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J. O. CrirreNDEN, F. C. DoHAN,
and J. L. HOLLANDER

Avrthritis Section Department of Medicine and Endo-
cvine Section of the Pepper Laboratory of Clinical
Medicine, University Hospital of Pennsylvania, Phila-
delphia, March 19, 71955,

Riassunto

In pazientiaffetti da artrite reumatoide viene inicttato
cortisone acetato, idrocortisone acetato, o idrocortisone,
nel cavo sinoviale artritico.

La durata del riassorbimento di questi 17-idrossi-
corticoidi; la loro distribuzione nelle cellule e nel fluido
articolare e nelle cellule del rivestimento sinoviale; le
andamento del processo idrolitico dei composti acetati,
studiati con mezzi chimici e cromatografici, si prestano
a commenti utili ad interpretare la maggiore efficacia
locale dell’idrocortisone.

1 Post-Dactorate Research Fellow, United States Public Health
Service. (Permanent address: Istituto di Clinica Media, University
of Bari, Italy.)

Flavines in Experimental Diabetes

It is known that in diabetes (alloxan diabetes in ani-
mals, and spontaneous diabetes mellitus in man)j, a
decrease of cocarboxylase content of tissue? occurs, due
to a disturbance of thiamine phosphorilation?®.

No study has so far been undertaken to provide in-
formation about the behaviour of some of the other
coenzymes in diabetic conditions, probably owing to the
difficulty of carrying out their routine determination in
the tissue .

1 D. SiLipranDi and N. SiiprRANDI, Nature 168, 422 (1951).
2 D. Sireranpi and N. Sinipranpr, Nature 169, 329 (1952). —
N. SiLipranpi and F. Navazio, Acta Med. Scand. 742, 147 (1952).
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{Exverienrtia Vor. X1/7]

Using the very handy method recently developed by
Brssey ef al. for the determination of riboflavine and
its coenzymes in tissues, we have investigated the
behaviour of these cofactors in alloxan diabetes and
comparatively in normal rats, In a numbsr of experi-
ments, FAD has also been determined enzymatically
according to the method of WARBURG and CHRISTIAN.2

The results reported in the table show that in diabetic
liver a significant decrease of FAD and a corresponding
increase of the fraction “FMN + Rib" occurs. In animals
with diabetic coma both total flavines and FAD values
strongly decrease in respect to normal animals, while the
fraction “FMN -+ Rib’ increases.

The administration of riboflavine does not appreciably
change the FAD content, either in normal or in diabetic
animals; only “FMN + Rib” f{raction is augmented.
‘When riboflavine is injected together with ATP, FAD
increases significantly mostly in diabetic livers. An
analogous effect is noticeable after administration of
FMN and of FMN + ATP..

The low content of FAD of diabetic animals is there-
fore restored to normal values when riboflavine + ATP
or FMN are administered. The occurrence in biological
materials of the two following reactions:

ATP + Rib. —> FMN + ADP
FMN + ATP —> FAD - pyrophosphate

discovered by KEARNEY ¢f al.? and by KORNBERG ¢! al.t
respectively in yeast and in liver extracts, indicates that
ATP is essential for the synthesis both of FMN and FAD.

In our experiments, the administration of riboflavine
to the diabetic animals is as effective as FMN in restor-
ing FAD to the normal values, provided that ATP is
also injected. This is evidence that ATP, as indicated by
these two reactions, is necessary for the sinthesis of FAD
in vivo, and that most probably both these reactions take
place in the living organism.

Since ATP has been found deficient in diabetic liverS,
the diminution of FAD observed in diabetic animals,
may be attributed to this deficiency.

1 O, A. Bessey, O. H. Lowry, and R. H. Lovz,
180, 755 (1949).

2 . WARBURG and W. CurisTiaN, Bioch. Z. 296, 294 (1938).

3 E, B. KEarNEY and S. ERGLARD, J. Biol. Chem. 193, 821 (1951).

4 A. KorngBERG and W. E. PrICER, J. Biol. Chem. 182, 763 (1950).
~ A, W. Scureckrr and A. KorNBERG, J. Biol.Chem. 182,795 (1950).

