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No exper imen t  

1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 

Control  
glucose up t ake  

mg/g /h  y / m l  

3fe tahexamide  

7"2 5 
5"4 5 
7-0 5 
5-6 10 
6-0 10 
4-5 10 
6-5 10 
7"8 10 
4"9 10 
5.6 
6"9 
4.3 
5-2 
6 
7-2 
6'6 

y/rot I Glucose uptake 
mg/g/h 

D 860 

Glucose uptake 
mg/glh 

% Var ia t ion  

8*5 
6.7 
8.4 
6.9 
7-7 
5-4 
8.9 
9-8 
6-2 

- 10 
- 1 0  

- 1 0  

- 2 0  

- 2 0  

- 2 0  

- 2 0  

6 . 0 3  

7.20 
4.00 
6.30 
7-60 
8.95 
8.20 

+22 
+ 24 
+2O 
+23.5 
+28.4 
+ 20.0 
+ 36.9 
+25,7 
+26.5 
+ 7.7 
+ 4.3 
- -  7.0 
+ 2 l  
+ 26.7 
+ 24.5 
+ 26.6 

Average 

22 

26 

1.7 

24.8 

is longer last ing than  t h a t  of D 860, the  first being present  
up to 8 h af ter  adminis t ra t ion .  Similar  results have  been 
obtained in rabbi ts .  

b) absorption and excretion. After  a single dose of 
40 mg/kg  in t raper i tonea l ly  in rat ,  the  m a x i m u m  blood 
concentra t ion  of Me tahexamide  was de tec ted  af ter  4 h 
(average 7.9 rag/100 ml), bu t  also af ter  t 2 h a concentra t ion  
of 6.4 mg/100 ml  was present.  The  k idney  Metahexamide  
concentra t ion  closely paral le ls  t ha t  of blood, being 5.2 
mg/100 g af ter  4 h and 4 mg/100 g, af ter  12 h. 

The rap id  absorpt ion  and the  slow desappearance from 
blood of Me tahexamide  m a y  account  for the rapid onset of 
hypoglycemia  and the  long last ing effect. 

c) ghtcose uptake. In  the  Table  are repor ted  the  effects 
of Mete  hexamide  and D 860 on glucose uptake  by  ra t  
hemid iaphragm in vitro. 

As a l ready  shown for su l fani ly lbutylurea  (BZ 55) and 
D 860, Metahexamide  also increases glucose uptake  by 
isolated ra t  d iaphragm.  In  this tes t  Metahexamide  is con- 
siderably more ac t ive  than  D 860. 

F r o m  our findings we m a y  conclude tha t  the remarkable  
hypoglycemizing ac t ion  of Metahexamide  is justif ied by 
two proper t ies :  t he  slow metabo l i sm and the  s t rongly en- 
hanced per ipheral  glucose uti l ization.  These two effects 
could expla in  t he  h igher  hypoglycemic  ac t iv i ty  of Meta- 
hexamide  in compar ison wi th  related compounds.  

We want to thank Prof. C. RVNTI, Institute of Chemistry, 
University of Trieste, for the synthesis of Metahexamide 

S. GARATTINI, A. JORI, V. PALMA, and L. TESSARI 

Institute o/ Pharmacology, University o/ Milan (Italy), 
April 77, 7959. 

Riassnnto 

La Mctahexamide ,  N(3amino-4-meti lbenzenesulfonil)N'-  
cicloesilurea, possiede nel r a t io  e nel coniglio un effet to 
ipoglicemizzante pih narca to  r i spet to  al p-tolilsulfanil-  
but i lurea (D 860). II nuovo  farmaco si d imostra  pill a t t ivo  
del D 860 nel l 'accelerare la scomparsa  di glueosio da  par te  
dd  d i a f r amma  isolato di ra t to .  La  Metahexamide  si distri- 
buisce r ap idamen te  in t u t t i  gli o r g a n i e  scompare dal  
sangue molt() l en tamente .  I1 maggiore  effet to della Meta-  

hexamide,  r ispet to a compost i  similari ,  v icne  i n t e rp re t a to  
sulla base di un lento metabol i smo e in r appor to  a l l ' in-  
tenso effet to favorente  la metabol izzazione  del glucosio 
a livello periferico. 

