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COVER: P a r t  of a two-d imens iona l  e l e c i r o p h o r e s i s  p a t t e r n  of 
t h e  u r i n a r y  p r o t e i n s  from a  p a t i e n t  w i t h  c n n c e r  of t h e  b l a d d e r ,  
p sepa re i t  by t h e  H o l e c u l a r  Bnatomy Program, Fo r  compar i son ,  t h e  
c o m p l e t e  p a t t e r n s  a re  shown from t h e  p a t i e n t  ( r i g h t )  and from a 
n o r m a l  i n d i v i d u a l  ( l e f t )  . The n o r m a l  p a t t e r n  i s  r e p s o d u c i b l e ,  
b a t  s m a l l  d i f f e r e n c e s  a r e  f o u n d  among i n d i v i d u a l s .  Each s p o t  
r e p r e s e n t s  a p o l y p e p t i d e  c h a i n  which  may e i t h e r  be  a c o n p l e t e  
p r o t e i n  gene p r o d u c t  o r  p a r t  of one. P o s i t i o n  on  t h e  p a t t e r n  is  
a f u n c t i o n  o f  isoelectric p o i n t  and m o l e c u l a r  weight .  

To a s s i g n  e a c h  s p o t  an i d e n t i f y i n g  number and t o  s t u d y  i ts 
appearance o r  d i s a p p e a r a n c e  i n  c a n c e r  o r  after e x p o s u r e  t o  
e n e r g y - r e l a t e d  p o l l u t a n t s ,  it is  n e c e s s a r y  t o  have i n t e r n a l  
s t a n d a r d s  f o r  p o s i t i o n  on t h e  p a t t e r n ,  Q u a n t i t a t i o n  must a l s o  be 
f e a s i b l e ,  To i n t e r c o m p a r e  l a r g e  numbers o f  patterns from human 
p o p u l a t i o n s ,  c o m p u t e r i z e d  image  a n a l y s i s  and  d a t a  r e d u c t  i o n  a r e  
a lso needed.  The U o l e c u l a r  Anatomy PC ogram is d e v e l o p i n g  
s o l u t i o n s  t o  a l l  of t h e s e  problems.  

Such two-d imens iona l  mapping o f  u r i n a r y  proteins, 
i l l u s t r a t e d  h e r e ,  is a n o n i n v a s i v e  t e c h n i q u e  u s e f u l  for  
i d e n t i f i c a t i o n  of n u t a g e n e s i s ,  c a r c i n o g e n e s i s ,  a n d  t h e  t o x i c o l o g y  
of e n e r g y  r e l a t e d  p o l l u t a n t s  i n  man. (See S e c t i o n  5.) 
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INTRODUCTION 1 ----------- - 
D o u g l a s  G r a h n ,  D i v i s i o n  D i r e c t o r  

The D i v i s i o n  c o n t i n u e s  t o  a d d r e s s  a w i d e  r a n  e o t  b i o m e d i c a l  
t o p i c s ;  t h e  b r i e f  i n t r o d u c t i o n s  t o  t h e  s e p a r a t e  c i? a p t e r s  g i v e  t h e  
r e a d e r  a  s e n s e  o f  t h e  o b j e c t i v e s  a n d  a c c o m p l i s h m s n t s  f o r  t h e  
d i v e r s e  s u b j e c t s  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  W i t h i n  t h i s  d i v e r s i t y ,  t h e  
D i v i s i o n  i s  s t e a d i l y  d e v o t i n g  more  of i t s  e n e r g i e s  i n t o  what  c a n  
b e  t e r m e d  modern  e n v i r o n m e n t a l  t o x i c o l o g y .  T h e  t h r e e - p o i n t  f o u n -  
d a t i o n  o f  t h i s  e f f o r t  i n c o r p o r a t e s  s t u d i e s  i n  r n u t a g e n e s i s ,  c a r c i -  
n o g e ~ e s i s ,  a n d  c y t o t o x i c i t y .  The a c t i v i t i e s  i n  e n v i r o n m e n t a l  
t o x i c o l o j y  t h e r e f o r e  a r i s e  f r o m  o u r  b a s i c  r e s e a r c h ,  p r i m a r i l y  i n  
t h e  m o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  a s p e c t s  of b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  

C o n c u r r e n t l y ,  t h e  l a r g e - s c a l e  r a d i a t i o n  t o x i c i t y  p r o g r a m s  
h a v e  u n d e r g o n e  some c u r t a i l m e n t ;  t h e  n e t  e f f e c t  h a s  b e e n  t o  
s h a r p e n  t h e  f o c u s  o n  t h e i r  p r i n c i p a l  o b j e c t i v e ,  t h e  c o l l e c t i o n  of  
d a t a  t h a t  w i l l  h a v e  p r e d i c t i v e  v a l u e  f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  low-  
l e v e l  r a d i a t i o n  h a z a r d s  t o  man. 

The M o l e c u l a r  Anatomy P r o g r a m  a n d  t h e  E i o a n a l y t i c a l  C e n t e r ,  
wh ich  i n v o l v e  e x t e n s i v e  c o l l a b o r a t i v e  r e l a t i o c s h i p s  w i t h  o t h e r  
i n s t i t u t i o n s  a n d  u n i v e r s i t i e s ,  b r i n g  t h e  D i v i s i o n  a n  a w a r e n e s s  of 
t h e  o t h e r  e n d  o f  b i o l o g i c a l  p r o b l e m s :  t h e  m a n i f e s t a t i o n s  and 
d i a g n o s i s  o f  human d i s e a s e .  

A l t h o u g h  t h i s  r e p o r t  is  p r i m a r i l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  s c i e n -  
t i f i c  p r o g r e s s  o f  t h e  D i v i s i o n  i n  1977, i t  is  a p p r o p r i a t e  t o  d i s -  
cuss some of t h e  new r e s e a r c h  a r e a s  t h a t  h a v e  d e v e l o p e d  i n  t h e  
f i r s t  months  of 1978. One o f  t h e s e ,  t h e  p r o g r a m  i n  ~ o x i c i t y  o f  
E n e r g y  S t o r a g e  S y s t e m s ,  i s  p r i n c i p a l l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  h e a l t h  
h a z a r d s  a s s o c i a t e d  v i t h  t h e  i n c r e a s e d  u s e  o f  n o v e l  b a t t e r y  s y s -  
tems f o r  b o t h  e lect r ic  v e h i c l e s  a n d  u t i l i t y  l o a d  l e v e l i n g .  T h i s  
i s  a  c o o p e r a t i v e  v e n t u r e  v i t h  t h e  D i v i s i o n  o f  E n v i r o n m e n t a l  
I m p a c t  S t u d i e s .  The e n v i r o n m e n t a l  a n d  h e a l t h  e f fec ts  a s s e s s m e n t  
p h a s e  of t h e  p r o j e c t  has r e a c h e d  t h e  p o i n t  were s p e c i f i c  r e s e a r c h  
p r o g r a m s  a r e  b e i n g  f o r m u l a t e d  t o  a n s w e r  q u e s t i o n s  p e r t a i n i n q  t o  
t h e  b i o l o g i c a l  effects  of c h e m i c a l s  i n v o l v e d  i n  m a n u f a c t u r e ,  u s e ,  
a n d  d i s p o s a l  of t h e s e  b a t t e r i e s .  

A n o t h e r  new p r o g r a m ,  t h e  B i o m e d i c a l  E f f e c t s  o f  E n e r g y  T r a n s -  
m i s s i o n ,  a d d r e s s e s  t h e  p o t e n t i a l  b i o l o g i c a l  h a z a r d s  of e x t r e m e l y  
l o v  f r e q u e n c y  energy t r a n s m i s s i o n  s y s t e m s .  C o n s t r u c t i o n  o f  e x p o -  
s u r e  f a c i l i t i e s  is n e a r l y  c o m p l e t e ,  d o s i m e t r i c  m e a s u r e m e n t s - a r e  



u n d e r  way, a n d  t h e  i n i t i a l  b i o l o g i c a l  s t u d i e s ,  w h i c h  employ  a  
number  o f  c i r c a d i a n  b e h a v i o r a l  a n d  n e u r o p h y s i o l o g i c a l  end  p o i n t s ,  
h a v e  begun.  

T h e  T o x i c i t y  P r o g r a m  f o r  C o a l  C o m b a s t i o n  a n d  C o n v e r s i o ~  
E f f l u e n t s ,  f i r s t  i d e n t i f i e d  i n  l a s t  y e a r ' s  a n n u a l  r e p o r t ,  c o n t i n -  
u e s  t o  p r o g r e s s  i n  t h e  a r e a s  o f  i n s t r u m e n t a t i o n ,  c h e m i c a l  a n d  
p h y s i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n ,  a n d  b i o l o g i c a l  s t u d i e s  p e r t a i n i n g  t o  
e f f l u e n t s  f r o m  f l u i d i z e d  b e d  c o m b u s t o r s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  s t u d y  
o f  e f f l u e n t s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c o a l  t o  high-BTU 
g a s  h a s  e m e r g e d  a s  a  s i g n i f i c a n t  c o m a i t n e n t .  We a r e  f o r t u n a t e l y  
a b l e  t o  o b t a i n  d i r e c t  p r o c e s s  s t r e a m  a n d  e f f l u e n t  s a m p l e s  f o r  
c h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  a n a l y s i s  f o r  b o t h  t e c h n o l o g i e s .  

Some o r g a n i z a t i o n a l  c h a n g e s  w i t h i n  t h e  D i v i s i o n  may b e  
n o t e d .  On May 1 ,  1978 ,  D o u g l a s  Grahn was a p p o i n t e d  D i r e c t o r ,  
s u c c e e d i n g  W a r r e n  K. S i n c l a i r  who ha3 s e r v e d  as Acting Director 
s i n c e  November 2 2 ,  1 5 7 7 .  D o n a l d  D. Grube  became  A c t i n g  E x e c u t i v e  
A s s i s t a n t  on  A p r i l  1,  1978.  

I n  o r d e r  t o  d e a l  more e f f f e c t i v e l y  w i t h  t h e  n e e d  t o  d e v e l o p  
a n d  e x e c u t e  new p r o g r a m s  r e l a t i n g  t o  t h e  h e a l t h  e f f e c t s  o f  3 i f -  
f e r e n t  e n e r g y  t e c h n o l o g i e s ,  a  r e o r g a n i z a t i o n  of t h e  D i v i s i o n  h a s  
t a k e n  p l a c e  ( F i g u r e  1 .1) .  

F i n a l l y ,  t w o  comments  on  t h e  o r g a n i z a t i o n  a n d  l o g i s t i c s  o f  
t h i s  r e p o r t  a r e  i n  o r d e r .  F i r s t ,  t h e  s s c t i o n s  w i t h i n  t h e  r e p o r t  
r e p r e s e n t  a r e a s  of s c i e n t i f i c  i n t e r e s t ,  r a t h e r  t h a n  a  s p e c i f i c  
D i v i s i o n a l  g r o u p  s t r u c t u r e .  T h u s ,  t h e  p e r s o n n e l  l i s t e d  a t  t h e  
b e g i n n i n g  o f  e a c h '  s e c t i o n  a r e  t h e  D i v i s i o n a l  s t a f f  a n d  t e m p o r a r y  
a p p o i n t e e s  whose  work i s  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  s e c t i o n .  Second ,  t h e  
p u b l i c a t i o n s .  l i s t e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  r e p o r t  ( S e c t i o n  18) a r e  t h e  
a r t i c l e s ,  r e p o r t s ,  a n d  a b s t r a c t s  f r o m  t h e  e n t i r e  D i v i s i o n  d u r i n g  
1977.  The  p u b 1  i c a t i o n  lists f o l l o w i n g  t h e  i n d i v i d u a l  sect  ions 
are d e s i g n e d  f o r  r e a d e r s  i n t e r e s t e d  i n  s p e c i f i c  t o p i c s .  T h e s e  
lists c o v e r  o n l y  t h e  p e r t i n e n t  s u b j e c t  m a t t e r  a n d  a r e  e x p a n d e d  t o  
i n c l u d e  a l l  p u b l i c a t i o n s  a p p e a r i n g  or a c c e p t e d  f o r  p u b l i c a t i o n  
from J a n u a r y  1 9 7 7  t h r o u g h  J u l y  1 9 7 8 ;  abstracts are n o t  i n c l u d e d .  
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J a n e  R.  Bensorr ( S c i 3 n t i f  i c  Assist s n t )  
C h a r l e s  D .  Brown ( S z i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
D i s n s  K .  D i x o n - D a v i s  ( S c i e n t i f i c  A . s s i s t . 3 n t )  
D o u q l a s  G r a h n  ( S e n i ~ r  R i D l o g i s t )  
R o b e r t  T. Ll lndy  ( A s s i s t a n t  B i ~ l o g i s t )  

T h e  p r e v e n t i o n  o f  u n d u e  r i s k s  t o  t h e  public h e a l t h  a n 3  
s a f e t y  f r o m  e x p 3 n d i n g  u s e s  of e x i s t i n g  e n t c g y  t e c h n o l o g i e s  a n 3  
from t h e  d e v e l o p u e n t  ~f new t e c h n o l o g i e s  r e q u i r e s  3 n  a s s a s s m e n t  
o f  t h e  p o t e n t i a l  h e a l t h  e f f e c t s  a t  a l l  p h a s e s  of t h e  v a r i o o l s  f u e l  
c y c l e s .  T h i s  p r o j e c t  p r g v i d e s  an a n a l y t i c 3 1  a p p r o a c h  t o  t h e  
a n a l y s i s  o f  p o t e n t i a l  h e a l t h  e f f e c t s ,  t h e i r  p r o d u c t i o n  u n d e r  d i f -  
f e r e n t  e c o n o m i c  or  r e s o u r c e  u t i l i z a t i o n  s i t u a t i o n s ,  3 an  
a p p r a i s a l  o f  p o s i t i v e  o r .  n e g a t i v e  h e a l t h  e f f e c t s  a n d  p o p ~ l a t i o n  
c h a n q e s  t h a t  a r e  c o n c o m i t a n t  w i t h  c h a n g e  i n  t h e  e a s r q y  r e s ~ u r c e  
b a s e .  

The  p r o g r a m  h a s  t h r e e  o b j e c t i v e s ,  w h i c h  a c e  b e i n q  ~ b r s u e 3  
c o n c u r r e n t l y :  

1)  T h e  b a s e l i n e  m o r t a l i t y  s t r u c t u r e  o f  p o p u l a t i o n s  i s  b e i n g  
d e f i c e d  i n  terms o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  b e t u s e n  o b s e r v e d  m o r t s l i t y  
a n d  t h e  s o c i a l ,  e c o n o m i c ,  d e m o g r a v h i c ,  a n d  z u l t u c a l  f a c t o r s .  

2 )  D e m o g r a p h i c a l l y  a n d  a c t u a r i a l l v  z o r r e z t  m o d e l s  o f  t h e  
r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  m o r t a l i t y  a n d  v a c l ~ u s  r i s k  f a c t o r s  sre 
b e i n g  d s v e l o p e d  t o  p r o v i d e  r e l i a b l e  a e a s u c e s  3f h e a l t h - e f f e c t s  
v a r i a h l a s  a n d  a n  a n 3 l y t i c a 2  f r a m e w o r k  i n t a  w h i c h  s t u d i e s  u n i i e r  
o b j e c t i v e s  ( 1 )  a n d  ( 3 )  w i l l  f i t .  

3) A s s e s s m e n t  o f  t h e  h e a l t h  r i s k s  a s s ~ c i a t e 3 .  w i t h  a 1 1  p h a s e s  
of t . he  ~ 0 3 1 - f u e l  c y c l e ,  f r o m  e x t r a c t i o n  t~ : a m b u s t i o n ,  a r e  u n d e r  
d e v e l o p m e n t .  

D u r i n g  t h e  p a s t  y e a r ,  t h e  g r o u p  h a s  a l s o  c e s o o n 3 e i  t 3  
s h o r t - t e r m  r e q u i r e m e n t s  f o r  h e a l t h  ~ s s e s s m e n t s ,  f o r  p r3gcam 
i n v e n t . o c y  a n d  development  p l a n n i n q ,  a n d  f o r  new p r ~ g r a m  p r o p o s -  
a l s .  R p o r t i o n  o f  t h e  work u n d e r  o b j a c t i v e  (1)  is  f u n d e d  by t h e  
U. S. U u c l e a r  R e q u l a t o r y  C o m m i s s i o n  a n 3  i s  t h e r e f o r e  d e d i c a t a d  t 3  
e s t a b l i s h i n g  a  b r o a d l y  u t i l i t a r i a n  c o n p u t e c i z e d  a p p c o a c h  t o  t h e  
a s s e s s m e n t  of p o t e n t i a l  huinan h e a l t h  r i s k s  i n  ~ o p u l a t i m s  i n  t h e  
v i c i n i t y  o f  n u c l e a r  p o w e r  s t a t i o n s .  



H i g h l i g h t s  o f  r e c e n t  p r o g r e s s  t o w a r d  t h e s e  o b j e c t i v e s  
i n c l u d e  t h e  f o l l o w i n g  f i n d i n g s .  I n i t i a l  a n a l y s e s  o f  t h e  e f f e c t  
o f  s o c i o e c o n o m i c  f a c t o r s  o n  l i f e  e x p e c t a n c y  a n d  a g e - a d j u s t e d  
t o t a l  d e a t h  r a t e  i n d i c a t e  t h a t  b e t w e e n  35% a n d  5 0 %  o f  t h e l r  t o t a l  
v a r i a n c e  c a n  b e  a t . t r i b u t e d  t o  e c o n o m i z  a n d  c u l t u r a l  f a c t o r s  r o u -  
t i n e l y  a n n o t a t e d  b y  t h e  U. S. B u r e a u  o f  t h e  C e n s u s .  T h e r e  a re  
a l s o  s i g n i f i c a n t  r e g i o n a l  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  U. S. t h a t  m u s t  b e  
c o n s i d e r e d  i n  t h e  a n a l y s i s  of v a r i a t i o n  i n  d e a t h  r a t e .  

A new a n a l y t i c a l  m o d e l  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  t o  a n a l y z e  t h e  
e x p e c t e d  i n f l u e n c e  o n  human h e a l t h  f r o m  a n  i n c r e a s e d  u s e  o f  c o a l  
a s  a p r i m a r y  e n e r g y  s o u r c e .  T h i s  mod31 e m p l o y s  t h e  d e m o n s t r a t e d  
q u a n t i t a t i v e  e f f e c t  o f  c i g a r e t t e  smoking .  on human h e a l t h  ( t o t a l  
m o r t a l i t y )  a s  a p r o x y  f o r  a i r  p o l l u t i o n  e x p o s u r e  h i s t o r y  a n d  
r e l a t e s  a i r  q u a l i t y  m e a s u r e s  t o  c i g a r e t t e  e q u i v a l e n t s .  The  
r e s u l t i n g  l o s e - r e s p o n s e  m o d e l ,  . when a p p l i e d  w i t h  DEMPAK ( t h e  
B I M / A N L  m o r t a l i t y  p r o j e c t i o n  m o d e l )  , q i v e s  p r o j e c t i o n s  o f  excess 
m o r t a l i t y  t h a t  a r e  b o t h  a g e -  a n d  s e x - s p e c i f i c  a n d  a l s o  i n c l u d e  
l a t e n c y ,  T h e s e  m e t h o d s  h a v e  b e e n  t o  s e v e r a l  h e a l t h  
effects a s s e s s m e n t s  a n d  a r e  a o v e r  o t h e r  
" s i n q l e  f a c t o r v  a p p r o a c h e s .  



DEVELOPNENT A N D  E V A L U A T I O N  OF SOCIOECONOMIC A N D  DEMOGRAPHIC FAC- 
TORS 

D. K. D i x o n - D a v i s ,  J. R.  B e n s o n ,  3nd P. M. F u j a l  

F i f t e e n  s i t es ,  e a c h  c e n t e r e d  o n  a n  e n e r g y  p r o d u c t i o n  f a c i l -  
i t y  a n d  w i t h  a  t o t a l  o f  1 9 1  c o u n t i e s ,  a r e  b e i n g  s t u d i e d  f o r  t h e i r  
a p p l i c a b i l i t y  t o  t h e  p r o b l e m  o f  r e l a t i n g  s o c i o e c o n o m i c  v a r i a b l e s  
w i t h  human h e a l t h  a n d  e n e r g y  p r o d u c t i o n .  T h e  s e l e c t e d  s i t e s  sam- 
p l e  t h e  f u l l  s p e c t r u m  o f  g e o g r a p h i c ,  e c o n o m i c ,  a n d  s o c i a l  v a r i a -  
b l e s  i n  t h e  U. S. a n d  r e p r e s e n t  t h e  p r e s e n t  f u l l  c o m p l e m e n t  o f  
e l e c t r i c  p o w e r  g e n e r a t i o n  modes  ( g a s ,  o i l ,  c o a l ,  n u c l e a r ,  a n d  
h y d r o ) .  

An i n i t i a l  m u l t i v a r i a t e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  r e l a t i o n -  
s h i p s  b e t w e e n  s o c i o e c o n o m i c  a n d  c u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  mor- 
t s l i t y  among t h e  w h i t e  p o p u l a t i o n  r e v e a l s  t h a t  s o c i o e c o n o m i c  f ac- 
t o r s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  up  t o  h a l f  o f  t h e  v a r i a n c e  i n  t h e  
m o r t a l i t y  m e a s u r e s  s e l e c t e d .  T h e s e  m s a s u r e s  were e x p e c t a t i o n  o f  
l i f e  a t  b i r t h ,  e x p e c t a t i o n  o f  l i f e  a t  a g e  1 0 ,  a g e - s t a n d a r d i z e d  
d e a t h  r a t e ,  3 n d  i n f a n t  m o r t a l i t y  rate. M a l e  m o r t a l i t y  w a s  more  
s t r o n g l y  a n d  s i g n i f i c a t l y  r e l a t e d  t o  i ncome ,  e d u c a t i o n ,  o c c u p a -  
t i o n ,  e t h n i c i t y ,  a n d  o t h e r  s o c i a l  v a r i a b l e s  t h a n  female m o r t a l -  
i t y .  A d d i t i o n a l l y ,  t h o s e  v a r i a b l e s  t h a t  r e l a t e d  b e s t  t o  a d u l t  
m o r t a l i t y  d i d  n o t  n e c e s s a r i l y  r e l a t e  t o  i n f a n t  m o r t a l i t y .  F o r -  
ward  s e l e c t i o n  m u l t i v a r i a t e  r e g r e s s i o n  a n a l y s e s  were a p p l i e d  t o  
3 9  s e l e c t e d  s o c i o e c o n o m i c  v a r i a b l e s .  T h e  a m o u n t  o f  e x p l a i n e d  
v a r i a n c e  f o r  a l l  f o u r  m o r t a l i t y  m e a s u r z s ,  u s i n g  t h e  b e s t  1 3  v a r i -  
a b l e s ,  r a n g e d  f r o m  26.7'1; t o  55.0% (mean = 3 6 . 6 % ) ,  a n d  u s i n g  t h e  
b e s t  20  v a r i a b l e s ,  f r o m  35 .6% t o  73 .2% (mean = 4 6 . 0 % ) .  U s i n g  
dummy v a r i a b l e s  t o  s u b s t i t u t e  f o r  u n m e a s u r e d  s i t e  ( r e g i o n a l )  v a r -  
i a t i o n s  i n  s o c i o e c o n o m i c  c h a r a c t e r i s t i c s  i n c r e a s e d  e x p l a i n e d  v a r -  
i a n c e  by  a n  a v e r a g e  o f  o n l y  4.8%. T h e  u s e  o f  p o p u l a t i o n - w e i g h t e d  
d a t a  i n  t h e  r e g r e s s i o n  i n c r e a s e 3  e x p l a i n e d  v a r i a n c e  i n  e v e r y  
i n s t a n c e ,  by a n  a v e r a g e  o f  16 .4%.  An e x a m i n a t i o n  o f  t h e  r e s i d u a l  
v a r i a n c e s  a r o u n d  t h e  r e g r e s s i o n s  s h o w e l  t h e  smal les t  r e s i d u a l s  i n  
t h e  eas t  c o a s t  c o u n t i e s  t h a t  h a v e  t h e  l a r g e s t  p o p u l a t i o n s .  T h i s  
l e v e l  o f  e x p l a i n e d  v a r i a n c e  i n  w i d e l y  v 3 r p i n g  m o r t a l i t y  d a t a  
i n d i c a t e s  t h a t  m o r t a l i t y  c a n  b e  s t a n d a r d i z e d  f o r  v a r i a t i o n  i n  t h e  
common s o c i o e c o n o m i ~ c  f a c t o r s  t a b u l a t a d  by  t h e  U. S, C e n s u s  
B u r e a u .  

An i n f o r m a t i o n  summary o f  t h e  f a c to r s  i n f l u e n c i n g  human mor- 
t a l i t y  h a s  b e e n  p r e p a r e d  f r o m  t h e  a v a i l a b l e  l i t e r a t u r e .  O v e r  t w o  
d o z e n  c u l t u r a l ,  s o c i a l ,  p e r s o n a l ,  a n d  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  were 
r e v i e w e d .  I n  a d d i t i o n  t o  a q u a l i t a t i v e  summary ,  a n  i n i t i a l  q u a n -  
t i t a t i v e  summary  was d e r i v e d  f o r  t h o s e  f a c t o r s  known t o  i n f l u e n c e  
e i t h e r  i n f a n t  (0-1 y e a r  o l d )  o r  a d u l t  ( a g e s  25 -64)  m o r t a l i t y .  

' E n e r g y  a n d  E n v i r o n m e n t a l  S y s t e m s  ' D i v i s i o n .  



T h e  t h r e e  most i m p o r t a n t  f a c t o r s  a f f e c t i n g  i n f a n t  m o r t a l i t y  
a r e  b i r t h  w e i g h t ,  m a t e r n a l  a g e ,  a n d  p a r e n t s Q  s o c i o e c o n o m i c  s t a -  
t u s .  I n f a n t  m o r t a l i t y  h a s  a p a r a b o l i c  r e l a t i o n  w i t h  b o t h  b i r t h  
w e i g h t  a n d  m a t e r n a l  a g e .  T h e  o p t i m u m  c h i l d b e a r i n g  i n t e r v a l  i s  
25-29 y e a r s  o f  a g e ,  a n d  t h e  i n f a n t  d e a t h  r a t e  is l o w e s t  f o r  b i r t h  
w e i g h t s  o f  3 .5-4.0 kg .  P a r e n t s m  s o c i o e c o n o m i c  s t a t u s  is n e g a -  
t i v e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  i n f a n t  mor ta l i ty .  

A s  a g e n e r a l  r u l e ,  f a c t o r s  t h a t  i a i p r o v e  a n  a d u l t ' s  f i n a n c i a l  
a b i l i t y  t o  c o p e  w i t h  i l l n e s s  u s u a l l y  h a v e  a n  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  
w i t h  m ~ r t a l i t y .  F o r  e x a m p l e ,  a s  t h e  n u m t e r  o f  y e a r s  o f  e d u c a -  
t i o n a l  a t t a i n m e n t  i n c r e a s e s ,  t h e r e  is a s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  
t h e  t o t a l  m o r t a l i t y  r a t i o  ( o b s e r v e d  number o f  d e a t h s  i n  e a c h  e d u -  
c a t i o n  g r o u p l a g e - a d j u s t e d  e x p e c t e d  number  o f  d e a t h s  i n  e a c h  e d u -  
c a t i o n  ? c o u p )  . S i g n i f i c a n t  r e g r e s s i o n s  h a v e  a l s o  b e e n  s e e n  f o r  a 
n u m b e r  of c a n c e r  s i t e s  a n d  f o r  t w o  f o r m s  o f  h e a r t  d i s e a s e .  I n  
a d d i t i o n ,  s t r o n g l y  s i q n i f  i c a n t  r e l a t i o n s h i p s  o c c u r  w i t h  o c c u p a -  
t i o n a l  s t a t u s :  e a c h  c l a s s  i n t e r v a l  i n c r e a s e  i n  s t a t u s  ( l a b o r e r s  
l o w ,  p r o f e s s i o n a l s  h i g h )  d e c r e a s e s  t h e  m o r t a l i t y  r a t i o .  P e r h a p s  
i n d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  f i n a n c i a l  a b i l i t y  t o  c o p e  a r e  t h e  
f i n a n c i a l  ' a n d  e m o t i o n a l  b e n e f i t s  o f  m a r i t a l  s t a t u s .  Wi th  few 
e x c e p t i o n s ,  w i t h i n  e a c h  a g e  c o h o r t  m a r r i e d  p e r s o n s  h a v e  t h e s l o w -  
es t  d e a t h  r a t e s  of a l l  m a r i t a l  g r o u p s - - m a r r i e d ,  s i n g l e ,  widowed,  
a n d  d i v o r c e d .  

Y o s t  o f  t h e  r e m a i n i n g  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  m o r t a l i t y  r e l a t e  
t o  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  e x p o s u r e  t o  t h e  e t i o l o g i c  a g e n t ( s )  o f  t h e  
d i s e a s e  p r o c e s s ( e s )  l e a d i n g  t o  d e a t h ,  e i t h e r  as  a r e s u l t  o f  t h e  
w o r k p l a c e  e n v i r o n m e n t ,  l i f e - s t y l e ,  o r  p l a c e  of r e s i d e n c e .  Many 
o c c u p a t i o n s  a r e  known t o  h a v e  v e r y  h i g h  d e a t h  r a t e s  f o r  s p e c i f i c  
c a u s e s ,  e . g . ,  t h e  m o r t a l i t y  r a t e  f o r  r e s p i r a t o r y  d i s e a s e s  lmong  
c o a l  m i n e r s  i s  f i v e f o l d  h i g h e r  t h a n  t h e  U. S. a v e r a g e .  

P e r s o n a l  h a b i t s  a n d  l i f e - s t y l e  s t r o n g l y  i n f l u e n c e  m o r t a l i t y  
r a t e s  3 n d  c a u s e s  of d e a t h .  Lung ,  k i d n e y ,  a n d  b l a d d e r  c a n c e r  
d e a t h  r a t e s  a r e  h i g h l y  c o r r e l a t e d  w i t h  c i g a r e t t e  s m o k i n q  ( r  = 
0.43,  0 .49,  a n d  0.76,  r e s p e c t i v e l y ) .  The  p ~ s i t i v e  r e g r e s s i o n s  o f  
g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  c a n c e r  d e a t h  r a t e s  on  a l c o h o l  c o n s u m p t i o n  
a r e  s i q n i f  i c a n t .  D i f f e r e n c e s  i n  p e r s o n a l  h a b i t s  a r e  a l s o  
r e f l e c t e d  i n  t h e  l o w  c a n c e r  a n d  h e a r t  d i s e a s e  d e a t h  rates f o r  
c e r t a i n  r e l i g i o u s  g r o u p s  (Mormon a n d  S e v e n t h - D a y  A d v e n t i s t ) .  

R e g a r d i n g  p l a c e  o f  r e s i d e n c e ,  t h e r e  i s  a  s i g n i f i c a n t  r i s e  i n  
t h e  m o r t a l i t y  r a t e  a s  t h e  d e g r e e  o f  u r b a n i z a t i o n  i n c r e a s e s  ( t o t a l  
m o r t a l i t y  rate/lOs i n c r e a s e s  0 . 1 4  f 0.03 f o r  e a c h  p e r c e n t a g e  
i n c r e a s e  i n  u r b a n i z a t i o n ) .  S k i n  c a n c e r  i s  t h e  o n l y  c a u s e  o f  
d e a t h  w i t h  a t r u e  g e o g r a p h i c  i n f l u e n c e :  r a t e s  a r e  h i g h e r  i n  t h e  
s o u t h e r n  s t a t e s  w h e r e  t h e  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  is g r e a t e s t .  
I n  m o s t  o t h e r  c o m p a r i s o n s ,  r e g i o n  seems t o  b e  a s u r r o g l t e  f o r  
o t h e r  f a c t o r s ,  s u c h  a s  e d u c a t i o n a l  a t t a i n m e n t ,  i n d u s t r i a l  mix, 
i n c o m e  l e v e l s ,  etc. 



F i n a l l y ,  t h e r e  a re  many r e c o g n i z e d  t o x i c  a q e n t s  t h a t  a re  
l o c a l l y  o r  r e g i o n a l l y  d i s t r i b u t e d  v i a  3 i v e r s e  e n v i r o n m e n t a l  p a t h -  
ways. C a t e g o r i c a l l y ,  b o t h  a i r b o r n e  a n d  w a t e r b o r n e  p o l l u t a n t s  
h a v e  b e e n  s t a t i s t i c a l l y  a n d ,  o n  o c c a s i o n ,  c l i n i c a l l y  a s s o c i a t e d  
w i t h  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  m o r b i d i t y  a n i  m o r t a l i t y .  D e a t h  r a t e s  
f r o m  a l l  c a u s e s  h a v e  b e e n  i n c r e a s e d  a s  h a v e  r a t e s  f o r  many s p e c i -  
f i e d  c a u s e s ,  e . g . ,  l u n g  c a n c e r ,  b l 3 d d e r  c a n c e r ,  c h r o n i c  l u n g  
d i s e a s e ,  a n d  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e .  T h e  r e s u l t s  o f  s o m e  o f  
t h e s e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a i r  
p o l l u t i o n - h e a l t h  e f fec t s  m o d e l  d i s c u s s e d  b e l o w .  

Q U A N T I T A T I V E  ASPECTS OF THE IMPACTS OF ENERGY-RELATED EFFLUENTS 
O N  H U M A N  HEALTH 

R .  T. L u n d y ,  C. D. Brown,  a n d  D. ; r a h n  

B e c a u s e  a l l  e n e r g y  s y s t e m s  re lease  e f f l u e n t s  i n  c o n c e n t r a -  
t i o n s  well b e l o w  t h e  l e v e l  o f  a c u t e  t o x i c i t y  f o r  mos t  p e o p l e ,  t h e  
e f f e c t s  may n o t  b e  a p p a r e n t  f o r  s e v e r a l  y e a r s .  T h u s  i t  is p a r t i -  
c u l a r l y  i m . p o r t a n t  t o  c o n s i d e r  t h e  f a c t o r s  o f  a g e ,  s e x ,  a n d  d u r a -  
t i o n  of e x p o s u r e  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  o b s e r v a b l e  effects ,  a n d  i t  is 
n e c e s s a r y  t o  i n c o r p o r a t e  t h e s e  f a c t  o r 5  i n t o  a n y  c a l c u l a t i o n  o f  
h e a l t h  e f f e c t s .  E a r l y  a p p r o a c h e s  t o  p r e d i c t i o n  o f  h e a l t h  e f fec ts  
of e n e r g y  p r o d u c t i o n  b y  o t h e r s  u s e d  o n l y  a s i n g l e  d o s e - r e s p o n s e  
c o e f f i c i e n t  a n d  a p p l i e d  i t  t o  t h e  t o t a l  p o p u l a t i o n  w i t h o u t  r e g a r d  
f o r  l a t e n c y  p e r i o d s  o r  t e m p o r a l  v a r i a t i o n s  i n  t h e  n u m b e r s  o f  p e r -  
s o n s  a t  r i s k .  

We h a v e  d e v e l o p e d  a s y s t e m  of q e n e r a l  d e m o q r ' a p h i c  m o d e l s  
(DEVPAK) f o r  p r o j e c t i n g  number  o f  d e a t h s  a n d  p o p u l a :  i o n  s i z e  by 
s e x ,  a g e ,  a n d  c a u s e  o f  d e a t h  f o r w a r d  t h r o u g h  time fo r  a n y .  d e f i n e d  
i n i t i a l  p o p u l a t i o n  a n d  se t  o f  v i t a l  r a t e s .  The  e x p e c t e d  C h a n g e  
i n  m o r t a l i t y  is  o b t a i n e d  by p r o j e c t i n g  t h e  d e a t h  r a tes  t h r o u g h  
time, b a s e d  o n  t h e  e x p o s u r e  h i s t o r y  o f  t h e  p o p u l a t i o n  a t  r i s k  t o  
t h e  e f f l u e n t  o f  i n t e r e s t  i n  c o n  j u n c t i o n  w i t h  a p p r o p r i a t e  d o s e -  
r e s p o n s e  c o e f f i c i e n t s .  T h e s e  p r o j e c t e d  c h a n g e s  i n  d e a t h  r a t e s  
a re  t h e n  u s e d  t o  u p d a t e  t h e  p r o j e c t i o n  m o d e l  i n  e a c h  time i n t e r -  
v a l .  Our m o d e l s  g e n e r a t e  estimates o f  a v e r s g s  l i f e  s h o r t e n i n g  a s  
well a s  est imates o f  p r e m a t u r e  d e a t h s  a n d  i n c r e a s e d  d e a t h  rates. 

A t  p r e s e n t ,  t w o  d o s e - r e s p o n s e  m o d e l s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d .  
I n  t h e  f i r s t ,  t h e  effects  of a q i v e n  e x p o s u r e  a re  a s s u m e d  t o  b e  
l i n e a r  w i t h  r e s p e c t  t o  c u m u l a t i v e  d o s e ,  s u b j e c t  t o  t h e  r s s e r v a -  
t i o n  t h a t  a g i v e n  i n c r e m e n t  o f  d o s e  c a n  h a v e  a n  e f f e c t  f o r  o n l y  a 
s p e c i f i e d  p e r i o d  o f  time f o l l o w i n g  a n  i n i t i a l  l a t e n t  p e r i o d .  
T h i s  m o d e l  is m o s t  u s e f u l  f o r  a n a l y z i n g  t h e  e f f e c t s  o f  r a i i a t i o n  
e x p o s u r e .  C o e f f i c i e n t s  f o r  t h i s  m o d e l  a r e  d e r i v e d  f r o m  a p p e n d i x  
VI o f  t h e  R e a c t o r  S a f e t y  S t u d y  [U.S. N u c l e a r  R e g u l a t o r y  Commis- 



s i o n  R e p o r t  WASH-1400 (NUPEG-75-014),  1 9 7 5 1  a n d  t h e  B E I P  r e p o r t  
( R e p o r t  of t h e  A d v i s o r y  committee o n  t h e  B i o l o g i c a l  E f f s c t s  o f  
I o n i z i n g  R s d i 3 t  i o n s ,  U. S. N a t i o n  a1  Acarlemy o f  S c i e n c e s - N l t i o n a l  
R e s e a r c h  C o u n c i l ,  1 9 7 2 )  . 

T h e  s e c o n d  model h a s  b e e n  d e v e l o p d  f 3 r  t h e  a n s l y s i s  o f  t h e  
e f fec t s  o f  a i r b o r n e  c o m b u s t i o n  p r o d u c t s ,  t h e  p r i n c i p a l  s o u r c e  o f  
c o n c e r n  f o r  t h e  i n c r e a s e d  u t i l i z a t i o n  3f c ~ a l .  I t  u s e s  c i g a r e t t e  
s m o k e  a s  a n  a r c h e t y p e  f o r  a l l  forms o f  s i r  p o l l u t i o n .  E r p ~ s u r e  
t o  a  g i v e n  d o s e  r a t e  f i n  c i g a r e t t e  e q u i v a l e n t s  p e r  d a y )  p r o d u c e s  
i n  t h e  l ~ n g  term a n  i n c r e a s e  i n  t o t a l  a g e - s p e c i f i c  m o r t a l i t v  
ra tes .  T h i s  i n c r e a s e  i s  l i r e a r  w i t h  r e s p e c t  t o  d o s e  a t  a n y  3 g e ,  
b u t  e x p o n e n t i a l  w i t h  r e s p e c t  t o  aq2 .  L a t e n c y  e f f e c t s  a r e  
i n c l u d e d  by  h a v i n q  t h e  l o n s - t e r m  ef fsc ts  a p p r ~ a c h s d  3 s y m p t ~ t i -  
c a l l y  a s  a  f u n c t i o n  o f  d u r a t i o n  o f  e x p o s u r t .  E x p o s u r e  t o  mixed  
u r b a n  a n d  i n d u s t r i a l  a i r  p o l l u t a n t s  is  c ~ m m o n l y  i l e n t i f i e d  by 
i n d i c a t o r s  o f  p o l l u t e d  a i r ,  s u c h  a s  S O 2 ,  t ~ t a l  s u s p e n d e j  p a r t i c u -  
l a t e s  (TSP) ,  s u s p e n d e d  s u l f a t e s  (Sot+) , a n d  b e n z o ( a ) p y r e n e s .  Our 
m o d e l  c o n v e r t s  i n d i c a t o r  v a l u e s  f r o a  p 3 / m 3  c o n c e n t r a t i o n s  i n  
a m b i e n t  a i r  t o  c i g a r e t t e  p e r  d a y  e q u i v a L e n t s ,  b a s e d  o n  t h e  
e f f e c t s  d e m o n s t r a t e d  b y  o t h e r  s t u d i e s  ( F i n c h ,  S. J. ,  a n d  S. C. 
Morris, B r o o k h a v e n  N a t i o n a l  L a b o r a t o r y  R e p 3 r t  B N L  2 1 0 0 8 1 ,  1 9 7 6 ;  
C a r n o w ,  E. W . ,  3 n d  P .  tleier, A r c h .  E n v i r o n .  H e a l t h  21, 2 0 7 ,  
1 9 7 3 )  . 

T h e  i m p o r t a n c e  o f  l a t e n c y  a n d  a q e  c 3 m p o s i t i o n  f a c t 9 r s  i n  
q u a n t i t a t i v e  e s t ima tes  o f  h e a l t h  e f f e c t s  was shown  i n  t h e  c o u r s e  
o f  o u r  work  f o r  t h e  N a t i o n a l  Coal U t i l i z a t i ~ n  A s s e s s m e n t  (Lundy ,  
R .  T . ,  a n d  C .  D .  Brown, ANL R e p o r t  AA-11, 1 9 7 7 ,  9 -1 - -9 -21 ) .  
T h i s  s t u d y  i n c l u d e d  a n  a n a l y s i s  of an a s s u m e d  9 vq/mJ n v e r a q e  
i n c r e a s e  i n  s u s p e n d e d  s u l f a t e  c ~ n c e n t r 3 t i o n  o v e r  a 5 9 - y e a r  p a r i o d  
i n  a  3 0 - s t a t e  r o g i o n  a s  a r e s u l t  o f  i n c c s a s e d  c o a l  u s e  i n  t h e  
M i d w e s t .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s u l t s  € r~m t h e  s i n q l e  c o e f f i c i e n t  
a p p r o a c h  3 n d  t h o s e  f r o m  o u r  s t c o n d  d o s e - r e s p o n s e  m o d e l  r e v a a l e l  
t h a t  t h e  " e x c e s s  m o r t a l i t y t q  g e n e r a t e d  by t h e  s i n g l e  f a c t o r  
a p p r o a c h  o v e r s t a t e d  e x c e s s  d e a t h s  by 36 ,033,  or 3 3 3 2 ,  i n  1 9 8 5 ,  
a q r e e d  w i t h  t h e  p r e s e n t  m o d e l  i n  2 0 3 0 ,  a n d  u n d e r s t a t . e d  t h e  number  
o f  d s a t h s  by 1 7 , 0 0 9 ,  o r  23%,  i n  2 0 2 0  (Lundy,  R .  T., 3 q d  0, Gcahn, 
P r o c e e d i n g s  of A m e r i c a n  S t d t i s t i c a L  Azssciation, S o c i a l  Stl- -------- 
tistics s_ezg_ign, g=g& &I, p p .  6 7 2 - 6 7 7 ,  1 9 7 7 ) .  

We a l s o  a p p l i e d  o u r  d e m o g r a p h i c  i a o d e l s  i n  a n  A r g 3 n n e  s t u d y  
f oc t h e  N u c l e a r  R e g u l a t o r y  C o m m i s s i o n ,  "The  E n v i r o n m e n t . a l  E f f e c t s  
o f  U s i n q  C o a l  f o r  G e n e r a t i n g  E l e c t r i c i t y w  (NUREG-0252) . I n  t h i s  
s t u d y ,  t h e  e f f e c t s  t o  b e  e x p e c t e d  from 3 s t a n d a r d  1030-MWa c o a l -  
f i r e d  power  p l a n t  o n  t h e  p o p u l a t i o n  w i t h i n  a n  80-km r l 3 i a s  were 
a n s l g z e d  f o r  s i x  g e n e r a l i z e d  c o m b i n a t i o n s  of toll and. t ~ p o -  
g r a p h i c  e n v i r o n m e n t s .  B e c a u s e  t h e  a v e r a g e  c o n c e n t r a t i o n  of 3ir- 
b o r n e  e f f l u e n t s  i n  e a c h  s c e n a r i o  v a r i s d  i r r e g u l a r l y  a s  a  r e s u l t  
of t o p o g r a p h i c  a n d  m e t e o r a l o g i c a l  f a c t ~ r s ,  t h e  e f f e c t s  o f  p o p u l a -  
t i o n  d i s t r i b u t i o n  o n  t h e  n e t  i m p a c t  were c h e c k e l  u s i n q  t w 3  
a s s u m p t i o n s :  f i r s t ,  t h e  p o p u l a t i o n  was  e v e n l y  d i s t r i b u t e d  w i t h i n  
t h e  a rea  o f  i m p a c t ;  a n d  s e c o n d ,  t h e  p o p u l a t i o n  was  c o n c e n t r a t e d  



i n  t h e  a rea  o f  t h e  h i g h e s t  d e c i l e  a i r  p o l l u t i o n  c o n c e n t r a t i o n .  
T h e  l a t t e r  a s s u m p t i o n  y i e l d e d  t h e  maximum i m p a c t .  T h e  s t u d y  
showed  t h a t  e v e n  i f  " N e w  S o u r c e  P e r f o r m a n c e  S t a n d a r d s "  (NSPS) a re  
a d h e r e d  t o ,  t h e  i n c r e a s e  i n  d e a t h  rates i n  t h e  a f f e c t e d  p o p u l a -  
t i o n  c o u l d  r a n q e  f r o m  5 t o  2 9  d e a t h s  p e r  m i l l i o n  e x p o s e d  p e r s o n -  
y e a r s .  

E a r l y  v e r s i o n s  of o u r  m o d e l  were a l s o  u s e d  t o  assess human 
h e a l t h  e f f e c t s  o f  t h e  u s e  of f l u i d i z e d - b e d  c o m b u s t i o n  o f  c o a l  
c o m p a r e d  t o  c o n v e n t i o n a l  c o m b u s t i o n  f o r  s t e a m  g e n e r a t i o n .  It was 
d e t e r m i n e d  t h a t  t h e r e  wou ld  p r o b a b l y  h e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  t h e  two s y s t e m s  i n  t h e i r  i m p a c t  o n  human h e a l t h ,  a s  b o t h  
can e a s i l y  meet NSPS f o r  c o n t ~ o l l e d  substances. 

PERTINENT PAPERS, J A N U A R Y  1 9 7 7  THROUGH JULY 1 9 7 8  -----,-- ------ ------ -,-- ----- ---- --- 

D v o r s k ,  A. J., C. D .  Brown, E l J  H. D e t t m a n ,  R .  A. H inchman ,  J. D. 
J a s t r o w ,  F. C. K o r n e q a y ,  C. R .  L a F r a n c e ,  B. G. L e w i s ,  R. T. 
Lundy ,  R. D. O l s e n ,  J. I. P a r k e r ,  E. D .  P e n t e c o s t ,  J. L. 
S a g u i n s i n ,  a n d  w. S. V i n i k o u r .  The g q v i r o n & e n t a l  E f f e ~ t ~  gf 
U s i n g  C o a l  f o r  G e n e r a t i n g  E l e c t r i c i t y .  U.  S. N u c l e a r  Regu- ---- --,- --- --------- ,-------- 
l a t o r y  C o m m i s s i o n ,  NUREG-0252, 1977. 

Lundy,  R .  T., a n d  C. D. Brown. H e a l t h  r i s k s .  N a t i o n a l  CoqL If&- 
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Lundy ,  R .  T., a n d  D. Grahn .  P r e d i c t i o n s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  e n e r g y  
p r o d u c t i o n  o n  human h e a l t h .  P r o c e e d i p g g  ef &hg S o c i a 1  S&&- 
t i s t i c s  S e c t i o n  1 9 7 7 ,  P a r t  IL, C h i c a g o ,  A u g u s t  1977.  Amer- -,,-,, --,,,,,I ,,-, 
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n a r y k a  H. B h a t t a c h a r y y a  ( A s s i s t a n t  B i o c h e m i s t )  
A r t h u r  L i n d e n b a u m  ( B i o c h e m i s t )  
E l i z a b e t h  S. Horet t i  ( S c i e n t i f i c  A s s ~ s ~ ~ D ~ )  
D a v i d  P. P e t e r s o n  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
J o h n  J .  R u s s e l l  ( S c i e n t i f i c  Associate) 

Raymond A .  G u i l m e t t s  ( P o s t d o c t o r a l  ~ p p o i n t e e )  1 
E l s i e  H. S o r e n s e n  ( P o s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  

T h e  o v e r a l l  o b j e c t i v e  o f  t h i s  p r o g r a m  i s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
m e t h o d s  f o r  d e c o r p o r a t i o n  o f  t o x i c  m e t a l s  w h o s e  c o m p o u n d s  i e p o s i t  
p r i m a r i l y  i n  t h e  s k e l e t o n  a n d  l i v e r .  I n  t h e  p r o s e c u t i o n  ~ f  t h i s  
work i t  i s  r e c o g n i z e d  a s  a f u n d a m e n t a l  p r i n c i p l e  t h a t  t h e  d e v e l -  
o p m e n t  o f  e f f e c t i v e  t h e r a p e u t i c  p r o c e d u r e s  i s  d e p e n d e n t  upon  
r e s u l t s  f r o m  p a r a l l e l  p h y s i o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s  a n d  m o r p h o l o g i c a l  
o b s e r v a t i o n s  d e s i g n e d  t o  e l u c i d a t e  t h ?  i n t e r a c t i o n s  b e t w e a n  mam- 
m a l i a n  t i s s u e s  a n d  t h e  t o x i c  metal c o m p o u n d s  u n d e r  s t u d y .  
A c c o r d i n g l y ,  t h r e e  s e c o n d a r y  r e s e a r c h  o b j e c t i v e s  a r e  p r z s e n t l y  
b e i n g  p u r s u e d :  (1) B i o c h e m i c a l  a n d  p h y s i c o c h e m i c a l  s t u d i e s ,  jg 
v i t r o ,  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t o x i c  m e t a l s  a n d / o r  t h e r a p e u t i c  
s u b s t a n c e s  w i t h  t i s s u e  c o m p o n e n t s .  (2) H o r p h o l o g i c a l  s t u d i e s ,  
i n c l u d i n g  a u t o r a d i o g r a p h y  a n d  h i s t o l o g y ,  d e s i q n e d  t o  d e m o n s t r a t e  
(a) g r o s s  a n d  m i c r o s c o p i c  l o c a l i z a t i o n  o f  t o x l c  m e t a l s  i n  l i v i n g  
t i s s u e s ,  ( b )  t h e  p a t h o l o g i c a l  s e g u e l a o  o f  t o x i c  m e t a l  r e t e n t i o n ,  
a n d  ( c )  t h e  p o s s i b l e  r e v e r s a l  o f  s u c h  s e q u e l a e  by t r e a t m e n t .  (3)  
G e n e r a t i o n  o f  m e t a b o l i c  a n d  t h e r a p e u t i c  d a t a  r e g a r d i n g  t h e  i n t e r -  
a c t i o n s  o f  t o x i c  metals w i t h  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  w i t h  s p e c i a l  
a t t e n t i o n  toward a p p l i c a b i l i t y  t o  man. B e c a u s e  t h e  h i g h l y  d a n -  
g e r o u s  r a d i a t i o n  f r o m  p l u t o n i u m ,  a m e r i c i u m ,  a n d  o t h e r  a l p h a  emit- 
ters is o f  g r e a t  c o n c e r n ,  a c o n s i d e r a b l e  p o r t i o n  o f  t h i s  p r o g r a m  
is d i r e c t e d  t o w a r d  t h e  a c t i n i d e  metals. R e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  u s i n g  
c o n c e p t s ,  p r o c e d u r e s ,  a n d  t h e r a p i e s  d e v e l o p e d  i n  t h e  c o u r s e  o f  
o u r  " n u c l e a r "  s t u d i e s ,  we h a v e  o b t a i n e d  u s e f u l  new m e t a b o l i c  a n d  
t h e r a p e u t i c  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  n o n r a d i o a c t i v e  t o x i c  m e t a l s  
s u c h  as l e a d .  

S i g n i f i c a n t  a d v a n c e s  t o w a r d  t h e  a b o v e  r e s e a r c h  g o a l s  o v e r  
t h e  p a s t  y e a r  a r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s .  T o  sum- 
marize s o m e  o f  t h e  h i g h l i g h t s  f r o m  r e c ~ n t l y  o b t a i n e d  r e s u l t s :  

1 T e r m i n a t e d  d u r i n g  1977. 



1) From c a r e f u l l y  d e s i g n e d  e x p e r i m e n t s  w i t h  b e a g l e s ,  b a s e d  
o n  e a r l i e r  t h e r a p e u t i c  r e s u l t s  w i t h  r o d e n t s ,  we h a v e  f u r t h e r  
d e f i n e d  t h e  v a r i a b l e s  p r o m o t i n g  a n  o p t i m a l  t r e a t m e n t  r e g i m e n  w i t h  
diethylenetriaminepentaacetic a c i d  (DTPA) f o r  d e c o r p o r a t i o n  o f  
p l u t o n i u m  ( a n d  p r o b a b l y  a m e r i c i u m )  i n  man. 

2)  I n  y o u n g ,  r a p i d l y  g r o w i n g  r a t s ,  a s h o r t  ( 2  week)  r e q i m e n  
o f  t r e a t m e n t s  w i t h  DTPA a c h i e v e d  a s t r i k i n g  5-f o l d  r e d u c t i o n .  i n  
t h e  s k e l e t a l  b u r d e n  of p l u t o n i u m .  

3) I n  c o l l a b o r a t i v e  s t u d i e s  w i t h  0 .  G r a h n  ( r e p o r t e d  i n  Sec- 
t i o n  1 0 )  o f  t h e  g e n e t i c  c o n s e q u e n c e s  o f  h i g h  LET i r r a d i a t i o n  o f  
t h e  g o n a d s ,  new i n f o r m a t i o n  was  d e v e l o p e d  t o  a l l o w  more p r e c i s e  
c a l c u l a t i o n  o f  t h e  r a d i a t i o n  d o s e  r e c e i v e d  s p e c i f i c a l l y  b y  s p e r -  
m a t o q o n i a l  stem ce l l s  f r o m  p l u t o n i u m  r e t a i n e d  i n  t h e  mouse  tes- 
tis. 

4 )  E a r l y  a n d  c o n t i n u i n g  U Y P A  t h e r a p y  was f o u n d  t o  r e d u c e  
s h a r p l y  (by  a t  l e a s t  1 0 - f o l d )  t h e  t e s t i c u l s r  b u r d e n  o f  m o n o m e r i c  
p l u t o n i u m  in b o t h  t h e  mouse  a n d  d o g ,  t h u s  r e d u c i n g  t h e  g e n e t i c  
r i s k  from a l p h a  i r r a d i a t i o n  o f  stem cells. 

5) I n  s t u d i e s  of s i m u l a t e d  l ead  p o i s o n i n g  i n  mice W P  h a v ~  
f o u n d  t h a t  t h e r a p y  w i t h  t w o  a l k y l  a s t e r s  o f  DTPA--compounds 
d e v e l o p e d  i n  o u r  a c t i n i d e  r e s e a r c h  t o  p r o m o t e  i n c r e a s e d  membrane 
p e n e t r a t i o n - - r e s u l t e d  i n  r e d u c e d  l e a d  r e t e n t i o n  i n  b r a i n  ( a  , c r i -  
t i c a l  t i s s u e ) ,  a s  well a s  i n  l i v e r  a n d  k i d n e y .  

6 )  I n  D T P A - t r e a t e d  mice, m o n o m e r i c  p l u t o n i u m  d e f i n i t e l y  h a s  
b e e n  shown t o  b e  e x c r e t e d  a s  t h e  Pu-DTPA c o m p l e x .  



INTERACTION OF M O N O H E B I C  P L U T O N I U N  WITH THE L I V E R  A N D  SKELETON, 
A N D  WITH DTPA, AS RELATED TO DECORPORATION 

H. H.  B h s t t a c h a r y y a  a n d  D. P. P e t e r s o n  

A s t u d y  w a s  c o m p l e t e d  o n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  1 4 C - l a b e l e d  DTPA 
i n  r a t s  whose  b i l e  d u c t s  a n d  u r i n a r y  b l a d d e r s  had  b e e n  c a n n u -  
l a t e d .  By 2 4  h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  t h e  l a b e l e d  c h e l a t i n g  
s q e n t ,  9 4 %  was  f o u n d  i n  t h e  u r i n e .  I n  a d d i t i o n ,  a  s e c o n d ,  much 
s m a l l e r  e x c r e t o r y  p a t h w a y  f o r  DTPA t h e  l i v e r  i n t o  b i l e  was 
i d e n t i f i e d ;  0 . 2 8 %  o f  t h e  i n j e c t e d  l*C a c t i v i t y  was m e a s u r e d  i n  
b i l e  c o l l e c t e d  f o r  2 4  h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n .  A n a l y s i s  o f  t h e  
b i l e  by a n i o n - e x c h a n q e  c o l u m n  c h r o m a t ~ g r a p h y  r e v e a l e d  t h a t  a b o u t  
50% o f  t h e  1*C was  p r e s e n t  a s  u n c h a n g e l  DTPA. I n  a n o t h e r  s t u d y ,  
t h e  f o r m  o f  p l u t . o n i u m  a p p e a r i n q  i n  t h e  b i l e  f o l l o w i n g  DTPA admin-  
i s t r a t i o n  t o  r a t s  p r e v i o u s l y  in jec te i  w i t h  m o n o m e r i c  p l u t o n i u m  
was a n a l y z e d  by  a n i o n - e x c h a n g e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  N e a r l y  a l l  
t h e  p l u t o n i u m  a p p e a r i n g  i n  b i l e  was i n  t h e  f o r m  of t h e  p l u t o n i u m -  
DTPA c o m p l e x .  T h u s ,  a l t h o u g h  t h e  b i l e  r e p r e s e n t s  o n l y  a  m i n o r  
e x c r e t o r y  p a t h w a y  f o r  DTPA, t h e s e  t w a  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
a m o u n t  of b i l i a r y  DTPA is s u f f i c i e n t  t o  i n d u c e ,  b y  d i r e c t  c h e l a t e  
f o r m a t i o n ,  b i l i a r y  e x c r e t i o n  o f  n e a r l y  a l l  t h e  m o n o m e r i c  p l u t o -  
n ium r e m o v e d  f r o m  t h e  l i v e r .  

O t h e r  e x p e r i m e n t s  were c o n d u c t e l  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a  
g r e a t  d e c r e a s e  i n  b o n e  d e n s i t y ,  b r o d g h t  a b o u t  by e x p o s u r e  t o  
w e a n l i n g  r a t s  t o  a l o w - p h o s p h a t e  d i e t ,  m i g h t  r e s u l t  i n  a  c o r r e s -  
p o n d i n q  r e l e a s e  o f  p l u t o n i u m  f r o m  t h e  s k e l e t o n s  o f  ' p l u t o n i u m -  
t r e a t e d  a n i m a l s .  I n  p l u t o n i u m - i n j e c t a d  w e a n l i n g  r a t s  s u b j e c t e d  
t o  a l o w - p h o s p h a t e  d i e t  f o r  2 w e e k s ,  3 21-25% d e c r e a s e  was f o u n d  
i n  t h e  r a t i o s  o f  a s h  t o  d r y  w e i g h t  i n  f e m u r s  a n d  v e r t e b r a e .  How- 
e v e r ,  t h e s e  c h a n g e s  i n  b o n e  m i n e r a l  l e n s i t y  c o u l d  b e  a c c o u n t e d  
f o r  e n t i r e l y  by  i n c r e a s e s  i n  t h e  d r y  w e i g h t s  o f  t h e  b o n e s ,  w i t h  
n o  c h a n g e s  i n  a s h  w e i g h t s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e r e  was n o  a d d i t i o n a l  
release o f  p l u t o n i u m  f r o m  t h e  s k e l e t o n  o v e r  p l u t o n i u m - i n j e c t e d  
c o n t r o l s  r e c e i v i n g  3 n o r m a l  d i e t .  I n  t h e  same e x p e r i m e n t ,  a  
5 - f o l d  r e d u c t i o n  i n  t h e  s k e l e t a l  p l u t o n i u m  l e v e l s  of w e a n l i n g  
r a t s  was a c h i e v e d  f o l l o w i n g  2  v e e k s  o f  i n t r a p e r i t o n e a l  
Na3[ ZnDTPA] ( 0 . 2 5  mmoles/kg,  5 days /wk)  . T h u s ,  DTPA .was s u r p r i s -  
i n g l y  e f f e c t i v e  i n  r e d u c i n g  t h e  s k e l e t a l  p l u t o n i u m  b u r d e n  o f  t h e  
y o u n g ,  r a p i d l y  g r o w i n q  r a t .  I n  c o n t r a s t ,  s i m i l a r  t r e a t m e n t  t o  
a d u l t  mice r e s u l t e d  i n  o n l y  a 2 - f o l d  r e d u c t i o n  i n  s k e l e t a l  p l u t o -  
n ium c o n t e n t .  



DEPOSITION A N D  RETENTION OF PLUTONIUM I N  THE TESTIS OF MOUSE A N D  
DOG: EFFECTS OF THERAPY WITH .DTPA 

J. J. R u s s e l l  a n d  A. L i n d e n b a u m  

R e s u l t s  o f  a 1 - y e a r  a u t o r a d i o g r a p h i c  a n d  r a d i o c h e m i c a l  s t u d y  
i n  B6CF1/Anl male mice f o l l o w n g  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  . o f  
1 0  v C i / k g  o f  p l u t o n i u m  c i t r a t e  i n c l u d e :  ( 1 )  a 3 0 %  t e s t i c u l a r  
w e i g h t  l o s s ;  ( 2 )  a n e a r l y  c o n s t a n t  t e s t i c u l a r  p l u t o n i u m  b u r d a n ;  
( 3 )  a n  a - v e r a g e  r a d i a t i o n  d o s e  a c c u m u l a t e d  by t h e  tes tes  o f  73 r a d  

b y  3 4 8  d a y s ,  a t  t h e  a v e r a g e  r a t e  o f  0 .8 r a d / d a y  o v e r  t h e  f i r s t  6 
d a y s  a n d  0.2 r a d / d a y  t h e r e a f t e r ;  ( 4 )  a n  i n c r e a s i n g  a s s o c i a t i o n  o f  
a l p h a  a c t i v i t y  w i t h  q l y c o l i p i d - p o s i t i v e  d r o p l e t s  i n  t h e  i n t e r s t i -  
t i a l  t i s s u e ;  (5) a r e d u c t i o n  i n  t h e  number  o f  m a t u r e  s p e r m a t o z o a  
a n d  m i t o t i c  f i g u r e s  ( w i t h  D. G r a h n ) ;  a n d  ( 6 )  c a l c u l a t i o n  t h a t  a 
f a c t o r  c l o s e  t o  4 i s  r e q u i r e d  t o  c o n v e r t  t h e  o v e r a l l  t e s t i c u l a r  
"smearM. d o s e  t o  t h e  raa d o s e  a c t u a l l j i  d e l i v e r e d  t o  t h e  s p e r m a t o -  
q o n i a l  stem ce l l s  ( s e e  S e c t i o n  1 0 ) .  

An i n t e r s p e c i e s  s t u d y  o f  t h e  t z s t i c u l a r  d i s t r i b u t i o n  a n d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 3 9 P u  i n  t h e  mouse  a n d  d o g  was made t o  c o m p a r e  
t h e  e f f e c t s  o f  DTPA, g i v e n  twice a w e e k  f o r  3 m o n t h s ,  when t h e r -  
a p y  v s s  i n i t i a t e d  e a r l y  ( 6 ,  h o u r s  a f t e r  p l u t o n i u m  i n j e c t i o n )  a n d  
when d e l a y e d  ( 6  d a y s  a f t e r  p l u t o n i u m ) .  I n  a l l  cases, t h e  t e s t i -  
c u l a r  p l u t o n i u m  b u r d e n  was  s h a r p l y  r e d u c e d  by  DTPA. I n  t h e  d o g ,  
i t  was r e d u c e d  t o  o n e  t e n . t h  a n d  o n e  f i f t h  o f  t h e  c o n t r o l  l e v e l  by 
e a r l y  a n d  d e l a y e d  t r e a t m e n t ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  t h e  mouse,  t h e  
r e d u c t i o n s  were t o  o n e  e i g h t h  a n d  o n e  f o u r t h  f o r  e a r l y  a n d  
d e l a y e d  t r e a t m e n t .  A u t o r a d i o g r a p h i c  t r a c k  c o u n t s  i n d i c a t e d  
a ~ p r o x i m a t e l y  e q u a l  l o s s  o f  a l p h a  a c t i v i t y  f r o m  i n t e r s t i t i a l  tis- 
s u e  a n d  s e m i ~ i f e r o u s  t u b u l e s  i n  b o t h  s p e c i e s .  