B N, O. Karrax and D. M. GREENEERG, J. Biol, Chem. 156, 525
(1944). — E. Cutoro and N. SiLiPRANDI, Exper. 8, 24 (1952).
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Flavines pg/g of fresh liver tissue

Normal rats Diabetic rats
Treatment N° of N of
or condition lexperi-| Total flavines FAD FMN + Rib. {experi-] Total flavines FAD FMN -+ Rib.
ments ments
18 33.93 4- 4-11 33 + 341 460 4- 0-51 19 27-87 + 3-01 21-40 4+ 3-01 647 4 07
(27 75 4+ 3-05) (19-80 - 2-60)
® 8 19-83 4 2:04 11:50 4 1-51 8-33 £+ 1-10
(11-10 - 1-30)
Rib.(1} 11 39-22 -1 4-80 31-75 4- 360 447 4 1-90 10 3147 4 3-50 2092 4- 2:70 {10:55 4- 1-4
Rib.-+ ATP(2)] 12 39-95 4- 4-20 32445 4- 345 7-50 4 165 9 34-45 4- 3.70 27:40 4 3-10 705 4+ 1-1
FMN(3) 15 38402 -+ 3-75 33-74 4- 365 4:28 4+ 1:15 14 34-25 4- 3-20 28-55 + 3-45 570 4+ 0-8
FMN+ATP@#); 10 39:05 -+ 4-20 34-80 4 3-70 | 425 4 1-20 10 33-65 + 3-30 29-00 ++ 3-55 465 + 1-0

The values represent the means -& the standard error of the means. The substances were injected to the animals intraperitoneally in the
following amounts: (1) Rib. 0-5 mg; (2) Rib. 0-5 mg + ATP.Na 1 mg; (3) FMN 0'6 mg; (4) FMN 0-6 mg + ATP.Na 1 mg. {°) In these ex-
periments rats were in diabetic coma. { )} FAD determined enzymatically according to WarBURG and CHristiAN (5).



[15. VII. 1955]

The following abbreviations are used:

FAD = flavinadenindinucleotide
FMN = flavinmononucleotide
Rib, = riboflavine

ATP =  adenosintriphosphate

F. Navazio and N. SILIPRANDI

ITnstitule of Biological Chemistyy, University of Rome,
February 18, 1955.

Riassunto

Gli autori hanno determinato il FAD e la frazione
FMN + Rib. nel fegato di ratti normali e diabetici da
allossana. I1 FAD ¢ stato trovato diminuito in modo
significative nei diabetici. Somministrando riboflavina
4+ ATP si ottiene un aumento dei valori del FAD.
Questi valorl restano gquasi immutati somministrando
riboflavina da sola.

PRO LABORATORIO

Zur Mikroabsorptionsspektralanalyse
im sichtbaren Spektralgebiet und im UV?

Die Mikroabsorptionsspektralanalyse, insbesondere
im UV, ist in den letzten Jahren wesentlich von Cas-
PERSSON? zu einem wichtigen experimentellen Hilfs-
mittel fiir biologische und biochemische Fragestellun-
gen entwickelt worden. Die bisher iiblichen Gerdte zur
Mikroabsorptionsspektralanalyse haben sich aus dem
Mikroskop entwickelt, wobei entweder die gewohnliche
Mikroskopierlampe durch einen Monochromator er-
setzt oder ein von einem Mikroskopobjektiv entworfenes
Bild des Objektes auf einen Spektrometerspalt geworfen
wird (vgl. zum Beispiel 2). Entsprechend der mikroskopi-
schen Praxis wird hiebei das Objektfeld meist nach den
Prinzipien des Kohlerschen Strahlenganges ausgeleuch-
tet. In neuerer Zeit werden Spiegelobjektive zur Mikro-
absorptionsspektralanalyse herangezogen?, welche durch
ihre Achromasie die Einstellung und Justierung der
Mikrospektrometer crleichtern,

In der vorliegenden Arbcit wird gezeigt, dass die Ver-
wendung von Quarzobjektiven in einer an sich bekann-
ten optischen Anordnung gewisse Vorziige bietet, die
gerade durch die sonst ungiinstig beurteilte Nicht-
achromasie dieser Objektive bedingt sind. Wir haben
dabei die von v. RoHR berechneten Zeiss-Objektive mit
den Aperturen 0,2, 0,35 und 0,85 (Glyzerinimmersion}
-verwendet. Bekanntlich ist in einem Gerit zur Spektral-
analyse der messbare Extinktionsbereich durch den An-
teil an «falschem Licht» begrenzt: an Prismenfassungen,
Blenden und Gehiuse gestreutes Licht fremder Wellen-
lingen gelangt zur Photometriereinrichtung und lisst die
Extinktion zu niedrig erscheinen. Bei Geriten zur mikro-
skopischen Spektralanalyse mit Kohlerscher Beleuch-
tung tritt noch eine zusitzliche, andersartige Erniedri-
gung des Messhereiches auf:

Das mikroskopische Objekt liegt in einem gleich-
méssig ausgeleuchteten Gesichtsfeld. Es kann daher

