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Liver DNA and RNA in Pantothenic Acid
Deficiency!

Little is known about the relationship between panto-
thenic acid and nucleic acid metabolism. An earlier report
by Sure and Forp? suggested that in pantothenic acid-
deficient rats no change of purine nitrogen in the urinc
could be detected. On the other hand, it has been claimed
that pantothenic acid could play a role in the synthesis of
various C, compounds, like the methyl groups® and the
ureido groups of purines, uric acid and formate, via the
succinate-glycine cycle of SHEMINY.

These observations suggested a study of the effect of
dietary pantothenic acid on the incorporation of P3%-
labelled phosphate into rat liver nucleic acids. In fact,
nucleoprotein synthesis is in part related to the metabo-
lism of C, compounds. The results of the study are pre-
sented here.

Materials and methods. Male albino rats of the Wistar
strain weighing 45-50 g were divided into two groups of
12 animals each.

Rats in group 1 received the pantothenic acid-deficient
diet5 composed of vitamin-free casein, sucrose, corn oil,
cystine, choline chloride and mineral and vitamin supple-
ments, excluding Ca-pantothenate. The other group was
kept on the same diet supplemented with 10 mg of Ca-
pantothenate per kg of diet.

At the end of the experiment (10 weeks) six animals of
each group were injected intraperitoneally with 0.5 mC
of %-labelled phosphate. The rats were killed after 8 h
and the livers were used for the measurement of the in-
corporation of P32-phosphate into liver RNA and DNA,
as described previously ¢,

The radioactivity was determined in a well-type scin-
tillation counter. The specific radioactivity of each sam-
ple was calculated as the biological concentration coeffi-
cient?.

Counts/min/mg of RNA (or DNA) - 100
Administered counts/min/g of body weight

The values reported in this paper refer to the relative
specific radioactivity, which is defined as follows:

Biological concentration coeff. of RNA {(or DNA) - 100
Biological concentration coeff. of acid-soluble phosphorus.

The total relative radioactivity is defined as the amount
of RNA (or DNA)/g of fresh liver multiplied by its relative
specific radioactivity.

The livers of remaining animals of each group were
saved for the determination of the content of RNA and
DNA, by a method detailed by Scunumer® The data
have been analysed by statistical procedure.

Results. 1t appears from Table 1 that no significant
changes in the content of DNA and RNA per unit weight
of fresh tissue were present in the livers of rats that had
received the pantothenate-deficient diet, as compared
with the pantothenate-fed rats.

Table 1I shows that no difference was found in the in-
corporation of P32-phosphate into liver DNA, while the
incorporation of radiophosphate into liver RNA in the
rats given pantothenic acid was higher (P < 0.001),

The increase of liver RNA turnover in the panto-
thenate-fed animals, when RNA content was not in-
creased, is difficult to explain. Since in the biosynthetic
pattern of nucleic acid no reaction requiring CoA deriva-
tives is known to date, and since the participation of
formyl-CoA in tetrahydrofolate activation or, more

Table I. Lffect of pantothenic acid on the content of nucleic acids in

rat liver
Group Supplement to RNA DNA
diet
mg/g of liver
1 None 12.44 4- 0.14 2.04 4+ 0.064
2 Ca pantothenate 13.12 4- 0.11 2.17 4- 0.021

10 mg/kg of dict
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Table I1. Effect of pantothenic acid on the incorporation of P3-phosphate into the nucleic acids of rat liver

RNA DNA
Group Supplement Relative Total Relative Total
to diet specific relative specific relative
radioactivity radioactivity radioactivity radioactivity
1 None 4.45 4+ 0.20 55.37 + 4.07 0.63 4 0.08 1.29 + 0.13
2 Ca pantothenate 5.98 4 0.17 78.40 4 2.19 0.64 - 0.06 1.39 4 0.09

10 mg/kg of diet
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generally, in the synthesis of C; compounds®2® still re-
mains to be demonstratedy, it follows that the increase
of RNA turnover is to be tentatively interpreted on the
basis of an indircct action of the vitamin.

Pantothenic acid might increase liver RNA turnover
through its action on carbohydrate and lipid metabolism.
In fact, it has been shown that the total number of phos-
phorus atoms incorporated into RNA is increased by
raising energy intake in the diet'®, This is in agreement
with the in vitro studies of HENDERSON and Lrracei®
on the necessity of glucose as a source of energy for purine
synthesis.

