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into -lytic. From a combination of both types of substitu-
tion, a more pronounced decrease of the intrinsic activity
can be expected. This was confirmed by the experiments.
In this way in the various homologous series, the in-
trinsic activity reached zero for Bu-F-Me¢,, Pr-F-Me,Et,
Et-F-MeEt, and Me-F-Et; (see the table).

Not only for the intrinsic activity but also for the
affinity, regular changes with the molecular structure
were observed.

It was mentioned before that the charge distribution
and the sterical configuration of the drug may be con-
sidered to be of special importance for the effect. For
drugs with an affinity to cholinergic receptors the most
pronounced electrical charge is found on the quaternary
Nt-atom.

Ethylation, which means introduction of larger and
electron-repulsing groups, results in a decrease of this
positive charge. At the same time as a consequence of
sterical hindrance, the influence of this charge on the
field of the receptors is decreased. Possibly a kind of
masking of the charge by ethyl groups may also be in-
volved. From the experiments it may be concluded that
there is a strong correlation between the molecular pro-
perties just mentioned and the intrinsic activity. With
respect to the affinity, it was found that for the para-
sympathomimetics ethylation resulted in a decrease of
the affinity, while for the -lytics no correlation was
found.

Substitution on the negative side has hardly any in-
fluence on the charge of the quaternary N+-atom. The
decrease in the intrinsic activity caused by the elonga-
tion of R’ probably has to be ascribed to a sterical inter-
ference with respect to the approach of the positive
charge to the receptors. The negative grouping is not
essential with respect to parasympathetic activity on
the rat jejunum. This is clearly demonstrated by the
results obtained with some series of homologous alkyl-
trialkylammonium compounds (R’-N*-R,), which closely
resemble those obtained with the dioxolane compounds
(see table).

Introducing affinity and intrinsic activity into the
receptor theory, it was possible to predict biological
properties for a large number of new dioxolane com-
pounds and a series of alkyltrialkylammonium com-
pounds.
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Zusammenfassung

Auf Grund der theoretischen Befunde war zu erwar-
ten, dass Anderungen an der negativen und positiven
Seite der Dioxolan-Verbindung 2249 F zu graduellen
Ubergéingen von Parasympathikomimetika zu Para-
sympathikolytika fithren wiirden. Die Experimente be-
stitigten die Erwartungen vollauf.

Untersuchung homologer Reihen von Alkyltrialkyl-
ammonium-Verbindungen zeigte die negative Gruppe
als nicht wesentlich fiir die parasympathische Wirkung
und ergab ebenso einen graduellen Ubergang von
Mimetika zu Lytika.
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Einfluss von Isonikotinsiurehydraziden auf den
Verlauf der Kérpertemperatur nach Reserpin,
Monoaminen und Chlorpromazin

Reserpin, das bei Kaninchen Sedation und Miosis ver-
ursacht, bewirkt nach Vorbehandlung mit Isopropyliso-
nikotinsdurehydrazid (Iproniazid, Marsilid) Exzitation,
Mydriasis und Pilo-Erektion, dhnlich wie Lysergsdure-
didthylamid (LSD)!. Reserpin setzt gewebegebundenes
5-Hydroxytryptamin (5HT) und Catecholamine in Ge-
hirn und anderen Organen frei2, Diese Amine werden
zum Teil durch Wirkung von Monoaminoxydase inakti-
viert, einem Ferment, das durch Iproniazid und in viel
schwicherem Masse durch Isonikotinsiurehydrazid (Iso-
niazid, Rimiform) gehemmt wird3. Die Abbauhemmung
der infolge Reserpin-Wirkung freigesetzten Monoamine
durch Iproniazid fiithrt moglicherweise zu unphysiolo-
gisch hoher Konzentration von freien Monoaminen im
Gehirn. Diese Hypothese kénnte den LSD-artigen Ef-
fekt von Reserpin nach Iproniazid-Vorbehandlung er-
klirent.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der
Monoaminoxydase bei der Wirkung von Reserpin und
einigen Monoaminen weiter abgeklirt werden. Dazu
wurde der Einfluss von Iproniazid und Isoniazid auf die
Temperaturwirkung von Reserpin und verschiedenen
Monoaminen bei Kaninchen untersucht und mit LSD
sowie Chlorpromazin verglichen. Chlorpromazin setzt
im Gegensatz zu Reserpin kein 5HT frei®.

