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According to the present results, theamount of labelled
mineral atoms which can bebound to the already calcified
ground substance of a given bone seems to depend to a
great extent on the relative amount of recently built and
not yet fully calcified pieces of ground substance. Evident-
ly the number of pieces of recently laid down bone tissue
is greater the higher the rate of microscopic rebuilding.
Thus, the activity of ‘bones after treatment with radio-
active:.elements should be greater the wider the recon-
structive processes which occur in spongy and compact
bonel. In this respect, the differences of activity of the
skeleton of young and of mature animals of the same
species after administration of labelled Ca or P or of U,
Sr, etc.?, might depend—at least partly—on the well-
known differences of the rebuilding rate of the skeleton
in the various stages of life3.

The same reasoning might provide an explanation of
the differences of radioactivity between diaphysis and
epiphyses of long bones (cf.i.al.4); indeed, the rate of the
microscopic reconstruction is higher -throughout life
in spongy bone of epiphyses and of metaphyses than in
compact bone of diaphysis®. R. AMPRING

Institute of Anatomy, University of Turin, August 5,
1951.

Zusammenfassung

Diinnschliffe von frisch fixierten oder mazerierten
Knochen wurden ¢n vifro der Einwirkung von radio-
aktiven Ca- und P-Salzen unterworfen. Die Autoradio-
graphien beweisen, daB3 Ca*® und P32 in gréBerer Menge
von den verhiltnismidBig weniger kalzifizierten Ab-
schnitten der Grundsubstanz des Knochens iibernom-
men werden. Die Menge der anorganischen Salze, welche
unter diesen Bedingungen von den verschiedenen Kno-
chen aufgenommen wird, hingt hauptsichlich von der
relativen Menge der vorhandenen organischen Substan-
zen und von den in der Grundsubstanz enthaltenen
Osteomukoiden ab.
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L’utilisation du chlorure de 2,3,5-triphényl-
tétrazolium pour 1’étude de I'activité déshydro-
génasique des mitochondries

Le chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (TPT),
obtenu par von PEcHMAN et RUNGE?, est un dérivé in-
colore, trés soluble dans I’eau, qui, sous I'action des ré-
ducteurs — inorganiques (hydrosulfite de sodium, sul-
fure d’ammonium, etc.) ou organiques — se transforme

1 H. von PEcumMaNN et P. Rungg, Ber, Disch. chem. Ges. 27,
2920 (1894).
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en un corps fortement coloré en rouge, insoluble dans
I’eau, soluble dans de nombreux solvants organiques, le
triphénylformazan. Nous nous trouvonsdonc en présence
d’un systéme dont la forme colorée est représentée par
I'état réduit, fait particuliérement remarquable pour son
utilisation en vue de la détermination des déshydrogé-
nases.

Nous avons utilisé la méthode de GREEN (homogénéi-
sation au mixeur, centrifugation dans une solution de
KCl a 9%,)! pour la préparation de mitochondries
(cyclophorase) de foie et de rein de rat et de lapin. La
technique adoptée pour I’étude de 'activité déshydrogé-
nasique est la suivante: & une quantité donnée de suspen-
sion de mitochondries (1 cm3), on ajoute un tampon
phosphate 0,2 M a pH 7,3 (0,5 cm?), le substrat corres-
pondant 4 I'enzyme & étudier et des activateurs variables
selon les cas (MgCl,, adénosinetriphosphate, etc.). Aprés
avoir complété 4 un volume donné (3 cm?) par de
l'eau bidistillée, on ajoute 1 cm?® d'une solution
aqueuse de TPT & 0,1%. Il cst indispensable d'uti-
liser une solution frajchement préparée de TPT et
maintenue a l'abri-de la lumiére. En effet, le TPT,
trés stable 4 Vétat anhydre, s’altére en scolution
aqueuse sous l'action de la lumiére qui, par une réac-
tion d’oxydoréduction -interne, le .transforme en tri-
phénylformazan et en chlorure de 2,3-(o-biphényléne)-5-
phényltétrazolium2 On porte au bain-marie & 37°C
pendant 20 min et on extrait alors le formazan.