DETER?IINATION OF A N  OPTIMAL THERAPEUTIC R E G I f l E N  -WITH DTPA FOR 
ACTINIDE DECORPORATION 

A .  L i n d e n b a u m ,  R .  A. G u i l m e t t e ,  J.  J. R u s s e l l ,  a n d  E. S. 
Mor et t i 

F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w i t h  d o g s ,  d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  
o p t i m u m  t r e a t m e n t  f r e q u e n c y  a n d  d o s e  l e v e l s ,  a n d  t o  c o m p a r e  t w o  
c h e m i c a l  f o r m s  o f  DTPA ( t h e  c a l c i u m  a n d  z i n c  c h e l a t e s )  f o r  
r e m o v a l  o f  p l u t o n i u m  i n  case o f  human c o n t a m i n a t i o n ,  h a v e  b e e n  
c o m p l e t e d .  B e a g l e s  r e c e i v e d  d a i l y  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n s  o f  
e i t h e r  7 0  mg/kg o r  1 4 . 2  mg/kg Na3[Ca-DTPA] f o r  5 d a y s ,  b e q i n n i n g  
a t  6  h o u r s  f o l l o w i n g  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  o f  239Pu  c i t r a t e .  
From t h i s  p o i n t  o n ,  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n s  o f  14 .2  mg/kg 
Na3[Zn-DTPA] were g i v e n  f o r  3 m o n t h s  3 t  s i x  d a i l y  t r e a t m e n t s  p e r  



week t o  s o m e  d o g s ,  a n d  twice p e r  week t o  t h e  o t h e r s .  
R a d i o c h e m i c a l  a n a l y s i s  a n d  q u a n t i t a t i v e  a u t o r a d i o g r a p h y  3re now 
b e i n g  c a r r i e d  o u t  o n  a s t a n d a r d  a r r a y  o f  t i s s u e s  t o  o b t a i n  r e t e n -  
t i o n  a n d  t i s s u e  d i s t r i b u t i o n  d a t a  f o r  t h e r a p e u t i c  e v a l u a t i o n .  

THORIUH-227 DISTRIBUTION I N  IOUSE SARCOMA TISSUES 

A .  L i n d e n b a u m  a n d  J. J. R u s s e l l  

A c o o p e r a t i v e  p r o j e c t  w i t h  A. F r i e d m a n  o f  t h e  C h e m i s t r y  
D i v i s i o n  aims a t  t u m o r  t h e r a p y  b a s e d  on  p r e f e r e n t i a l  u p t a k e  o f  
r a d i o a c t i v e  s u b s t a n c e s  w i t h i n  a n d  a r o u n d  t u m o r s .  I n  r e c e n t  work ,  
we h a v e  made a u t o r a d i o g r a p h i c  m e a s u r e m e n t s  a t  t h e  l i g h t  a n d  elec- 
t r o n  m i c r o s c o p i c  l e v e l s  t o  d e t e r m i n e  a n y  p r e f e r e n t i a l  m i c r o d i s -  
t r i b u t i o n  o f  t h o r i u m - 2 2 7  c i t r a t e  i n  moase  s a r c o m a  #I80 t u m o r  tis- 
s u e s .  P r e l i m i n a r y  a u t o r a d i o g r a p h i c  e v i d e n c e  s h o w s  a j i f f u s e  
d i s t r i b u t i o n  o f  t h o r i u m  t h r o u g h o u t  t h e  t u m o r ,  w i t h  lesser 3 m o u n t s  
i n  n e c r o t i c  c e n t e r s  a n d  i n  f a t t y  a reas  o f  t h e  t u m o r .  T h e  hoped-  
f o r  a u t o r a d i o g r a p h i c  e v i d e n c e  o f  c a s c a d i n g  d a u g h t e r s  o f  227Th 
( i . e . ,  223Ra ,  219Ra ,  2 1 5 P 0 ,  etc.) was n o t  f o u n d .  

LEAD METABOLISH A N D  EFFECTS O F  THERAPY WITH DTPA ESTERS 

The o b j e c t i v e s  o f  t h i s  r e s e a r c h  a r e  t o  ( 1 )  c o m p a r e  t h e  l e a d  
d i s t r i b u t i o n  i n  t h e  mouse  w i t h  a n d  w i t h o u t  c h e l a t i o n  t h e r a p y ,  
w i t h  e m p h a s i s  o n  c r i t i c a l  t a r q e t  o r g a n s  i n  l e a d  p o i s o n i n q ,  ( 2 )  
assess d y s f u n c t i o n  o f  t h e  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  a n d  r e s u l t a n t  com- 
p a r t m e n t a l i z a t i o n  of l e a d  i n  t h e  n e o n a t a l  r a t  b r a i n  ( w i t h  a n d  
w i t h o u t  c h e l a t i o n  t h e r a p y ) ,  a n d  (3)  e v a l u a t e  l e a d - i n d u c e d  c h a n g e s  
i n  d i e 1  ( d a i l y )  c y c l e s  o f  b o t h  t h e  mouse  a n d  r a t .  

R e c e n t  s t u d i e s  a r e  a i m e d  a t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m e t h o d o l o g y  
t o  assess t h e  ~ a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  l e a d  when t h e  l e v e l s  i n  
t i s s u e s  a p p r o a c h  t h o s e  l i k e l y  t o  b e  e n c o u n t e r e d  i n  t h e  g e n e r a l  
p o p u l a t i o n .  I n  o n e  e f f o r t ,  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  was 
u s e d  t o  e x a m i n e  mouse  l i v e r  a n d  k i d n e y .  A s i n g l e  i n t r a v i n o u s  
i n j e c t i o n  o f  l e a d  ace ta te  (80 mg Pb/kg)  w a s  f o u n d  t o  p r o d u c e  
i n t r a c e l l u l a r  i n c l u s i o n s  i n  s u f f i c i e n t  n u m b e r s  t o  p e r m i t  e 3 s y  
r e c o g n i t i o n  a n d  s c o r i n g .  A s  t h e  a d m i n i s t e r e d  d o s e  w a s  d e c r e a s e d ,  
h o w e v e r ,  b o t h  t h e  s i z e  a n d  number  o f  i n c l u s i o n s  d e c l i n e d  
m a r k e d l y .  O t h e r  s t u d i e s  a t t e m p t  t o  m e a s u r e  l e a d - i n d u c e d  c h a n g e s  



i n  d i e 1  c y c l e s  o f  o x y g e n  m e t a b o l i s m ,  d e e p  b o d y  t e m p e r a t u r e s ,  a n d  
a c t i v i t y  i n  t h e  B6CF1/Anl m o u s e  ( w o r k  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  G. A. 
S a c h e r ) ,  

I n  a n  e f f o r t  t o  c o m p a r e  t h e  t h e r a p e u t i c  a d v a n t a g e  o f  s e v e r a l  
c h e l a t o r s  ( i n c l u d i ~ g  t h o s e  i n  c u r r e n t  c l i n i c a l  u s e )  o n  l e a d  
d e c o r p o r a t i o n  i n  t h e  mouse,  a n  e x p e r i m e n t a l l y  e l e v a t e d  b o 3 y  b u r -  
d e n  o f  l e a d  was c h a l l e n g e d  w i t h  s e v e r a l  c h e l a t o r s  r e c e n t l y  d e v e l -  
o p e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  S i x  t r e a t m e n t s  o v e r  3 d a y s ,  i n i t i a t e d  
o n  t h e  t h i r d  d a y  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  30 mg Pb/kg i n  t h e  f o r m  o f  
l e a d  c i t r a t e ,  w i t h  e i t h e r  t h e  d i b u t p l  o r  d i h e x y l  DTPA esters 
r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n s  i n  l e a d  b u r d e n s  i n  t h e  b r a i n ,  
k i d n e y ,  f e m u r ,  a n d  w h o l e  b o d y   compare^ t o  t h e  l e v e l s  i n  t h e  tis- 
s u e s  o f  u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a t  21 d a y s .  R a p i d  d e c r e a s e s  i n  f e c a l  
l e a d  e x c r e t i o n ,  a n d  a l e v e l i n q  o f f  o f  t i s s u e  l e a d  b u r d e n s  w i t h i n  
a few clays f o l l o w i n g  t h e  s i x t h  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  d i b u t y l  DTPA 
ester i n d i c a t e  t h a t  prolonged t h e r a p y  w i t h  t h i s  chelator (work 
now i n  p r o g r e s s )  m i g h t  r e d u c e  l ead  l e v a l s  e v e i i  f u r t h e r ,  
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P e t e r  D. K l e i n  ( S e n i o r  B i o c h e m i s t l  
P a t r i c i a  A.  S z c z e p a n i k  ( S c i e n t i f i c  A s s o c i l t e )  

W i l l i a m  N i u  ( P o s t  d o c t o r a l  P p p a i n t a e )  
F r a n s  St.el.l . ,aard (Rese?cch A s s o c i a t e )  
Kou-Yi T s e r n g  ( P o s t  ioct ~ c a l  A p p o i n t e e )  

T h i s  p r o q r a m  h a s  f i v e  maior a s p e c t s :  f i r s t ,  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  a n a l y t i s a l  i n s t r u m e n t a t i o n  o f  r e q u i s i t e  s e n s i t i v i t y ,  s t 3 b i l -  
i t y ,  a n d  s i m p l i c i t y  t o  c o n d u c t  s t a b 1 2  i s 3 t o p e  m e a s u r e m e n t s  i n  3 
r o u t i n e  m a c n e r ;  s e c o n d ,  t h e  , l e v e l o p m e n t  o f  3 ~ p r ~ p r i 3 t e l y  ~ a ~ e l e 3  
c o m p o u n d s  f o r  m e t a b o l i c  i n v e s t i g a t i o n s ,  i n i t i a l l y  t h r o u g h  cust-om 
s y n t h e s e s  b u t  e v e n t u a l l y  t h r o u q h  c o m m e r c i a l  s o u r z e s ;  t h i r d ,  
d e v e l o p m e n t  o f  3 r i a l y t i c a l  m e t h o d o l o g y  t o  i s o l a t e ,  ~ g r i f y ,  a n 3  
d e t e r m i n e  t h e  i s o t o p i c  c o n t e n t  o f  s p e c i f i c  o r g a n i c  c o a p ~ u n d s  
r e f l e c t i n g  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  o r  d i s e a s e  s t a t e s ;  f 3 u r t h ,  c ~ l l a -  
b o r a t i v e  d e v e l o p m e n t  o f  c l i n i c a l  a p p l i c s t i ~ n s  a n d  t e s t i n g  3 n  a 
r o u t i n e  b a s i s ,  t h r o u g h  a  n e t w o r k  of z l i n i c l l  c e n t e r s  a r o l l n 3  t h e  
c o u n t r y ;  a n d  f i n a l l y ,  t h e  c o l l e c t i o n  and d i s s e m i n a t i o n  o f  s t l b l e  
i s o t o p e  i n f o r m a t i o n  o n  a n  i n t e r n a t i o n s l  s c a l e  t h r o u q h  s u r v e y  
p u b l i c a t i o n s  a n d  c o n f e r e n c e s .  

D u r i a ~  p a s t  y e a r ,  we h a v e  e x p a n d e d  o u r  3 b i l i t v  t o  t r a c e  
1 3 C  b y  t h e  c o n s t r u c t i o n  of a c o m b u s t i o n  s y s t e m  f o r  s o l i d  samples 
t h s t  p e r m i t s  r e c a v e r y  o f  l a b e l  from l y o p h i l i z e d  s t o o l  3r a r i n a r y  
s a m p l e s ,  a n d  by t h e  c o n s t r u c t i o n  of a h i g h l y  e f f  i c i a n t  C 0 2  t r a p -  
p i n q  s y s t e m  t h a t  is d e s i g n e d  f o r  u s e ,  i n  i n z u b a t o r s  f o r  p r e m l t u r e  
i n f a n t s .  T h e s e  d e v e l o p m e n t s  p e r m i t  e x t e n s i o n  o f  t h e  a s e  o f  
1 3 C - l a b e l e d  s u b s t r a t e s  t o  new a r s a s  o f  p s d i a t r i c  r e s e a r c h .  

S y n t h e s i s  of a v a r i e t y  o f  s t a b l e  i s ~ t 3 p i c a l l v  L a b e l s d  zom- 
p o u n d s  h a s  b e e n  a c c o m p l i s h e d  i n  r e s p o n s e  t o  s p e c i f i c  c l i n i c a l  
p r o t o c o l s .  T h e s e  c o m p o u n d s  i n c l u d e  13-, as-,  a n d  d B - l a b e l e d  
f o r m s  o f  m e t h a d o n e ,  1 3 C - t r i o l e i n  ( f r o m  m e t h y l  o l e a t a  s u p p l i a d  by 
Los b l a m o s  ICONS p r o g r a m ) ,  a n d ,  i n  i e p a r t u r e  f r o m  s t a b l e  i s o -  
t o . p e s ,  1 1 C - l a b e l e d  b i l e  a c i d s ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  P a u l  H a r p e r ,  
F r a n k l i n  VzLe3n Y e m o r r a l  R e s e a r c h  I n s t i t u t e ,  T h e  U n i v e r s i t y  o f  
C h i c a g o .  

The c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  d i m e t h y l a m i n o p v r i n e  b r e 3 t h  
t e s t  h a s  s h o w n  e x c e p t i o n a l  a b i l i t y  t o  p c s d i z t  p t i e n t  r e s p 3 n s e  i n  



l i v e r  d i s e a s e  t r e a t m e n t  p r o t o c o l s ,  as  a e a s u r e d  by c l i n i c a l  
e v a l u a t i o n  a n d  l i v e r  b i o p s y .  A series 3 f  c h i l d r e n  w i t h  i e l l -  
w e g e r ' s  s y n d r o m e  h a s  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  a n  a t y p i c a l  b i l e  a c i d ,  
t r i h y d r o x y c o p r o s t a n i c  a c i d ,  i n  t h e i r  b i l e .  T h i s  b i l e  a c i l ,  n o r -  
m a l l y  f o u n 3  i n  a l l i g a t o r  b i l e ,  a p p e a r s  t~ r e f l e z t  a  p r i m a r y  
d e f e c t  o f  b i l e  a c i d  s y n t h e s i s  i n  t h i s  s y n d r ~ m e .  F i n a l l y ,  we h a v e  
h e g u n  d e v e l o p m e n t  o f  i s o t o p e  r a t i o  m e t h ~ d o l o g y  a p p l i c a b l e  t 3  
c l i n i c a l  s t u d i e s  o f  c a l c i u m  a b s o r p t i o n ,  u s i n g  **Ca a n d  4 4 C 3 .  

T h e  3 c t i v i t i e s  of t h i s  p r o g r a m  s o n t r i b u t e  t o  t h e  m e d i c a l  
a p p l i c a t i ~ n s  o f  s t a b l e  i s o t o p e s  a s  n a n r a d i o a c t i v e ,  n o n i n v a s i v e  
p r o b e s  ~f s p e c i f i c  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  t h a t  may b e  a f f e c t e d  by 
e n v i r 3 n m e n t a l  c o n t a m i n a n t s .  T h i s  p r o g r a m  p r o v i d e s  a m s a n s  o f  
s t u d y i n g  t h e  m e t a b o l i s m  a n d  f a t e  o f  p o l l u t a n t s  i n  t h e  e x a m i ~ s t i o n  
o f  d i s e a s e  s t a t e s  a n 3  l a y s  t h e  b a s i s  f o r  e s t i m a t i n q  l e v e l s  o f  
human e x p o s u r e  t h r o u q h  c l i n i c a l  s t u d i s  3f s e l e c t e d  p o p u l 3 t i o n s .  
T h e s e  s t u d i e s  c 3 n  b e  e x t e n d e d  i n t o  e p i d a m i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n s  
o f  o c c u p a t i o n a l  a n d  q e n e r a l  p o p u l a t i a n s  a s  t . h e y  p r o v e  t o  h a v e  
s i g n i f i c a n t  d i a g n o s t i c  v a l u e s .  

F i n a l l y ,  t h i s  p r o g r a m  r e p r e s e n t s  t h e  z ~ n f l u e n c e  o f  a  number  
o f  r e s e a r c h  p r o q r a r n s  w i t h i n  DOE a n d  a l s o  i n  v s r i o u s  i n s t i t u t e s  of  
t . h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  a n d  i t  s e r v e s  t 3  l i n k .  t h e  n e t -  
w o r k  o f  s t a b l e  i s o t o p e  u s e r s  w i t h i n  3 n a t i o n a l  and  a n  i n t o r n a -  
t i o n a l  f r a m e w o r k .  



I NSTRUHENTATION 

D. A.  S c h o e l l e r , l  F. S t e l l a a r d ,  a n d  H .  C.  N i u  

Two new i n s t r u m e n t s  h a v e  b e c o m e  o p e r a t i v e  d u r i n g  1 9 7 7 ,  a  
N u c l i d e  3-60 S e c t o r  mass s p e c t r o m e t e r  a n d  a s o l v e n t  p r o g r a m m e r  
f o r  t h e  Waters h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h  (HPLC). T h e  
N u c l i d e  3-60 is s p e c i f i c a l l y  d e s i g n e d  f o r  p r e c i s e  c a r b o n  a n d  o x y -  
g e n  i s o t o p e  r a t i o  a n a l y s i s .  T h i s  i n s t r u m e n t  h a s  d e m o n s t r a t e d  a  
p r e c i s i o n  o f  0.5O/oo w h i c h  is 10 t i a e s  m o r e  p r e c i s e  t h a n  t h e  
PE-270 w h i c h  w a s  f i r s t  u s e d  f o r  i s o t o p i c  m e a s u r e m e n t s  o f  C02 sam- 
ples .  The i n c r e a s e d  p r e c i s i o n  p e r m i t s  m e a s u r e m e n t s  of n a t u r a l  
a b u n d a n c e  r a t i o s  a n d  is  n e e d e d  f o r  most 1JC02 b r e a t h  t e s t  a p p l i -  
c a t i o n s  i n  o r d e r  t o  k e e p  t h e  13C s u b s t r a t e  d o s a g e  a n d  cost t o  a  
minimum. 

The  s o l v e n t  p r o g r a m m e r  h a s  v a s t l y  i m p r o v e d  t h e  p e r f o r m a n c e  
a n d  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  HPLC s y s t e m .  T h e  u s e  o f  p r o g r a m m i n g  t o  
i n c r e a s e  t h e  s o l v e n t  s t r e n g t h  h a s  s h o r t e n e d  a n a l y s i s  time, w h i l e  
i m p r o v i n g  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n s  r e l a t i v e  t o  t h e  s i n g l e  s o l -  
v e n t  s y s t e m s  t h a t  h a d  b e e n  u s e d  p r e v i o u s l y .  A l s o ,  m i x t u r e s  o f  
g r e a t e r  s o l u t e  d i v e r s i t y  c a n  b e  a n a l y z e d  w i t h o u t  t h e  i n h e r e n t  
l o s s  o f  s e n s i t i v i t y  f o r  t h o s e  c o m p o n e n t s  t h a t  e l u t e  l a t e .  The  
HPLC i s  r o u t i n e l y  u s e d  i n  c h e c k i n g  t h e  p u r i t y  o f  n e w l y  s y n t h e s -  
i z e d  13C s u b s t r a t e s  o r  l a b e l e d  i n t e r n a l  s t a n d a r d s .  

We h a v e  d e v e l o p e d  a  number  o f  new a n c i l l a r y  a p p a r a t u s e s .  O f  
m a j o r  i m p o r t a n c e  t o  t h e  c l i n i c a l  b r e a t h  t e s t  p r o g r a m  h a s  b e e n  t h e  
d e v e l o p m e n t  of a n  a u t o m a t e d  C02 p u r i f i c a t i ~ n  s y s t e m  a n d  i s o t o p e  
r a t i o  a n a l y z e r .  T h i s  s y s t e m  a c c e p t s  u p  t o  5 0  b r e a t h  s a m p l e s  f o r  
s e q u e n t i a l  a n a l y s i s .  An a l i q u o t  i s  w i t h d r a w n  f r o m  e a c h  s a m p l e  
a n d  t h e  COP i s  c r y o g e n i c a l l y  p u r i f i e i  o v e r  d r y  i c e  a n d  l i q u i d  
n i t r o g e n .  T h e  C02 i s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  s a m p l e  s i d e  o f  t h e  d u a l  
i n l e t  o f  t h e  N u c l i d e  3-60,  a n d  t h ~  C02 s a m p l e  p r e s s u r e  is 
a d j u s t e d  t o  e q u a l  t h a t  o f  t h e  s t a n d a r d  g a s  w h i c h  is  i n  t h e  o t h e r  
h a l f  o f  t h e  d u a l  i n l e t .  T h e  i s o t o p e  r a t i o s  a r e  m e a s u r e d  by p e a k  
s t e p p i n g  a n d  t h e  i s o t o p i c  e n r i c h m e n t  o f  t h e  s a m p l e  r e l a t i v e  t o  
t h e  s t a n d a r d  is c a l c u l a t e d .  T h e  p r e s s u r e  m a t c h i n g  o f  t h e  s a m p l e  
a n d  s t a n d a r d  g a s e s  i s  n o t  f u l l y  a u t o m a t e d  a n d  r e q u i r e s  o p e r a t o r  
i n t e r v e n t i o n .  T h e  a n a l y s i s  time i s  15 m i n / s a m p l e ,  w h i c h  i s  a 
4 - f o l d  i m p r o v e m e n t  o v e r  t h e  m a n u a l  t e c h n i q u e .  T h e  a u t o m a t e d  i s o -  
t o p e  a n a l y s i s  h a s  b e e n  shown t o  b e  a c c u r a t e  a n d  t o  h a v e  a p r e c i -  
s i o n  w i t h i n  

A c o m b u s t i o n  s y s t e m  h a s  b e e n  b u i l t  t o  a u g m e n t  t h e  C.02 a n a -  
l y z e r  by c o n v e r t i n g  s o l i d  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  t o  C02 f o r  i s o t o p i c  

1 R e s i d e n t  Associate, D i v i s i o n  of B i o l o g i c a l  a n d  M e d i c a l  
R e s e a r c h ,  a n d  R e s e a r c h  Ass0ciat.e ( A s s i s t a n t  P r o f e s s o r ) ,  T h e  
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o .  



a n a l y s i s .  S a m p l e s  a r e  b u r n e d  o v e r  a p l a t i n u m  c a t a l y s t  a t  10000C 
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  150 t o r r  of o x y g e n .  H e p l i c a t e  c o m b u s t i o n s  o f  
i s o t o p i c  s t a n d a r d s  h a v e  shown  t h e  s y s t e m  t o  b e  a c c u r a t e  t o  w i t h i n  
1 O / O O .  T h e  c o m b u s t i o n  l i n e  w i l l  b e  u s e d  f o r  m e a s u r i n g  t h e  
n a t u r a l  a b u n d a n c e s  o f  i n t r a v e n o u s  n u t r i t i o n a l  f l u i d s  a n d  f o r  mea- 
s u r i n g  1 3 C  i n c o r p o r a t i o n  i n  s o l i d s .  

F i n a l l y ,  a new C 0 2  c o l l e c t i o n  a p p a r a t u s  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  
a n d  t e s t e d  fo r  u s e  i n  s a m p l i n g  e x p i r e d  C O 2  f r o m  i n f a n t s  i n  i n c u -  
b a t o r s .  T h e  a p p a r a t u s  c o n s i s t s  of  a n  e n c l o s e d  g l a s s  s p i r 3 1  i n t o  
w h i c h  5 m l  o f  1  N N a O H  s o l u t i o n  i s  a d 3 e d .  T h e  b r e a t h  i s  d r a w n  
f r o m  t h e  i n c u b a t o r ,  a n d  t h r o u g h  t h e  Na3H w h e r e  t h e  C O 2  is 
a b s o r b e d  a n d  c o n c e n t r a t e d .  T h e  s p i r a  L p r o v i d e s  t h e  l o n g  a b s o r p -  
t i o n  p a t h  t h a t  is n e c e s s a r y  t o  a b s o r b  t h e  C 0 2  q u a n t i t a t i v e l y .  
W i t h o u t  t h i s  a p p a r a t u s  it  is n o t  p o s s i b l e  t o  p e r f o r m  l a c 0 2  b r e a t h  
t es t s  on  p r e m a t u r e  a n d  n e w b o r n  i n f a n t s .  

SYNTHESES 

R. Y. T s e r n g  a n d  D.  L.  Hachey  

I n  c o n t i n u a t i o n  of t h e  p r o a r a m  o f  s y n t h e s i z i n g  b i l e  a c i d  
s u l f a t e s ,  t h e  s y n t h e s e s  of a l l  m o n o s u l f a t e s  o f  f o u r  m a j 3 r  b i l e  
a c i d s  were f i n i s h e d  t h i s  y e a r .  T h e  s y n t h e s e s  o f  3 - m o n o s u l f  a t e s  
were r e p o r t e d  i n  t h e  p r e v i o u s  y e a r .  T h e  p r e p a r a t i o n  o f  7- a n d  
1 2 - m o n o s u l f a t e s  was a c h i e v e d  by u s i n q  slmiiar p r o c e d u r e s  w i t h  
s e v e r a l  m o d i f i c a t i o n s .  T h e  m e t h y l  e s t z r s  o f  3 - c a r b e t h o x y  d e r i v a -  
t i v e s  o f  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  a n d  d e o a y c h o l i c  a c i d  o r  d i a c e t a t e s  
of  c h o l i c  a c i d  were u s e d  a s  s t a r t i n g  m a t e r i a l s .  T h e  r e a c t i o n  
s o l v e n t  was c h a n g e d  t o  p y r i d i n e  f r o m  d i m e t h y l f o r m a m i d e - e t h e r  mix- 
t u r e  t o  f a c i l i t a t e  the i s o l a t i o n  of p r o d u c t s .  T h e  g l y c i n e  c o n j u -  
g a t e s  ( e x c e p t  f o r  t h o s e  f r o m  c h o l i c  a c i d )  w e r e  o b t a i n e d  by  s t a r t -  
i n q  w i t h  3 - c a r b e t h o x y  d e r i v a t i v e s  o f  e t h y l  esters o f  b i l e  a c i d  
g l v c i n e  c o n j u g a t e s .  F o r  t h e  s y n t h e s e s  o f  g l y c i n e  c o n j u g 3 t e s  o f  
c h o l i c  a c i J  m o n o s u l f  a t e s ,  t h e  s o d i u m  s a l t s  o f  u n c o n  j u g a t e d  s u l -  
f a t e s  were c o n v e r t e d  t o  t r i e t h y l a m m o n i u m  s a l t s  u s i n g  a n  i o n - e x -  
c h a n g e  c o l u m n .  T h e  t r i e t h y l a m m o n i u m  s s l t s  were t h e n  d i s s o l v e d  i n  
c h l o r o f o r m  a n d  c o n j u g a t e d  w i t h  e t h y l  g l y c i n a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinone The  t a u r i n e  c o n -  
j u g a t e s  o f  a l l  b i l e  a c i d s  were p r e p 3 r e d  by  c o n j u g a t i n g  s o d i u m  
s a l t s  o f  u n c o n j u g a t e d  s u l f a t e s  w i t h  t a u r i n e  i n  d i m e t h y l f o r m a t a i d e .  
R e s i d e s  t h e  u n l a b e l e d  s u l f a t e s ,  w h i c h  a r e  t o  b e  u s e d  a s  s t a n d a r d s  
i n  v a l i d a t i o n  o f  a n a l y t i c a l  p r o c e d u r e s ,  t h e  36-dl  l a b e l e d  s u l -  
f a t e s  o f  l i t h o c h o l i c  a c i d  a n d  its c o n j u g a t e s  were a l s o  s y n t h e s -  
i z e d .  They  were u s e d  by D r .  J o h n  U a t k i n s  o f  H a r v a r d  Y e d i c a l  
S c h o o l  i n  v a l i d a t i o n  of t h e  i s o l a t i o n ,  s e p a r a t i o n ,  a n d  s o l v o l y s i s  
p r o c e d u r e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  l i t h g c h o l i c  a c i d  m e t a b o l i s m  i n  
i n f a n t s .  T h e  d i s u l f a t e s  o f  c o n j u g a t e d  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d s  



were p r e p a r e d .  They  h a v e  p r o v i d e d  D r .  A l a n  F. Hofmann o f  t h e  
U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a  a t  S a n  D i e q o  w i t h  t h e  a u t h e n t i c  samples 
r e q u i r e d  , t o  s t u d y  s u l f a t i o n  o f  c h e n o d e ~ x ~ c h o l i c  a c i d  i n  man. 

F o r  t h e  c l i n i c a l  1 3 C  b r e a t h  t es t s  p r o g r a m ,  a  number  o f  new 
s u b s t r a t e s  were s y n t h e s i z e d .  T h e  1 3 C - t r i o l e i n  was p r e p a r e d  by 
e s t e r i f i c a t i o n  o f  1 - 1 3 C - o l e i c  a c i d  a n 3  q l y c e r o l  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  s u l f u r i c  3 c i d .  T h e  p r e p a r a t i o n  o f  a e t h y l - 1  JC- a n d  1 4 C - l a b e l e d  
m e t h a c e t i n  a n d  p h e n a c e t i n  by  e t h e r i z a t i o n  o f  p - a c e t a m i n o p h e n 0 1  
w i t h  l a b e l e d  m e t h y l  i o d i d e  or ' e t h y l  i o d i d e  p r o v i d e d  p o s s i b l e  
a l t e r n a t i v e  c o m p o u n d s  t o  a m i n o p y r i n e  € o r  d e t e r m i n i n g  t h e  N-  o r  
0 - d e a l k y l a t i o n  c a p a c i t y  o f  t h e  h e p a t i c  !?-450 m i x e d  f u n c t i o n  o x i -  
d a s e  s y s t e m .  T h e s e  new c o m p o u n d s  i n v o l v e  a  l o w e r  r i s k  t o  t h e  
pa t i e n  t. 

The s y n t h e s i s  o f  1 1 C - l a b e l e d  b i l e  a c i d s  a s  p o s s i b l e  l i v e r  
s c a n n i n g  a g e n t s  i n  n u c l e a r  m e d i c i n e  was  e x p l o r e d  i n  t h i s  l a b o r a -  
t o r y ,  T h e  s h o r t  h a l f - l i f e  o f  1 1 C  ( t . 1 2  = 20 .4  min)  r e q u i r e d  t h a t  
t h e  s y n t h e t i c  p r o c e d u r e  b e  c o m ~ l e t e d  i n  less  t h a n  2- 3 h a l f - l i v e s  
i n  o r d e r  t o  o b t l i n  c o m p o u n d s  o f  s u f f i c i e n t  a c t i v i t y .  T h i s  p r o b -  
lem was o v e r c o m e  b y  c a r b o n a t i o n  o f  t h ?  G r i g n a r d  r e 3 q e n t  d e r i v e d  
f r o m  2 3 - c h l o r o n o r c h o l a n e s  t o  f o r m  t h ?  l a b e l e d  compounds .  T h e  
p r o c e d u r e  t o o k  o n l y  15-20 m i n u t e s  a f t e r  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  l l C O z  
f rom t h e  c y c l o t r o n ,  a n d  a p r o d u c t  w i t h  a t ~ t a l  a c t i v i t y  of 2 m C 1  
w a s  o b t a i n e d .  T h e  p r e l i m i n a r y  s t u d y  on human ~ o l u ~ n t e e r s  h a s  
i n d i c a t e d  t h a t  i n t r a v e n o u s l y  a d m i n i s t a r e d  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  
is r 3 p i d l y  c o n c e n t r a t e d  i n  l i v e r  a n d  a  g o o d  i m a g e  o f  l i v e r  c a n  be 
o b t a i n e d .  

I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  m e t a b o l i s m  a n d  p h a r m a c o k i n e t i c s  o f  
met .ha3one  a n d  its e n a n t i o m e r ,  a v a r i a t y  o f  l a b e l e d  m e t h a d o n e s ,  
e .g .  m e t h a d o n e - d 3 ,  m e t h a d o n e - d s ,  m e t h a d o n e - d 8 ,  a n d  t h e i r  e n a n -  
t i o m e r s ,  were s y n t h e s i z e d .  T h e  c o m b i n e d  u s e  o f  t h e s e  l a b e l e d  
m e t h a d o n e s  w i l l  e n a b l e  t h e  s i m u l t a n e ~ u s  m e a s u r e m e n t  o f  p l a s m a  
l e v e l s  o f  i n d i v i d u - a 1  m e t h a d o n e s .  



ANALYTICAL DEVELOPMENTS 

D, L. H a c h e y ,  H. N i u ,  D.  A .  S c h o e l l e r , l  F. S t e l l a a r d ,  a n d  K .  
Y .  T s e r n g  

Keto b i l e  a c i d s  f o u n d  i n  human b i l e  a r e  b e l i e v e d  t o  r e s u l t  
f r o m  b a c t e r i a l  o x i d a t i o n  o f  t h e  h y d r o ~ y  b i l e  a c i d s  a s  t h e y  t r a -  
v e r s e  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r ac t .  D u r i n g  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  
h y d r o l y s i s  p r o c e d u r e s  u s e d  t o  i s o l a t e  b i l e  a c i d s ,  we o b s e r v e d  
p a r t i a l  d e s t r u c t i o n  o f  k e t o  b i l e  a c i d s .  P r o d u c t s  o b t a i n e d  f r o m  
t h e  h y d r o l y s i s  were i d e n t i f i e d  a s  h y d r o x y  b i l e  a c i d s ,  wh ich  p r o b -  
a b l y  r e s u l t  from a c o u p l e d  0 x i d a t i o n : r e d u c t  i o n  p r o c e s s  i n  t h e  
h y d r o l y s i s  s o l v e n t  s y s t e m .  R e d u c t i o n  o f  k e t o  b i l e  a c i d s  was 
i n f l u e n c e d  b y  h i g h  t e m p e r a t u r e ,  h i g h  c ~ n c e n t r a t i o n  o f  a l k a l i ,  a n d  
t h e  p r e s e n c e  o f  a l c o h o l  i n  t h e  s o l v e n t s .  S i m i l a r l y ,  o x i d a t i o n  o f  
h y d r o x y  b i l e  a c i d s  was o b s e r v e d  when a c e t o n e  was p r e s e n t  i n  t h e  
h y d r o l y s i s  s o l v e n t .  T h e  a m o u n t  o f  k e t o  b i l e  a c i d s  n a t u r a l l y  p r e -  
s e n t  i n  b i l e  c o u l d  b e  e s t i m a t e d  f i r s t  by r e d u c t i o n  w i t h  s o d i u m  
b o r o d e u t e r i d e ,  a n d  t h e n  u s i n g  a n  a l c o h o l - f r e e  h y d r o l y s i s  m i x t u r e  
f o r  d e c o n j u g a t i o n ,  T h e  p r o d u c t s  were e x a m i n e d  by  i s o t o p e  r a t i o  
m a s s  s p e c t r o m e t r y ,  a n d  t h e  i n c r e a s e  a b o v e  t h e  n a t u r a l  a b u n d a n c e  
o f  t h e  Htl i o n  was u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  a m o u n t  o f  k e t o  b i l e  
a c i d s  o r i q i n a l l y  p r e s e n t  i n  b l l e .  The r e s u l t s  indicated t h a t  
many w i d e l y  u s e d  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e s  may s u b s t a n t i a l l y  u n d e r e s -  
t i m a t e  t h e  c o n t e n t  o f  k e t o  b i l e  a c i d s  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  

N o s t  b i o l o q i c a l  s a m p l e s  r e q u i r e  some f o r m  o f  d e r i v a t i z a t i o n  
p r i o r  t o  mass s p e c t r o m e t r i c  a n a l y s i s  i n  o r d e r  t o  e n h a n c e  t h e i r  
v o l a t i l i t y .  D e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e s  s h o u l d  b e  r a p i d ,  q u a n t i t a -  
t i v e ,  a n d  f r e e  o f  u n d e s i r a b l e  a r t i f a c t s .  M o s t  common p r o c e d u r e s  
i n v o l v e  m e t h y l a t i o n ,  a c e t y l a t i o n ,  or  t r i m e t h y l s i l y l a t i o n ;  a l l  
p r o d u c e  e n 0 1  e t h e r s  o r  e n 0 1  esters o f  3 - k e t o  b i l e  a c i d s .  We h a v e  
d e v e l o p e d  m e t h y l a t i o n  p r o c e d u r e s  u s i n g  d i m e t h o x y p r o p a n e  a n d  ace- 
t y l a t i o n  p r o c e d u r e s  u s i n g  4 - d i m e t h y l a m i n o p y r i d i n e / a c e t i c  a n h y -  
d r i d e  t h a t  e l i m i n a t e  t h e  p r o b l e m s  of f o r m a t i o n  o f  e n 0 1  e t h e r s  o r  
e n 0 1  esters.  

I n  o r d e r  t o  o b t a i n  h i g h  p r e c i s i o n  i s o t o p e  r a t i o  a n a l y s e s  by 
c h e m i c a l  i o n i z a t i o n  mass s p e c t r o m e t r y  on l o n s  t h a t  a r e  s e p a r a t e d  
b v  o n l v  o n e  o r  t w o  m a s s  u n i t s ,  it is n e c e s s a r y  t o  m i n i m i z e ,  o r  a t  
l e a s t  s t a b i l i z e ,  t h e  h y d r i d e  a b s t r a c t i o n  phenomenon.  We h a v e  
o b s e r v e d  t h a t  h y d r i d e  a b s t r a c t i o n  i o n  i n t e n s i t y  was c o n s i s t e n t l y  
l o w e r  when we u s e d  t h e  d i r e c t  i n s e r t i o n  p r o b e  t h a n  i t  was when we 
u s e d  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a p h  i n l e t .  d e  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  t h e  
t e m p e r a t u r e  o f  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a p h  t r a n s f e r  l i n e s  i n f l u e n c e s  
t h e  a m o u n t  o f  h y d r i d e  a b s t r a c t i o n ;  q r e a e e r  a m o u n t s  o f  h y d r i d e  

I R e s i d e n t  A s s o c i a t e ,  D i v i s i o n  o f  B i o l o g i c a l  a n d  q e d i c a l  
R e s e a r c h ,  a n d  R e s e a r c h  A s s o c i a t e  ( A s s i s t a n t  P r o f e s s o r )  , T h e  
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o .  



s b s t r a c t i o n  were o b t a i n e d  a t  t e m p e r a t u r e s  g r e a t e r  t h a n  3009C, b u t  
t h e  p r o b l e m  was  m i n i m a l  a t  t e m p e r a t u r e s  b e l o w  2500C. 

Y e a s u r e m e n t  of i n t e s t i n a l  m a l a b s o r p t i o n  i n  i n f a n t s  is i m p o r -  
t a n t  i n  a s s e s s i n q  n u t r i t i o n a l  s t a t u s .  F e  h a v e  d e v s l o p e d  p r o c e -  
d u r e s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  13C c o n t e n t  o f  f e c a l  s a m p l e s .  D s t a  
were o b t a i n e d  from t w o  i n f a n t s  who were 3 n  a  s t a n d a r d  f o r m u l n  
d i e t  o f  d e f  i . n e d  c o m p o s i t i o n .  The  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  p r e c i s i o n  
o f  t h e  c o m b u s t i o n  p r o c e s s  a n d  i s o t o p e  r a t i ~  a n a l y s i s  was  w i t h i n  
0.  3 O / , ,  (n = 4 )  . T h e  v a r i a t i o n  w i t h i n  a  s i n g l e  s u b j e c t  f o r  s u c -  
c e s s i v e  9 6 - h o u r  c o l l s c t i o n  s a m p l e s  was l o / , ,  (n = 7 ) ,  a n d  t h e  
v a r i a t i o n  was  o n l y  s l i q h t l y  l a r g e r  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  s u b j e c t s .  
T h i s  low s 3 m p l e  v a r i a t i o n  m a k e s  i t  p o s s i b l e  t o  d e t e c t  e x c r e t i o n  
of a p p r o x i m a t e l y  0 .9  crmoles o f  s i n g l y  l a b e l e d  s u b s t r a t e  p e r  k g  o f  
body  w e i g h t .  

Met h a d o n e  p h a r m a c o  k i n e t i c  s t u d i e s  h a v e  h e r e t o f   re b e e n  L i m -  
i t e d  t o  d a t a  o b t a i n e d  from u r i n e  b e c 3 u s e  no  s u i t a b l e  p r o c e 3 u r o  
e x i s t e d  f o r  s e l e c t i v e l y  e x t . r a c t i n g  m e t h 3 d ~ n e  f r o m  ~ l 3 s m l .  We 
h a v e  d e v e l o p e d  a  p r o c e d u r e  f o r  r e c o v e r i n g  3 v e r y  p u r e  m e t h a d o n e  
f r o m  p l a s m a .  T h e  t e c h n i q u e  i n v o l v e s  a  c a m p l e x  e x t r a c t i o n :  b a c k  
e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  t o  r e m o v e  u n d e s i r a b l e  l i p i d  c o m p o n e n t s  o f  
b l o o ?  t h a t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  mass s p " c t c o m e t r i c  1 s s 3 y .  The 
p r o c e d u r e s  v e r m i t  a b o u t  53-60% r e c o v e r y  e f f i c i e n c y '  a n d  a r a  now 
r o u t i n e l y  u s e d  t o  s t u d y  p l a s m a  met h a l o n e  p h s r m a c o k i n e t i c s  ( s e e  
C l i n i c a l  A p p l i c a t i o n s ,  b e l o w )  . 

T h r e e  d e u t e r i u m  i s o t o p e  l a b e l e d  f3rms 3f m e t h a d ~ n e  h a v e  b e e n  
p r e p a r e d  w h i c h  c o n t a i n  3, 5, a n d  8 d e u t e r i u m  a t o m s .  T e c h n i q u e s  
h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  s y n t h e s i z e  i s o t o p i c a l l y  p u r e  c o m p o u n 3 s  s o  
t h a t .  o v e r l a p  wit .h a d j a c e n t  i o n s  d o e s  n . ~ t  i n t e r f e r e  w i t h  q u l n t i t a -  
t i o n  o f  t h e  i n d i v i d u a l  i s o t o p i c  f o r m s .  Two o f  t h e s e  c o m p o u n d s ,  
S - ( + )  -d3 a n d  R -  (-) - d 5 ,  a r e  b e i n g  u s e d  a s  i a _  v i v o  t r a c e r s ;  w h i l e  
t h e  t h i r d ,  ( * ) - d B ,  i s  b e i n g  u s e d  a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  t o  q u a n -  
t i t a t e  p l a s m a  d r u q  l e v e l s  by  i n v e r s e  i s o t o p e  d i l u t i o n .  

H i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  t o  d e t e r m i n e  p u r i t y  of m e t h a c e t i n  a n d  p h e n a c e t i n  i n  
v a r i o u s  s y n t h e s e s  o f  t h e  i s o t o p i c a l l y  l a b e l e d  f o r m s .  T h e  a s s a y  
is s e n s i t i v e  e n o u g h  t o  d e t e c t  n a n o g r a m  q u a n t i t i e s  o f  t h e s e  l r u g s  
i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s .  

We hav .e  b e g u n  p r e l i m i n a r y  work o n  a  s t u d y  o f  t h e  a b s o r p t i o n  
a n d  k i n e t i c s  o f  metals i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s ,  u s i n g  a  n o n z o n v e n -  
t i o n a l  a p p r o a c h  t o  m e a s u r i n g  metal i s . 3 t ~ p e s  t h a t  i n v o l v e s  f o r m a -  
t i o n  o f  a v o l a t i l e  metal c h e l a t e .  Ua h a v e  s t a r t e d  w o r k i n g  w i t h  
c a l c i u m  b e c a u s e  o f  i t s  c l i n i c a l  i m p o r t a n c e  i n  v i t a m i n  D m e t a b o -  
l i s m .  C a l c i u m  is a n  e s p e c i a i l y  c h a l l e n g i n g  e l e m e n t  b e c a u s e  i t s  
c h e l a t e s  h a v e  a  number  o f  t r o u b l e s o m e  p r o p e r t i e s ,  i n c l ~ d i n q  a 
s t r o n g  t e n d e n c y  t o  h y d r o l y z e ,  f o r m a t i ~ n  o f  h e t e r o p o l y m e r s  i n  t h e  
g a s  p h a s e ,  d e c o m p o s i t i o n  u n d e r  c h e m i c a l  i o n i z a t i o n  mass s p e c t r o -  
m e t r y  c o n d i t i o n s ,  a n d  v e r y  low s a m p l e  v ~ l a t i l i t y .  We h a v e  p r e -  
p a r e d  a n u m b e r  of B - d i k e t o n e  c a l c i u m  c h e l a t e s  a n d  r e l a t e d  



B - k e t o a m i n e  S c h i f f  b a s e  c h e l a t e s  a n d  ? v a l u a t e d  t h e i r  s u i t a b i l i t y  
w i t h  r e s p e c t  t o  s t a b i l i t y ,  v o l a t i l i t y ,  a n d  s o l u b i l i t y .  The  mos t  
p r o m i s i n g  c h e l a t i n g  a q e n t s  seem t o  b e  f l ~ o r i n a t e d  B - d i ~ e t o n e s  
t h a t  c o n t a i n  a t e r t i a r y  b u t y l  g r o u p .  Such  a c h e l a t e  o f  c a l c i u m  
p o s s e s s e s  m o s t  o f  t h e  d e s i r e d  q u a l i t i e s ,  a l t h o u g h  i t  is  e x t e n -  
s i v e l y  p o l y m e r i z e d  a n d  t h e  m a j o r  i o n s  i n  t h e  e l e c t r o n  i o n i z a t i o n  
m a s s  s p e c t r u m  o c c u r  n e a r  m,/e 965. From i s o t o p e  r a t i o s  m e a s u r e 3  
o n  a r e l a t e d  B - d i k e t o n e  c a l c i u m  c h e l a t e  we f o u n d  t h 3 t  i t  i s  00s- 
s i b l e  t o  m e a s u r e  i s o t o p e  r a t i o s  t o  1 p a r t  i n  2,000 f o r  b o t h  t h e  
42Ca a n d  4 4 C 3  i s o t o p e s .  Mass s p e c t r a l  s t u d i e s  i n d i z a t a  t h a t  
e l e c t r o n  i o n i z a t i o n  m u s t  b e  u s e d  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a monomer i c  
s p e c i e s  c o n t a i n i n q  a s i n q l e  metal a n 1  a  s i n g l e  c h e l a t e  l i g a n d .  
We h a v e  s u c c e s s f u l l y  d e r i v a t i z e d  1 0  p g  o f  c l l c i u m ,  n n d  we e x p e c t  
t h a t  0 .5  t o  1 . 0  p g  c a l c i u m  i s  s u f f i c i s n t  t 3  o b t a i n  a c c u r a t e  i s o -  
t o p e  r a t i o  m e a s u r e m e n t s .  

P. D .  K l e i n ,  P .  A .  S z c z e p a n i k ,  D. A .  S c h o e l l e r , l  O. L.  
Hachey ,  K .  Y .  T s e r n q ,  a n d  E.  S t e l L a a r d  

T h e  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s  o f  t h e  d i m s t h y l a m i n o p y r i n e  ( D A P )  
d e m e t h y l a t i o n  1 3 C 0 2  b r e a t h  test 's  h a v e  b e e n  p u r s u e d  i n  c o l l a b o r a -  
t i o n  w i t h  D r .  J .3hn S c h n e i d e r ,  T h e  U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o .  I n  a  
s t u d y  o f  30 s u b j e c t s  s u f f e r i n q  f r o m  a l a o h o l i c  h e p a t i t i s ,  t h e  D A P  
b r e a t h  t e s t  g a v e  a v e r y  good  m e a s u r e  of  l i v e r  f u n c t i o n  o v e r  t h e  
c o u r s e  o f  p a t i e n t  r e c o v e r y .  The  DAP t e s t  was shown  t o  b e  more  
r e p r o d u c i b l e  3 n d  less a m b i g u o u s  t h a n  t h e  s t a n d a r d  l i v e r  f u n c t i o n  
t e s t s - - S G O T ,  s e r u m  a l b u m i n ,  s e r u m  b i l i r u b i n ,  a n 3  p r o t h r ~ r n b i n  
t i m e - - a n d  was  i n  g o o d  a q r e e m e n t  w i t h  c l i n i c a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  
p a t i e n t .  We h a v e  p e r f o r m e d  p r e l i m i n a r y  t r i ~ l s  o f  new l i v e r  f u n c -  
t i o n  b r e a t h  tests u s i n g  t h e  n e w l y  s y n t h e s i z e d  l a c - m e t h a c e t i n  s n d  
1 3 C - p h e n a c e t i n .  B o t h  a£ t h e s e  d r u g s  a n d e r g o  h e p a t i c  0 - d e 3 l k  y l s -  
t i o n .  P r e l i m i n a r y  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t t a  m e t h a c e t i n  t e s t  may 
p r o v i d e  a  b e t t e r  l i v e r  f u n c t i o n  b r e l t h  t e s t  t h a n  a m i n a p y r i n e  
b e c a u s e  m e t h a c e t i n  u n d e r g o e s  a l m o s t  c ~ m p l e t e  d e a l k y l a t i o n  i n  t h e  
n o r m a l  l i v e r ,  s o  t h a t  a n y  r e d u c t i o n  i n 3 i c a t e s  i m p a i r m e n t  of t h e  
f i r s t  p a s s  h e  pa  t i c  c l a a r a n c e  c a p a c i t  y. 

T h e  DGP 1*C02 b r e a t h  t e s t  was  u s e l  i n  z o l l a h o r a t i o n  w i t h  D r .  
C a r l  P e r a i n o  t o  a s c e r t a i n  i t s  a b i l i t y  t o  d e t e c t .  t h e  f o r m a t i o n  ~ f  
h e p a t i c  t u m o r s  i n  c a r c i n o g e n - t r e a t e d  r a t s .  T h e  large v a r i a t i o n s  

1 R e s i d e n t .  A s s o c i a t e ,  D i v i s i o n  3f . B i o l o g i c a l  a n d  3 e d i c a l  
R e s e a r c h ,  a n d  R e s e a r c h  A s s o c i a t e  ( A s s i s t a n t  P r o f e s s o r )  , The 
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o .  



o b s e r v e d  i n  t h e  b r e a t h  t e s t  r e s p o n s e  o b s c u r e d  t h e  d e c r e a s e d  
r e s p o n s e  t o  t h e  b r e a t h  t e s t  e x p e c t e d  i n  t h o s e  a n i m a l s  i n  w h i c h  
t u m o r s  h a d  f o r m e d  a n d  e s s e n t i a l l y  r u l s d  o u t  t h e  b r e a t h  t e s t  f o r  
d i a g n o s i s  o f  h e p a t i c  c a r c i n o m a .  

F i v e  1 3 ~ 0 2  b r e a t h  t e s t s  u s i n g  1 3 C - l a b e l e d  f a t s  h a v e  now b e e n  
u s e d  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  f a t  m a l a b s o r p t i o n  i n  i n f a n t s .  The  
tests u s e  t h e  free f a t s ,  s o d i u m  o c t a n o a t e  a n d  p a l m i t i c  a c i d ,  a n d  
t h e  t r i g l y c e r i d e s ,  t r i o c t a n o i n ,  t r i p a l m i t i n ,  arid t r i o l e i n .  From 
t h e s e ,  a b a t t e r y  o f  t h r e e  s u b s t r a t e s - - p a l m i t i c  a c i d ,  t r i o c t s n o i n ,  
a n d  t r i o l e i n - - h a v e  b e e n  c h o s e n  f o r  u s e  i n  i d e n t i f y i n g  w h e t h e r  f a t  
m a l a b s o r p t i o n  i s  d u e  t o  a p a n c r e a t i c ,  i n t r a l u m i n a l ,  or  m u c o s a l  
d i s o r d e r .  T h e  b a t t e r y  o f  tests  h a s  b e e n  p e r f o r m e d  i n  t h r z e  s u b -  
jects. I n  t w o  p a t i e n t s  w i t h  cel iac  d i s e a s e ,  t h e  t w o  l o n g - c h a i n  
f a t s  were p o o r l y  a b s o r b e d ,  a s  e x p e c t e d  i n  a m u c o s a l  d i s o r d e r ,  
w h e r e a s  a b s o r p t i o n  o f  t h e  medium c h a i n  f a t ,  t r i o c t a n o i n ,  w a s  n o r -  
mal .  I n  a  c h i l d  w i t h  Schwachman ' s  s y n d r o m e ,  t h e  t w o  t r i q l y c e r -  
i d e s  were p o o r l y  a b s o r b e d  w h i l e  t h e  f ree  f a t  a b s o r p t i o n  w a s  n o r -  
m a l ,  a s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  f o r  p a n c r e a t i c  i n s u f f i c i e n c y .  

P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  o f  l i p i d  m e t a b o l i s m  i n  p r e m a t u r e  i n f a n t s  
u s i n g  1 3 C 0 2  b r e a t h  tes ts  h a v e  b e g u n  i n  c ~ l l a b o r a t i o n  w i t h  D r .  
T i b o r  H e i m ,  H o s p i t a l  f o r  S i c k  C h i l d r e n ,  T o r o n t o ,  C a n a d a .  U s i n g  
s u b s t r a t e s  t h a t  were e i t h e r  n a t u r a l l y  e n r i c h e d  o r  were d e p l e t e d  
i n  1 3 C ,  we h a v e  shown  t h a t  we c a n  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  l i p i d  a n d  
c a r b o h y d r a t e  o x i d a t i o n  a s  t h e  metabolism s w i t c h e s  i n  r e s p o n s e  t o  
c h a n q e s  i n  t h e  c o m p o s i t i o n  of i n t r a v e n o u s  i n f u s i o n s .  

B e c a u s e  t h e  u s e  o f  r a d i o a c t i v e  i s o t o p e s  is c o n t r a i n d i c a t e d  
i n  c h i l d r e n  a n d  women o f  c h i l d b e a r i n q  3ge ,  s t u d i e s  t h a t  d e f l  w i t h  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  b i l e  a c i d  k i n e t i c s  u s i n g  2 H -  o r  1 3 C - l a b e l e d  
b i l e  a c i d s  c o n t i n u e  t o  g e n e r a t e  a number o f  c o l l a b o r a t i v e  p r o -  
g r a m s .  The  m e a s u r e m e n t  o f  b i l e  a c i d  k i n e t i c s  i n  a p p r o x i m a t e l y  85 
P i m a  I n d i a n  c h i l d r e n  t o  d e t e r m i n e  t h e  a g e  o f  o n s e t  o f  l i t h o g e n i c  
b i l e  among s o u t h w e s t  A m e r i c a n  I n d i a n s  ( c o l l a b o r a t o r :  D r .  L. Ben- 
n i o n ,  P h o e n i x  C l i n i c a l  R e s e a r c h  S e c t i o n ,  NIANDD) i s  n e a r l y  com- 
p l e t e d .  U s i n g  a s i n g l e  s a m p l i n g  o f  d u o d e n a l  b i l e  a f t e r  a d m i n i s -  
t r a t i o n  of 11,12-2H2-chenodeoxycholic a c i d ,  t h e  p o o l  s i z e  a n d  
t u r n o v e r  r a t e  o f  t h i s  compound h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  i n  b o t h  male 
a n d  female c h i l d r e n ,  b e f o r e ,  d u r i n g ,  ~ n d  a f t e r  o n s e t  o f  p u b e r t y .  
C h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  h a s  b e e n  shown t o  be  i m p o r t a n t  i n  m a i n t a i n -  
i n g  c h o l e s t e r o l  s o l u b i l i t y  i n  t h e  g a l l  b l a d d e r .  B e c a u s e  A m e r i c a n  
I n d i a n s  a r e  known t o  h a v e  a h i g h  i n c i i e n c e  o f  c h o l e s t e r o l  c h o l e -  
l i t h i a s i s ,  t h e  e v a l u a t i o n  of t h e  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  p o o l  s i z e  
d a t a  i n  t h e s e  c h i l d r e n  may e l u c i d a t e  t h e  o n s e t  a n d  e x t e n t  o f  t h i s  
d i s e a s e  a n  t h e  P ima  I n d i a n  c h i l d r e n .  

A n o t h e r  s t u d y  d e s i g n e d  t o  f o c u s  on  t h e  h i g h e r  i n c i d e n c e  o f  
c h o l e s t e r o l  g a l l s t o n e s  i n  women, i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  Dr. A.  
Hofmann a n d  D r .  P. Ng, p r e v i o u s l y  o f  t h e  n a y 0  C l i n i c ,  R o c h e s t e r ,  
i s  n e a r l y '  c o m p l e t e d .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  s t a b l e  l a b e l e d  c h o l i c  
a c i d  a n d  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  d u r i n g  p r e g n a n c y  a n d  d u r i n g  t h e  
u s e  of o r a l  c o n t r a c e p t i v e s  w i l l  e n a b l e ,  f o r  t h e  f i r s t  time, t h e  



d e f i n i t i o n  o f  b i l e  a c i d  k i n e t i c s  i n  n o r m a l  o v u l a t i n g  women a n d  i n  
. p r e g n a n t  women, a s  well a s  t h e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  b i l i a r y  l i p i d  

c o m p o s i t i o n  a n d  b i l e  a c i d  k i n e t i c s  d u e  t o  c h a n g e s  i n  s p e c i f i c  s e x  
h o r m o n e s .  T h e s e  s t u d i e s  s h o u l d  a l s o  l e a d  t o  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  
how c o n t r a c e p t i v e  s t e r o i d s  c a u s e  t h e  b i l e  t o  become  l i t h o g e n i c .  

T h e  a v a i l a b i l i t y  o f  o u r  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c / m a s s  s p e c t r o m e -  
t r i c / c o m p u t e r  t e c h n i q u e s  a n d  a n a l y t i c a l  e x p e r t i s e  u s e d  t o  g u a n t i -  
t a t e  b i l e  a c i d s  c o n t i n u e s  t o  a t t r a c t  c o l l a b o r a t i v e  s t u d i e s  w h i c h  
d e a l  w i t h  t h e  d e t e c t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  b i l e  a c i d  com- 
p o n e n t s  o f  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  Two o f  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  
o u t l i n e d  i n  t h e  B i l e  A c i d  T r a n s f o r m a t i o n s  i n  G a l l s t o n e  T h e r a p y  
a n d  t h e  N a t i o n a l  C o o p e r a t i v e  G a l l s t o n e  S t u d y  g r a n t s .  F o r  t h e  
l a t t e r  s t u d y ,  b i l e  s a m p l e s  o b t a i n e d  f r o m  v o l u n t e e r  c h o l e l i t h i a s i s  
p a t i e n t s  b e f o r e  a n d  d u r i n g  t r e a t m e n t  w i t h  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  
c o n t i n u e  t o  b e  e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n y  a t y p i c a l ,  a n d  
p o s s i b l y  t o x i c ,  b i l e  a c i d s  f o r m e d  f r o m  t h e  c h e n o t h e r a p y .  The  
s t u d y  is e x p e c t e d  t o  be  c o m p l e t e d  by t h e  e n d  o f  t h e  n e x t  ca lendar  
y e a r .  

B e c a u s e  c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d  c a n  be c o n v e r t e d  by 
7 - a l p h a - d e h y d r o x y l a s e  t o  t h e  t o x i c  l i t h o c h o l i c  a c i d ,  a n a l y s e s  o f  
t h e  s u l f a t e  a n d  n o n s u l f a t e  b i l e  a c i d  f r a c t i o n s  o f  human meconiurn 
h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  c o l l a b o r a t i a n  w i t h  D r .  J o h n  W a t k i n s ,  
H a r v a r d  C h i l d r e n ' s  H o s p i t a l ,  B o s t o n ,  t o  e s t a b l i s h  t h a t  t h e  s u l f a -  
t i o n  o f  l i t h o c h o l i c  a c i d  is a  w e l l - d e v e l o p e d  d e t o x i f i c a t i o n  
m e c h a n i s m  i n  t h e  human f e t u s .  V a l i d 3 t i o n  o f  t h i s  mechan i sm i n  
t h e  f e t u s  is e s s e n t i a l  i f  c h e n o t h e r a p y  i s  t o  b e  a p p r o v e d  f o r  
women o f  c h i l d b e a r i n g  a g e .  

T h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a t y p i c a l  b i l e  a c i d s  i n  i n f a n t s  a n d  
c h i l d r e n  p r e s e n t i n g  w i t h  v a r i o u s  l i v e r  d i seases  h a s  become 
i n c r e a s i n g l y  i m p o r t a n t .  The  f o l l ~ w i n g  c o l l a b o r a t o r s  h a v e  
r e q u e s t e d  a s s i s t a n c e  w i t h  s p e c i f i c  p r o b l e m s :  D r .  B a r b a r a  K i r s c h -  
n e r ,  T h e  U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o ,  w i t h  t h e  a n a l y s i s  o f  s e r u m  b i l e  
a c i d s  f r o m  i n f a n t s  h a v i n g  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s  o f  l i v e r  d i s e a s e s  
s u c h  a s  n e o n a t a l  h e p a t i t i s ,  e x t r a h e p a t i c  b i l i a r y  a t r e s i 3 ,  a n d  
n e o n a t a l  c h o l e s t a s i s ;  D r .  R.  W i l s o n ,  H a r b o r  V i e w  M e d i c a l  C e n t e r ,  
S e a t t l e ,  w i t h  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  two b r o t h e r s  s u f f e r i n g  f r o m  a  
c o n d i t i o n  c h a r a c t e r i z e d  by  c h o l e s t a s i s  a n d  c i r r h o s i s  s i n c e  t h e  
f i r s t  y e a r  o f  l i f e ;  D r .  Norman J a v i t t ,  C o r n e l l  U n i v e r s i t y  r e d i c a l  
C e n t e r ,  N e w  Y o r k ,  w i t h  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  h y o c h o l i c  a c i d  i n  a  
c h i l d  w i t h  c h o l e s t a t i s ;  D r .  R u s s e l l  Hanson,  U n i v e r s i t y  o f  N inne -  
s o t a ,  w i t h  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t r i h y d r o x y c o p r o s t a n i c  a c i d  a n d  
o t h e r  C-27  b i l e  a c i d s  i n  p a t i e n t s  w i t h  Z e l l u e g e r ' s  s y n d r o m e ;  D r .  
J o h n  W a t k i n s ,  w i t h  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  h y o c h o l i c  a c i d  i n  c h i l -  
d r e n  w i t h  B y l e r ' s  d i s e a s e ;  a n d  D r .  T. R. H o l z b a c h ,  C l e v e l a n d  
C l i n i c ,  w i t h  t h e  a n a l y s i s  o f  b i l e  a c i i s  f r o m  t h e  p o r t a l  b l o o d  o f  
p a t i e n t s  u n d e r g o i n g  c o l e c t o m y  f o r  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e .  

C l i n i c a l  s t u d i e s  u s i n g  d e u t e r  i u m - l a b e l e d  m e t h a d o n e  a r e  c o n -  
t i n u i n g  w i t h  D r .  n a r y  J e a n n e  K r e e k  3 t  R o c ~ e f e l l e ~  U n i v e r s i t y .  
T h e  m a i n  t h r u s t  o f  t h i s  work is t o  s t u d y  t h e  k i n e t i c  b e h a v i o r  o f  



t h e  i n d i v i d u a l  m e t h a d o n e  e n a n t i o m e r s .  To f a c i l i t a t e  t h i s  work ,  
t w o  s c i e n t i s t s  f r o m  D r .  K r e e k ' s  l a b o r a t o r y  came t o  Argonne  a n d  
s p e n t  a t o t a l  o f  5 w e e k s  a t  t h e  l a b o r 3 t o r y  l e a r n i n g  s t a b l e  i s o -  
t o p e  tracer t e c h n i q u e s .  U r i n a r y  e x c r e t i o n  s t u d i e s  h a v e  c o n f i r m e d  
o u r  e a r l i e r  o b s e r v a t i o n s  t h a t  i n a c t i v s  S- (+ )  -met h a d o n e  is elimi- 
n a t e d  f r o m  t h e  b o d y  almost twice a s  f a s t  a s  t h e  a c t i v e  
R- (-) - m e t h a d o n e .  P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  u s i n g  n o n i n v a s i v e  s a l i v a  
d r u g  l e v e l s  were, n o t  e n c o u r a g i n g .  S 3 l i v a  m e t h a d o n e  l e v e l s  a r e  
much h i g h e r  t h a n  p l a s m a  l e v e l s ,  show c o n s i d e r a b l e  h o u r l y  v a r i a -  
t i o n ,  a n d  a r e  n o t  s u f f i c i e n t l y  r e l i a b l e  t o  o b t a i n  p h a r m a c o k i n e t i c  
d a t a .  H o r e  e n c o u r a g i n g  r e s u l t s  were o b t a i n e d  f r o m  p l a s m a  ~ h a r m a -  
c o k i n e t i c  d a t a .  T h e s e  d a t a  s u p p o r t  t h e  e l i m i n a t i o n  r a t e  d i f f e r -  
e n c e  b e t  ween R -  (-) - a n d  S- (+)  - m e t h a d m e  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  i n  
u r i n e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e y  p r o v i d e  e v i d z n c e  f o r  e i t h e r  a d i f  f e r e n -  
t i a l  g a s t r o i n t e s t i n a l  a b s o r p t i o n  of t h e  t w o  f o r m s  o r  a d i f f e r e n -  
t i a l  h e p a t i c  c l e a r a n c e  o f  m e t h a d o n e .  I n  t h e s e  p l a s m a  s t u d i e s ,  we 
o b s e r v e d  a c o n s i s t e n t l y  h i g h e r  i s o t o p e  r a t i o  f o r  t h e  i n a c t i v e  
S-  (+) - m e t h a d o n e  t h a n  for t h e  a c t i v e  R- (-) - m e t h a d o n e .  S t u d i e s  
d e s i g n e d  t o  u n c o v e r  t h e  m e c h a n i s m  b e h i n d  d i f f e r e n t  p l a s m a  l s v e l s  
a r e  i n  p r o g r e s s .  T h e s e  s t u d i e s  w i l l  i n v o l v e  s i m u l t a n e o u s  u s e  o f  
S- (+) -d3 a n 3  R-  (-) -ds m e t h a d o n e  i n  a s i n g l e  s t u d y .  M e t h a d o n e - d e  
w i l l  b e  u s e d  a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  t o  q u 3 n t i t a t e  p l a s m a  m e t h a -  
d o n e  l e v e l s  f o r  d o ,  d 3 ,  a n d  d5 s p e c i e s .  