Methodik. Bei Kaninchen wurde 24 h nach Iproniazid-
Behandlung bzw. ohne Vorbehandlung Reserpin, 5HT,
Adrenalin, Tyramin, Phenylithylamin, Mezcalin und
Chlorpromaczin injiziert. Weitere Tiere erhielten 24 h
nach Isoniazidinjektion Reserpin und 5HT, sowie LSD
ohne Vorbehandlung. Die rektale Temperatur wurde
mit Thermoelementen zweimal vor und achtmal nach
Verabreichung von Reserpin, Chlorpromazin und der
Amine halbstiindlich gemessen®,

Resultate.

a}) 0,5 und 1 mg/kg Reserpin intravends erzeugten bei
Kaninchen Hypothermie, wihrend LSD hypertherm

1 B. B. Brobig, A. PLETscHER und P. A. Suore, J. Pharmacol.
exp. Therap. 119, 9 (1956). —~ H. BESENDORF und A. PLETSCHER,
Helv. physiol. pharmacol. Acta 14, 383 (1956).

2 A. PLETSCHER, P, A. Snore und B. B. Brobig, J. Pharmacol.
exp. Therap. 116, 84 (1956); Science 7122, 374 (1955). — P. A. SHORE,
A. PLETSCHER, A. TomicH, R. Kuntzman und B. B. Brobig, J. Phar-
macol. exp. Therap. 117, 232 (1956). — A, CarrLsso~ und N. A, Hir-
LarpP, Kungl. Fysiografiska Sillskapets i Lund Forhandlingar 26,
Nr. 8 (1956). — M. BURGER, Helv, physiol. pharmacol. Acta 14, C13
(1956). — M. HoLzBaUuErR und M. Vogrt, J. Neurochem. 1, 8 (1956).

3 A, SjoerDpsMA, T. E. Smith, T. D. STEvENsoN und S. UDEN-
FRIEND, Proc. Soc. exp, Biol. Med. 89, 36 (1955). — E. A. ZELLER,
J. Barsky, J. R, Fours, W. F. KircuHEIMER und L. S, vaN ORDEN,
Exper. 8, 349 (1952). — E. A. ZELLER, J. Barsky, E. R. BERMaAN und
J. R. Fours, J. lab. Clin, Med. 40, 965 (1952). — E. A. ZELLER und
J. Barsky, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 81, 459 (1952). — R, W. ScHAY-
ER, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 84, 60 (1953). — E. A, ZELLER, J. Bars-
xy und E. R. BErMaAN, J. biol. Chem. 214, 267 (1955).

4 B, B. Brobig, A. PLETscuER und P, A, SHorg, J. Pharmacol.
exp. Therap. 119, 9 (1956). — B. B. Brobie und P. A. SHORE, Ann.
N. Y. Acad. Sci. (1956), im Druck. — H. BESENDORF und A. PLET-
SCHER, Helv. physiol. pharmacol. Acta, 14, 383 (1956).

