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WELCH and COUCH t observed in 1951 an interrelation- 
ship between vi tamin Bts and pantothenic acid in 
chicken liver cells, The nature of this phenomenon is 
still unexplained, 

The phenomenon observed by the author has also no 
explanation, but  because of its biological importance it 
deserves more investigation, 

J. JXNNES 

Department o/ Medical Chemistry, University o/ 
Helsinki, Ju ly  d, 1953. 

Zusammen[assung 
Drei ~wilde~ Sttimme yon Escherichia coli wurden auf 

vitaminfreien N~ihrb6den geziichtet. Zusatz yon Vita- 
min Ba~ in Konzentrat ionen yon 0,03 bis 0,06 7 je ml 
ergab bei verschiedenen Stammen eine ungleiche Hem- 
mung der Pantothens~iure-Synthese. Die eindeutigstcn 
Resultate wurden mit  frischen Stiimmen erzielt, die nur 
kurz auf Agar geztichtet wurden. 

t B. E. W~LCH and J, R. Couctt, Abstracts Amer. Chem. Soc. 
Southwest Regional Meeting 35-36 (Austin,Texas, Dec. 1951}, cited 
by A. D. W~LCH, and C. A. Ntcuot. in Ann. Rev. Biochem, I~$# 
Stanford, Calif. p. 674. 

Sur l' lnhibition s~lecttve des acfitylcholin- 
estfirases in vlvo chez le chien 

HAWKINg et MENDEL l one rdcemment ddcrit un agent 
anticholinestdrasique, le N-p-chlorophdnyl-N-mdthyl- 
carbamate de m-hydroxy-phdnyl- t r im&hylammonium 
(Nu-1250) grace auquel ils oat,  chez le rat,  inactiv6 les 
ac&yleholinest&ases (AcChE) plasmatiques sans inhiber 
les cholinestdrases non spdcifiques de l 'acdtyicholine 
(XChE) ; clans ces conditions ils oa t  observd l 'appari t ion 
de diffdrents symptomes ac&ylcholinomimdtiques e t i l s  
oa t  conclu, de ce fair, que les XChE n 'ont  aucun rdle, 
m~me auxiliaire, clans l 'hydrolyse in rive de l 'acdtyl- 
choline. I1 e~t convenu, pour 6tayer cette conclusion, de 
rdaliser des expdriences similaires chez des animaux se 
prdtant ~t des analyses pharmaeologiques plus ddtailMes, 
mais le Nu-1250 s'avdra, chez le chien, ddpourvu d 'act i-  
vitd antiacdtylcholinestdrasique sdlective (CASIER et DB 
VLEESCHHOUWER$). 
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1 R. D. HAWKINS ct B. MENDVL, Bioehem. J. ~#, 260 (1949). 
2 H. CASIER et G. R. D~ VLEESCHHOUWER, Arch. int. Phannaeo- 

dyn. 90, 412 (195'2). 

La synthdse, par FUNKE et VON DXNIKI~N t, d 'un  
nouvel antiacdtylcholinestdrasique% le di- iodomdthylate  
de la bis(pipdridinomdthylcoumaranyl-5) cdtone (3318 
CT), nous a permis d 'en t reprendre  une 6tude de l ' in- 
hibition prdfdrentielle des AcChE chez le chien, et  nous 
rdsumons ici les rdsultats observds jusqu'~t prdsent. 

I.-Activitds a~tticholinestdrasiques du 3318 C T 

a) Essais in vitro (Tableau I). Leg expdriences one did 
rdalisdes avec la m&hode de WARBUR~-AMMoN% et  cela 
dans des conditions classiques, en ut i l isant  l 'ac&yI-  
choline elle-m~me comme substrat .  - Comme le Nu-1250, 
le 3318 CT inhibe I 'AcChE globulaire de l ' homme pour  
des concentrat ions environ 10 000 lois infdrieures A ceItes 
ndcessaires pour inactiver la ChE plasmat ique dans les 
mdmes proportions. - En outre, et cont ra i rement  au 
Nu-1250, le 3318 CT est aussi un antiacdtylcholin-  
estdrasique sdlectif dans le cas des enzymes du chien, le 
rapport  activitd ant i -AcChE :ac t iv i t6  ant i -ChE &an t  
ici de 10000 ~, I00000; cette activitd antiacdtyl-cho- 
linestdrasique est tr~s dlevde, environ I0 lois sup& 
ricure tt celle du Nu-1250 sur I'AcChE globulaire 
humaine et de i0 tt 100 lois supdricure A celle de la 
Prostigmine sur l'AcChE globulaire du chien. Comme la 
prostigmine ct comme le Nu-1250, le 3318 CT cst un 
inhibitcur rdversible car l'inhibition observde rdtrocAde 
lorsquc le complcxe enzyme-substrat est dilud. 