F o l i c  a c i d  m e t a b o l i s m  s t u d i e s  a re  c o n t i n u i n g  w i t h  D r .  I. A. 
R o s e n b e r g  a t  T h e  U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o .  Two new p a t i e n t s  h a v e  
b e e n  s t u d i e d  i n  t h i s  series.  One p a t i e n t  r e c e i v e d  a 5 -day  o r a l  
f o l i c  a c i d  l o a d i n g  d o s e  r e g i m e n ,  w h i c h  p e r m i t s  k i n e t i c  s t u d i e s  
f o r  6 d a y s  f o l l o w i n g  t h e  l a s t  d a y  o f  i s o t o p s  a d m i n i s t r a t i o n .  The  
s e c o n d  p a t i e n t  r e c e i v e d  o n l y  a s i n g l e  d o s e  o f  d e u t e r a t e d  f o l i c  
a c id ,  w h i c h  p e r m i t s  s t u d i e s  f o r  5 d a y s .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  e n a b l e  
a much s i m p l e r  t r e a t m e n t  o f  t h e  k i n e t i c  d a t a  t h a n  p r e v i o u s l y  p o s -  
sible. 

A new c o l l a b o r a t i v e  e f f o r t  was begun t h i s  y e a r  w i t h  Drs. J. 
Robb a n d  I. H. R o s e n b e r g  a t  The  U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o .  T h i s  is a 
p r o g r a m  t o  s t u d y  metal m e t a b o l i s m  u s i n g  s t l b l e  i s o t o p e s .  T h e s e  
s t u d i e s  a re  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  a b s o r p -  
t i o n  o f  metals, p r i m a r i l y  c a l c i u m ,  b a t  a l s o  magnes ium,  c o p p e r ,  
i r o n ,  a n d  z i n c .  I n  a d d i t i o n ,  we p l a n  t o  s t u d y  t h e  p h a r m a c o k i n e t -  
i c s  o f  t r a c e  m e t a l s .  H o s t  o f  t h e  p r e l i m i n a r y  w o r k  h a s  b e e n  c o n -  
c e r n e d  w i t h  d e v e l o p i n g  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  t o  r e c o v e r  metals f r o m  
p l a s m a ,  d e v e l o p i n g  c h e l a t i o n  a n d  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s ,  a n d  
d e v e l o p i n g  mass s p e c t r o m e t r i c  p r o c e d u r e s .  
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Norman G. A n d e r s o n  ( 3  e n i o r  P h y s i o l o g i s t )  
B a r b a r a  J. Hickman ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
S h a r r o n  L. Nanc?  (Scientific A s s o c i 3 t e )  
S a n d r a  L .  T o l l a k s e n  ( S c i e n t i f i c  G s s i s t a n t )  

N.  L e i g h  A n d e r s m  ( h e s e a r c h  A s s o c i a t e )  
J e s s e  J. E d w a r d s  ( P ~ s t d o c t o r a l  Appointee) 

A c e n t r a l  i s s u e  i n  t h e  c h o i c e  o f  e n s r q y  s o u r c e s  is t h e i r  
d i r e c t  o r  i n d i r e c t  e f f e c t s  o n  human h e l l t h .  T h e  e x p e c t a t i 3 n  t h a t  
l a r g e - s c a l e  a n i m a l  s t u d i e s  o n  t h e  eff z c t s  3f r a d i a t i o n  a n d  ~ t h e r  
e n e r q y - r  e l a t e d  p o l l u t a n t s  w o u l d  y i e l d  r e s u l t s  t h s t  c o u l 3  he  
d i r e c t l y  e x t r a p o l a t e d  t o  man h a s  n o t  a l w a y s  b e e n  r e a l i z e 3 .  I t  
h a s  become o f  c r i t i c a l  i m p o r t a n c e  t h e r e f o r e  t o  f ill  a  q a p  i n  
human h e a l t h  s c i e n c e  s t u d i e s  by d e v e l 3 p i n g  m e t h o d s  f o r  d e t e z t i n g  
m u t a g e n i c ,  t o x i c ,  a n d  c a r c i n o g e n i c  ef f a c t s  i n  human p o p u l a t i o n s .  

The  c e n t r a l  aim o f  t h e  A r g o n n e  Y 3 l e c u l a r  Anatomy P r o q r a m  i s  
t o  d e v e l o p  m e t h o d s  t o  d e t e r m i n e  s u c h  e f f e c t s .  ,The  cDmmon I e n o m i -  
n a t o r  o f  t h i s  e f f o r t  i s  t w o - d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  m a ~ p i n q  
o f  human p r o t e i n s  a n d  p r o t e i n  s u b u n i t s .  F W D - d i m e n s i o n a l  m8pp ing ,  
b a s e d  l a r g e l y  o n  t h e  work o f  O I F a r r e l l ,  i s  o r d i n a r i l v  d o n e  manu- 
a l l y ,  a l l o w i n g  o n l y  a f e w  a n a l y s e s  p e r  d a y ,  a n d  s p a t  d e t e c t i o n  i s  
by  a u t o r a d i o g r a p h y ,  w h i c h  is  a t i m e - c o n s u m i n g  p r D c e s s .  To d ~  t h e  
work o u t l i n e d  h e r e ,  l a r g e  n u m b e r s  o f  s 3 m p l e s  must  b e  a n a l y z e 3 .  A 
s e m i a u t o m a t e d  s y s t e m  f o r  a n a l y z i n g  u p  t~ 1 2 0  s a m p l e s  p o r  d a y ,  
c a l l e d  t h e  ISO-DALT s y s t e m ,  h a s  t h e r e f ~ r e  b e e n  l e v s l o p e 3  a t  
A r g o n n e  ( A n d e r s o n ,  N .  L . ,  a n d  N .  G .  A n d e r s ~ n ,  P r o c .  Nat. 4 s a 3 .  
S c i .  14, 5 4 2 1 ,  1 9 7 7 ;  A n d e r s o n ,  N.  G. ,  a n d  N .  L .  Anr l e r soc ,  8 6 3 1 .  
Biochem.  85, 3 3 1 ,  1978 :  A n d e r s o n ,  N. L . ,  a n d  N .  . A n l e r s o n ,  
A n a l .  Biochem.  82, 3 4 1 ,  1 9 7 8 ) .  

T h e  f i r s t  d i m e n s i o n a l  s e p a r a t i o n ,  t s r a e d  ISO, e m p l o y s  i s o -  
e l ec t r i c  f o c u s i n g ,  w h i c h  g i v e s  t h e  h i q h e s t  r e s o l u t i o n  s e p a r s t i o n  
o f  any t e c h n i q u e  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e .  T h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  s e p a -  
r a t i o n ,  t e r m e d  DALT, u t i l i z e s  elect  r o o h o r e s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  6f  
s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  (SDS).  SDS c o a t s  t h e  p e p t i d e  c h a i n s  3 n d  
g i v e s  t h e m  a c h a r g e  v e r y  n e a r l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e i r  l e n g t h .  I n  
f r e e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a l l  m o l e c u l e s  would  h a v e  n e a r l y  i d e n t  ic31 
m o b i l i t i e s .  However ,  i n  a m i c r o p o r o u s  a z r  y l a m i d e  qel, s m a l l  
m o l e c u l e s  i n  SDS m i g r a t e  f a s t e r  t h a n  l x g e  ~ n e s  s i m p l y  i u e  t~ t h e  
r e t a r d i n g  e f f e c t s  o f  t h e  s m a l l  h o l e s  i n  t h e  g e l .  T h e  n e t  e f f e c t  
i s  t h a t  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  s e p a r a t i m  i s  a l m o s t  e n t i r e l y  b a s e d  
o n  d i f t e r e n c e s  ih m o l e c u l a r  w e i g h t .  



is t h a t  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  s e p a r a t i o n  is a l m o s t  e n t i r e l y  b a s e d  
on d i f f e r e n c e s  i n  m o l e c u l a r  w e i g h t .  

Thus ,  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  s e p a r a t i o n  is b a s e d  o n  two  com- 
p l e t e l y  i n d e p e n d e n t  v a r i a b l e s ,  i s o e l e c t r i c  p o i n t  (a r e f l e c t i o n  of 
a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n )  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  g e l s  a re  
f i x e d ,  s t a i n e d ,  a n d  p h o t o g r a p h e d ,  an.1 t h e  p h o t o g r a p h  is s c a n n e d  
w i t h  a n  e l e c t r o o p t i c a l  s c a n n e r  t o  g i v e  2.5 x 1 0 6  o r  more a e a s u r e -  
m e n t s .  C o m p u t e r  s y s t e m s  f o r  i m a g e  a n a l y s i s  are b e i n g  d e v e l o p e d  
t o  n o r m a l i z e  p a t t e r n s  a n d  t o  g i v e  s p o t  lists b y  p o s i t i o n  p l u s  
i n t e g r a t e d  d e n s i t y .  

I t  i s  e s t i m a t e d  t h a t  t h e  human genome c o n t a i n s  30-50,000 
g e n e s  t h a t  c o d e  fo r  p r o t e i n s  o r  t h e i r  s u b u n i t s .  Hany m u t a t i o n s  
r e s u l t  i n  a  s u b s t i t u t i o n  o f  o n e  a m i n o  a c i d  f o r  a n o t h e r ,  a n d  a b o u t  
o n e  t h i r d  o f  s u c h  s u b s t i t u t i o n s  r e s u l t  i n  a c h a n g e  i n  t h e  elec- 
t r i c a l  c h a r g e  of t h e  p r o t e i n  i n v o l v e d .  S i n g l e  c h a r g e  c h a n g e s  a r e  
v i s i b l e  a s  p o s i t i o n a l  s h i f t s  i n  t w o - a i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  
maps; t h e  a f f e c t e d  p r o t e i n  a p  e a r s  s h i f t ~ d  t.n t h p  heft i f  a 
c h a r g e  i s  a d d e d ,  a n d  t o  t h e  r i g  ! t i f  o n e  i s  l o s t .  T h u s  mapping 
i s  d i r e c t l y  a p p l i c a b l e  t o  t h e  p r o b l e m  o f  f i n d i n g  m u t a n t  p r o t e i n s  
i n  man a n d  u l t i m a t e l y  t o  t h e  p r o b l e m  o f  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  a t  
which  human m u t a t i o n s  o c c u r .  I f  t h e  m u t a t i o n  r a t e  is c o n s t a n t ,  
t h e n  n o  s e r i o u s  damage  t o  t h e  human genome i s  b e i n g  done .  

I n  a n y  o n e  human c e l l  t y p e ,  1 0 %  o r  l e s s  o f  a l l  s t r u c t u r a l  
g e n e s  a r e  t u r n e d  on .  T h i s  B e a n s  t h a t  t h e r e  are c o m p o s i t i o n a l  
d i f f e r e n c e s  among d i f f e r e n t  ce l l  t y p e s  a n d  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  
m a y  b e  many p r o t e i n s  u n i q u e  t o  e a c h  ce l l  t y p e  i n  man. T o x i c  
a g e n t s  g e n e r a l l y  make cel ls  l e a k y ,  r e g a r d l e s s  o f  t h e  p r e c i s e  
m o l e c u l a r  mechan i sm by which  t h e i r  effects are p r o d u c e d .  Many o f  
t h e  l e a k e d  p r o t e i n s  a re  s m a l l  e n o u g h  t o  p a s s  t h r o u g h  t h e  k i d n e y  
and appear i n  u r i n e .  Haps of human u r i n a r y  p r o t e i n s  t h e r e f o r e  
w i l l  p r o v i d e  a w e a l t h  of t o x i c o l o g i c a l  i n f o c m a t k o n  as an incceas- 
i n g  number a r e  d e s c r i b e d ,  a n d  t h e i r  o r i g i n  f o u n d .  

I n  c a n c e r ,  t h e  p a t t e r n  of g e n e  e x p r e s s i o n  is a l t e r e d ,  a n d  
g e n e s  n o r m a l l y  s i l e n t  i n  t h e  a f f e c t e d  t i s s u e  a r e  s w i t c h e d  on ,  
w h i l e  some g e n e s  n o r m a l l y  a c t i v e  a r e  t u r n e d  o f f .  Mapping of tis- 
s u e s  a n d ,  i n  some i n s t a n c e s ,  o f  u r i n a r y  p r o t e i n s  allows s u c h  
a l t e r a t i o n s  t o  be  d e t e c t e d .  

E x p e r i m e n t a l l y ,  t h e  p r o b l e m s  are f i r s t ,  t o  d e v e l o p  t e c h -  
n i q u e s  f o r  t v o - d i m e n s i o n a l  mapp ing  t o  t h e  p o i n t  w h e r e  l a r g e  num- 
b e r s  o f  samples may b e  mapped r e p r o d u c i b l y  a n d  w i t h  h i g h  r e s o l u -  
t i o n ,  a n d  s e c o n d ,  t o  e x t r a c t  a n d  u s e  t h e  e n o r m o u s  a m o u n t  o f  d a t a  
such maps p r o v i d e .  

Pe h a v e  b e g u n  by a n a l y z i n g  human p l a s m  p r o t e i n s  a n d  i d e n t i -  
f y i n q  t h e  major o n e s  i n  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  ISO-DALT p a t t e r n s  
( A n d e r s o n ,  N. L., a n d  N. G. A n d e r s o n ,  Proc. Nat. Acad. S c i .  -,I 74  
5421,  1 9 7 7 ) .  The e x p l o r a t i o n  o f  human m o l e c u l a r  a n a t o m y  is con-  
t i n u i n g ,  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  r e p o r t s ,  w i t h  mapping o f  



p r o t e i n s  of m u s c l e ,  r e d  c e l l s ,  w h i t e  ce l l s ,  h a i r  f o l l i c l e s ,  and 
u r i n e .  An e s s e n t i a l  a s p e c t  of  t h i s  work i s  t h e  d e v e l o p m e n t  of 
methods  for i d e n t i f y i n g  a c t i v i t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  s p o t s .  
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F. A. Giere,l J .  J.  Edwards ,  S. L. r o l l a k s e n ,  a n d  N. G. 
A n d e r s o n  

S e x  Qg~sg@qt P r o t e i n s  of Rqg --- 
T h i s  l a b o r a t o r y  h a s  shown t h a t  t h e r e  3re two m a j o r  p r o t e i n s  

p r e s e n t  i n  t h e  s o l u b l e  p h a s e  of l i v e r  e x t r a c t s  f r o m  male r a t s  
t h a t  are  l a c k i n g  i n  t h e  e x t r a c t s  from f e m a l e  r a t  l i v e r s  (Ander-  
s o n ,  N, G.,  a n d  N. L, Anderson ,  P r o c .  o f  t h e  B e h r i n g  I n s t i t u t e  
Symposium, i n  p r e s s ) .  A d d i t  i o n a l l y ,  t he re  is a p p a r e n t l y  a  p r o -  
tein i n  t h e  f e m a l e  l i v e r  t h a t  is l a c k i n g  i n  t h e  male. It was 
deemed d e s i r a b l e  t o  e x a m l n e  a d d i t i o n a l  t i s s u e s  o f  t h e  n o r m a l  r a t  
f o r  t h b  presence of s e x - d e p e n d e n t  prote ing .  B B C ~ U S Q  n u m e r n n ~  
e x a m i n a t i o n s  o f  s e r u m / p l a s m a  by o t h e ~ s  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  had n o t  
r e v e a l e d  o b v i o u s  s e x  differences i n  r a t  b l o o d ,  we d i r e c t e d  o u r  
f i r s t  i n v e s t i g a t i o n s  t o  t h e  u r i n e .  

A d u l t  m a l e  a n d  f e m a l e  Sprague-Dawley  r a t s  were h o u s e d  i n  
i n d i v i d u a l  m e t a b o l i s m  c a g e s .  T h e  u r i n e  was c o l l e c t e d  twice d a i l y  
i n  a g r a d u a t e d  c y l i n d e r  i n  A c e ,  f i l t e r e d  o r  c e n t r i f u g e d ,  a n d  f r o -  
zen ( -73%)  i f  t h e r e  was t o  t e  a  d e l a y  b e f o r e  p r o c e s s i n g .  A f t e r  
d i a l y s i s  a g a i n s t  0.1% NaC1, b i u r e t s  were r u n  on t h e  c e n t r i f u g a l  
f a s t  a n a l y z e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  The  sam- 
p l e s  were f r e e z e - d r i e d  a n d  t h e n  r e c o n s t i t u t e d  t o  a n  a p p r ~ x i m a t e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  50 mq/ml. F r v e  t o  10  v 1  o f  t h i s  s o l u t i o n  was 
a p p l i e d  t o  e a c h  i s o e l e c t  r i c  f o c u s r n  g g e l ,  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r  
( A n d e r s o n ,  N .  L-, a n d  N.  G. A n d e r s o n ,  P roc ,  Nat. Acad, Sc i .  --v 7 4  
5421 ,  1 9 7 7 ) .  

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  :SO-DALT t w o - d i m e ~ s i a i i a b  s l a b  g e l s  of t h o  
u r i n a r y  p r o t e i n s  r e v e a l  ad  s e x  d e p e n d e n t  d i f f e r e n c e s  i n  a d u l t  
r a t s ,  b u t  n o t  i n  w e a n l i n g  r a t s .  H a l e - d e p e n d e n t  p r o t e i n  ( s )  a p p e a r  
a t  a b o u t  6 w e e k s  a n d  f e m a l e  p r o t e i n  a t  a b o u t  1 0  w e e k s  o f  a g e .  
T h e  m a l e  p r o t e i n  a p p e a r s  t o  c o n s i s t  of a D o u t  f o u r  i s o e l e c t r i c  
s p e c i e s .  T h e s e  s e x - d e p e n d e n t  p r o t e i n s  a re  s m a l l  (< 20 ,000  d a l -  
t o n s )  . They n~ e t h u s  c o n s i d e r a b l y  s m a l l e r  t h a n  a n y  of t h e  s e x -  
d e p e n d e n t  l i v e r  p r o t e i n s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  

T h e r e  is  n o  s e x  d i f f e r e n c e  i n  u r i n a r y  p r o t e i n s  i f  t h e  r a t s  
a re  c a s t r a t e d  a s  w e a n l i n q s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  s e x  d i f f e r e n c e s  a r e  
l o s t  upon c a s t r a t ~ o n  af  t h e  a d u l t  male and  f e m a l e .  

T h a t  these sex A r f f e r e n c e s  a r e  d e p e n d e n t  upon t h e  s e x  s ter-  
o i d s  was d e m o n s t r a t e d  b y  a n  e x p e r i m e n t  e m p l o y i n g  @ @ r e c i p r o c a l  
t h e r a p y . "  O n c e  w e e k l y  f o r  4 w e e k s  c a s t r a t e  m a l e s  were g i v e n  a n  

' F a c u l t y  R e s e a r c h  P a r t i c i p a n t ,  Lake  F o r e s t  C o l l e g e .  



i n t r a m u s c u l a r  i n j e c t i o n  o f  9.25 0g  af e s t r a d i o l  c y p i o n a t e  i n  
s e s a m e  o i l ,  s n d  c a s t r a t e  f e m a l e s  wer.e g i v e n  a n  i n t r a m u s c u l a r  
i n j e c t i o n  o f  5 mg d e p o - t e s t o s t e r o n e  c y p i o n a t e  i n  s e s a m e  o i l .  I n  
t h i s  e x p e r i m e n t ,  t h e  u r i n a r y  p r o t e i n  map o f  t h e  t e s t o s t e r o h e -  
t r e a t e d  c 3 s t r a t e  f e m a l e s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  d i f f e r  f r o m  t h e  n o r m a l  
m a l e  u r i n e  map when t h e  t v o  were examined  3n t h e  v i s u a l  c o m p a r a -  
tor.. 

E x p e r i m e n t s  a r e  i n  p r o g r e s s  t o  i s o l a t e  a n d  p u r i f y  t h e  s e x -  
d e p e n d e n t  male u r i n a r y  p r o t e i n  a n d  t o  make a n t i b o d i e s  a g a i n s t  i t  
i n  r a b b i t s .  A n t i k o d i e s  t o  u n f r a c t i o n a t e d  male r a t  u r i n e  a n d  
u n f r a c t i o n a t e d  f e m a l e  r a t  u r i n e  w i l l  a l s o  b e  made. It i s  
e x p e c t e d  t h a t  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e s e  a n t i b o d i e s  w i l l  r e s o l v e  t h e  
t i s s u e  o r r g i n s  o f  s e x - d e p e n d e n t  u r i n a r y  p r o t e i n s  a n d  c o n f i r m  t h e  
p r e s e n c e  o f  at f e m a l e  u r i n a r y  s e x  p r o t e i n .  

A c l a a r  u n d e r s t a n d i n g  o f  n o r m a l  ma le  a n d  f e m a l e  u r i n a r y  p r o -  
t e i n  maps is c r u c i a l  t o  t h e  u t i l i ~ a t i o n  o f  i n f o r m z t , ' o n  f rom u r i n e  
e x a m i n a t i o n  3s a n  i n d e x  t o  t i s s u e / o r g a n  damage,  

p r j n a r ~  P r o t e i n s  g~ I n d i c e s  of Q = q a n / T i s s u e  Damaqe 

It i s  g e n e r a l l y  a g r e e d  t h a t  i n j u r e d  3r d i s e a s e d  c e l l s  may 
l e a k  p r o t e i n  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d  c o m p a r t m e n t s  of t h e  body 
a n d  t h a t  these p r o t e i n s  may be  l o s t  from t h e  body u r i n e  i n  
t h e  a b s e n c e  o f  a  s p e c i f i c  t r a n s f e r  mechanism t o  r e a b s o r b  them 
f r o m  t h e  g l o m e r u l a r  f i l t r a t e .  The  p r e s e n c e  of p r o t e i n  i n  u r i n e  
f o l l o w i n g  m u s c l e  damage was p e r h a p s  t h e  f i r s t  e x a m p l e  o f  t h i s  
c o n d i t i o n  t o  b e  d e s c r i b e d .  The p r e s e n c e  of h e a r t  m u s c l e  enzymes  
i n  b l o o d  s e r u m  is u s e d  by t h e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  t o  a s s e s s  h e a r t  
damage. 

Qe Cave i n i t i a t e d  a  series of e x p e r i m e n t s  w i t h  r a t s  i n  w h i c h  
s e l e c t e d  o r g a n s  a r e  i n s u l t e d  by v a r i o u s  a g e n t s ,  a n d  t h e  u r i n e  
f rom t h e  t r e a t e d  a n i m a l s  is a p p l i e d  t o  t h e  I S O - D A L T  s y s t e m  f o r  
p r o t e i n  mapping.  The l i v e r  is b e i n g  s e l e c t i v e l y  damaged b y  c a r -  
bon t e t r a c h l o r i d e  (by  g a v a g e )  a n d  b y  p h e n o b a r b i t a l  (by  d i e t ) ,  t h e  
k i d n e y s  by b o r i c  a c i d  (by  gavage) a n d  l e a d  ( b y  i n t r a v e n o u s  i n j e c -  
t i o n ) ,  a n d  t h e  p a n c r e a t i c  b e t a  c e l l s  by a l l o x a n  ( i n t r a p e r i t o n e a l  
i n j e c t i o n ) .  A d d i t i o n a l  a n i m a l s  w i l l  be s u b j e c t e d  t o  a n  L D 5  / 3 0  
d o s e  o f  whole -body  i r r a d i a t i o n  i n  t h e  boCo High L e v e l  Gamma 
F a c i l i t y .  T h e  t w o - d i m e n s i o n a l  maps  o f  u r i n a r y  p r o t e i n s  w i l l  b e  
c o m p a r e d  w i t h  t h e  p r o t e i n  maps o f  t h e  t i s s u e  h o m o g e n a t e s  f r o m  t h e  
i n j u r e d  t i s s u e .  



flETHODOLOGY FOP ANALYSIS OF PROTEINS I N  EEPIHROCPTE LYSATES 

J. J. E d w a r d s ,  S. L. Nance ,  and  N.  G. A n d e r s o n  

T h e  human e r y t h r o c y t e  h a s  o n e  o f  t b e  s i m p l e s t  b i o c h e m i c a l  
o r g a n i z a t i o n s  of a n y  human c e l l  t y p e  3nd o f f e r s  many a d v a n t a g e s  
f o r  g e n e t i c ,  e n z y m a t i c ,  a n d  c l i n i c a l  i n v e s t i g a t i o n s .  It i s  p r e -  
s e n t l y  known t h a t  t h e r e  a r e  d e f i c i e n c i s  o f  s e v e n  e n z y m e s  o f  t h e  
E m b d e n - N e y e r h o f f  p a t h w a y ,  f i v e  d e f i c i e n c i e s  o f  t h e  h e x o s e  mono- 
p h o s p h a t e  s h u n t  p a t h w a y ,  a n d  f o u r  n o n g l y c o l y t i c  d e f i z i e n c i e s ,  a l l  
of  w h i c h  l e a d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  h e m o l y t i c  a n e m i a s .  I t  i s  
a l s o  k n ~ w n  t h a t  g e n e t i c  v a r i a t i a n  o c c l r s  i n  many o f  t h e  e n z y m e s  
o f  t h e  r e d  ce l l .  F o r  e x a m p l e ,  t h e r e  a r e  a v e r  80  known v l r i a n t s  
of c ~ l u c ~ s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (o-6-F DH) . D e s p i t e  t h i s ,  
o n l y  l i m i t e d  i n f o r m a t i o n  is  a v a i l a b l e  c o n c e r n i n g  t h a  c h a r 3 c t e r i -  
z l t i o n  o f  n o n h e  mog l o b i n  s o l u b l e  p r o t e i n s .  P r o g r e s s  i n  t h e  a n a l y -  
sis o f  t h e s e  p r o t e i n s  h a s  b e e n  l i m i t o d  b y  t h e  l a c k  o f  s u i t a b l e  
a n a l y t i c a l  s y s t e m s  c a p a b l e  o f  r e s o l v i n g  t h e  p r o t e i n s  i n  t h e  p r e s -  
e n c e  o f  m a s s i v e  a m o u n t s  o f  h e m o q l o b i n .  

D u r i n g  t h e  p a s t  y e a r ,  s t u d i e s  h a v e  f ~ z a s e d  p r i m a r i l y  on t h e  
i s o l a t i o n  of  h i g h l y  p u r i f i e d  s o l u b l e  p r o t e i n s  f r o m  t h e  human 
e r y t h r o c y t e  3 n d  t h e  s u b s e q u e n t  i d e n t i f i c a t i o n  of t h e s e  p r o t e i n s  
i n  a t w o - d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  map. L e c h n i q u e s  o f  a n a l y t i -  
c a l  c h e m i s t r y  i n v o l v i n q  a f f i n i t y  c h r o m 3 t o g r ~ p h y ~  g e l  f i l t r a t i o n ,  
s e l e c t i v e  p r e c i p i t a t i o n ,  a n d  s e l e c t i v e  e l u t i o n  w i t h  s u b s t r l t e  
a n a l o g s  h a v e  b e e n  u t i l i z e d  t o  p u r i f y  f i v e  a n z y m e s  f r o m  r e d  = e l l  
l y s a t e s :  c a r b o n i c  a n h y d r a s e ,  c a t a l a s e ,  G-6-P D H ,  p y r u v a t e  
k i n a s e ,  a n d  h y p o x a n t h i n e  phosphoribo~yltrsnsferase. E n z y m a t i z  
a c t i v i t i e s  t h r o u g h o u t  a l l  p u r i f i c a t i o n  p r ~ z e d u r e s  w z r e  m o n i t a r e d  
w i t h  a SefiSAEC c a n t r i f  u g a l  f a s t  a n a l y z e r .  E l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  
p u r i f i e d  e n z y m e s  f o l l o w e d  b y  c o - e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  w h q l e  l y s a t s  
u t i l i z i n g  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  ISO-DALT s y s t e m  h 3 s  r e s u l t e 3  i n  
d e f i n i n g  t h e  map l o c a t i o n s  of  t h e s e  enzymes .  

F i g u r e  5.1 i s  a map o f  l y s a t e  p r o t e i n  s u b u n i t s  s e p a r a t e d  
w i t h  t h e  ISO-DALT s y s t e m .  O v e r  150 p r o t e i n s  o r  p r o t e i n  s u b u n i t s  
a r e  v i s i b l e  i n  t h i s  map. I t  i s  e v i d e n t  f c ~ m  t h e  h i g h  r e s ~ l u t i o n  
o b t a i n a b l e  b y  t h i s  m e t h o d  t . h a t  t h e  s y s t e m  i s  u s e f u l  f o r  d e t e c t i n q  
m u t a n t  p r o t e i n s  i n  t h e  s t u d y  of g e n e t i c  d i s e a s e  or t o  s i d  i n  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  m u t a t i o n  r a t e  i n  aan .  

E f f o r t s  are c u r r e n t l y  u n d e r  way t o  i i e n t i f y  t h e  map l o c a -  
t i o n s  o f  m o r e  e n z y m e s ,  e s p e c i a l l y  t h ~ s e  o f  t h e  g l y s o l v t i c  p a t h -  
way, a n d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  jg pji.2 a g i n g  a s  it r e l a t e s  
t o  p o s t t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n  of t h e  e n z y m e s .  



Fig. 5.1, - -  ~Diagraa of a two-dimensional e l e c t r o ~ h o r e t i c  (55.0- 
DALT) separation of  human erythrocyte Lysate proteins. Phe hori- 
zontal dinension is i s o e l e c t r i c  f o c a s i ~ g  while the vertical 
dimension is sod iua  dodscyl s u l C a t e  electrophoresis. PR = pyru- 
sate k i n a s e ;  BPR ypoxanthine phosphoribospltransfer?se. 
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The two-dimensional  e l e c t r o p h o r e t i c  methods d e s c r i b e d  above 
a l l o w  t h e  m a j o r i t y  of t h e  p r o t e i n  gene p r o d u c t s  o f  mammalian. 
cells t o  be mapped and d e s c r i b e d ,  I n  o r d e r  t o  o b t a i n  more com- 
p l e t e  d a t a  from t b e  p r o t e i n  maps, many of t h e  map s p o t s  need t o  
b e  i a e n t i f i e d  f u n c t i o n a l l y .  To t h i s  end we have  begun e f f o r t s  t o  
d e v e l o p  p a r a l l e l  p r e p a r a t i v e  t e c h n i q u e s  of  h i g h  r e s o l u t i o n  t o  
i s o l a t e  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  enzymes by e s s e n t i a l l y  a o n e - s t e p  
p r o c e d u r e  of i s o e l e c t r i  c f o c a s i n g  fo l lowed by r a p i d  enzymat ic  
a n a l y s e s -  

Isoelectric f o c u s i n g  g i v e s  t h e  h i g h e s t  r e s o l u t i o n  s e p a r a -  
clans c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  f o r  one-dimensional  s g s t e a s ,  w i t h  a 
t h e o r e t i c a l  r e s o l u t i o n  of 0.01 pH u n i t s ,  We have r e c e n t l y  devel -  
oped a method f o r  o b s e r v i n g  ~ c h l i e r e n  p a t t e r n s  i n  i s o e l e c t r i c a l l y  
focused slab gels by photographing d i a g o n a l  l i n e s  t h r o u g h  the 
g e l .  The ~ e h l i e r e n  p a t t e r n s  o b s e r v e d  appear t o  b e  due p r i m a r i l y  
to d i f f e r e n c e s  i n  g e l  t h i c k n e s s  r e s u l t i n g  f rom l o c a l i z e d  hydra- 
t i o n .  These  ditfefwcws have beeu vhown t o  be r e l a t e d  t o  d i scon-  
t i n u i t i e s  i n  t h e  ampholyte  s p e c t r u m  b u t  t h e  mecbanism(s) i n v o l v e d  
remain  t o  b e  ds tecmined.  

The e x p e r i m e n t  shown i n  F i g u r e  5.2 i l l u s t r a t e s  t h e  SchUeren 
p a t t e r n  o b t a i n e d  w i t h  a n  ampboline r a n g e  of 2-11 af tes  e l e c t r o f o -  
c u s i n g  a t  30 watts f o r  3 hours .  The p a t t e r n  is b i g h l y  r e p r o d u c i -  
b l e  w i t h  a g i v e n  b a t c h  of ampholines.  Fol lowing e l e c t r o f o c u s i n g ,  
pho tographs  a r e  r a p i d l y  p r e p a r e d  a t  a  1:l m a g n i f i c a t i o n  and a r e  - 

p o s i t i o n e d  immedia te ly  below t h e  g l a s s  p l a t e  s u p p o r t i n g  t h e  g e l .  r- 

With t h e  S c h l i e r e n  a t t e r n  as an o u t l i n e ,  the g e l  is s l i c e d  lon-  
gitudinally t o  c o n  !' orm t o  t h e  major peaks. Each g e l  slice is 
p l a c e d  i n t o  an  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  after a small piece of thu 
slice is removed for  pH d e t e r m i n a t i o n .  P r o t e i n  i s  e x t r a e t r d  from 
t h e  g e l  and a n a l y z e d  f o r  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  w i t h  t h e  a i d  of a 
GeHSAEC c e n t r i f u g a l  f a s t  a n a l y z e r ,  T y p i c a l l y ,  34  f r a c t i o n s  a r e  
o b t a i n e d  and a n a l y z e d  when a 2-11 a r p h o l i n e  riage Ls used. Fig- 
u r e  5.3 is a n  example of t h e  r e s o l u t i o n  o b t a i n e d  w i t h  t h i s  
method. T h a  graph shows t h e  pa g r a d i e n t  w i t h  a  l i n e a r  r a n g e  from 
4 t o  9 and t b e  l o c a t i ~ n  o f  a n  e r y t h r o c y t e  enzgre ,  phosphohexose 
i s o r e r a s e ,  as d e t e r m i n e d  by enzymatic a c t i v i t y ,  

The u s e  o f  t h i s  metho8 w i l l  e n a b l e  u s  t o  o b t a i n  small 
amounts o f  h i g h l y  p u r i f i e d  e n e y a e s  f o r  a n a l y s i s  by two-dimen- 
s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s .  
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Piq .  5.3. L o c a l i z a t i o n  of human 
erythrocyte phosphohexose  isomerase 
( b s r s )  f o l l o w i n q  isoslectric f o c u s -  
ing. Enzyme a c t i ' v i t y  i s  g i v e n  i n  
Internst  i o n a l  U n i t s .  

TWO-DIMEISIONAL ELECTROPHORETIC HAPPIHG CF PROTEXHS OF PLaSaA, 
LYqBHOCYTES, A N D  HAIR FOLLICLES U S I N G  THE I 5 0 - D A L T  SYSTEH 

%. I.. Anderson ,  B. J. Hickman, 0 .  B o n o e r , l  C. 0 .  Shelmsn,2 
and R. ni Wahmanz 

Over  t h i r t y  p r o t e i n  g e n e  p r o d u c t s  (POP'S) have s o  f a r  been  
i d e n t i f i e d  i n  t h e  two-3 imens iona l  e l e c t r o p h ~ r e t i c  (ISO-DALT) p a t -  
t e r n  of t h e  human plasma p r o t e i n s .  bbout f i f t y  v i s i b l e  PGP1s 
r e a a i n  t o  b e  i d e n t i f i e d ,  and  i t  is l i k e l y  t h a t  many i f  not  most 
of t h e s e  h a v e  n o t  p r e v i o u s l y  been  d e s c r i b e d .  The m i x t u r e  of pro- 

1Pall 1977 p a r t i c i p a n t  i n  t h e  U n d e r g r s d u a t e  Honors  R e s e a r c h  
P a r t i c i p a t i o n  Program, Lawrence U n i v e r s i t y .  

TmJya - 
t a p p l i e d  H a t h e m a t i c s  D i v i s i o n .  -& 



Fig .  5 .4 .  P o r t i o n  of an ISO-DALT two-3 imens ional  e l e c t r o p h o r e t i c  
naF of t h e  p r o t e i n s  s y n t h e s i z e d  b y  a s i n g l e  human h a i r  f o l l i c l e  
aurin,  2 4  hours  & v i t r o  i n c u b a t i o n  with- 35s -meth ion ine .  



t e i n s  i n  human s e r u m  h a s  s e r v e d  a s  an  e x c e l l e n t  test s y s t e m  f o r  
e s t a b l i s h i n g  t h e  u s e f u l n e s s  a n d  r e l i a b i l i t y  of IsO-DALT p r o t e i n  
mapping p r i m a r i l y  b e c a u s e  t h e s e  p r o t e i n s  a re  more t h o r o u g h l y  
c h a r a c t e r i z e d  t h a n  any  o t h e r  c o l l e c t i o n  of p r o t e i n s .  The ma jo r  
a t t r i b u t e s  of most of t h e  p lasma p r o t e i n s  ( m o l e c u l a r  w e i g h t ,  i so-  
electric p o i n t ,  d e g r e e  of g l p c o s y  l a t i o n ,  c y s t e i n e  c o n t e n t ,  and  
g e n e t i c  v a r i a b i l i t y )  c a n  be d e t e r m i n e d  d i r e c t l y  from t h e  two-di-  
m e n s i o n a l  g e l s .  I n  p a r t i c u l a r ,  d u e  t o  t h e  enormous r e s o l v i n g  
power of  t h e  t e c h n i q u e ,  t h e  l e v e l s  a n 3  t y p e s  of m i c r o h e t e r o g e n e -  
i t y  d u e  t o  i n c o m p l e t e  g l y c o s y l a t i o n  and  &g p o s t t  r a n s l a t i o n a l  
m o d i f i c a t i o n  sre r e a d i l y  v i s i b l e .  

The r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  ISO-DALT s y s t e m  h a s  a l s o  been 
e x p l o i t e d  i n  a p i l o t  s t u d y  i n  human g e n e t i c s .  Serum s a m p l e s  f rom 
o v e r  two h u n d r e d  matched  t r i o s  ( n o t h e r ,  f a t h e r ,  newborn) o b t s i n e d  
from J. V. l ee l c s  l a b o r a t o r y  at  t h e  U n i v e r s i t y  of Michigan were 
a n a l p e o d  f o r  a b o u t  f i f t e e n  known a n d  a number of u n i d e n t i f i e d  
p r o t e i n s .  Gene frequencies c a l e l a l a t v d  far krruwn polymorphisms,  
s u c h  a s  G c - g l o b u l i n ,  a-I a n t i t r y p s i n ,  and h a p t o g l o b i n ,  a q r e e d  
well w i t h  v a l u e s  from c o n v e n t i o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s i s .  IR 
a d d i t i o n  po lymorphisms  were o b s e r v e d  i n  a-2 HS g l y c o p t o t e f n ,  as 
a s  y e t  u n i d e n t i f i e d  c a r b o h y d r a t e - f  ree p r o t e i n ,  a n d  t h e  a r g i n i n e -  
r i c h  g l y c o p r o t e i n ,  a n d  new v a r i a n t s  were f o u n d  i n  b o t h  t h e  f i b r i -  
nogen b e t a  c h a i n  a n d  i n  a-2 HS g l y c o p r o t e i n .  

More r e c e n t l y ,  we h a v e  e x p l o r e d  t h e  a t t r a c t i v e  p o s s i b i l i t i e s  
associated w i t h  ISO-DALT a n a l y s i s  o f  human h a i r  f o l l i c l e s  and 
lymphocy te s  r a d i o l a b e l e d  Ja v i t r s .  F o l l o w i n g  a  b r i e f  p e r i o d  of  
c u l t u r e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  35s -me th ion ine ,  s e v e r a l  hundred  thou-  
s a n d  cpm c a n  be  i n c o r p o r a t e d  by t h e  c o n t e n t s  of a  s i n g l e  microti- 
ter well ( o r  by a  s i n g l e  h a i r  f o l l i c l e ) .  When s u b j e c t e d  t o  ISO- 
DALT a n a l y s i s  s u c h  s a m p l e s  p r o d u c e  o v e r  500 d i s t i n c t  p r o t e i n  
s p o t s  ( F i g u r e  5.4) . I n  a  p r e l i m i n a r y  s c r e e n i n g  e x p e r i m e n t ,  lym- 
p h o c y t e  s a m p l e s  from 108 i n d i v i d u a l s  were a n a l y z e d  following 
r a d i o l a b e l i n g .  The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a v e r a g e  h e t e r a z y -  
g o s i t g  among c e l l u l a r  p r o t e i n s  i s  almost a n  o r d e r  o f  magn i tude  
less t h a n  among t h e  plasma p r o t e i n s .  Since it is o u r  p l a n  t o  
d e v e l o p  a  s y s t e m  c a p a b l e  of measu r ing  s m a l l  i n c r e a s e s  i n  t h e  
human m u t a t i o n  r a t e ,  t h e  u s e  of s u c h  *low noisem c e l l u l a r  p r o t e l n  
s y s t e m s  is o b v i o u s l y  d e s i r a b l e .  

I n  o r d e r  t o  make f e a s i b l e  l a r g e - s c a l e  p r o j e c t s  u s i n g  t h e  
s e n s i t i v e  ISO-DALT t e c h n i q u e ,  it h a s  proved  n e c e s s a r y  t o  d e v o t e  
c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  t o  t b e  deve lopment  o f  ha rdware  t o  run  and  
t o  a n a l y z e  t h e  d a t a  fro. l a r g e  numbers  o f  g e l s .  A t  p r e s e n t  we 
h a v e  t h e  c a p a b i l i t y  t o  p e r f a r n  over 100 I S O - D A L T  a n a l y s e s  p e r  
d a y ,  and a  c o m p u t e r i z e d  d a t a - r e d u c t i o n  s y s t e m  is u n d e r  c o n s t r u c -  
t i o n .  When c o m p l e t e d ,  t h e  l a t t e r  system w i l l  a u t o m a t i c a l l y  
d e t e c t  a n d  i n t e g r a t e  t h e  s p o t s  i n  1 3 0 - D B L T  p a t t e r n s  and  a l l o w  
them t o  be merged i n t o  l a r g e ,  s e l f - c o n s i s t e n t  f i l e s  for d e t a i l e d  
compar i son .  



CElTRIFUGAL ANALYSIS 

S. L. Nance  

C e n t r i f u g a l  a n a l y z e r s  a r e  w i d e l y  u s e d  by  c l i n i c a l  c h e m i s t s ,  
b u t ,  d u e  p a r t l y  t o  e x p e n s e ,  a r e  a l m o s t  unknown i n  t h e  r e s e a r c h  
community.  We h a v e  f o u n d  t h a t  many t i m e - c o n s u m i n g  p r o j e c t s  form-  
e r l y  c o n s i d e r e d  i m p r a c t i c a b l e ,  or  a v e n  i m p o s s i b l e  w i t h  some 
u n s t a b l e  enzymes ,  a r e  now f e a s i b l e  w i t h  t h e  a s e  of a GeMSAEC c e n -  
t r i f u g a l  a n a l y z e r  o n  l o a n  f r o m  E l e c t r o - N u c l e o n i c s ,  I n c .  S i n c e  we 
a t e  p r i m a r i l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  of 
i n d i v i d u a l  p r o t e i n s  f r o m  a l a r g e  number o f  sources, t h i s  a n a -  
l y z e r ,  w i t h  i ts  c a p a c i t y  f o r  r a p i d  a n d  p r e c i s e  p a r a l l e l  m e a s u r e -  
n e n t s  on  15 s a m p l e s  a t  a time, w i t h  c o m p u t e r i z e d  d a t a  a c q u i s i t i o n  
a n d  m a n i p u l a t i o n ,  is p r o v i n g  most c o n v e n i e n t .  

To d a t e ,  more t h a n  4 0  a s s a y s  h a v e  b e e n  a d a p t e d  f o r  u s e  i n  
t h e  GeHSAEC b y  t h i s  l a b o r a t o r y .  T h e s e  h a v e  b e e n  a p p l i e d  t o  (1) 
t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  e n z y m a t i c  p r o t e i n s  e x t r a c t e d  f r o m  a c r g l a -  
mide  g e l s  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ;  (2 )  t h e  l o c a t i o n  o f  enzymes  i n  
co lumn c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n s ,  (NH4) 2S04 p r e c i p i t a t e s ,  a n d  sam- 
p l e s  f rom o t h e r  p u r i f i c a t i o n  methods :  (3) t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  of 
p r o t , e i n s  i n  c e l l s  of d i f f e r e n t  a g e s ;  ( 4 )  t h e  d e n a t u r a t i o n  o f  
enzymes  a t  d i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s ;  a n d  (5) t i s s u e  s u r v e y s  f o r  t h e  
p r e s e n c e ,  o r  a b s e n c e ,  o f  enzyme a c t i v i t i e s .  
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One o f  t h e  p r i m e  f u n c t i o n s  of a  b i o l o g i c a l  a n d  m e d i c a l  
r e s e a r c h  d i v i s i o n  w i t h i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  E n e r g y ' s  n a t i o n a l  
l a b o r a t o r y  s t r u c b u r e  is t o  p r o v i d e  t h e  s c r e n t i f i c  d a t a  b 3 s e  f o r  
p r o p e r  e v a l u a t i o n  o f  h e a l t h  r i s k s  f r o m  t h e  e x i s t i n g  a n d  e m e r g i n g  
e n e r g y  t e c h n o l o g i e s .  To f u l f i l l  t h i s  f u n c t i o n  A r g o n n e ' s  D i v i s i o n  
o f  B i o l o g i c a l  a n d  H e d i c a l  R e s e a r c h  c a n d u c t s  a wide  v a r i e t y  o f  
c a r c i n o g e n e s i s  s t u d i e s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h a  many g r o u p s ,  which, 
a s  p a r t s  o f  t h e i r  g e n e r a l  p r o g r a m s ,  a d d r e s s  c e r t a i n  a s p e c t s  o f  
c a r c i n o g e n e s i s ,  t h e  D i v i s i o n  h a s  t r a d i t i o n a l l y  had a  proqram s p e -  
c i f i c a l l y  d e d i c a t e d  t o  c a r c i n o g e n e s i s .  T h a t  p r o g r a m  was f o r m e r l y  
u n d e r  t h e  d i r e c t i o n  o f  D r .  R .  J. H. Fry .  S i n c e  D r .  P r y ' s  d e p a r -  
ture,  t h e  e x i s t i n g  c a r c i n o g e n e s r s  p rogram h a s  b e e n  r e s t r u c t u r e d  
a n d  r e f o c u s e d ,  a n d  two new s t u d i e s  h a v e  been  i n i t i a t e d .  

T h i s  r e p o r t  is d i v i d e d  i n t o  f i v e  s u b s e c t i o n s .  T h r e e  o f  t h e  
s e c t i o n s  d e s c r i b e  l o n g - s t a n d i n g ,  o n g o i n g  s t u d i e s .  The f i r s t  o f  



t h e s e  d e a l s  w i t h  t h e  a s s e s s m e n t  o f  c a r c i n o g e n s  a n d  c o c a r c i n o g e n s  
a n d  t h e  u n d e r l y i n g  m e c h a n i s m s  o f  t h e i r  a c t i ~ n s .  The s e c o n d  c o n -  
c e r n s  c a n c e r  i n d u c t i o n  b y  b o n e - s e e k i n g  r a d l ~ n u c l i d e s  a n d  s e e k s  t o  
p r o v i d e  a f i r m  f , o u n d a t i o n  f o r  e s t i m a t i n g  c a n c e r  r i s k s  t o  human 
p o p u l a t i o n s  i n  t h e  e v e n t  o f  a c c i d e n t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o n u -  
c l ides .  The  t h i r d  is a i m e d  a t  d e f i n i n g  t h e  r o l e  o f  o n c o r n a v i r u s  
a c t i v a t i o n  i n  t u m o r  i n d u c t i o n  b y  r a d i a t i o n  a n d  o t h e r  e n v i r o n m e n -  
t a l  p o l l u t a n t s .  T h e  o t h e r  t w o  s e c t i o n s  d e s c r i b e  t h e  new s t u d i e s ,  
o n e  d e a l i n g  w i t h  t h e  d e v e l b p m e n t  o f  a n  Ln x i t r o  c e l l  s y s t e m  
( m u r i n e  t e r a t o c a r c i n o m a  cel ls)  t o  s c r e e n  c h e m i c a l s  r a p i d l y  f o r  
c a r c i n o g e n i c  a n d  m u t a g e n i c  c a p a c i t y ,  and t h e  o t h e r  i n v e s t i g a t i n g  
t h e  p o t e n t i a l  u s e  of p l a s m a  i s o z y m e s  a s  i n d i c a t o r s  of m u t a g e n e s i s  
i n  mammals. A c c o m p l i s h m e n t s  a n d  p r o j e c t i o n s  f o r  e a c h  o f  t h e s e  
s t u d i e s  f o l l o w .  
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The  human p o p u l a t i o n  i s  e x p o s e d  t o  a m u l t i t u d e  o f  e n v i r o n -  
m e n t a l  c o n t a m i n a n t s  g e n e r a t e d  i n  p a r t  a s  by- product.^ f r o m  a  w i d e  
v a r i e t y  o f  i n d u s t r i e s ,  i n c l u d i n g  t h o s e  r e l a t e d  t o  e n e r g y  p r o d u c -  
t i o n .  Many o f  t h e s e  a g e n t s  a r e  known c a r c i n o g e n s  o r  c o c a r c i n o -  
g e n s ,  C o c a r c i n o g e n s  a r e  d e f i n e d  h e r e  as a g e n t s  t h a t  e i t h e r  
i n c r e a s e  t h e  e f f i c i e n c y  w i t h  w h i c h  a c a r c i n o g e n  i s  a c t i v a t e d ,  
when g i v e n  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  a c a r c i n o g e n ,  o r  i n c r e a s e  t h e  
p r o b a b i l i t y  o f  t u m o r  f o r m a t i o n  when g i v e n  a f t e r  t h e  c a r c i n o g e n .  
T h e  l a t t e r  a g e n t s  a r e  t e r m e d  p r o m o t e r s .  The e s t i m a t i o n  of t u m o r -  
i g e n i c  r i s k  f r o m  p r o m o t e r s ,  h o w e v e r ,  i s  c o m p l i c a t e d  by t h e i r  
p r e s e n c e  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a s  c o m p l e x  m i x t u r e s .  C o m p o n e n t s  of  
t h e s e  m i x t u r e s  may i n t e r a c t  m e t a b o l i c a l l y  t o  p r o d u c e  s y n e r g i s t i c  
i n c r e a s e s  i n  t u m o r  f o r m a t i o n .  D e p e n d i n g  u p o n  t h e  e x p o s u r e  modal -  
i t y ,  s u c h  i n t e r a c t i o n s  c o u l d  c o n s i s t  o f  s i m u l t a n e o u s  a n d / o r  
s e q u e n t i a l  e x p o s u r e  t o  b o t h  c a r c i n o g e n s  a n d  c o c a r c i n o g e n s .  

The  o b j e c t i v e  o f  t h i s  p r o g r a m  i s  t o  s t u d y  i n c r e a s e s  i n  o n c o -  
g e n e s i s  p r o d u c e d  b y  s y n e r g i s t i c  i n t e r a c t i o n s  among e n v i r o n m e n t a l  
c o n t a m i n a n t s  e m a n a t i n g  f rom e n e r g y - r e l a t e d  t e c h n o l o g i e s  a n d  o t h e r  
s o u r c e s .  We w i l l  c a r r y  o u t  s h o r t -  term a n d  l o n g e r - t e r m  i n v e s t i g a -  
t i o n s ,  u s i n g  i n t e r r e l a t e d  j.. v i t r o / i g  z&qg s y s t e m s .  T h e  i n f o r m a -  
t i o n  o b t a i n e d  f r o m  o u r  s t u d i e s  w i l l  b e  u s e f u l  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  i n i t i a l  a s s e s s m e n t s  o f  human t u m o r i q e n i c  r i s k  f r o m  e n v i r o n m e n -  
t a l  f a c t o r s .  T h e  r e s e a r c h  i n  t h i s  p r o g r a m  c e n t e r s  a r o o n d  two  
s y s t e m s ,  l u n g  a n d  l i v e r .  

3 s  o u t l i n e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  r e p o r t ,  t h i s  l a b o r a t o r y  i s  i n  
t h e  p r o c e s s  o f  e s t a b l i s h i n g  a m u l t i f a c e t e d  a p p r o a c h  t o  t h e  d e v e l -  
o p m e n t  of s y s t e m s  f o r  d e t e c t i n g  e n v i r o n m e n t a l  c a r c i n o g e n s  a n d  
t u m o r  p ro rnDte r s .  I n  p a r t ,  t h i s  i n v o l v e s  d e v i s i n g  m e t h o d s  f o r  
i d e n t i f y i n g  p r e n e o p l a s t i c  c h a n g e s  i n  l u n g  a n d  l i v e r ,  u s i n g  mor- 
p h o l o g i c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a l  m a r k e r s .  A d d i t i o n a l  s t u d i e s  f o c u s  
o n  t h e  c o m p a r a t i v e  e f f e c t s  o f  s u c h  a g e n t s  o n  b i o c h e m i c a l  p r o -  
cesses c o n c e r n e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  c e l l  
d i v i s i o n .  C o r r e l a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  f rom t h e  two t y p e s  o f  s t u d -  
i e s  s h o u l d  f a c i l i t a t e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r a p i d  tests f o r  d i f f e r -  
e n t  t y p e s  o f  e n v i r o n m e n t a l  a g e n t s  t h a t  i n c c e a s e  t u m o r i g e r i c  r i s k  
a n d  s h o u l d  a l s o  i n c r e a s e  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  e s s e n t i a l  
m o l e c u l a r  e v e n t s  i n v o l v e d  i n  t h e  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n .  



I n  V i t r o  E f f e c t s  gf E n e r g y - R e l a t e d  P o l l u t a n t s  C q l t u r e d  T r a c h g p  -- ---- ------- 
The l u n g  i s  u s e d  t o  e x a m i n e  synergistic i n t e r a c t i o n s  of v a t -  

i o u s  e n e r g y - r e l a t e d  p o l l u t a n t s  i n  r e s p i r a t o r y  t u m o r  p r o d u c t i o n ,  
w i t h  t h e  e x p e c t a t i o n  t h a t  ( 1 )  i n s i g h t  w i l l  be  g a i n e d  i n t o  t h e  
m e c h a n i s m s  of s u c h  i n t e r a c t i o n s ,  a n d  (2 )  d i c e c t ,  r a p i d  tests f o r  
e s t i m a t i n g  t h e  t u m o r i g e n i c  p o t e n t i a l  o f  t hese  i n t e r a c t i o n s  c a n  be  
d e v e l o p e d .  I n  t h i s  s y s t e m ,  we w i l l  s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  same 
test compounds  i n  (1)  a r a p i d  c e l l u l a r  t r a n s f o r m a t i o n  a s s a y  u t i -  
l i z i n g  t r a c h e a l  o r g a n  c u l t u r e s ,  a n d  (2)  t u m o r i g e n e s i s  a s s a y s  w i t h  
t r a c h e a l  i m p l a n t s  o r  i n t r a t r a c h e a l  i n s t i l l a t i o n s  in s i t u .  C o r r e -  
l a t i o n s  b e t w e e n  c h a n g e s  i n  b i o c h e m i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c s l  c h a r a c -  
t e r i s t ics  i n  t h e  i n  v i t r o  s y s t e m  a n d  tumor p r o d u c t i o n  i n  t h e  ifl 
v i v o  s y s t e m s  w i l l  t h e n  b e  u n d e r t a k e n .  ---- 

C o n d i t i o n s  f o r  establishing l o n g - t e r m  t r a c h e a l  o r g a n  c u l -  
t u r e s  are b e i n g  e v a l u a t e d .  Rat t r a c h e a s  a re  u s e d  i n  t h e s e  s t u d -  
ies b e c a u s e  t h e  r a t  s e r v e s  a s  t h e  g e n e r a l  s x p e r i m e n t a l  model  f o r  
s e v e r a l  o t h e r  a s p e c t s  o f  t h e  PKOgrau, and  becauEe r a t s  h a v e  been 
u s e d  w i d e l y  i n  l u u y  c a r c i n o g e n c ~ i s  s t u d i e s .  A s s a y s  f o r  t h e  f o l -  
l o w i n g  enzymes  h a v e  b e e n  a d a p t e d  t o  t r a c h e a l  t i s s u e :  l a c t i c  
d e h y d r o g e n a s e ,  ATPase,  b e n z o  (a)  p y r e n e  h y d r o x y l a s e ,  a c i d  p h o s p h a -  
t ase ,  a n d  B - g l u c u r o n i d a s e .  C u l t u r e s  h a v e  b e e n  p r e p a r e d  f rom r a t  
m a c r o p h a g e s  o b t a i n e d  b y  l u n g  l a v a g e  and a s s a y s  f o r  t h e  enzymes  
i n d i c a t e d  a b o v e  h a v e  a l s o  b e e n  p e r f o r m e d  on  t h e s e  ce l l s .  C h a n g e s  
i n  enzyme l e v e l s  a s  a f u n c t i o n  o f  c u l t u r e  d u r a t i o n  a r e  b e i n q  e x a -  
mined .  

L i v e r  -___ Tumor _________ I n c i d e n c e  _______ S t u d i e s  

S t u d i e s  o f  l i v e r  t u m o r i g e n e s i s  i n  o u r  l a b o r a t o r y  showed t h a t  
t h e  s h o r t - t e r m  e x p o s u r e  o f  r a t s  t o  2 - a c e t y l a m i n o f l u o r e n e  (AAF) , a  
l i v e r  c a r c i n o g e n  ( t u m o r  i n i t l a t a r )  , p ~ u d u c e d  a low i n c i d e n c e  o f  
t u m o r s  w i t h  v a r y i n g  d e g r e c s  o f  d i f ' f e r e n t i a t i o n ,  f rom p o o r l y  d i f -  
f e r e n t i a t e d  h e p a  t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a s  t o  h i g h l y  d i f f e r e n t i a t e d  
b e n i g n  a d e n o m a s .  T h e  SuDSeqUent f e e d i n g  of p h e n o b a r b i t a l  o r  D D T ,  
t u m o r  p r o m o t e r s ,  n o t  o n l y  i n c r e a s e d  o v e r a l l  t u m o r  i n c i d e n c e  
m a r k e d l y ,  b u t  a l s o  s h i f t e d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t u m o r  t y p e s  t o w a r d  
h i g h l y  differentiated adeuumas .  I n  a r l n n e c t i o n  u i t . h  t h e s e  o b s e r -  
v a t i o n s ,  s t u d i e s  o f  s k i n  a n d  l i v e r  t u m o r i g e n e s i s  i n  o t h e r  l a b o r a -  
t o r i e s  h a v e  shown t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  d u r a t i o n  of e x p o s u r e  t o  
c a r c i n o g e n  i n c r e a s e d  t h e  r e l a t i v e  i n c i d e n c e  o f  p o o r l y  d i f f e r e n t i -  
a t e d  t u m o r s .  The o c c u r r e n c e  o f  s u c h  s h i f t s  i n  t h e  s p e c t r u m  of 
t u m o r  t y p e s  i n  r e s p o n s e  t o  i n i t i a t o r  o r  p r o m o t e r  t r e a t m e n t  r a i s e s  
t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  a s c r e e n i n g  s y s t e m  c o u l d  be  d e v i s e d  whereby  
a n  e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t a n t  would  b e  i d e n t i f i e d  as an i n i t i a t o r  o r  
a p r o m o t e r  o n  t h e  b a s i s  o f  its ef fec t  on t h e  t u m o r  s p e c t r u m  
r e s u l t i n g  f r o m  a d m i n i s t r a t i o n  of t h e  t e s t  a g e n t  u n d e r  a  s t a n d a r d -  
i z e d  set o f  c o n d i t i o n s .  The  u s e  o f  tumor  i n c i d e n c e  a s  t h e  t e s t  
e n d  p o i n t ,  n o w e v e r ,  s u f f e r s  f r o m  t h e  d i s a d v a n t a g e s  o f  a  n e c e s s a r -  
i l y  l o n g  e x p e r i m e n t a l  d u r a t i o n ,  p l u s  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  a l a r g e  
number  o f  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .  



A r a p i d  me thod  f o r  t e s t i n g  e n v i r o n m e n t a l  c o n t a m i n a n t s  f o r  
l i v e r  t u m o r  i n i t i a t i n g  o r  p r o m o t i n g  a c t i v i t y  w i l l  t h e r e f o r e  be  
d e v e l o p e d .  T h e  p r o c e d u r e  i n v o l v e s  t h e  e x p o s u r e  o f  r a t s  t o  c a r -  
c i n o g e n  o r  c a r c i n o g e n - p r o m o t e r  t r e a t m e n t s .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  m a r k e r  enzymes  i n  p r e n e o p l a s t i c  h e p a t o c y t e s  w i l l  
b e  e x a m i n e d  h i s t o c h e m i c a l l y  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  d i s t r i b u t i o n  of  
t u m o r  t y p e s  ( r e l a t i v e  d e g r e e  o f  d i f f e r e n t i a t i o n )  t h a t  u l t i m a t e l y  
emerge .  I f  c o n s i s t e n t  t r e a t m e n t - r e l a t e d  s h i f t s  i n  t u m o r  t y p e s  
o c c u r ,  a n d  i f  t h e s e  s h i f t s  c a n  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  c h a n g e s  I n  
enzyme m a r k e r  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s ,  t h e n  t h e  marker p a t t e r n s  c a n  
b e  u s e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  i n i t i a t o r s  a n d  p r o m o t e r s .  

The o b s e r v a t i o n s  t h a t  p h e n o b a r b i t a l  a n d  D D T  a c t  a s  l i v e r  
tumor p r o m o t e r s  s u g g e s t  t h a t  promoters, l i k e  c a r c i n o g e n s ,  c a n  
d i f f e r  s u b s t a n t i a l l y  i n  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e ,  b u t  a p p a r e n t l y  pos-  
sess a  common m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s t i c  t h a t  e n a b l e s  them t o  
.modi fy  t u m o r i g e n i c a l l y  i m p o r t a n t  p r o c e s s e s  w i t h i n  t h e  l i v e r  c e l l .  
A c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e l a t i v e  t u m o r - p r o m o t i n g  a b i l i t i e s  o f  v a r i o u s  
a g e n t s  h a s  b e e n  u n d e r t a k e n ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  c o m p a r i s o n  o f  
t h e i r  e f f e c t s  o n  m o l e c u l a r  p r o c e s s e s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  r e p l i c a -  
t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  of g e n e t i c  i n f o r m a t i o n .  T h e s e  p r o c e s s e s  
i n c l u d e  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  h e p a t o c y t e  D N A  a n d  t h e  
a c t i v i t i e s  o f  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  D N A  s y n t h e s i s ,  a m i n o  a c i d  me ta -  
b o l i s m ,  a n d  d r u g  m e t a b o l i s m .  S u c h  s t u d i e s  s h o u l d  r e v e a l  t h e  
s p e c t r u m  o f  m o l e c u l a r  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  p r o m o t i o n .  T h e s e  
m o l e c u l a r  c h a n g e s ,  i n  t u r n ,  s h o u l d  p r o v i d e  i n s i g h t  i n t o  t h e  
s e q u e n c e  o f  m o l e c u l a r  e v e n t s  i n v o l v e d  i n  n e ~ p l a s i a .  I n  a d d i t i o n ,  
k n o w l e d g e  o f  t h e  m o l e c u l a r  p r o c e s s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  e n h a n c e m e n t  
would b e  u s e f u l  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  test s y s t e m s  f o r  more r a p i d  
i d e n t i f i c a t i o n s  of p r o m o t e r s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t .  