L e s  g l y c o p r o t 6 i n e s  s ~ r i q u e s  d a n s  le  g r a n u l o m e  

e x p 6 r i m e n t a l  p r o v o q u 6  p a r  l a  c a r r a g e e n i n e  

Les t r avaux  de CATCHPOLE el al. ~ont  d6jh 6tabli  une 
liaison entre la prolif6ration du tissu conjonct i f  dens  lcs 
6tats inf lammatoircs  e t  l ' augmcn ta t ion  des muco'/des s6- 
riques et urinaires. On salt  d ' au t re  par t  quc l ' hap to-  
globine consti tuc la f ract ion des globulines ~2 don t  l ' aug-  
menta t ion  chez l ' hommc est parail5le ~ cclle des mncoides  
perchloro- ou sulfosalicylosolublcs dens  de n o m b r e u x  
6tats pathologiqucs 2 (exception faitc pour  la p Iupar t  des 
tumeurs  maligncs a e t  cer ta incs  affect ions h6pa t iqucsL  
Dens une revue g6ndrale l 'un  dc nous ct BOUSSlER on t  
expos6 les a rguments  en favcur  de la p roduc t ion  par  le 
tissu co]onctif  prolifer6 des mucoides  % et  % qu i  aug- 
men ten t  dens les dtats  in f lammato i resL Cet te  a u g m e n t a -  
t ion const i tue  le reftet  humora l  de l ' impor tance  de la 
r~action inf lammato i re  de la subs tance  fondamenta le .  

Nous avons entrepris  une s6rie d '6 tudes  afin d ' ob t en i r  
des rcnseignements  d 'o rdrc  quan t i t a t i f s  sur la t eneur  en 
mucopolysacchar ides  (meutres,) du tissu conjonct i f  et  sur  
tes rappor ts  qu i  ex i s ten t  en t re  ces mucopolysacchar ides  
neutres  e t  tes glycoprotdines s6riques. Dens  ce t r ava i l  
nous 6tudierons le c o m p o r t e m e n t  des glycoprot6ines sd- 
riques et en par t icul ier  celui de la f ract ion sulfosMicylo- 
soluble et  de l 'haptoglobinc  au cours du d6vc loppement  
du granulomc exp6rimcntal .  

1 1. GERSCH et  H. R. CATCUPOL~, Amer.  J.  Anat .  85,457 (1949). - 
M. B. ENGEL et H. R. CATCIIPOLE, Proc. SOC. exp. Biol. Med. N. Y. 
84, 336 (195,'~). -- H. R. CATCHPOLE, C. L. PIRANI et A. BESTETTI, 
Fed. Proc. 17, 24 (1958). 

~" M. 1 ~'. JAYLE, J.  SERPICELLI et  L. ROBERT, Clitt. chim.  Acta  1, 
452 (1956). 

3 L. ROBERT, J..~ERPICELLI et  M. F. JAYLE, Rev.  Franc .  E t u d .  
clin. biol.  1, 976 (I956). 

4 M. NYMAN, Scand. J. clhl. Lab. Invest. 11, Suppl. 39 (1959). 
5 3I. F. JAYLE et G. BOUSSlER~ Exposes Ann. Biochinl. ln6d. 17, 

157 (195~). 
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Tableau I 

Comportement des glyeoprot6ines s~riques du cobaye et du rat au cours du d~veloppement du granulome experimental. D~terminations 
faites avant l'injeetion de la earrageenine et au bout du 6 e jour apr~s l'injeetion. Les chiffres repr6sentent Ia moyenne obtenue sur 11 eobayes 
(de 400 & 600 g) et 8 rats (de 160 g 200 g) et l'erreur standard de la moyenne a/~/n. :]% repr6sente la variation en % ealeuMe par 

rapport ~ la valeur initiale 

Cobaye . 
Rat  . . 