5 B. B. Bropig, P. A. SHORE und A, PLETSCHER, Science 723,
992 (1956).

8 Die Temperaturmessung wurde im pharmakologischen Labora-
torium der F. Hoffmann-La Roche & Co. A.-G. (Leiter: Dr. B. PELL-
monT) durchgefiihrt,
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Mittlere Beeinflussung
Priparat Dosis mglkg der Korpertemperatur p == ¥ p = **
in °C (je drei Tiere)
Ohne Vorbehandlung
Reserpin . . . . . . . . e e e e 0,5 intravends — 0,92 0,04
Reserpin . . e 1,0 intravends - 1,33 0,001
5- Hydroxytryptamm 25,0 intravenods + 0,34 0,05
Adrenalin . . 0,25 subkutan — 0,07%** 0,7
Tyramin . . e e e e e e e 37,5 intravends + 0,57 3,001
Phenylathylamm e e e e e e e 8,5 intravends + 0,34 < 0,001
Mezcalin . 50,0 subkutan + 0,34 0,008
LSD . 0,02 subkutan + 1,20 << 0,001
0,05 subkutan
Chlorpromazin. . . . . . . . . . . . 5,0 intravends + 1,39 < 0,001
- 0,61 0,001

Vorbehandlung mit 100 mgfkg I'proniazid intravends
Reserpin . . . . . . . . . . . . .. 0,5 intravends + 1,09 < 0,001 < 0,001
Reserpin 0,75 intravends + 1,83 < 0,001
5- Hydroxytryptamm . 25,0 intravends + 1,83 < 0,001 < 0,001
Adrenalin . 0,25 subkutan 4+ 0,77%*%* 0,05 0,002
Tyramin . e e e e e 37,5 intravenos + 2,87 < 0,001 < 0,001
Phenylathylamm e e e 8,5 intravends + 1,64 0,01 < 0,001
Mezcalin e e e e e 50,0 subkutan + 2,28 0,001 < 0,001
Chlorpromazin. . . . . . . . . . . . 5,0 intravends - 1,03 < 0,001 0,5
Vorbehandlung mit 100 mglkg Isoniazid intravends
Reserpin . . e e e e e . 1,0 intravends — 1,04 < 0,001 0,45
5- Hydm\:ytryptamm . 25,0 intravends - 0,14 0,5

* Vergleich mit Ausgangswerten.

wirkte (siehe auch 7). Nach Iproniazidvorbehandlung
verursachten 0,5 und 0,75 mg/kg Reserpin intra-
vends Erhdhung der Kérpertemperatur, 1 mg/kg Re-
serpin intravents bewirkte letale Hyperpyrexie.

b) Bei nicht mit Iproniazid vorbehandelten Tieren hat-
ten 5HT, Tyramin, Phenylithylamin und Mezcalin
leicht hyperthermen, 0,25 mg/kg Adrenalin keinen
Effekt. Nach Vorbehandlung mit Tproniazid wurde
die hypertherme Wirkung signifikant verstdrkt, und
auch 0,25 mg/kg Adrenalin verursachten signifikante
Temperatursteigerung.

¢) Isoniazidvorbehandlung beeinflusste weder den Tem-
peratureifekt von Reserpin, noch von 5HT.

d) Die hypotherme Wirkung von Chlorpromazin wurde
durch Iproniazidvorbehandlung nicht abgeschwicht.

Diskussion. Nach den erwidhnten Befunden erzeugte
Reserpin bei Kaninchen nach Iproniazidvorbehandlung
nicht nur Exzitation, Mydriasis und Pilo-Erektion, son-
dern auch Steigerung der Koérpertemperatur. Die Kom-
bination Iproniazid/Reserpin hatte also auch in bezug
auf Beeinflussung der Korpertemperatur LSD-artige
Wirkung.

Bei der Erhdhung der Korpertemperatur durch Re-
serpin und 5HT nach Iproniazidbehandlung spielte

7 H. J. Bewx, Exper. 9, 107 (1953), ~ H. J. Brix, J. Trirop und
R. MEIER, Schweiz. med. Wschr. 83, 1007 (1953}, — A, Horrta und
J. M. DicLE, Science 120, 1100 (1954}, - Z, Surek und S. MiLKoVIC,
Lancet 1955{11, 562.