An e x p e r i m e n t  d e s i g n e d  t o  c o m p a r e  t h e  t u m o r i g e n i c  e n h a n c i n g  
a c t i v i t i e s  o f  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  d i e t a r y  p h e n o b a r b i t a l  h a s  b e e n  
i ~ s d e r  way f o r  o n a  y e a r  a n d  is s t i l l  i n  p r o g r e s s .  The  t u m o r  i n c i -  
d e n c e  i n  a l l  g r o u p s  h a s  b e e n  u n e x p e c t e i l y  low t o  d a t e .  I n  p a r t ,  
a  c h a n g e  i n  p r o t o c o l  may b e  r e s p o n s i b l e .  T h e  d u r a t i o n  o f  expo-  
s u r e  of t h e  r a t s  t o  d i e t a r y  A A F  h a d  b e e n  r e d u c e d  i n  t h i s  e x p e r i -  
ment  f rom 18 d a y s  t o  1 4  d a y s  i n  t h e  h o p e  o f  i n c r e a s i n g  t h e  d i f -  
f e r e n t i a l  i n  t u m o r  i n c i d e n c e  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  t . h e  
e n h a n c e r - t r e a t e d  g r o u p s .  An a d d i t i o n a l  c o n t r i b u t o r y  f a c t o r  may 
b e  t h e  n o n u n i f o r m i t g  of A A F  activation-detoxification p a t h w a y s  i n  
d i f f e r e n t  l o t s  o f  r a t s ,  l e a d i n g  t o  c h a n g e s  i n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  
AAF t u m o r i g e n . e s i s .  S u c h  e f f e c t s  would  b e  m a g n i f i e d  i n  t h e  m a r g i -  
n a l  AAF t r e a t m e n t s  u s e d  i n  o u r  e x p e r i m e n t s .  I n  a n y  e v e n t ,  t h e  
c u r r e n t  t u m o r  d a t a  are  i n s u f f i c i e n t  t o  p e r m ~ t  d e f i n i t i v e  c o n c l u -  
s i o n s  r e g a r d i n g  p h e n o b a r b i t a l  d o s e  e f f e c t s ,  a l t h o u g h  t h e r e  a r e  
i n d i c a t i o n s  t h a t  0 .001% a n d  0.002% d i e t a r y  p h e n o b a r b i t a l  d o  n o t  
i n c r e a s e  t u m o r  i n c i d e n c e  a b o v e  c o n t r o l  v a l u e s  w h e r e a s  0.05% phe- 
n o b a r b i t a l  ( t h e  level u s e d  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s )  h a s  a n  e n h a n c i n g  
e f f e c t  w h i c h  i s  a s  g r e a t  or  g r e a t e r  t h a n  t h a t  p r o d u c e d  by 0 .25% 
d i e t a r y  p h e n o b a r b i t a l .  The  r e s u l t s  t o  d a t e  s u g g e s t  t h a t  t h i s  
e x p e r i m e n t  may p r o v i d e  i m p o r t a n t  i n f o r m a t i o n  o n  t h r e s h o l d  d o s a g e  
l e v e l s  f o r  l i v e r  t u m o r  p r o m o t i o n  as well as l i v e r  t u m o r  i n i t i a -  
t i o n .  



S t u d i e s  were u n d e r t a k e n  i n  w h i c h  t h e  t r e a t m e n t  p r o t o c o l  
( b r i e f  f e e d i n g  o f  known h e p a t o c a r c i n o g e n  f o l l o w e d  by ' p r o l o n g e d  
f e e d i n g  o f  t e s t  a g e n t )  t h a t  h a d  s u c c e s s f u l ~ y  d e m o n s t r a t e d  l i v e r  
t u m o r  p r o m o t i n g  a c t i v i t y  f o r  p h e n o b a r b i t a l  a n d  DDT was u s e d  t o  
tes t  t h e  p o l y c y c l i c  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n ,  b e n z  (a) a n t h r a c e n e ,  f o r  
s u c h  a c t i v i t y .  I n  a n  i n i t i a l  e x p e r i m e n t  t h i s  h y d r o c a r b o n  h a d  n o  
p r o m o t i n g  a c t i v i t y  when f e d  a t  a d i e t a r y  a n c e n t r a t i o n  o f  0 .025% 
f o l l o w i n g  t h e  e x p o s u r e  o f  t h e  r a t s  t o  t h e  h e p a t o c a r c i n o g e n  A A F .  
I n  a s u b s e q u e n t  s t u d y  b e n z ( a )  a n t h r a c e n e  a l s o  f a i l e d  t o  show a n y  
l i v e r  t u m o r  p r o m o t e r  a c t i v i t y  a l t h o u g h  t k e  d i e t a r y  l e v e l  o f  t h e  
h y d r o c a r b o n  was r a i s e d  t o  0.07596, a c o n c e n t r a t i o n  50% g r e a t e r  
t h a n  t h e  p r o m o t i n g  d o s a g e  o f  p h e n o b a r b i t a l  u s e d  i n  o u r  e x p e r i -  
m e n t s .  S i n c e  t h e  c o s t  o f  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s ,  i n v o l v i n g  s t i l l  
h i g h e r  b e n z  ( a )  a n t h r a c e n e  d o s a g e  l e v e l s ,  w o u l d  b e  p r o h i b i t i v e ,  
t h i s  a s p e c t  o f  t h e  w o r k  w i l l  b e  t e r m i n a t e d  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  
t h a t ,  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  u s e d ,  b e n z  ( a )  a n t h r a c e n e  
is n o t  a l i v e r  t u m o r  p r o m o t e r .  T h e s e  f i n d i n g s ,  o b t a i n e d  o v e r  a  
2 - y e a r  i n t e r v a l ,  i l l u s t r a t e  t h e  n e e d  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  
m o r e  r a p i d  a n d  l e s s  e x p e n s i v e  i n d i c a t o r  o f  l i v e s  t a m o r i g e n i c  
p o t e n t i a l  t h a n  is p r o v i d e d  by t h e  u s e  o f  a c t u a l  t u m o r  i n c i d e n c e  
a s  t h e  e n d  p o i n t .  

T u m o r i q e n i c  E n h a n c e m e n t  iq m p l e c u l a r  Tesmg ---- ---- ----------- 
I n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  we o b s e r v e d  t h a t  d i e t a r y  p h s n o b a r -  

b i t a l  a n d  b u t y l a t e d  h y d r o x y t o l u e n e  (BHT) e n h a n c e d  t h e  p r o d u c t i o n  
of h e p a t i c  t u m o r s  i n  r a t s  p r e v i o u s l y  f e d  t h e  h e p a t o c a r c i n o g e n  AAF 
f o r  a b r i e f  i n t e r v a l .  However ,  p h e n o b a r b i t a l  p r o v e d  t o  b e  a  much 
m o r e  e f f e c t i v e  t u m o r  p r o m o t e r  t h a n  BHT. A s t u d y  was u n d e r t a k e n ,  
t h e r e f o r e ,  t o  g a i n  i n i t i a l  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  c o m p a r a t i v e  e f f e c t s  
of t h e s e  a g e n t s  o n  a v a r i e t y  o f  b i o c h e m i c a l  r e s p o n s e s  i n  t h e  
l i v e r .  I t  is a n t i c i p a t e d  t h a t  s u c h  c o m p a r i s o n s  w i l l  l e a d  t o  c o r -  
r e l a t i o n s  of t u m o r - p r o m o t f  ng a c l i v i t y  a n d  b i o c h e m i c a l  e f f e c t s  
t h a t  w i l l  u l t i m a t e l y  p e r m i t  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c r i t i c a l  
m o l e c u l a r  e v e n t s  i n v o l v e d  i n  l i v e r  t u m o r  p r 3 m o t i o n .  

G r o u p s  o f  p a r a m e t e r s  r e p r e s e n t i n g  t h r e e  d i f f e r e n t  a s p e c t s  o f  
l i v e r  m e t a b o l i s m  were c o m p a r e d  i n  an e f f o r t  t o  r n o n i t ~ r  t h e  
e f f e c t s  o f  p h e n o b a r b i t a l  a n d  BHT on  p s t t e r n s  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  
t h a t  m i g h t  b e  c o n t r o l l e d  by  d i  f f  e r e n t  r e g u l a t o r y  mechan i sms .  
B i o c h e m i c a l  e f f e c t s  of c h a n g i n g  f r o m  a c r u d e  t o  a s e m i p u r i f i e d  
d i e t  were a l s o  e x a m i n e d .  T h e  t h r e e  a s p e c t s  o f  l i v e r  m e t a b o l i s m  
c o m p a r e d  were: (1)  L i v e r  g r o w t h ;  r e l a t i v e  l i v e r  s i z e ,  t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  i n t o  D N A ,  t h y m i d i n e  k i n a s e  a c t i v i t y ,  a n d  o r n i t h i n e  
d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y .  ( 2 )  Amino a c i d  m e t - a b o l i z i n g  e n z y m e s ;  
s e r i n e  d e h y d r a t a s e  a n d  o r n i t h i n e  a m i n o t r a n s f s r a s e  a d a p t a t i o n .  (3) 
r l i c r o s o m a l  p r o t e i n s ;  c o m p o n e n t s  o f  t h e  m i x e d  f u n c t i o n  o x i d a s e  
s y s t e m  i n c l u d i n g  c y t o c h r o m e  P-450, c y t x h r o m e  b5, a n d  NADPH c y t o -  
c h r o m e  P-450 r e d u c t a s e .  

T h e  d a t a  o b t a i n e d  ( s u m m a r i z e d  i n  F a b l e  6.1) d o  n o t  y e t  p r o -  
v i d e  a l o o l e c u l a r  b a s i s  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  e f f i c i e n c i e s . o f  



Table  6 .1  Summary of Responses of  Biochemical  Parameters  t o  Drug. Treatment  
and D i e t a r y  Change a 

Q u a l i t a t i v e  
Response 

Agent 
P h e n o b a r b i t a l  BHT D i e t  

-- 

S u s t a i n e d  i n c r e a s e  P-450,' b s I 1  red . '  P-45011 b S I 1  r ed . '  SDH,3  OAT^ 

T r a n s i e n t  i n c r e a s e  TK, T-inc.,  ODC T K , ~  T-inc. T K , ~  T - i n ~ . ~  

S u s t a i n e d  d e c r e a s e   OAT^ SDH,  OAT^ OD C 

T r a n s i e n t  d e c r e a s e  S D H ~  -- - - 
a The q u a l i t a t i v e  response  of each  parameter  was p l aced  i n  one of  t h e  f o u r  

c a t e g o r i e s  i n d i c a t e d  i n  column 1. Parameters  fo l lowed by t h e  same super -  
s c r i p t  a r e  r e l a t e d  by having  a common s e t  o f  q u a l i t a t i v e  r e sponses  t o  t h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  x e n o b i o t i c s  and t o  t h e  change from c rude  l a b o r a t o r y  chow 
t o  t h e  s e m i p u r i f i e d  d i e t .  (Both types  of t r e a t m e n t  caused an  i n c r e a s e  i n  
l i v e r  s i z e . )  These sets a r e  a s  fo l lows :  l s u s t a i n e d  i n c r e a s e  f o r  xeno- 
b i o t i c  t r e a t m e n t  b u t  no response  t o  t h e  d i e t a r y  change 2 t r a n s i e n t i n c r e a s e  
f o r  bo th  x e n o b i o t i c  t . reatment  and d i e t a r y  change,  and 5 s u s t a i n e d  o r  
t r a n s i e n t  d e c r e a s e  f o r  x e n o b i o t i c  t r e a t m e n t ,  b u t  s u s t a i n e d  i n c r e a s e  f o r  
d i e t a r y  change. 

The a b b r e v i a t i o n s  a r e  P-450, cytochrome P-450; b 5 ,  eytochrome b 5 ;  r e d . ,  
NADPH-cytochrome P-450 r e d u c t a s e ;  TK, thymidine k i n a s e ;  T- inc . ,  incorpora-  
t i o n  o f  [ 3 ~ ] - t h y m i d i n e ;  ODC, o r n i t h i n e  decarboxylase ;  SDH, s e r i n e  dehydra- 
t a s e ;  and OAT, o r n i t h i n e  amino t r ans fe ra se .  

BHT a n d  p h e n o b a r b i t a l  a s  t u m o r  p r o m o t e r s .  However,  t h e  s t u d y  d i d  
r e v e a l  t h a t  t h e  i n d u c t i o n  of  h e p a t o m e g a l y  by t h e s e  x e n o b i o t i z s  i s  
a  c o m p l e x  a d a p t i v e  p r o c e s s  i n v o l v i n g  b o t h  p o s i t i v e  a n d  n e , : ] a t i v e  
b i o c h e m i c a l  r e s p o n s e s  i n  t h e  l i v e r .  N o r e o v e r ,  t h e  k i n e t ~ c s  of 
t h e s e  l ~epa  L ~ G  Kesponses were a l s o  complex ,  w i t h  t r a n s i t  o r y  a s  
well a s  s u s t a i n e d  c h a n g e s  o c c u r r i n g  a f t e r  t h e  r a t s  were s h i f t e d  
t o ,  a n d  m a i n t a i n e d  on,  d i e t s  c o n t a i n i n q  BHT o r  p h e n o b a r b i t a l .  

S t r u c t u r a l  S t u d k g  p; R a b b i t  L i v e r  Microsom&& g y t o c h r p g e  g145Q 
-I------ --- 

The mammalian m i c r o s o m a l  monooxyqenase  s y s t e m  is f o u n d  i n  
most t i s s u e s ,  a n d  f u n c t i o n s  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  a  w i d e  v a r i e t y  o f  
p h y s i o l o g i c a l ,  t h e - r a p e u t i c ,  a n d  e n v i r o n m e n t a l  c h e m i c a l s ,  i n c l u d -  
i n g  many c a r c i n o g e n s  a n d  m u t a g e n s .  Some o f  t h e s e  o x i d a t i o n s  
r e s u l t  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  r e a c t i v e  m e t a b ~ l i t e s  b e l i e v e d  t o  b e  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  u l t i m a t e  c a r c i n o g e n i c  a n d  m u t a g e n i c  e f f e c t  o f  
t h e  p a r e n t  compounds .  V a r i o u s  f o r m s  of c y t ~ c h r o m e  P-450 p a r t i c i -  
p a t e  i n  t h e  monooxygenase  s y s t e m ,  e a c h  fo rm h a v i n g  a  u n i q u e  sub- 
s t r a t e  s p e c i f i c i t y  a n d  o t h e r  d i s t i n c t i v e  b i o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s .  
T h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  v a r i o u s  f o r m s  d e t e r m i n e  t o  a 
s i g n i f i c a n t  d e g r e e  t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  o x i d a t i v e  d e t o x i f i c a t i o n  
of c a r c i n o g e n i c  c h e m i c a l s  a n d  t h e i r  a c t i v a t i o n  t o  r e a c t i v e  meta- 
b o l i t e s .  



T h e  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  d e s c r i b e d  h e r e  was d o n e  i n  c o l l a b o -  
r a t i o n  w i t h  H. J. C o o n  ( U n i v e r s i t y  o f  Y i c h i g a n )  a n d  K .  T. Yasu- 
n o b u  ( U n i v e r s i t y  of Hawaii) i n  o r d e r  t o  i n i t i a t e  s t u d i e s  d e s i g n e d  
t o  d e f i n e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  t h e  s t r u c t u r e  o f  d i f f e r e n t  f o r m s  
of c y t o c h r o m e  P-450 a n d  t h e i r  e n z y m a t i c  s p e c i f i c i t y  a n d  t h e i r  
b i o l o g r c a l  c o n t r o l .  T h e  a m i n o - t e r m i n a l  a m i n o  a c id  s e q u e n c e  o f  
t h e  p h e n o b a r b i t a l - i n d u c i b l e  form o f  t h s  c y t o c h r o m e  P-450 o f  r a b -  
b i t  l i v e r  microsomes was d e t e r m i n e d  b y  a u t o m a t e d  Edman d e g r a d a -  
t i o n .  N e t h i o n i n e  is t h e  ' amino  t e r m i n u s ,  a n d  17 o f  t h e  f i r s t  20 
r e s i d u e s  a r e  h y d r o p h o b i c ,  i n c l u d i n g  t w o  c l u s t e r s  o f  f i v e  c o n s e c u -  
t i v e  l e u c i n e s .  T h e  u n u s u a l  c o m p o s i t i o n  a n d  s e q u e n c e  of t h i s  
r e g i o n  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  s h o r t - l i v e d  h y d r o p h o b i c  amino-  
t e r m i n a l  r e g i o n s  p r e s e n t  i n  c e r t a i n  p r e p r o t e i n s ,  b u t  n o t  i n  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  " m a t u r e m  p r o t e i n s .  T h e  p r e p r o t e i n s  a re  b e l i e v e d  t o  
b e  t h e  i n i t i a l  p r o d u c t  of t r a n s c r i p t i o n ,  a n d  t h e i r  o c c u r r e n c e  has 
b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  s e v e r a l  e x c r e t o r y  p r o t e i n s  
i n c l u d i n g  t h e  i m m u n o g l o b u l i n s ,  i n s u l i n ,  p a n c r e a t i c  zymogens ,  a n d  
p a r a t h y r o i d  h o r m o n e .  

T h i c  t y p o  of s p q u e n c e  ha s  n o t ,  however ,  b e e n  p r e v i o u s l y  d e s -  
c r i b e d  f o r  a n y  w m a t u r e w  prote in3 .  Thu p ~ e s c n e e  n t  thi6 unusunl 
h y d r o p h o b i c  s e q u e n c e  may well b e  i m p o r t a n t  i n  t h e  i n t e r a c . t i o n  of  
t h e  p r o t e i n  w i t h  t h e  l i p o p h i l i c  c o m p m e n t s  of t h e  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  o r  w i t h  h y d r o p h o b i c  s i t e s  o n  o t h e r  p r o t e i n s  a l s o  p r e s -  
e n t  i n  t h e  m e m b r a n e s  t h a t  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  c o m p l e t e  e l e c t r o n  
t r a n s p o r t  s y s t e m  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  m m o o x y g e n a s e  a c t i v i t y .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  C o n c e n t r a t i o n  of P r e n e e p l a s t i c  Foci  i p  L i v e r  -------------- --- ------------- 
The  h i s t o c h e m r c a l  v i s u a l i z a t i o n  of gamma g l u t a m y l  t r a n s p e p -  

t i d a s e  (GGTP) i n  p r e n e o p l a s t i c  f o c i  h a s  t e e n  a c c o m p l i s h e d ,  a n d  
t h e  t e c h n i q u e  is  a v a i l a b l e  f o r  l a r g e r  sca le  u s e .  H i s t o c h e m i c a l  
a s s a y s  t o r  g l u c o s e - 6 - p l l o s p h a t a s s  a n d  ATPase  ( e i t h e r  o r  b o t h  of 
w h i c h  may be a b s e n t  i l l  p ~ e n e o p l a a t i c  f o c i )  h a v e  also beea w o r k e d  
o u t .  T h e  purification of tiGTP LLUU l i v e r  t u m o r &  has been i n i t i -  
a ted .  S l n c e  GGTP i s  a p p a r e n t l y  l o c a l i z e d  i n  p a r t  o n  c e l l  m e m -  
b r a n e s  i n  m o s t  p r e n e o p l a s t i c  f o c i ,  i m m u n o c h e m i c a l  m e t h o d s  c a n  be 
d e v i s e d  w h e r e b y  a n t i b o d y  t o  t h i s  enzyme  c a n  b e  u s e d  t o  i s o l a t e  
p r e n e o p l a s t i c  ce l ls  f r o m  a  s u s p e n s i o n  of h e p a t o c y t e s  p r e p a r e d  
f r o m  t h e  l i v e r s  of  c a r c i i i u g e n - t r e a t e d  r a t s .  T h a  p r e n e o p l a s t i c  
h e p a t o c y t e s  c a n  t h e n  b e  s u b j e c t e d  t o  a h a t t e r y  of b i o c h e m i c a l  
t e s t s  d e s i g n e d  t o  d i s c lo se  t h e  e s s e n t i a l  m o l e c u l a r  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  t h e s e  c e l l s  a n d  n o r m a l  h e p a t o c y t e s .  

Metabolic C o n t r o l  Normal 2nd Neo~Jpshjc L i v e r  --------- ------ 
A s t u d y  was c o m p l e t e d  w h i c h  s h o w s d  t h a t  p h e n o b a r b i t a l ,  f e d  

a t  t h e  d i e t a r y  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  i n  t h e  t u m o r  e n h a n c e m e n t  s t u d -  
i e s  (0 .05%) b l o c k e d  t h e  s y n t h e s i s  o f  r a t  l i v c r  o r n i t h i n e  amino- 
t r a n s f e r a s e  a s  m e a s u r e d  i m m u n o c h e m i c a l l y .  r h i s  r e s p o n s e  i s  simi- 
l a r  t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  g l u c o c o r t i c o i d  
t r i a m c i n o l o n e .  F u r t h e r  s t u d y  i s  r e q u i r e d  t~ d e t e r m i n e  w h e t h e r '  



t h e s e  i n h i b i t o r y  effects  o c c u r  v i a  s i m i l a r  o r  d i f f e r e n t  mecha- 
n i sms .  S u c h  s t u d i e s  s h o u l d  p r o v i d e  i n s i g h t  i n t o  t h e  mechan i sms  
b y  which  p h e n o b a r b i t a l  c o n t r ' o l s  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  t h e r e b y  t u m o r  
d e v e l o p m e n t  i n  t h e  l i v e r .  

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  ma in  c o n t r i b u t i o n  t o  d a t e  o f  t h e  p rogram 
o n  c a r c i n o g e n s  a n d  c o c a r c i n o g e n s  h a s  been  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  
t h e  u n i v e r s a l i t y  o f  t h e  m u l t i s t a g e  c o n c e p t  o f  c a r c i n o g e n e s i s .  
T h i s  c o n c e p t  s u g g e s t s  t h a t  i n c r e a s e d  tumor  f o r m a t i o n  c a n  r e s u l t  
f r o m  i n t e r a c t i o n s  o f  d i f f e r e n t  a g e n t s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  of t h e  
t u m o r i g s n i c  p r o c e s s .  Some of t h e s e  a g e n t s  may r e p r e s e n t  a  s i q n i -  
f i c a n t  t u m o r i g e n i c  r i s k  t o  humans,  b u t  t h e y  c a n n o t  b e  d e t e c t e d  by 
c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  r a p i d  s c r e e n i n g  methods  t h a t  u s e  e n d  p o i n t s  
b a s e d  s o l e l y  on t h e  p r o d u c t i o n  o f  D N A  damage. T h e r e f  o r e ,  
i n c r e a s i n g  a t t e n t i o n  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  i s  b e i n g  d i r e c t e d  t o w a r d  
d e v e 1 o p i n . g  m e t h o d s  f o r  d e t e c t i n g  b o t h  c o m p l e t e  c a r c i n o g e n s  and  
a g e n t s  t h a t  a r e  n o t  c a r c i n o g e n s  t h e m s e l v e s  b u t  i n s t e a d  f a c i l i t a t e  
t u m o r  f o r m a t i o n .  

R A D I O N U C L I D E  O N C O G E N E S I S :  BONE CANCER I N D U C T I O N  BY I N T E R N A L  A N D  
EXTERNAL I R R A D I A T I O N  

M. P. F i n k e l  a n d  L. S. Lombard 

The r a d i o n u c l i d e  o n c o g e  n e s i s  program i s  d i r e c t e d  t o w a r d  p r o -  
v i d i n g  a firm f o u n d a t i o n  f o r  e s t i m a t i n g  c a n c e r  r i s k s  t o  human 
p o p u l a t i o n s  i n  t h e  e v e n t  o f  a c c i d e n t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o n u -  
c l i d e s .  H i s t o r i c a l l y ,  t h e  f i r s t  a p p r o a c h e s  t o  t h i s  g o a l  c e n t e r e d  
a r o u n d  a c c u m u l a t i n g  i n f o r m a t i o n  on  r a 3 i a t i o n  d o s e - r e s p o n s e  r e l a -  
t i o n s h i p s  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  a n d  e x t r a p o l a t i n g  t h e s e  d a t a  t o  
man, b o n e  c a n c e r  b e i n g  t h e  major r e s p o n s e  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n  
b e c a u s e  mos t  f i s s i o n  p r o d u c t s  a n d  t r a n s u r a n i c  e l e m e n t s  o f  p a r t i -  
c u l a r  c o n c e r n  l o c a l i z e  i n  bone .  After bone  c a n c e r  i n c i d e n c e  d a t a  
h a d  b e e n  o b t a i n e d  f o r  a  number o f  r a d i o n u c l i d e s  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  i n  C F # 1  mice, i n c i d e n c e  was e x a m i n e d  when a g e ,  s e x ,  
s t r a i n ,  s p e c i e s ,  a n d  e x p o s u r e  p a t t e r n  were v a r i e d .  U n f o r t u -  
n a t e l y ,  e s t i m a t i o n s  o f  human h a z a r d  f rom v e r y  low l e v e l s  o f  
r a d i o n u c l i d e  c o n t a m i n a t i o n  t h a t  a re  b a s e d  o n  m o d e r a t e  a n d  h i g h -  
l e v e l  e x p o s u r e s  o f  a n i m a l  p o p u l a t i o n s  a r e  n o t  r e l i a b l e  b e c a u s e  
t oo  many a s s u m p t i o n s  must  b e  made. Saund,  u n e q u i v o c a l ,  u n i v e r -  
s a l l y  a c c e p t a b l e  estimates r e q u i r e  k n o w l e d g e  o f  m e c h a n i s m s  o f  
r a d i o o n c o g e n e s i s .  A c c o r d i n g l y ,  t h e  p r e s e n t  p r i m a r y  c o n c e r n  o f  
t h e  p rogram is t o  d e t e r m i n e  how r a d i a t i o n  c a u s e s  c a n c e r .  



The o r i g i n a l  a p p r o a c h e s  o f  t h e  r a d i o n u c l i d e  e x p e r i m e n t s  were 
t o  d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i v e  t o x i c i t i e s  of d i f f e r e n t  r a d i o n u c l i d e s ,  
t h e  t o x i c i t y  o f  s e l e c t e d  r a d i o n u c l i d e s  i n  d i f f e r e n t  s p e c i e s ,  a n d  
t h e  d e p e n d e n c e  o f  o n c o g e n i c i t y  upon e x p o s u r e  s i t u a t i o n .  A t t e n -  
t i o n  t h e n  f o c u s e d  on  s p e c i a l  p r o b l e m s  r e l a t e d  t o  t h e  i n d u c t i o n  o f  
b o n e  c a n c e r ,  o b j e c t i v e s  b e i n g :  (1)  t o  d e f i n e  t h e  t r u e  l a t e n t  
p e r i o d ,  o r  time t o  i r r e v e r s i b l e  n e o p l a s t i c  c h a n g e ,  a n d  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  it v a r i e s  w i t h  s e x ,  a g e ,  d o s e ,  n u c l i d e ,  r a d i a t i o n  q u a l -  
i t y ,  o r  a n i m a l  s p e c i e s ;  a n d  (2)  t o  l o c a t e  t h e  m i c r o s c o p i c  s i t e  o f  
n e o p l a s t i c  c h a n g e ,  e s t i m a t e  t h e  a c t u a l  amount o f  e n e r g y  d e l i v e r e d  
t o  t h a t  s i t e ,  a n d  a s s e s s  t h e  i n f l u e n c e  o f  d o s e  r a t e  a n d  e x p o s u r e  
p a t t e r n  on  t h e  o n c o g e n i c  r e s p o n s e .  

D u r i n g  t h e  p a s t  y e a r  l i t t l e  e f f o r t  was d e v o t e d  t o  t h i s  p r o -  
g ram b e c a u s e  o f  t h e  n e e d s  o f  t h e  v i r a l  o n c o l o g y  p r o g r a m .  P r o -  
g r e s s  was made, h o w e v e r ,  o n  two l o n g - t e r m  t o x i c i t y  e x p e r i m e n t s .  
T h e  f i rst  o f  t h e s e  is c o n c e r n e d  w i t h  t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  t h e  
e x p o s u r e  o f  b e a g l e s  t o  9 o S r  a s  a  f u n c t i o n  o f  a g e  a n d  e x p o s u r e  
p a t t e r n .  F i v e  c o n t r o l s  d i e d  d u r i n g  t h e  p a s t  2 y e a r s ,  whzn t h e y  
were 13.4 t o  17.5 y e a r s  o l d .  T h e i r  d e a t h s  were a s s o c i a t e d  w i t h  
h e a r t  a n d  kidney disease, os,Leua~ t h r i t i s ,  and ncoplatimb: of mam- 
mary g l a n d s  a n d  c l i to r i s .  Of t h e  143  d o g s  i n  t h e  t o t a l  e x p e r i -  
m e n t ,  o n l y  t h r e e  c o n t r o l s  r e m a i n  a l i v e .  

The s e c o n d  e x p e r i m e n t  t h a t  p r o g r e s s e d  d u r i n g  t h e  y e a r  was 
d e s i g n e d  t o  c o m p a r e  t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  t h e  e x p o s u r e  o f  CF#1 mice 
t o  f i s s i o n  n e u t r o n s  a n d  gamma r a y s  from CP-5, o n e  o f  t h e  f i r s t  
n u c l e a r  r e a c t o r s ,  w i t h  t h e  c o n s e q u e n c e s  of e x p o s u r e  t o  bone-seek-  
i n g  r a d i o n u c l i d e s .  H i s t o l o g i c  e x a m i n a t i o n .  o f  t h e  t i s s u e s  was 
c o m p l e t e d .  

The  w h i t e - f  o o t e d  mouse, ' geromp~gps l-eucopus, had  b e e n  
r e p o r t e d  t o  h a v e  a  h i g h  n a t u r a l  i n c i d e n c e  o f  o s t e o g e n i c  s a r c o m a .  
I n  v i z w  o f  o u r  i n t e r e s t  i n  t h i s  d i s e a s e  a n d  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  
t h i s  s p e c i e s  i n  t h e  D i v i s i o n ,  we e s t a b l i s h e d  a r o u t i n e  w i t h  P. H. 
D u f f y  a n d  E. F. S t a f f e l d t  t o  make a r o e n t g e n o g r a p h i c  e x a m i n a t i o n  
o f  a l l  a n i m a l s  c o m i n g  t o  a u t o p s y .  H i s t o l o g i c  e x a m i n a t i o n  o f  a n y  
i n t e r e s t i n g  s k e l e t  a 1  l e s i o n s  f o l l o w e d .  One h u n d r e d  e i g h t y - n i n e  
r o e n t g e n o g r a m s  were s t u d i e d  of  mice d y i n g  f r o m  251 t o  2011 d a y s  
(5.5 y e a r s )  o f  a g e .  No b o n e  c a n c e r s  were d e t e c t e d ,  b u t  t h e r e  
were 2 1  mice (11%) w i t h  Odontomas ,  b e ~ l i g m  t u m o r s  of  t h e  jaw, 
a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  o n e  o f  t h e  f o u r  i n c i s o r  t e e t h .  Six o f  t hese  
2 1  a n i m a l s  had  f o u r  o d o n t o m a s  e a c h .  A h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  m a l e s  
(15.3%) t h a n  f e m a l e s  (6.6%) was a f f e c t e d ,  a n d ,  c o n t r a r y  t o  e x p e c -  
t a t i o n ,  t h i s  c o n d i t i o n  was more p r e v a l e n t  i n  a l ~ i i u a l s  coming  to 
a u t o p s y  d u r i n g  t h e  f i r s t  2  y e a r s  o f  l i f e  t h a n  d u r i n g  t h e  l a s t  2. 
y e a r s .  



TUMOR VIRUS ACTIVATION: ACTIVATION O F  ENDOGENOUS OBCORNAVIRUSES 
BY R A D I A T I O N  A N D  ENERGY-RELATED ENVIRO%flEkTAL POLLUTANTS 

E,. W. Chan,  fl. P. F i n k e l ,  C. K. Lee, J. A. H i t c h e n ,  C. A. 
R e i l l y ,  Jr., P. J. D a l e ,  I, L.  Greco,  V.  A .  P a h n k e ,  G. Roc- 
k u s ,  a n d  H. F. W i l l i a m s ,  N. E. F a y , t  a n d  J. G. Rose2 

A p r e v a l e n t  h y p o t h e s i s  s u g g e s t s  t h a t  r a d i a t i o n  t u m o r i q e n e s i s  
may i n v o l v e  a  v i r a l  mechanism. However,  a a  u n e q u i v o c a l  e x p e r i -  
m e n t a l  d e m o n s t r a t i o n  is s t i l l  l a c k i n g ,  We h a v e  p r e v i o u s l y  shown 
t h a t  9 o S r ,  a  b o n e - s e e k i n g  r a d i o n u c l i d z ,  i s  a n  e f f e c t i v e  i n d u c e r  
of o s t e o s a r c o m a s  i n  mice. I n  a d d i t i o n ,  we h a v e  i s o l a t e d  v i r u s e s ,  
d e s i g n a t e d  F B J  and  FBR, from m a l i g n a n t  bone t u m o r s  i n  t w o  s t r a i n s  
o f  mice, CF#1 a n d  X / G f ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  t h e  CF#1 s t r a i n ,  t h e  
tumor  was s p o n t a n e o u s ,  w h e r e a s  i n  X/Gf, i t  was i n d u c e d  by 9oSr. 
I n  t h e i r  r e s p e c t i v e  h o s t s ,  t h e s e  two v i r u s e s  a r e  p o t e n t ,  s p e c i f i c  
i n d u c e r s  o f  o s t e o s a r c o m a s .  S ~ n c e  Q o S r  and o u r  m u r i n e  bone  t u m o r  
v i r u s e s  a p p a r e n t l y  a c t  o n  t h e  same t a r g e t  t i s s u e ,  w e  h a v e  a  
u n i q u e  s y s t e m  w i t h  which  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  r a d i a t i o n  t u m o r i -  
g e n e s i s  i n v o l v e s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e s e  l a t e n t  t u m o r  v i r u s e s .  
With c u r r e n t  t e c h n i q u e s  of m o l e c u l a r  b i o l o g y ,  we a r e  s e a r c h i n g  
f o r  s u c h  e v i d e n c e .  

#e aim t o  c h a r a c t e r i z e  t h e s e  v i r u s e s  a n d  d e v e l o p  s p e c i f i c  
J H - c D N A  p r o b e s  a n d  r a d i o i m m u n o a s s a y s  t o  m o n i t o r  t h e i r  e x p r e s s i o n  
i n  v i v o .  The d e m o n s t r a t i o n  o f  a c t i v a t i o n  o f  l a t e n t  c a n c e r - c a u s -  -- -- 
i n g  v i r u s e s  i n  o u r  mouse s y s t e m s  would s u p p o r t  t h e  i d e a  t h a t  
v i r u s e s  are  f u n d a m e n t a l l y  i n v o l v e d  i n  c a n c e r  i n d u c t i o n ,  a n d  i t  
would  b e  a s t e p  t o w a r d  u n d e r s t a n d i n g  how r a d i a t i o n  c a u s e s  c a n c e r .  
F o l l o w i n g  s u c h  a d e m o n s t r a t i o n ,  t h e r e  would b e  r e a s o n  t o  s u s p e c t  
t h a t  c h e m o t h e r a p e u t i c  a n d  i m m u n o t h e r a p e u t i c  a n t i v i r a l  m e a s u r e s  
c o u l d  be  f o u n d  f o r  t h e  p r e v e n t i o n  a n d  c u r e  o f  r a d i a t i o r - i n d u c e d  
cancers. 

We h a v e  p a r t i a l l y  c h a r a c t e r i z e d  t h e s e  m a l i g n a n t  b o n e  t u m o r  
v i r u s e s  a n d  d e v e l o p e d  a p p r o p r i a t e  c e l l  c u l t u r e  s y s t e m s  f o r  t h e i r  
l a r g e - s c a l e  p r o 3 u c t i o n .  Viral a n t i g e n s  a n d  a n t  i se ra  a s  well as 
s p e c i f i c  3 H - c D N A  p r o b e s  a r e  b e i n g  p r e p a r e d .  Attempts a t e  a l s o  
b e i n g  c o n t i n u e d  t o  r e c o v e r  t u m o r  v i r u s e s  f r o m  r a d i o n u c l i d e - i n -  
d u c e d  b o n e  t u m o r s .  

' F a l l  1977 p a r t i c i p a n t  i n  t h e  U n d e r g r a d u a t e  H o n o r s  R e s e a r c h  
P a r t i . c i p a t  i o n  Program,  L a w r e n c e  U n i v e r s i t y .  

2 P a r t i c i p a n t  i n  t h e  1977 Summer R e s e a r c h  I n s t i t u t e  i n  C e l l  
B i o l o g y ,  U n i v e r s i t y  of H a i n e ,  Or0n0.  



B i o c h e m i c a l  S t u d i e s  ---------- ------- 
I n f o r m a t i o n  b a s i c  t o  t h e  a s s e s s m s n t  of  t h e  r o l e  of FR.7 and 

FBR o n c o g e n i c  v i r u s e s  i n  9 o S r - i n d u c e d  o s t e o s a r c o m a  w a s  o b t a i n e d .  
T h e s e  t w o  s a r c o m a  v i r u s e s ,  p r o b a b l y  t h e  most r e l e v a n t  t o  s a r c o m a  
v i r u s  a c t i v a t i o n  s t u d i e s ,  were shown t o  p o s s e s s  60-70s R N A ,  a  
r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e ,  a n d  a  d e n s i t y  i n  s u c r o s e  o f  1 .16  g/ml,  a l l  
c h a r a c t e r i s t i c  o f  t y p e  C R N A  t u m o r  v i r u s e s .  

O f  i n t e r e s t  is t b e  e x t e n t  o f  r e l a t e d n e s s  o f  FBJ a n d  FBR 
v i r u s e s  t o  o t h e r  m u r l n e  o n c o r n a v i r u s e s .  Our p r e l i m i n a r y  
m o l e c u l a r  h y b r i d i z a t i o n s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  s u b s t a n t i a l  
d i f f e r e n c e s  i n  s e q u e n c e  homology b e t w e e n  R L V  ( m u r i n e  Eiauscher 
l e u k e m i a  v i r u s )  a n d  b o t h  FBJ a n d  FBR v i r u s e s .  A 3 H - c D N A  p r o b e  
made from RLV h y b r i d i z e d  86% t o  R L V  D N A  b u t  o n l y  69% t o  FBJ v i r u s  
R N A  a n d  68% t o  FBE v i r u s  R N A ,  a s  a s s a y e d  by h y d r o x y a p a t i t e  c h r o -  
m a t o g r a p h y .  T h e r e  was a l s o  a  s i g n i f i c a n t  d r o p  i n  d i s s o c i a t i o n  
t e m p e r a t u r e - - f r o m  84% t o  700C a n d  7902 ,  r e s p e c t i v e l y .  The  same 
r e a c t i o n  s a m p l e s ,  when a s s a y e d  by S-1 ~ r u c l e a s e ,  gave t h e  foJ.10~- 
iag e o r r o s p o n d l n g  v a l u e s :  50.0% t o  R L V ,  U0.276 t o  FBJ v i r u s  a n d  
27.4% t o  FBR v i r u s  R N A 1 s .  T h e s e  d i f  t e r e n c e s  i n  s e q u o n c e  homology 
were a l s o  e v i d e n t  when t h e  e x p e r i m e n t  was d o n e  i n  r e v e r s e .  Our 
i n i t i a l  J H - c D N A  p r o b e s ,  made f r o m  FBJ v i r u s ,  h y b r i d i z e d  63% t o  
FBJ v i r u s  R N A ,  b u t  o n l y  29.5% t o  P L V  RNB.  S i m i l a r l y ,  a p r o b e  
made t r o m  FBR v i r u s ,  h y b r i d i z e d  8 4 %  t o  FBR v i r u s  B N A  b u t  o n l y  6 2 %  
t o  H L V  R N A .  

I n  a c o l l a b o r a t i v e  s t u d y  w i t h  A r t h u r  F r a n k e l  a n d  Peter 
F i s c h i n g e r  ( N a t i o n a l  C a n c e r  I n s t i t u t e ,  B e t h e s d a )  , we f o u n d  t h a t  
PBJ v l r u s  i s  a l s o  g e n o m i c a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  Holoney  s a r c o m a  
v i r u s .  A b s e n t  frou FBJ v i r u s  a r e  t,ha Moloney s a r c o m a  s p e c i f i c ,  
o r  nsarc,tl s e q u e n c e s .  F u r t h e r m o c e ,  t . h e  r e m a i n i n g  s h a r e d ,  UL 
"corn," s e q u e n c e s  a r e  p o o r l y  r e l a t e d .  

A s t e p  t h a t  o f t e n  limits D N A  p r o b i n g  s t u d i e s  is  t h e  s y n t h e -  
sis o f  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  of 3 H - c D N A  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
r e a c t i o n s .  We r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  t h a t  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
r e a c t i o n s  c a n  b e  g r e a t l y  s t i m u l a t e d  b y  c a r r y i n g  o u t  t h e  r e a c t i o n  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l - - a  n e u t r a l ,  o i l y ,  wate.r- 
s o l u b l e  p o l y m e r .  Our  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  r e a c -  
t i o n  k i n e t i c s  a re  g r e a t l y  e n h a n c e d  a n d  y i e l d s  o f  f a i t h f u l  3 H - c D N A  
p r o b e s  a r e  i m p r o v e d .  T h e s e  i m p r o v e 3  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  
p o t e n t i a l l y  v a l u a b l e  i n  o u r  p r o p o s e d  c D N A  p r o b i n g  s t u d i e s .  

T i s s u e  C u l t u r e  S t u d i e s  ---- ------- ------- 
We h a v e  f o u n d  t h a t  FBJ and  FBR v i r u s e s  a r e  c a p a b l e  o f  i n d u c -  

i n g  m o r p h o l o g i c a l  t r a n s f o r m a t i o n  o f  n o r m a l  3 T 3  f i b r o b l a s t s  
d e r i v e d  f r o m  NIH S w i s s  or  BALB/c mice. On d i l u t i o n ,  t h e y  i n d u c e  
d i s c r e t e  f o c i  o f  t r a n s f o r m e d  ce l l s ,  which  c a n  be  q u a n t - i t a t e d  Lor  



a f o c u s  t i t r a t i o n  a s s a y  f o r  . these t r a n s f o r m i n g  v i r u s . e s .  The 
b e s t  i n d i c a t o r  c e l l  l i n e  f o r  s u c h  f o c u s  t i t r a t i o n  a s s a y s  is t h e  
D55 c l o n e  o f  B A L B / c  cel ls .  

I n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  t r a n s f o r m i n g  a g e n t s ,  b o t h  v i r u s  
p r e p a r a t i o n s  h a v e  n o n t r a n s f o r m i n g  c o m p o n e n t s  2-3 l o g s  i n  e x c e s s  
o f  t h e  t r a n s f o r m i n g  t i ters .  T h e s e  n o n t r a n s f o r m i n g  c o m p o n e n t s  a r e  
r e a d i l y  d e t e c t a b l e  by  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  a s s a y s  a n d  a r e  r o u -  
t i n e l y  q u a n t i t a t e d  b y  a s t a n d a r d  i n f e c t i o u s  c e n t e r  a s s a y ,  t h e  XC 
p l a q u e  a s s a y .  

Our p r o p o s e d  m o l e c u l a r  s t u d i e s  r e q u i r e  m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s  
o f  t h e s e .  v i r u s e s .  T h e r e f o r e  we h a v s  t e s t e d  a number  o f  c e l l  
l i n e s  f o r  t h e i r  l a r g e - s c a l e  p r o d u c t i o n .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  
t h e i r  h o s t  r a n g e  o f  i n f e c t i v i t y  t o  h e  l i m i t e d  t o  m u r i n e  ce l l s .  
W h e r e a s  t h e y  i n f e c t  a n d  r e p l i c a t e  e f f i c i e n t l y  i n  c e l l  l i n e s  
d e r i v e d  f r o m  NIH Swiss ,  B A L B / c ,  C3H, a n d  Sc-l mice, t h e y  a r e  hon-  
i n f e c t i o u s  f o r  c e l l  l i n e s  o f  h a m s t e r ,  dog,  mink ,  b a t ,  ' s h e e p ,  a n d  
human o r i g i n .  Among t h e  m u r i n e  c e l l  l i n e s ,  t h e  b e s t  o n e s  f o r  
p r o d u c i n g  FBJ a n d  FBR v i r u s e s  a r e  t h e  BALB/c a n d  Sc-1  f i b r o b l a s t ,  
r e s p e c t i v e l y .  F i r s t l y ,  t h e s e  i n f e c t e d  ce l l  l i n e s  s t a b l y  p r o d u c e  
h i g h  t i t e r s  o f  t r a n s f o r m i n g  v i r u s  ( 1 0 5  f o c u s - f o r m i n g  u k i t s  p e r  
m l )  . S e c o n d l y ,  t h e  a s s o c i a t e d  n o n t r a n s f o r m i n g  c o m p o n e n t s  a re  
p r e s e n t  i n  e x c e s s  by o n l y  o n e  l o g ,  u n l i k e  t h e  p a r e n t  v i r a l  
e x t r a c t s  a n d  most s a r c o m a  v i r u s  s t o c k s .  S u c h  s a r c o m a - r i c h  v i r u s  
h a r v e s t s  make f e a s i b l e  t h e  a t t e m p t  t o  s y n t h e s i z e  s a r c o m a - s p e c i f i c  
J H - c D N A  p r o b e s .  T h i r d l y ,  FBJ a n d  FBR v i r u s e s  d e r i v e d  f r o m  c e l l  
c u l t u r e s  r e t a i n  t h e i r  o n c o g e n i c i t y .  T h e y  i n d u c e  o s t e o s a r c o m a s  i n  
n e w b o r n  mice o f  t h e i r  r e s p e c t i v e  h o s t  s t r a i n s  w i t h  p o t e n c i e s  com- 
p a r a b l e  t o  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t u m o r  e x t r a c t s .  F o u r t h l y ,  t h e s e  
i n f e c t e d  c e l l s  a d a p t  well t o  g r o w t h  i n  r o l l e r  b o t t l e s  s o  t h a t  a  
c o n s t a n t  s u p p l y  s o u r c e  c a n  b e  p r o v i d e d .  

1n c o l l a b o r a t i o n  w i t h  J a y  Levy  ( C a n c e r  R e s e a r c h  I n s t i t u t e ,  
U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a ,  S a n  F r a n c i s c o ) ,  a n o n v i r u s  p r o d u c i n g  
c u l t u r e  was d e r i v e d  f r o m  a n  o s t e o s a r c o m a  i n d u c e d  i n  a S y r i a n  ham- 
s ter  b y  FBJ v i r u s .  T h e . c e l l s ,  w h i l e  n o t  s p o n t a n e o u s l y  r e l e a s i n g  
v i r u s ,  d o  c o n t a i n  t h e  FBJ s a r c o m a  v i r u s  genome ,  w h i c h  c a n  b e  res- 
c u e d  by a d d i t i o n  of h e l p e r  o n c o r n a v i r u s e s .  T h i s  r e s c u a b l e  
v i r u s - c e l l  s y s t e m  s h o u l d  b e  e s p e c i a l l y  u s e f u l  f o r  v i r a l  a c t i v a -  
t i o n  s t u d i e s .  

I m m u n o l o q i c a l  S t u d i e s  ------- --- ------- 
I n  p r e p a r a t i o n  f o r  i m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s ,  we h a v e  a n a l y z e d  

p r o t e i n s  of  FBJ a n d  FBR v i r u s  by SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  A p a r t  
f r o m  t h e  u s u a l  P30 a n d  GP69-71 of r u u r i n e  C-type v i r u s e s ,  FBJ a n d .  
PBR v i r u s e s  h a v e  low m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  o f  u n i q u e  s i z e  
classes. I n s t e a d  of P10, P12,  a n d  PIS ,  t h e y  h a v e  P9  a n d  P I  1. 
T h i s  f i n d i n g  f u r t . h e r  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  are d i s t i n c t  from o t h e r  
m u r i n e  C - t y p e  v i r u s e s .  Viral a n t i s e r a  a n d  1 2 5 1 - l a b e l e d  a n t i g e n s  
a r e  b e i n g  p r e p a r e d  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c o m p e t i t i v e  
r a d i o i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e s e  v i r u s e s .  



V i r u s  I s o l a t i o n s  from 9 o S r  T u m o r s  ---- -------- ---- ---- ----- 
C e n t r a l  t o  o u r  s t u d y  is t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  9 o S r - i n d u c e d  

o s t e o s a r c o m a s  c o n t a i n  v i r u s e s  c a p a b l e  ~f c a u s i n g  t h e  same m a l i g -  
n a n c y .  The f o l l o w ~ n g  o b s e r v a t i o n s  were made  w i t h  9 o S r - i n d u c e d  
o s t e o s a r c o m a s :  

1)  f l o s t  e x t r a c t s  made from 9 o S r - i n d u c e d  o s t e o s a r c o m a s  c o n -  
' t a i n  v i r u s e s  d e t e c t a b l e  b y  i n f e c t i v i t y  a s s a y s  m o n i t o r e d  by 
r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  a n d  XC p l a q u e  tests.  

2) T h e  m a j o r i t y  of t u m o r s  p l a c e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e  o r  c o c u l -  
t u r e d  w i t h  s u s c e p t i b l e  h o s t  c e l l s  p r o d u c e  i n f e c t i o u s  v i r u s  
d e t e c t a b l e  by  t h e  same tests.  T h e  t r a n s f  o r  ming a n d  t u m o r  i g e n i c  
p o t e n t i a l s  o f  t h e s e  i s o l a t e s  are b e i n g  e v a l u a t e d .  

3) P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  v i r u s e s ,  a s  d e t e c t e d  
b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  a s s a y s ,  a r e  s3metimes p r e s e n t  i n  c o n t r o l  
c e l l  c u l t u r e s  d e r i v e d  f r o m  k i d n e y s ,  l i v e r ,  s p l e e n ,  a n d  l u n g  of 
normal CF#1 a n d  X / G f  mice. T h e  v i r u s  s t a t u s  i n  n o r m a l  t i s s u e s  
w i l l  b e  c o n f i r m e d  a n d  i s o l a t e s  w i l l  Le c h a r a c t c r i c o d .  

B i o l o g i c a l  S t u d i e s  ----- ---- 
S i n c e  F B J  a n d  PBR v i r u s e s  h a v e  s u c h  c o n t r a s t i n g  h o s t  r a n q e s ,  

we i n i t i a t e d  s t u d i e s  d e s i g n e d  t o  e x a m i n e  h o s t  g e n e t i c  c o n t r o l  o f  
s u s c e p t i b i l i t y  t o  t h e s e  v i r u s e s .  FBJ  v i r u s  is h i g h l y  o n c o g e n i c  
i n  CF#l mice a n d  almost n o n o n c o g e n i c  i n  t h e  X / G f  s t r a i n ,  w h e r e a s  
FBR v i r u s  is  h i g h l y  o n c o g e n i c  i n  X / G f  mice a n d  a l m o s t  n o n o n c o -  
g e n i c  i n  t h e  CF#1 s t r a i n .  We s L u d i e d  t h e  c a n s o r - i n d n c i n g  p r o p e r -  
t i e s  of e a c h  v i r u s  i n  t h e  h y b r i d  u l f s p r i n g  o f  a CFg1-X/Gf c r o s s .  
T h e s e  h y b r i d  o f f s p r i n g  were s u s c e p t i b l e  t o  t u m o r  i n d u c t i o n  by 
e i ther  s a r c o m a  v i r u s ,  b u t  this s u s c e p t i b i l i t y  was s i g n i f i c a n t l y  
less t h a n  t h a t  o f  p a r e n t a l  s t raias .  T h i s  is t r u e  i n  all e n d  
p o i n t s  m e a s u r e d :  t h e  number  o f  mice t h a t  d e v e l o p e d  s a r c o m a s ,  t h e  
time a t  w h i c h  d e a t h  o c c u r r e d  f r o m  t h e  s a r c o m a ,  a n d  t h e  mean num- 
be r  of s a r c o m a s  p e r  a n i m a l .  

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  m a l i g n a n t  Y H J  virus we have p r e v i o u s b y  
i s o l a t e d  a s e c o n d  v i r u s  from CFgl mice, t h e  b e n i g n  b o n e  t u m o r  
v i r u s ,  RFB, w h i c h  i n d u c e s  o s t e o m a s .  T h e s e  t w o  CF#1 v i r u s e s  h a v e  
s imi la r  h o s t  r a n g e  s p e c i f i c i t i e s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  They  i n f e c t  
a n d  r e p l i c a t e  t o  h i g h  t i t e r s  i n  w h o l e  e m b r y o n i c  c e l l  c u l t u r e s  
d e r i v e d  f r o m  C F # ~ ,  CBA, a n d  N I H  S w i s s  mice, b u t  n o t  f r o m  t h e  X / G f  
s t r a i n .  U n l i k e  t h e  m a l i g n a n t  v i r u s  FBJ, h o w e v e r ,  t h e  b z n i g n  
v i r u s  RFB f a i l e d  t o  i n d u c e  m o r p h o l o g i c  t r a n s f o r m a t i o n  i n  c u l t u r e s  
f r o m  s u s c e p t i b l e  h o s t s .  It w i l l  b e  i n t e r e s t i n g  t o  see, f r o m  o u r  
p r o p o s e d  g e n o m i c  s t u d i e s ,  w h e t h e r  t h 3 r e  is a se t  o f  s e q u e n c e s  
p r e s e n t  i n  FBJ,  b u t  a b s e n t  i n  RFB. I f  s o ,  s u c h  s e q u e n c e s  c o u l d  
p r o v i d e  a m o l e c u l a r  b a s i s  f o r . t h e  o b s e r v e d  b i o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  FBR a n d  RFB v i r u s e s  w i t h  r e g a r d  t o  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  
m a l i g n a n c y .  



V i r u s e s  f r o m  ~ i b r o s ~ r c o m a s  I n d u c e d  hy S i l a s t i c  Discs - - - -  ---- --------- ------- 
We h a v e  a l s o  l o o k e d  fo r  v i r u s e s  i n  f i b r o s a r c o m a s  i n d u c e d  by 

15-mm s i l a s t i c  d i s c s  i m p l a n t e d  u n d e r  t h e  s k i n  of  SKH h a i r l e s s - 1  
mice which were s u p p l i e d  by R .  J. !I. F r y  a n d  D. D. Grube.  C u l -  
t u r e s  d e r i v e d  f r o m  t h e s e  t u m o r s  c o n t a i n e d  v i r u s  ( e s )  d e t e c t a b l e  by 
XC p l a q u e  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  a s s a y s .  T h e i r  t r a n s f o r m i n g  
a n d  o n c o g e n i c  p o t e n t i a l  a r e  b e i n g  e v a l u a t e d .  

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  two o s t e o s a r c o m a  v i r u s e s  c e n t r a l  t o  o u r  
r a d i a t i o n / v i r a l  c o c a r c i n o g e n e s i s  s t u d i e s ,  F B J  a n d  FBR, h a v e  b e e n  
p a r t i a l l y  c h a r a c t e r i z e d .  With  o u r  p r e v i o u s  m o r p h o l o g i c  s t u d i e s ,  
t h e  p r e s e f i t  b i o c h e m i c a l  and  b i o p h y s i c a l  d a t a  h e l p  e s t a b l i s h  t h a t  
t h e y  b e l o n a  t o  t h e  Type C r e t r o v i r u s  g r o u p .  G e n o m i c a l l y ,  F B J  a n d  
F B R  a re  d i f f e r e n t  f r o m  a t  l e a s t  two o t h e r  m u r i n e  l e u k e m i a  a n d  
s a r c o m a  v i r u s e s .  T h i s  f i n d i n g  was  n o t  u n e x p e c t e d  b e c a u s e  o u r  
v i r u s e s  h a v e  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  t h a t  a r e  d i s t i n c t  f rom t h o s e  
of o t h e r  m u r i n e  v i r u s e s .  

S e v e r a l  s i g n i f i c a n t  l o g i s t i c  a n d  t e c h n i c a l  a d v a n c e s  h a v e  
b e e n  made t h a t  a re  i m p o r t a n t  t o  t h e  p r o g r e s s  o f  o u r  p rogram.  
F i r s t l y ,  we h a v e  e s t a b l i s h e d  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  t h a t  s t a b l y  
y i e l d  l a r g s  q u a n t i t i e s  o f  h i g h - t i t e r e d ,  t r a n s f o r m i n g ,  a n d  t u m o r -  
i q e n i c  v i r u s e s  w i t h o u t  a v a s t  e x c e s s  3f t h e  n o n t r a n s f o r m i n g  com- 
p o n e n t s .  S e c o n d l y ,  t h e  o b s e r v e d  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o f  p o l y -  
e t h y l e n e  g l y c o l  on  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e s  s h o u l d  b e  v a l u a b l e  i n  
o u r  e f f o r t s  t o  s y n t h e s i z e  J H - c D N A  . p r o b e s .  T h i r d l y ,  t h e  u n i q u e  
PI1 v i r a l  p r o t e i n  c o m p o n e n t  may p r o v i d e  u s  a h a n d l e  f o r  d e v e l o p -  
i n g  s p e c i f i c  r a d i o i m m u n o a s s a y s  f o r  t h e s e  v i r u s e s .  T h e s e  a d v a n c e s  
s h o u l d  f a c i l i t a t e  t h e  d e v e l o p m e n t  of  s p e c i f i c  m o l e c u l a r  ? r o b e s  
a n d  r a d i o i m m u n o a s s a y s  t h a t  we s h a l l  u s e  t o g e t h e r  w i t h  o t h e r  
a s s a y s  t o  m o n i t o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  v i r u s e s  d u r i n g  9 o S r  
i n d u c l l u u  oL o s t e o s a r c o m a s .  

C A R C I N O G E N  DETECTOR SYSTEHS: STUDIES ON &g V I T R O  DETECTION SYS- 
TEYS FOR CARCINOGENS A N D  BTOPHYSICAL A N D  I N H U B O L O G I C A L  dARKERS 
FOd T U H O R  I N I T I A T I O N  A N D  PROGRESSION 

T. E. O Q C o n n o r ,  B. A. S e d i t a ,  a n d  D. D. G r u b e  

E x i s t i n g  o r  new modes of e n e r g y  p r o d u c t i o n  c a n  p o t e n t i a l l y  
release c a r c i n o g e n i c  a g e n t s  i n t o  t h e  w o r k p a a c e  o r  g e n e r a l  e n v i -  
ronment .  An e f f e c t i v e  p r o g r a m  f o r  p r e v e n t i o n  o f  c a n c e r  by s u c h  
e n e r g y - a s s o c i a t e d  p o l l u t a n t s  s h o u l d  i n c l u d e .  p r o c e d u r e s  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  c a r c i n o g e n  e f f e c t s  i n  a s i m p l e  b i o l o g i c a l  s y s t e m ,  



w h i c h  c a n  b e  r o u t i n e l y  e m p l o y e d  i n  m o n i t o r i n g  e x p o s u r e  t o  c a r c i n -  
o g e n i c  p o l l u t a n t s ,  a n d ,  i n  a d d i t i o n ,  p r o c e d u r e s  f o r  d e t e c t i n g  
e a r l y ,  p r e n e o p l a s t i c  c h a n g e s  i n  e x p o s e d  p o p u l a t i o n s .  s u c h  p r o c e -  
d u r e s  f o r  c a r c i n o g e n  m o n i t o r i n g  a n d  c a r c i n o g e n e s i s  d e t e c t i o n  i n  
e x p o s e d  p o p u l a t i o n s  s h o u l d  b e  b a s e d  o n  m o l e c u l a r  p r o c e s s e s  t h a t  
a r e  d e m o n s t r a b l y  r e l e v a n t  t o  t h e  c a r c i n o g e n e t i c  p r o c e s s .  A s  
s u c h ,  t h e y  s h o u l d  a l s o  b e  p o t e n t i a l l y  u s e f u l  i n  e x p l o r a t i o n  of  
phenomena o f  t u m o r  i n i t i a t i o n  a n d  p r o m o t i o n  i n  test  a n i m a l s  a n d  
man. 

The r o l e  o f  m u t a t i o n  i n  c a r c i n o g e n e s i s  r e m a i n s  c o n t r o v e r -  
s i a l .  S t u d i e s  on  t h e  e x p o s u r e  o f  b a c t e r i a l  c e l l  s y s t e m s  t o  mu.ta- 
g e n s  h a v e  . i n d i c a t e d  a n  e m p i r i c a l  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  m u t a g e n i c i t y  
i n  s u c h  s y s t e m s  a n d  c a r c i n o g e n i c c i t y  i n  a n i m a l s .  N e v e r t h e l e s s ,  
t h e  B o v e r i - H a k i n o  s o m a t i c  m u t a t i o n  t h e o r y  o f  c a n c e r  h a s  n o t  
r e c e i v e d  d e f i n i t i v e  d e m o n s t r a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  l i t e r a t u r e  
p r o v i d e s  g r o w i n g  d o c u m e n t a t i o n  of r e v e r s i o n s  o f  s e v e r a l  t u m o r  
t y p e s  t o  n o n m a l i g n a n t  p h e n o t y p e s  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  back-ma- 
t a t i c r n  a p p e a r s  e x c l u d e d .  Thus  c a r c i n o g e n e s i s  a p p e a r s  t o  a r i s e  
f r o m  a  m i s d i f f e r e n t i a t i o n  i n  w h i c h  s o m a t i c  m u t a t i o n  may Be l n c i -  
il ent.a 1. 

A number o f  o b s e r v a t i o n s  i n  s e v a r a l  l a b o r a t o r i e s  s u g g e s t s  
t h a t  c h r o m a t i n  p r e p a r a t i o n s  o f  a n i m a l  t i s s u e s  c o n t a i n  a n t i g e n i c  
d e t e r m i n a n t s  a n d  n o n h i s t o n e  a c i d i c  p r o t e i n s  t h a t  a r e  t i s s u e  s p e -  
c i f i c .  Tumor i n d u c t i o n  i n v o l v e s  g e n e r a t i o n  o f  n e o a n t i g e n s  and  an  
a l t e r e d  s e t  o f  c h r o m a t i n  n o n h i s t o n e  p r o t e i n s  t h a t  a r e  t i s s u e  s p e -  
c i f i c .  

I n  a  new p r o g r a m  i n i t i a t e d  i n  1377 ,  we a r e  e x p l o r i n g  t h e  
v a l i d i t y  o f  t h e s e  f i n d i n g s  a s  a  b a s i s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  of  new 
c a r c i n o g e n  d e t e c t o r  s y s t e m s  a n d  a s  b i o p h y s i c a l  a n d  i m m u n o l o g i c a l  
m a r k e r s  i n  t u m o r  i n i t i a t i o n  a n d  p r o m o t i o n .  

The  i r ~  v j t r o  c e l l  d e t e c t o r  s y s t e m s  f o r  c a r c i n o g e n s  i n v o l v e  
e s t a b l i s h m e n t  o f  c e l l  c u l t u r e  s y s t e m s ,  d e r i v e d  from s t r a i n  1 2 9  
S v S l  mouse t e r a t o c a r c i n o m a ,  t h a t  c a n  u n d e r g o  d i f f e r e n t i a t i o n  
u n d e r  c o n t r o l l e d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s .  The c e l l  t y p e s  i n v o l v e d  i n  
t h e s e  d i f f e r e n t i a t i o n s  w i l l  b e  e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i z e d ,  w i t h  
p a r t i c u l a r  e m p h a s i s  o n  t h e i r  a n t i g e n i c i t y  a n d  t h e  c o m p o s i t i o n  of 
c h r o m a t i n  c o n s t i t u e n t s ,  a n d  on t h e i r  p a t t e r n s  of  p r o t e i n  s y n t h e -  
sis a s  e s t a b l i s h e d  by + .wo-d imens iona l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  The 
c h a r a c t e r i z e d  c e l l  t y p e s  w i l l  t h e n  b z  e x p ~ s e d  t o  a  v a r i e t y  o f  
m u t a g e n s  a n d  c a r c i n o g e n s ,  a n d  t h e  e f f  a c t  o f  t h e  e x p o s u r e  o n  ce l -  
l u l a r  p h e n o t y p e  a n d  c h r o m a t i n  c h a r a c t e r i s t i c s  w i l l  b e  d e t e r m i n e d .  

I n  p a r a l l e l  s t u d i e s ,  c o n d u c t . e d  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  e .  Per- 
a i n o ,  t r a n s p l a n t a b l e  r o d e n t  l i v e r  t u m o r s  a r e  e x a m i n e d  fo r  t h e i r  
p a t t e r n s  o f  c e l l u l a r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  and  t h e  p r e s e n c e  o f  cominon 
c h r o m a t i n  a n t i q e n s  a n d  n o n h i s t o n e  c h r o m a t i n  p r o t e i n s .  Any immu- 
n o l o g i c a l  a n d  b i o p h y s i c a l  m a r k e r s  t h a t  a r e  e s t a b l i s h e d  w i l l  b e  
u t i l i z e d  i n  a  f u r t h e r  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  b i o c h e m i c a l  a n d  immuno- 
l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t u m o r  i n i t i a t i o n  a n d  p r o g r e s s i o n .  
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The n e e d  f o r  r a p i d  tes ts  f o r  c a r c i n o g e n i c i t y  o f  e n v i r o n m e n -  
t a l  p o l l u t a n t s  h a s  b e e n  e m p h a s i z e d  i n  t h e  p r e c e d i n g  r e p o r t s .  
B e c a u s e  o f  t h e  l o n g  time a n d  t h e  h i g h  cost  r e q u i r e m e n t s  of t h e  
c u s t o m a r y  s e a r c h  f o r  o v e r t  t u m o r  p r o d u c t i o n  i n  mammals by s u s p e c t  
a g e n t s ,  e m p h a s i s  h a s  b e e n  d i v e r t e d  t o  t e s t i n g  f o r  m u t a g e n s ,  a s  a  
f i r s t  s t e p  t o w a r d  t e s t i n g  f o r  c a r c i n o q e n s .  The m o s t  r a p i d  a n d  
most u s e d  t e s t s  f o r  m u t a g e n i c i t y  a r e  s u c h  r e v e r t a n t  m u t a n t  m i c r o -  
b i a l  t e c h n i q u e s  a s  t h e  Ames tes t .  O t h e r  tes ts  fo r  m u t a g e n e s i s '  
r a n g e  t h r o u g h  t i s s u e  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  t o  s t u d i e ' s  i n v o l v i n g  
whole  mammals. A l t h o u g h  t h e  l a t t e r  a r z  t h e  most v a l i d ,  t h e y  gen- 
e r a l l y  s u f f e r  f rom t . h e  d e f e c t s  o f  l o n g  time r e q u i r e m e n t s  and  l o w  
i n c i d e n c e  o f  d e t e c t a b l e  m u t a t i o n s .  