Glycoprot~ines totales 
mg acide sialique 

par 100 serum 

avant apr~s 

A% 

Glycoprot6ines 
sulfosalicylosolubles 
mg aeide sialique 

par 100 serum 

avant aprgs 

A% 

Glycoprot6ines 
sulfosalicylosolubles 

mg p. 100 glyco- 
prot~ines totales 

avant apr~s 

A % 

Indice 
d'haptoglobine A % 

avant apr~s i 

98,6±4,6 105 :k3,5 6,5 31,2 ± 4 , 2 4 2  ~ 1,( 32,7 31,9 ±4 ,540 ,2  ~k 1,8 26 0,48±0,17 3,99±0,12 106 
!130A210,3 164-+-4,8 26 2 3 , 1 ± 6 , 7 5 1 , 2 ± 6 , (  122 19,7 -~ 3,3 31,2 ± 3,1 58,5 0,59±0,182,43:320,31 312 

L 'hap tog lob ine  (Hp) se pra te  plus fac i lement  que  d ' au -  
t res  g lycoprot6ines  ~ une carac t6r isa t ion  qua l i t a t ive  e t  
q u a n t i t a t i v e  grace X son affinit6 sp6cifique pour  l 'h6mo-  
globine~. 

Le g ranu lome exp6r imen ta l  a 6t6 provoqu6 par  injec- 
t ion souscutan6e  de ear rageenine  dans  la r~gion abdomi -  
nale des cobayes  e t  des ra t s  e. Nous avons  utilis6 ta carra-  
geenine de Seap lan t  Co. 7 apr~s l ' avoi r  pr6cipit6e 3 lois de 
sui te  par  du p ropano t  k pa r t i r  de sa solut ion aqueuse  8. 
On injecte  50 mg dans  5 ml  de s6rum physiologique,  Fin- 
jec t ion  6 tan t  pr6c6d6e d ' une  prise de sang dans  le sinus 
r6t roorbi ta i re ,  avec des capil laires h6parin6es 9. Le 6 e jour  
apr~s l ' in ject ion de la ca r rageenine  on refai t  une prise de 
sang,  puis  on rue les an imaux ,  on dissSque le t issu de 
g ranu la t ion  form6 e t  on p r ecede  aux  analyses .  Nous  
avons  dos6 l 'acide sial ique to ta l  du s6rum par  la m6thode  
de SVENNERHOLM ~° l~gSrement modifi6e ~t ainsi que  1%- 
cide sialique du f i l t ra t  sulfosal icylique (0,5 ml de s~rum, 
1,5 ml de K O H  0,1 N et  2 ml d ' ac ide  sulfosal icyl ique & 
20%;  centr ifug6 au bou t  de 10 min). L ' ind ice  d ' h a p t o -  
globine du s6rum fur d6termin6 selon la m6 thode  de l 'un  
de nous  ~e sur  0,02/~ 0,1 ml de s6rum. Le Tableau  I m o n t r e  
les r6sultats .  La compara i son  s t a t i s t ique  des donn6es  ex- 
p6r imenta les  est  fai te  selon les r e c o m m a n d a t i o n s  de 
LAMOTTE 13. Les r~sul ta ts  s e n t  diff~rents  chez les cobayes  
e t  chez les rats .  

On vol t  sur  ce Tableau que les g lycoprot6ines  s6riques 
to ta les  (mesur6es par  l 'acide sialique) a u g m e n t e n t  d ' u n e  
fagon s ignif icat ive apr~s l ' in jec t ion  de car rageenine  chez 
les rats .  Cet te  a u g m e n t a t i o n  s ' exp l ique  tr~s bien pa r  celle 
de l ' hap tog lob ine  et  celle des glycoprot6ines  sulfosalicylo- 
solubles. Chez les cobayes  pa r  cen t re  le t a u x  des glyco- 
prot6ines  to ta les  res te  inchang6 aux erreurs  d 'exp~r iences  
pros;  l ' a u g m e n t a t i o n  de la f rac t ion  sulfosal icylosoluble 
est  moins  for te  que  chez les ra ts  (340/0 chez les cobayes,  
cen t r e  122% chez les rats) ,  mais  s ignif icat ive ~ un coeffi- 
c ient  de s6eurit6 de 95%. L ' h a p t o g l o b i n e  a u g m e n t e  ne t t e -  
m e n t  chez les cobayes  t rai t6s  (106% & a u g m e n t a t i o n  en 
moyenne) .  Chez les ra t s  l ' a u g m e n t a t i o n  de l 'acide sial ique 
to ta l  (34 mg/100 ml de s6rum) est  A peu de chose pr6s 

6 W.  VAN g .  ROBERTSON e t  t3. SCIt*,VARTZ, J .  biol .  C h e m .  201, 689 
(1953). 

7 New Bedford, Mass. USA. Nous tenons ~ remercier M. L. STOLOFF, 
direeteur de recherches du Seaplant Co., pour l'envoie gracieux 
d'une 6chantillon de carrageenine. 

