est captee stlectivement par des vtsicules de stockage dans les nerfs sym- 
pathiques. Le marquage des reserves de 3H-noradrCnaline dans les nerfs 
sympathiques permet l’etude de la captation, de la liberation et du metabo- 
lisme du neurotransmetteur ainsi que I’ktude des medicaments adrenergiques. 
Lorsque la 3H-noradr&naline est enlevCe de la circulation, elle traverse la 
membrane de l’axone des nerfs sympathiques pour gagner le cytoplasme 
et elle est stockee dans des vesicules de forte densit6 dans les nerfs. Lors de la 
liberation des nerfs sympathiques, la 3H-noradrCnaline est inactivte par plu- 
sieurs processus, y compris son enlkvement par la circulation, sa transforma- 
tion enzymatique principalement par la catechol-O-mdthyltransferase et sa 
recaptation par les terminaisons nerveuses sympathiques. 

Beaucoup de medicaments adrhergiques interviennent dans la capta- 
tion, la mise en rCserve et la liberation de la noradrenaline. La cocdine et 
l’imipramine bloquent la captation de 3H-noradrCnaline a travers la mem- 
brane neuronale; les amines sympathicomimktiques libbrent la 3H-noradrt- 
naline des vesicules de reserve; la reserpine empgche la mise en reserve de la 
3H-noradrCnaline dans les granules des nerfs ; et des agents de blocage ganglion- 
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naire ralentissent la libtration de la 3H-noradrCnaline. La 3H-noradrtnaline 
peut aussi &re stockte dans les rCserves extraneurales. Cette prise extraneu- 
rale de 3H-noradrtnaline est inhibte par des agents de stockage adrtnergique 
et par la normetanephrine, le mktabolite O-methyl6 de la noradrtnaline. 
Les rtserves centrales adrtnergiques peuvent &tre marqutes avec de la 3H- 
noradrtnaline en introduisant l’amine radioactive dans le ventricule Iattral 
du cerveau. 

Des mtdicaments modifient aussi la captation, la mise en rtserve, la 
libtratioo et le mttabolisme de la 3H-noradrtnaline du cerveau de la m2me 
manibre qu’au niveau du systbme nerveux ptriphtrique. L’emploi de la S -  
adtnosyl-mtthionine radioactive s’est montrC valable dans l’ttude des enzymes 
impliquts dans le mttabolisme de la noradrtnaline. 

Isotopes in the central nervous system. 

H. DAVSON (Department of Physiology, University College, London). 

Isotopes have revolutionized the study of the exchange of materials 
between blood, cerebrospinal fluid and brain tissue, and in the present 
communication a few instances will be given. The concept of a blood-brain 
barrier derives from relatively crude studies using dye-stuffs, and implies the 
presence of a measurable extra-cellular space. The existence of this space has 
been questioned and it will be shown how, by kinetic studies employing 
14C-labelled isotopes, the space may be demonstrated and that the concept 
of a blood-brain barrier is valid. The barrier may be disturbed pathologically, 
especially in regions of tumour growth, and in this case the relatively free 
passage of isotopically labelled substances permits the localization of a tumour. 
Finally the problem as to whether the cerebrospinal fluid circulates, and the 
direction of the currents of flow, may be investigated by using isotopically 
labelled materials. 

Les isotopes dans le systbme nerveux central. 

H. DAVSON (Department of Physiology, University College, London). 

Les isotopes ont rtvolutionnt l’ttude de l’tchange des mattriaux entre 
le sang, le liquide ctrebrospinal et le tissu du cerveau, et dans la prtsente 
communication nous en donnerons quelques exemples. L’idte d’une barribre 
sang-cerveau dtrive d’ttudes relativement sommaires en employant du matiriel 
colorant, et implique la prCsence d’un espace extra-cellulaire mesurable. 
L’existence de cet espace a tte contestke, et on montrera comment il peut 
Ctre dCmontr6 par des ttudes cinttiques au moyen d’isotopes marques par I4C, 
et que l’idte d’une barribre sang-cerveau est valable. Le fonctionnement de la 
barrikre peut &tre trouble par des facteurs pathologiques, surtout dans les 
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rigions oii s’accroissent les tumeurs; dans ce cas, le passage relativement libre 
des substances marquCes isotopiquement permet la localisation d’une tumeur. 
Enfin, & l’aide des traceurs radioactifs, on peut examiner la question de savoir 
si le fluide ckrtbrospinal circule, et le sens des courants du flux. 

Autoradiographie des plaques motrices de souris avec le DFP. 

J. RELLER et P. G. WASER (Pharmakologisches Institut der Universitat 
Zurich, Schweiz). 

Les esters organiques de l’acide phosphorique bloquent une grande 
partie de ferments, c’est-&-dire les estdrases-B, par une phosphorylation 
irrtversible d’un groupe hydroxylique activt par un reste de strine qui fait 
partie du centre esttrasique de ces enzymes : 

CH,, CH,, 

CH, / \  

CHO 0 CHO 0 

‘P7 + H+ + F- 
CH,’ CH,’ 

\Pf + HO-ENZYME -+ 
CHS\ / \ 

CHO 0-ENZYME CHO F 
CH,’ CHs/ 

Cette rtaction permet de marquer la cholinesterase concentrte dans les 
plaques motrices avec le DFP radioactif et d’en faire une reproduction auto- 
radiographique. Au moyen de mCthodes histochimiques, la cholinesttrase 
peut &re localisCe avec plus de prtcision que par les moyens de l’autoradio- 
graphie. Pour cette raison, nous avons concentrt nos efforts sur l’exploitation 
quantitative de nos autoradiographies, essayant de mesurer & l’aide d’un 
densitornetre le nombre des molCcules de DFP fixCes par les plaques motrices 
et d’en dtterminer le nombre total des centres act& de la cholinestdrase. Pour 
cela, les autoradiographies que nous avons obtenues des diaphragmes incubes 
dam diffdrentes solutions de DFP-32P nous ont donnt les meilleurs rtsultats. 

Si on augmente la concentration du DFP dans la solution d’incubation, les 
plaques motrices absorbent de plus en plus de molCcules de DFP, puis, & une 
concentration de lod m la saturation s’dtablit. Ce sont alors & peu pr&s 
2,2. lo7 molCcules de DFP qui sont h t e s  par une plaque motrice. 

Le parallClisme Ctroit, qui existe entre l’effet d’inhibition du DFP 
sur la cholinestdrase et le nombre des moltcules de DFP qui sont k t e s  par 
les plaques motrices permet d’admettre que la fixation tlevte de DFP dans les 
plaques motrices comparCe 9 celle des fibres musculaires est principalement 
due 9 la cholinestbase. 

Cette hypothese se trouve confirmte par l’effet que les inhibiteurs de la 
cholinest6rase exercent sur les autoradiographies; notamment m e  pr6- 
incabation des diaphragmes dand la physostigmine de m (concentration 
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gCnCralement appliquCe pour distinguer la cholinestirase et les estirases noP 
spkcifiques) donne des autoradiographies nigatives. 

Par condquent, nous pouvons admettre que le nombre de 2,2. lo7 rep& 
sente la quantitC des centres actifs de la cholinestirase dans une plaque motrice 
du diaphragme de souris. 

Autoradiography of motor endplates with DFP in the mouse. 

J. RELLER and P. G. WASER (Pharmakologisches Institut der Universitat 
Zurich, Schweiz). 

Organic esters of phosphoric acid block a large number of enzymes, that 
is the esterases-B, by an irreversible phosphorylation of a hydroxylic group, 
activated by a serine residue which forms a part of the hydrolytic centre of 
these enzymes : 

( 3 3 3 ,  CH3, 

CH3/ CH3/ 
CHO 0 CHO 0 

‘Pf + H+ + F- ‘Pf + HO-ENZYME -+ 
CH3, / \ 

CHO 0-ENZYME 
CH8, / \ 

CHO F 
CH,’ CH3/ 

This reaction makes it possible to label cholinesterase concentration in 
the motor endplates with radioactive DFP and to make an autoradiographic 
reproduction. By histochemical methods, cholinesterase can be localized with 
greater precision than by autoradiography. For this reason, we have con- 
centrated on the quantitative analysis of our autoradiographies, attempting 
to measure, with the aid of a densitornetre, the number of DFP molecules 
fixed by the motor endplates and to determine the total number of active 
centres of cholinesterase. Autoradiographies which we have obtained from 
diaphragms incubated in different solutions of DFPJ2P have given the most 
favourable results. 