We h a v e  d e v i s e d ,  a n d  s u b j e c t e d  t o  p r e l i m i n a r y  t e s t i n g ,  a  new 
t e c h n i q u e  f o r  d i r e c t  o b s e r v a t i o n  o f  m u t a g e n e s i s  i n  mamma1.s. 
A l t h o u g h  i m p l e m e n t a t i o n  o f  t h e  c o n c e p t  st i l l  r e q u i r e s  a l o n g  time 
~ e r i o d ,  t h e  s y s t e m  c a n  d e t e c t  o v e r  a h u n d r e d  m a r k e r s  s i m u l t a n e -  
o u s l y  i n  s i n g l e  p l a s m a  s a m ~ l e s ,  a n d  t h u s  p a r t l y  c o m p e n s a t e s  f o r  
t h e  e x p e c t e d  l o w  m u t a t i o n  ra te .  

The t e c h n i q u e  c o n s i s t s  o f  f e e d i n g  male  mice a d i e t  c o n t a i n -  
i n g  t h e  s u s p e c t  a g e n t .  ( O t h e r  moies  o f  a d m i n i s t r a t i o n  a r e  
e q u a l l y  f e a s i b l e . )  After some w e e k s  o n  t h e  s p e c i a l  d i e t ,  t h e  
m a l e  i s  mated  t o  n o r m a l  f e m a l e s ,  and  t h e  F1 g e n e r a t i o n  is e x a -  
mined  a f t e r  w e a n i n g .  The e x a m i n a t i o n  c o n s i s t s  o f  s u b j e c t i n g  
. b l o o d  p l a s m a  t o  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e n  i n c u b a t -  
i n g  t h e  g e l s  i n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  a number  of s u b s t r a t e s  f o r  
d e h y d r o g e n a s e s  a n d  o x i d a s e s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  t w o  c o e n z y m e s  N A D  
a n d  NADP, t h e  e l e c t r o n  c a r r i e r  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  (PHS) , a n d  
t h e  u l t i m a t e  g e l  marker n i t r o b l u e  t e t r s z o l i u m  (NBT) .  It was s o o n  
f o u n d  t h a t  n o r m a l  p l a s m a  c o n t a i n s  a c t i v i t y  f o r  l a c t a t e  d e h y d r o g e -  
n a s e  (LDH) , m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( H D H )  , g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  dehy-  
d r o g e n a s e  (G6PD), a n d  x a n t h i n e  o x i d a s e  ( X O ) .  E a c h  p l a s m a  i s  
t h e r e f o r e  e l e c t r o p h o r e s e d  on  f o u r  g e l s :  t h e  f irst  g e l  is i n c u -  
b a t e d  i . n  a m i x t u r e  o f  l a c t a t e  p l u s  g l u c o s e ,  6 - p h o s p h o g l u c o n a t e ,  
s u c c i n a t e ,  a n d  i s o c i t r a t e ;  t h e  s e c o n d  g e l  i s  i n c u b a t e d  i n  a  mix- 
t u r e  c o n t a i n i n g  malate, e t h a n o l ,  c y t o c h r o m e  C ,  s a r c o s i n e ,  k y n u r a -  
mine ,  a n d  p u t r e s c i n e ;  t h e  t h i r d  g e l  m i x t . u r e  c o n t a i n s  g l u -  
c o s e - 6 - p h o s p h a t e ,  u r a t e ,  p r o p i o n a l d e h y d e ,  g l y c e r o p h o s p h a t e ,  
g l y c o l a t e ,  a n d  p h e n y l l a c t a t e ;  a n d  t h e  f o u r t h  g e l  c o n t a i n s  hypo- 
x a n t h i n e ,  x y l i t o l ,  D L - a l a n i n e ,  D L - p r o l i n e ,  D L - g l u t a m a t e ,  a n d  u r i -  
dine-5'-diphosphoglucose.. A l l  g e l s  a l s o  c o n t a i n  N A D ,  N A D P ,  PUS, 
a n d  NBT. 



I f  o n e  c o n s i d e r s  (1 )  t h a t  many o f  t h e  a b o v e  s u b s t r a t e s  a r e  
a c t e d  upon by e n z y m e s  u s i n g  N A D ,  b y  enzymes  u s i n g  N A D P ,  a n d  by 
e n z y m e s  u s i n g  n o  c o e n z y m e  (e .g . ,  a n  o x i d a s e )  ; (2) t h a t ,  i n  many 
c a s e s ,  e a c h  e n a n t i o m o r p h  o f  t h e  s u b s t r a t e  h a s  i ts own e n z y m e ( s )  ; 
a n d  ( 3 )  t h a t ,  i n  many c a s e s ,  t h e  enzyme i n  q u e s t i o n  is  composed 
o f  two o r  more  s u b u n i t s ,  e a c h  o f  w h i c h  is s u b j e c t  t o  m u t a t i o n ,  it  
c a n  b e  c a l c u l a t e d  t h a t  t h e  s y s t e m  p o s s e s s e s  well o v e r  a  h u n d r e d  
p o t e n t i a l  markers of m u t a t i o n .  T h e s e  m a r k e r s  are, m o r e o v e r ,  b i o -  
c h e m i c a l l y  i d e n t i f i a b l e .  

I n  t h e  l i m i t e d  time t h i s  s y s t e m  h a s  b e e n  u n d e r  s c r u t i n y ,  we 
h a v e  t e s t e d  a p p r o x i m a t e l y  9 0  p l a s m a s  f r o m  n o r m a l  mice, a n d  
a p p r o x i m a t e l y  400  p l a s m a s  from t h e  p r o g e n y  o f  m a l e s  f e d  f o r  v a r i -  
o u s  p e r i o d s  o f  time on d i e t s  c o n t a i n i n g  a m i n o t r i a z o l e ,  p h e n o b a r -  
b i t a l ,  D D T ,  BHT,  AAF, o r  dimethylaminoazobenzene, i. e., s e v e r a l  
known c a r c i n o g e n s  a n d  some known n o n c 3 r c i n o g e n  " p r o m o t e r s . "  I n  
these p r e l i m i n a r y  series,  n o  t r u l y  a b n o r m a l  i s o z y m e  s i t u a t i o n s  
were e n c o u a t  e r e d .  I t  is c o n ~ i d e r e d  t h a t  these p r e l i m i n a r y  
r e s u l t s  a r e  i n a d e q u a t e  e i C L e r  t o  d e m o n s t r a t e  o r  t o  d i s p r o v e  t h e  
v a l i d i t y  o f  t h e  c o n c e p t .  

PERTINENT PAPERS, J A N U A R Y  1 9 7 7  T H R O U G H  J U L Y  1 9 7 8  

F e i n s t e i n ,  R. N. C i n n a b a r i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  i n  n o r m a l  a n d  
a c a t a l a s e m i c  mice. P r o c .  Soc. Exp. B i o l .  Ned. ( i n  p r e s s ) .  

F e i n s t e i n ,  R .  N. A c a t a l a s e m i a  ( T a k a h a r a g s  d i s e a s e ) .  S e o n t a n e g u s  
Animal  H o d e l s  f o r  Human D i s e a s e s  ( i n  p r e s s ) ,  - - - -  ------ --- ---- ------- 

F e i n s t e i n ,  R. N.. K .  J .  ri. F L Y ,  a n d  E. F. S t a f f e l d t .  C a r c i u u -  
g e n i c  a n d  a n t i t u m o r  e f f e c t s  of  a m i n o t r i a z o l e  on a c a t a l a s e m i c  
a n d  n o r m a l  c a t a l a s e  mice. J. Nat. C a n c e r  I n s t .  ,-I 60 
1113-1116 ( 1 9 7 8 ) .  

F e i r s t e i n ,  R. N.,  R. 3. !l. F r y ,  a n d  E. F. S t a f f e l d t ,  C o m p a r a t i v e  
e f f e c t s  o f  a m i n o t r i a z o l e  o n  n o r m a l  and a o a t a l a s e m i c  mice. 
J. E n v i r o n .  P a t h o l .  ~ o x i c o l .  ( i n  p r e s s )  . 

F i n k e l ,  t'4. P. B o o k  r e v i e w :  B i o l o g y  oE r a d i a t i o n  c a r c i n o g e n e s i s .  
E d i t e d  by J. H. Yuhas ,  R.  W.  T e n n a n t ,  a n d  J. D. Regan.  
Raven P r e s s ,  N e w  York (1976)  3 4 7  pp.  H e a l t h  Phys.  --I 32 
201-202 (1  977)  . 

F r y ,  R.  J. H .  R a d i a t i o n  c a r c i n o g e n e s i s .  I n t .  J. R a d i a t .  Onco l -  
ogy ,  Biol .  Phys.  3, 219-226 ( 1  977) . 



F r y ,  B. J. d . ,  a n d  E. J. A i n s w o r t h .  f i a d i a t i o n  i n j u r y :  Some 
a s p e c t s  o f  t h e  o n c o g e n i c  e f f e c t s .  Fed. P r o c .  26, 1703-1707 
( 1 9 7 7 ) .  

F r y ,  R. J. M., E. F. S t a f f e l d t ,  a n d  S. A. r y l e r .  Some p r o b l e m s  
a r i s i n g  i n  a n a l y s i s  o f  l a r g e - s c a l e  a n i m a l  i r r a d i a t i o n  e x p e r -  
i m e n t s .  --------- P r o c e e d i n g s  qf I n s t i t g h g  of E n e r g y  A n a l y s i s  
Workshop,  Oak R i d g e ,  TN, S e p t e m b e r  1977  ( i n  p r e s s )  . ------- 

Gonzalez-Lama,  Z., a n d  R .  N. F e i n s t e i n .  A s o l u b l e  p e r o x i d a s e  i n  
h e a r t  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  of r a t  and mouse. P r o c .  Soc .  Exp. 
Biol. Ned. 132, 322-354 ( 1 9 7 7 ) .  

Gonzalez-Lama,  Z., a n d  R. N .  F e i n s t e i n .  T h y r o i d  p e h o x i d a s e  o f  
t h e  p i g ,  d.09, r a t ,  a n d  mouse.. Biochem. Ned. - 17,  292-299 
( 1 9 7 7 ) .  

Grube,  D. D., R.  D. Ley,  a n d  R .  J. d .  F r y .  P h o t o s e n s i t i z i n g  
e f f e c t s  o f  8 - m e t h o x y p s o r a l e n  on t h e  s k i n  o f  h a i r l e s s  mice-- 
11. S t r a i n  a n d  s p e c t r a l  d i f f e r e n c e s  f o r  t u m o r i g e n e s i s .  
Photochem.  P h o t o b i o l .  2S, 269-276 (1  577)  . 

Haugen, D. A., L. G. Armes, K .  T. Yasunobu,  a n d  B. J. Coon. A m i -  
n o - t e r  m i n a l  s e q u e n c e  o f  p h e n o b a r b i t a l - i n d u c i b l e  c y t o c h r o m e  
P-450 f r o m  r a b b i t  l i v e r  mic rosomes :  S i m i l a r i t y  t o  h y d r o p h o -  
b i c  a m i n o - t e r m i n a l  s e g m e n t s  of p r e p r o t s i n s .  Biochem. Bio -  
phys .  Res.. Commun. 17, 967-973  (1977 ) .  

Haugen,  D. A.,  a n d  l¶. J. Coon. P r o p e r t i e s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  
homogeneous  ' p h e n o b a r b i t  a l - i n d u c i b l e  a n d  
B-naphthoflavone-inducible f o r m s  o f  l i v e r  m i c r o s o m a l  c y t o -  
c h r o m e  P-450. J. B i o l .  Chem. 211, 7929-7939 ( 1 9 7 6 ) .  

K r a s i n ,  F., S. P e r s o n ,  R .  D. Ley, a n d  F. H u t c h i n s o n .  D N A  cross- 
l i n k s ,  s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s  a n d  e f f e c t s  o n  b a c t e r i o p h a g e  T4 
s u r v i v a l  f r o m  t r i t i u m  d e c a y  o f  [ 2 - J H I a d e n i n e ,  [ 8 - J H J a d e n i n e  
a n d  ( 8 - 3 H l q u a n i n e .  J. Mol. Biol .  101, 197-239 ( 1 9 7 6 ) .  

Levy,  J. A. ,  P. L. Kazan,  C. A. R e i l l y ,  Jr. ,  a n d  M .  P. F i n k e l .  
FBJ o s t e o s a ~ c o m a  v i r u a  in tissue c u l t u e e .  111. I s o P a t f o n  
a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of n o n - v i r u s - p r o d u c i n g  F B J - t r a n s f o r m e d  
cells.  J. V i r o l .  22, 11-15 ( 1 9 7 8 ) .  

Ley, R. D., D. D. G r u b e ,  a n d  R. J. a. F r y .  P h o t o s e n s i t i z i n g  
effects  o f  8 - m e t h o x y p s o r a l e n  on  t h e  s k i n  o f  h a i r l e s s  
mice--I. F o r m a t i o n  of i n t e r s t r a n d  c r ~ s s - l i n k s  i n  e p i d e r m a l  
DNA.  Photochem.  P h o t o b i o l .  25, 265-268 (1977) .  

Ley, R. D., B. A. S e d i t a ,  a n d  E. Boye. D N A  p o l y m e r a s e  I - m e d i a t e d  
r e p a i r  o f  3 6 5  nm-induced s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s  i n  t h e  D N A  of  

, 323-327 E s c h e r i c h i a  c o l i .  Photochem.  P h o t o b i o l .  2 7  ---------- ---- 
(1978) 



L e y ,  R. D m ,  B. A. S e d i t a ,  a n d  D. D. Grube. A b s e n c e  o f  p h o t o r e a c -  
t i v a t i o n  of  p y r i m i d i n e  d i m e r s  i n  t h e  e p i d e r m i s  o f  h a i r l e s s  
mice f o l l o w i n g  e x p o s u r e s  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t .  Photochem.  
P h o t o b i o l ,  21, 483-485 (1 9 7 8 ) .  

Ley,  R o  D., B. A. S e d i t a ,  D. D: G r u b e ,  a n d  R .  J. fi, F r y .  I n d u c -  
t i o n  a n d  p e r s i s t e n c e  o f  p y r i m i d i n e  d i m e r s  i n  t h e  e p i d e r m a l  
D N A  o f  two s t r a i n s  o f  h a i r l e s s  mice. C a n c e r  Res. --I 37 
3243-3248  (1 977)  . 

L i n d a h l ,  R . ,  a n d  R .  N .  F e i n s t e i n .  P u r i f i c a t i o n  a n d  immunochemi- 
c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  
2 - a c e t y l s m i n o f  l u o r e n e - i n d u c e d  r a t  h e p a t o m a s .  Biochim.  Bio- 
p h y s .  Acta 952, 345-355 ( 1 9 7 6 ) .  

O ( C o n n o r ,  T. E., C. D. A l d r i c h ,  a n d  V. S. S e t h i .  I n t e r r u p t i o n  o f  
o n c o s e a v i r u s  r e p l i c a t i o n  by m o d i f i e d  r i  f a m y c i n  a n t i b i o t i c s .  
T h i r d  C o n f e r e n c e  gq AL$iviral SubShqgc_eg. gd. E. C. Herr- ----- -------- 
a a n n ,  Jr. Ann. N .  Y. Aced. Sci.  223, 544-565 ( 1 9 7 7 ) .  

P e r a i n o ,  C, ,  R.  Jb 1. F r y ,  a n d  D, 9. Gruhe,. D r u g - i n d u c e d  
e n h a n c e m e n t  o f  h e p a t i c  t u m o r i g e n e s i s .  ---,-,, C a r c i n o q e n e s i s  ----,I ,,, Vol .  
2. - ---------- N e c h a n i s m s  pf z u m o r  g r o m o t i ~ q  2nd C o c a r c i n o q g g g s . g .  
Eds.  T. J. S l a g a ,  A .  S i v a k ,  a n d  R.  K .  b o u t w e l l .  Raven 
Press, N e w  York,  1978 ,  pp. 42'1-432. 

P e r a i n o ,  C.,  R. J .  H. F r y ,  a n d  E. S t a f f e l d t .  E f f e c t s  o f  v a r y i n g  
t h e  o n s e t  a n d  d u r a t i o n  o f  e x p o s u r e  t o  p h e n o b a r b i t a l  on i ts  
e n h a n c e m e n t  o f  2-acetylaminofluorene-induced h e p a t i c  t u m o r i -  
g e n e s i s .  C a n c e r  Res. 31, 3623-3627 (1 9 7 7 ) .  

P e r a i n o ,  C . ,  R. J. M. F r y ,  E. S t a f f e l d t ,  a n d  J. P. C h r i s t o p h e r .  
E n h a n c i n g  e f f e c t s  o f  p h e n o b a r b i t o n e  and b u t y l a t e d  h y d r o x y -  
t o l u e n e  o n  2-acetylaminofluorene-induced h e p a t i c  t u m o r i q e n -  
e s i s  i n  the r a t .  Foud Cosmet .  T o x i c o i .  l5, 83-96 ( 1 9 7 7 ) .  

R e i l l y ,  C. A m ,  Jr., P. J. Dale, D o  L. S u t z e i t ,  a n d  N. P, F i n k e l .  
I n t e r f e r e n c e  b y  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  o f  t u m o r i g e n e s i s  by 
m u r i n e  s a r c o m a  v i r u s .  ------- A d v a n c e s  -- i n  C o m p a r a t i q g  Leukemia  
R e s e a r c h  1977 .  Eds.  P. B e n t v e l z a n  e t  a l .  E l s e v i e r / N o r t h -  ------- ---- 
H o l l a n d  B i o m e d i c a l  P r e s s ,  T h e  N e t h e r l a n d s ,  1978 ,  pp. 
228-229.  

S h e n o y ,  S. T., a n d  C. P e r a i n o .  C h a n g e s  i n  l i v e r  c o m p o s i t i o n  i n  
p h e n o b a r b i t a l - i n d u c e d  h e p a t o m e g a l  y. Erp.  Nol. ~ s t h o l ~  ,- 2 7  I 
134-141 ( 1 9 7 7 ) .  



- '0 ------- LIPOSOHES BIOLOGICAL CRRRIERS 

E l i z a b e t h  A. C e r n y  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
Yueh-Erh Rahman ( B i ~ l o g i s t )  
B e t t y  J. W r i g h t  ( S c i e n t . i f  i c  A s s o c i a t e )  

Raymond A .  G u i l m e t t e  ( P o s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  

T h i s  p r o g r a m  i s  c o n c e r n e d  w i t h  s t u d i e s  s e e k i n g  t o  q e v e l o p  
l i p o s o m e s  a s  b i o l o g i c a l  c a r r i e r s  f o r  t h e  t a r g e t e d  d e l i v e r y  o f  
d r u g s .  L i p o s o m e s  a r e  m i c r o s c o p i c  l i p i d  v e s i c l e s  t h a t  a r e  f o r m e d  
b y  m i x i n g  a q u e o u s  s o l u t i o n s  o f  v a r i o u s  e l e c t r o l y t e s  o r  d r u g s  w i t h  
l i p i d  m a t e r i a l s  u n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s .  L a r g e r  s i z e ,  mul- 
t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  (0.2 t o  > 5 pm) D r  s m a l l e r  s i z e  u n i l a m e l l a r  
l i p o s o m e s  (< 0.1  urn) c a n  b e  p r e p a r e d  by t . h e  m e t h o d s  o f  s h a k i n g  o r  
s o n i c a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y .  D r u g s  c a n  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  l i p o -  
somes e i t h e r  w i t h i n  t h e  a q u e o u s  c e n t e r  s p a c e  a n d  b e t w e z n  t h e  
l i p i d  b i l a y e r s  o f  t h e  l i p o s o m e s  o r  w i t h i n  t h e  l i p i d  b i l a y e r s .  I n  
t h e  f o r m e r  c a s e  t h e  l i p o s o m e s  are c a l l e d  " a q u e o u s  p h a s e  l i p o -  
somes"  (APL) f o r  c o n v e n i e n c e  a n d  i n  t h e  l a t t e r  c a s e ,  t h e y  a r e  
c a l l e d  " l i p i d  p h a s e  l i p o s o m e s w  (LPL) . 

L i p o s o m e s  d i f f e r i n g  i n  s u r f a c e  p r ~ p e c t i e s  c a n  b e  made by u s e  
of e i t h e r  a  s i n g l e  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  t w o  o r  more l i p i d s ;  a n d  
s e l e c t i v e  t i s s u e  u p t a k e  o f  t h e s e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  l i p o s o m e s  c a n  
b e  o b t a i n e d .  I n  a d d i t i o n  t o  b e i n g  a n  a t t r a c t i v e  a n d  v e r s a t i l e  
t o o l  f o r  a p p r o a c h i n g  many b a s i c  p r o b l e m s  i n  t h e  f i e l d  o f  h i o l o g i -  
c a l  r e s e a r c h ,  l i p o s o m e s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  b e i n g  u s e f u l  i n  
f u t u r e  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s  f o r  d r u g  d e l i v e r y .  A t  the? p r e s e n t  
time, o u r  r e s e a r c h  is  c e n t e r e d  m a i n l y  a r o u n d  t h e  u s e  o f  l i p o s o m e s  
f o r  t h e  d e l i v e r y  o f  two  c a t e g o r i e s  o f  d r u g s - - m e t a l  c h e l a t i n g  
a g e n t s  a n d  a n t i t u m o r  d r u g s .  

S i n c e  O c t o b e r  1 9 7 7 ,  t h e  p r o g r a m  r e l a t e d  t o  t h e  u s e  o f  a n t i -  
t u m o r  d r u g s  h a s  b e e n  s u p p o r t e d  by a g r a n t  a w a r d e d  by t h e  N a t i o n a l  
C a n c e r  I n s t i t u t e  (NCI) . A n o t h e r  g r a n t ,  s p e c i f i c a l l y  s u p p o r t i n g  
t h e  work o n  l i p o s o m e  a p p l i c a t i o n  t o  i r o n  o v e r l o a d ,  h a s  b e e n  
a w a r d e d  by t h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  A r t h r i t i s ,  M e t a b o l i s m ,  a n d  
D i g e s t i v e  Diseases (NIAHDD) . A l t h o u g h  t h e  p r o g r a m  o f  l i p o s o m e  
s t u d i e s  a t  A r g o n n e  is  c u r r e n t l y  s u p p o r t e d  u n d e r  t h e  g r a n t  s y s t e m  
b y  N C I  a n d  N I A H D D ,  i t  is a l s o  r e l a t e d  t o  t h e  m i s s i o n  o f  t h e  
D e p a r t m e n t  o f  E n e r g y .  C a u s a t i v e  s u b s t a n c e s  f o r  b o t h  m e t a l  p o i -  
s o n i n g  a n d  c a n c e r  a r e  e m i t t e d  i n t o  t h e  e n v i r o n m e n t  i n  p a r t  a s  
p o l l u t a n t s  p r o d u c e d  b y  v a r i o u s  e n e r g y  r e l a t e d  t e c h n o l o g i e s .  



The current program h a s  two specific o b j e c t i v e s :  (1 )  to 
d e v e l o p  t h e  d e l i v e r y  of d r u g s  t o  s p e c i f i c  t n r g e t  t i s s u e s  by u s i n g  
l i p o s o m e s  w i t h  d i f f e r e n t  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  and ( 2 )  
t o  d e f i n e  and s o l v e  p o s s i b l e  p r o b l e m s  b e f o r e  t h e  u s e  of t h i s  drug 
d e l i v e r y  s y s t e m  i n  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s .  



LIPOSOUE APPLICATION TO HETAL CHELATION THERAPY 

Y.  E. Rahman, E. A. C e r n y ,  B. J. U r i q h t ,  #. M. J o n a h , l  a n d  
R. A.  G u i l m e t t e  

One o f  t h e  m a j o r  b a r r i e r s  t o  t h e  u s e  o f  l i p o s o m e s  f o r  d r u g  
t r a n s p o r t  l i e s  i n  t h e  f a c t  t h a t  i n t r a v e n o u s l y  i n j e c t e d  l i p o s o m e s  
a r e  l a r g e l y  t a k e n  up  by o r g a n s  r i c h  i n  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  
s u c h  a s  l i v ~ r ,  s p l e e n ,  a n d  b o n e  marrow. I n  many d i s e a s e s ,  t h e  
t a r q e t  t i s s u e s  a r e  n o t  l i m i t e d  t o  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  o r g a n s .  
For a p p l i c a t i o n  t o  m e t a l  c h e l a t i o n  t h e r a p y ,  however ,  liposomes 
a r e  p a r t i c u l a r l y  s u i t a b l e ,  b e c a u s e  t h e  o r g a n s  w h e r e  e x c e s s  m e t a l s  
a r e  a c c u m u l a t e d  a r e  p r e c i s e l y  t h o s e  t h a t  a r e  r i c h  i n  r e t i c u l o e n -  
d o t h e l i a l  ce l l s .  F o r  a  r e v i e w  see Y. E. Rahman, L i p o s o m g s  j n  
B i o l o q i c a l  S p ~ t e g s ,  Eds. A. C. A l l i s o n  a n d  G. G r e g o r i a d i s ,  J o h n  --- 
Wiley  a n d  S o n s ,  N e w  York,  i n  p r e s s .  

We h a v e  u s e d  l i p o s o m e s  t o  d e l i v e r  e t h y l e n e d i a m i n e t r i a c e t  i c  
a c i d  (EDTA) a n d  diethylenetriaminepentlacetic a c i d  (DTPA) t o  s p e -  
c i f i c  t a r g e t  o r g a n s  where  t o x i c  metals a r e  a c c u m u l a t e d .  Ye h a v e  
a l s o  u s e d  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  t h e s e  c h e l a t i n g  a g e n t s  t o  t r e a t  
e x p e r i m e n t a l  m e t a l  p o i s o n i n g  i n  mice, and  c o m p a r e d  t h e  t h e r a p e u -  
t i c  e f f i c a c y  o f  t h e  e n c a p s u l a t e d  d r u g  t o  t h a t  of t h e  c o n v e n t i o n a l  
n o n e n c a p s u l a t e d  fo rm.  T h e s e  s t u d i e s  a r e  b e i n g  c o n t i n u e d .  

A f t e r  i n j e c t i o n  o f  l e a d  o r  m e r c u r y  i n t o  a n i m a l s ,  t h e s e  
m e t a l s  h a v e  a t e n d e n c y  t o  b i n d  p r o t e i n s  i n  t h e  c e l l  n u c l e i  o f  
k i d n e y s  a n d  l i v e r .  L i p o s o m a l  DTPA g i v e n  10 h o u r s  a f t e r  l e a d  
i n j e c t i o n  i s  e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  t h e  l e a d  d e p o s i t i o n  i n  t h e  
c e l l  n u c l e i .  

D u r i n g  t h e  y e a r  we h a v e  s t u d i e d  t h e  p h a r m a c o k i n e t i c s  o f  a  
p o t e n t  i r o n  c h e l a t o r ,  d e s f e r r i o x a m i n e  (DF) , as  a f f e c t e d  by l i p o -  
some e n c a p s u l a t i o n .  B o t h  u n i l a m e l l a r  and m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  
a r e  e f f e c t i v e  i n  d e l i v e r i n g  DF t o  t h e  c r i t i c a l  o r q a n s  o f  i r o n  
s t o r a g e ,  p r i m a r i l y  t h e  l i v e r  a n d  t h e  s p l e e n .  However, t h e  p l a s m a  
d i s a p p e a r a n c e  o f  DF was s l o w e r  when t h e  c h e l a t i n g  a g e n t  was 
e n c a p s u l a t e d  i n  u n i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  t h a n  when i t  was e n c a p s u -  
l a t e d  i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o r n e s .  

f l u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  h a v e  b e e n  p r e p a r e d  w i t h  v a r i o u s  
a s i a l o g l y c o l i p i d s ,  g a n q l i o s i d e s ,  s i a l i c  a c i d ,  o r  b r a i n  p h o s p h o l i -  
p i d s  i n  t h e  l i p o s o m e  membrane a n d  w i t h  EDTA e n c a p s u l a t e d  i n  t h e  
a q u e o u s  c o m p a r t m e n t s .  Some d e g r e e  o f  s e l e c t i v i t y  i n  t i s s u e  
u p t a k e  of EDTA h a s  b e e n  o b t a i n e d .  L i p o s o m e s  made o f  s i a l i c  a c i d  
ot; s i a l o g a n g l i o s i d e s  show low u p t a k e  i n  t h e  l i v e r  (15-20% of 
i n j e c t e d  a m o u n t ) ,  w h i l e  l i p o s o m e s  ma3e o f  g a l a c t o c e r e b r o s i d e  o r  
b r a i n  p h o s p h o l i p i d s  show h i g h  l i v e r  u p t a k e  (45-508 o f  i n j e c t e d  

1 E o s a r y  Col lege .  



a m o u n t )  . L i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  s p h i n g o m y e l i n  show h i g h  u p t a k e  
b o t h  b y  t h e  l u n g  a n d  t h e  b r a i n .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  
i n c l u s i o n  o f  s i a l o g a n g l i o s i d e s  i n  l i p o s o m e  m e m b r a n e s  d e c r e a s e s  
u p t a k e  o f  l i p o s o m e s  b y  l i v e r ,  t h u s  mak ing  d i r e c t i o n  o f  e n c a p s u -  
l a t e d  d r u g s  t o  o t h e r  o r g a n s  m o r e  f e a s i b l e .  

S t u d i e s  o n  t h e  m e c h a n i s m s  of l i p o s o m e  u p t a k e  , b y  v a r i o u s  tis- 
s u e  c e l l s  a r e  b e i n g  c o n t i n u e d  by b i o c h e m i c a l ,  m o r p h o l o g i c a l ,  a n d  
a u t o r a d i o g r a p h i c  m e t h o d s .  

LIPOSONE APPLICATION TO CANCER CHEMOTHERAPY' 

Y. E. Rahman,  E. A. C e r n y ,  a n d  B. J. W r i g h t  

Most d r u g s  u s e d  i n  c a n c e r  c h e m o t h e r a p y  a r e  h i g h l y  t o x i c ,  n o t  
o n l y  t o  t h e  t u m o r  ce l l s ,  b u t  o f t e n  t o  r a p i d l y  d i v i d i n g  n o r m a l  
c e l l s ,  e .g . ,  t h o s e  i n  t h e  b o n e  mar row a n d  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  
m u c o s a l  s u r f a c e s .  T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t o  a v o i d  t h e  t o x i c  r e a c -  
t i o n s  i n  n o r m a l  t i s s u e s  a n d  t h e r e b y  t o  i n c r e a s e  t h 2  t h e r a p e u t i c  
i n d e x  o f  a n t i t u m o r  d r u g s ,  t h e  d e l i v e r y  o f  a n  a n t i t u m o r  d r u g  s p e -  
c i f i c a l l y  t o  t h e  t u m o r - b e a r i n g  t i s s u e s  b e c o m e s  o n e  o f  t h e  mos t  
i m p o r t a n t  p r o b l e m s  t o  b e  s o l v e d  i n  t h e  f i e l d  o f  c a n c e r  t r e a t m e n t .  
We h a v e  u s e d  l i p o s o m e s  t o  a p p r o a c h  t h i s  c h a l l e n q i n g  ~ r o b l e m , ,  i n  
t h e  h o p e  o f  d e v e l o p i n g  s new t e c h n i q u z  f o r  d e l i v e r i n g  a n t i t u m o r  
d r u g s  t o  s p e c i f i c  t a r q e t  t i s s u e s  i n  o r d e r  t o  i m p r o v e  t h e r a p e u t i c  
e f f e c t i v e n e s s  a n d  t o  r e d u c e  d r u g  t o x i c i t y  t o  n o r m a l  n o n t a r g e t  
t i s s u e s .  

Due t o  t h e  a n a t o m i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  l i v e r  s i n n s o i d s ,  
mater ia ls  a d m i n i s t e r e d  i n t o  t h e  b l o o d  s t r e a m  a re  i n  d i r e c t  c o n -  
t a c t  w i t h  l i v e r  c e l l s ,  a n d  l a r g e  a m o u n t s  o f  i n j e c t e d  p a r t i c u l a t e  
materials ,  i n c l u d i n g  l i p o s o m e s ,  a r e  t a k e n  up by t h e  l i v e r ,  T h i s  
phenomenon r e s u l t s  i n  l o w  u p t a k e  o f  l i p o s o m e - e n c a p s u l a t e d  d r u g s  
i n  o t h e r  o r g a n s .  T h i s  u n d e s i r a b l e  h i g h  u p t a k e  o f  l i p o s o m e s  by 
t h e  l i v e r  c o n s t i t u t e s  o n e  o f  t h e  m o s t  s e r i o u s  l i m i t a t i o n s  f o r  
a p p l i c a t i o n  o f  l i p o s o m e s  i n  t h e  d e l i v e r y  o f  a n t i t u m o r  d r u g s .  

Two m a j o r  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  p r o j e c t  a r e  t o  s e a r c h  f o r  s p e -  
c i f i c  t y p e s  o f  l i p o s o m e s  f o r  w h i c h  l i v e r  c e l l s  h a v e  l o v  a f f i n i t y ,  
a n d  t o  s e a r c h  f o r  l i p o s o m e s  t h a t  w o u l d  b e  s e l e c t i v e l y  t a k e n  u p  by 
t a r g e t  o r g a n s  o t h e r  t h a n  t h e  l i v e r .  Our f i n d i n g  m e n t i o n e d  a b o v e  
t h a t  l i p o s o m e s  p r e p a r e d .  w i t h  s i a l i c  a c i d  o r  s i a l o g a n g l i o s i d e s  
h a v e  a low u p t a k e  i n  t h e  l i v e r  is a s t e p  t o w a r d  t h e  f i r s t  o b j e c -  
t i v e .  F o r  t h e  same p u r p o s e ,  l i p o s o m e s  c o n t s i n i n g  a n t i t u m o r  d r u g s  
h a v e  a l s o  b e e n  p r e p a r e d  w i t h  l i p i d s  e x t r a c t e d  f r o m  v a r i o u s  mouse  
t i s s u e s .  When l i v e r  o r  k i d n e y  l i p i d s  a re  u s e d  t o  p r e p a r e  l i p o -  
s o m e s ,  s o m e  d e g r e e  o f  s e l e c t i v i t y  i n  l i p o s o m e  u p t a k e  b y  t h e  
s p l e e n  h a s  b e e n  o b t a i n e d .  We a r e  now i n  t h e  p r o c e s s  o f  i d e n t i f y -  
i n g  t h e  l i p i d ( s )  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  t i s s u e  s e 1 e c t i v i t . y .  



We h a v e  p r e v i o u s l y  shown t h a t  B c t i n o m y c i n  D .-(Act.  D )  e n c a p -  
s u l a t e d  w i t h i n  l i p o s o m e s  is l e s s  t o x i c  t o  mice t h a n  n o n e n c a p s u -  
l a t e d  Act. D,  b u t  r e t a i n s  i ts  t u m o r i c i d a l  a c t i v i t y .  We h a v e  
a t t e m p t e d  t o  e l u c i d a t e  t h e  mechan i sms  o f  t h i s  r e d u c t i o n  i n  d r u g  
t o x i c i t y  b y  l i p o s o m e  e n c a p s u l a t i o n  (Rahman, Y. E., e t  a l . ,  Ann. 
N.  Y .  Acad, S c i . ,  i n  p r e s s ) .  I n j e c t e d  a t  a s u b l e t h a l  3 o s e  of 
0 .4  mg/kg, Act. D e n c a p s u l a t e d  i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e  o f  l i p o s o m e s  
was  l ess  t o x i c  t o  w h i t e  b l o o d  c e l l s  and t o  t h e  n u c l e a t e d  c e l l s  
a n d  c o l o n y - f o r m i n g  stem ce l l s  o f  t h e  bone marrow t h a n  t h e  nonen-  
c a p s u l a t e d  d r u g .  Drug t o x i c i t y  i n  t h e  p r o l i f e r a t i n g  i n t e s t i n a l  
ce l ls ,  m e a s u r e d  b y  its e f f e c t  o n  J H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  was 
r e d u c e d  by a b o u t  a  f a c t o r  nf 4 by e n c a p s u l a t i o n  i n  a q u e o u s  l i p o -  
somes, 2 4  h o u r s  a f t e r  Act. D a d m i n i s t r a t i o n .  E f f e c t s  o f  h c t .  D 
o n  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  by s p l e e n  ce l l s ,  d e t e r m i n e d  b y  t h e  " l i m -  
i t e d  h e m o l v s i s  i n  a g a r w  a s s a y ,  showed  t h a t  i m m u n o s u p p r e s s i o n  was 
most. m a r k e d l y  r e d u c e d  b y  l i p o s o m e  e n c a p s u l a t i o n  when t h e  d r u g  was 
g i v e n  1  d a y  b e f o r e  t h e  a n t i g e n ,  e i t h e r  i n  t h e  a q u e o u s  o r  i n  t h e  
l i p i d  p h a s e  o f  l i p o s o m e s .  

I n  summary,  t h e  d e l i v e r y  o f  a  g i v e n  d r u g  t o  a  s p e c i f i c  t a r -  
qet. t i s s u e  is o n e  of t h e  mos t  c h a l l e n g i n g  p r o b l e m s  i n  t h e  f i e l d  
o f  p h a r m a c o l o g y .  We a r e  p a r t i c u l a r l y  i n t e r e s t e d  i n  u s i n g  l i p o -  
somes t o  d e l i v e r  metal c h e l a t i n g  a g e n t s  a n d  a n t i t u m o r  d r u g s .  We 
h a v e  shown t h a t  l i p o s o m e s  c a n  d e l i v e r  m e t a l  c h e l a t o r s  s u c h  as  
EDTA, DTPA, a n d  DF t o  t a r g e t  o r g a n s  of m e t a l  s t o r a g e ,  a n d  a r e  
t h e r e f o r e  now i n  t h e  p o s i t . i o n  t o  e x p l o r e  t h e  f e a s i b i l i t y  of 
a p p l y i n g  l i p o s o m e s  f o r  u s e  i n  metal p o i s o n i n g .  E x p e r i m e n t a l  i r o n  
o v e r l o a d  w i l l  h e  o u r  f i r s t  t e s t  m o d e l  f o r  t h i s  d r u g  d e l i v e r y  s y s -  
tem. R e g a r d i n g  p o s s i b l e  a p p l i c a t i o n  ~f l i p o s o m e s  i n  c s n c e r  c h e -  
m o t h e r a p y ,  e x p e r i m e n t s  a r e  b e i n g  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  s e a r c h  f o r  
l i p o s o m e s  t h a t  h a v e  a  low a f f i n i t y  t o  t h e  l i v e r  a n d  t h a t  c a n  b e  
s e l e c t i v e l y  delivered t o  t u m o r  b e a r i n g  tissues. 
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The  o b j e c t i v e  o f  t h e s e  s t u d i e s  is t o  d e t e r m i n e  t h e  d o t a i l e 3  
r e s p o n s e s  o f  b e a g l e s  s u b j e c t e d  t o  c o n t i n u o u s  ( 2 2  h r / 3 a y )  i r r a d i a -  
t i o n  f r o m  3 6 o t o  gamma-ray s o u r c e .  T h i s  w ~ r k  a d d r e s s e s  p r o b l e m s  
r e l a t i n g  t o  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  f i s s i o n  e n e r g y  t e c h n o l o g y .  Tha 
s t u d i a s  a r e  o r i e n t e d  t o w a r d  i n v e s t i g a t i n g  t h e  l s t e  e f f e c t s  o f  
c o n t i n u o n s  or p r n t r a c t e d  i r r a d i a t i o n  s u c h  a s  m i g h t  o c c u r  i f  
r a 3 i o a c t  i v e  s u b s t a n c e s  were d e p o s i t  ad i n  man by  i n h a l a t i o n ,  
i n g e s t i o n ,  o r  t h r o u g h  wounds  d u e  t o  a c c i d e n t s  o r  we3von s y s t e m s .  
T h e  p r o b l e m s  o f  l a t e  e f f e c t s  f r o m  r a d i o n u c l i d e s  c a n n o t  b e  e3si ly 
i n v e s t i g a t e d  d i r e c t l y  b e c a u s e  o f  t h e  n o n u n i f o r m  i l i s t r i b u t i ~ n ,  
c o m p l i c a t e 3  m e t a b o l i s m ,  a n d  d o s i m e t r y  o f  c s d i o n u c l i i e s  d e p o s i t e 3  
i n  t h e  body .  

T h e  e f f e c t s  o f  t h r e e  m a j o r  f a c t o r s  a s s ~ c i a t e d  w i t h  t h e  i c r a -  
d i a t i o n  p r o c e d u r e s  a re  b e i n g  e x p l o r e d :  (1)  t h e  d a i l y  i r r a 3 i s t i o n  
d o s e  ra te ,  ( 2 )  t h e  a c c u m u l a t e d  t o t a l  r 3 d i a t i ~ n  e x p o s u r e ,  s n d  (3 )  
t h e  i n f l u e n c e  o n  t h e  e f f e c t s  o b s e r v e d  o f  a g e  a t  t h e  time i r r a d i a -  
t i o n  is i n i t i a t e d .  The  work  c o m p a r e s  t h e  r e s p o n s e s  o f  young: 
a d u l t  b e a g l e s  (QJ 400 d a y s  o f  a g e )  o f  b o t h  s e x e s ,  k e p t  i n  t h e  
gamma-rsy  f i e l d  u n t i l  t h e y  d i e ,  v i t h  t h o s e  o f  s i m i l a r  d o g s  t h a t  
h a v e  a c c u m u l a t e d  p r e d e t e r m i n e d  t o t a l  s x p o s u r e s  r a n g i n g  f r o m  600  
t o  4000 R .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  l i f e - t i m e  e f f e c t s  o f  i r r a d i a t i n g  t h e  



d e v e l o p i n g  b e a g l e  f e t u s  c o ~ t i n u o u s l y  t h c 3 u g h o u t  i t s  g e s t n t i o n  
p e r i o d  a r e  d e t e r m i n e d ,  a n d  t h i s  work i s  b e i n g  e x t e n d e d  t o  i n c l u d e  
i r r a d i a t i o n  d u r i n g  t h e  p o s t n a t a l  p e r  i o l .  

I n  e a r l i e r  s t u d i e s ,  y o u n q - a d u l t  a n d  f e t a l  b e a g l z s  were  i r r a -  
d i a t e d  a t  r a t e s  r a n g i n g  f rom 5  t o  3 0 0  R/day ( N o r r i s ,  U. P., e t  
a l . ,  ANL-75-33 ,  1 9 7 4 ,  9 ;  N o r r i s ,  W .  P. ,  e t  s l . ,  ANL-76-99, 1 9 7 5 ,  
1 3 ;  F r i t z ,  T. E . ,  e t  a l . ,  ANL-77-55, 1976,  3 4 ) .  When d 3 g s  a r e  
i r r a d i a t e d  u n t i l  d e a t h  a t  e x p o s u r e s  i n  e x c a s s  o f  3 5  R/day, t h e y  
u n i f o r m l y  d i e  w i t b i n  a  few weeks o f  b ~ n e  mi r row a p l 3 s i a  and  s e p -  
t i c e m i a .  O v e r  t h e  r a n g e  o f  5-35 Ryday, h ~ w e v s r ,  t h e r e  were c o n -  
s i s t e n t  s y s t e m 3 t i c ,  h i g h l y  d o s e - r a t e - d e p e n d e n t  r e s p o n s e s  t h a t  
were l i m i t e d  p r i m a r i l y  t o  t h e  h e m a t o p ~ i t t i c  a n d  r e p r o d u c t i v e  
o r g a n s  . 

The  d o s e - r a t e - d e p e n d e n t  n a t u r e  o f  t h e s e . r e s p o n s a s - - b o n e  mar- 
r o w  a p l a s i a ,  b o n e  marrow h y p e r p l a s i a  ( m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a ) ,  
a s p e r m i a  i n  t h e  m a l e  a d u l t  a n 3  f e t u s ,  i n 3  3 n o v u l a r  o v a r i e s  i n  t h e  
f e m a l e  f e t u s - - p r o v i d e s  a n  o p p o r t u n i t y  f o r  i n t e r s p e c i e s  c o m p a r i -  
s o n s  o f  d o s e - r a t e - d e p e n d e n t  r e s p o n s 2 s  a n d  i n v e s t i q s t  i o n  of 
mechan i sms  o f  damage t h a t  u t i l i z e  s p e c i f i c  p h y s i ~ l o q i c s l  e n 3  
p o i n t s  o t h e r  t h a n  d e a t h  o r  i n c i d e n c e  o f  m a l i g n a n c i e s  ( N o r r i s ,  id. 
P . ,  S. A .  T y l e r ,  a n d  G .  A .  S a c b e r ,  Ello&agLi;cg& Efrgccg gc 40~ :  
L e v e l  R a d i a t i o n  ,,,,, ,,-,,,,,,I Vol .  1 ,  I n t e r n a t i ~ n a l  Atomis  E n e r q y  Agency, 
V i e n n a ,  1 9 7 6 ,  1 4 7 - 1 5 5 ) .  

With  t e r m i n ~ t e d  e x p o s u r e s ,  t h e  i m p o r t a n c e  o f  3 o s e  r a t e  i s  
e s s e n t i a l l y  unknown, and  t h e  a c u t e  d i s o r d e r s  o f  t h e  b o n e  marrow, 
s e p t i c e m i a  a n d  a n e m i a ,  a r e  i n f r e q u e n t l y  r e l a t e d  t o  c a u s e s  of  
d e a t h .  I n  t h e s e  s t u d i e s ,  d o g s  a r e  a x p ~ s a d  i n  t h e  gamma f i e 1 3  
u n t i l  t h e  t o t a l  e x p o s u r e  r e a c h e s  e i t h e r  6 0 0  o r  14CO R a t  e x p a s u r e  
r a t e s  o f  e i t h e r  35,  1 7 ,  10, or  5 li/day. 3 t h e r  q r o u p s  of  d o q s  a r e  
q i v e n  2000 R a t  r a t e s  o f  e i t h e r  1 7 ,  10 ,  o r  5 R/day, a n d  s n o t h e r  
g r o u p  is b 2 i n g  g i v e n  '4000 P a t  10 R/day ( F c i t z ,  T.  E . ,  e t  a l . ,  
P r o c .  Symp. o n  t h e  L a t e  B i o l o g i c a l  S f f e c t s  o f  Low L e v e l  R l d i a -  
t i o n ,  Harch  13-17 ,  1 9 7 8 ,  V i e n n a ,  i c  p r e s s ) .  L o n g e v i t y  a n d  t e r m i -  
n a l  p a t h o l o g y  w i l l  b e  e v a l u a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t o t a l  e x p o s u r e  
a n d  e x p o s u r e  r a t e .  

A s  a  r e s u l t  o f  t h e  d a t a  f rom t h e  e x p ~ s u r e  r a t e s  a t  5 R/day 
a n d  a b o v e ,  i t  became  i m p o r t a n t  t o  e x t e n d  t h e  s t u d i e s  t~ I a i l y  
d o s e  ra tes  s u b s t a n t i a l l y  b e l o w  5 R/day. H ~ r e  t h a n  a  y e a r  a g o  we 
t h e r e f o r e  b e g a n  t o  i r r a d i a t e  d o g s  s t a r t i n g  a t  400 d a y s  o f  a q e  i n  
a new gamma-ray e x p o s u r e  f a c i l i t y  t h a t  a c c o n o d a t e s  200  b e a q l e s  a t  
e x p o s u r e  r a t e s  o f  e i t h e r  2 . 5 ,  1 .0 ,  o r  3.4 R/day.  The t h r e e  main 
p u r p o s e s  o f  t h i s  work were to:  ( 1 )  a c ~ u i r e  d a t a  on t h e  m o r t a l i t y  
r a t e s  i n  y o u n g - a d u l t  b e a g l e s  t h a t  w i l l  e x t e n d  o u r  p r e s e n t  comp3r-  
i s o n s  o f  r e s p o n s e s  b e t w e e n  s p e c i e s ,  ( 2 )  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  
t h e  r e s p o n s e s  a n d  p a t h o l o g i c  c h a n g e s  t h a t  may o c c u r ,  n  ( 3 )  
d e f i n e  t h e  e x p o s u r e  r a t e s  t h a t  a l l o w  f ~ r  c o n t i n u e d  r e p r o d u c t i o n .  

An e s p e c i a l l y  i m p o r t a n t  a s p e c t  of t h e  s e c o n d  o b j e c t i v e  i s  t 3  
g a i n  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  c h a n g e s  t h a t  l e a d  t o  i n d u c t i o n  of l e u k e -  



m i a  a n d  i t s  o p p o s i t e ,  a p l a s t i c  a n e m i a ,  t h r o u g h  s l t e r a t i ~ n  o f  
c o n t r o l  m e c h a n i s m s  a n d  f u n c t i o n s  i n  t h e  h e m a t o p o i e t i c  s y s t e m .  
C o m p a r i s o n  of t h e s e  e f f e c t s  o f  c h r o n i c  i r r a d i a t i o n  t o  t h o s e  3f 
o t h e r  a g e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  c h e m i c a l s ,  t t a t  a l s o  h a v e  a  marrow 
s u p p r e s s i v e  a n d  l e u t e m o g e n i c  e f f e c t ,  a l s o  is a n  i m p o r t s n t  s n d  
r e l e v a n t  g o a l .  T h i s  a s p e c t  o f  o u r  r e s e a r s h  is now c o v e r e d  i n  a 
s e p a r a t e  p r o g r a m  (see t h e  f o l l o w i n g  r e p o r t  b y  T .  n. S e e 3  e t  a l . )  . 

B r e d  f e m a l e  b e a g l e s ,  i r r a d i a t e d  c m t i n u o u s l y  a t  r a t e s  f rom 5 
t o  35 R/dsy f rom c o n c e p t i o n  t o  p a r t u r i t i o r ~  , o r  f o r  a p p r o p r i a t e  
p o r t i o n s  o f  g e s t a t i o n ,  p r o d u c e  a p p a r g n t l y  n o r m 1  l i t t e r s .  0 a 
f u r t h e r  e v s l u s t i o n ,  h o w e v e r ,  we f i n d  t h a t  t h e  i r r a d i a t e 4  p u p s  a r e  
s i g n i f i c a n t l y  s m a l l e r  a n d  f a i l  t o  d e v e l o p  f u l l  d e n t i t i o n  i n  s 3 u l t  
l i f e .  F e m a l e s  i r r a d i a t e d  in u t e r o  a t  5 R/day and  h i g h e r  v e r e  
s t e r i l e  d u s  t o  h y p o p l a s t i c  a n o v u l a r  o v a r i e s ,  w h i l e  ma le  L i t t e r -  
m a t e s  s i m i l a r l y  i r r a d i a t e d  a t  5  R/day had n o r m a l  s p e r m  a n d  w e r e  
r e g a r d a d  s s  f e r t i l e .  F e m a l e s  i r r a d i s t e d  o n l y  a t  2 . 5  R/,iay a n d  
less h a d  a p p a r e n t l y  n o r m a l  o v a r i a n  d e v a l o p m e n t .  

A d u l t  f e m a l e  b e a g l e s  i r r a d i a t e d  a t  5 R/day a n d  a b o v e  d u r i n g  
f e t a l  l i f e  h a d  a t y p i c a l  e s t r o u s  p e r i o 3 s ,  more  f r e q u e n t  e s t r o u s  
p e r i o d s ,  a n d  c o p u l a t e d  i n  s p i t e  of t h e  f a c t  t h a t  t h e i r  3 v s r i e s  
were a f o l l i c u l a r .  P r e l i m i n a r y  a s s a y s  o f  ~ v a r i a n  a n d  p i t u i t a r y  
hormones  h a v e  shown a b e r r a t i o n s  i n  hormone l e v e l s  a n d  mechan i sms  
o f  o v a r i a n  f u n c t i o n  a n d  c o n t r o l .  

A 1 1  d o g s  i r r a d i a t e d  ig gtero  t h a t  h a v s  n o t  b e e n  s a c r i f i c e 3  
f o r  s e q u e n t i a l  s t u d i e s  o f  t h e   effect.^ on g o n a d s  a r e  b e i n g  main -  
t a i n e d  f o r  1eng t .h  o f  l i f e  t o  d e t e r m i n e  13te e f f e c t s  an3 a l l o w  
i m p o r t a n t  c o m p a r i s o n s  t o  a d u l t  d o g s  r e c e i v i n g  ' t e r m i n a t e i  e v p o -  
s u r e s  o v e r  t h e .  same  d o s e  r a n q e  a t  t h e  same e x p o s u r e  r a t e s .  



PROTRACTED IRRADIATION OF YOUNG-ADULT B E A S L E S  

T. E. F r i t z ,  T. ?S. S e e d ,  C. H .  P a o l e ,  D. I. T o l l e ,  L .  S. 
Lombard ;  J. 1. Angerman,  S. I. C u l l e n ,  D .  E .  D o y l e ,  L. V.  
K a s p a r ,  W. G .  K e e n a n ,  N .  D. K r e t z ,  P. H. P o l k ,  a n d  R. C. 
~ i m k i n s  

R e z o n s e s  t p  Cqg&&nupgs E x p o s u r e  t q  6 0 ~  ~ q ~ m q  kty~ -- ----- 
811 d o g s  i r r a d i a t e d  a t  e x p o s u r e s  down t o  5 R/3ay a re  d e a d .  

T h r e e  s e p a r a t e  r a d i a t i o n - i n d u c e d  c a u s e s  o f  i e a t h ,  a l l  r e l a t e 3  t o  
t h e  h e m a t o p o i e t i c  s y s t e m ,  h a v e  b e e n  d e f i n e d  s n d  shown t 3  be 
r e l a t e d  more  d i r e c t l y  t o  d o s e  r a t e  t h a n  t o  t o t a l  d o s s .  B r i e f l y ,  
t h e s e  were s e p t i c e m i a  a s s o c i a t e d  w i t h  g r a n u l o c y t o p e n i a  (1 7 - 3 5  
R / S a v ) ,  aueluia (16-  17 R/day) , a n d  l y e l 3 g e n ~ u s  l e u k e m i a  a n d  mye lo -  
p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d e r s  (YPD) i n  d o g s  e x p a s e d  t o  e i t h e r  5 o r  1 3  
R/day  was a b o u t  SO%, a n d  t h e  o n s e t  o f  t h e  d i s o r d e r  w3s c h a r a ~ t e r -  
i z e d  by  h e m a t o l o g i c a l  c h a n g e s  well i n  a d v a n c e  o f  c l i n i c a l l y  
a p p a r e n t  d i s e s s e .  A t  5  R /3ay ,  t h e r e  w l s  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  upon 
e r y t h r o p o i e s i s .  O t h e r  r e s p o n s e s ,  u n r l l a t e 3  t o  t h e  h e m a t o o o i e t i c  
s y s t e m ,  were e v i d e n t  i n .  t h e  l a s t  1 0  d e c e d e n t s  e x p o s e d  t o  5 R/day. 
I n  t h i s  g r o u p  o f  1 0  d o g s  t h e r e  h a s  t e e n  a  number  o f  m a l i g n a n c i e s ,  
i n c l u d i n g  o n e  o s t e o g e n i c  s a r c o m a ,  a n d  a v 3 r  i e t y  o f  d e g e n e r a t i v e  
p r o c e s s e s .  

D u r i n q  t h e  p a s t  y e a r ,  d a t a  ( t i a e s  t 3  d e a t h  a n d  c a u s e s  o f  
d e a t h )  f r o m  t h e  c o m p l e t e d  s t u d y  a t  d ~ s e s  3 f  5  R/dsy a n d  n i g h e r  
were e v a l u a t e d ,  a n d  t h e  6oCo s o u r c e s  were c h a n q e 3  i n  t h s  new 
r a d i a t i o n  f a c i l i t y  t o  p r o v i d e  f o r  a g r s a t e r  number  o f  d o g s  a t  t h e  
l o w e s t  e x p o s u r e  r a t e .  P r e v i o u s l y ,  on t h e  b a s i s  o f  i n c o m p l e t e  
d a t a ,  t h e  r a d i a t i o n  f a c i l i t y  was programmed f o r  i r r a d i a t i ~ n  o f  
1 0 9  d o g s  a t  2 . 5  R/day  t o  p r o v i d e  a l a r q e  e n o u g h  group t o  g u a r a n -  
t ee  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d a t a  o n  l i f  e - s h o r t e n i n q  e f f e c t s  a t  
t h i s  d o s e  r a t e .  Wi th  t h e  d e a t h  o f  a l l  d a g s  i n  t h e  s t u d y  a t  5-35 
R/day,  i t  b e c a m e  o b v i o u s  t h a t  f e w e r  d o q s  were n e c e s s s r y  t o  e n s u r e  
m e a n i n g f u l  d a t a  a t  b o t h  2 . 5  a n d  1 .0  R/day. W i t h  t h e  c h a n g e  i n  
s o u r c e s ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  now p r o v i d e s  f o r  1 0 0  d o g s  a t  0 . 4  
R/day ,  s n d  53 d o g s  e a c h  a t  1 .0  R /day ,  2.5 R / d a y ,  a n 3  i n  t h e  c o n -  
t r o l  g r o u p .  T h u s  a t  0 .4 R./day t h e r e  i s  now t h e  c h a n c e  t o r  s i g n i -  
f i c a n t  d a t a  o n  l i f e  s h o r t e n i n g  a s  well a s  f o r  o b t a i n i n g  c l i n i c a l  
d a t a .  

H o s t  o f  o u r  e f f o r t  d u r i n g  t h e  p a s t  y e a r  h a s  b e e n  c o n c e r n e d  
w i t h  e n t e r i n g  d o g s  i n t o  t h e  l o w e r  e x p o s u r e  r a t e  s t u d y  s t  2 .5 ,  
1 .0 ,  a n d  0 . 4  R/day.  A s  o f  F e b r u a r y  1, 1978 ,  a t o t a l  o f  1 6 2  i r r a -  
d i a t e d  a n d  c o n t r o l  d o g s  h a v e  b e e n  e n t e r e d  i n t o  t h i s  s t u d y .  t h e r e  
h a v e  b e e n  n o  d e a t h s  t o  t h i s  d a t e ,  b u t  d o g s  i r r a d i a t e d  f o r  Q 600 
d a y s  a t  2.5 R/dav a re  s h o w i n g  a  d e p r e s s i o n  f r o m  c o n t r o l  l e v e l s  o f  
p l a t e l e t s  a n d  l e u k o c y t e s  i n  t h e  p e r i p h o r a l  b l o o d .  T h o s e  i r r s d i -  
a t e d  a t  1.0 a n d  0.4 R/day s h o w  l i t t l e  i f  a n y  c h a n g e .  



S i x  m n l e  d o g s  a t  e a c h  l o w  e x p o s u r e  r a t e  a n d  s i x  c m t r o l s  
were s e l e c t e d  f o r  s e q u e n t i a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  i r r a d i a t i o n  
e f f e c t s  o n  s p e r m a t o g e n e s i s .  B e f o r e  t h e  d ~ g s  e n t e r e d  t h e  g n m m ~  
f i e l d ,  t w o  s e m e n  s a m p l e s  were c o l l e c t a d  f r ~ m  e a z h  d o g  a n d  e v a l u -  
a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  b o t h  q u a n t i t y  3 n 3  g u a l i t y  ( s p e r m  c o u n t ,  
m o t i l i t y ,  l i v e - d e a d  r a t i o ,  e t c . )  . S u b s e q u e n t  s a m p l e s  i n  t h o  
gamma f i e l d  a r e  b e i n g  c o l l e c t e d  a t  4-week i n t e r v a l s .  A f t e r  a b o u t  
2 5 0  d a y s  o f  i r r s d i a t i o n ,  t h e  d o q s  e x p o s e d  a t  2 . 5  a n d  1 .3  R/dag  
a r e  s h o w i n g  r e d u c t i o n s  i n  s p e r m  c o u n t s  t o  n p p r o x i m s t e l y  2 5 %  a n d  
5 0 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  o f  p r e i r r a d i a t i o n  l e v e l s .  T h e r e  a r e  a s s ~ c i -  
a t e d  i n c r e a s e s  i n  a b n o r m a l  m o r p h o l o g y  a n d  r e d u c t i o n s  i n  m o t i l i t y  
a n d  t , h e  r a t i o  o f  l i v e  t o  d e a d  s p e r m .  T h e  d o g s  i n  t h e  3 . 4  R/day 
g r o u p  a r e  m a i n t a i n i n q  n o r m a l  p r e i r r  n d i a t i o n  v a l u e s  s u g g e s t i n g  
t h a t  s p e r m a t o g e n e s i s ,  a s  well  a s  h e m a t 3 p o i e s i s ,  may b e  r e f r a c t o r y  
t o  p r o t r a s t e d  i r r a d i a t i o n  damage  a t  t h i s  e x p o s u r e  r a t e .  

I n f l u e n c e  gf E g d i a t i o n  ggsg Rptg 2nd x g g g &  pq Late S f f g ~ t g  --------- 
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The  i r r a d i a t i o n  s c h e d u l e  h a s  b e e n  c o m p l e t e d  f ~ r  t e r m i n a t e d  
e x p o s u r e  t o  p r o t r a c t e d  who le -body  i r r s i i a t i ~ n  a t  f i x e d  v a l u e s  o f  
t o t a l  e x p D s u r e  b e t w e e n  600  a n d  4 0 0 0  R ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  
T h r e e  h u n d r e d  f i f t y - f o u r  d o g s  (- 2 0  p e r  g r o u p )  w e r e  i r r l d i n t e i  
a n d  o b s e r v e d  f o r  d e v e l o p m e n t  o f  e a r l y  h e m n t o p o i e t i z  d e p r e s s i o n ,  
r e c o v e r y ,  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  l a t e  e f f e c t s .  

O f  t h e s e  354 d o g s ,  102  h a v e  d i e i ,  e i t h e r  o f  s e p t i c ? m i a  o r  
a n e a i a ,  d u r i n g  t h e  i r r a d i a t i ~ n  p e r i o l  or w i t h i n  1 3 3  d a y s  s f t e r  
t h e  e x p o s u r e  w a s  t e r m i n s t e d .  A t o t a l  ~ f  31 h a v e  d i e 3  a t  t imes 
l o n g e r  t h a n  1 0 0  d a y s .  T h e s e  i n c l u d e  1 1  o f  t h o s e  i r r a d i a t e 3  f o r  a  
t o t a l  o f  4000  R a t  1 0  R/day a n d  9 i r r l d i a t o d  f o r  a  t o t a l  3 f  U003 
R a t  35 R/day.. No m o r e  t h a n  t h r e e  d o g s  i n  e a c h  ~ f  t h e  o t h e r  
g r o u p s  h a s  y e t  d i e d  more  t h a n  1 0 0  d a y s  a f t e r  t h e  t o r m i n a t i ~ n  o f  
i r r a d i a t i o n .  T h e r e  were 9 m a l i g n a n c i e s ,  i n c l u d i n g  4  l e u k e m i a s ,  
among t h e  11  d o q s  d e a d  a t  4 0 0 0  R (10 R/day)  a n d  5  ( o n e  l e u k e m i a 1  
amonq t h e  9 d e a d  a t  1 4 0 0  R (35 R/day)  . 

T h e  m a l i g n a n c i e s  i n  d o g s  d y i n g  a f t e r  1 0 3  d a y s  now i ~ c l u d e  a  
t o t a l  o f  4 cases o f  m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a ,  3 l y m p h ~ c y t i c  l e u k e -  
mias, a n d  1 m o n o c y t i c  l e u k e m i a .  T h e  3 m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a s  a l l  
o c c u r r e d  w i t h i n  1 y e a r  a f t e r  i r r a d i a t i o n ,  3s d i d  2  cases 3 f  lym-  
p h o c y t i c  l e u k e m i a .  T h e  m o n o c y t i c  l e u k e m i a ,  c l o s e l y  r e l a t e d  t 3  
t h e  m y e l o g e n o u s ,  o c c u r r e d  a t  1 2 4 1  d a y s ,  w h i l e  t h e  o t h e r  l ympho-  
c y t i c  l e u k e m i a  o c c u r r e d  2 3 4 1  d a y s  a f t e r  t e c n i n s t i o n  o f  i r r a d i a -  
t i o n .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  8 h e m a t o p o i e t i c  t u m o r s  ( l e u k e m i a s )  
there vere 3 other m a l i g n a n c i e s .  T h e s e  i n c l u d e  a c a r c i n u u a  of 
t h e  i n t e s t i n e ,  a  s q u a m o u s  c a r c i n o m a  of t h e  b u c c a l  c a v i t y ,  2 mam- 
n a r y  c a r c i n o m a s ,  1  s p e n i c  n e u r o f i b r o s a r c ~ m a ,  2 s p l e n i c  a n q i o s a r -  
c o m a s ,  1 g e n e r a l i z e d  mast c e l l  t u m o r ,  s a d  1  t r a n s i t i o n a l  c e l l  
t u m o r  o f  t h e  b l a d d e r .  