8 L. STOLOFF, Communication priv6e de Seaplant Co., New Bed- 
ford, Mass. U.S.A. 

9 B.N. HALPERN et A. PACAUD, C. r. Soe. biol. 14.5, 1465 (1951). 
10 L. SVENNERHOLM, Biochem. biophys. Acta 24, 604 (1957). 
it L. ROBERT et J. SERPICELLI, en  pr6paration. 
12 M. F. JAYLE, Bull. Soc. Claim. biol. 33, 876 (1951). 
15 M, LAMOTTE, Initiation aux mdthodes statistiques en biologic 

(Masson, Paris 1957), p. 81, 

6gale ~ la s o m m e  de l ' a u g m e n t a t i o n  de l 'ac ide  sialique 
sulfosolicylosoluble e t  de l 'acide sialique de l ' hap tog lob ine  
(37,4 mg/100 ml de s6rum). II r6sulte des recherches  de 
Fun de nous  avec BOUSSlER s q u ' u n e  unit6 de l ' index  

- -  Serum ('~ I 

. . . .  Exuda te  ! 

/ 

t 
. . . . .  i ...... i t i 
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Diagramme d'~lectrophor~se sur papier du s~rum et de l'exsudat de 
cobaye 6 jours aprbs l'injection de carrageenine. L'exsudat est plus 
pauvre en fl- et ~-globulines, un peu plus riche en albumine que le 
s6rum. La forte bande en ~ de l'exsudat correspond au complexe 

h~moglobine-h aptoglobine. 

d ' h ap t o g l o b i n e  cor respond  en chiffres rond  ~ une concen-  
t r a t i on  s6rique de 1 mg  H p / m l  e t  que  la t en eu r  e n  acide 
sialique de l ' H p  est  de 5%. Chez les cobayes  l 'ac ide  sia- 
l ique de la f rac t ion  sulfosal icylosoluble e t  de l ' hap to -  
globine a u g m e n t e  en m o y e n n e  de 13,4 m g %  pour  une 
~l~vation de l 'acide sialique to ta l  de 6,4 m g % .  I1 se peut  
done  que l ' a u g m e n t a t i o n  des g lycoprot~ines  sulfosalicylo- 
solubles e t  cette de l ' hap tog tob ine  soi t  accompagn6e  d 'une  
baisse  d ' a u t r e s  glycoprot~ines.  V~TINZLER 14 e t  ~VEIMER el 
al. t5 a r r iven t  g. des  conclusions analogues  au cours  de 
l '6 tude des glycoprot6ines  perchlorosolubles  chez les rats 
a y a n t  regu des imp lan t s  de carc inome Walke r  cc256. 

Le g ranu lome des cobayes  est  le plus s o u v en t  r iche en 
exsuda t .  Les d6 te rmina t ions  effectu6es sur  5 exsuda t s  
d o n n e n t  une t eneu r  n e t t e m e n t  plus faible en acide sialique 
e t  en hap tog lob ine  par  r a p p o r t  au s6rum. Le Tableau II  
m o n t r e  que ce t t e  difffirence d i spa ra i t  si t 'on  ram6ne la te- 
neur  en acide sialique ~t 1 mg des prot6ines  to ta les  (d6ter- 
min6e pa r  la r6act ion au biuret) ,  C 'es t  que  l ' exsuda t  est 
moins  riche en prot6ines  que le s6rum: sa t eneu r  en pro- 

1, R.J .  XVINZLER, in Methods oJ Biochemistry, tome 2 (Ea.Glick, 
1955), p. 279. 