If one increases the concentration of DFP in the incubating medium, 
the motor endplates absorb more and more DFP molecules and then, at a 
concentration of saturation is reached. Thus approximately 2,2. lo7 mole- 
cules of DFP are fixed by a motor endplate. 
The streng parallelism which exists between the inhibition of DFP on 
cholinesterase and the number of DFP molecules which are fixed by the motor 
endplates makes it possible to state that the high fixation of DFP in the 
motor endplates compared to that of muscle fibres is mainly due to 
cholinesterase. 

This hypothesis is confirmed by the effect which the inhibitors of 
cholinesterase display on autoradiographies ; particularly a pre-incubation of 
the diaphragms in physostigmine m (the concentration generally applied 
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to distinguish cholinesterases and non specific esterases) gives negative 
autoradiographies. 

Consequently, we can conclude that the number of 2,2. lo7 represents 
the quantity of the active centres of the cholinesterase in a motor endplate 
of the mouse diaphragm. 

Drug induced selective accumulation of labelled sterols in mammalian tissues. 

R. PAOLETTI, R. FUMAGALLI, G. GALLI and E. GROSSI-PAOLETTI (Institute of 
Pharmacology, University of Milan, 20129 Milan, Italy). 

A quantitative procedure for the extraction, purification and analysis of 
sterols preqent in biological tissues has been recently developed in our 
laboratory. 

This approach is based on the quantitative chromatographic separation 
of sterols on silica gel G-celite columns impregnated with silver nitrate. The 
single sterols (in form of sterol acetates) are quantitated using gas chromato- 
graphy and further identified against standards on a combination of gas chro- 
matography and mass spectrometry. This procedure gives quantitative 
recoveries of components representing 0.1-1.0 % of the total sterol fraction even 
in the presence of a large excess of a single sterol (cholesterol). 

This method brings to light the possibility of inducing an accumulation 
of specific sterols in biological tissues and producing in this way sterols which 
would be very difficult to obtain by using the conventional radiochemical 
techniques. Experiments along these lines are presented. Triparanol, a specific 
inhibitor of the A24-25 reductase, has been used. Adult (300 g) Sprague 
Dawley rats are treated for seven days with 25 mgllcg daily of Triparanol 
(lp-(p diethyl-amino-ethoxy)phenyl) I-(p-tolyl) 2-(pchlorophenyl) ethanol) dis- 
solved in oil and given intraperitoneally. One hour before sacrifice the animals 
received intravenously 2J4C-mevalonate (250 microC/kg). 

The tissues to be analysed for sterols are removed, saponified in ethanolic 
KOH, the unsaponifiable extracted and the sterols separated using our 
quantitative procedure. The results in liver and brain indicate the accumulation 
of highly labelled sterol precursors of cholesterol with 29, 28 and 27 carbon 
atoms and double bonds in positions 7-24, 8-24, 5-24, which are readily 
separated. 

These findings underline the opportunity of obtaining unusual labelled 
sterols using the biosynthetic approach. On the other hand the possibility is 
now open to follow the biosynthetic routes of cholesterol and steroid hormones 
in different tissues and under various experimental conditions and to assay 
on a comparative basis the quantitative importance of each of the several 
pathways leading to cholesterol and steroid biosynthseis which are now only 
postulated. 
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Accumulation selective des sterols marquCs provoquhe par le medicament dam 
les tissus des glandes mammaires. 

R. PAOLETTI, R. FUMAGALLI, G. GALLI et E. GROSSI-PAOLETTI (Institute of 
Pharmacology, University of Milan, 20129 Milan, Italy). 

Un proctdt quantitatif pour I’extraction, la purification et l’analyse des 
sttrols prtsents dans les tissus biologiques a Ctt dtveloppt rtcemment dans 
notre laboratoire. 

Cette mtthode est baste sur la stparation quantitative par chromato- 
graphie des sterols sur des colonnes de gel de dice G-celite imprtgntes de 
nitrate d’argent. Chaque sttrol stpartment (sous forme d’acttate de sttrol) 
est dttermint quantitativement en employant la chromatographie en phase 
gazeuse et puis identifit sur des standards par une combinaison de chromato- 
graphie en phase gazeuse et de spectromktrie de masse. Ce proctdC donne des 
quantitts de composants reprtsentant 0,l-l,O% de la fraction totale des stCrols 
mCme en prtsence d’un fort excbs d’un seul sttrol (cholesttrol). 

Cette mtthode met en lumibre la possibilitt de provoquer une accumula- 
tion de sttrols sptcifiques dans les tissus biologiques et de produire de cette 
facon des sterols qui seraient trbs difficiles i obtenir en employant les techniques 
radiochimiques conventionnelles. 

Des exptriences sont prtsenttes dans ce rapport. On a employ6 du Tri- 
paranol, inhibiteur sptcifique de la rtductase A 24-25. On traite des rats adultes 
(300 g) Sprague Dawley pendant 7 jours avec 25 mg/kg par jour de Triparanol 
(lp- (p ditthyl-amino-ethoxy) phtnyl) l-(p-tolyl) 2-(p-chlorophtnyl) tthanol) 
dissous dans de l’huile et administrt par voie intra-ptritontale. Une heure 
avant d’Ctre sacrifits, les animaux recoivent par voie intraveineuse du meva- 
lonate 2-14C (250 microC/kg). 

Les tissus que l’on doit analyser pour les sterols sont prtlevks, saponifits 
dans de la KOH 6thanolique; la partie non saponifite est extraite et les sttrols 
stparts selon notre proctdt quantitatif. Les rtsultats obtenus pour le foie et 
le cerveau indiquent l’accumulation de sttrols hautement marques, prtcurseurs 
du cholesttrol avec 29,28 et 27 atomes de carbone et avec des doubles liaisons 
en position 7-24, 8-24, 5-24 qui sont facilement stparts. Ces dtcouvertes sou- 
lignent la possibilitt d’obtenir des stkrols marquts inhabituels en employant 
la mtthode bio-synthttique. D’autre part, il y a maintenant possibilitt de 
suivre les voies biosynthdtiques du cholesttrol et des hormones sttroldes dans 
difftrents tissus et dans des conditions exptrimentales varites et d’ttudier sur 
une base comparative l’importance quantitative de chacun de ces nombreux 
parcours menant A la biosynthbse du cholesttrol et des sttroi‘des qui ne sont 
pour le moment pas dtmontrts. 
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Intermediary metabolism of phospholipids in nervous tissues as studied with 
quantitative microenzymatic methods. 

R. E. MCCAMAN (Indiana University, Institute of Psychiatric Research, 
Indiana, U.S.A.). 

One of the unique characteristics of brain as a tissue is its high content 
of lipid material which in some areas may account for as much as 70% of 
the dry weight. Most of this lipid is phospholipid composed primarily of 
phosphatidylcholine, phosphatidalethanolamine, phosphatidylserine, phospha- 
tidylinositol, and sphingomyelin. Shortly after birth a permeability “barrier” 
restricts passage of all but a few substances into brain tissue. Since most of 
the phospholipid appears at a later period, it may be assumed that nervous 
tissue contains the appropriate biosynthetic enzymes to produce the 
characteristic phospholipids. 