b) Essais in rive. L'existence d 'un effet de dilution 
nous a conduit  ~ rdaliser la majori td de nos ddtermina- 
tions (Tableau II) avec du sang (ou du plasma) aussi peu 
dilud que possible et  avcc des substrats dies spdcifiques, 
c'est-~-dire avec de la benzoylcholine (0,01 M) pour les 
activitds des XChE,  ct  de l 'acdtyl-fl-mdthylcholine 
(0,03 M) pour ceiles des AcChE. En plus des corrections 
classiques, ceci a ndcessitd la ddtermination des coeffi- 
cients de r&ention d u s a n g  (ou du plasma)L Le sang 
dtait systdmatiquement prdlevd avant et une demi- 
hcure apr~s l'injcction de 3318 CT. Dans ces conditions, 
aucune inhibition significative des XChE sanguines ne 
rut observde, m~me apr~s 1 mg/kg i.v., alors qu'une 
inactivation nette des AcChE apparut d~s aprbs 0,01 
mg/kg. Des ddtcrminations rdalisdes dans d'autrcs con- 
ditions, avcc l'ac&ylcholine comme substrat, one con- 
firmd, dans Ics limitcs des erreurs qu'ellcs impliquent, le 
caract~re sdlectif de l'inhibition des AcChE par le 
3318 CT. 

t A. FUNKE et K. yon I)XNIKt~N, Bull. Soc. Chim. France, 457 
(1953). 

i A. FUNX~, J. JACOB et K. vo~" D~.utKSU, C. r. Acad. Sci. 23a, 
140 (1953). 

a R. AMMOS, Pflfigers Arch. 38, 729 (1934). 
4 W. W, UMBREIT~ R. H. BURRIS et J. F. STAUFFER, Manometric 

Techniques (Burgess Publ. Co., Minneapolis 1945), p. 115. 

Source d'enzyme 

Heroine Plasma 
Globules 

Chien Plasma 
Globules 

(I/30)... 
(1160)... 
(U30)... 
(I/24)... 

Tableau I 
Inhibitions, in vitro (en %), de cholinestdrases sanguines par le 3318 CT 

Concentration 
du substrat [ 

(AcCh) 10-4 10-s 

0,06 M 82 45 
0,005 M - -  - -  
0 . 0 6  M 43 9 
0,005 M -- 95 

Concentrations de 3318 CT (M) 

lO-e 10-7 10-8 lO-t 10-10 

10  5 5 7 2 
- -  9 7  8 0  5 6  3 2  

3 - -  0 0 0 
94 84 60 34 -- 

Exper. 8 
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Tableau II. Inhibitions, in vivo, des cholinest~rases du sang de chien par le 3318 CT 

Chien N ° 

1 
1 
1 
2 
3 
4 
5* 
6* 
7 

3318 CT 
injection i.v. 

(mg/kg) 

0,001 
0,01 
0,10 
0,10 
0,20 
0,25 
0,25 
0,40 
1 

Source d'enzyme 
(concentration terminale : 

= 0,75) 
XChE (substrat : 

benz. Ch :0,01 21I) 

sang tota l  
sang tota l  
sang to ta l  
sang tota l  
plasma s6par6 
sang tota l  
sang tota l  
sang to ta l  
sang total  

3 
0 
8 
0 

8 

Inhibition (en %) des 

AcChE (substrat: 
Ac. -m6thyl-Ch. 0,03 M)** 

0 
20 
65 
60 
65 
70 

> 50 
> 5 0  

* Les chiens 5* et 6* 6talent 6veill6s, les autres animaux chloralos~s et ventilds artificiellement. 
** La pr6cision de ces d6terminations est faible cn raison de causes d'erreurs dans le d6tail desquelles nous ne pouvons entrer ici. 

II.-Propridtds pharmacologiques du 3378 C T 
L ' a d m i n i s t r a t i o n  i n t r a v e i n e u s e  de  0,02 ~ 0,5 m g / k g  