** Vergleich mit entsprechender Gruppe ohne Vorbehandlung.

*** 2.Stunden-Versuch.

wahrscheinlich Hemmung der Monoaminoxydase eine
Rolle. Dies geht daraus hervor, dass Isoniazid, welches
die Monoaminoxydase nicht wesentlich hemmt, die
Temperaturwirkung von Reserpin und 5HT nicht be-
einflusste.

Die Befunde iiber Beeinflussung des Temperatur-
effektes von Reserpin, SHT, Adrenalin und Chlorproma-
zin durch Iproniazid sprechen dafiir, dass die Tempera-
turerhShung nach Iproniazid/Reserpinbehandlungdurch
freigesetzte endogene Monoamine, zum Beispiel 5HT,
Adrenalin, zustande kam. Reserpin, das Freisetzung von
Monoaminen aus dem Gehirn bewirkt, hatte beim nicht-
iproniazidbehandelten Tier temperatursenkende Wir-
kung. Nach Iproniazidvorbehandlung erzeugte es Hyper-
pyrexie. Dies kann durch erhShte Konzentration von
freigesetzten endogenen Aminen im Gehirn infolge
Monoaminoxydasehemmung erklart werden. Auch 5HT
und Adrenalin hatten nach Iproniazidvorbehandlung
deutliche Temperatursteigerung zur Folge. Die hypo-
therme Wirkung von Chlorpromazin wurde durch
Iproniazidbehandlung nicht abgeschwicht. Chlorproma-
zin bewirkt keine SHT-Freisetzung, eine Akkumulation
von freiem 5HT im Gehirn ist also nicht moglich.

Exzitation und Hyperpyrese nach Iproniazid/Reser-
pinbehandlung sind nicht bei allen Tierarten ausge-
priagt. Bei Méusen bewirkte Iproniazidvorbehandlung
lediglich Abschwichung der sedativen und hypothermen
Wirkung von Reserpin®.

8 A. W. Lessiy und M. W. Parkgs (1957), in Vorbereitang.
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Nach Iproniazid-Applikation hatten nicht nur 5HT
und Adrenalin, sondern auch andere Monoamine
(Phenyldthylamin, Tyramin, Mezcalin} verstarkte tem-
peratursteigernde Wirkung., Durch Hemmung der
Monoaminoxydase fillt moglicherweise ein allgemeiner
Schutzmechanismus des ZNS gegen die Einwirkung von
Monoaminen aus. Die Befunde bei kombinierter Iproni-
azid/Reserpin-Applikation lassen daran denken, dass
endogene Monoamine (zum Beispiel 5HT, Adrenalin,
Noradrenalin) bei gestorter Aktivitdt der Monoamin-
oxydase erregende Wirkung auf das ZNS ausiiben
kénnen.

H. BicuroLD und A. PLETSCHER

Medizinische Forschungsabteilung der F. Hoffmann-
La Roche & Co., AG., Basel, den 31. Januar 1957.

Summary

The influence of isopropyl-isonicotinic acid hydrazide
(Iproniazid) on the course of body temperature after
reserpine, SHT, adrenaline, various other monoamines,
as well as chlorpromazine, was investigated in rabbits
and compared with the temperature effect of lysergic
acid diethylamide. Furthermore, the influence of iso-
nicotinic acid hydrazide (Isoniazid) on the temperature
effect of reserpine and 5-hydroxytryptamine (5HT) was
measured. The following results were obtained:

(1) After pretreatment with Iproniazid, reserpine no
longer produced hypothermia, but marked hyper-
thermia.

(2} The hyperthermic effect of 5HT and various other
monoamines was significantly increased by Iproni-
azid-pretreatment.

{3} Isoniazid-pretreatment did not influence the tem-
perature effect of reserpine and SHT.

{4) The hypothermic effect of chlorpromazine was not
significantly changed by Iproniazid-pretreatment.