If a study of phospholipid metabolism is to be correlated with 
histologically distinct subdivisions of nervous tissue, the analytic techniques 
to be used must be extremely sensitive since the quantities of tissue available 
by these criteria amount to only a few micrograms and the amount of 
enzymatic product produced by such a sample would be of the order of 
10-lO- 10-l2 moles. The analytic technique which I wish to discuss is one 
which utilizes isotopes. Although such techniques have frequently been used 
in the past for demonstrations of a metabolic pathway qualitatively, it may 
not be generally appreciated that isotopic techniques may be used as a basis 
for extremely sensitive quantitative assays of single step enzyme catalyzed 
reactions. Their intrinsic sensitivity is equal to or greater than that of other 
procedures (i.e. fluorescence, absorption, titration) currently used for bio- 
chemical studies and in some cases (notably phospholipid metabolism), they 
may represent the only way a reliable and convenient chemical measure of an 
enzyme activity or tissue constituent may be obtained. Furthermore, the condi- 
tions of an isotopic procedure may usually be manipulated so that the conse- 
quences of secondary metabolic reactions are negligible. A particular advantage 
of these techniques is the ease with which they may be used to study the effects 
of antimetabolites or inhibitors of enzyme activity. 

The enzymes to be discussed in some detail will be concerned with (a) the 
biosynthesis of  phosphatidic acid from acyl CoA and a-glycerolphosphate; 
(b) the utilization of phosphatidic acid for the biosynthesis of the glycero- 
phosphatides containing choline and ethanolamine; and (c)  the utilization of 
phosphatidic acid for biosynthesis of CDP diglyceride. The latter serves as 
an essential intermediate in the formation of glycerophosphatides containing 
inositol, glycerol and serine. These enzymes have been studied with respect 
to optimal substrate concentrations, pH and the effects of salts, detergents, 
and various pharmacologic agents on their in vitro activity. Their distribution 
within various histologically discrete structures and their association with 
specific subcellular fractions has been assessed. The activities of these enzymes 
have been measured in nervous tissues undergoing maturational and pathologic 
changes and in animals on various dietary regimes. 

It may be summarily stated that all the enzymes thus far studied exhibit 
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the following general properties : (a)’they exhibit a greater activity in tissues 
rich in neuronal soma (gray matter) and are relatively less active in white 
matter or areas where myelin is prominent; (b) there is substantially no 
difference in the relative activities of nerve tracts containing glial vs. Schwann 
cell elements; (c) there is an enhanced activity during the early postnatal 
period corresponding roughly to the period of myelination (15-25 days in 
the rabbit) with a subsequent decline in measurable activity in the adult: 
(d)  there appears to be a markedly enhanced activity in peripheral nerves and 
central white tracts undergoing secondary degeneration (demyelination) ; 
(e) with the exception of phosphatidic acid cytidyl transferase, they are 
primarily associated with particulate material in the microsomal fraction of 
brain and other tissues: c f )  the activities of these enzymes in brain or other 
tissues exhibit little to no change under conditions of dietary alterations 
(starvation, fat-free refeeding) that markedly affect fatty acid biosynthesis; 
and ( g )  they are largely unaffected in vitro by various pharmacologic agents 
known to affect central nervous system functions. 

Le mktabolisme intermkdiaire des phospholipides dans les tissus nerveux ktudi6 
avec des mkthodes microenzymatiques quantitatives. 

R. E. MCCAMAN (Indiana University, Institute of Psychiatric Research, 
Indiana, U.S.A.). 

h L  L’une des caracttristiques uniques du cerveau en tant que tissu est sa 
teneur ClevCe en matCriel lipidique qui peut atteindre dans quelques 
zones jusqu’h 70% du poids sec. La plus grande partie de ces lipides est 
constituCe par un phospholipide compos6 premibrement des phosphatidyl- 
choline, phosphatidalkthanolamine, phosphatidylserine, phosphatidyllinositol 
et sphingo-myCline. Peu de temps aprbs la naissance, une barrigre permCable 
restreint le passage de toutes les substances B part quelques-unes dans le tissu 
ckrkbral. Puisque la plupart des phospholipides apparaissent h un moment 
ultdrieur, il peut ttre prCsumC que le tissu nerveux contient les enzymes bio- 
synthktiques approprikes pour produire les phospholipides caractkristiques. 

Si une etude du mCtabolisme des phospholipides doit ttre en correlation 
avec des subdivisions histologiquement distinctes du tissu nerveux, les tech- 
niques analytiques qui doivent Ctre employkes, doivent ttre extrtmement 
sensibles puisque les quantitks de tissu disponible par ces critkes ne se montent 
qu’h quelques microgrammes et que la quantit6 du produit enzymatique form6 
par un khantillon serait de l’ordre de 1010-1012 mol. 

La technique analytique que je desire discuter est une technique dans 
laquelle on emploie les isotopes. Bien que de telles techniques aient CtC 
frequemment employees par le passe pour des dkmonstrations d’un parcours 
m6tabolique d’un point de vue qualitatif, on n’estime pas de fagon gCnCrale 
que les techniques isotopiques peuvent ttre employees comme bases de 
dosages quantitatifs extrtmement sensibles pour des rCactions d’une seule &ape 
de catalyse enzymatique. Leur sensibilite intrinstque est Cgale ou suptrieure 
ii celle d’autres procCdCs (par exemple : fluorescence, absorption, titration) 
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couramment employks lors d’ktudes biochimiques; et dans quelques cas (en 
particulier dans le mktabolisme des phospholipides) elles reprksentent le seul 
moyen d’obtenir une mesure sfire et chimiquement convenable d’une activitk 
enzymatique ou d’un constituant de tissu. 

En outre, les conditions d’un proctdk utilisant des isotopes peuvent &tre 
gknkralement rkalistes de sorte que les conskquences de rkactions mktaboliques 
secondaires soient ntgligeables. Un avantage particulier de ces techniques est 
la facilitk avec laquelle elles peuvent Ctre employkes pour ktudier les effets 
des antimktaboliques ou des inhibiteurs de l’activitk enzymatique. 

Les enzymes A exposer en dktail concernant a) la biosynthbse de l’acide 
phosphatidique par I’acyl CoA et l’cr-glyctrolphosphate; b) I’utilisation de 
l’acide phosphatidique pour la biosynthbse des glyckrophosphatides contenant 
de la choline et de l’tthanolamine; et c)  l’utilisation de l’acide phosphatidique 
pour la biosynthbse du CDP diglyckride. Ce dernier sert d’intermkdiaire 
essentiel dans la formation de glyckrophosphatides contenant de l’inositol, du 
glyctrol et de la skrine. Ces enzymes ont Ctk ktudikes par rapport a m  meilleures 
concentrations du substratum, le pH et les effets de sels, dktergents et d’agents 
divers pharmacologiques sur leur activitk in vitro. On a mesurk leur distribution 
dam les diffkrentes structures histologiquement approprikes et leur association 
avec des fractions subcellulaires spkcifiques. On a mesurt les activitks de ces 
enzymes dans des tissus nerveux subissant des changements pathalogiques et 
maturationels et chez des animaux soumis A des regimes diktktiques varits. 
I1 peut &tre ttabli en resumk que toutes les enzymes ainsi ktudikes se montrent 
doukes des propriktks gknkrales suivantes : a) elles montrent une activitk plus 
grande dans les tissus riches en soma neuronal (matibre grise) et sont relative- 
ment moins actives dans la matibre blanche ou dans les zones oh la mykline 
est prkdominante ; b) il n’y a matkriellement aucune diffkrence dans les activitks 
relatives de faisceaux nerveux contenant du glial, c’est-A-dire des klkments 
cellulaires de Schwann; c)  il y a une activitk accrue pendant la premibre pkriode 
postnatale correspondant A peu prBs A la pkriode de myelinisation (15-25 jours 
chez le lapin) avec une baisse subskquente dans l’activit6 mesurable chez 
l’adulte; d )  il semble qu’il y a une activitk nettement accrue dans les nerfs 
pkriphkriques et dans les faisceaux centraux blancs, subissant une dkgkntra- 
tion secondaire (dkmyelisation); e) B l’exception de la cytidyl transferase de 
l’acide phosphatidique, elles sont principalement associkes A des matkriaux 
particuliers dans la fraction microsomale du cerveau et d’autres tissus; 
f )  les activitCs de ces enzymes dans le cerveau ou dans les autres tissus montrent 
peu ou pas de changement sous des conditions de changement de rkgime 
alimentaire (privations, reprise de nourriture sans graisse) qui affectent trbs 
fort la biosynthbse des acides gras; et g) elles ne sont pas, pour une part, atta- 
qukes in vitro par diffkrents agents pharmacologiques connus pour attaquer 
les fonctions du systbme nerveux central. 
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Kinetic isotope effects in metabolic studies with deuterated and tritiated 
compounds. 