O t h e r  t h a n  t h e  m a l i q n a n c i e s ,  w h i c h  a r e  e x c e s s i v e  f o r  t h e  
a g e s  a t  w h i c h  t h e  d o g s  h a v e  d i e d ,  t h s r e  i s  n o  o t h e r  p a t t s r n  y e t  
e m e r g i n g  a s  r e g a r d s  s i g n i f i c a n t  p a t h o l o g i c a l  e n d  p o i n t s  o r  
l e s i o n s  s p e c i f i c a l l y  r e l a t e d  t o  t h e  i r r a d i a t i o n .  

B e c a u s e  o f  t h e  s c h e d u l e  o n  w h i c h  d o g s  were s t a g e d  i n t o  t h e  
gamma f i e l d ,  s u r v i v a l  time t o  d a t e  v a r i e s  c o n s i d e r a b l y .  Some o f  
t h e  d o g s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  f o r  m o r e  t h a n  3 5 0 0  d a y s  a f t e r  e x p o -  
s u r e .  S u b s e q u e n t  t o  t h e  e a r l y  wave o f  m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a s ,  
d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  t h e  o t h e r  s o f t  t i s s u e  t u m o r s ,  t h e r e  v e r e  n o  
o t h e r  d e a t h s  t h a t  c a n  b e  r e l a t e d  t o  t h e  i r r a d i a t i o n .  T h e  ininimum 
t e r m i n a t e d  e x p o s u r e  t o  p r o d u c e  m y s l o g e n o u s  d i s o r d e r s  s t i l l  
r e m a i n s  1 7 0 0  R ,  a n d  t h e  mean i n d u c t i m  time is  a b ~ u t  4 0 3  d s y s .  
T h e  i n c i d e n c e  o f  m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a  31-14 r e l a t e d  m y e l o p r o l i f e r a -  
t i v e  d i s e a s e  d e c r e a s e s  r a p i d l y  i n  d o g s  t h a t  s u r v i v e  b e y o n d  t h i s  
time a n d  ( a s  i n  d o g s  i r r a d i a t e d  u n t i l  debth) a p p e a r s  r e l a t e d  t o  
t h e  r e c o v e r y  o f  t h e  b o n e  marrow,  i n  t h i s  s a s e  a f t e r  t e r m i n a t i o n  
o f  i r r a d i a t i o n .  

H e m a t o l o g i c a l  d a t a  a r e  b e i n g  c a l l e c t e d  t o  e v a l u a t e  t h e  
r e c o v e r y  p a t t e r n  a s  a f u n c t i o n  o f  t o t a l  d o s e  a n d  d o s e  r a t e .  I n i -  
t i a l  c o m p a r i s o n  o f  t h e  v a r i o u s  g r o u p s  o f  d o g s  r e v e a l s  l s r q e  d i f -  
f e r e n c e s  i n  t h e  r a t e s  a t  w h i c h  t h e  c e l l u l a r  e l e m e n t s  i n  p e r i -  
p h e r a l  b l o o d  r e t u r n  t o w a r d  n o r m a l  v a l u e s  a f t e r  t h e  e x p o s u r e s  a r e  
t e r m i n a t e d .  Among t h e  d o g s  g i v e n  t h e  same t o t a l  d o s e  o f  i r r a d i a -  
t i o n ,  t h e  n a d i r  t o  w h i c h  t h e  c e l l u l a r  e l e m e n t s  f a l l  a n d  t h e  
r e c o v e r y  r a t e s  a r e  r e l a t e d  t o  t h e  d o s e  r a t s .  T h e  h i g h e r  t h e  d a s e  
r a t e ,  t h e  l o w e r  t h e  n a d i r  f o r  t h e  e r y t h r o c y t e ,  l e u k o c y t e ,  a n d  
p l a t e l e t  l e v e l s .  R e c o v e r y  r a t e s  Cec3me p r ~ g r e s s i v e l y  s l 3 v e r  a s  
t h e  e x p o s u r e  r a t e  is  i n c r e a s e d .  

E F F E C T  O F  R A D I A T I O N  D O S E  R A T E  O N  THE D E V E L O P M E N T  OF T H i 3  R E P R O D U C -  
TIVE A N D  E N D O C R I N E  SYSTEMS O F  F E T A L  A N D  Y O U N G  G R O W I N S  B E A G L E S  

T. E. F r i t z ,  T .  H. S e e d ,  C .  . P ~ o l e ,  D .  V .  T o l l e ,  D. L .  
Z e g e r ,  I.. S. Lombard ,  W .  G .  Keenan,  D .  E .  D o y l e ,  P. H .  
P o l k ,  a n d  M. I. S a n d e r s o n  

A  t o t a l  o f  6 5  a d u l t  d o g s  i r r a d i a t e d  d u r i n g  f e t a l  l i f e  a r o  
now s u r v i v i n g  a t  a g e s  b e t w e e n  1 6 0 0  a n 1  2 5 0 0  d a y s  o f  a g e .  T h e r e  
h a v e  b e e n  o n l y  s i x  d e a t h s  i n  d o g s  s u r v i v i n g  t h e  n e o n a t a l  ~ e r i o d .  
Two o f  t h e s e  s i x  d e c e d e n t s ,  b o t h  i r r a d i a t e d  a t  10 R/Jay ,  l i e d  o f  
r e n a l  d i s e a s e  a t  9 1 8  a n d  1 1 6 8  d a y s  o f  a g e .  T h e s e  a r e  t h e  o n l y  
d e a t h s  t h a t  a p p e a r  r e l a t e d  t o  t h e  r a d i s t i o n  e x p o s u r e  d u r i n g  f e t a l  
l i f e .  T h e  o t h e r  f o u r  d o g s  d i e d  o f  e p i l e p t i c  s e i z u r e s  ( t w o  
c a s e s )  , a c c i d e n t a l  s t r a n g u l a t i o n ,  a n d  a n d o m e t r i t i s .  T h e  r e m a i n -  
i n g  d o g s  a p p e a r  n o r m a l  e x c e p t  f o r  t h e  r e p r o d u c t i v e  e f f e c t s  
d e s c r i b e d  ear l ier ,  t h e i r  smaller t h a n  n o r m a l  s i z e ,  a n d  t h e  f a i l -  
ure of a s i g n i f i c a n t  number  of t e e t h  t o  e r u p t  i n  maoy a n i m a l s .  



A d d i t i o n a l  a s s a y s  o f  s e r u m  h o r m n e  l e v e l s  f r o m  g r o u p s  o f  
f e m a l e s  i r r a d i a t e d  i n  u t e r o  a n d  f r o m  c o n t r o l  a n i m a l s  h a v e  b e e n  
c o n d u c t e d  d u r i n g  t h e  p a s t  y e a r  ( i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  Dr. G.  
N i s w e n d e r ,  c o l o r a d o  S t a t e  U n i v e r s i t y )  . l o m p s r i s o n s  were made 
among p r e g n a n t ,  n o n p r e g n a n t ,  a n d  i r r a d i a t e d  b i t c h e s .  T h e  r e s u l t s  
show t h a t  a p r e o v u l a t o r y  s u r g e  o f  l u t e i n i z i n q  ho rmon?  (LHI 
o c c u r r e d  i n  t h e  i r r a d i a t e d  a n i m a l s ,  b u t  t h a t  o v u l a t i o n  i i d  n o t  
o c c u r .  A l t h o u g h  b a s a l  l e v e l s  o f  e s t c a d i o l  were s i m i l a r  
b e t w e e n  n o r m a l  ( p r e g n a n t  a n d  n o n b r e d )  and  i r r a d i a t e d  b i t s h e s ,  
t h e r e  was n o  e v i d e n c e  i n  t h e  i r r a d i a t e d  h i t c h e s  o f  t h e  p e 3 k  i n  
s e r u m  e s t r a d i o l  l e v e l s  t h a t  o c c u r s  i n  n o r m a l  b i t c h e s  p r i o r  t a  t h e  
p e a k  i n  LH. Se rum l e v e l s  of f o l l i c l ?  s t i m u l a t i n g  h o r m o c a  (FSH) 
i n  t h e  i r r a d i a t e d  b i t c h e s  were h i g h  a n d  v a r i a b l e  a r o u n d  t h e  t i n e  
of t h e  p e a k  i n  LH,  a n d  were s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e 3  i n  c3s- 
t r a t e d  b i t c h e s .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  a l a c k  o f  n e q a t i v e  f s e d b a c k  
i n h i b i t i o n  o f  FSH. T h i s  s q g g e s t i o n  c a n n o t  b e  f u l l y  s u b s t a n t i a t e d  
b y  t h e s e  d a t a ,  b u t  i t  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e p o r t s  t h a t  t h e  o v 3 r i e s  
( a n d  t es tes )  secrete  a n o n s t e r o i d a l  f a c t o r  ( i n h i b i n )  t h a t  c o n -  
t r o l s  FSH l e v e l s  i n  t h e  b l o o d .  T h i s  f a z t o r  i s  d e r i v e 3  f r o m  
a n t r a l  f o l l i c l e s ,  w h i c h  a r e  n o t  p r e s e n t  i n  o v a r i e s  o f  i r r  3 d i a t e d  
b i t c h e s .  

To  s t u d y  f u r t h e r  t h e  i n f l u e n c e  ~f i r c a d i a t i o n  o n  D v a r i a n  
f u n c t i o n  a n d  h o r m o n e  p r o d u c t i o n ,  t w o  n o r m a l  a d u l t  b i t c h e s  3 n 3  t w 3  
a d u l t  b i t c h e s  i r r a d i a t e d  iq u t e r p  wer? c a s t r a t e d .  D a i l y  s e r u m  
s a m p l e s  were c o l l e c t e d  f o r  2 w e e k s  b e f a r e  a n d  a f t e r  s u r g e r y ,  s n d  
4 times e a c h  d a y  o n  t h e  d a y  a f t e r  s u r g e r y .  Two a d u l t  b i t c h e s  
i r r a a i a t e d  u t e r o  a n d  c a s t r a t e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  mon th  ~f l i f e  
were s i m i l a r l y  s a m p l e d .  A s s a y s  f o r  LH,  e s t r a d i o l ,  F S H ,  a n d  p ro -  
q e s t e r o n e  w i l l  b e  r u n  t o  d e t e r m i n e  t h e  r e s p e c t i v e  i n f l u e n c e  o f  
i r r a d i a t i o n  a n d  c a s t r a t i o n  o n  t h e  c i r s u l 3 t i n q  ho rmone  l e v e l s  a n ?  
t o  t e s t  f u r t h e r  t h e  h y p o t h e s i s  o f  t h e  r o l e  ~f a  f o l l i c u l a r  f 3 c t ~ r  
i n  FSH s e c r e t i o n .  

CELLULAR EFFECTS OF UYELOSUPPRESSIVE A'3ENTS O N  HEHATOPOIETIC TIS- 
SUE STRUCTURE A N D  FUNCTION: MECHANISMS OF L E U R E U I A  I N D U C T I O N  

T.  M .  Seed, T.  E .  F r i t z ,  0 .  V. T 3 l l e ,  C.  M. P o o l e ,  P. C. 
B r e n n a n ,  L.  V.  K a s p a r ,  S. a. C u l l e n ,  M .  a. S a n d e r s o n ,  G. T. 
Chubb,  B. J. Y r i g h t ,  N .  D. K r e t z ,  R. L. D e v i n e ,  J. 8. 
Angerman,  W .  G .  Keenan ,  P. H. P o l k ,  a n d  D. E. D o y l e  

Under  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s ,  t h e  c h e m i c a l  agen t . ,  b e n -  
z e n e ,  a n d  t h e  p h y s i c a l  a g e n t ,  p r o t r a c t e d  i o n i z i n g  gamma r a d i a -  
t i o n ,  b o t h  p r o d u c e  m a r k e d  m y e l o s u p p r e s s i o n ,  w h i c h  is o f t e n  f o l -  
l o w e d  by e i t h e r  a p l a s t i c  a n e m i a  (marrow a p l a s i a )  o r  l e u k e m i s  
(marrow h y p e r p l a s i a )  . Our  p r e v i o u s  s t u d i e s  u s i n q  t h e  b e a g l e  
s h o w e d  t h a t  c o n t i n u o u s  gamma i r r a d i a t i m  i n  t h e  d a i l y  d o s e  r a n q e  



o f  5-35 R/day p r o d u c e d  t h r e e  s e p a r a t e ,  d o s e - r a t e  d e p e n d e n t  c a u s e s  
of  d e a t h - - s e p t i c e m i a ,  a n e m i a ,  a n d  m y e l o p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d ~ r s  
(MPD). T h e  l a t t e r  were e x p r e s s e d  l a r g e l y  a s  m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a  
a n d  were m o s t  common a t  t h e  l o w e s t  d o s e  r a t e s  ( 5  a n d  1 0  R /day) .  
A l t h o u g h  t h e  c a u s e s  o f  d e a t h  were g e n s r a l l y  d o s e - r a t e  d e p e n i e n t ,  
i n d i v i d u a l  d o g s  a t  a q i v e n  d o s e  r a t e  d i d  n o t  a l l  d i e  f r o m  t h e  
same c a u s e  o f  d e a t h ,  i n d i c a t i n g  a  wile v a r i a t i o n  o f  t h e  i n 3 i v i -  
d u a l  r e s p o n s e  t o  t h e  d a i l y  s tress o f  h e m a t o p o i e t i c  i n t o x i c a t i o n .  

T h e  q u e s t i o n  o f  i n d i v i d u a l  v a r i a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  a  q r a d e f l  
d o s e  o f  a  t o x i c  a g e n t  b e c o m e s  a c r i t i c a l  o n e  t h a t  s h o a l 3  b e  
a d d r e s s e d  i n  l o w - l e v e l  t o x i c o l o g y  s t u d i e s .  F o r  t h e  i n d i v i d u a l ,  
t h e  s p e c i f i c  r e s p o n s e  i s  a l l  i m p o r t a n t  ant i  d e t e r m i n e s  l o n q e v i t y .  
F o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  q r o u p  ( p o p u l a t i o n ) ,  t h e  v a r i a t i o n  h a s  n o t  
b e e c  a d e q u a t e l y  s t u d i e d  o r  e x p l a i n e d ,  b u t  c l e a r l y  s h o w s  a  w i d e  
p o t e n t i a l  f o r  a d a p t a t i o n  t o  c h r o n i c  e x p o s u r e  t o  a  t o x i c a n t .  What 
t h e n  a r e  t h e  e a r l y  i n d i c a t o r s  o f  t h e  d e f i n e i  r e s p o n s a s ?  What a r e  
t h e  m e c h a n i s m s  b e h i n d  e a c h  r e s p o n s e ?  T h e s e  a r e  t h e  p r o b l e m s  t h a t  
we a re  a t t e m p t i n q  t o  a d d r e s s .  

O u r  a p p r o a c h  i n c l u d e s  ( 1 )  mu1 t i p h a s i z  l o n g i t u d i n ~ l  s t u d i e s  
c e n t e r e d  o n  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  h e r o a t o p ~ i e t i c  r e s p o n s e  (s) o f  
d o q s  s u b j e s t e d  t o  p r o t r a c t e d  e x p o s u r e s  t o  l ow d o s e s  o f  m y e l o s u p -  
p r e s s i v e  a g e n t s ,  a n d  ( 2 )  d e v e l o p m e n t  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  jg ~jtg:, 
t e c h n i q u e s  o f  h e m a t o p o i e t i c  c e l l  c l o n i n g .  I n  t h e  f o r m e r ,  m a j o r  
e m p h a s i s  is  o n  a s e r i e s  o f  d o g s  g i v e n  c o n t i n u o u s  6 0 C 0  cramma i r r a -  
d i a t i o n ,  b u t  s t u d i e s  h a v e  a l s o  b e e n  i n i t ~ a t e d  w i t h  t h e  l e u k e m o -  
g e n i c  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n  b e n z e n e .  I n  b o t h  a p p r o 3 c h e s ,  e m p h a s i s  
is  p l a c e d  o n  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  c o m m i t t e d  h e m a t ~ p o i e t i c  stem 
ce l l s ,  t h e  s u s p e c t e d  t a r g e t s  f o r  m y ~ l o s u p p r e s s i v e  l e u k e m o g e n i c  
a g e n t s .  

R a d i a t i o n  L e u k e m o q e n e s i s :  L q g g i t u d i n a l  S t g a l e s  -------- ------- ------ 
S u r v i v a l  a n d  c l i n i c a l  o b s e r v a t i o n s .  To  d a t e  t w e n t y - t h r e e  -------- --- -------- ----------- 

b e a g l e s  ( t h r e e  i r r a d i a t e d  g r o u p s  of s i x  a c i m a l s  e a c h ,  p l u s  f i v e  
c o n t r o l  d o g s )  a r e  b e i n g  f o l l o w e d .  T h e  t h r e e  i r r a d i a t e d  a r e  
r e c e i v i n g  w h o l e - b o d y  6 0 C 0  gamma r a d i a t i o n  a t  1 0  R/day a n i  s s  o f  
F e b r u a r y  1 ,  1 9 7 8  h a d  a c c u m u l a t e d  t o t a l  r a d i a t i o n  d o s e s  o f  2330 R ,  
5 1 3 0  R ,  a n d  6 9 0 0  R .  W i t h i n  t h e  l a t t e r  t w o  g r o u p s ,  s i x  d o q s  d i e d  
o f  marrow a p l a s i a  f o l l o w i n g  a mean e x p o s u r e  time o f  2 4 5  d a y s  a n d  
a n  a c c u m u l a t e d  r a d i a t i o n  d o s e  o f  a b o u t  2450 R .  The  s i x  s u r v i v i n g  
d o g s  e x h i b i t e d  h e m a t o l o g i c a l  p r o f i l e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  p r e c l i n i -  
c a l  p h a s e s  o f  d e v e l o p i n g  m y e l o p r o l i f e r 3 t i o e  d i s o r d e r s .  R e c e n t l y ,  
t w o  o f  t h e s e  l o n g - t e r m  s u r v i v o r s  h a v e  d i e d  o f  e r y t h r o i d  a p l a s i a  
( a t  a mean o f  - 450  d a y s  a n d  4500 R ) .  T h e  s e l e c t i v e  a b l a t i o n  o f  

e r y t h r o p o i e s i s  i n  t h e  f a c e  of c o n t i n u i n g  m y e l o p o i e s i s  i n  t h e s e  
t w o  d o g s  i s  a n  i m p o r t a n t  e x a m p l e  o f  t h e  d i f f e r e n t i s l  s e n s i t i v i -  
t i e s  o f  marrow c o m p o n e n t s  t h a t  u n d o u b t e d l y  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  
i n  l e u k e m i a  i n d u c t i o n .  



H e m o p a t h o l o q p .  D a t a  c o l l e c t e d  o v e r  t h e  p a s t  g e a r  c o n t i n u e  ---- ------ 
t o  s u p p o r t  a n d  s t r e n g t h e n  t h e  c o n c e p t  t h a t  d i s t i n c t  p h a s e s  p r e -  
c e d e  t h e  o n s e t  o f  r a d i a t i o n - i n d u c e d  l e u k e m i a  a n d  t h a t  t h , e s e  
p h a s e s  a r e  r e a d i l y  r e c o g n i z e d  a n d  t h e r e f o r e  p r o g n o s t i c .  A c r i t i -  
c a l  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  t h a t  d e t e r m i n e s  t h e  p a t h o l o g i c a l  f a t e  
( i . e . ,  a p l a s i a  or H P D )  o f  t h e s e  i r r a d i a t e d  d o g s  o c c u r s  d u r i n g  an  

e a r l y  p e r i o d  o f  a c u t e  h e m a t o p o i e t i c  c r i s i s  (1.  e ,  a t  200-353 
d a y s ,  2900-3000 R a c c u m u l a t e d  d o s e ) .  Dogs t h a t  d o  n o t  d i e  o f  
marrow a p l a s i s  d u r i n g  t h i s  c r i s i s  p e r i ~ d  t h e n  show a  r a t h e r  d r a -  
matic, b r o a d l y  b a s e d  p a r t i a l  r e c o v e r y  o f  h e m a t o p o i e t i c  c a p a z i t y .  
B e c u a s e  t h e s e  l o n g - t e r m  s u r v i v o r s  h a v e  a  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  
d e v e l o p i n q  HPD, t h e  r e c o v e r y  p e r i o d  is b e i n g  c a r e f u l l y  s c r u t i -  
n i z e d .  

I n c r e a s e s  i n  p e r i p h e r a l  b l o o d  p l a t z l e t s  a n d  l e u k o c y t e s  
o b s e r v e d  d u r i n g  t h i s  p a r t i a l  r e c o v e r y  p h a s e  a r e  a c c o m p a n i e d  by a  
p r o q r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  marrow c e l l u l a r i t  y .  L o z a l  a r e a s  o f  
i n t e n s e  c e l l u l a r  p r o l i f e r a t i o n  e x h i b i t  p r o n o u n c e d  m e g a l o b l a s t . o i d  
a n d / o r  m o n a c y t o i d  f e a t u r e s .  A t  t h e  u l t . r a s t r u c t u r a 1  l e v e l  t h e r e  
i s  a n  e l e v 3 t e d  i n c i d e n c e  o f  c y t o l o g i c f l l y  a b e r r a n t  e r y t h r 3 i . d  a n d  
m v e l o i d  p r o q e n i t o r s :  n u c l e a r  l e s i o n s  ( i .  e., c l e f t s ,  s e s s i l e  bod-  
i e s  a n d  u n u s u a l  c h r o m a t i n  d i s t . r i b u t i o n s )  ace  p a r t i c u l a r l y  p r o m i -  
n e n t .  The m o r e  d i s t i n c t i v e  c y t o p l a s m i c  l e s i o n s  i n c l u d e  t h e  mas- 
s i v e  G o l g i  r e q i o n s  o f  t h e  m y e l o b l a s t s  a n d  t h e  l o c a l i z e d  d i l a t e d  
c i s t e r n a e  a n d  f e r r i t i n - c o n t a i n i n g  m e m b r s n ~ u s  i n c l u s i o n s  o f  p r o -  
e r y t h r o c y t e s .  

The  b a c t e r i 3 1  e n d a t o x i n  s tress a s s a y  ( H a r s h ,  J .  C.,  a n d  S.  
P e r r y , '  B l o o d  23, 581, 1 9 6 4 )  h a s  b e e n  u t i l i z e d  t~ d e t e c t  s p e c i f i c  
s e q u e n t i a l  c o m p a r t . m e n t a 1  c h a n g e s  i n  t h o  c e l l u l a r  r e s e r v e s  o f  t h e  
marrow t h r o u g h o u t  t h e  c o u r s e  o f  i r r a d i s t o n .  D u r i n g  t h e  f i r s t  300  
d a y s  o f  i r r a d i a t i o n  t h e r e  is a p r o g r e s s i v e  r e d u c t i o n  i n  b o t h  t h e  
s i z e  a n d  m o b i l i t y  o f  t h e  g r a n u l o c y t e  r e s e r v e :  t h i s  r e j u s t i o n  
a p p e a r s  time a n d  t o t a l  d o s e  d e p e n d e n t .  A t  l a t e r  p e r i o d s ,  i . e . ,  
409 d a y s ,  t h e r e  i s  a p a r t i a l  r e c o v e r y  i n  t h e  s i z e  o f  t h i s  com- 
p a r t m e n t  a n d  i ts f u n c t i o n  ( m o b i l i t y )  u n d e r  a c u t e  e n l o t o x i n  
stress. 

Accompany ing  t h i s  i n c r e a s e  i n  g r a n u l a c p t e  r e s e r v e  is 3 small  
b u t  s i g n i f i c a n t  e x p a n s i o n  o f  t h e  g r a n u l o c y t e  stem c e l l  p o ~ l  (GM- 
CFUg). T h e  j.. v i t r o  s o f t  a g a r  c u l t u r e  m e t h o d  ( H a r s h ,  J .  C.,  e t  
a l . ,  J .  Lsb .  C l i n .  Ned. 19, 1041 ,  19721,  u s e d  t o  q u a n t i t a t e  
s e q u e n t i a l l y  c o m m i t t e d  stem c e l l s  w i t h i n  i r r a d i a t e d  mar row,  h a s  
r e v e a l e d  m a r k e d  q u a l i t a t i v e  c h a n g e s  i n  t h e  c l o n i n g  p a t t e r n  o f  
g r a n u l o c y t i c  p r o g e n i t o r s ,  t h e  s u s p e c t e d  c e l l u l a r  t a r g e t s  o f  l e u -  
k e m o q e n i c  gamma i r r a d i a t i o n .  P r e l i n i n n r y  c y t o l o q i c a l - u l t r ~ s t r u c -  
t u r a l  e v a l u a t i o n  o f  s u c h  a b e r r a n t  g r a n u l o c y t e  c l o n e s  r e v e a l s  an  
i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  n u c l e a r  a b n o r m a l i t i e s  a n d  s g e n e r a l i z e d  
r e t a r d a t i o n  o f  n o r m a l  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i ~ n .  

S p e c i a l  u l t r a s t r u c t u r a l  t e c h n i q u e s  a t e  b e i n g  d e v e l o p e d  t h a t  
w i l l  a l l o w  c l o n e d  g r a n u l o c y t i c  p r 3 g e n i t o r s  t o  b e  e x a m i n e d  
d i r e c t l y  f o r  a l t e r e d  p a t t e r n s  o f  c e l l u l a r  p r o l i f  e r a t  i o n  a n d  d i f -  



f e r e n t i a t i o n  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t~ ce l l  s u r f a c e  m a r k e r s  and 
c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  d e v e l o p i n g  c o l ~ n i e s .  U t i l i z i n g  o u r  
r e c e n t l y  d e v e l o p e d  EM t e c h n i q u e s  w h i c h  a l l o w  a g a r  e m b e d d e i  c o l o -  
n i e s  t o  b e  t o p o g r a p h i c a l l y  a n a l y z e d  (Seed ,  r.  H., e t  a l . ,  N i z r o n ,  
i n  p r e s s ) ,  we h a v e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c e l l  s u r f a c e  p r o -  
j e c t i o n s  o f  n o r m a l  a n d  l e u k e m i c  c e l l  c l o n e s  a n d  i n  t h e  manner i n  
which  a d j a c e n t  c e l l s  w i t h i n  t h e  c o l o n y  i n t e r  a c t .  

The p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  h e m a t o p o i e t i c  
stem c e l l  c o m m i t t e d  t o  g r a n u l o c y t e - m o n o c y t e  d i f f e r e n t i a t i o n  a r e  
r e g u l a t e d  by a  h o r m o n e - l i k e  s e r u m  f a c t o r  (:SF). U s i n q  t h e  s ~ f t  
a q a r  c l o n i n g  t e c h n i q u e  a n d  i s o l a t e d  m o n o n u c l e a r  b o n e  marrow c e l l s  
from n o r m n l ,  c o n t r o l  d o g s  a s  t h e  c e l l u l a c  t a r g e t s  f o r  CSF, t h e  
s e r u m  a c t i v i t y  o f  C S F  h a s  b e e n  s e q u e n t i a l l y  a s s a y e d  i n  d o g s  w i t h  
a c c u m u l a t e d  r a d i a t i o n  e x p o s u r e  r a n g i n g  fcom 0 t o  6 9 0 0  R. Serum 
t i t e r s  o f  CSF a r e  e l e v a t e d  d u r i n g  p h a s e s  ~f h e m n t o p o i e t i c  crisis  
a n d  p a r t i a l  r e c o v e r y  b u t  a p p e a r  t o  d e c l i n e  l a t e r  a s  marrow p l a s -  
t i c i t y  i n c r e 3 s e s .  I n  c o m b i n a t i o n  w i t h  the  e n d o t  o x i n  stress 
a s s a y s ,  t h e  2 4 - h o u r  c h a n g e  i n  p r o d u c t i o n  o f  CSF i n  s e r u m  f o l l o w -  
i n g  e n d o t o x i n  stress o f  c o n t r o l  a n d  i r r a d i a t e 3  d o g s  i s  b e i n g  
s t u d i e d .  C o n t r o l  d o g s  g e n e r a l l y  e x h i b i t  two p e a k s  o f  s e r u m  CSF 
a c t i v i t y  a t  2 a n 3  8 h o u r s  a f t e r  e n d o t o x i n  i n j e c t i o n ;  t h e s e  a c t i v -  
i t y  p e a k s  c o r r e s p o n d  i n  time w i t h  t h e  l i n e a r  g r a n u l o c y t i c  
r e s p o n s e .  I n  c o n t r a s t ,  i r r a d i a t e d  a n i m a l s  p r o d u c e  b r o a d  s i n g l e  
p e a k s  o f  CSF a c t i v i t y  b e t w e e n  2-6 h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n .  Up t 3  
a p p r o x i m a t e l y  309  d a y s  of i r r a d i a t i o n ,  t h e  s e r u m  a c t i v i t y  c u r v e  
f  o l l ~ w i n g  e n d o t o x i n  stress is e l e v a t e d ;  a f t e r  e x p o s u r e s  3 f  o v e r  
433 d a y s ,  t h e  s e r u m  CSF r e s p o n s e  is d e p r e s s e d  b e l o w  c o n t r o l  
v a l u e s , ,  a l t h o u g h  t h e  s h a p e  o f  t h e  c u r v e  r e m a i n s  a b o u t  t h e  same.  

We c o n t i n u e  t o  d e s c r i b e  t h e  h e m o p a t h o l o g y  o f  cases o f  overt 
r a d i a t i o n - i n d u c e d  HPD. I n  e v e r y  i n s t a n c e ,  t h e  d i s e a s e  campl.ex 
( e .  , HPD) c l o s e l y  r e s e m b l e d  t h e  f c s p o n t a n e o u s n  d i s e a s e  i n  
humans.  Grown i n  c u l t u r e ,  c e l l s  from a n  i r r a d i a t e d  d o g  w i t h  
m o n o c y t i c  l e u k e m i a  showed a  s t r i k i n g  i n c r e a s e  i n  t h e  number o f  
c l o n l b l e ,  c i r c u l a t i n g  stem c e l l s  c o m m i t t e d  t o  monocyt  ic d i f f e r e n -  
t i a t i o n .  T h i s  i n c r e a s e  c o r r e s p o n d e i  t o  t h e  p r e v i o u s l y  n o t e d  
l a r g e  number o f  c i r c u l a t i n q ,  m o r p h o l o g i c a l l y  a b e r r a n t  i m m a t u r e  
m o n o c y t e s  ( g r a n u l o c y t e s ) .  T h e  i n c r e a s s d  r a t e  o f  c l o n i n g  was o n l y  
o b s e r v e d  a f t e r  p r e t r e a t m e n t  w i t h  p h y t . n h ~ ! m a g g l u t i n i n  (PHA) o r  
f r e e z i n g  w i t h  d i m e t h y l s u l f o x i d e .  Leukemic  s e r u m  h a d  a  s u p p r e s -  
s i v e  e f f e c t  o n  c l o n i n g  of n o r m a l  GH-CFWa c e l l s ,  b u t ,  i n  c o n t s a s t ,  
a m a r g i n a l l y  e n h a n c i n g  e f fec t  on  c l o n i n g  o f  a u t o l o g o u s  PBA-stimu- 
l a t e d  l e u k e m i c  ce l ls .  The sum of t h e s e  o b s e r v a t i o n s  o f  l e u k e r s i c  
c e l l s  . i n  c u l t u r e  s u g g e s t  t h a t  b o t h  i n t r i n s i c  c e l l u l a r  d e f e c t s  a s  
well as e x t r i n s i c  f a c t o r s  (e .g . ,  p l a smn a n d  t issue e f f t c t s )  
i n f l u e n c e  p a t h o l o g i c a l  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  m y e l o p r o l i f e r n t i v e  
d i s e a s e s ,  e .g . ,  l e u k e m i a .  

I m m u n o ~ a t h o l o q p .  We. a r e  c o n t i n u i n g  t o  make s e r i a l  a s s s s s -  ----- ----- 
m e n t s  o f  c h a n g e  i n  c e l l u l a r  immune c o m p e t e n c e  i n  dogs a s s i q n e d  t o  
t h e s e  l o n g i t u d i n a l  l e u k e m o g e n i c  s t u d i e s .  B e s u l t s  s r e  p r e s e n t l y  



b e i n g  a s s e s s e d  i n  terms o f  c h a n g i n g  p a t t e r n s  o f  h e m a t o p o i e s i s .  
I n  g e n e r a l ,  f u n c t i o n  o f  t h y m u s - d e r i v e d  l y m p h o c y t e s  a p p e a r s  t o  
d e c a y  g r a d u a l l y  w i t h  p r o l o n g e d  r a d i a t i ~ n  e x p a s u r e s .  

V i r o l o g i c a l  a s s e s s m e n t  ---__ ____  ----------. To d a t e ,  b u d d i n g  C - t y p e  v i r i l  p a r -  
t i c l e s  h a v e  n o t  b e e n  o b s e r v e d  by e l e c t r o n  ~ i c r o s c o p y  i n  a n y  l e u -  
k e m i c  t i s s u e  t a k e n  a t  n e c r o p s y  n o r  i n  a n y  b i o p s i e d  t i s s u e s  t a k e n  
i n  t h e  p r e c l i n i c a l  d e v e l o p m e n t  o f  l e u k e m i a .  

we e x t e n d e d  o u r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s e a r c h  f o r  C - t y p s  v i r u s  
t o  f e t a l  p l a c e n t a l  t i s s u e ,  p u r p o r t e a l y  s p r i v i l e g e d  s i t e  o f  
C - t y p e  v i r u s  e x p r e s s i o n .  We h a v e  e x a m i n e d  s t o t a l  o f  69 t i s s u e s ,  
4 4  o f  t hem f r o m  f e t u s e s  of c o n t r o l  b i t c h e s  a n d  16  f r o m  f e t u s e s  
i r r a d i a t e d  t h r o u g h o u t  g e s t a t i o n  a t  e i t h e r  2 .5  o r  5.0 R/day. 
C - t y p e  v i r u s  h a s  n o t  b e e n  o b s e r v e d  i n  3ny o f  t h e s e  t i s s u e s .  F o r  
c o m p a r i s o n ,  we h a v e  i n i t i a t e d  a simil3r s t u d y  u s i n g  S p r a g u e - D a u -  
l e y  r a t s ,  a  s t r a i n  w h i c h  h a s  a  l o w  e x p r e s s i o n  o f  C - t y p e  v i r u s  i n  
f e t a l  p l a c e n t a l  t i s s u e s .  P o s i t i v e  f i n l i n g s  i n  t h e  r3t w i l l  r e i n -  
f o r c e  o u r  n e g a t i v e  r e s u l t s  i n  t h e  dog.  

O t h e r  v i r o l o g i c  t e c h n i q u e s  (e .g . ,  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
a s s a y s ) ,  w h i s h  may b e  u s e f u l  f o r  i d e n t i f y i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  
v i r u s ,  a r e  ~ l a n n e d  b u t  n o t  y e t  i n i t i a t e d .  

H i s t o c o r n e a  t i b i l i t y  a n a l y s i s :  E o n s  mqrrpw q r a f t i n  q. T h r o u q h  -------- -------- ---- --- 
a c o l l a h o r ~ t i v e  s t u d y  w i t h  t h e  R a d i o b i o l o g y  L a b o r a t o r y ,  g n i v e r -  
s i t y  o f  C a l i f o r n i a  a t  D a v i s ,  a l l  t h e  d 2 g s  p r e s e n t l y  i n  t h e  l o n g i -  
t u d i n 3 1  l e u k e m o g e n i c  s t u d y  were t y p e d  f o r  h i s t o c o m p a t i b l e  a n t i -  
q e n s  ( D L A )  d u r i n g  t h e  p a s t  y e a r .  T h e  r e l a t i o n s h i p  o f  DLA t y p e  t o  
t h e  i n d u c t i o n  o f  a  g i v e n  t y p e  o f  h e m o p a t h o l o g y  w i l l  b e  a s s e s s e d  
r e t r o s p e c t i v e l y .  

We h l v e  made t w o  a t t e m p t s  t o  g r a f t  ( t r a n s p l a n t )  a l l o g e n e i c  
m o n o c y t i c - l e u k e m o q e n i c  ce l ls  i n t o  term c a n i n e  f e t u s e s  or gamma- 
i r r a d i a t e d  n e o n a t e s  (150 R )  . B o t h  a t t a m p t s ,  a t  t h i s  time, a p p e a r  
u n s u c c e s s f u l .  

I n  summary ,  t h e  r e s u l t s  t o  d a t e  i n  ~ u r  l o n g i t u d i n a l  r a d i a -  
t i o n  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  d i s t i n c t  p r e c l i n i c a l  p h a s e s  p r e c e d e  t h e  
o n s e t  o f  t h e  r a d i a t i o n - i n d u c e d  l e u k e m i a  i n  t h e  b e a g l z .  An e a r l y  
p e r i o d  o f  d e t e r i o r a t i n g  h e m a t o p o i e s i s  f o l l o w e d  by p a r t i a l  r e s t o r -  
a t i o n  a n d  e q u i l i b r a t i o n  o f  s u b n o r m a l  h s m a t o p o i e t i c  f u n c t i o n  
a p p e a r  t o  b e  a  c o n s i s t e n t  s e q u e n c e  of e v e n t s  p r e c e d i n g  t h e  o n s e t  
o f  l e u k e m i 3 .  P r e l i m i n a r y  d a t a  show a r a t t e r  d r a m a t i c  r e v e r s a l  i n  
marrow p l a s t i c i t y  i n  these p r e c i i n i c a l  p e r i ~ d s ,  e s p e z i a l l y  a t  t h e  
l e v e l  o f  t h e  c o m m i t t e d  g r a n u l o p o i e t i c  stem c e l l ;  t h i s  is c o n s i s -  
t e n t  w i t h  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  c h r e n i c  m y e l o s u p p r e s s i o s  
i n d u c e d  b y  p r o t r a c t e d  low d o s e  i r r a 3 i a t i ~ n  p r o m o t e s  a c l o n a l  
s e l e c t i ~ n  o f  a b e r r a n t  c e l l  p o p u l a t i o n s  r e s p o n s i b l e  f o r  l e u k e m i a  
i n d u c t  i o n .  



I n  t h i s  r e g a r d ,  much o f  o u r  e f f o r t  i n  t h e  p a s t  y e a r  h a s  b e e n  
d e v o t e d  t o  e s t a b l i s h i n g  ultrastructural-cytochemical s s s a y  s, 
b a s e d  on t h e  s o f t  a g a r  c l o n i n g  m e t h o d ,  t h s t  p e r m i t  u s  t o  d e t e c t  
c e l l u l a r  ( c l o n a l )  a b e r r a n c y  w i t h i n  o n e  o f  t h e  s u s p e c t e d  c e l l u l a r  
t a rqe t s  o f  l e u k e m o q e n i c  i o n i z i n g  i r r a 3 i a t i ~ n  ( i .  e. , g r a n u l o c y t e  
c o m m i t t e d  stem ce l l s )  . T h e  u s e  o f  s u c h  p h a s e  s p e c i f i c  m a r k e t s  i s  
i n t e n d e d  t o  p r o v i d e  a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  t h a t  s u b p 3 t e n t  3 i s e a s e  
e x i s t s  d u r i n g  t h e s e  v e r y  e a r l y  p e r i o d s ,  a n d  m i q h t  p r o v i d e  
e x t r e m e l y  u s e f u l  p r o g n o s t i c  i n d i c a t o r  (s) o f  i m p e n d i n g  l e u k e m i a .  

C h e m i c a l  b e u k e m o q e n e s i s :  B e n z e n e  z g & g g i c a t i o q  -------- ------ ------ 
R p i l o t  s t u d y  was i n i t i a t e d  d u r i n g  t h e  p a s t  y e a r  i n  w h i c h  

g r a d e d  d o s e s  o f  b e n z e n e  were g i v e n  t o  t h r e e  d o g s ,  by e i t h e r  s u b -  
c u t a n e o u s ,  i n t r a v e n o u s ,  o r  o r a l  r o u t e .  T b e  p r i m a r y  intent w3s t3 
assess  t h e  i m p o r t a n c e  of  a d m i n i s t r  a t  i o n  r ~ u t e  r e l a t i v e  t o  t h e  
d e q r e e  o f  i n d u c e d  m y e l o s u p p r e s s i o n .  B a c a u s e  o f  t h e  a c u t e l y  t o x i c :  
a n 3  n e c r o t i z i n g  e f f e c t  o f  b e r i z e n e  g i v e n  by p a r e n t e r a l  r o u t e s ,  a n d  
t h e  r e l a t e d  a c u t e  e f f e c t s  o n  p e r i p h e r a l  b l o ~ d  v a l u e s ,  t h e  s u b c u -  
t a n e o u s  a n d  i n t r a v e n o u s  r o u t e s  p r o v e d  t o  b e  e x p e r i m t n t a l l y  u n a t -  
t r a c t i v e .  O r a l  a d m i n i s t r a t i o n  i n  q u a n t i t i s s  as  h i g h  a s  5 ml /day  
f o r  u p  t o  6 m o n t h s ,  un t h e  vther h a n d ,  f a i l e d  Lo p c u d u c e  a p c u -  
n a u n c e d  e f f a c t  o n  p e r i p h e r a l  b l o o d  v a l u e s .  I n h a l a t i o n ,  t h e  u s u a l  
r o u t e  o f  e x p o s u r e  f o r  man, is  s e e m i n g l y  t h e  r o u t e  ~f c h o i c e  f o r  
f u t u r e  e v a l u a t i o n  o f  b i o l o q i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d o s e s  d e l i v e r e d  t 3  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .  

T h e  d i r e c t  r n y e l o t o x i c  e f f e c t s  o f  b e n z e n e  o n  f r e e  h e m a t o -  
p o i e t i c  c e l l s  a r e  b e i n g  e v a l u a t e d  v i t r o .  S e a l a b l e  q l s s s  CO, 
c u l t u r e  c h 3 m b e r s  h a v e  b e e n  d e s i g n e d  a n d  a r e  c u r r e n t l y  i n  u s e  t o  
t e s t  t h e  e f f e c t  o f  b e n z e n e  a t m o s p h e r e s  u p  t 3  15 ,000  ppm o n  c y t 9 -  
t o x i c i t y  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  of g r a n u l o z y t e  p r o g e n i t o r  c e l l  p r o l i -  
f e r a t i o n .  I n i t i a l  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  b e t w e e n  t h e  c o n c e n -  
t r a t i o n  r a n g e  o f  5 , 0 0 0  t o  1 5 , 0 0 0  ppm o f  b e n z e n e ,  t h e  c l o n o q e n i c  
a c t i v i t y  o f  n o r m a l  q r a n u l o c y t i c  p r o g e n i t o r s  is v i r t u a l i y  e l imi-  
n a t e d  ( i n  t h e  p r e s e n c e  of n o r m a l  c a n i n o  serum). N o n p r o l i f e r a t i n g  
c u l t u r e  c e l l s ,  h o w e v e r ,  a p p e a r e d  v i a b l e  3 s  i n d i c a t e d  by  t r y  pan  
b l u e  d y e  e x c l u s i o n .  D o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  f o r  b e n z e n e  w i l l  be 
d e t e r m i n e d  i n  t h e  c o m i n g  y e a r  a n d  c o r r e l a t e 3  w i t h  r e s u l t s  o f  a n i -  
mal t o x i c i t y  s t u d i e s .  

PERTINENT PAPERS, JANUARY 1977 T H R O U G H  JULY 1978 

F r i t z ,  T. E . ,  W .  P. Norris, D. V. T o l l e ,  r .  H. S e e d ,  C.  H. P o o l e ,  
L. S. Lombard ,  a n d  D. E.  D o y l e .  R e l a t i o n s h i p  o f  d o s e  r a t e  
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K a t h e r i n e  H o  A l l e n  ( S c i e n t i f i c  A s s o c i a t e )  
E m i l y  J. B o  C h r i s t i a n  ( S c i e n t i f i c  A s s o c i a t e )  
R o s e m a r i e  L. D e v i n e  ( S c i e n t i f i c  A s s o c i a t e )  
R .  J. Michael F r y  ( S e n i o r  P h y s i o l o g i s t )  
D o u g l a s  Grahn ( S e n i o r  B i o l o g i s t )  
Gordon L. Ho lmbPa l  ( S c i e n t i f i c  A s s o c i a t e )  
J a n e  L. H u l e s c h  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
E m i l  G. J o h n s o n ,  Jr. ( E n g i n e e r i n g  A s s i s t a n t )  
Donn L. J o r d a n  ( S c i e n t i f i c  A s s o c i a t e )  
L o u i s e  S. Lombard ( V e t e r i n a r y  P a t h o l o g i s t )  
V. Ann Ludeman ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
H a r i e t t a  Hiller ( S c i e n t i f i c  A s s o c i a t e )  
Anthony R .  S a l l e s e  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
E v e r e t t  F. S t a f f e l d t  ( ~ c i e n t i f  i c  A s s o c i a t e )  
S. P h y l l i s  S t e a r n e r  ( B i o l o g i s t )  
J o h n  F. Thomson ( S e n i o r  B i o l o g i s t )  
J o s e p h  E.  Trier  ( E n g i n e e r i n g  A s s i s t a n t )  
F r a n k  S. W i l l i a m s ~ n  ( P h y s i c i s t )  

V i v i a n  V. Yang ( P a s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  

The p u r p o s e  of t h e  p r o g r a m  is t o  o b t a i n  i n f o r m a t i o n  on t h e  
l a t e  e f f e c t s  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  o f  l o w  d o s e s  o f  i o n i z i n g  
r a d i a t i o n  t h a t  u l t i m a t e l y  w i l l  b e  o f  p r e d i c t i v e  v a l u e  fo r  a s s e s -  
s i n g  h a z a r d s  t o  man. T h i s  i n f o r m a t i o n  t a k e s  t h e  form o f  d o s e - r e -  
s p o n s e  c u r v e s ,  m e a s u r e d  d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y ,  f o r  t w o  d i f f e r e h t  
q u a l i t i e s  o f  r a d i a t i o n  f o r  e n d  p o i n t s  s u c h  a s  l i f e  s h o r t e n i n g  by 
v a r i o u s  c a u s e s ,  p a r t i c u l a r l y  c a n c e r ;  a n d  t h e  p h y s i c a l  a n d  b i o l o g '  
i c a l  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e s e  r e s p o n s e s .  F a c t o r s  c o n s i d e r e d  
i n c l u d e  r a t e ,  f r a c t i o n a t i o n ,  a n d  p r o t r a c t i o n  o f  d o s e ,  a n d  a n i m a l  
species, a g e ,  s e x ,  a n 3  h o r m o n a l  a n d  i m a u n o l o g i c a l  s t a t u s .  

It h a s  b e e n  r e c o g n i z e d  f o r  many y e a r s  t h a t  t h e  p r e c i s e  s h a p e  
o f  t h e  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e  f o r  low l e v e l s  o f  r a d i a t i o n  c a n n o t  be 
d e t e r m i n e d  d i r e c t l y  w i t h o u t  t h e  u s e  o f  e x o r b i t a n t  n u m b e r s  o f  a n i -  
mals. C o n s e q u e n t l y ,  it is n e c e s s a r y  t o  a p p r o a c h  t h e  p r o b l e m  by 
i n d i r e c t  means ,  s o  t h a t  e x t r a p o l a t i o n  t o  e f f e c t s  o f  lower d o s e  
r a n g e s  c a n  b e  ri~acde w i t h  some c e r t a i n t y  f rom t h e  e f fec t s  o f  d o s e s  
t h a t  a r e  a m e n a b l e  t o  s t u d y  w i t h  m a n a g e a b l e  n u m b e r s  o f  a n i m a l s .  

An i n t e g r a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  p rogram is t h e  u s e  o f  t w o  t y p e s  
o f  r a d i a t L o n ,  w i t h  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  b i o l o g i c a l  
e f f e c t s :  gamma r a d i a t i o n  f r o m  boCo s o u r c e s ,  a n d  f i s s i o n  n e u t r o n s  



from t h e  J A N U s  reactor.  One o f  t h e  most  i m p o r t a n t  d i f f e r e n c e s  is 
t h e  r e l a t i q g  Lack o f  d o s e - r a t e  effects  w i t h  t h e  l a t t e r ;  i n  terms 
o f  t h e  q u a d r a t i c  mode l ,  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  d o s e - s q u a r e d  term 
i s  e x t r e m e l y  small, i f  n o t  z e r o .  T h e r e f o r e ,  it is o u r  i n t e n t i o n  
t o  employ  s i n g l e  e x p o s u r e s  of n e u t r o n s  a t  low d o s e s ,  down t o  t h e  
l o w e s t  d o s e s  a t  w h i c h  l e t h a l  e f f e c t s  o r  s e l e c t e d  p h y s i o l o g i c a l  
c h a n g e s  c a n  b e  r e a s o n a b l y  e x p e c t e d  t o  b e  o b s e r v e d  w i t h  numbers  o f  
a n i m a l s  t h a t  a r e  m a n a g e a b l e  i n  terms o f  t h e  r e s o u r c e s  o f  o u r  a n i -  
mal f ac i l i t i e s .  A l i m i t e d  number o f  e x p e r i m e n t s  w i t h  f r a c t i o n -  
a t e d  d o s e s  o f  n e u t r o n s  w i l l  b e  c a r r i e d  o u t  t o  assess t h e  v a l i d i t y  
o f  t h e  a s s u m p t i o n s  o f  d o s e - r a t e  i n d e p e n d e n c e .  ( B e c a u s e  , o f  t h e  
r e g u l a t i o n s  g o v e r n i n g  t h e  o p e r a t i o n  o f  t h e  r e a c t o r ,  t r u l y  p r o -  
t r a c t e d  o r  c o n t i n u o u s  e x p o s u r e s  become p r o h i b i t i v e l y  e x p e n s i v e ;  
h o w e v e r ,  o u r  d a t a  s u g g e s t  t h a t  f r a c t i o n a t e d  e x p o s u r e s  c a n  s e r v e  
a s  s u r r o g a t e s  f o r  c o n t i n u o u s  n e u t r o n  i r r a d i a t i o n . )  

The a p p r o a c h  t o  t h e  p r o b l e m  o f  gamma i . x : r a d i . a t i o n  w i l l  
r e q u i r e  c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  t o  d o s e  p r o t r a c t i o n  a n d  f r a c t i o n a -  
t i o n .  T h e  c o n s t r a i n t s  o n  c o n t i n u o u s  n e u t r o n  e x p o s u r e s  do n o t  
a p p l y  t o  6 0 C 0  gamma i r r a d i a t i o n ;  h o w e v s r ,  t he re  i s  a  l a r g e  amount 
of  d a t a  a l r e a d y  a v a i l a b l e ,  much of i t  g e n e r a t e d  i n  t h i s  L a b o r a -  
t o r y ,  c o n c e r n i n g  d o s e - r a t e  e f f e c t s  on  l i f e  s h o r t e n i n g ,  b a s e d  
l a r g e l y  on  d u r a t i o n - o f  -1 i f  e e x p o s u r e s .  C o n s i d e r a b l y  less is 
known a b o u t  p r o t r a c t i o n  a n d  f r a c t i o n a t i o n  e f f e c t s  o n  t u m ~ r i q e n -  
e s i s .  However ,  we f e e l  t h a t  r e l a t i v e l y  few e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  
a n i m a l s  a r e  c o n t i n u o u s l y  e x p o s e d  w i l l  b e  r e q u i r e d  t o  b r i d g e  t h e  
g a p  b e t w e e n  t h e  p r e s e n t  p r o g r a m  a n d  t h e  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s .  

The o b v i o u s  c h o i c e  of e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  f o r  a  v a r i e t y  o f  
r e a s o n s  is t h e  l a b o r a t o r y  mouse ($1~ ~ U S C U ~ U S ) ~  s p e c i f i c a l l y  t h e  
B6CFl/Anl h y b r i d .  The extrapolation o f  fils d a t a  t o  man, however ,  
r e q u i r e s  a t  l e a s t  t w o  i n t e r m e d i a t e  s t a g e s .  The  f i r s t  o f  t h e s e  is  
t h e  u s e  o f  a n o t h e r  r o d e n t ,  t h e  w h i t e - f o o t e d  mouse (gE)~ggygsgg 
l e u c o p s ) ,  a b o u t  t h e  s i z e  o f  Mug b u t  w i t h  more t h a n  d o u b l e  t h e  
l i f e - s p a n  a n d  w i t h  a s p e c t r u m  o f  t u m o r s  t h a t  is d i s t i n c t l y  d i f -  
f e r e n t  f r o m  t h a t  of t h e  B 6 C F 1  mouse. A l i m i t e d  number  o f  s i n g l e  
e x p o s u r e s  t o  t h e  same d o s e s  o f  n e s t r o n  a n d  gamma r a d i a t i o n  
a l r e a d y  e m p l o y e d  i n  1 ~ s  s h o u l d  s u f f i c e  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  t h e  
l i f e  s h o r t e n i n g  p e r  r a d  i s  a n  a b s o l u t e  v a l u e ,  or w h e t h e r  i t  is a  
p e r c e n t a g e  of t o t a l  l i f e - s p a n .  

The s e c o n d  s t a g e  i n v o l v e s  t h e  b e a q l e ,  f o r  which  e x p o s u r e s  t o  
l o w - l e v e l  c o n t i n u o u s  6oCo gamma r a d i a t i o n  h a v e  been u n d e r  way f o r  
s e v e r a l  y e a r s  ( s e e  S e c t i o n  8 ,  R a d i a t i a n  T o x i c i t y  i n  Dogs) .  The  
p r o b l e m s  o f  d o s i m e t r y ,  n u m b e r s  o f  a n i m a l s  n e e d e d ,  a n d  t h e  l o n g  
l i f e - s p a n  o f  t h e  b e a g l e  m i l i t a t e  a g a i n s t  s t u d y i n g  n e u t r o n  
e f f e c t s .  We e x p e c t  t h a t  r e a s o n a b l e  p r e d i c t i o n s  c a n  b e  made from 
t h e  gamma-ray d a t a  by  means  o f  t h e  c ~ m p a r i s o n s  e s t a b l i s h e d  f o r  
t h e  t w o  r a d i a t i o n  q u a l i t i e s  b e t w e e n  &g a n d  g e r o m y s c g g .  

S t u d i e s  o f  l a t e  r a d i a t i o n  e f f e c t s  on t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s -  
tem s e r v e  t o  c o m p l e m e n t  l i f e  s h o r t e n i n g  a n d  c a n c e r  e x p e r i m e n t s  i n  
t h e  JANUS Program,  a n d  t o  p r o v i d e  i m p r o v e d  d e f i n i t i o n  o f  t h e  r o l e  



o f  s y s t e m i c  i n  j u r i e s  i n  t h e  l a t e  e f f e c t s  syndrome .  L i t t l e  i s  
known a b o u t  l o n g - t e r m  c a r d i o v a s c u l a r  e f f e c t s  o f  e x p o s u r e  t o  a n y  
of t h e  v a r i o u s  e n v i r o n m e n t a l  h a z a r d s  a s s o c i a t e d  w i t h  e n e r q y  c o n -  
v e r s i o n  t e c h n o l o g i e s .  The  t e c h n i q u e s  used  i n  t h e  s t u d i e s  i n v o l v -  
i n g  n u c l e a r  e n e r g y  c a n  a l s o  b e  a p p l i e d  t o  a s s e s s m e n t  o f  t h e  
e f f e c t s  o f  c h r o n i c  e x p o s u r e  t o  p r o d u c t s  o f  n o n n u c l e a r  e n e r g y  c o n -  
v e r s i o n .  S u b c l i n i c a l  c a r d i o v a s c u l a r  damaqe may r e d u c e  p h y s i o l o g -  
i c a l  r e s e r v e s  a n d  t h e r e b y  i n c r e a s e  s u s c e p t i b i l i t y  t o  s u b s e q u e n t  
i n f e c t i o n  o r  o t h e r  stress s i t u a t i o n s .  V a s c u l a r  i n j u r y  c o n t r i -  
b u t e s  t o  r a d i a t i o n - i n d u c e d  d e g e n e r a t i v e  c h a n g e s  v i a  e f f e c t s  on 
t h e  s l o w l y  d i v i d i n g  c e l l  p o p u l a t i o n s  t h a t  c o m p r i s e  t h e  b l o o d  v e s -  
sels a n d  h e a r t .  T h e  ro l e  o f  t h i s  l a r g e l y  n o n c y t o k i n e t i c  i n j u r y  
i n  l a t e  m o r b i d i t y  r e q u i r e s  f u r t h e r  s t u d y .  The B6CF1 mouse is 
a g a i n  u s e d  a s  t h e  p r i n c i p a l  t e s t  a n i m a l .  S t u d i e s  o f  a  more l i m -  
i t e d  n a t u r e ,  u s i n g  P e r o m y s c u s  l e u c o p d s ,  w i l l  p r o v i d e  d a t a  f o r  
i n t e r s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t v o  r o d e n t  s p e c i e s  h a v i n q  a t  
l eas t  a t w o f o l d  d i f f e r e n c e  i n  l i f e - s p a n .  S u c h  c o m p a r i s o n s  w i l l  
e v e n t u a l l y  a s s i s t  i n  human h a z a r d  e v a l a a t i o n .  

Our s t u d i e s  o f  l a t e  damage t o  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m  
e m p h a s i z e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  (1) f u n c t i o n a l  d e t e r i o r a t i o n ,  
a s s e s s e d  by c l e a r a n c e  o f  i n j e c t e d  1 3 3 X e  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  c a p i l -  
l a r y  b l o o d  f l o w ,  a n d  b y  m e a s u r e m e n t s  3f  b l o o d  p r e s s u r e ;  a n d  ( 2 )  
h i s t o p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  s u b c u t a n e o u s  m i c r o v a s c u l a t u r e ,  
i n  t h e  h e a r t  a n d  a o r t a ,  a n d  i n  t h e  k i d n e y .  The s t u d i e s  i n c l u d e  
l i q h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n s .  A d d i t i o n a l  i n v e s t i -  
g a t i o n s  o f  t h e  m i c r o v a s c u l a t u r e  a r e  p l a n n e d  w i t h  t h e  u s e  o f  
m i c r o a n g i o g r a p h y .  C o r o n a r y  a r t e r y  damage,  v a s c u l a r  d e t e r i o r a t i o n  
a n d  f i b r o s i s  i n  e s s e n t i a l  o r g a n s ,  and.  m i c r . o v a s c u l ~ r  e f f i c i e n c y  
a r e  e n d  p o i n t s  o f  i n t e r e s t  i n  c o n n e c t i o n  w i t h  t h e r a p e u t i c  u s e  o f  
low- a n d  high-LET r a d i a t i o n ,  a s  well a s  i n  many p h a s e s  o f  n u c l e a r  
t e c h n o l o g y .  O f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  i n  o u t  c u r r e n t  f i n d i n g s  i s  
t h e  h i g h  s e n s i t i v i t y  of t h e  c o r o n a r y  a r t e r y  t o  f r a c t i o n a t e d  neu-  
t r o n  i r r a d i a t i o n .  



LIFE SHORTENING AFTER EXPOSURE TO NEUTRONS A N D  G A R H A  RAYS 

J. F. Thomson,  K. H. A l l e n ,  R. J. fl. F r y , l  D. G r a h n ,  J. L. 
H u l e s c h ,  D. L. J o r d a n ,  L. S. Lombard, V .  A.  Ludeman, fl. N i l -  
l e r ,  A. R.  S a l l e s e ,  E. F. S t a f f e l d t ,  a n d  F. S. W i l l i a m s o n  

The s t a t u s  of t h e  i r r a d i a t i o n  e x p e r i m e n t s  is  a s  follows: 

JH-2 i n v o l v e d  a t o t a l  o f  7200 mice o f  b o t h  s e x e s  ( p l u s  2000  ---- 
c o n t r o l s )  t h a t  were e x p o s e d  t o  s i n g l a  o r  f r a c t i o n a t e d  d ~ s e s  of 
n e u t r o n s  a n d  6oCo gamma r a y s .  A number o f  a n i m a l s  were s u b s e -  
q u e n t l y  r emoved  from t h e  e x p e r i m e n t ,  b u t  5 8 6 9  i r r a d i a t e d  a n d  1 7 0 3  
c o n t r o l  mice were o b s e r v e d  f o r  t h e i r  l i f e - s p a n ,  P r e l i m i n a r y  
a n a l y s e s  o f  l i f e - s h o r t e n i n g  d a t a  h a v e  been p u b l i s h e d ;  h i s t o p a t h o -  
l o g i c  e x a m i n a t i o n s  a r e  c o m p l e t e ,  a n d  a  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  d e a t h  
is u n d e r  way. I n  a s u p p l e m e n t a r y  e x p e r i . m ~ n t .  z f l - Y Z ,  sj.,ngl..e doses 
( 8 0  a n d  240  n e u t r o n  r a d s ,  2 6 8  a n d  7 8 8  r a d s  gamma r a y s )  were q i v e n  
t o  o l d e r  a n i m a l s  t o  c o m p a r e  t h e  r e s p o n s e s  o f  194- a n d  287-day-o ld  
mice w i t h  t h o s e  of a b o u t  1 1 0  d a y s  o f  a g e ,  t h e  a g e  o f  t h e  JU-2 
mice a t  t h e  time o f  t h e i r  i n i t i a l  e x p o s u r e s ;  a l l  o f  t h i s  g r o u p  o f  
2400 mice a r e  now d e a d .  

JM-3s is a  s i n g l e  d o s e  e x p o s u r e  series, 20 t o  160 n e u t r o n  ----- 
r a d s  a n d  90 t o  5 6 9  r a d s  gamma r a y s ,  which a c e  e x p e c t e d  t o  p r o d u c e  
2% t o  25% l i f e  s h o r t e n i n g .  I r r a d i a t i o n s  were c o m p l e t e d  ( 2 6 9 5  
a n i m a l s )  i n  O c t o b e r ,  1977,  

JM-4K is  a  f r a c t i o n a t e d  d o s e  series g i v e n  o v e r  23 weeks ,  ----- 
a b o u t  ZU% o t  t h e  l i f e - s p a n .  The t o t a l  n e u t r o n  d o s e s  a r e  t h e  same  
a s  t h o s e  u s e d  i n  JM-3s; w h e r e a s  t h e  gamma r a y  d o s e s  a r e  h i g h e r  
( 2 0 6  t o  51 1 0  r a d s  t o t a l  d o s e )  . The l a s t  r e p l i c a t e  f o r  i r r a d i a -  
t i o n  t r e a t m e n t  was c o m p l e t e d  i n  A p r i l ,  1977. F o u r  t h o u s a n d  s e v e n  
h u n d r e d  f i f t y  mice were e x p o s e d .  

J H - 4 L  w i l l  i n v o l v e  t h e  e x p o s u r e s  o f  b o t h  Mgg a n d  P e r o m y s c u s  ----- 
t o  c o n t i n u o u s  6oCo gamma r a d i a t i o n  f o r  v a r y i n g  p e r i o d s  o f  time 
( n o  n e u t r o n  e x p o s u r e s )  . T h i s  e x p e r i m s n t ,  r h i c h  h a s  b e e n  d e l a y e d  
p e n d i n g  r e c a l i b r a t i o n  o f  t h e  Low L e v e l  Gamma F a c i l i t y  (see be low)  
a n d  c o n s t r u c t i o n  of s p e c i a l  a n i m a l  h o u s i n g ,  w i l l  b e g i n  i n  
mid-1 978.  

J H - 4 W  a n d  JH-5 a r e  a  s e r i e s  o f  s i n g l e  a n d  f r a c t i o n a t e d  d o s e s  ----- --- --- 
f o r  b o t h  s e r i a l  e v a l u a t i o n  a n d  s a c r i f i c e  f o r  c a r d i o v a s c u l a r ,  
h e m a t o p o i e t i c ,  a n d  i m m u n o l o g i c  s t u d i e s .  A l l  i r r a d i a t i o n s  h a v e  
b e e n  c o m p l e t e d  f o r  b o t h  se r ies  ( 3 2 7 5  mice). 

1 P r e s e n t  a d d r e s s :  B i o l o g y  D i v i s i o n ,  O a k  R i d g e  N a t i o n a l  
L a b o r a t o r y .  



JH-6 i n v o l v e s  i r r a d i a t i o n s  o f  mice w i t h  b o t h  s i n g l e  a n d  p r o -  ---- 
t r a c t e d  e x p o s u r e s  f o r  t h e  c a r c i n o g e n e s i s  s t u d y  w i t h  p i t u i t a r y  
h o r m o n e s  a n d  i s o g r a f t s .  I r r a d i a t i o n s  h a v e  b e e n  c o m p l e t e d  f o r  
1 8 9 0  mice. 