Riassunto. E stato studiato nel ratto mantenuto a dieta
carente di acido pantotenico Ueffetto della somministra-
zione dietetica della vitamina sul contenuto cd il turnover
degli acidi nucleinici del fegato. L’acido pantotenico non
influenza il contenuto degli acidi nucleinici e 'incorpora-
zione del P%2 nel DNA, mentre provoca un aumento del-

Uber die Freisetzung von Katecholaminen
durch Thrombin

Nachdem wir in vorangegangenen Arbeiten®2 die
durch Thrombin ausgeléste Serotoninabgabe aus den
Blutplattchen untersucht hatten, versuchten wir die
Frage zu kliren, ob das Gerinnungsferment Thrombin
auch an anderen Objckten eine Freisetzung biogener
Amine bewirken kann. Die pharmakologische Analyse der
positiv inotropen Wirkung des Thrombins am isolierten
Froschherzen® hatte bereits zu der Vermutung gcfiihrt,
dass diese Thrombinwirkung iiber eine Freisetzung von
Katecholaminen aus dem chromaffinen Gewebe zustande
kommen konnte.

Wir haben daher gepriift, welchen Einfluss das Throm-
bin auf die Aminabgabe aus der isoliert durchstrémten
Nebenniere hat. Zu diesem Zweck wurden frisch pri-
parierte Rindernebennieren nach dem von ScHUMANN
et al.* beschriebenen Verfahren mit sauerstoffgesittigter
Tyrodelssung unter einem Druck von 40 cm H,0-Siule
bei 37°C retrograd durchstrémt. Das aus einer etwa 2 mm
tiefen Inzision ausfliessende Perfusat {durchschnittlich
1 ml/min} wurde jeweils 10 min lang gesammelt und zur
Eiweissfallung mit 3,5% Lonzentrierter Perchlorsiure
versetzt. Nach Abzentrifugieren des Niederschlages
wurde die L8sung mit 10%iger K,CO,-Lésung aunf pH 6,0
gebracht und der Gehalt an Katecholaminen kolori-
metrisch nach der Methode von EvLEr und HAMBERG?
gemessen. Nachdem die Spontanfreisetzung in einer Vor-
laufperiode bestimmt worden war, wurde 10 min lang mit
einer thrombinhaltigen Tyrodeldsung durchstromt und
danach die Durchstrémung wieder mit normaler Tyrode-
losung fortgesetzt. Als Thrombinpriparat wurde hoch-
gereinigtes Rinderthrombin, gewonnen nach SEEGERsS,
mit einer spezifischen Aktivitit von 2100 NIH-E/mg
verwandt. Das Ergebnis der Versuche ist in der Figur zu-
sammengefasst.

Demnach kommt es bereits nach voriibergehender
Durchstrémung mit 100 NIH-E Thrombin/ml zu einem
deutlichen Anstieg der Katecholaminabgabe aus der
Nebenniere. Bei Erhohung der Thrombinkonzentration
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auf 300 NIH-E/ml erreicht die Aminabgabe das Dreifache
der Ruhefreisetzung. Die Inaktivierung des Fermentes
durch Bindung an den spezifischen Thrombininhibitor
Hirudin? hatte auch eine Blockade der aminfreisetzenden
Wirkung des Thrombins zur Folge.

Von den zum Vergleich gepriiften proteolytischen En-
zymen Trypsin, Chymotrypsin, Papain und Plasmin
hatte nur das Trypsin in einer Konzentration von 0,5 mg
krist. Trypsin/ml eine gleichartige Wirkung.

Wir haben ferner untersucht, ob durch Einwirkung von
Thrombin auf die isolierten Granula des Nebennieren-
marks vom Rind eine Freisetzung von Katecholaminen
ausgeltst wird. Die Isolierung und Inkubation der Granula
sowie die Bestimmung der Adrenalin- und Noradrenalin-
abgabe erfolgte nach der von ScEUMANN und WEIGMANN8
beschriebenen Methode. Im Gegensatz zu den Versuchen
an der Nebenniere bewirkte Thrombin keine signifikante
Erhohung der Aminabgabe aus den in calciumfreier und
calciumhaltiger L&sung suspendierten chromaffinen Gra-
nula des Nebennierenmarks. Auch die Erhéhung der
Thrombinkonzentration auf 500 NIH-E/ml brachte keine
Anderung des Ergebnisses. Der Angriffspunkt fir die
aminfreisetzende Wirkung des Thrombins kann demnach
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