H. AEBI (Medizinisch-chemisches Institut der Universitat Bern, Schweiz). 

The use of an isotope as a tracer is based on the assumption that the small 
minority of labelled molecules is distributed and metabolized in the organism 
exactly the same way as the moiety of non-labelled molecules. In order to meet 
this requirement two conditions have to be fulfilled : (1) The isotope serving 
as a label has to be attachedJirmly to the molecule, so that any loss due to 
isotopic exchange is excluded. (2) No discrimination must occur among the 
various molecular species, i.e. the compound has to be labelled in such a way, 
that the tagged and the other molecules are indistinguishable for the organism. 
The former condition is a matter of proper choice of the atom serving as a 
label, in regard with its chemical nature and its position within the molecule. 
The latter depends on the extent to which physical, chemical and biological 
properties of the molecule are altered by the introduction of an isotopic atom 
to be used as a tracer. 

Differences in reaction rates - called kinetic isotope effects - have to 
be expected mainly if the mass of the isotopic atom, used for labelling, differs 
considerably from that of the abundant species of the same element. Therefore 
they are most pronounced among the hydrogen isotopes i.e. protium (lH), 
deuterium (2H or D) and tritium CH or T). In addition the magnitude of an 
isotope effect depends on the type of chemical reaction and the period of time 
for which the isotope selection is effective. As a rule reaction rates are less 
affected than equilibria. If the locus of the isotopic substitution is directly 
involved in the bond breaking or the bond forming of the reaction, this is 
called a primary isotope effect; if it is not involved, it is called a secondary (or 
distant) isotope effect. Usually the former are bigger than the latter. 

Owing to the frequent use of 3H and 2H as a label in biochemistry and 
pharmacology isotope effects among these species are of practical importance. 
Deuterium, mainly in form of its oxide, is available since 1932, when Urey et al. 
succeded in concentrating heavy water by electrolysis or distillation. Classical 
experiments using deuterium as a label have been performed in this country 
already three decades ago by Erlenmeyer (chemical and enzymatic dehydro- 
genation of deuterosuccinate) and by Bernhard (acetylation of sulfonamides 
after ingestion of deutero-ethanol). On the other hand tritium and tritiated 
compounds are available since the early fifties. A series of most informative 
experiments on isotopic selection between H, D and T has been performed 
by Du Vigneaud et al. (one-carbon-fragment metabolism). Already in these 
pioneer studies it was noticed, that the reactivity of deuterated or tritiated 
compounds is considerably lower, mainly because the bond between C and H 
is much stronger when the hydrogen is deuterium, than when it is protium, 
and still stronger when it is tritium. 

Isotope effects can be studied (1) by comparing the reaction rates measured 
separately in presence of the different molecular species as they occur in tagged 
compounds; (2) by the simultaneous use of two different isotopes in the same 
compound e.g. D (or T) and 14C. This technique of doubly-labelling is a sensitive 
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and efficient way for studying isotopic selection. However, the procedure of 
inrermolecular doubly-labelling may be misleading and therefore the more 
reliable technique of intramolecular doubly-labelling is preferable. In this 
report three examples of C-H/C-D - isotope effects shall be discussed in more 
detail : 

1. Oxidation of formate. This is the most simple compound suitable for 
the study of primary isotope effects. Formate oxidation in presence of the 
following enzyme systems have been tested : (a) formicodehydrogenase 
(E.C. 1.2.1.2.) from phaseolus, (b) catalase from beef liver (E.C. 1.11.1.6.) 
and (c) formicodehydrogenase from E. coli (E.C. 1.2.2.1.). There is an isotope 
effect of kH/kD = 2-3 in the plant enzyme. There may or may not be an isotope 
effect in the catalase system depending on the nature of the limiting factor in 
peroxidatic oxidation ( k ~ / k ~  = 1.0-1.5). On the other hand formate oxidation 
by alkaline permanganate exerts a most pronounced isotope effect ranging 
from k ~ / k ~  = 6 to 10. 

2. Oxidation of ethanol. The overall reaction rate for the enzymatic 
dehydrogenation of ethanol and for the reduction of acetaldehyde is consi- 
derably reduced if H is replaced by D in the donor reactant (Shiner, Mahler 
and Douglas). Here the figures obtained for the yeast and the liver enzyme 
(E.C. 1.1.1.1.) are similar ( k ~ / k ~  = 1.75 and 1.8). Furthermore there is a 
difference in the binding-dissociation constants for the deuterated (a-D- 
NADHJ and the non-deuterated coenzyme. The two hydrogens in position 4 
of NADH, are not configurationally equivalent, since only one (in position a)  
is transferred by this highly stereospecific reaction. 

3. Oxidation of succinate. Enzymatic dehydrogenation of tetradeuterated 
succinate by heart-muscle preparation exerts an isotope effect of 
k ~ / k ~  = 4.5-5.5. In presence of excess substrate there is an almost linear 
relationship between deuterium content of the substrate and reaction velocity 
(Thorn). This effect is likely to be due to a difference in maximal velocity 
(v,,,) as well as, to some extent, a difference in affinity (Km). 

Although there are not many examples studied in detail so far, they 
demonstrate, that it is very difficult to make generalizing statements or pre- 
dictions about the extent or the sense of changes in affinity or maximal reaction 
velocity, when H is replaced by D (or T) in a compound which may undergo 
dehydrogenation in the organism. Isotope effects do not only occur in chemical 
and enzymatic reactions; they may also take place in analytical procedures, 
such as column chromatography, C0,-absorption or even recristallisation. 
The study of isotope effects, notably among H, D and T has to be considered 
as valuable tool in the study of the reaction mechanism and the stereo- 
specificity of enzymes involved in oxidoreductions and the transfer of one- 
carbon-fragments. 
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Effets cinhtiques isotopiques dans les Ctudes metaboliques avec composCs deutCr Cs 
et tritiCs. 

H. AEBI (Medizinisch-chemisches Institut der Universitat Bern, Schweiz). 

L’emploi d’un isotope comme traceur est bast sur la supposition que la 
petite minoritt des moltcules marqutes est rtpartie et mCtaboliste dans 
l’organisme exactement comme les moltcules non marquees. Afin que cette 
supposition se rtalise, deux conditions doivent Ctre remplies : 
1) L’isotope servant comme traceur doit Ctre attach6 solidement A la moltcule, 

de sorte qu’une perte due 8. un tchange isotopique soit exclue. 
2) Aucune discrimination ne doit se produire entre les diffkrentes espbces 

molCculaires, par exemple le compost doit Ctre marqut de telle faCon que 
la moltcule marqute et les autres ne puissent pas Ctre distingukes par 
l’organisme. 