JH-7Q c o n s i s t s  o f  f r a c t i o n a t e d  l o s e s  g i v e n  i n  6 0  w e e k l y  ----- 
e x p o s u r e s  o v e r  5 9  w e e k s  ( s  5 0 %  o f  t h e  l i f e - s p a n )  f o r  c o m p a r i s o n  
w i t h  JH-4K. A s  i n  m o s t  e x p e r i m e n t s ,  i r r a d i a t i o n  i s  b e g u n  when 
t h e  mice a r e  a b o u t  1 1 0  d a y s  o l d .  T h e  f i n a l  c o m p o n e n t  o f  t h i s  
ser ies  was c a n c e l l e d ;  t h e  l a s t  o f  t h e  1 0 4 5  a n i m a l s  c o m m i t t e d  t o  
t h i s  e x p e r i m e n t  w i l l  r e c e i v e  t h e i r  f i n a l  e x p o s u r e s  i n  J u l y ,  1 9 7 8 ,  

JH-7R is a  c o m p a n i o n  e x p e r i m e n t ,  i n  w h i c h  s i n g l e  d o s e s  a r e  ----- 
g i v e n  t o  mice a t  535 d a y s  o f  a g e ,  i. e., a t  t h e  e n d  o f  t h e  59-week 
f r a c t i o n a t i o n  p e r i o d  u s e d  i n  JM-7Q. O r i g i n a l l y ,  1 7 0 0  a n i m a l s  
were a s s i g n e d  t o  t h i s  series,  b u t  a f t e r  1 0 2 0  mice were i r r a d i -  
a t e d ,  t h e  r e m a i n i n g  r e p l i c a t e s  were c a n c e l l e d .  

JU-8U e m p l o y s  o n e  e x p o s u r e  p e r  week f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  ----- 
l i f e - s p a n  o f  t h e  a n i m a l s  f o r  c o m p a r i s o n  w i t h  s i m i l a r  t o t a l  d o s e s  
g i v e n  o v e r  s h o r t e r  i n t e r v a l s  o r  a s  a s i n g l e  e x p o s u r e .  T h e  o r i g i -  
n a l  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  c a l l e d  f o r  t h e  a l l o c a t i o n  o f  2000  mice t o  
t h r e e  d o s e  r a t e s  o f  n e u t r o n s  (0 .667 ,  1 .667 ,  a n d  2 .667  
r a d s / e x p o s u r e )  a n d  t h r e e  o f  gamma r a y s  (6.95,  17 .4 ,  a n ?  31 .4  
r a d s / e x p o s u r e )  . A f t e r  1200  mice h a d  b s e n  e n t e r e d  i n t o  t h i s  r e g i -  
men, t h e  d e c i s i o n  was made t o  c o m m i t  n o  more a n i m a l s .  

JH-9X is  a new series i n v o l v i n g  low d o s e s  o f  n e u t r o n s  a n d  ---- 
gamma r a y s  t h a t  w i l l  b e  c a r r i e d  o u t  i n  t w o  s t a g e s .  T h e  f i r s t  
p a r t ,  f o r  w h i c h  i r r a d i a t i o n s  were b e q u n  i n  J u n e ,  1 9 7 7 ,  c o n s i s t e d  
o f  s i n g l e  a n d  f r a c t i o n a t e d  e x p o s u r e s  t o  10  r a d s  o f  n e u t r o n s ,  a n d  
s i n g l e  e x p o s u r e s  t o  5 r a d s .  T h e  s e c o n d  s t a g e ,  i n v o l v i n g  s i n g l e  
e x p o s u r e s  t o  1, 2.5,  5, 1 0 ,  2 0 ,  a n d  1 2 0  r a d s  o f  n e u t r o n s  a n d  
22.5, 45, a n d  9 0  r a d s  o f  gamma r a d i a t i o n ,  w i l l  b e  i n i t i a t e d  a f t e r  
t h e  b a r r i e r  m o d i f i c a t i o n s  t o  t h e  a n i m a l  f a c i l i t i e s  a r e  c o m p l e t e d  
a n d  t h e  mouse  s t r a i n s  a r e  r e d e r i v e d ,  T h e  r e a s o n  f o r  d e f e r r i n g  
t h e  s e c o n d  s t a g e  is t h a t  t h e r e  is c o n z e r o  t h a t  t h e  p r e s e n t  popu-  
l a t i o n  o f  a n i m a l s ,  h a v i n g  b e e n  r a i s e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  t h a t  a re  
somewha t  l e s s  t h a n  o p t i m a l ,  may show t h e  s o - c a l l e d  " b e n e f i c i a l  
e f f e c t s  o f  r a d i a t i o n , "  i .e. ,  a n  i n c r e a s e  i n  mean a f t e r - s u r v i v a l  
f o l l o w i n g  l o w  d o s e s  of r a d i a t i o n ,  a s  a  r e s u l t  o f  a d e c r e a s e  i n  
e a r l y  d e a t h s  f r o m  i n t e r c u r r e n t  i n f e c t i m .  

JM-1OE e m p l o y s  P e r o m y s c u s  l e u c o p u s  a s  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i -  ----- 
mal. N e u t r o n  i r r a d i a t i o n  a t  s i n g l e  d o s e s  o f  20,  40, 8 0 ,  a n d  1 6 0  
r a d s ,  a l o n g  w i t h  f r a c t i o n a t e d  e x p o s u r e s  t o  4 0  a n d  1 6 0  r a d s ,  were 
b e g u n  i n  November,  1 9 7 7 .  When t h e y  a r e  c o m p l e t e d ,  gamms i r r a d i a -  
t i o n  (90 ,  1 4 3 ,  2 0 6 ,  a n d  4 1 7  r a d s )  w i l l  b e g i n .  T h e  r e a s o n  why t h e  
n e u t r o n  a n d  gamma e x p o s u r e s  a re  n o t  c s r r i e d  o u t  i n  p a r a l l e l  
r e f l e c t s  t h e  f a c t  t h a t  i n  o r d e r  t o  s t a n d a r d i z e  t h e  b o d y  w e i g h t s  
a s  much a s  p o s s i b l e ,  we m u s t  reject a b ~ u t  4 3 %  o f  t h e  a n i m a l s  t h a t  
a re  b r e d ;  t o  o b t a i n  a l l  of t h e  a n i m a l s  n e e d e d  a t  o n e  time w o u l d  
o v e r s t r e s s  t h e  a n i m a l  p r o d u c t i o n  f a c i l i t i e s ,  



JM-11E ----- was d e s i g n e d  b y  D r .  R e  J. H. F r y  (now a t  ORNL)  t o  
e s t a b l i s h  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  f o r  a  s p e c i f i c  t u m o r  s y s t e m ,  
n a m e l y ,  t h e  H a r d e r i a n  g l a n d ,  The  a p p r o a c h  is  t o  g i v e  t h e  i r r a d i -  
a t i o n  i n  f r a c t i o n s - - 2 ,  4, 8 ,  a n d  16 week ly  e x p o s u r e s  o f  2 .5  neu-  
t r o n  r a d s ;  24 ,  36, a n d  48  e x p o s u r e s  o f  17.4 gamma r a d s - - a n d  a f t e r  
t h e  f i n a l  f r a c t i o n  t o  i m p l a n t  p i t u i t a r y  i s o g r a f t s  a s  t u m o r  promo- 
ters.  The  e x p o s u r e s  were b e g u n  i n  O c t o b e r ,  1977. E x p e r i m e n t s  
w i t h  s i n g l e  d o s e s  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  JN-6 
ser ies  ( s e e  a b o v e ) .  

The tt2QQt* series ( n o  JU d e s i g n a t i o n )  was p l a n n e d  by D r .  
D o u g l a s  Grahn  t o  e v a l u a t e  v a r i o u s  g e n e t i c  e n d  p o i n t s  a f t e r  s i n g l e  
e x p o s u r e s  t o  e s s e n t i a l l y  t h e  same d o s e s  o f  n e u t r o n  a n d  gamma 
r a d i a t i o n  p l a n n e d  f o r  t h e  s e c o n d  p h a s e  o f  JN-9X. T h e  d e s i g n  a n d  
r a t i o n a l e  f o r  t h e s e  e x p o s u r e s  a r e  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  10 ,  Gen- 
e t i c  T o x i c a l o q ~ .  The  f i r s t  e x p o s u r e s  i n  t h i s  s e ~ i e s  took p l a c e  
i n  November, 1 9 7 7 ,  Dr. Grahn  i s  a l s o  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  of 
f r a c t i o n a t e d  n e u t r o n  a n d  gamma r a d i a t i o n  on  t h e s e  s a m e  e n d  
p o i n t s ,  w i t h  a d d i t i o n a l  male mice a d d e d  t o  t h e  JM-7Q a n d  Sd-8U 
e x p o s u r e s .  

* 

P r o v i s i o n a l  a n a l y s i s  o f  t h e  l i f  % - s h o r t e n i n g  d a t a  f rom t h e  
JM-2 t h r o u g h  t h e  JI-8 se r i e s  r e v e a l s  a number o f  g e n e r a l  t r e n d s :  
(1)  f e m a l e s  a r e  more s e n s i t i v e  t h a n  m a l e s  t o  n e u t r o n  b u t  n o t  t o  
gamma r a d i a t i o n ;  (2 )  f r a c t i o n a t i o n  o f  gamma r a d i a t i o n  p r o 3 u c e s  a  
" s p a r i n g t t  e f f e c t ,  e . ,  a  l o n g e r  mean s u r v i v a l  time t h a n  a f t e r  
t h e  same t o t . a l  d o s e  g i v e n  i n  a  s i n g l e  exposure; (3)  f r a c t i o n a t i o n  
of n e u t r o n  i r r a d i a t i o n ,  o n  t h e  o t h e r  h m d ,  p r o d u c e s  a n  augmenta -  
t i o n  o f  l i f e  s h o r t e n i n g  a t  h i g h  d o s e s  (> 100 r a d s )  , b u t  n o t  a t  
l o w  d o s e s ;  ( 4 )  l i f e  s h o r t e n i n g  p e r  r a d  is  l o w e r  i n  o l d e r  a n i m a l s ;  
(5 )  p r o j e c t i o n s  f r o m  p r e s e n t  d a t a  s u g q e s t  t h a t  t h e  r e l a t i v e  b i o -  
l o g i c a l  e f f e c t i v e n e s s  (RBE) f o r  s i n g l e  d o s e  JANUS f i s s i o n  neu- 
t r o n s  r e l a t i v e  t o  gamma r a y s  w i l l  f a l l  b e t w e e n  1 0  a n d  100 i n  t h e  
d o s e  r a n g e  o f  1  t o  0.1 s a d .  

The l a s t  c o n c l u s i o n  is d e r i v e d  from t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  
when e x c e s s  m o r t a l i t y  r a t e s  a r e  p l o t t e l  a g a i n s t  d o s e  o n  a  l o g - l o g  
p l o t ,  t h e  s l o p e  . , t h e  power Euiactioar e x p o n e n t )  f o s  sinsle- 
d o s e  n e u t r o n  e x p o s u r e s  is a b o u t  0 .5 ,  w h e r e a s  t h a t  for  s i n g l e - d o s e  
gamma i r r a d i a t i o n  is n e a r  u n i t y .  P r e l i m i n a r y  a n a l y s i s  o f  some of  
t h e  tumor  d a t a  f r o m  JM-2 s u g g e s t s  t h 3 t  t h e  same s l o p e s  w i l l  
o b t a i n ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  mem a f t e r - s u r v i v a l s  f o r  a n i -  
mals d y i n g  w i t h  v a r i o u s  t u m o r s  may v a r y  by 2 0 %  o f  t h e  l i f e - s p a n  
o f  t h e  mouse. I n  o t h e r  w o r d s ,  regar3leas o f  cause of death ( i n  
t h e  cases e x a m i n e d ) ,  t h e  l i f e  s h o r t e n i n g  p e r  r a d  v a r i e s  i n v e r s e l y  
w i t h  s i n g l e  d o s e s  o f  n e u t r o n s  b u t  r e m a i n s  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  f o r  
gamma r a a i a t i o n .  



DOSINETRY A N D  D A T A  PROCESSING 

F. S. W i l l i a m s o n ,  G. L. Ho lmblad ,  E. G. J o h n s o n ,  Jr., a n d  J. 
E. Trier 

N e u t r o n  D o s i m e t r y  ------ -------- 
S i n c e  J u n e ,  1977 ,  t h e  JANUS react3r h a s  b e e n  o p e r a t e d  o n l y  2 

d a y s  p e r  week. T h i s  a r r a n g e m e n t  i s  u n q u e s t i o n a b l y  cost e f f e c -  
t i v e ,  b u t  h a s  t h e  r e s u l t  t h a t  u n t i l  m i l -1978  n o  time is a v a i l a b l e  
i n  t h e  J A N U S  H igh  F l u x  Room f o r  e x p e r i m e n t a l  n e u t r o n  d o s i m e t r y .  

We f o u n d  t h a t  t h e  d r a f t  r e p o r t  f o r  t h e  I n t e r n a t i o n a l  Commis- 
s i o n  o n  R a d i o l o g i c a l  U n i t s  o n  t h e  I n t e r n a t i o n a l  D o s i m e t r y  I n t e r -  
c o m p a r i s o n  ( I N D I )  c o n t a i n e d  e r r o r s  i n  r e p o r t i n g  o u r  d a t a .  Our 
d a t a  h a v e  b e e n  r e e v a l u a t e d  a n d  c h e c k e d  2nd t h e  d i s c r e p a n c i e s  
r e p o r t e d  t o  t h e  I N D I  C o m m i t t e e .  

The S h o n k a  4 - i n c h  t i s s u e - e q u i v a l e n t  i o n i z a t i o n  c h a m b e r s  u s e d  
i n  e x p o s u r e  m o n i t o r i n g  h a v e  b e e n  r e f i l l e d  u s i n g  i m p r o v e d  s e a l i n g  
t e c h n i q u e  a n d  show n e g l i g i b l e  g a s  l e a k a g e .  T h i s  s h o u l d  r e d u c e  
t h e  n e e d  f o r  c a l i b r a t i o n  c h e c k s  i n  t h e  JANUS High  F l u x  Room. 

Phantom d e p t h - d o s e  m e a s u r e m e n t s  were made t o  s u p p o r t  t h e  
Monte C a r l o  c a l c u l a t i o n  o f  d e p t h  d o s e s  i n  p h a n t o m s  c o r r e s p o n d i n g  
t o  mice o f  d i f f e r e n t  s i z e s .  T h e  d a t a  a r e  i n  p r o c e s s  o f  e v a l u a -  
t i o n .  

Gamma a n d  X-ray  D o s i m e t r y  ----- -- ---- ------- 
The  H i q h  L e v e l  Gamma F a c i l i t y  i s  i n  u s e  2 d a y s  p e r  w e e k  

( f u l l y  s a t u r a t e d  d a y s )  fo r  t h e  o n g o i n g  JLI-4 t h r o u g h  JN-11 ser ies  
of i r r a d i a t i o n s ,  a n d  r e c e i v e s  f r e q u e n t ,  t h o u g h  s p o r a d i c ,  u s e  o n  
o t h e r  d a y s .  

The  Low L e v e l  Gamma F a c i l i t y  h a s  b e e n  r e c o m m i s s i o n e d ,  a n d  
p r e l i m i n a r y  d o s i m e t r y  c a l i b r a t i o n s  a n d  w o r s t - c a s e  v e r t i c a l  s c a n s  
h a v e  b e e n  made, S o u r c e  a t t e n u a t o r s  d e s i g n e d  t o  c o m p e n s a t e  f o r  
d e c a y  i n  t h e  6oCo s o u r c e  o v e r  t h e  n e x t  few y e a r s  h a v e  b e e n  f a b r i -  
c a t e d  a n d  c h e c k e d .  T h e s e  t h i c k  a t t e n u a t o r s  c a u s e  g r e a t  p e r t u r b a -  
t i o n  o f  t h e  s h a p e  o f  i s o d o s e  c o n t o u r s ,  i n  t h e  v e r t i c a l  p l a n e ,  
c l o s e  t o  t h e  s o u r c e ,  s o  t h a t  a  r e q u i r e m e n t  f o r  a w i d e  r s n q e  o f  
d o s e  rates c o m b i n e d  w i t h  l a r g e  n u m b e r s  of a n i m a l s  p r e s e n t s  a v e r y  
c o m p l e x  d e s i g n  p r o b l e m  i n  t h e  f a c i l i t y .  F o r t u n a t e l y ,  a r e d u c t i o n  
i n  t h e  number  o f  a n i m a l s  p l a n n e d  f o r  Jkl-4L w i l l  ease t h i s  p r o b -  
lem, t h o u g h  i t  w i l l  s t i l l  b e  c o m p l e x .  

We e x p e c t  t o  u s e  o u r  a u t o m a t i c  r e a d o u t  t h e r m o l u m i n e s c e n t  
dosimeter (TLD) s y s t e m  e x t e n s i v e l y  i n  t h e  d o s i m e t r y  o f  t h e  Low 
L e v e l  Gamma F a c i l i t y .  A s t u d y  o f  TLD r e s p o n s e  i n  p h a n t o m s  o f  
a luminum,  l ead ,  p o l y e t h y l e n e ,  a n d  b o n e - e q u i v a l e n t  p l a s t i c  c o n -  



f i r m s  t h a t  p h o t o n  a b s o r b e d  d o s e s  i n  s u c h  m e d i a  c a n  b e  m e a s u r e d  
u s i n g  e s t a b l i s h e d  c a v i t y  t h e o r y .  

D a t a  P r o c e s s i n g  ---- -------- 

Gross a u t o p s y  r e c o r d s  f rom 9150 JH-2 a n i m a l s  are now on  
f i l e ,  a n d  6533 h i s t o p a t h o l o g y  r e c o r d s  h a v e  been  p r o c e s s e d .  A 
s p e c i a l  p r o g r a m  t o  e x a m i n e  r e c o r d  s e q u e n c e  numbers  i d e n t i f i e s  
t h o s e  few r e c o r d s  t h a t  were o v e r l o o k e d .  P r o g r a m s  h a v e  been  writ- 
t e n  t h a t  d i s p l a y  t h e  f r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  i n d i v i d u a l  d i s e a s e  
c o d e s  i n  e i t h e r  of t h e s e  f i l e s  i n  t w o - d i m e n s i o n a l  t a b l e s  ( t r e a t -  
m e n t  v e r s u s  c o d e ) .  A n o t h e r  p r o g r a m  p e r m i t s  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  
p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s  of d i s e a s e  codes--we p r o p o s e  t o  u s e  t h i s  t o  
e s t a b l i s h  p l a u s i b l e  c o d e  p o o l s  f o r  l i f e  t a b l e  a n a l y s i s .  

The p r o g r a m s  f o r  l i f e  t a b l e  a n a l y s i s  u s i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  
g r o s s  a u t o p s y  d a t a  a n d  h i s t o p a t h o f o g y  . i a t a  h a v e  b e e n  t e s t e d .  A t  
p r e s e n t  t h e  h i s t o p a t h o l o g y  d a t a  a r e  b e i n g  t e s t e d  a g a i n s t  t h e  
q r o s s  a u t o s p y  d a t a  a s  r i g o r o u s l y  a s  p o s s i b l e  s o  t h a t  we may h a v e  
f u l l  c o n f i d e n c e  i n  t h e  i n f e r e n c e s  t o  b e  d r a w n  f r o m  a n a l y s e s  o f  
t h e s e  d a t a .  It  is n o t  a l w a y s  a p p r e c i a t e 3  t h a t  p a t h o l o g y  is  f u n -  
d a m e n t a l l y  n o t  a q u a n t i t a t i v e  s c i e n c e ,  y e t  w e  mus t  make i t  q u a n -  
t i t a t i v e  a n d  r i g o r o u s  t o  a c h i e v e  o u r  o b j e c t i v e s .  

A new p r o g r a m  d i s p l a y s  t h e  s t a t u s  o f  a n i m a l s  i n  a n  o n g o i n q  
e x p e r i m e n t  w i t h  mean a n d  m e d i a n  s u r v i v a l  times f o r  e a c h  r e p l i -  
c a t e .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  f o r  e s t i m a t i n q  t r e n d s  b e f o r e  
a l l  t h e  a n i m a l s  h a v e  d i e d .  Work i s  now i n  p r o g r e s s  o n  d e v e l o p i n g  
t h e  d i r e c t - e n t r y  p a t h o l o g y  s y s t e m  f o r  t h e  PbP-11/29. A l t h o u g h  - 
t h i s  t a s k  is o f  h i g h  p r i o r i t y ,  t h e  3 n a l y s i s  o f  JN-2 p a t h o l o g y  
t a k e s  p r e c e d e n c e ,  a n d  d a t a  p r o c e s s i n g  s u p p o r t  f a r  t h e  week ly  
i r r a d i a t i o n s  h a s  t h e  h i g h e s t  p r i o r i t y  o f  a l l .  

C A R D I O V A S C U L A R  EFFECTS 

S. P. S t e a r n e r ,  E. J. B. ~ h r i s t i a n ,  6 .  L. D e v i n e ,  and  V. V. 
Y an J 

Long- te rm s t u d i e s  o f  r a d i a t i o n  e f f e c t s  o n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  
s y s t e m  i n  t h e  B6CFI ,mouse c o n t i n u e d  t 3  e m p h a s i z e  c o m p a r i s o n s  of 
s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  c h a n g e s .  The c o m p a r a t i v e  e f f ec t s  o f  
t o t a l - b o d y  e x p o s u r e  t o  6 0 C 0  qamma r a y s  o r  f i s s i o n  s p e c t r u m  neu-  
t r o n s  on s u b c u t a n e o u s  c a p i l l a r y  b l o o d  f low h a v e  b e e n  e s t i m a t e d  by 
m e a s u r e m e n t  o f  x e n o n  c l e a r a n c e  a f t e r  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  o f  
133Xe  i n  a  , s a l i n e  s o l u t i o n .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  i m p o r t a n t  a s  a n  
i n d i c a t o r  o f  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  m i c r o v a s c u l a t u r e  t h a t  c a n  



t h e n  b e  r e l a t e d  t o  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  o b s e r v e d  b o t h  ~ i q p  a n d  
w i t h  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  T h e  c l e a r a n c e  o f  133Xe f r o m  t h e  
s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  s i t e  c a n  b e  f i t t e d  t o  a s i n g l e  e x p a n e n -  
t i a l .  I n  u n i r r a d i a t e d  c o n t r o l  mice, t h e  mean h a l f  time ( 0 . 6 9 3 / ~ )  
i n  4 - m o n t h - o l d  a n i m a l s  was 9 . 8 3  k 0.72 min,  a n d  r a n g e d  b e t w e e n  
9.48-10.70 min i n  4-1 6 m o n t h - o l d  a n i m a l s .  The  h a l f  time 
i n c r e a s e d  t o  130-140% o f  t h e  i n i t i a l  maan v a l u e  b e t w e e n  16 a n d  2 8  
m o n t h s ,  a n d  t h e n  d e c r e a s e d  t o  a s  l o w  a s  SOB i n  v e r y  o l d  a n i m a l s .  
I n  mice i r r a d i a t e d  a t  4  m o n t h s ,  t h e  c l e a r a n c e  h a l f  time o f  l 33Xe  

i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  3-6 m o n t h s  a f t e r  e x p o s u r e  t o  gamma r a y s  
o r  f i s s i o n  n e u t r o n s  a t  d o s e  l e v e l s  well b e l o w  t h e  a c u t e l y  l e t h a l  
r a n g e  ( i . e . ,  268 gamma r a d s  o r  81) n e u t r o n  r a d s )  . A f t e r  e x p o s u r e  
t o  h i g h e r  d o s e  l e v e l s ,  b u t  s t i l l  b e l o w  t h e  a c u t e l y  l e t h a l  r a n g e ,  
t h e r e  was l i t t l e  c h a n g e  f r o m  mean c o n t r o l  v a l u e s .  T h e  d a t a  f o r  
b o t h  i r r a d i a t e d  a n d  c o n t r o l  mice c l e a r l y  i n d i c a t e ,  h o w e v e r ,  t h a t  
c l e a r a n c e  times were s h o r t e r  a t  a g e s  i n  e x c e s s  o f  t h e  mean s u r v i -  
v a l  time, a n d  s u g g e s t  a  c o m p e n s a t o r y  i n c r e a s e  i n  c a p i l l a r y  b l o o d  
f l o w .  T h i s  i n c r e a s e  o c c u r r e d  a t  a n  e a r l i e r  a g e  i n  i r r a d i a t e d  
t h a n  i n  c o n t r o l  mice, a n d  may b e  a s s ~ c i a t e d  w i t h  t h e  m o r b i d i t y  
t h a t  c o n t r i b u t e s  t o  l i f e  s h o r t e n i n g .  The  i n c r e a s e  i n  r a t e  o f  
b l o o d  f l o w  may b e  r e l a t e d  t o  a d e c r e a s e d  e f f i c i e n c y  i n  u t i l i z a -  
t i o n  o f  o x y q e n  a n d / o r  t o  d e v e l o p m e n t  o f  h y p e r t e n s i o n .  Thz  p i n n a  
v a s c u l a t u r e  o f  mice e x p o s e d  t o  gamma r a y  d o s e s  t h a t  r e s u l t e d  i n  
l o n g e r  x e n o n  c l e a r a n c e  h a l f  times s h o w e d  f i n e  s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  
o f  a p p a r e n t  e n d o t h e l i a l  p r o l i f e r a t i o n ,  t o  t h e  e x t e n t  o f  b l o o d  
f l o w  o b s t r u c t i o n  i n  s o m e  i n s t a n c e s .  Such f i n d i n g s  c o u l d  b e  c o r -  
r e l a t e d  w i t h  t h e  i n c r e a s e d  v a s c u l a r  t o r t u o s i t i e s  o b s e r v e d  w i t h  
t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e .  We h a v e  n o t e 3  t h a t  e a r l y  m i c r o v s s c u l a r  
r e p a i r  ( l e s s  t h a n  30  d a y s  a f t e r  i r r a d i a t i o n )  is  a s s o c i a t e d  w i t h  
p r o l i f e r a t i o n  o f  u n d i f f e r e n t i a t e d  c e l l  p o p u l a t i o n s  f r 3 m  t h e  
s u b e n d o t h e l i a l  i n t e r s t i t i a l  r e g i o n  i n  t h e  r e v a s c u l a r i z i n g  r a b b i t  
e a r  c h a m b e r .  T h u s ,  m e s e n c h y m a l - t y p e  connective t i s s u e  cel ls  may 
a l s o  c o n t r i b u t e  t o  r e p a i r  o f  e n d o t h e l i s l  damage.  

E v a l u a t i o n  a f  u l t r a s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  t h e  h e a r t  a n d  a o r t a  
t h r o u g h  24  m o n t h s  a f t e r  i r r a d i a t i o n  is i n  p r o g r e s s ,  w h i l e  c h a n g e s  
i n  t h e  m y o c a r d i u m  a n d  c a r d i a c  m i c r o v a s c u l a t u r e  t h r o u g h  1 2  m o n t h s  
h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  S t u d y  o f  t h e  l a t e r  e f f e c t s ,  a t  1 8  a n d  2 4  
m o n t h s  a f t e r  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  r e v e a l e d  a p e r s i s -  
t e n t  a n d  i n c r e a s i n g  damage  t h a t  w a s  m o s t  s e v e r e  i n  n e u t r o n -  
t r e a t e d  a n i m a l s .  Q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n s  o f  d e g e n e r a t i n g  c a p i l -  
l a r i e s  a n d  m y o c y t e s  i n  h e a r t  t i s s u e  showed  v a l u e s  s i g n i f i c a n t l y  
a b o v e  t h e  c o n t r o l  l e v e l  t h r o u g h o u t  t h e  l a t e r  p e r i o d  a f t e r  s i n g l e  
d o s e  e x p o s u r e  t o  7 8 8  gamma r a d s  o r  2 4 0  n e u t r o n  r a d s .  I n  c o n t r a s t  
t o  t h e  e x t e n s i v e  m i c r o v a s c u l a r  damage  i n  t h e  h e a r t  a t  t h e  e a r l y  
o b s e r v a t i o n  times a f t e r  e x p o s u r e ,  d e g e n e r a t i v e  c h a n g e s  i n  t h e  
l a r g e r  c o r o n a r y  a r t e r i e s  a n d  t h e  a o r t s  f i r s t  a p p e a r e d  3-6 m o n t h s  
a f t e r  i r r a d i a t i o n ,  a n d  b e c a m e  p r o g r e s s i v e l y  more  s e v e r e  a t  l a t e r  
times (12 -24  m o n t h s ) .  The  major c h a n g e s  i n  t h e  a r t e r i a l  wal l  
i n c l u d e d  d e g e n e r a t i o n  o f  t h e  s m o o t h  m u s c l e ,  f i b r o s i s ,  a n d  accumu-  
l a t i o n s  of d e b r i s  a n d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  The  m a t r i x  m a t e r i a l  
was p e r i o d i c  a c i d  S c h i f f  (PAS) p o s i t i v e ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  
o f  p r o t e o g l y c a n s .  A t  1 2  m o n t h s ,  t h e r e  was m o r e  f o c a l  s m o o t h  mus- 



c l e  d e g e n e r a t i o n  i n  t h e  m e d i a l  l a y e r  o f  t h e  c o r o n a r y  a r t e r i e s ,  
w i t h  some  a c c u m u l a t i o n  o f  m a t r i x  a n d  o f  d e b r i s ,  a n d  i n c r e a s e d  
a m o u n t s  o f  c o l l a g e n  i n  t h e  o u t e r  a d v e n t i t i a l  l a y e r .  Damage was 
more s e v e r e  a t  18 m o n t h s ,  b u t  l i t t l e  s d d i t i o n a l  c h a n g e  was n o t e d  
a t  24 months .  C o r o n a r y  a r t e r i a l  p l a q u e s ,  f o u n d  i n  v a r i o u s  t r e a t -  
m e n t  g r o u p s  a t  12-18 m o n t h s  a f t e r  i r r a d i a t i o n ,  a p p e a r e d  t o  
i n v o l v e  s m o o t h  m u s c l e  p r o l i f e r a t i o n  a n d  r e s e m b l e d  l e s i o n s  associ-  
a t e d  w i t h  human c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e ,  e x c e p t  t h a t  t h e y  c o n -  
t a i n e d  n o  l i p i d .  

F r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  gamma r a y  d o s e  p r o d u c e d  a m a r k e d  s p a r -  
i n g  effect ,  p r e s u m a b l y  d u e  t o  r e p a i r  o f  r a d i a t i o n  i n j u r y .  It may 
b e  a s s u m e d  t h a t  t h e  l e s i o n s  p r o d u c e d  by gamma r a d i a t i o n  r e s u l t  
f r o m  r a d i a t i o n - i n d u c e d  c e l l  k i l l i n g  i n  p o s t m i t o t  i c  t i s s u e s ,  a n d  
t h a t  t h e  i n i t i a l  gamma d o s e s  u s e d ,  3 4  or  1 1 2  r a d s  p e r  f r a c t i o n ,  
were s u f f i c i e n t l y  l ow t o  ermit s o m e  r e p a i r .  S I n  c o n t r a s t ,  f r a c -  
t i o n a t i o n  o f  t h e  n e u t r o n  o s e  (0.83,  3.3, o r  10 r a d s  p e r  f r a c -  
t i o n )  p r o d u c e d  e q u a l  o r  e v e n  g r e a t e r  a r t e r i a l  s m o o t h  m u s c l e  
d e g e n e r a t i o n  t h a n  d i d  a s i m i l a r  o r  t h e  same t o t a l  d o s e .  

A c o m p a r a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  d e g e n e r a t i v e  c h a n g e s  i n  t h e  
c o r o n a r y  a r t e r y ,  18 m o n t h s  a f t e r  t h e  b e g i n n i n g  o f  e x p o s u r e ,  h a s  
b e e n  made i n  r e l a t i o n  t o  t h e  t y p e  o f  r a d i a t i o n ,  r a d i a t i o n  d o s e ,  
a n ?  f r a c t i o n a t i o n .  It a p p e a r s  t h a t  c o r o n a r y  a r t e r y  damage  a f t e r  
2690 r a d s  o f  f r a c t i o n a t e d  gamma r a d i a t i o n  was i n t e r m e d i a t e  
b e t w e e n  t h a t  s e e n  a f t e r  a f r a c t i o n a t e d  n e u t r o n  d o s e  o f  20 a n d  80  
r a d s .  A l t h o u g h  t h e  m e c h a n i s m  f o r  a p p a r e n t  3 u g m e n t a t i o n  o f  damage  
w i t h  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  n e u t r o n  d o s e  t o  t h e  v a s c u l a t u r e  i s  n o t  
known,  t h i s  r e s p o n s e  is c o n s i s t e n t  w i t h  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  o t h e r  
b i o l o g i c a l  e n d  p o i n t s  t h a t  have been e v a l u a t e d  i n  t h e  J A N U S  
e x p e r i m e n t .  T h e  c o r o n a r y  a r t e r i e s  a n l  a o r t a  h a v e  s h o w n  a h i g h e r  
t h a n  e x p e c t e d  s e n s i t i v i t y  t o  f i s s i o n  n e u t c o n s .  I n  c o n n e c t i o n  
w i t h  t h e  u s e  o f  h igh-LET r a d i a t i o n s  f o r  r a d i o t h e r a p y ,  t h e  s e n s i -  
t i v i t y  of t h e  v a s c u l a t u r e  o r  o t h e r  p o s t m i t o t i c  t i s s u e s  t o  man i -  
f e s t 3 t i o n s  o f  r a d i a t i o n  i n j u r y  is a n  a r e a  w h e r e  f u r t h e r  i n v e s t i -  
g a t i o n s  a r e  n e e d e d .  

B v a l u a t i s n  sf l a t e  c h a n g e s  i n  b l o 3 d  p r e s s u r e  a re  o f  i n t e r e s t  
i n  v i e w  o f  t h e  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  t h a t  h a v e  b e e n  
o b s e r v e d  i n  t h e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m .  I n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  
G e o r g e  S v i h l a ,  a m e t h o d  f o r  i n d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  p r e s -  
s u r e  i n  t h e  mouse  i s  b e i n g  d e v e l o p e d  t h a t  i n v o l v e s  u s e  o f  3 p r e s -  
s u r e  c u f f  o n  t h e  h i n d  l i m b .  P r e l i m i a a r y  m e a s u r e m e n t s  i n d i c a t e  
t h a t  t h e r e  i s  n o  c o n s i s t e n t  c h a n q e  i n  mear v a l u e s  i n  r e l a t i o n  t o  
a g e  o r  r a d i a t i o n  t r e a t m e n t .  ~ i g h e r  v a l u e s  were r e c o r d e d  i n  i n d i -  
v i d u a l  i r r a d i a t e d  a n i m a l s ,  h o w e v e r ,  a n d  a  f a l l  i n  b l o o d  p r e s s u r e  
was f r e q u e n t l y  correlated w i t h  a n e a r - t e r m i n a l  c o n d i t i o n .  
F u r t h e r  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e q u i p m e n t  i s  i n  p r o g r e s s ,  a n d  e v a l u a -  
t i o n  o f  t r e a t e d  g r o u p s  w i l l  p r o c e e d .  
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C h e s t e r  N. Newman ( P o s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  

Among t h e  m a j o r  d e l e t e r i o u s  effects o f  c h r o n i c  e x p o s u r e  o f  
l i v i n g  c e l l s  t o  p o l l u t a n t s  is t h e  p r o d u c t i o n  o f  g e n e t i c  ( D N A )  
l e s i o n s .  G e n e t i c  l e s i o n s  are  r e s p a r i s i b l e  f o r  t h e  h e r i t a b l e  
d i s o r d e r s  i n  man, which  i n c l u d e  some  t y p e s  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
a n d  w h i c h  c a n  l e a d  t o  v a r i o u s  l o n g - t e r m  p h y s i o l o g i c a l  d i s a b i l i -  
t i e s  a n d  d e c r e a s e d  r e p r o d u c t i v e  f i t n e s s .  It h a s  b e e n  e s t i m a t e d  
b y  t h e  I n t e r n a t i o n a l  Agency f o r  R e s e a r c h  on C a n c e r  t h a t  e n v i r o n -  
m e n t a l  m u t a g e n s  c a u s e  a s  many a s  80% o f  c a n c e r s .  

B e c a u s e  e n v i r o n m e n t a l  m u t a g e n s  ac t  by p r o d u c i n g  D N A  l e s i o n s ,  
t h i s  g e n e t i c s  program is c o n c e r n e d  p r i m a r i l y  w i t h  t h e  k i n d s  o f  
D N A  l e s i o n s  a r i s i n g  cram e n v i r o n m e n t a l  a n d  e c e r g y - r e l a t e d  muta-  
g e n s ,  t h e  m e c h a n i s m s  o f  a c t i o n  of these l e s i o n s ,  a n d  t h e i r  
r e p a i r .  T h e s e  k i n d s  of i n f o r m a t i o n  a re  v i t a l  t o  t h e  r a t i o n s 1  
d e v e l o p m e n t  of i m p r o v e d  mutagen  t e s t i n g  s y s t e m s  f o r  a s s e s s m e n t  o f  
human r i s k ,  a n d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  of p r o c e d u r e s  f o r  r e d u c i n g  
m u t a t i o n a l  damage. 

F o r  s t u d i e s  o f  D N A  l e s i o n s  a n d  mechan i sms  of m u t a t i o n  a t  t h e  
m o l e c u l a r  l eve l ,  b a c t e r i a  a r e  by f a r  t h e  b e s t  m u t a t i o n a l  s y s t e m  
a v a i l a b l e  b e c a u s e  of t h e  g r e a t  a m o u n t  of i n f o r m a t i o n  from p r e v i -  
o u s  m u t a t i o n a l  s t u d i e s ,  t h e i r  e x c e p t i o n a l  c o n v e n i e n c e  f o r  l a b o r a -  
t o r y  s t u d i e s ,  a n d  t h e  f ac t  t h a t  t h e i r  g e n e t i c  maps a r e  much more  
c o m p l e t e  t h a n  t h o s e  f o r  a n y  o t h e r  o r g a n i s m s .  t lammal ian  cel ls  a r e  
a l s o  u s e d ,  however ,  b e c a u s e  t h e s e  h a v e  mutagen  s e n s i t i v i t i e s  t h a t  
a re  l i k e l y  t o  b e  more s imilar  t o  t h o s e  i n  mnn. A n i m a l s  a r e  u s e 3  
when q u e s t i o n s  of m e t a b o l i c  b e h a v i o r  a c e  i n ~ o l v e d .  



R e p a i r  o f  l e t h a l  l e s i o n s  i n d u c e d  w i t h  u l t r a v i o l e t  l i g h t ,  
n e a r - u l t r a v i o l e t  l i g h t ,  a n d  v i s i b l e  L i g h t  c o n t i n u e s  t o  r e c e i v e  
s p e c i a l  e m p h a s i s  b e c a u s e  human p o p u l a t i o n s  a r e  e x p o s e d  t o  l a r g e  
i n t e g r a t e d  d o s e s  of t h e s e  r a d i a t i o n s ,  C u r r e n t  s t u d i e s  are  e x a -  
m i n i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  DNA-chromophore i n t e r a c t i o n s  l e a d i n g  t o  
t h e s e  l e s i o n s .  H u t a g e n e s i s  by f a r - u l t r a v i o l e t  l i g h t  c o n t i n u e s  t o  
p r o v i d e  a  s t a n d a r d  o f  r e f e r e n c e  f o r  t e s t i n g  s t r o n g  a n d  weak e n v i -  
r o n m e n t a l  m u t a g e n s ,  f o r  p r o b i n g  p o s s i b i l i t i e s  o f  s y n e r g i s t i c  
i n t e r a c t i o n s  among e n v i r o n m e n t a l  mutagens ,  a n d  f o r  e x a m i n i n g  
ef fects  o f  m u t a g e n i c  l e s i o n s  i n d u c e d  by SOS r e p a i r ,  The  l l t t e r  
p r o c e s s  i s  o n e  o f  t h e  l e a d i n g  c a n d i d a t e s  f o r  c a r c i n o g e n e s i s .  

A t  t h e  e u k a r y o t i c  c e l l  l e v e l ,  mouse myeloma m u t a n t s  a r e  
b e i n g  i s o l a t e d  f o r  b i o c h e m i c a l  a n d  m u t a g e n e s i s  s t u d i e s  a n d  f o r  
u s e  a s  a t e s t i n g  s y s t e m  for  e n v i r o n m e n t a l  m u t a g e n s  a n d  ca rc i ao -  
g e n s .  The a v a i l a b i l i t y  o f  p r o k y a r o t i c  repair  e n n z y a e s  a l s o  makes 
p o s s i b l e  t h e  s t u d y  of t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  DNA r e p a i r  i n  t h i s  
e u k a r y o t i c  s y s t e m *  

C o m p a r a t i v e  effects o f  l e t h a l  a n d  m u t a t i o n a l  l e s i o n s  p r o -  
d u c e d  by 239Pu,  f i s s i o n  n e u t r o n s ,  a n d  gamma r a y s  i n  t h e  l a h o r a -  
t o r y  mouse a l s o  a r e  u n d e r  s t u d y .  P l u t o n i u m ,  p r e s e n t  i n  s i q n i f i -  
c a n t  q u a n t i t i e s  i n  t h e  f u e l  r o d s  o f  a l l  l i g h t  water reactors, i s  
a p o t e n t i a l  p o l l u t a n t .  To e s t i m a t e  t h e  g e n e t i c  r i s k  o f  239P1.1 

r e t a i n e d  i n  t h e  g o n a d s ,  d a t a  h a v e  beeo  3 b t a i n e d  f o r  d o m i n a n t  
l e t h a l  m u t a t i o n s  i n d u c e d  i n  both s p e r m a t o g o n i a l  a n d  p o s t s p e r m a t o -  
g o n i a l  c e l l  s t a g e s  a n d  f o r  r e c i p r o c a l  c h r ~ m o s o m e  t r a n s l o c a t i o n s  
i n d u c e d  i n  s p e r m a t o g o n i a ,  



HUTATTONAL SYIERGf SH 

H. E. K u b i t s c h e k  a n d  D. V e n t e r s  

C u r r e n t l y ,  l a r g e  n u m b e r s  o f  e n v i r o n m e n t a l  a n d  e n e r g y  r e l a t e d  
p o l l u t a n t s  a r e  u n d e r  e x a m i n a t i o n  i n  many l a b o r a t o r i e s  f o r  muta-  
g e n i c ,  c a r c i n o q e n i c ,  a n d  o t h e r  t o x i c  etfects. Almost  i n v a r i a b l y  
t h e  s u s p e c t  a g e n t s  a re  t e s t e d  i n d i v i d u a l l y  i n  o n e  o r  a b a t t e r y  o f  
t e s t s .  C u r r e n t  e v i d e n c e  f o r  m u t a t i o n a l  s y n e r g i s m ,  h o w e v e r ,  i n d i -  
cates t h a t  t h e s e  t e s t s  may s e v e r e l y  u n d e r e s t i m a t e  t h e  e f f e c t s  o f  
m u t a g e n s  when t w o  o r  more m u t a g e n s  a re  p r e s e n t  s i m u l t a n e o u s l y .  
One type sf synergism t h a t  we a r e  s t u d y i n g  is t h a t  p r o d u c a d  by 
t h e  i n d u c i b l e  e r r o r - p r o n e  SOS r e p a i r  a c t i v i t y  i n  w h i c h  e a c h  muta-  
t i o n  r e s u l t s  from t w o  l e s i o n s .  I t  i s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  s u c c e s -  
s i v e  a p p l i c a t i o n  o f  t w o  d i f f e r e n t  m u t a g e n s  c a n  l ead  t o  a  s y n e r -  
g i s t i c  e n h a n c e m e n t  o f  m u t a t i o n  by g e n e r a t i n g  i n t e r a c t i o n  
m u t a t i o n s  i n  which  e a c h  o f  t h e  m u t a g e n s  c s n t r i b u t e s  o n e  of t h e  
t w o  r e q u i r e d  l e s i o n s .  T h i s  p o s s i b i l i t ~  was t e s t e d  by e x p o s u r e  of  
ce l l s  of E g c h e r i c h i a  c o l i  s t r a i n  RP2 ficr (!EL& &=PA) t o  n i t r o u s  
a c i d  a n d  t h e n  t o  u l t r a v i o l e t .  l i g h t  (254 n m )  . F r e q u e n c i e s  o f  
m u t a t i o n  t o  p r  o t o t r o p h y  a f t e r  e x p o s u r e  t o  b o t h  m u t a g e n s  were  
a p p r o x i m a t e l y  70% g r e a t e r  t h a n  t h e  sum of t h e  f r e q u e n c i e s  
o b s e r v e d  f o r  s e p a r a t e  e x p o s u r e s  t o  t h e  t u o  m a t a g e n s ,  s u p p o r t i n g  
t h e  p r o p o s e d  s y n e r g i s t i c  mechanism. 

I n  summary, t h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
m u t a t i o n a l  s y n e r g i s m  may commonly o c c u r  among e n v i r o n m e n t a l  muta-  
g e n s .  I f  so,  p r e s e n t  t e s t i n g  m e t h o d s  w i l l  g r o s s l y  u n d e r e s t i m a t e  
m u t a t i o n a l  r i s k .  

SYNCHRONIZED D N A  LESIONS 

H. E. K u b i t s c h e k  a n d  C. N. Newman 

f l e c h a n i s m s  o f  a c t i o n  of D N A  l e s i o n s  were s t u d i e d  b  3 new 1 method i n  which b a s e  a n a l o g s  were i n c s a r p o r 3 t  e d  i n t o  r e p  i c a t i n g  
qenomes  d u r i n g  a b r i e f  p e r i o d  a n d  t h e n  D N A  l e s i o n s  were i n d u c e d  
s y n c h r o n o u s l y ,  a t  known i n t e r v a l s  of D N A  r e p l i c a t i o n  f o l l o w i n g  
p u l s e  l a b e l i n g  of t h e  D N A .  The b a s e  a n a l o g s ,  e i t h e r  
5 - b r o r n o u r a c i l  (BU) or  1 2 5 1 - i o d o d e o x y u r a c i l ,  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNB 
d u r i n g  a p e r i o d  o f  2-4 m i n u t e s ,  p r o v i d e d  s y n c h r o n i z e d  p r e l e s i o n a l  
s u b s t r a t e s  f o r  l a t e r  i n d u c t i o n  of t h e  g e n e t i c  l e s i o n s .  L e s i o n s  
were i n d u c e d  i n  B U - l a b e l e d  r e g i o n s  b y  e x p o s u r e  t o  50,000 J/m* o f  
313-nm r a d i a t i o n ,  a n d  i n  1 2 s I - l a b e l e d  r e g i ~ n s  by r a d i o d e c a y  d u r -  
i n g  s t o r a g e  o f  s a m p l e s  a t  l i q u i d  n i t r o g e n  t e m p e r a t u r e  p r e c e d i n g  
a s s a y  o f  s u r v i v a l .  C e l l  s u r v i v a l s  were c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o f  
l a b e l e d ,  u n i n d u c e d  c o n t r o l s .  



I n  a l l  e x p e r i m e n t s ,  s u r v i v a l  l e v e l s  r e m a i n e d  low when 
l e s i o n s  were i n d u c e d  t h r o u g h o u t  t h e  f i rs t  g s n e r a t i o n  a f t e r  l a b e l -  
i n g  ( F i g u r e  10 .1 ) .  After r e p l i c a t i o n  o f  t h e  l a b e l e d  r e g i o n ,  how- 
e v e r ,  a b r u p t  r e c o v e r y  o c c u r r e d  i n  b o t h  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  
v i l d - t y p e  s t r a i n .  T h r e e  v e r y  d i f f e r e n t  p a t t e r n s  o f  r e c o v e r y  were 
o b s e r v e d :  

0 
0 0.5 1 .O 1.5 2.0 25 

Generations 

Fig. 10.1. S u r v i v a l  p a t t e r n s  o f  two 
s t r a i n s  of g s c b e r i c h i a  c o l i  B / r  a f t e r  
i n d u c t i o n  o f  l e s i o n s  by 125I decay o r  
p h o t o l y s i s  o f  5 - b r o m o u r a c i l  (BU) i n  
l a b e l e d  D N A  r e q i o n s  a t  v a r i o u s  t$.mes 
a f t e r  l a b e l i n g .  As d e s c r i b e d  i n  t h e  
t e x t ,  t h e  r e s u l t s  a r e  d e p e n d e n t  upon t h e  
r e p a i r  c a p a b i l i t y  o f  t h e  s t r a i n  a n d  t h e  
n a t u r e  o f  t h e  l e s i o n .  G e n e r a t i o n  timss 
( T )  a r e  shown. 



1) A f t e r  B U - p h o t o l y s i s ;  w i l d - t y p e  s t r a i n :  B e c a v e r y  was 
e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e  (100%) a t  t h e  f irst  a n d  s e c o n d  r e p l i c a t i o n s .  
T h e  r e s u l t s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  r e p a i r  of  i n d u c e d  s i n g l e - s t r a n d  
b r e a k s .  

2 )  A f t e r  1 2 S I  d e c a y ,  recA s t r a i n :  No o b s e r v a b l e  r e c o v e r y  
o c c u r r e d  a t  t h e  f i r s t  r e p l i c a t i o n ,  a b o u t  50% a t  t h e  s e c o n d  r e p l i -  
c a t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i r r e p a r a b l e  d o u b l e - s t r a n d  b r e a k s  t h a t  i n v a r i a b l y  l e a d  t o  c e l l  
d e a t h .  

3) A f t e r  1 2 5 1  d e c a y ,  w i l d - t y p e  s t r a i n :  Half o f  t h e  c e l l s  
r e c o v e r e d  a f t e r  t h e  f i rst  r o u n d  of D N A  r e p l i c a t i o n .  The r e s u l t s  
a r z  c o n s i s t e n t  w i t h  d e a t h  o f  c e l l s  from d o u b l e - s t r a n d  b r e a k s ,  
t h a t  s u c h  b r e a k s  a r e  r e p a r a b l e  when a s e c o n d ,  u n l a b e l e d  d u p l e x  i s  
a v a i l a b l e  f o r  r e c o m b i n a t i o n ,  a n d  f u r t h a r m o r e ,  t h a t  t h i s  r e p a i r  i s  
a s y m m e t r i c  s i n c e  o n l y  h a l f  of  t h e  cells are c a p a b l e  o f  r e p a i r .  

I n  summary,  a new method f o r  s t u d y i n g  m e c h a n i s m s  of a c t i o n  
o f  D N A  l e s i o n s  i n v o l v e s  t h e  s y n c h r o n o u s  i n d u c t i o n  a n d  n a t u r a t i o n  
o f  D N A  l e s i o c s  i n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c u l t u r e s .  The method 
a p p e a r s  e s p e c i a l l y  u s e f u l  f o r  s t u d y i n g  e f f e c t s  o f  s e g r e g a t i o n  
upon r e p a i r  o f  D N A  l e s i o n s .  

R E G U L B R I T Y  OF D N R  REPLICATIOW IN E .  COLZ 

8 .  E. K u b i t s c h e k  a n d  C. N. Newman 

T h e  a c c u r a c y  of t i m i n g  o f  b a c t e r i a l  chromosome r e p l i c a t i o n  
was m e a s u r e d  i n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c u l t u r e s  o f  E s c h e g & c h . q  
c o l i  B/r TT by a method  e m p l o y i n g  p a l s e  l a b e l i n g  of D N A  w i t h  --- 
5 - b r o m o u r a c i l  (BU) a n d  p h o t o l y s i s  i n d u c t i 3 n  w i t h  3 1  3-nm r a d i a -  
t i o n .  After l a b e l i n g  w i t h  BU f o r  2.5 m i n u t e s ,  ce l ls  were s e n s i -  
t i z e d  t o  313-nm r a d i a t i o n  a n d  s u r v i v a l  was r e d u c e d  t o  less t h a n  
1 0 % a t  a f l u e n c e  of 5 0 , 0 0 0  J / m 2  ( F i g u r e  1 0 . 2 ) .  S u r v i v a l  c o n t i n -  
u e d  t o  d e c r e a s e  s l i g h t l y  d u r i n g  t h e  r e m a i n d e r  of t h e  D N A  r e p l i c a -  
t i o n  c y c l e  u n t i l  t h e  D N A  r e g i o n  c o n t a i n i n g  t h e  BU was r e p l i c a t e d ,  
a t  w h i c h  time t h e  s u r v i v a l  i n c r e a s e d  a b r u p t l y  t o  t h e  l e v e l  
o b s e r v e d  i n  u n l a b e l e d  c u l t u r e s .  It is a p p a r e n t  t h a t  l e s i o n s  
i n d u c e d  by BU p h o t o l y s i s  were e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e l y  r e p a i r e d  
a f ter  r e p l i c a t i o n ,  when t h e  l e s i o n s  were p a i r e d  w i t h  n e w l y  f o r m e d  
d a u g h t e r  s t r a n d s  free o f  l e s i o n s .  
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F i g .  19 .2 .  C e l l  s u r v i v a l  i n  
a n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c u l -  
t u r e  o f  E s c h e r i c h i p  cod& B/r 
T T  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t.o 
50,009 Jm-2 a t  i n t e r v a l s  a f t e r  
l a b e l i n g  t h e  c e l l s  w i t h  
5 - b r o m o u r s c i l .  The rise a t  
one g e n e r a t i o n  a f t e r  l a b e l i n g  
(arrow)  i n d i c a t e s  d e c r e a s e d  
s e n s i t i v i t y  a f t e r  r e p l i c a t i o r 1  
of DNA. The s t e e p  r i s e  i n d i -  
c a t e s  t h e  s h a r p  c o n t r o l  o f  t h e  
DNA r e p l i c a t i o n  p e r i o d .  



The o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  s u r v i v a l  a t  t h e  f i r s t  g e n e r a t i o n  
a f t e r  l a b e l i n g  p r o v i d e s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  r e g u l a r i t y  o f  D N A  
r e p l i c a t i o n .  From F i g u r e  10.2 a n d  o t h e r  s imilar  d a t a ,  a n  u p p e r  
l i m i t  f o r  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h e  i n t e r v a l  b e t w e e n  
s u c c e s s i v e  r e p l i c a t i o n s  is 9.3%. T h i s  v a c i a b i l i t y  is c o n s i d e r -  
a b l y  s m a l l e r  t h a n  t h a t  f o r  c e l l  d i v i s i o n ,  a b o u t  20%. The  r e s u l t s  
s u g g e s t  c o n t r o l  o f  m a j o r  c e l l  c y c l e  e v e n t s  by DNA r e p l i c a t i o n  
r a t h e r  t h a n  by cel l  d i v i s i o n .  T h e  i n c r e a s e d  v a r i a b i l i t y  i n  t h e  
c e l l  d i v i s i o n  c y c l e  o v e r  t h a t  i n  t h e  D N A  r e p l i c a t i o n  c y c l e  
a p p e a r s  t o  b e  d u e  p r i m a r i l y  t o  a f a i l u r e  i n  r e g u l a t i o n  o f  t h e  
t i m i n g  of c e l l  d i v i s i o n .  

I n  summary,  the t i m i n g  o f  DNA r e p l i c a t i o n  i n  g. c o l i  is  much 
more r e g u l a r  t h a n  t h a t  of c e l l  d i v i s i o n .  The r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  
t h e s i s  t h a t  m a j o r  e v e n t s  i n  t h e  ce l l  c y c l e  a r e  c o n t r o l l e d  by p r o -  
cesses r e l a t e d  t o  t h e  D N A  r e p l i c a t i o n  w c l o c k w  r a t h e r  t h a n  by c e l l  
d i v i s i o n .  

BIOCHEPIICAL STUDIES OF DNA REPAIR IN MOUSE nYELOHA CELLS 

T. M a t s u s h i t a ,  A .  tI. S l i o t o l a ,  a n d  G. H a t s u s h i t a l  

P u r i f i c a t i o n  of ~ i c r o c o c c u s  l u t e u s  UV-Corrsomip=gcJgppe 

Most m u t a g e n s  a n d  c a r c i n o g e n s  modi fy  D N A  s t r u c t u r e .  D N A -  
s p e c i f i c  e n z y m e s  are a s e n s i t i v e  a n d  d i r e c t  means  of d e t e c t i n g  
s u c h  m o d i f i c a t i o n s  o f  D N A  s t r u c t u r e ,  We h s v e  s u c c e e d e d  i n  p u r i -  
f y i n g  o n e  s u c h  enzyme,  t h e  U V - c o r r e n d o n u c l e a s e  o f  M i c r g c g c p p  
l u t e u s .  The p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  i n c l u d e s  s t e p t o m y c i n  p r a c i p i -  ---- 
t a t i o n ,  ammonium s u l f a t e  f r a c t i o n a t i o n ,  a n d  D E A E - c e l l u l o s e ,  p h o s -  
p h o c e l l u l o s e ,  a n d  S e p h a d e x  6-75 c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  

H e a s u r e m e n t  gf UV-Induced E y r i m i d i n e  Dimerg -------c*- 

B e c a u s e  p y r i m i d i n e  d i m e r s  a re  s p a c i f i c a l l y  a t t a c k e d  by t h e  . l u t e u s  UV-endonuc lease ,  d imers  c a n  b e  d e t e c t e d  i n  mouse - ------ 
myeloma D N A  by m e a s u r i n g  t h e  s h i f t  t o  l o w e c  m o l e c u l % r  w e i g h t  D N A  
o n  t h e  a l k a l i n e  s u c r o s e  p r o f i l e s  a f t e r  enzyme t r e a t m e n t .  R e s u l t s  
i n d i c a t e  t h a t  d i m e r s  a re  n o t  r emoved ,  e v e n  a f t e r  t w o  g e n e r a t i o n s  
o f  c e l l  g r o w t h  f o l l o w i n g  i r r a d i a , t i o n .  w h i l e  m e a s u r i n g  t h e  d i m e r s  
p r o d u c e d  by s u b l e t h a l  d o s e s  of U V - i r r a d i a t i o n ,  we f o u n d  a  n o n s p e -  
c i f i c  k i l l i n g  e f f e c t  f r o m  s u s p e n d i n g  myeloma cells i n  p h o s p h a t e  
b u f f e r e d  s a l i n e .  B e c a u s e  n o n s p e c i f i c  k i l l i n g  c o u l d  mask a n y  

1 R e s i d e n t  Associate. 



e x c i s i o n  r e p a i r ,  we a t t e m p t e d  t o  d e v e l o p  t e c h n i q u e s  f o r  
m i n i m i z i n g  c e l l  k i l l i n g  d u r i n g  i r r a d i a t i o n  a n d  s u c c e e d e d  i n  min- 
i m i z i n g  t h e  c e l l  k i l l i n g  b y  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  d u r i n g  t h e  
p r e p a r a t i o n  a n d  i r r a d i a t i o n  o f  cells.  Some of t h e  o l d e r  d i m e r  
e x c i s i o n  d a t a  f o u n d  i n  o t h e r  mouse c e l l  l i n e s  s h o u l d  t h e r e f o r e  b e  
e v a l u a t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  p o s s i b i l i t y  of a  c o n t r i b u t i o n  from 
n o n s p e c i f i c  c e l l  k i l l i n g .  

I s o l a t i o n  pf q g t a n t  C e l l  L i n e s  -------- 
I n  o r d e r  t o  c o r r e l a t e  m u t a g e n e s i s  a n d  D N A  r e p a i r ,  we h a v e  

i s o l a t e d  new mouse  myeloma v a r i a n t s  and h a v e  now i s o l a t e d  a n d  
c h a r a c t e r i z e d  t w o  t y p e s  o f  s o n a t i c  c e l l  v a r i a n t s .  They i n c l u d e  
v a r i o u s  c l o n e s  o f  o u a b a i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s  a n d  
1-B-D-arabinof  u r a n o s y l c y t  o s i n e  (Ara-C) - resist  a n t  m u t a n t s .  2 h e s e  
two m a r k e r s  show a g r e a t  a d v a n t a g e  aver t h e  more w i d e l y  u s e d  
8 - a z a g u a n i n s  a n d  6 - t h i o g u a n i n e  m u t a t i o n s ,  w h i c h  r e g u i r e  a  l o n g  
time t o  b e  e x p r e s s e d  (10-14 q e n e r a t i o n s ) .  aed are  d i f f i c ~ ~ l t .  t.n 
u s e  a s  s e l e c t i o n  a g e n t s  i n  m u t a t i o n  e x p e r i m e n t s .  I n  mouse 
myeloma c e l l s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  o n l y  1-2 g e n e r a t i o n s  a r e  
r e q u i r e d  f o r  e x p r e s s i o n  of o u a b a i n  r e s i s t a n c e  a n d  2-4 g e n e r a t i o n s  
f o r  A r a - C  r e s i s t a n c e ,  t h u s  p r 0 v i d i r . g  a  g r e a t  s a v i n g  o f  time. 

Sister C h r o m a t i d  A n a l y s e s  ----- ------- --- 
A t  p r e s e n t ,  chromosome a n a l y s e s  a r e  u s e d  i n  t w o  ways t o  

d e t e c t  e f f e c t s  of m u t a g e n s  a n d  c a r c i n o g e n s ,  namely  b y  chromosome 
a b e r r a t i o n s  a n d  s i s t e r  c h r o m a t i d  e x c h a n g e s  (SCEgs) . A l t h o u g h  
mouse  chromosomes  a r e  q u i t e  s m a l l ,  we h a v e  s u c c e e d e d  i n  e x t e n d i n g  
SCE a n a l y s e s  t o  mouse myeloma cel ls .  Using t h e  method o f  S t e t t e o  
a n d  Yolff ( H u t a t .  Aes. $1, 3 4 3 ,  1 9 7 6 ) ,  c e l l s  a r e  a l l o w e d  t o  
i n c o r p o r a t e  b r o m o d e o x y u r i d l n e  f o r  t w o  g e n e r a t i o n s ,  t h e  chromo-  
somes a r e  t r e a t e d  w i t h  c o l c h i c i n e ,  a n d  d i f f e r e n t l y  s t a i n e d  c h r o -  
m a t i d s  are  o b s e r v e d  by f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  o r  n V  l i g h t - i n -  
d u c e d  d i f f e r e n t i a l  Giemsa s t a i n i n g .  C u r r e n t  r e s u l t s  show 
e x c e l l e n t  UV i n d u c t i o n  of SCE's a t  s u b l e t h a &  doses. A d o s e  o f  
2.5 J / m *  i n c r e a s e s  S C E 1 s  by 120% o v e r  b a c k g r o u n d  l e v e l s .  

I n  summary, t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t~ i n v e s t i g a t e  
t h e  r a t e  o f  p y r i m i d i n e  d i m e r  r e m o v 3 l  i n  mouse myeloma c e l l s .  
A l t h o u g h  some  i n v e s t i g a t o r s  m a i n t a i n  t h a t  o t h e r  r o d e n t  c e l l  l i n e s  
show n o  s u c h  c a p a c i t y  f o r  e x c i s i o n  r e p a i r ,  t h e  r e s u l t s  a r e  3 t . i l . l  
c o n t r o v e r s i a l .  Our  o b s e r v a t i o n  t h a t  the method o f  p r e p a r a t i o n  o f  
ce l ls  c a n  r e s u l t  i n  s i g n i f i c a n t  ce l l  k i l l i n g  may h e l p  t o  r e s o l v e  
t h e  c o n t r o v e r s y .  S i n c e  n o r m a l  human c e l l s  p e r f o r m  e x c i s i o n  
r e p a i r ,  t h i s  c a p a c i t y  n e e d s  t o  b e  e x a m i n e d  c a r e f u l l y  i c  r o d e n t  
c e l l s  i f  r o d e n t  d a t a  a r e  t o  form t h e  b a s i s  o f  m u t a g e n / c a r c i n o g e n  
s c r e e n i n g  tests  f o r  human populations. S t u d i e s  w i t h  3 u r  mousE 
myeloma m u t a n t s  a n d  w i t h  t h e  s i s te r  c h r o m a t i d  e x c h a n g e  s y s t e m  
w i l l  p r o v i d e  n o t  o n l y  g e n e t i c  a n d  c y t o g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  on D N A  
r e p a i r ,  b u t  a l s o  t h e  b a s i s  f o r  new p o l l u t a n t  d e t e c t i o n  s y s t e m s .  
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A c r i d i n e  o r a n g e  (AO) is known t o  a s s o c i a t e  w i t h  n a t i v e  
d u p l e x  D N A  i n  two  uays :  by  i n t e r n a l  b i n d i n g  of monomers b e t w e e n  
a d j a c e n t  D N A  b a s e  p a i r s  ( i n t e r c a l a t i o n )  , a n d  by e x t e r n a l  b i n d i n g  
( p o s s i b l y  i n  d i m e r i c  f o r m )  i n  t h e  D N A  g r o o v e s .  A number  o t  d i f -  
f e r e n t  D N A  l e s i o n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h  A 0  a n d  b r o a d - s p e c -  
t r u m  l i g h t .  T h e s e  l e s i o n s  i n c l u d e  D N A  s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s ,  
a l k a l i - l a b i l e  b o n d s ,  D N A  b a s e  damage,  a n d  DNA-prote in  c r o s s -  
l i n k s .  S i n c e  A 0  p l u s  v i s i b l e  l i g h t  is c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  muta-  
t i o n s  a n d  c h r o m o s o m a l  b r e a k s ,  we h a v e  i n v e s t i g a t e d  m u t a g e n e s i s  
a n d  l e t h a l i t y  i n  g e n e t i c a l l y  r e l a t e d  s t r a i n s  of E s c h e r i c h i a  cg&i 
B a n d  E / r  t h a t  d i f f e r  i n  D N A  r e p a i r  c a p a b i l i t y :  UP2 ( r e p a i r  p r o -  
f i c i e n t ) ,  WP2s ( u v r A ) ,  UP19 ( recA)  , a n d  B s - 1  ( l e x A  uvrB)  . Muta- 
t i o n  a n d  s u r v i v a l  were m e a s u r e d  i n  t h e  same c o n t i n u o u s  c h e m o s t a t  
c u l t u r e s .  Two w a v e l e n g t h s  were employed:  460  nm, a b s o r b e d  by 
e x t e r n a l l y  bound  AO, a n d  5 0 0  nm, a b s o r b e d  by i n t e r n a l l y  bound 
( i n t e r c a l a t e d )  80. A c r i d i n e  o r a n g e  was a d d e d  a t  2  VM i n  a l l  
e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  A 0  d o e s  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t  e x c i s i o n  or  r e c o m b i n a t i o n  r e p a i r .  