15 H. E. \VEIMER, F.A. QUINN, J. REDLICH-MOSCHIN et H. 
NISHIHARA, J. nat. Cancer Inst. 19, 409 (1957). 
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t6 ines  va r i e  en t r e  18 e t  55 mg/ml ,  celle du s6rum en t r e  
46 e t  62 mg/ml .  

Tableau I I  
Comparaison de la teneur en aeide sialique et en haptoglobine du 
s6rum et de l'exsudat ebez le eobaye trait6 h la earrageenine. Les 
ehiffres repr6sentent la moyenne et l'erreur standard de la moyenne 

d:: p,o 
Indiee globine 

d'hapto-- p. 100 mg 
globine prot~ines 

totales 

S6rum . . . .  0,99:k0,132,05±0,32 
Exsudat  . . . 10,78:~0,042,42zL0,43 

mg acide 
mg acide sialique 
sialique p. tO0 mg 

p. 100 mI prot~ines 
totales 

105 =k3,5[2,0 ~0 ,  I1 
73,4±4,812,23¢~ 0,33 

E n  c o m p a r a n t  le d i a g r a m m e  d '61ectrophor6se sur  pa-  
pier  ( t a m p o n  v6 rona l  p H  8,6) de l ' e x s u d a t  e t  du s6rum 
du m~me an ima l ,  on  c o n s t a t e  le plus  s o u v e n t  une  d imi-  
n u t i o n  t r~s  n e t t e  de l ' i n t ens i t6  de la roche des fl- e t  y- 
g lobul ines  d a n s  l ' e x s u d a t  (Figure) .  La  r6gion des e-globu-  
l ines es t  difficile 5. co rnpare r  car  les exsuda t s  s en t  le plus 
s o u v e n t  h6molys6es.  On observe  alors une  b a n d e  forte  
c o r r e s p o n d a n t  au  complexe  H b - H p .  

BARBARA ROBERT, L. ROBERT e t  M. F. JAYLE 
avec  la co l l abo ra t ion  t e chn ique  de 
Mite MONIQUE DE MONCUIT 

Service de Biochimie Mddicale, FaculH de Mddecine, 
Paris,  le 11 ]uin 1959. 

S u m m a r y  

W e  s tud ied  s e r u m  g lycopro te ins  in r a t s  and  gu inea  pigs 
du r ing  t h e  d e v e l o p m e n t  of g ranu lomas ,  p rovoked  b y  
ca r rageen in  in jec t ion .  In  r a t s  t o t a l  se rum sialic acid was 
raised as well as sialic acid soluble  in sulfosalicylic acid 
and  h a p t o g l o b i n .  The  rise of these  2 fract ions,  sero- 
muco id  a n d  h a p t o g l o b i n e  accoun t s  q u a n t i t a t i v e l y  for 
the  rise of t he  t o t a l  sialic acid. I n  gu inea  pigs to ta l  se rum 
sialic ac id  was u n c h a n g e d ,  b u t  sulfosal icylosolubte sialic 
acid as  well  as h a p t o g l o b i n  were m u c h  h i g h e r  t h a n  basa l  
values.  Q u a n t i t a t i v e l y  the  s e r u m  g lycopro te in  r eac t ion  
was m u c h  h i g h e r  in r a t s  t h a n  in gu inea  pigs. 

in a r eve r sed -phase  co lumn.  A nove l  p rocedure  was  
deve loped  which  enlarges  to a p r e p a r a t i v e  scale, t h e  p a p e r  
c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  descr ibed  ear l ie r  for the  separa -  
t ion  of l ipides 2,4. 

M e n h a d e n  f a t t y  acid m e t h y l  es te rs  (637 g) were dis t i l led  
a n d  t h e  f r ac t ions  ana lyzed  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  
(acetic an d  perace t ic  acid-s i l icone s y s t e m s  a t  30°C a n d  
2°C) or b y  co lumn  c h r o m a t o g r a p h y  ( s imi la r  to  t h a t  
descr ibed  below). Al iquo ts  of the  f rac t ions  c o n t a i n i n g  
s a t u r a t e d  n o r m a l  C~g, C~ a n d  Can es ters  were h y d r o -  
g e n a t e d  before  s epa ra t i on  on  t h e  co lumn.  T h e  f r ac t i on  
r ich in C~5 es t e r  c o n t a i n e d  n - p e n t a d e c a n o a t e  as the  o n l y  
s t r a i g h t - c h a i n  es te r  of th i s  cha in  l eng th ,  t o g e t h e r  w i t h  
some m y r i s t a t e  an d  a cons iderab le  a m o u n t  of u n s a t u -  
r a t e d  C16 esters.  There fo re  a n  a l iquo t  of th i s  f r ac t ion  was  
ox id ized  w i t h  pe race t i c  acid to  fac i l i ta te  t h e  i so la t ion  of 
the  s a t u r a t e d  c o m p o n e n t s  4,5. 