La premibre condition est une question du choix approprit de l’atome 
servant comme traceur, en tenant compte de sa nature chimique et de sa 
position dans la moltcule. La deuxibme dtpend de la mesure dans laquelle 
les propriktts physiques, chimiques et biologiques de la moltcule sont altCr6es 
par l’introduction d’un atome isotopique comme traceur. I1 faut s’attendre 
a des difftrences dans les vitesses de rCaction, appelts effets cinttiques des 
isotopes, surtout si la masse de l’atome isotopique employ6 pour le marquage 
est assez diffirente de cdle de la masse abondante du meme tltment non 
marquC. Elles sont donc trbs prononcees parmi les isotopes de l’hydrogbne, 
par exemple le protium (lH), le deuttrium (2H ou D) et le tritium (3H ou T). 
Par surcroit, la grandeur d’un effet isotopique depend du type de la rtaction 
chimique et de la ptriode de temps pendant laquelle la sClection isotopique est 
effective. En principe, les vitesses des rtactions sont moins atteintes que les 
Cquilibres. Si l’endroit de la substitution isotopique est directement impliqut 
dans la rupture d’une liaison ou dans la formation d’une liaison dans la 
rtaction, on parle d’effet isotopique primaire; s’il n’est pas impliqut, il est 
appelt effet isotopique seconduire (tloignt). D’habitude, les premiers sont plus 
grands que les deuxibmes. 

A cause de l’emploi frtquent de 3H et 2H comme traceurs en biochimie 
et en pharmacologie, les effets isotopiques entre ces espbces sont de grande 
importance pratique. Le deuttrium, surtout sous forme de son oxyde, est 
disponible depuis 1932, quand Urey et al. ont rtussi concentrer l’eau lourde 
par Clectrolyse ou par distillation. Des expkriences classiques utilisant le 
deutCrium comme traceur ont Ctt faites dans ce pays il y a dtja trois dtcades 
par Erlenmeyer (dtshydrogtnation chimique et enzymatique du deuttro- 
succinate) et par Bernhard (acttylation des sulfonamides aprbs ingestion de 
deuteroethanol). D’autre part, du tritium et des composCs tritits sont dispo- 
nibles depuis 1950 environ. Une strie d’exptriences plus instructives sur la 
sClection isotopique entre H, D, et T a t t t  faite par Du Vigneaud et al. (mtta- 
bolisme des fragments a un seul carbone). D6ja dans ces etudes de pionniers 
il a ett remarqut que la rtactivitt des composCs deutkrits ou tritiCs est considt- 
rablement plus basse, surtout parce que la liaison entre C et H est beaucoup 
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plus forte quand l’hydrogtne est sous forme de deuttrium, lorsqu’il est sous 
forme de protium, et encore plus forte quand il est sous forme de tritium. 

Les effets isotopiques peuvent &tre ttudits : 1) en comparant les vitesses 
de rtaction mesurtes stpartment en prtsence des difftrentes espbces molt- 
culaires, comme elles ont lieu dans les composts marquts; 2) en employant 
simultantment deux isotopes difftrents dans le meme compost, par exemple 
D (ou T) et 14C. Cette technique du double marquage est un moyen sensible 
et efficace pour ttudier la stlection isotopique. Cependant, le procCdC du 
double marquage iniermoltculaire peut induire en erreur, et l’on doit donc 
prtftrer la technique plus sfire du double marquage intramoltculaire. Dans 
ce rapport, trois exemples d’effets isotopiques C-H/C-D seront discutts en 
dttail : 

l’ttude des effets isotopiques primaires. On a Ctudit l’oxydation du formiate 
en prtsence des systbmes enzymatiques suivants : a) formicodehydrogCnase 
(E.C. 1.2.1.2.) de phaseolus, b) catalase du foie de bceuf (E.C. 1.11.1.6.) et 
c)  formicodtshydrogtnase de E. coli (E.C. 1.2.2.1.). I1 y a un effet isotopique 
de kH/kD = 2-3 dans l’enzyme de la plante. On peut, ou on ne peut pas 
avoir un effet isotopique dans le systkme de la catalase, selon la nature du 
facteur limitant dans l’oxydation peroxydasique ( k ~ / k ~  = 1 ,O-1,5). D’autre 
part, l’oxydation du formiate par le permanganate alcalin exerce un effet 
isotopique plus prononct, variable de k ~ / k ~  = 6 jusqu’h 10. 

2. Oxydation de l’hhanol. La vitesse de la rtaction totale pour la dts- 
hydrogtnation enzymatique de l’tthanol et pour la rtduction de l’acttaldthyde 
est considtrablement rtduite si H est remplact par D dans le rtactif porteur 
(Shiner, Mahler et Douglas). Dans ce cas, les chiffres obtenus pour la levure 
et l’enzyme du foie sont semblables (kH/kc = 1,75 et l$). En outre, il y a 
une difftrence dans les constantes de dissociation des liaisons pour le coenzyme 
deuttrit (cr-D-NADHd et le coenzyme non deuttrit. Les deux hydrogbne 
en position 4 de NADH, ne sont pas Cquivalents du point de vue de la confi- 
guration, car seulement un (dans la position a) est transftrt par cette rtaction 
hautement sttrtosptcifique. 

3. Oxydation du succinate. La dtshydrogtnation enzymatique du succinate 
tktradeuttrit par une prtparation du muscle du ceur exerce un effet isotopique 
de kH/kD = 4,5-53. En presence d’un excks du substratum, il y a une relation 
presque lintaire entre le contenu en deuttrium du substratum et la vitesse de 
la rtaction (Thorn). Cet effet est probablement dQ a une difference dans la 
vitesse maximale (V,,,,) ainsi que, jusqu’a un certain point, h une difftrence 
d’affinitt (Km). 

Bien qu’il n’y ait pas jusqu’a prtsent beaucoup d’exemples Ctudits en 
dttail, ils dtmontrent qu’il est trts difficile de faire des Cnoncts gtntraux ou 
des prtvisions au sujet de l’ttendue ou du sens des changements d’affinitt ou 
de la vitesse maximale de rtaction, quand H est remplact par D (ou T) dans 
un compost qui peut subir la dtshydrogtnation dans l’organisme. Des effets 
isotopiques ne se produisent pas seulement dans des rtactions chimiques et 
enzymatiques ; ils peuvent aussi avoir lieu dans l’application de proctdts 
analytiques, tels que la chromatographie sur colonne, l’absorption du CO, ou 
mCme la recristallisation. L’Ctude des effets isotopiques particulibrement 

1. Oxydation du formiate. C’est le compost le plus simple approprit 
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entre H, D et T, doit &re considirte comme un instrumentpricieuxdans 
l’ttude du mtcanisme des rtactions et de la stCrkospkcScit6 des enzymes 
impliqutes dans des rtactions d’oxydoriductions et du transfert des fragments 
B un seul carbone. 
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Drug tolerance by increased drug metabolism. 
H. REMMER (Institut fur Toxikologie, Universitat Tubingen, Deutschland). 

Drug tolerance should be viewed as an adaptation of an organism or a 
single cell to an effective foreign compound either by a decreasing response 
of the receptor sites or by an accelerated breakdown of the active agent. 

Tolerance to alkaloids such as morphine, nicotine, and related drugs is 
due to a diminished response of cells in the CNS or in the ganglia. However, 
decreased sensitivity of the receptor plays a minor role in the tolerance to 
hypnotics and similar compounds if they are converted to inactive metabolites 
by enzymes of the endoplasmic reticulum of the liver cells. A high single dose 
or repeated smaller doses of such drugs induce the metabolizing enzyme- 
system. More enzymes are produced and the hydroxylation rate increases. 

The main enzyme of the hydroxylating system is a cytochromal mixed 
function oxidase which is completely unspecific. It activates molecular oxygen 
and hydroxylates numerous lipid soluble foreign compounds. 

This is the reason why an induction of this enzyme produces an increase 
of the metabolism of the inducing agent as well as almost all drugs which are 
converted by the hydroxylating enzyme. 

The inducing capacity is not a peculiar property of hypnotics and related 
compounds. Numerous lipid soluble drugs, such as nikethamide, anti- 
histaminics, and the antibioticum grisesulfin are even so well known as 
inducers. 

After repeated doses of strong inducing agents the amount of additional 
enzymes situated in the endoplasmic reticulum increases. 