DISPUTANDUM

Effects of Pyrithiamine and Oxythiamine on the
Thiamine Content of Tissues and Blood Pyruvate
in Mice

Dz Caro et al. have stated in their paper in Experien-
tia 72, 300 (1956) that WooLLEY and MERRIFIELD based
their evidence on the fact that pyrithiamine did not
decrease the thiamine content of tissues. This statement
is not true. WooLLEY and MERRIFIED showed that the
cocarboxylase content of tissues and the pyruvate
content of blood were not reduced by pyrithiamine.
Actually they feel very strongly that pyrithiamine
should reduce the thiamine content of tissues. The funda-
mental mode of action of an antimetabolite is to displace
the related metabolite and thus to lower the content of
this metabolite in the tissues. In the case of pyrithiamine
then, one would expect the thiamine content of the
tissues to be lowered.

The whole point of WooLLEY and MERRIFIELD’S argu-
ment was not that the thiamine content was unchanged,
but rather that the cocarboxylase content was not
changed. Consequently, the demonstration by De Caro
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et al. that the thiamine content of brain is decreased in
animals previously treated with pyrithiamine does not
differ from the concept of WoorLLeEYy and MERRIFIELD
and most certainly cannot be taken as evidence that the
view of the latter authors with respect to a new function
for thiamine is erroneous.

D. W, WooLLEY

We think that in our paper the essential points of
WooLLEY and MERRIFIELD hypothesis are clearly ex-
posed, the importance of cocarboxylase content of the
tissues being sufficiently emphasized.

In fact exposing our experimental data we clearly
referred to the total thiamine content, once in the text
and once in the table. The term ‘total thiamine’ cannot
be misleading: as is well known, it means free thiamine
+ phosphorylated thiamine (cocarboxylase). After the
indications in the text and in the table, we spoke often
of thiamine, but, obviously, always in the sense of total
thiamine: we did not consider it necessary to repeat it
every time.

Further, it is well known that the thiamine in the
tissues is nearly all in the form of cocarboxylase, es-
pecially in the nervous and muscular tissues.

In particular in normal mice brain, we recently found
the following results:

total thiamine ug 3-16/g
free thiamine ug 0-05/g

Hence it is clear that a significant decreasc of the total
thiamine can only be a consequence of a significant
decrease of the cocarboxylase. Now, if is out the question
that the Pyrithiamine sharply lowers (from 2-16 to
0-74 pglg) the total thiamine content and, therefore, the
cocarboxylase content in the mice brain.

In our recent paper [Intern. Z. Vitaminforsch. 26, 343
(1956}] on the rats {treated by mg 2-5 of Pyrithiamine
for 6 days), we were able to show the behaviour of free
and phosphorylated thiamine {or cocarboxylase). Actual-
ly the Pyrithiamine lowered, in these experiments, the
brain phosphorylated thiamine from 28 ug/g to 0-72 ug/g,
while the free thiamine decrcased from 0-08 ug/g to
0:02 ug/g. In the muscle and in the liver too, the Pyri-
thiamine lowered the phosphorylated thiamine content.

Therefore we still consider our conclusion right that
the WooLLEY and MERRIFIELD hypothesis, based on the
claim that the Pyrithiamine does not modify the co-
carboxylase content of the tissues, is not experimentally
sustainable,

L. De Caro, G. Rinpi, V. PERRI,
and G. FERRARI

Allow me to say once again that Dr Caro ef al. have
not stated the findings of WooLLEY and MERRIFIELD
correctly. Their findings about thiamine content of tis-
sues are nof contradictory to the observations of WooL-
LEY and MERRIFIELD and consequently they are un-
justified in stating in your journal that they have been
unable to confirm the experimental findings on which
WooLLEY and MERRIFIELD based their conclusions.
WooLLEY and MERRIFIELD made their measurements of
cocarboxylase. DE Caro, Rinpi, PErrI, and FERRARI
are consequently unjustified in stating in their paper
that WooLLEY and MERRIFIELD made measurcments on
thiamine. Thiamine is not the same substance as cocar-
boxylase.

Although it is widely believed that much of the thia-
mine in normal tissues is present in a combined form, it