L’extraction de la totalité du colorant est difficile en
raison de l'adsorption d’une partie de celui-ci sur les
mitochondries. L’adjonction d’acides ou de bases forts
décolore le formazan et est donc & rejeter. L’acétone
(6 cm?) permet une extraction satisfaisante, a condition
d’agiter fortement; 'adjonction d’acide trichloracétique
(1 cm?® & 409%)3 n’est pas utilisable pour 'extraction du
triphénylformazan, car elle décolore celui-ci. Les dé-
tergents (zéphyrol) ne facilitent pas l'extraction. En
dehors de l'acétone, nous avons obtenu une excellente
extraction par le mélange suivant: alcool éthylique,
5 cm? + alcool nonylique (ou caprylique), 1 cm3.

Aprés adjonction du solvant, on agite, centrifuge,
filtre et mesure I'absorption du filtrat 4 492 mu. Les lectu-
res ont été faites A cette longueur d’onde a 'aide d’'un
spectrophotométre de Beckman, modéle DU. Nous
avons déterminé la courbe d’absorption du TPT et du
triphénylformazan et trouvé qu’alors que le premier de
ces corps n’absorbe pas dans le visible, le second (dissous
dans un solvant organique, l'acétone par exemple) ab-
sorbe fortement entre 400 et 550 mu, avec un maximum
A 492 my (ex10-% = 14,9). Dans 'ultraviolet, TPT et
formazan {ce dernier dissous dans l’éther et non dans
I’acétone vu la forte absorption de ce solvant) absorbent
fortement au-dessous de 310 my, avec un maximum A 245
my pour le TPT et 295 my peour le formazan. Rejoignant
les conclusions de KuN et ABoop4, nous avons d’autre
part établi que la densité optique des solutions de forma-
zan est bien une fonction linéaire de la concentration,
aussi bien dans le visible que dans l'ultraviolet. Ce fait
permet donc aisément la détermination spectrophoto-
métrique de la concentration en formazan.

Les lectures d’absorption doivent étre faites peu de
temps aprés la fin de la réaction. En effet, si le formazan
est relativement stable en solution dans l'acétone ou
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I’éther purs {nous n’avons pas noté de modification
importante de la densité optique de telles solutions aprés
plusieurs jours), il n’en va pas de méme lorsque, comme
dans nos expériences enzymatiques, le formazan se
trouve solubilisé dans un mélange eau-acétone contenant
de nombreuses autres substances (substrat, activateurs,
etc.). Dans ces expériences, nous avons constaté que le
formazan se décolore assez rapidement et de fagon ir-
réguliére.

Quant 2 Vinfluence du pH sur la réduction du TPT,
elle nous est apparue négligeable entre pH 4,0 et 12,5,
Par contre, la réduction ne se fait plus que de facon in-
compléte au-dessous de pH 4,0.

L’utilisation de la méthode décrite nous a permis de
classer les déshydrogénases étudiées de mitochondries
de foie dans l'ordre suivant d’activité décroissante:
citrico-, succino-, a-cétoglutaro-, pyruvo-, malico-,
lacticodéshydrogénase. Ces données ne sont cependant
valables que lorsque la préparation a été faite avec
un maximum de précautions (température suffisam-
ment basse, rapidité des manipulations, absence de
contact entre la préparation et les parties métalliques
de l'homogénéiseur, etc.); sinon, l'altération de la
préparation enzymatique se traduit par une réduc-
tion de l'activité de toutes les déshydrogénases; la
succinodéshydrogénase étant la moins atteinte, son
activité devient alors supérieure & celle de la citrico-
déshydrogénase. Nous avons vérifié, en ce qui concerne
la citricodéshydrogénase, que la formation de formazan
(exprimée en microgrammes de formazan formés par
gramme de tissu frais) est une fonction linéaire du temps
dans les 60 premiéres minutes.

Nous avons enfin mené parallélement aux détermina-
tions par la méthode du TPT, des dosages d’activité des
mémes déshydrogénases par la méthode de Warburg et
par celle de Thunberg (accepteur d’hydrogéne: 1 cm?3
d'une solution & 0,1% de dichlorophénol-indophénol).
Nous avons constaté ainsi I’absence de parallélisme entre
les données de ces trois méthodes. La succinodéshydro-
génase est, en effet, plus active que la citrico-déshydro-
génase tant par les techniques de Warburg que par celle de
Thunberg. Sice fait n’a rien de surprenant en ce qui con-
cerne la premiére (qui mesure toute une suite de réactions
enzymatiques — dont les déshydrogénases ne sont qu’'un
maillon — aboutissant & l'utilisation d’oxygéne molé-
culaire), la non-concordance des résultats entre les deux
autres méthodes nous parait devoir étre attribuée a la
nature méme de l'accepteur, ainsi peut-étre qu’a une
inactivation partielle du complexe enzymatique au
cours des manipulations nécessaires dans la technique
de Thunberg?.