1 Mit Unterstiitzung der Ciba-Stiftung fiir chemische, mediziin-
sche und technische Forschung.

2 T. CaspERrssoN, Skand, Arch, Physiol. 73, Suppl. 8 (1936).

3 R. C. MrLLors, Discuss. Faraday Soc, Nr. 9, 398 (1950). —
K. P. Norris und H. F. WiLkins, Discuss. Faraday Soc. Nr. 9, 260
(1950).
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Strahlung neben dem zu untersuchenden Objekt im
Objektiv gestreut werden und so das Messergebnis ver-
falschen. Der letztere Fehler ist zu beseitigen, wenn
man statt der Kohlerschen Beleuchtungsanordnung (fiir
mikroskopische Beobachtung grésserer Flichen ge-
dacht) eine Lichtsonde &hnlich wie im Mikroskop-
photometer zur Beleuchtung des interessierenden Objekt
teiles wihlt, die durch ein Mikroskopobjektiv gebildet
werden kann, welches den Monochromatorspalt direkt
im Objekt abbildet. Zum Erzielen einer guten Abbildung
muss sich der Monochromatorspalt in ungefdhr der
normalen Tubusldnge von diesem Objektiv entfernt be-
finden. Gleichzeitig hat man den Vorteil, mit relativ
engen Blenden {also spektralreinem Licht) und einem
Monochromator kleiner Offnung trotz guter Intensitits-
ausbeute arbeiten zu kénnen, da der Monochromator nur
noch ein kleines Flichenelement und nicht das gesamte
Gesichtsfeld intensiv ausleuchten muss. Ein weiterer
wesentlicher Vorteil wird durch die Beseitigung aniso-
troper Beleuchtungsapertur einer Ko&hlerschen Anord-
nung mit Monochromator gewonnen, auf deren stdren-
den Einfluss insbesondere bei Messungen im polarisier-
ten Licht LUtav! hinwies und die auf der Wirkung des
Monochromatorspaltes als Aperturblende beruht. Als
Beleuchtungsapertur verwenden wir die Objektivapertur,
welche durch geeignete Wahl des Beleuchtungsobjektives
beliebig einstellbar ist.

Ferner konnten wir zeigen, dass auch der Einfluss von
spektralunreinem Licht weitgehend auszuschalten ist,
wenn nichtachromatische Mikroskopobjektive zur Be-
leuchtung und zur Abbildung verwendet werden. Durch
eine Blende in der Okularebene ist das Bild des Mono-
chromatorspalts oder einer an seiner Stelle befindlichen
Blende das Bild des zu untersuchenden Objektes gleich-
zeitig auszublenden. Die Kombination Beleuchtungs-
und Abbildungsobjektiv. mit Monochromator- und
Okularblende wirkt dann als Linsenmonochromator,
wobei diese Monochromatisierung bei geeigneter Wahl
von Objektiven und Blenden fiir Ubersichtsmessungen
sogar den vorgesetzten Monochromator entbehrlich
macht. Mit diesem erhiélt man Ergebnisse, die sonst
nur mit dem Doppelmonochromator erzielt werden
konnten. Bei einfacherem Aufbau wird die Nach-
monochromatisierung ohne Intensitdtseinbusse erzielt,
und es sind keine zusitzlichen brechenden, beugenden
oder spiegelnden Flichen erforderlich.

Fiir gute Monochromatorwirkung sollite das Bild
der Monochromatorblende und der Okularblende még-
lichst gleich gross sein; was allerdings eine sehr sorg-
faltige Justierung der optischen Anordnung in die opti-
sche Achse bedingt, fiir die wir {ebenso wie fiir diec Auf-
nahme der Fokusierungskurve der Objektive) ein licht-
elektrisches Einstellverfahren verwendet haben. Mit auf
Quarzbldttchen aufgedampften Spalttestobjekten von
0,05 mm wird der maximale Lichtdurchlass bei Abbil-
dung des Spalttestobjektes lichtelektrisch bestimmt. Bei
geordneten Verdnderungen der Justierbedingungen ge-
stattet das Verfahren in sehr sicherer Weise eine Priifung
der Einstellungen und ist dem Einstellverfahren mit
Fluoreszenzeinstellung iiberlegen.

Die Erhohung des Extinktionsbereiches ist gerade bei
Geraten zur Mikrospektralanalyse sehr willkommen. Bei
festen mikroskopischen Objekten (zum Beispiel Kiri-
stallen) ist der Absorptionskoeffizient hdufig so hoch,
dass es allgemein Schwierigkeiten bereitet, geniigend
diinne Objekte zur Untersuchung zu finden. Es sei hier
auch auf die an sich bekannte Tatsache hingewiesen,
dass Quarzobjektive grundsédtzlich fiir Untersuchung

1 H, Loruy, Pfliiger's Arch. 253, 477 (1951).