de  3318 CT es t  su iv ie  de myos i s ,  de  s a l i v a t i o n ,  de l ac ry -  
m a r i o n ,  de  d ia r rh6e ,  de secousses  m u s c u l a i r e s  f ibr i l -  
la i res  e t  fasc icu la i res ,  de par6s ie  e t  de dyspn6e .  Le c h i e n  
6veill6 m e u r t  p a r  a s p h y x i e ,  avec  0,3 ~ 0,5 m g / k g  i .v . ;  le 
c h i e n  na r cos6  e t  v e n t i l 6  a r t i f i c i e l l e m e n t  s u p p o r t e  des  
doses  p lus  61ev6es; l ' a t r o p i n i s a t i o n  p r 6 v i e n t  ou  a b o l i t  
les s y m p t 6 m e s  m u s c a r i n i q u e s .  D a n s  l ' e n s e m b l e ,  e t  
l ' e x c e p t i o n  de Ia par6s ie  mo t r i ce ,  les a c t i o n s  d u  3318 CT 
n o u s  o n t  p a r u  m o i n s  i n t e n s e s  que  celles p r o v o q u 6 e s  p a r  
des  doses  6gales de  p r o s t i g m i n e ;  c e t t e  d i f f6rence  es t  
e x t r S m e  d a n s  le cas  de l ' e f f e t  su r  la  f r~quence  c a r d i a q u e  : 
chez  le ch i en  chloralos6,  c e t t e  de rn i~ re  n ' e s t  q u ' e x c e p t i o n -  
n e l l e m e n t  r a l en t i e  - e t  s e u l e m e n t  tr&s m o d 6 r 6 m e n t  - p a r  
le 3318 CT.  C e t t e  s u b s t a n c e  sens ib i t i se  n e t t e m e n t  la  
b r a d y c a r d i e  a c 6 t y l c h o l i n i q u e  d~s ap r~s  0, 5/~g p a r  k g  e t  la  
b r a d y c a r d i e  p a r  f a r a d i s a t i o n  p ro long6e  (1 m i n  ou plus)  
du  ne r f  v a g u e  apr~s  5 -20 / zg  p a r  kg ;  la  b r a d y c a r d i e  p a r  
f a r a d i s a t i o n  b r~ve  (5 s) e t  la  b r a d y e a r d i e  r6f lexe 
l ' h y p e r t e n s i o n  a d r 6 n a l i n i q u e  s o n t  m o i n s  n e t t e m e n t  
in f luenc6es ,  la  b r a d y c a r d i e  r6f lexe ~ la  d6socc lus ion  
c a r o t i d i e n n e  ne  l ' e s t  p r a t i q u e m e n t  p a s ;  en  ou t r e ,  la  
s e n s i b i l i s a t i o n  des  b r a d y c a r d i e s  a c 6 t y l c h o l i n i q u e  e t  
v a g a l e  e s t  i n c o m p l 6 t e  en  ce sens  que ,  Io r squ ' e l l e  n e  
p rogresse  p lus  m a l g r 6  l ' a d m i n i s t r a t i o n  r6p6t6e  de 0,3 
0,5 m g / k g  de  3318 CT, il r e s t e  poss ib le  de l ' a c c e n t u e r  
c o n s i d 6 r a b l e m e n t  p a r  l ' i n j e c t i o n  de  0,1 k 0,2 m g / k g  de  
p r o s t i g m i n e .  E n f i n ,  les h y p e r t e n s i o n s  a c 6 t y l c h o l i n i q u e  
(chez l ' a n i m a l  a t rop in i s6 )  e t  n i c o t i n i q u e  s o n t  a c c r u e s ;  il 
n ' e n  e s t  p a s  de  m S m e  p o u r  l ' h y p e r t e n s i o n  r6f lexe p a r  
occ lus ion  des  c a r o t i d e s .  

E n  s o m m e ,  le 3318 CT es t  c a p a b l e  de p r o v o q u e r  l ' a p -  
p a r i t i o n  de  s y m p t o m e s  a c 6 t y l c h o l i n o m i m 6 t i q u e s  e t  de  
sens ib i l i se r  d ive r s  p h 6 n o m 6 n e s  a c 6 t y l c h o l i n i q u e s  ou 
a t t r i b u 6 s  k l ' a c 6 t y l c h o l i n e .  I1 ex i s t e  c e p e n d a n t  des  dif-  
f6rences  n e t t e s  e n t r e  les effets  du  3318 CT e t  c e u x  
d ' a g e n t s  - c o m m e  la  P r o s t i g m i n e - c a p a b l e s ,  e n t r e  au t re s ,  
d ' i n a c t i v e r  ~ l a  lois  les A c C h E  e t  tes XCh~E; ces diff6- 
r e n c e s  s o n t  d ' a u t a n t  p lus  cu r i euses  qu ' e l l e s  t r a d u i s e n t  
s u r t o u t  u n e  a c t i v i t 6  m o i n s  6 t e n d u e  e t  m o i n s  i n t e n s e  p o u r  
le 3318 CT c lo ts  que  son  p o u v o i r  a n t i a c 6 t y l c h o l i n e s t 6 r a -  
s ique ,  in vitro, es t  p lus  61ev6 que  celui  de la  p r o s t i g m i n e .  
L ' i n t e r p r 6 t a t i o n  de ces d i f f6rences  e s t  d61icate (KOELLE 
e t  GILMAN 1, HEYMANS ~) e t  il ne  n o u s  e s t  pa s  poss ib le  de  