En résumé, ’ensemble des propriétés physiochimiques
du chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium que nous
avons étudiées (coloration a l'état réduit, étendue de la
bande de pH dans laquelle peut s’effectuer la réduction,
validité de la loi de Beer-Lambert pour le formazan, etc.)
nous a permis son utilisation pour la détermination de
l'activité déshydrogénasique de mitochondries (cyclo-
phorase) de foie de rat et de lapin. Nous avons comparé
les résultats obterius avec ceux de déterminations menées
parallélement par les méthodes de Warburg et de Thiin-
berg.

J.NorDMANN, R. NORDMANN et ODETTE GAUCHERY

Laboratoire de biochimie, clinique chirurgicale de la
Salpétriére, Paris, le 10 septembre 1951.
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Summary

The quantitative determination of dehydrogenase
activity in mitochondria, using 2,3,5-triphenyltetra-
zolium chloride as H-acceptor, is described. The results
obtained with this technique are compared with those
given by the methods of Warburg and Thunberg.

Uber das Verschwinden von Adenosintriphosphat
bei der Superpriizipitation von Aktomyosin-Gel

Obgleich eine Reihe von Forschern die Ansicht ver-
tritt!, daB die durch Adenosintriphosphat (ATP) her-
vorgerufene Synirese («Kontraktion») von Aktomyosin
(AM) mit einem Abbau dieses Nukleotids einhergeht,
ist ein direkter Nachweis dieses Abbaus aus methodi-
schen Griinden bisher nicht gelungen. Die interessanten
Befunde BucHTHALS?, nach denen durch Einwirkung
von ATP auf Fadenkniuel von AM-Gel ein relativ
geringfiigiger Einbau von Purin und Phosphat [etwa im
gleichen Verhiltnis wie in der Adenosindiphosphorsidure
(ADP)] in das Myosin stattfindet, sind fiir das vorlie-
gende Problem nicht heranzuziehen, da die lange Ein-
wirkungsdauer vor der Analyse (etwa 30 min) iiber Vor-
ginge bei der Kontraktion selbst direkt nichts aussagt.
Die grofite Schwierigkeit ist wohl in der mit der «Kon-
traktion» gleichzeitig einsetzenden Wirkung der ATPase
zu sehen?®, die gleichfalls zum Verschwinden von ATP
(durch Abbau zu ADP) fithrt. Zur Differenzierung zwi-
schen Kontraktion und ATPase-Wirkung empfiehlt sich
nach unseren Erfahrungen die Anwendung von SH-
Gruppen blockierenden Substanzen [zum Beispiel metall-
organischen Quecksilber(2)- und Arsen(3)-Verbindun-
gen), mit deren Hilfe es gelingt, diese Vorgdnge wahlweise
und reversibel «einzufrieren»?; allerdings ist es uns bis-
her nie gelungen, bei erhaltener Kontraktion die ATPase

-auszuschalten. Mit der von uns friiher® angegebenen

Methode der quantitativen Messung der AM-«Kon-
traktion» war der Einsatz der fiir die ATP-Bestimmung
notwendigen Substanzmengen méglich. Fir diese Be-
stimmung erwies sich die fiir ATP spezifische Beein-
flussung der Viskositdt von AM-Sol als ein auch in
quantitativer Hinsicht geeignetes Verfahren®; denn die

Linge des waagrechten Teils der Viskositit-Zeit-Kurve

ist in Gegenwart von Magnesiumionen bei einer bestimm-
ten ATPase-Aktivitit des AM-Sols ein direktes MaB
fiir die anfangs zugefiigte ATP-Menge®. Wie aus Ab-
bildung 1 hervorgeht, verschwindet wihrend der «Kon-
traktion» bei richtiger Dosierung das zugefiigte ATP
weitgehend, wihrend im Kontrollversuch [bei dem m-
Amino-p-oxyphenylarsen(III)-oxyd (oxarsan)die Kon-
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