However, enzymes which have nothing to do with the hydroxylation of 
foreign compounds are induced slightly or not at all. Simultaneously the 
smooth membranes of the endoplasmic reticulum multiply as can be seen with 
the electrone-microscope. Morphologic changes in other structures of the 
liver cells are not observed. Chemical determinations of the constituents of 
smooth membranes isolated from the liver confirmed the growth of these cell 
structures. The proliferation starts with an accelerated incorporation of labelled 
amino acids into proteins and of radiophosphate into lipids of the endo- 
plasmic reticulum. The increase of the smooth membranes is accompanied by 
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a typical hypertrophy of the liver. The total amount of proteins and phospho- 
lipids rises correspondingly with the growth of the liver. 

The consequences of increased drug metabolism for therapy and for the 
evaluation of new drugs will be discussed. 

Tolbance aux mbdicaments par une augmentation de leur mbtabolisme. 

H. REMMER (Institut fiir Toxikologie, Universitat Tubingen, Deutschland). 

La toltrance aux mkdicaments devrait Ctre considCrCe comme une 
adaptation d’un organisme ou d’une seule cellule a un compost actif Ctranger, 
soit par une diminution de la reaction des rtcepteurs, soit par inactivation 
accClCrCe de l’agent actif. 

La tolerance aux alcaloTdes, tels que la morphine, la nicotine et les 
mkdicaments connexes, est due a une rdaction diminuke des cellules dans le 
SNC ou dam les ganglions. Cependant, la sensibilitk diminute du rkcepteur 
joue un r61e mineur dans la tolkrance aux hypnotiques et aux composks 
semblables, s’ils sont convertis en mktabolites inactifs par des enzymes du 
rCticulum endoplasmique des cellules du foie. Une seule dose ClevCe ou des 
doses plus petites rkpCtCes de tels mkdicaments provoquent le syst6me enzy- 
matique mktabolisant. Plusieurs enzymes sont produites, et la vitesse 
d’hydroxylation augmente. 

L’enzyme principale du systeme hydroxylant est une oxydase B fonction 
mixte cytochromale, qui est absolument non sphcifique. Elle active l’oxyg6ne 
molCculaire et elle hydroxyle de nombreux composks ttrangers solubles dans 
les lipides. C’est la raison pour laquelle m e  induction de cette enzyme provoque 
une augmentation du mCtabolisme de l’agent inducteur, ainsi que presque 
tous les mkdicaments qui sont transform& par l’enzyme hydroxylant. 

La capacitd inductrice n’est pas une propriCtC particulikre des hypnotiques 
et des composts connexes. De nombreux mCdicaments solubles dans les lipides, 
tels que le nikethamide, les antihistaminiques et l’antibiotique grisesulfin sont 
Cgalement bien connus comme inducteurs. 

Aprks des doses rkpttCes d’agents inducteurs forts, la quantitC d’enzymes 
additionnelles situCes dans le rCticulum endoplasmique augmente. Cependant, 
des enzymes qui n’ont nen B faire avec l’hydroxylation de composb Ctrangers 
sont induites 1CgSrement ou pas du tout. Simultantment, les membranes lisses 
du rCticulum endoplasmique se multiplient, comme on peut le voir avec le 
microscope tlectronique. Des modifications morphologiques dans difT6rentes 
structures du foie ne sont pas observ6es. Des dkterminations chimiques des 
constituants des membranes lisses isolkes du foie ont confirm6 l’accroissement 
de ces structures cellulaires. La prolifkration commence avec une incorpo- 
ration accC1CrCe d’amino-acides marquis dans des protkines et de radio- 
phosphate dans des lipides du rbticulum endoplasmatique. L’augmentation 
des membranes lisses est accompagnke par une hypertrophie typique du foie. 
La quantit6 totale des prottines et des phospholipides augmente proportion- 
nellement & l’augmentation du foie. 
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Les condquences de l’augmentation du mktabolisme des midicaments 
pour la thbrapeutique et pour la dCtermination de nouveaux mkdicaments 
seront discutdes. 

Models for kinetics In pharmacology. 

G. SEGRE (University of Camerino, Italy). 

Compartmental models used in the study of drug kinetics can also be 
employed in the analysis of the kinetics of drug effects. In this case it is necessary 
to linearize the effects so that the system could be treated as a linear black box 
whose input is given by the drug concentration and the output by the effect. 
The probit transformation of the effects can provide such a linearization. 

Suc a procedure has been used to study the kinetics of nor-epinephrine 
effect on blood pressure in cats. The input is given in this case by the time course 
of the plasma radioactivity due to nor-epinephrine after the i. v. injection of 
tritiated nor-epinephrine. The output is given by the time course of the blood 
pressure, in probit units, after the probit transformation of the dose-effect 
curve of nor-epinephrine in cats. 

A multicompartmental model has been formulated to which the kinetics 
of plasma nor-epinephrine, of its O-methyl-derivative and of the blood pressure 
have been fitted simultaneously through the use of the SAAM program and 
a digital computer (IBM 7094). 

The time course of a drug at the receptor level can be analyzed with the 
use of the model suggested by the author (G. Segre, Isotopes in Experimentat 
Pharmacology, L. J. Roth Ed., The University of Chicago Press, Chicago, 
1965, p. 157). 

The kinetics of Pentobarbital at the receptor level has been thus analyzed 
by using the times of disappearance and of reappearance of the righting 
reflex in rats and by determining the Pentobarbital concentrations at various 
times in different parts of the brain and in other organs of the rat. 

Moddes de cinbtique en pharmacologie. 

G. SEGRE (UniversitC de Camerino, Italie). 

Des modbles compartimentaux employes dans 1’Ctude de la cinCtique des 
mkdicaments peuvent aussi Stre employks dans l’analyse de la cinCtique des 
effets des mkdicaments, Dans ce cas, il est nCcessaire de rendre linCaires les 
effets de fagon que le systhme puisse Stre trait6 comme une boite noire lintaire, 
dont l’entrte est donnCe par la concentration du m6dicament et la sortie par 
l’effet. La transformation en probit des effets peut fournir une telle 
1inCarisation. 

Un tel procCdC a Ctt utilisk pour Ctudier la cinktique de l’effet de la nor- 



GENEVA 20/23-IX-1967 -- REPORTS 469 

Cpintphrine sur la pression sanguine chez le chat. L’entrte est, dans ce cas, 
donnte par la durte de la radioactivitt du plasma due B la nor-epintphrine 
aprbs l’injection intraveineuse de nor-tpintphrine tritite. La sortie est donnte 
par la durte de la pression sanguine, en unites probit, ap rb  la transformation 
en probit de la courbe dose-effet de la nor-Cpintphrine chez le chat. 

Un modble multicompartimental a ttt prtsentt, dans lequel la cinttique 
de la nor-epintphrine du plasma, de son dtrivt orthomtthylt et de la pression 
sanguine, ont kt6 ajusttes simultanement en employant le programme SAAM 
et un calculateur digital (IBM 7094). 

La durte d’un mtdicament au niveau du rtcepteur peut Stre analyste en 
employant le modde propose par l’auteur (G. Segre, Isotopes in Experimental 
Pharmacology, L. J. Roth Ed., The University of Chicago Press, Chicago, 
1965, p. 157). 

La cinttique du pentobarbital au niveau du rtcepteur a CtC ainsi analyste 
en employant les temps de disparition et de rtapparition du rtflexe d’tquilibre 
chez le rat, et en determinant les concentrations du pentobarbital B diffkrents 
temps dans les differentes parties du cerveau et dans les autres organes du rat. 

Application des modhles. 

Y. COHEN (Dtpt. des RadioClCments, C. E. A., Saclay, France). 

Le dkveloppement des mtthodes de radioactivitt en pharmacologie a 
conduit B une multiplication des rtsultats pour une strie donnte d’exptriences, 
Ces rtsultats deviennent suffisamment nombreux et suffisamment prtcis pour 
Stre analysts mathtmatiquement suivant des conceptions modernes. A partir 
d’une analyse mathtmatique, il est possible de concevoir le modble physique 
du phenomhe physiologique associe a l’action d’une substance active d’origine 
biologique ou de synthkse (medicament, poison, mCdiateur chimique). 