0'[ -%'- £A.-/ 0"05 

i .5  '5 7.5 • "12.5 

0.05 [ 

2"5 ~ 7"5 10 

0"15 
O.l~l~.~]dized C,, 70%Acn. 

7 2 3 , '  6 

oO., ' i 
I 2' " 3  4 5 6 

Liters ofsolveM 

The separation of methyl  esters of saturated fa t t y  acids in a eohmm 
of silicone ou Celite and aqueous acetonitri le (Acn.) 

Column Chromatography of Lipides: 
Odd-Numbered  Straight-Chain Fatty Acids 

of Menhaden OiP 

The  occur rence  of n -nona - ,  n -hep ta - ,  a n d  n - p e n t a -  
decanoic acids in m e n h a d e n  oil f a t t y  acids  h a d  been  in- 
d icated b y  m i c r o a n a l y t i c a l  m e t h o d s  b u t  pos i t ive  ident i -  
f icat ion was  l ack ing  e,3. The  isola t ion of these  acids a n d  
of n - t r i d e c a n o i c  ac id  f rom m e n h a d e n  oil is r epo r t ed  here.  
The essent ia l  s t ep  a f t e r  a n  in i t i a l  d i s t i l l a t ion  is p a r t i t i o n  

i This work has been supported by a research graut from the 
National Institutes of Health (USPHS RG 4226) and by the Hormel 
Foundation. 

H. SeHLENK, J. L. GELLgRMAN, J. A. TILLOTSON, and H. I,2. 
Mm~GOLn, J. Amer. Oil Chem. Soc. 3~, 377 (1957). 

3 R. K. BEERTHUIS, G. DIJKSTRA, J. G. KEPPLER, and J. H. RE- 
COURT, Ann. N. Y. Acad. Sci. 72, 616 (1959). 

A co lumn,  2.6 cm in d i a m e t e r  a n d  90 cm in l eng th ,  was  
packed  w i t h  280 g of a m i x t u r e  (1:1)  of s i l icone (1)ow 
Cx)rning 200, I0  c. s.) a n d  Ceti te  ( Johns -Manv i l l e ) .  T h e  mo-  
bile phase  was  70 or 75 % a q u e o u s  aee ton i t r i l e .  T h e  sep- 
a ra t ions  r ep r e s en t ed  in t h e  F igure  were  p e r f o r m e d  a t  
25°C wi th  one p a c k i n g ;  s ample  sizes were,  in  t h e  o rde r  
of decreas ing  cha in  lengths ,  0.6, 0.85, 1.4, a n d  3.9 g of 
esters.  A few mil l i l i ters  of e f f luen t  f r ac t ions  were d i lu t ed  
wi th  equa l  vo lumes  of w a t e r  a n d  the  presence  of  es te rs  was  
d e t e r m i n e d  u n d e r  s t a n d a r d i z e d  c o n d i t i o n s  in  a spec t r e -  
p h o t o m e t e r  ( ex t inc t i on  t u r b i d i m e t r y ) .  A p lo t  of op t ica l  
d en s i t y  aga ins t  v o l u m e  of e f f luen t  gave  t h e  c u r v e s  s h o w n  
in the  Figure.  Es t e r s  loca ted  in th i s  m a n n e r  were c h r o m a -  
t o g r a p h e d  on p a p e r  for t e n t a t i v e  iden t i f i ca t ion .  T h e  
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5 1). SW~,:RN and C.H. I)lCKEL, J. Amer. chem. See. 76, 1957 
(t95t). 

25* 