1 G. B. KOELLE at A. GILMAN, J.  Pixarmacol 95, Part. II, p. 166 
(1949). 

2 C. HEYMANS, Exposds annuels de Biochimie mddicale, 12 e S6rie 
(Masson & Cie, Paris 1951). 

la  d i s c u t e r  ici ; l eu r  seule  e x i s t e n c e  n o u s  p a r a i t  c e p e n d a n t  
m o n t r e r  q u ' i l  e s t  p r d m a t u r ~  de  d6n ie r  a u x  X C h E  t o u t  
r61e d a n s  l a  l i m i t a t i o n  des  e f fe t s  de la  s t i m u l a t i o n  de 
ne r f s  cho l ine rg iques .  

J .  JAcoB 

Laboratoire de pharmacologic, Service de chimie thdra- 
peutique de l 'Institut Pasteur, Paris, le 6 ju in  7953. 

Summary  

3318 CT [ b i s ( p i p e r i d i n o m 6 t h y l c o u m a r a n y l - 5 )  c e t o n e  
d i m 6 t h i o d i d e ]  a c o m p o u n d  r e c e n t l y  s y n t h e s i z e d  b y  
A. FUNKE a n d  K.  vor¢ D£NII~EN, is s h o w n  to  be  a p o t e n t  
a n d  se lec t ive  i n h i b i t o r ,  b o t h  in vitro a n d  in vivo, of t h e  
b l o o d  a c e t y t - c h o t i n e s t e r a s e  (AcChE)  of t h e  dog.  I t  p ro-  
duces  a c e t y l c h o l i n o m i m e t i c  s y m p t o m s  in  t h e  a n i m a l  
a n d  sens i t i zes  d i f f e r en t  r e s p o n s e s  t o  a c e t y l c h o l i n e  a n d  
to  s t i m u l a t i o n  of eho l ine rg ic  n e r v e s  w i t h o u t  i n h i b i t i n g  
t h e  b l o o d  non- spec i f i c  c h o l i n e s t e r a s e  ( X C h E ) .  H o w e v e r ,  
t h e  a c t i o n  of 3318 CT a p p e a r s  to  be  l i m i t e d ,  b o t h  in  
n a t u r e  a n d  in  i n t e n s i t y ,  w h e n  c o m p a r e d  to  t h a t  of 
p r o s t i g m i n e ,  a l t h o u g h  t h e  l a t t e r  s u b s t a n c e  is a less 
p o t e n t  i n h i b i t o r  of A c C h E  in vitro t h a n  is 3318 CT. T h i s  
d i f fe rence  is p r o b a b l y  r e l a t e d  t o  m a n y  fac tors ,  one  of 
w h i c h  m a y  be  t h e  f a c t  t h a t  p r o s t i g m i n e  i n h i b i t s  n o t  on ly  
A c C h E  b u t  also X C h E  ; a n d  i t  is n o t  y e t  a s c e r t a i n e d  t h a t  
X C h E  p l a y s  no  role  a t  all  in  t h e  l i m i t a t i o n  of t h e  ef fec t  
of t h e  s t i m u l a t i o n s  of cho l ine rg ic  ne rves .  

P R O  E X P E R I M E N T I S  

E i n e  M e t h o d e  z u r  t i t r i m e t r i s c h e n  B e s t i m m u n g  

d e s  E i s e n s  i m  B l u t  m i t  H i l f e  v o n  K o m p l e x o n  

I n  de r  n e u e r n  L i t e r a t u r  l i n d e n  s ich  be r e i t s  ve r sch ie -  
dene  A r b e i t e n  f iber  die k o m p l e x o m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g  
des I~a lz iums i m  B l u t s e r u m  1, die d a n k  i h r e r  b e s t e c h e n -  
den  E i n f a c h h e i t  den  k l a s s i s c h e n M e t h o d e n  we i t  f iber legen  
ist .  D a  s ich E i s e n  m i t  K o m p l e x o n  n a c h  SCItWARZEN- 

1 H.FLAscnKA und A. HOLASEK, Hoppe-Seylers Z.physiol.Chem. 
288, 244 (1951). -- A. H. HOLTZ, NederL Tijdschr. Geneeskunde 95, 
2420 (1951). Chem. Weekblad 47, 907 (1951). - E. KAUFMANN, 
Schweiz. Apotheker-Z. 90, 797 (1952). 