La validitt du modble dCpend de la prtcision des rtsultats, de la prise en 
consideration de tous les phtnomknes physiologiques impliquts dans l’effet 
pharmacodynamique et de la variabilitt inhtrente B l’organisme animal. 

Nous nous proposons a l’aide d’exemples choisis dans les travaux du 
laboratoire de montrer l’inttrCt, griice aux molecules marqutes ou aux 
radioeltments, des methodes d’inttgration des phtnomknes physiologiques, 
de preciser la portte et de dkfinir les limites de ces nouveaux moyens 
d’investigation. 

Application of models. 

Y. COHEN (DCpt. des Radiotltments, C .  E. A., Sclay, France). 

The development of radioactivity methods in Pharmacology has led to 
a multiplication of results for a given series of experiments. These results are 
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becoming sufficiently numerous and precise to be analysed mathematically 
according to modern concepts. From such a mathematical concept it is possible 
to imagine the physical model of the physiological action of an active substance 
of biological or synthetic origin (medicine, poison, chemical mediator). 

The validity of the model depends upon the precision of the results, 
taking into consideration all the physiological phenomena implicated in the 
pharmacodynamic effect, and also the inherent variability of the animal 
organism. 

With the aid of examples chosen from work done in our laboratory, we 
propose to show the advantages of methods employing labelled molecules, 
or radioelements in the integration of physiological phenomena. We propose 
also to specify the scope, and to define the limits of these new methods of 
investigation. 

Les cellules adipeuses isolkes, un modhle experimental utile dans 1’Ctude de 
la lipolyse, de l’antilipolyse et de la synth&se des protkines. 

B. JEANRENAUD (Institut de Biochimie clinique, Universit6 de Genbve, Genbve 
Suisse). 

Les cellules adipeuses, isolCes selon le procCdk de Rodbell (J. Biol. Chem. 
239, 375, 1964) sont un mod6le expCrimenta1 trks utile puisqu’il est constituC 
d’une seule sCrie de cellules remarquablement homogbnes permettant la 
comparaison simultante d’un grand nombre d’agents mCtaboliques diffkrents. 
Les expkriences rCcentes faites dans notre laboratoire nous ont permis d’ana- 
lyser, grgce B cette technique, deux aspects du metabolisme intermkdiaire. 

a) Le premier consiste B comparer les effets mktaboliques induits par 
des agents lipolytiques (ACTH, adrenaline, glucagon) B ceux induits par des 
agents antilipolytiques (jnsuline, ouabai‘ne, acide nicotinique). I1 a CtC pos- 
sible de constater que bien que les agents du groupe lipolytique aussi bien 
que ceux du groupe antilipolytique stimulaient le mCtabolisme du glucose, 
les effets qualitatifs de cette stimulation Ctaient nettement diffkrents d’un groupe 
B l’autre, mais semblables B 1’intCrieur d’un m2me groupe. Ces diffhrents 
tableaux mktaboliques semblent 2tre en relation avec la concentration intra- 
cellulaire des acides gras libres. En l’absence de glucose et lorsque I’activitC 
lipolytique de la cellule est mesurCe, on observe que certains agents antilipo- 
lytiques tels que l’ouabayne paraissent agir en inhibant l’activitk de l’adenyl 
cyclase, une inhibition qui est probablement B mettre en relation avec une 
baisse du potassium intracellulaire. 

b) Le deuxibme aspect du mktabolisme intermkdiaire qui a Ctt CtudiC 
a CtC celui du mttabolisme des acides aminks. Puisqu’il est raisonnable de 
penser que les protCines de l’adipocyte sont avant tout des protiines enzyma- 
tiques, il Ctait intCressant d’en Ctudier la synthese. Ces expkriences nous ont 
permis de constater que les cellules adipeuses isolCes sont en effet capables 
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d’accumuler un acide non mttabolisable tel que l’acide a-aminoisobutyrique. 
D’autre part, la synthbse de prottine A partir de leucine-U-l4C se fait rapide- 
ment et continue liniairement pendant les quatre heures d’incubation utili- 
sies. Cette synthbse est stimulte par la prtsence d’insuline mCme en l’absence 
de glucose dans le milieu d’incubation. La ptnktration de la leucine-U-l*C 
dans l’adipocyte semble se faire d’une part par diffusion simple, d’autre part 
par un systbme de transport saturable et prtsentant des caracttristiques de 
compttition entre certains acides amints. Ce systbme de transport parait 
activt par le sodium et inactive par le potassium. En prtsence de sodium ce 
systbme de transport est clairement stimult par l’insuline bien qu’il ne soit 
pas possible d’exclure que cette hormone agisse simultantment au niveau 
de quelque &ape intracellulaire de la prottosynthbse. 

Ces deux types d’exptriences permettent de souligner l’importance de 
la technique des cellules adipeuses isoltes dans l’ttude de l’action d’hormone 
ou d’autres agents mitaboliques sur le mttabolisme intermtdiaire. 

The isolated fat cells, as a useful tool in the study of lipolysis, antilipolysis, 
and protein synthesis. 

B. JEANRENAUD (Institut de Biochimie Clinique, Universite de Gen6ve, Gen&e, 
Suisse). 

The isolated fat cells prepared according to Rodbell (J. Biol. Chem. 
239, 375, 1964) are a very useful system, as it consists in a single series of 
homogeneous cells which permits the simultaneous comparison of several 
different agents. Using this technique two aspects of the intermediary meta- 
bolism have been studied. 

(a) Firstly, the metabolic effects induced by lipolytic agents (ACTH, 
epinephrine, glucagon) and by antilipolytic agents (insulin, ouabain, nico- 
tinic acid) have been compared. Although both groups of agents were found 
to stimulate the metabolism of glucose by the isolated fat cells, the metabolic 
patterns of this stimulatory effect were found to differ markedly from one 
group to the other. On the contrary, within one group of agents it was quite 
similar. The results obtained support the view that these different metabolic 
patterns may be related to the levels of free fatty acids within the adipocyte. 

When glucose was omitted in the incubation medium, and when lipolytic 
activity of the cells was measured, it was found that antilipolytic agents such 
as ouabain were probably acting through actual inhibition of the adenyl- 
cyclase, an inhibition which appeared to be related to a decreased intra- 
cellular potassium levels. 

(b) The second aspect of the intermediary metabolism studied has been 
that of amino acids. As, in these cells, proteins are likely to represent mostly 
enzymatic proteins, their synthesis from labelled amino acid was of evident 
interest. It was found that the fat cells were able to accumulate a non-meta- 
bolizable amino acid such as a-aminoisobutylic acid. Protein synthesis from 
leucine-U-1% took place rapidly, proceeded linearly during the 4-hour incu- 
bation used, and was clearly stimulated by insulin even in the absence of 
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glucose in the medium. Leucine appeared to penetrate into the cells by simple 
diffusion on the one hand, by a transport system on the other. This transport 
system was found to be saturable and to exhibit some degree of competition 
between amino acids. Furthermore, it was found to be activated by sodium, 
possibly inactivated by potassium. The action of insulin upon protein synthesis 
was consistent with a stimulatory effect upon the transport system when 
sodium was present in the incubation medium, although additional intra- 
cellular action could not be excluded. 

These two series of investigations stress the usefulness of the isolated 
fat cell preparation in the study of the action of hormones or of other agents 
upon the intermediary metabolism. 

Utilisation des radioindicateurs dans I’btude des mbcanismes de la carcinogenhe 
chimique. 

Mme P. DAUDEL (Institut du Radium, Paris, France). 

Au cours des annCes rdcentes, la mCthode des radioindicateurs a permis 
de priciser la nature d’un certain nombre des rdactions chimiques et bio- 
chimiques qui se produisent lorsqu’une substance canciroghe entre en contact 
avec des tissus animaux. Ces donnCes sont d’une importance Cvidente en vue 
de l’ttude du mtcanisme de la carcinogen6se. 

Les principaux faits Ctablis concernent l’interaction in vivo des corps 
cancCrog6nes avec les protCines et les acides nuclkiques, ainsi que les pertur- 
bations apportdes h la biosynthtse de ces macromolCcules par ces substances 
exogenes. On a ainsi montrC, grke k l’emploi de molkcules marqukes par le 
radiocarbone ou le tritium, que certains hydrocarbures conjugues forment 
avec un groupe particulier de protCines des complexes dont la structure chi- 
mique a pu 2tre partiellement prCcisCe. On s’est de plus aperGu que l’aptitude 
de ces hydrocarbures h former ces complexes est en relation directe avec leur 
pouvoir cancCrog6ne, ce qui sugg6re que ce phtnomtne pourrait constituer 
une des Ctapes importantes de la carcinogCn6se. Des faits analogues ont 
Cgalement CtC observes dans la famille des molCcules azolques. 

Des Ctudes similaires ont par ailleurs m i s  en Cvidence un parallClisme 
entre le pouvoir cancCrog6ne des hydrocarbures conjugds et leur tendance 
B former des complexes avec les acides nucldiques. L’effet des alcoylants 
cancirog6nes sur les acides nuclkiques a CtC analysC d’une faGon particuli&-e- 
ment approfondie : on a not6 par exemple l’alcoylation de la guanine en 
position 7. 

Plus ricemment, 1’intCrCt s’est port6 sur les nombreuses perturbations 
que l’on observe dans la biosynth6se des protCines et des acides nucltiques, 
chez les animaux trait& par des substances oncoghes. Selon les cas, ces 
substances provoquent une stimulation ou une inhibition de certaines Ctapes 
de ces synthtses mais aucun lien net ne semble encore avoir it6 m i s  en evidence 
entre ces perturbations et le pouvoir canckrog6ne. 
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Nous nous proposons d’analyser les faits qui nous paraissent les plus 
importants dans le domaine prtcite en insistant sur la nature des techniques 
utilistes. Nous nous efforcerons d’indiquer quelles sont les hypotheses que ces 
faits sugghrent, quant au mtcanisme des premiers stades de la carcinogtn9se 
chimique. Signaions d6s maintenant que dans le cas des hydrocarbures et des 
azoiques, l’accent est gkndralement place sur l’interaction des corps canckro- 
g6nes et des proteines, selon un processus classique de rtgulation, cette 
interaction enzymatique contrdlant la division cellulaire, Dans le cas des 
substances alcoylantes, c’est l’interaction avec les acides nucltiques qui parait 
la plus spectaculaire et qui conduit 6 l’idCe qu’une mutation pourrait se 
produire d2s les premi2res &apes du phtnom2ne. 

Utilisation of radioindicators in the study of chemical carcinogenesis mechanisms. 

Mme P. DAUDEL (Institut du Radium, Paris, France). 

In recent years the method of radioindicators has made it possible to 
define a certain number of the chemical and biochemical reactions happening 
when a cancerogenic substance comes into contact with animal tissues. The 
importance of these facts is evident in view of the study of the carcinogenesis 
mechanism. 

The principal facts established concern the interaction in vivo of cancero- 
genic compounds with proteins and nucleic acids, as well as the disturbances 
caused to the biosynthesis of these macromolecules by these exogenous 
substances. It has thus been demonstrated, thanks to the use of compounds 
labelled by radiocarbon or tritium, that certain conjugated hydrocarbons form 
with a particular group of protein complexes, whose chemical structure could 
be partially defined. In addition, it has been noted that the ability of these 
hydrocarbons to form these complexes is in direct relation to their cancero- 
genic power, which suggests that this phenomenon might constitute one of 
the important stages of experimental carcinogenesis. Similar facts have also 
been observed in the azoic compounds group. 

Further studies have brought to light a parallelism between the cancero- 
genic power of conjugated hydrocarbons and their tendency to form complexes 
with nucleic acids. The effect of cancerogenic alkylating compounds on nucleic 
acids has been analysed in detail : for example, guanine alkylation is observed 
in position 7. 

More recently, investigations have been directed on the numerous 
disturbances which can be observed in the biosynthesis of nucleic acids and 
proteins in animals treated with cancerogenic substances. These substances 
provoke a stimulation or an inhibition of certain steps of these syntheses, but 
no clear link seems to have appeared yet between these disturbances and the 
cancerogenic power. 

We intend to discuss those facts which seem to us of the greatest 
importance and to stress the kind of techniques used. We will try to indicate 
the assumptions suggested by these facts, as far as the mechanism of the first 
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stages of chemical carcinogenesis is concerned. We can point out at this stage 
that in the case of hydrocarburates and azoics, the emphasis is generally 
placed on the interaction of the cancerous bodies and the proteins, according 
to a classic regulation process, and this interaction could lead to the inhibition 
of the synthesis of an enzymatic fraction controlling the cellular division. In 
the case of alcoylant substances, it is the interaction with nucleic acids which 
appears the most spectacular and which leads to the idea that a mutation might 
be produced in the first stages of the phenomenon. 

The mode of action of some cytotoxic compounds analyzed by use of labelled 
molecules. 

H. LETTRB (Institut fur experimentelle Krebsforschung, Universitat Heildelberg, 
Deutschland). 

The use of labelled molecules for the analysis of the mode of action of 
cytotoxic compounds includes the following possibilities : (I) labelling of the 
tumor-bearing host, (2) labelling of the cells of the tumor, (3) labelling of the 
cytotoxic compound, and (4) labelling of metabolites. 

The first possibility has not been used systematically. Labelling of the 
tumor cells provides the possibility to determine their rate of growth. The 
change of this growth rate under the action of cytotoxic compounds makes 
it feasible in characteristizing this material, however this method only gives 
an overall picture. The labelling of the cytotoxic compounds permits the 
study of their distribution in the organism, their activation or inactivation, 
degradation and excretion. The point of attack inside the target cell can be 
determined either by methods of fractionation of cell compounds or by auto- 
radiography. The labelling of metabolites is the most valuable indicator for 
the effect of cytotoxic agents. The metabolic disturbances in the fields of 
carbohydrates, proteins, nucleic acids and lipids can be studied by biochemical 
methods. These different possibilities will be discussed as examples for the 
utilization of some cytotoxic compounds and mitotic poisons. 

Mode d’action de quelques composks cytotoxiques analysCs ii I’aide de molecules 
marquees. 

H. LETT& (Institut fur Experimentelle Krebsforschung, Universitat Heildelberg, 
Deutschland). 

L’emploi des moldcules marquCes pour l’analyse du mode d’action des 
composds cytotoxiques comprend les possibilitds suivantes : 
1) marquage du porteur de la tumeur; 
2) marquage des cellules de la tumeur; 
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3) marquage du compost cytotoxique 
4) et marquage des metabolites. 

La premi6re possibilitC n’a pas t t t  utilisde systtmatiquement. Le marquage 
des cellules tumorales permet de ddterminer leur vitesse d’accroissement. La 
variation de cette vitesse d’accroissement sous l’action des composCs cyto- 
toxiques permet de caracttriser ce mattriel; cependant, cette mtthode donne 
seulement un aperty gtntral. Le marquage des composCs cytotoxiques permet 
l’ttude de leur distribution dans l’organisme, leur activation ou inactivation, 
leur dtgradation et excrttion. Le point d’attaque ii l’inttrieur de la cellule viste 
peut Ctre dttermind soit par des mtthodes de fractionnement de composCs 
cellulaires, soit par l’autoradiographie. 

Le marquage des mttabolites est l’indication la plus valable pour l’effet 
des agents cytotoxiques. Les troubles metaboliques dans les domaines des 
hydrates de carbone, des protCines, des acides nuclCiques et des lipides, peuvent 
Ctre Ctudits par des mtthodes biochimiques. 

Ces difftrentes possibilitts seront discuttes en tant qu’exemples pour 
l’utilisation de quelques composCs cytotoxiques et de quelques poisons 
mitotiques. 