D N B  l e s i o n s  i n d u c e d  i n  cells of e. cgli B / r  a n d  g. S Q L ~  K 1 2  
i n  t h e  p r e s e n c e  of A0 by b0 t .h  460- a n d  500-nm l i g h t  were e f f i -  
c i e n t l y  r e p a i r e d  by  t h e  r e c o m b i n a t i o n  r e p a i r  s y s t e m  ( T a b l e  1 0 . 1 ) .  
B a s e d  on F3, v a l u e s ,  c e l l s  of g. ?.-.. c o l i  UP10 (recA) were 115 a n d  
1 8 3  times m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  s t . r a i n ? a p i s  (uvrA)  w i t h  4b0- a n d  
500-nm l i g h t ,  r e s p e c t i v e l y .  F u r t h e r m o r e ,  s t r a i n  UP2s was 1.6 a n d  
2.1 times more  r e s i s t a n t  t h a n  s t r a i n  iiP2 ( w i l d  t y p e )  . S u r v i v a l  
c u r v e s  o b t a i n e d  w i t h  A 0  a n d  460-nm l i g h t  s h o v e d  s i g n i f i c a n t  d i f -  
f e r e n c e s  from c u r v e s  o b t a i n e d  w i t h  A 0  a t  503 nm. A t  460 nm, a l l  
c u r v e s  were aither  s i m p l e  e x p n n e n t i a l s  o r  e x p o e e p t i a l s  w i t h  a  
s m a l l  s h o u l d e r ,  w h e r e a s  a t  500 nm, a l l  c u r v e s  r e v e a l e d  two  compo- 
n e n t s ,  a s e n s i t i v e  f r a c t i o n  c o m p r i s i n g  60 t o  9 5  p e r c e n t  o f  t h e  
p o p u l a t i o n ,  a n d  a  r e s i s t a n t  f r a c t i o n  c o n p c i s i n g  5 t o  40 p e r c e n t  
of t h e  p o p u l a t i o n .  A t  500 nm, t h e  r e s i s t a n t  componen t  o f  t h e  
p o p u l a t i o n  map b e  c a p a b l e  o f  g r e a t e r  r e p a i r  t h a n  t h e  s e n s i t i v e  
component .  

The h i g h  m u t a t i o n  r a t e s  a t  5 0 0  nm shown b y  t h e  c e c A  a n d  LggA 
uvrB s t r a i n s  r e l a t i v e  t o  t h e  uvrA a n d  w i l d - t y p e  s t r a i n s  i m p l i c a t e  -- 
an i m p o r t a n t  r o l e  f o r  t h e  gec+&hg+ g e n e  p r o d u c t s  i n  t h e  error- 
f r e e  r e p a i r  of m u t a t i o n a l  l e s i o n s  i n d u c e d  by A 0  p l u s  500  nm. I n  
c o n t r a s t ,  a t  4 6 0  nm low m u t a t i o n  rates w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  
recA and l e x A  uvcB s t r a i n s .  A f t e r  c o r r e c t i n g  f o r  m u t a t i o n  r a t e s  --- 
e x p e c t e d  from t h e  m e a s u r e d  o v e r l a p  be tween  t h e  a ~ s o r p t i o n  s p e c -  
t r u m  o f  i n t e r c a l a t e d  A 0  a n d  t h e  t r a n s m i s s i o n  s p e c t r u n  of t h e  



460-nm i n t e r f e r e n c e  f i l t e r ,  u u t a t i o n  r a t e s  a t  460 nm a r e  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  z e r o  ( T a b l e  10 .1)  . T h e  m u t a t i o n a l  
p a t t e r n  shown b y  t h e  f o u r  s t r a i n s  w i t h  AO-460 nm l i g h t  is  q u a l i -  
t a t i v e l y  s imi l a r  t o  t h a t  f o r  X - r a d i a t i ~ n .  i n  c o n t r a s t ,  t h e  muta-  
t i o n a l  p a t t e r n  w i t h  AO-500 nm l i g h t  i s  u n i q u e .  The l e t h a l  res- 
p o n s e s  a t  46Q a n d  500  nm d e m o n s t r a t e  t h a t  D N A  l e s i o n s  i n d u c e d  by 
b o t h  u a v e l e n g t  h s  are  e f f i c i e n t l y  r e p a i r e d  by  t h e  =gc+&gg+ r e p a i r  
s y s t e m .  However,  t h e  m u t a t i o n  d a t a  s u p p o r t  e r r o r - p r o n e  r e p a i r  o f  
AO-460 nm- induced  DNA l e s i o n s  a n d  e r r o r - f r e e  r e p a i r  of RO-500 nm 
D N A  l e s i o n s .  

A c r i d i n e  o r a n g e  a l s o  is a m o d e r a t e  mutagen  i n  t h e  3 3 r k  i n  
a l l  r e p a i r - d e f i c i e n t  s t r a i n s  t e s t e d ,  a l t h o u g h  n o t  i n  w i l d - t y p e  
s t r a i n s .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  r e p a i r - d e f i c i e n t  ce l l s  may 
n o t  b e  a b l e  t o  r e p l i c a t e  o r  r e p a i r  DNA w i t h o u t  e r rors  i n  t h e  
p r e s e n c e  of bound intercalating a g e n t s .  

=- --- - - 
T a b l e  1 0 . 1 .  E f f e c t  o f  A c r i d i n e  Orange  ( 2  V M )  a n d  500- o r  460-nm L i g h t  o n  L e t h a l i t y  
a n d  M u t a g e n e s i s  ( R e s i s t a n c e  t o  Phage  T5)  i n  Chemos t a t  C u l t u r e s  o f  E .  @ 

Wave- 
l e n g t h  

nm 

M u t a t .  R a t e  
R e p a i r  p e r  l o 8  R e l a t i v e  R a t i o  
Cha rac -  p e r  d a y  M u t a t i o n  S e n s i t i v i t y  R e l a t i v e  500 nm 

terist ics p e r  W m-2  R a t e  1 /F37 ( m 2  J - ~ )  s e n s i t i v i t y  460 nm s t r a i n  

W i  l d  t y p e  190 1 . 6  2 . 5  x  l o - 6  2.7 2 .3  WP2 
5  0  0  

lexA uvrB -- 899 7 . 5  8 .0  ~ l o - ~  8  8  5 . 2  Bs- 1 

r e c A  2903 2  4  1 . 3 1  x  l o - 4  143  4 . 1  WP 10 - 

urvA 7 8  1 2 .8  x  l o - '  1 - 
Wild  t y p e  201  2 . 1  1.11 x  l o - 6  4  

460 
lexA uv rB  -- 78 (-17") 1 (0" )  1 .54  x  5  5  

recA . .- 1 8  ( -  5a) 0 . 2 3  ( o a )  3 . 2  x  1 1 5  

a ~ u t a t i o n  r a t e  a t  460 nm c o r r e c t e d  f o r  t h e  500-nm component  d u e  t o  t h e  o v e r l a p  o f  t h e  
t r a n s m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  460-nm f i l t e r  a n d  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  i n t e r -  
c a l a t e d  a c r i d i n e  oranqe ( 3 . 0 % ) .  

S o l a r - U l t r a v i o l e t - L i q h t  E f f e c t s  ----------------- 
R a d i a t i o n  a t  3 6 5  nm p r o d u c e d  b o t h  o x y g e n - d e p e n d e n t  a n d  oxy- 

g e n - i n d e p e n d e n t  D V A  l e s i o n s .  B o t h  D N A  s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s  (oxy-  
gen d e p e n d e n t )  a n d  d i m e r s  ( o x y g e n  i n d e p e n d e n t )  p r o b a b l y  a r e  p r o -  
d u c e d  by s e n s i t i z e d  p r o c e s s e s .  Under  a n o x i c  c o n d i t i o n s ,  pu~l 
s t r a i n s  t o l e r a t e d  8 times a s  many d i m e r s  p r o d u c e d  by 365-nm r a d i -  
a t i o n  t h a n  d i m e r s  p r o d u c e d  b y  254-nm r a d i a t i o n ,  c o m p a r e d  w i t h  
r e f e r e n c e  t o  c o n s t a n t  s u r v i v a l .  T h i s  r e s u l t  i n d i c a t e s  t h a t  
d i m e r s  p r o d u c e d  a t  365 nm u n d e r  a n o x i c  c o n d i t i o n s  a re  r e p a i r e d  
much more  e f f i c i e n t l y  t h a n  d i m e r s  p r o d u c e d  a t  254 nm. 



R e v e r s i o n  t o  t r y p t o p h a n  i n d e p e n d e n c e  (&re + g r p + )  is r e a d i l y  
i n d u c e d  by 365-nm r a d i a t i o n .  T r y p t o p h a n  c e v e r t a n t s  were p r o d u c e d  
a t  3 6 5  nm i n  g. c o l i  s t r a i n s  WP2 ( w i l l  t y p e ) ,  UP2s ( U V )  , a n d  
UP6 (polA)  when t h e  a s s a y  f o r  r e v e r s i o n  was made o n  m i n i m a l  med- 
i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  n u t r i e n t  b r o t h  (SEH p l a t e s ) .  r h e  f r e q u e n c y  
o f  t r ~ +  r e v e r t a n t s  was much lower i n  t h e  s a m e  s t r a i n s  when t h e  
assay made u s e  of m i n i n a l  medium s u p p l e m e n t e d  w i t h  t r y a t o p h a n  - - 

o n l y  ( t r p n  p l a t e s ) .  S t r a i n s  UP10 ( recA)  a n d  UP100 (recA uvrA)  
d i d  n o t  show d e t e c t a b l e  m u t a n t s  a t  254 o r  3 6 5  nm on a n y  t y p e  o f  
a s s a y  medium u t i l i z e d .  The r e l a t i v e l y  h i g h  r e v e r t a n t  y i e l d s  a t  
365 n a  when a s s a y e d  on SEH p l a t e s  v e r s u s  t h e  v e r y  low y i e l 3 s  when 
a s s a y e d  o n  t r p H  p l a t e s  s u g g e s t  t h a t  r e c o v e r y  o f  t h e  
r e c A + - d e p e n d e n t  D N A  r e p a i r  s y s t e m  o c c u r s  on  SEH p l a t e s  b u t  n o t  o n  
t r p a  p l a t e s .  S e l e c t i v e  damage by near-UV r a d i a t i o n  t o  DNA r e p a i r  
s y s t e m s  i s  s u g g e s t e d  by t h e  h i g h  m u t a n t  f r e q u e n c i e s  o b t a i n e d  i n  
s t r a i n  WP2 w i t h  m o n o c h r o m a t i c  365-nm r a d i a t i o n  (SEN p l a t e s ) ,  i n  
c o n t r a s t  t o  t h e  a b s e n c e  o f  d e t e c t a b l e  m u t a n t s  w i t h  b r o a d - s p e c t r u m  
near-UV r a d i a t i o n  w i t h  t h i s  s t r a i n .  P 3 l l o v i n g  e x p o s d r e  t o  
near-UV r a d i a t i o n ,  r e v e r t a n t  f r e q u e n c i e s  a t  454 nm d e p e n d  upon 
w a v e l e n g t h ,  a s s a y  medium, a n d  t h e  b a c t e r i a l  s t r s i n .  R a c e n t  
r e s u l t s  s u g q e s t  t h a t  t h e  e r r o r - p r o n e  b r a n c h  of p o s t  r e p l i c a t i o n  
r e p a i r  may b e  more s e n s i t i v e  t o  damage by b r o a d - s p e c t r u m  nesr-UV 
r a d i a t i o n ,  v h e r e a s  e x c i s i o n  r e p a i r  may b e  more s e n s i t i v e  t o  
m o n o c h r o m a t i c  365-nm r a d i a t i o n .  

FILBIYENTAT.IOI OF RAPIDLY G R O W I N G  g. Es& K12 IN THE PRESENCE OF 
C A S E I N  H Y D R O L Y  SATE 

D. a. Darby  a n d  R. E. K r i s c h l  

A v a r i e t y  o f  i n j u r i o u s  c h e m i c a l  s a d  p h y s i c a l  a y e n t s  a r e  
known t o  i n h i b i t  ce l l  d i v i s i . o n  b y  g s g h g r i c h i a  c o l i  v i t h o u t  
a f f e c t i n g  c e l l  growth, r e o u l t i n g  i n  i o n g  n o n ~ o p t a t e  f o r m s  
r e f e r r e d  t o  a s  f i l a m e n t s .  N u t r i  t i o n 3 l l y  i n d u c e d  f i l l m e n t a t i o n  
h a s  b e e n  shown i n  g. c o l i  B. Our  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  a  number o f  
E. c o l i  K12 s t r a i n s  form f i l a m e n t s  when g r o w i n g  a t  a  r a p i d  r a t e  - 
i n  t h e  p r e s e n c e  of c a s e i n  h y d r o l y s a t e .  T a b l e  10.2 p r e s e n t s  d a t a  
f o r  g. c o l i  K12 AB2497. F i l a m e n t a t i o n  a l s 3  o c c u r r e d  i n  g. cgli 
s t r a i n s  AB1157, AB1899, AB2487, a n d  KL166 when g r o w i n g  w i t h  dou-  
b l i n g  times o f  3 5  t o  5 0  n i n  i n  H9 m i n i m a l  medium s u p p l e m e n t e d  
w i t h  2.5 ag/m1 c a s e i n  h y d r o l y s a t e .  A s  t h e  c u l t u r e s  a p p r o a c h e d  
s t a t i o n a r y  p h a s e ,  e s s e n t i a l l y  a l l  f i l a m e n t  i n g  cel ls  r e t u r n e d  t o  
n o r m a l  s i z e .  No f i l a m e n t a t i o n  was  o ~ s e r v e d  i n  s t r a i n s  AB1884, 

& P r e s e n t  a d d r e s s ,  Department of  R a d i a t i o n  T h e r a p y ,  B a r v a r d  
M e d i c a l  S c h o o l .  



T a b l e  1 0 . 2 .  E f f e c t  of I n c r e a s e d  C o n c e n t r a t i o n  o f  
C a s e i n  ~ ~ d r o l ~ s a t e l  (CAA) o n  F i l a m e n t a t i o n  o f  R a p i d l y  
Growing E .  c o l i  AB2497 - - 
C o n c e n t r a t i o n  o f  Doub l ing  
D e c o l o r i z e d  CAA ' Time 

(mg/ml) (min)  % F i l a m e n t a t i o n  

None 

None 

None 

25-35 

25-35 

30-40 

30-40 

30-40 

l ~ h e  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  was added  t o  Y9 medium, a  
g l u c o s e  s a l t s  min ima l  medium, s u p p l e m e n t e d  w i t h  
4 pg/ml t h y m i d i n e ,  a n d  1 ug/ml t h i a m i n e .  

--- -- -- -- - -- .- - 

~ ~ 2 5 0 0 ,  B / r  A ,  a n d  B / r  K, g r o w i n g  w i t h  a d o u b l i n g  time o f  3 5  t o  
3 8  m i n u t e s  i n  t h e  same c a s e i n  s u p p l e m e n t e d  medium. 

How o r  why f i l a m e n t a t i o n  o c c u r s  is unknown. I t  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  t h a t  a small  n o n p r o t e i n  m e t a k o l i t e  is  n e c e s s s r y  t o  
t r i g q e r  s e p t a t i o n .  T h e  c a u s e  o f  t h e  r e v e r s i o n  is a l s o  unknown. 
I t  may be  a r e f l e c t i o n  o f  e i t h e r  a s l o w e d  g r o w t h  r a t e ,  a  d e p l e -  
t i o n  o f  t h e  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  i n  t h e  medium, or both. A t  a 
m o l e c u l a r  l e v e l ,  i t  may r e s u l t  f r o m  t h e  d i v i s i o n  p r o m o t i n g  s u b -  
s t a n c e  f o u n d  a t  h i g h  c e l l  d e n s i t i e s .  



GENETIC A N D  CYTOGENETIC EFFECTS OF 239Pu ALPHA PARTICLES, FISSION 
NEUTRONS, A N D  6oCo G A M N A  RAYS I N  NALE B6CF1 MICE 

D. Grahn ,  B. H. F r y s t a k ,  C.  H .  Lee,  J. J. R u s s e l l ,  a n d  A. 
Lindenbaum 

P l u t o n i u m - 2 3 9  i s  p r e s e n t  i n  s i g n i f i c 3 n t  q u a n t i t i e s  i n  t h e  
f u e l  r o d s  of a l l  l i g h t  water reactors, a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t s  
t h a t  small q u a n t i t i e s  c o u l d  b e  r e l e a s e d  t o  t h e  e n v i r o n m e n t ,  
become i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  f o o d  c h a i n ,  consumed b y  d o m e s t i c  
a n i m a l s  a n d  man, a n d  be  m e t a b o l i c a l l y  d i s t r i b u t e d  t o  t h e  s k e l e t o n  
a n d  s o f t  t i s s u e s .  ~ p p r o x i m a t e l y  0.05% o f  t h e  s y s t e u i c  b u r d e n  i s  
r e t a i n e d  i n  t h e  g o n a d s  w i t b  l i t t l e  o r  no  l o s s  w i t h  time ( R i c n -  
mond, C. He, a n d  R .  L. Thomas, H e a l t h  Phys. - 29, 241 ,  1975 ;  Rus- 
s e l l ,  J. J. e t  a l . ,  H e a l t h  P h y s .  ! i n  p r e s s ) .  P r e l i m i n a r y  r e p o r t s  
r e l a t i v e  t o  t h e  p o t e n t i a l  g e n e t l c  h a z a r d s  ~ f  t h e  239Pu r e t a i n e d  
i n  t h e  g o n a d s  p u b l i s h e d  by K .  G. L u n i n g  e t  a l .  ( N u t a t ,  Res. 39, 
539, 1976)  a n d  A. G. S e a r l e  e t  a l .  ( N u t a t .  Res. -,I 4 1  297,  1976)  
show t h a t  p l u t o n i u m  is m u t a g e n i c .  However, t h e  e x a c t  m a g n i t u d e  
o f  t h i s  m u t a g e n i c i t y  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  o t h e r  more  c o n v e n t i o n a l  
r a d i a t i o n s  h a s  n o t  b e e n  f i r m l y  e s t a b l i s h e d .  

The p r e s e n t  r e p o r t  u s e s  a l i m i t e d  se t  o f  g e n e t i c  e n d  p o i n t s  
r e a d i l y  m e a s u r e d  i n  t h e  l a b o r a t o r y  mouse t o  c o m p a r e  t h e  effec- 
t i v e n e s s  o f  239Pu,  ' f i s s i o n  n e u t r o n s ,  a n d  aamma r a y s  i n  t h e  i n d u c -  
t i o n  of d o m i n a n t  l e t h a l  m u t a t i o n s  i n  b o t h  s p e r m a t o g o n i a l  a n d  
p o s t s p e r m a t o g o n i a l  c e l l  s t a g e s  a n d  of r e c i p r o c a l  chromosome 
t r a n s l o c a t i o n s  i n  s p e r m a t o g o n i a ,  

A 1 1  r a d i a t i o n  e x p o s u r e s  e m p l o y e d  y o u n g  a d u l t  C57BL/5J x  
B A L E / c J  F1 (B6CF1/Anl) h y b r i d  males. 8 1 1  i r r a d i a t i o n s  by  6 0 C 0  
gamma r a y s  o r  f i s s i o n  n e u t r o n s  were whole  body e x t e r n a l  e x p o -  
s u r e s .  I n t e r n a l  e x p o s u r e  t o  239Pu a l p h a  p a r t i c l e s  f o l l o w e d  
i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  a  c i t r a t e  s o l u t i o n  o f  monomeric  p l u t o -  
nium a t  l e v e l s  o f  e i t h e r  5  o r  10  vCi /kg o f  body w e i g h t .  Gamma 
i r r a d i a t i o n s  were g i v e n  a s  s i n g l e ,  weekly,  or c o n t i n u o u s  (22  
h o u r s / d a y )  e x p o s u r e s ;  n e u t r o n  i r r a d i a t i o n s  u s e d  t h e  J A N U S  r e a c t o r  
a n d  were g i v e n  o n l y  a s  s i n g l e  o r  w e e k l y  e x p o s u r e s .  S i n c e  e x p o -  
s u r e  t o  t h e  p l u t o n i u m  a l p h a  e m i s s i o n s  c a n  o n l y  b e  c o n t i n u o u s ,  
o n l y  o n e  d i r e c t  c o m p a r i s o n  was p o s s i b l e ,  t h a t  w i t h  c o n t i n u o u s  
gamma i r r a d i a t i o n .  The s i n g l e  v e r s u s  w e e k l y  n e u t . r o n  e x p o s u r e s  
t e s t e d  for  t h e  a d d i t i v i t y  o f  r e p e a t e d  n e u t r o n  i r r a d i a t i o n s  ( t h e  
a b s e n c e  of s i g n i f i c a n t  r e c o v e r y  f r o m  i n j u r y  d u r i n g  t h e  c o u r s e  of 
p r o t r a c t i o n ) ,  s o  t h a t  t h e  v a l i d i t y  o f  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  p l u t o -  
nium a l p h a  a n d  f i s s i o n  n e u t r o n  e x p o s u r e s  c o u l d  b e  e s t a b l i s h e d .  
Dose r a t e s  were h i g h  f o r  s i n g l e  e x p o s u r e s ,  i n t e r m e d i a t e  f o r  
w e e k l y  e x p o s u r e s ,  a n d  low f o r  c o n t i n u o u s  e x p o s u r e s .  For t h e  
gamma i r r a d i a t i o n s ,  t h e s e  were i n  t h e  r a n g e  of 45, 0.2 t o  5m0, 
a n d  0.002 t o  0.004 r a d s / m i n u t e ,  r e s p e c t i v e l y .  N e u t r o n  d o s e  r a t e s  



were a b o u t  o n e - t h i r d  t o  one-  t e n t h  of t h e  gamma r a y  r a t e s .  P l u t o -  
n ium a l p h a  d o s e  rates t o  t h e  w h o l e  g o c a d  were less t h a n  1  
m r a d / m i n u t e .  The  l a t t e r  e x p o s u r e  r a t e  is  a n  a v e r a g e  i n t e g r a t e d  
w h o l e  o r g a n  d o s e  r a t e  which d o e s  n o t  r e f l e c t  t h e  e x t r e a e  h e t e r o -  
g e n e i t y  o f  e x p o s u r e s .  B e c a u s e  a b o u t  958 o f  t h e  g o n a d  is u n i r r a -  
d i a t e d ,  a n d  b e c a u s e  t h e  mean f r e e  p a t h  o f  t h e  a l p h a  p a r t i c l e  i n  
t i s s u e  is o n l y  a b o u t  4 5  u m ,  t h e  a c t u a l  d o s e  t o  t h e  d i f f e r e n t  germ 
c e l l  s t a g e s  b e i n g  e v a l u a t e d  is u n c e r t a i n .  

Dominan t  l e t h a l  m u t a t i o n s ,  m e a s u r e d  l a t e  i n  g e s t a t i o n  by 
o b s e r v i n g  t h e  s u r v i v a l  ra te  of f e t a l  i m p l a n t a t i o n s ,  show a L i n e a r  
i n c r e a s e  i n  f r e q u e n c y  w i t h  i n c r e a s i n g  d o s e  t o  b o t h  p r e m e i o t i c  a n d  
p o s t m e i o t i c  ge rm c e l l  s t a g e s .  T h e  d a t a  i n  T a b l e  1 0 . 3  show t h a t  
t h e  m u t a t i o n  r a t e  ( r e g r e s s i o n  of I n  s u r v i v a l  o n  d o s e )  v a r i e s  
s y s t e m a t i c a l l y  w i t h  LET, d o s e  r a t e ,  a n i  c e l l  s t a g e .  The m u t a t i o n  
f a t e  f o r  a l p h a  p a r t i c l e  i r r a d i a t i o n  e m i t t e d  i n t e r n a l l y  w i t h i n  t h e  
gonad is 0.0064 3.0011 1 e t h a . l ~  per. rJarn~?t.ir per rad. t o  t h e  w h o l e  
g o n a d .  I n  t h i s  case, t h e  m u t a g e n i c  d o s e  i s  assumed  t o  b e  t h a t  
a c c u m u l a t e d  o v e r  t h e  4-week  me.iot.i.c a n d  p o s t m e i o t i c  p e r i o d  
r e q u i r e d  f o r  d i f f e r e n t i a t i o n  of t h e  r e s t i n g  p r i m a r y  s p e r m a t o c y t e  
t o  t h e  m a t u r e  s p e r m  a t  t h e  time of re lease  f r o m  t h e  s p e r m a t o g e n i c  
t u b u l e s .  The  c y t o g e n e t i c  d a t a  ( s e e  be low)  s u p p o r t  t h e  c o n c l u s i o n  
t h a t  t h e  d o m i n a n t  l e t h a l  m u t a t i o n s  a r e  a l u i o s t  a l l  i n d u c e d  i n  
t h e s e  p o s t s p e r m a t o g o n i a l  s t a g e s .  On t h a t  hsis ,  t h e  a l p h a  p a r t i -  
c l e  a n d  t h e  f i s s i o n  n e u t r o n  h a v e  e q u a l  m u t a g e n i c i t y ,  a n d  t h e y  a r e  
b o t h  a t  l e a s t  10  times more e f f e c t i v e  t h a n  l o w  i n t e n s i t y  qamma 
r a d i a t i o n .  

The  c y t o q e n e t i c  d a t a  ( F i g u r e  10.3)  p r e s e n t  a  d i f f e r e n t  p i c -  
t u r e .  w e e k l y  e x p o s u r e s  t o  n e u t r o n s  a r e  more  e f f e c t i v e  t h a n  s i n -  
g l e  e x p o s u r e s ,  a t  l e a s t  a b o v e  % 20 r a d s ,  a n d  t h e  r e s p o n s e  is gen-  
e r a l l y  l i n e a r  w i t h  a c c u m u l a t i n g  d o s e .  C o n t i n u o u s  l o w  i n t e n s i t y  
gamma r a d i a t i o n  h a s  o n l y  1 / 4 0 t h  t h e  e f f e c t  o f  p r o t r a c t e d  n e u t r o n  
e x p o s u r e .  T h e  r e s p o n s e  t o  p l u t o n i u m  a l p h a  p a r t i c l e s  d o e s  not .  
c o r r e l a t e  w i t h  a c c u m u l a t e d  d o s e  t o  t h e  g o n a d ;  it is, i n s t e a d ,  a  
r a t h e r  f l a t ,  b u t  v a r y i n g  r e s p o n s e  s l i g h t l y  a b o v e  t h a t  S e a n  f o l -  
l o w i n g  low l e v e l  gamma i r r a d i a t i o n ,  a n d  b e l o u  t h e  r e s p o n s e  t o  
n e u t r o n s  a t  a l l  d o s e  a c c u m u l a t i o n s  o f  20 rads or  more. 

A l t h o u g h  t h e  r e c i p r o c a l  chromosome t r a n s l o c a t i o n s  a r e  
d e t e c t e d  a t  t h e  f i r s t  meiotic m e t a p h a s e  i n  a p p r o p r i a t e  p r e p a r a -  
t i o n s  o f  s p e r m a t o g e n i c  e l e m e n t s  ( E v a n s ,  E. P . ,  e t  a l . ,  C y t o g e n e t -  
ics 2, 289,  1 9 6 4 ) ,  t h e  p e r t i n e n t  m u t a g e n i c  d o s e  is t h a t  sccumu- 
l a t e d  by t h e  s p e r m a t o g o n i a .  P l u t o n i u m  i s  d e p o s i t e d  i n  t h e  
i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  a n d  a l o n g  t h e  b a s e m e n t  membrane o f  t h e  s p e r -  
m a t o g e n i c  t u b u l e ,  a n d  o u r  s t u d i e s  o f  d i s t r i b u t i o n  a n d  r e t e n t i o n  
of  p l u t o n i u m  s u g g e s t  t h a t  t h e  d o s e  t o  t h e  s p e r m a t o g o n i a l  ceLls  
a l o n g  t h e  membrane may b e  4 times g r e a t e r  t h a n  t h e  e s t i m a t e d  d o s e  
t o  t h e  w h o l e  g o n a d .  T h e  l a t t e r  i s  a b o u t  1 r a d / w e e k  f o r  a n  
i n j e c t e d  d o s e  o f  1 0  uCi /kg.  D. G r e e n  e t  s l .  ( N a t u r e  225, 77 ,  
1975)  g a v e  a  r a t i o  o f  2.5/1 f o r  t h e  d o s e  t o  t h e  s p e r m a t o g o n i a  
v e r s u s  t h e  d o s e  t o  t h e  whole  t i s s u e .  W h i l e  t h e  e x a c t  r a t i o  may ----- 
b e  u n c e r t a i n ,  a n d  may a l s o  b e  t o t h  s t r a i n  a n d  s p e c r e s  d e p e n d e n t ,  



- - -- - - - -- - - -- .. --- . 

T a b l e  10.3.  Dominan tLe tha l  Muta t ion  R a t e  ( x  p e r  Gamete p e r  Rad, 
Measured by P o s t i m p l a n t a t i o n  M o r t a l i t y  

C e l l  S t a g e  Exposure  P a t t e r n  
R a d i a t i o n  Exposed S i n g l e  Weekly Cont inuous  

F i s s i o n  POS t m e i o t i c i  5 4  + 4  8 8  + 21  Not a v a i l a b l e  
Neut rons  p r e m e i o t i c 2  3 . 7  + 1.1 3 . 4  + 0.7  I, 

7 3 9 ~ ~  Alpha A l l  s t a g e s 3  Not  a v a i  1- Not a v a i l -  6 4 + 1.3. ,, 

P a r t i c l e s  a b l e  a b l e  

'Based upon t o t a l  d o s e  d e l i v e r e d  up t o  5 weeks p r i o r  t o  mat ing .  

2 ~ a s e d  upon t o t a l  accumula ted  dose  p . r i o r  t o  ma t ing .  

3 ~ a s e d  upon t o t a l  dose  d e l i v e r e d  o v e r  a  4-week p e r i o d .  
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F i g .  10.3,  P e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  r s c i p r o -  
c a l  c h ~ o m o s o m e  t r a n s l o c a t i o n s  f o r  t h e  i n d i -  
c a t e d  e x p o s u r e  c o n d i t i o n s  a n d  r a d i a t i o n  q u a l -  
ities. Data f r o m  239Pu  e x p o s u r e s  i d e n t i f i e d  
b y  X were d e r i v e d  f r o m  a c o m p a r i s o n  s t u d y  o f  
A N L  B6CF1 a n d  ORNL C38 x 1 0 1  P I  males; a l l  
o t h e r  23 9Pu d a t a  ware o b t a i n e d  c o n c u r r e n t l y  
w i t h  t h e  d a t a  f r o m  n e u t r o n  and  gamaa r a y  
e x p o s u r e s .  R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s :  c e u -  
t r o n s  weekly, + 0 . 0 7 l % / r a d ;  gamma rays,  c o n -  
t i n u o u s ,  + 0 . 0 0 1 7 % / r a d ;  n e u t r o n s ,  s i n g l e ,  
D+0.65. 



i t  is  clear t h a t  t h e  u s e  o f  t h e  d o s e  t o  t h e  w h o l e  o r g a n  i n  r i s k  
estimates is c o n s e r v a t i v e .  . B e c a u s e  t h e  w h o l e - o r q a n  d o s e  i s  t h e  
lowest estimate, i t  y i e l d s  a maximum v a l u e  f o r  a n y  e s t i m a t e d  
" r e s p o n s e  p e r  rad." T h u s  t h e  d o s e  t o  s p e r m a t o g o n i a  p e r t i n e n t  t o  
t h e  i n d u c t i o n  of t r a n s l o c a t i o n s  may a c t u a l l y  l i e  b e t w e e n  a b o u t  30  
a n d  250 r ads  r a t h e r  t h a n  b e t w e e n  o n l y  7 a n d  60 r a d s  ( F i g u r e  
10.3) .  I f  so ,  t h e n  t h e  t r a n s l o c a t i o n  i n d u c t i o n  f r e q u e n c y  per r a d  
a t  t h e  h i g h e s t  a c c u m u l a t i o n  l e v e l s  is n o  g c e a t e r  t h a n  t h a t  s e e n  
f o l l o w i n g  c o m p a r a b l e  r a d  d o s e s  o f  low i n t e n s i t y  gamma r a d i a t i o n .  
Use of t h e  w h o l e  o r g a n  d o s e  is a l s o  c o n s e r v a t i v e  f o r  estimstes o f  
d o m i n a n t  l e t h a l  m u t a t i o n  ra tes ,  s i n c e  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  m e i o s i s  
o c c u r  a t  o r  n e a r  t h e  b a s e m e n t  membrane .  

T h e  a b s e n c e  o f  a d o s e - r e s p o n s e  r 3 l a t i o n s h i p  f o r  ch romosome  
t r a n s l o c a t i o n s  i n  p l u t o n i u m - e x p o s e d  mice i s  a n  e n i g m a .  T h e  
e f fec t  may b e  d u e  t~ cel l  killing, w h i c h  is p r e s u m e d  t o  a c c o u n t  
f o r  t h e  o b s e r v e d  n o n l i n e a r  r e s p o n s e  t o  s i n g l e  d o s e s  of n e u t r o n s .  
I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c l o n e s  o f  stem ce l l s  m i q h t  f o r m  i n  the s p e r -  
m a t o g e n i c  t i s s u e  i n  r a d i a t i o n - f r e e  a r e a s  a n d  s t e a d i l y  o v e r w h e l m  
t h e  few s u r v i v i n g  i r r a d i a t e d  stem cel ls .  P l u t o n i u m  a l s o  h a s  some  
t e n d e n c y  t o  r e loca t e  i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  away  from t h e  
membrane ,  w h i c h  w o u l d  a l s o  r e d u c e  t h e  r a t e  o f  e x p o s u r e  o f  t h e  
s p e r m a t o g o n i a .  Some c o m b i n a t i o n  o f  t h e  a b o r e  p o s s i b i l i t i e s  m i g h t  
a l s o  o c c u r .  

I n  summary ,  239Pu  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  i n t o  t h e  mouse  i s  
r e t a i n e d  i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e s  .3f t h e  t e s t e s  a t  a low b u t  
v i r t u a l l y  u n c h a n g i n g  l e v e l  of 0.05% o f  t h e  i n j e c t e a  d o s e .  The  
s p e r m a t o g o n i a l  c e l l s  r e c e i v e  t h e  h i g h e s t  e x p o s u r e ,  a l t h o u g h  a l l  
q a m e t e  c e l l  s t a g e s  a r e  i r r a d i a t e d .  T h e  p l u t o n i u m  a l p h a  p a r t i c l e  
a n d  t h e  f i s s i o n  n e u t r o n  a r e  a b o u t  e q u a l l y  m u t a g e n i c  f ~ r  t h e  
i n d u c t i o n  of d o m i n a n t  l e t h a l  m u t a t i o n s  i n  p o s t s p e r m a t o g o n i a l  
s t a g e s ,  a n d  p l u t o n i u m  is 10-12 t imes a s  m u t a g e n i c  a s  l o w  i n t e n -  
s i t y  c o n t i n u o u s  qamma i r r a d i a t i o n .  P r o t r a c t e d  n e u t r o n  i r r a d i a -  
t i o n  i s  a b o u t  4 0  times as e f f e c t i v e  a s  low d o s e  r a t e  gamm3 i r r a -  
d i a t i o n  f o r  t h e  i n d u c t i o n  of r e c i p r o c a l  c h r o m o s o m e  t r a n s l o c a t i o n s  
i n  s p e r m a t o g o n i a .  P l u t o n i u m ,  h o w e v e r ,  i s  much l e s s  e f f e c t i v e  
t h a n  n e u t r o n  r a d i a t i o n ,  and little o r  n o  dose-response r e l a t i o n -  
s h i p  b s t w e e n  t r a n s l o c a t i o n  f r e q u e n c y  a n d  a c c u m u l a t e d  d o s e  is e v i -  
d e n t .  A s  a r e s u l t ,  t h e  p o t e n t i a l  g e n e t i c  h a z a r d s  a s s o c i a t e d  w i t h  
l o n g - t e r m  b u r d e n s  o f  239Pu c o u l d  b e  s i g n i f i c a n t l y  o v e r e s t i m a t e d  
i f  o n l y  t h e  s h o r t - t e r m  d o m i n a n t  l e t h a l  m u t a t i o n  r a t e  f o r  m a t u r e  
germ ce l l s  was t o  b e  c o n s i d e r e d  w i t h o u t  r e g a r d  t o  t h e  d e c l i n i n g  
effect  o f  a c c u m u l a t i n g  d o s e  upon t h e  s p e c m a t . o g o n i a 1  stem c e l l  
p o p u l a t i o n .  
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The D i v i s i o n a l  p r o g r a m  t o  e v a l u a t a  t h e  t o x i c o l o g i c a l  a s p e c t s  
of c o a l  u t i l i z a t i o n ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  ~ f  n e w e r ,  e m e r g i n g  t e c h n ~ l -  
o g i e s ,  was i n i t i a t e d  i n  December 1976.  C a l e n d a r  y e a r  1977 r e p r e -  
s e n t e d  a  s u b s t a n t i a l  e f f o r t  t o  become a c q u a i n t e d  w i t h  (1)  t e c h n i -  
c a l  a s p e c t s  o f  c o a l  c o n v e r s i o n  a n d  c o m b u s t i o n  p r o c e s s e s ,  a n d  ( 2 )  
p o t e n t i a l  e n v i r o n m e n t a l  a n d  t o x i c o l o g i c a l  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  s e v e r a l  p r o c e s s e s .  It was  3 1 ~ 3  e s s e n t i a l  t o  i d e n t i f y  
e x i s t i n g  o r  d e v e l o p i n g  b e n c h - s c a l e  p i l o t  d e v e l o p m e n t  u n i t s  (PDU) , 
p i l o t  p l a n t s ,  a n d  c o m m e r c i a l  f a c i l i t i e s  t . h 3  t o f f e r  o p p o r t u n i t i e s  
f o r  m e a n i n g f u l  t o x i c o l o g i c a l  s t u d i e s .  I n  t h e  l a t t e r  r e g a r d ,  two 
c o n s i d e r a t i o n s  e x i s t e d :  ( 1 )  t h e  q u e s t i ~ n  o f  s c a l a b i l i t y  t o  
e n s u r e  t h a t  m e a s u r e s  d e r i v e d  from P D U  or  p i l o t - p l a n t  f a c i l i t i e s  
would  b e  r e l e v a n t  t o  c o m m e r c i a l  s i z e  i n ~ t a l l 3 t i d n ~ ,  a n d  (2). mat- 
ters  r e l a t i n g  t o  a c c e s s i b i l i t y ,  s i n c e  t h e  p h y s i c a l  l a y o u t  a n d  
o p e r a t i n g  p r o c e d u r e s  o f  some f a c i l i t i e s  may i m p o s e  l i m i t a t i o n s  on 
p e r i p h e r a l  t o x i c o l o g i c a l  s t u d i e s .  

F o u r  s u b s t a n t i a l l y  d i f f e r e n t  t e c h n o l o g i e s  f o r  c o a l  u t i l i z a -  
t i o n  h a v e  b e e n  s e l e c t e d  f o r  t o x i c o l o g i c a l  e v a l u a t i o n s :  ( 1 )  con-  
v e n t i o n a l  c o m b u s t i o n ,  (2 )  f l u i d i z e d  bed c o m b u s t i o n  (FBC) , (3 )  
g a s i f i c a t i o n ,  a n d  ( 4 )  m a g n e t o h v d r o d y n a m i c  c o n v e r s i o n  (NHD). Tox- 
i c o l o q i c a l  work r e l a t e d  t o  f l u i d i z e d  bed c ~ m b u s t i o n  was  begun  i n  
1977,  a n d  c o r r e s p o n d i n g  s t u d i e s  o f  c o a l  g a s i f i c a t i o n  s h o u l d  b e g i n  
e a r l y  i n  1978 .  

T h e  f a c i l i t i e s  t h a t  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  f o r  t h e i r  s u i t a b i l i t y  
f o r  t o x i c o l o g i c a l  e v a l u a t i o n  a re  l i s t e d  i'u r a b l e  11.1. 



- -  - - - - - - 

T a b l e  11.1. C o a l  C o n v e r s i o n  F a c i l i t i e s  u n d e r  ~ x a m i n a t i o n l  

Type F a c i l i t y  
Comment on 

L o c a t i o n  T o x i c o l o g i c a l  S t u d y  
- - - - - - - - 

A. C o n v e n t i o n a l  Combust ion ANL s t e a m  p l a n t  F u t u r e -  

B. F l u i d i z e d  Bed Combust ion (FBC) 

1. 6 "  P r e s s u r i z e d  FBC CEN/ANL S t u d i e s  i n i t i a t e d ,  1977 

2 .  6 "  A t m o s p h e r i c  p r e s s u r e  FBC CEN/ANL S t u d i e s  b e g i n ,  1978 

3 .  18"  A t m o s p h e r i c  p r e s s u r e  FBC MERC, WV S t u d i e s  b e g i n ,  1978 

4 .  P r e s s u r i z e d  FBC (CTIU) ANL F u t u r e  

5.  P i l o t - p l a n t  a t m o s p h e r i c  R i v e s v i  l l e  , WV F u t u r e  
p r e s s u r e  FBC 

C, Coal G a s i f i c a t i o n  

1. Hi-BTU p i l o t  p l a n t  (HYGAS) C:hi.cago S t u d i e s  b e g i n ,  Feb . ,  1 9  78 

2 .  MED-BTU p i l o t  p l a n t  MERC S t u d i e s  b e g i n ,  1978 

3 .  PDU f o r  hi-BTU 

D . ~ a g n e  tohy  drody  nami cs 

1. Components deve lopment  ANL 
& i n t c g r n t i o n  f a c i l i t y  

Carneg ie -Mel lon  F u t u r e  
U n i v c r s i  t y  

F a c i l i t y  under  
c o n s t r u c t i o n  

. ' ~ b b r e v i a t i o n s  u s e d :  CEN/ANL, Chemica l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n ,  ~ r ~ o n n e  N a t i o n a l  
L a b o r a t o r y ;  CTIU, components  t e s t  i n t e g r a t i o n  u n i t ;  MERC, Morgantown Energy 
R e s e a r c h  C e n t e r ;  PDU, p i l o t  deve lopment  u n i t s .  

- -- -- 

The p r o c e s s  streams, e f f l u e n t s ,  a n d  s o l i d  w a s t e s  f r o m  a l l  
t h e s e  f a c i l i t i e s  r e p r e s e n t  c o m p l e x  m i x t u r e s  o f  o r g a n i c  a n d  i n o r -  
g a n i c  materials .  I n  a d d i t i o n ,  t h e i r  c o m p o s i t i o n s ,  i n  a  g i v e n  
p r o c e s s ,  may v a r y  s i g n i f i c a ~ t l y  w i t h  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s .  Wean- 
i n g f u l  t o x i c o l o g i c a l  e v a l u a t i o n s  of t h e s e  p r o c e s s e s  t h e r e f o r e  
r e q u i r e  a n  a p p r o p r i a t e  a d v i s o r y  r e l a t i o n s h i p  w i t h  e n g i n e e r i n q  a n d  
c h e m i c a l  e n g i n e e r i n g  c o n s u l t a n t s  i n  . a d d i t i o n  t o  t h e  b i o l o g i c a l  
w o r k .  A c o n s i d e r a b l e  c o m p e t e n c e  is  a l s o  r e q u i r e d  i n  t h e  c h e m i c a l  
a n d  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  p r o c e s s  s t r e a m s  a n d  
e f f l u e n t s  b e i n g  s u b j e c t e d  t o  b i o l o g i c a l  e v a l u a t i o n .  

To s a t i s f y  t h e  a b o v e  r e q u i r e m e n t s ,  t h s  D i v i s i o n  o f  B i o l o g i -  
c a l  a n d  N e d i c a l  R e s e a r c h  h a s  e s t a b l i s h e d  c ~ l l a b o r a t i v e  i n t e r a c -  
t i o n s  w i t h  s e v e r a l  o t h e r  ANL D i v i s i o n s :  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  a n d  
i t s  A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y  L a b o r a t o r y ,  C h e m i s t r y ,  E n e r g y  a n d  E n v i -  
r o n m e n t a l  S y s t e m s ,  a n d  E n g i n e e r i n g .  O u t s i d e  Argonne ,  we h a v e  
s u p p o r t  f rom s t a f f  o f  t h e  I n s t i t u t e  o f  Gas r e c h n o l o g y ,  t h e  o p e r a -  
t o r  o f  t h e  HYGAS f a c i l i t y ,  a s  well a s  from members o f  t h e  D e p a r t -  
ment  o f  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g ,  C a r n e g i e - n ~ l l o n  U n i v e r s i t y ,  who 
s e r v e  as  a d v i s o r s  a n d  c o o r d i n a t . o r s  f o r  t h e  F o s s i l  E n e r g y  D i v i s i o n  
of t h e  D e p a r t m e n t  o f  E n e r g y  and  t o  H Y G B S .  



T o x i c o l o g i c a l  e v a l u a t i o n s  of e f  f l a e n t s  f rom t h e  b e n c h  s ca l e  
p r e s s u r i z e d  FBC i n  t h e  C h e m i c a l  E n g i n s e r i n g  D i v i s i o n  were bzgun 
i n  1977. A r r a n g e m e n t s  a r e  c o m p l e t e  t o  b e g i n  u o r k  w i t h  p r o c e s s  
streams i n  t h e  H Y G A S  hi-BTU c o a l  g a s i f i c a t i ~ n  p i l o t  p l a n t  i n  Chi- 
c a g o ,  a n d  t h i s  work w i l l  b e g i n  e a r l y  i n  1978. The t o x i c o l o ~ i c a l  
e v a l u a t i o n s  w i l l  e m p h a s i z e  t h e  u s e  o f  c e l l  tester s y s t e m s  (Arnes 
tes t  a n d  mammalian c e l l s  i n  c u l t u r e )  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  r e s u l t s  
q u i c k l y .  S e l e c t e d  t e s t s  i n  mammalian s y s t e m s  w i l l  b e  deve1ope.d 
t o  s u b s t a n t i a t e  i n d i c a t i o n s  d e r i v e d  from r e s u l t s  w i t h  c e l l  t e s t e r  
s y s t e m s .  



DESIGN OF ATHOSPBEBIC EFFECTS SIMULATORS FOR EFFLUENTS FROM 
FLUIDIZED BED COflBUSTIONl 

W .  P. Norris a n d  J. 0 .  H u t c h e n s 2  

The  h o t  e f f l u e n t  s t r e a m  f r o m  c o m b u s t i ~ n  of c o a l  is s u b j e c t  
t o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  o n c e  it e m e r g e s  f rom t h e  s m o k e s t a c k .  Some 
of t h e s e  c h a n g e s  are i m p o r t a n t  f a c t o r s  i n  e v a l u a t i o n  o f  t o x i c i t y  
a n d  effects  o n  t h e  e n v i r o n m e n t .  A s  t h e  e f f l u e n t  s t r e a m  c o o l s ,  
i ts  v o l a t i l e  c o m p o n e n t s  a r e  known t o  c o n d e n s e ,  a n d  t o  a d s o r b  on  
s u r f a c e s  o f  p a r t i c l e s  a l s o  c o n t a i n e d  i n  t h e  s t r e a m .  S i n c e  s u c h  
p a r t i c l e s  t y p i c a l l y  are  of a s i z e  t h a t ,  o n c e  i n h a l e d ,  may b e  
r e t a i n e d  i n  t h e  l u n g ,  t h e  c o n d e n s a t i o n  and  a d s o r p t i o n  phenomena 
c a n  b e  e x p e c t e d  t o  e x e r t  a n  i n f l u e n c e  o n  t h e  t y p e  o f  t o x i c  man- 
i f e s t a t i o n s  t h a t  may b e  o b s e r v e d .  T h e r e  are a 1  sn p n s s i , b i l i t i e s  
f o r  q a s - q a s  c o n d e n s a t i o n s  t h a t  can prni l~lcr  r e s p i r a b l e  aerosols - -  
t h e  b e s t  r e c o g n i z e d  o f  t h e s e  b e i n g  c o n d e n s a t i o n s  o f  SO3 a n d  
w a t e r  v a p o r  t o  p r o d u c e  s u l f u r i c  a c i d  a e r o s o l s .  I n  a d d i t i o n ,  i t  
i s  a l s o  known t h a t  s u n l i g h t  c a n  p r o d u c e  p h o t o c h e m i c a l l y  i n d u c e d  
r e a c t i o n s  among t h e  g a s e o u s  a n d  o r g a n i c  b y - p r o d u c t s  o f  c o a l  com- 
b u s t i o n .  I t  is e x p e c t e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  time 
a n d  a t m o s p h e r i c  c o n d i t i o n s  (1. e , t e m p e r a t u r e ,  h u m i d i t y ,  a n d  
l i g h t  i n  t e n s i t y  a n d  q u a l i t y )  c a n  m o d i f y  a p p r e c i a b l y  t h e  c o m p o s i -  
t i o n ,  a n d  t h u s  t h e  t o x i c i t y ,  o f  c o a l - d e r i v e d  e f f l u e n t s .  

I n  o r d e r  t o  e n a b l e  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
t h e  a g i n g  e f f l u e n t  from f l u i d i z e d  b e d  c o m b u s t i o n  o f  c o a l ,  a s  w e l l  
a s  t 3  p r o v i d e  a  s y s t e m  f o r  e x p o s u r e  o f  b i o l o g i c a l  t e s t  s y s t e m s  t o  
s u c h  a n  a g e d  e f f l u e n t ,  we h a v e  d e s i g n e d  an I @ a t m o s p h e r i c  s f f e c t s  
s i m u l a t ~ r ~ ~  (AES)  . The  AES w i l l  r e c e i v e  t h e  d i l u t e d  e f f l u e n t  
stream o f  t h e  new, 6 - i n c h  diameter, a t m o s p h e r i c  p r e s s u r e ,  f l u i d -  
i z e d  bed  c o m b u s t o r  i n  t h e  A N L  D i v i s i o n  o f  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g .  
T h i s  PBC was b u i l t  w i t h  t h e  p r i m a r y  p u r p o s e  o f  s t u d y i n g  c o r r ~ s i o n  
i n  c o m p o n e n t s  f o r  l a r g e r  s y s t e m s .  S i n c e  t h e s e  s t u d i e s  p r o j e c t  
c o n t i n u o u s ,  s t e a d y - s t a t e  r u n s  o f  up t o  1 O O O  h o u r s  d u r a t i o n ,  t h e  
s y s t e m  is  a d m i r a b l y  s u i t e d  f o r  b i o l o g i c a l  s t u d i e s .  

The  b e h a v i o r  o f  s m o k e s t a c k  p lumes  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  
e f f l u e n t s  a r e  d i l u t e d  % 2 0 - f o l d  w i t h i n  s e c o n d s  a f t e r  e m i s s i o n .  
T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o x y g e n  (% 3%) and known t o x i c  g a s e s  (CO,  
S02 ,  NO,) i n  F B C  e f f l u e n t s  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  a  d i l u t i o n  o f  

1 I n  a d d i t i o n  t o  t h e  a u t h o r s ,  t h e  f o l l o w i n g  p e r s o n s  p a r t i c i -  
p a t e d  i n  t h e  d e s i g n  o f  t h e  s y s t e m s  d e s c r i b e d :  S.  Gordon,  K .  
H. S c h m i d t ,  a n d  R.  A. G o r s e  ( C h e m i s t r y  D i v i s i o n )  ; P. T. 
Cunningham,  R .  Kumar, G. J. Voge l ,  J. F. Lenc ,  a n d  H. R .  
I s a a c s o n  ( C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n )  ; a n d  L. W. C a r l s o n  
a n d  W. J. Kann ( E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n ) .  

* C o n s u l t a n t ,  The  U n i v e r s i t y  of Chicago .  



?. 2 0 - f o l d  is r e q u i r e d  f o r  e x t e n d e d  s u r v i v a l  o f  mammals e x p o s e d  t o  
s u c h  a n  e f f l u e n t .  C o m p a r i s o n s  o f  e x p e c t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  CO 
a n d  NOx w i t h  e s t a b l i s h e d  t h r e s h o l d  l i m i t  v a l u e s  f o r  t h e s e  s u b -  
s t a n c e s  i n d i c a t e s  t h a t  50- t o  1 0 0 - f o l d  d i l u t i o n s  s h o u l d  b e  made 
f o r  l o n g - t e r m  s t u d i e s  w i t h  mammals. The s y s t e m  p r o v i d e s  f o r  s u c h  
s i n g l e ,  b u t  v a r i a b l e ,  d i l u t i o n s .  The  d i l u t e d  e f f l u e n t  is h e l d ,  
a n d  a q e d ,  i n  a  3 0 0  c u b i c  f o o t  t a n k  t h a t  a l l o w s  f o r  a  mean r e t e n -  
t i o n  time o f  15  m i n u t e s  ( F i g u r e  1 1 . 1 ) .  T h e  t a n k  i s  f i t t e d  w i t h  
P y r e x  g l a s s  windows a n d  b a n k s  o f  f l u o r e s c e n t  l i g h t s  t h a t  a l l o w  
t h e  t a n k  c o n t e n t s  t o  b e  i l l u m i n a t e d  w i t h  l i g h t  h a v i n g  a s p e c t r a l  
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Fig .  11.1. S c h e m a t i c  of t h e  a g i n g  a n d  d i l u -  
t i o n  s y s t e m  f o r  FBC e f f l u e n t s  t h a t  is p r e -  
s e n t l y  b e i n g  i n s t a l l e d  i n  t h e  C h e m i c a l  E n g i -  
n e e r i n g  D i v i s i o n  t o  h a n d l e  t h e  e f f l u e n t  of  
t h e i r  a t m o s p h e r i c  p r e s s u r e  PBC f o r  t o x i c o l o g i -  
c a l  i n v e s t i g a t i o n s .  



c o n t e n t  s i m i l a r  t o  s u n l i g h t .  T h e  s y s t e m  is a l s o  d e s i g n e d  t o  
a p p r o x i m a t e  " p l u g w  t y p e  f l o w  ( e . ,  n o n t u r b u l e n t  f l o w ) ,  w i t h  a n  
i n l e t  h e a d e r  t o  s p r e a d  t h e  low v e l o c i t y  g a s  s t r e a m  e v e n l y  a c r o s s  
t h e  chamber .  However,  we e x p e c t  t h a t  e n e r g y  f r o m  t h e  i l l u m i n a -  
t i o n  w i l l  h e a t  p a r t s  o f  t h e  walls s u f f i c i e n t l y  t o  p r o d u c e  l o c a l  
t u r b u l e n c e .  The a g e  d i s t r i b u t i o n  of t h e  e f f l u e n t  a t  t h e  e x i t  
p o i n t  o f  t h e  a g i n g  chamber  w i l l  p r o b a b l y  h a v e  t o  b e  m e a s u r e d  
u s i n g  t r a c e r  p u l s e s  a t  t h e  i n l e t .  

We e x p e c t  t h e  p r e v i o u s l y  f i l t e r e d  e f f l u e n t  o f  t h e  FBC t o  
h a v e  a l a r g e  f r a c t i o n  o f  t h e  p a r t i c u l a t e  m a s s  i n  t h e  u p p e r  r a n g e s  
of r e s p i r a b l e  d u s t  (2-5 r c m ) .  Veloci t ies  h a v e  b e e n  k e p t  low a t  
t h e  two m a j o r  d i l u t i o n  s t a g e s ,  a n d ,  by i n t r o d u c i n g  t h e  d i l u t i n g  
a i r  t h r o u g h  t h e  p o r o u s  walls  o f  t h e  c o n d u c t i n g  p i p i n q ,  l o s s e s  
t h r o u g h  s e t t l i n g  a n d  d i f f u s i o n  a r e  m i n i m i z e d .  The  most s e r i o u s  
losses  o f  p a r t i c u l a t e s  w i l l  p r o b a b l y  b e  t h r o u g h  t h e r m a l  3 e p o s i -  
t i o n  o n  t h e  w a l l s  o f  t h e  4 0 - f o o t  l o n g ,  4 - i n c h  d i a m e t e r  m e t a l  d u c t  
l e a d i n g  t o  t h e  a g i n g  c h a m b e r .  T h i s  l ~ s s  w i l l  o c c u r  p a r t i c u l a r l y  
a t  2 0 - f o l d  d i l u t i o n  w h e r e  t h e  d i l u t e d  e f f l u e n t  w i l l  b e  10-15°C 
a b o v e  room t e m p e r a t u r e .  The  dew p o i n t  o f  t h e  F F C  e f f l u e n t  
r e q u i r e s  t h a t  a n .  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e  b e  m a i n t a i n e d  a t  t h e  e a r l y  
s t a g e s  o f  d i l u t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  r a t e  of c ~ o l i n g  s h o u l a  
a p p r o x i m a t e  t h a t  e x p e c t e d  i n  s t a c k  e f f l u e n t s .  The f a t e  o f  g a s -  
e o u s  c o m p o n e n t s  ( e g g . ,  h y d r o c a r b o n s )  a s  r e g a r d s  t h e i r  a d s o r p t i o n  
o r  c o n d e n s a t i o n  o n  e x i s t i n g  p a r t i c l e s ,  o r  n u c l e a t i o n  a n d  c o n d e n s -  
i n g  t o  new ( p r o b a b l y  v e r y  s m a l l )  d r o p l e t s  w i l l  be c r i t i c a l l y  
i n f l u e n c e d  by d i l u t i o n  a n d  c o o l i n g  r a t e s .  

Our e x p e r i e n c e  w i t h  t h e  6 - i n c h  p r e s s u r i z e d  FEC i n  t h e  Chemi- 
c a l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p a r t i c u l a t e  mass  i n  
t h e  e f f l u e n t  is less t h a n  1 0 0  rcg/mJ a n d  i s  a p t  t o  b e  a s  low a s  
30 rcg/mJ. Assuming  t h a t  t h e  a t . m o s p h e r i c  FBC w i l l  h a v e  a  s i m i l a r  
e f f l u e n t ,  t h e  t o t a l  p a r t i c u l a t e  mass Ln t h e  1 5  cfm (0 .45  m J / m i r )  
of FBC e f f l u e n t  is % I 5  mq/min or  2 2  g/day. The  mass p r o v i d e d  t~ 
t h e  a g i n g  s y s t e m  is 1 /15  o f  t h i s ,  o r  ~ 1 . 5  g /day .  The a v a i l a b i l -  
i t y  o f  s u c h  a n  a q e d  e f f l u e n t  is  c r i t i c a l  f o r  i n h a l a t i o n  t o x i c o l -  
o g y  o n  a n i m a l s  o r  f o r  d i r e c t  e x p o s u r e  o f  nonmammalian t es t  s y s -  
tems t o  a c h e m i c a l l y  c o n t a m i c a t e d  a t m o s p h e c e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  
of t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  a g e d  e f f l u e n t  a r e  a d e q u a t e  fo r  c h e m i c a l  
a n a l y s i s .  The  1 .5  g /day of p a r t i c u l a t e  m a t e r i a l ,  however ,  i s  
v e r y  s m a l l  f o r  c e r t a i n  p r o c e d u r e s ,  s u c h  a s  c o l l e c t i o n  a n d  c h a r a c -  
t e r i z a t i o n  o f  s i z e - c l a s s i f i e d  s a m p l e s ,  o r  t h e  e x t r a c t i o n  a n d  
t e s t i n g  o f  o r g a n i c  compounds  c a r r i e d  on  p a r t i c u l a t e s ,  F o r  com- 
p a c i s o n  o f  a g e d  e f f l u e n t  w i t h  t h e  u n a g e d  FBC o u t p u t ,  m i c r o m e t h o d s  
a p p e a r  t o  b e  n e e d e d .  



CHARBCTERIZATIOP OF PARTICULATES I N  THE EFFLUENT FROM FLUIDIZED 
BED COMBUSTION OF COAL 

R .  Kumar , l  H. R .  I s a a c s o n , l  a n d  D. A. Haugen 

To g a i n  e x p e r i e n c e  a n d  t o  a s s e s s  p r o b l e m s  t h a t  m i g h t  o c c u r  
w i t h  FBC e f f l u e n t  c h a r a c t e r i z a t i o n ,  t h e  g a s e o u s  e f f l u e n t  f rom t h e  
p r e s s u r i z e d  FBC i n  t h e  C h e m i c a l  E n g i n 2 e r i n g  D i v i s i o n  was u s e d  a s  
a  s o u r c e  f o r  s a m p l i n g  and  a n a l y s i s .  Major  e m p h a s i s  was  p l a c e d  on 
o b t a i n i n g  m e a s u r e m e n t s  on t h e  p a r t i c l e s  p r e s e n t  i n  t h e  e f f l u e n t s .  
We wanted to o b t a i n  t h e  t o t a l  p a r t i c l e  mass l o a d i n q ,  t h e  p a r t i c l e  
s i z e - m a s s  p r o f i l e ,  a n d  t h e  p a r t i c l e  s i z e - n u m b e r  p r o f i l e ;  a n d  t o  
a c q u i r e  t o t a l  a n d  s i z e - r e s o l v e d  p a r t i c l e s  i n  s u f f i c i e n t  q ~ a n t i t y  
f o r  v a r i o u s  a n a l y s e s .  

I n i t i a l l y ,  e f f l u e n t  was o b t a i n e d  from a  s a m p l e  l i n e  inserted 
a f t e r  t h e  FBC f i n a l  f i l t e r  a n d  p r i o r  t o  t h e  p r e s s u r e  r e l i e f  c o n -  
t r o l  v a l v e .  T h i s  e f f l u e n t ,  s t i l l  a t  3 t o  8 a t m o s p h e r e s  p r e s s u r e ,  
was v e n t e d  i n t o  a  P l e x i g l a s s  c h i m n e y ,  i n  w h i c h  t h e  p r e s s u r e  was 
a t  n e a r  a t m o s p h e r i c ,  a n d  t h e n  i n t o  a n  e x h a u s t  hood. S a m p l i n g  was 
c a r r i e d  o u t  b y  pumping t h i s  e f f l u e n t ,  v i a  a  c h i m n e y  s a m p l i n g  
p o r t ,  t h r o u g h  a  f i l t e r .  T o t a l  mass l o a d i n g s  o b t a i n e d  were s i g n i -  
f i c a n t l y  l o v e r  t h a n  t h o s e  known t o  e x i s t .  r h i s  r e d u c t i o n  i n  mass  
l o a d i n g  was p a r t l y  a t t r i b u t e d  t o  p i p i n g  w a l l  l o s s e s  b u t  m a i n l y  t o  
w a t e r  c o n d e n s a t i o n  t h a t  r e s u l t e d  i n  p a r t i c l e  r e m o v a l .  

To a l l e v i a t e  t h e  a b o v e  p r o b l e m s ,  s a m p l i n g  was d o n e  a f t e r  t h e  
p r e s s u r e  h a d  b e e n  r e d u c e d  t o  a t m o s p h e r i c  a n d  t h e  e . f f l u e n t  h a d  
been  v e n t e d  i n t o  a d e d i c a t e d  e x h a u s t  d a c t .  T h e  d u c t w o r k ,  b e i n g  
u n d e r  s l i g h t l y  n e g a t i v e  p r e s s u r e  a n d  n o t  a i r  t i g h t ,  a l l o w e d  f o r  
some e f f l u e n t  dilution ( a b o u t  2- t o  3 - f o l d )  a n d  some c o o l i n g .  A s  
a  r e s u l t ,  no  c o n d e n s a t i o n  p r o b l e m s  . o c c u r r e d  a n d  t o t a l  mass  l o a d -  
i n g s  o f  50 t o  9 0  mg/m3 were o b t a i n e d .  The v a r i a t i o n s  were d u e  t o  
c h a n g e s  made i n  FBC o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s .  B a c k g r o u n d  l e v e l s ,  
i.e., when t h e  FBC was  n o t  o p e r a t i n g ,  were < 3.5 mg/mJ. 

E s t i m a t e s  o f  t h e  p a r t i c l e  s i z e - m a s s  p r o f i l e  were made u s i n g  
a  s e t u p  o f  f i l t e r s ,  m i n i c y c l o n e s ,  a n d  v a r i ~ u s  c r i t i c a l  o r i f i c e s .  
T h e  o r i f i c e s  g o v e r n e d  t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  e f f l u e n t  p a s s i n g  
t h r o u g h  e a c h  c y c l o n e  a n d  t h u s  t h e  p a r t i c l e  r e m o v a l  c h a r a c t e r i s -  
t ics  o f  e a c h  c y c l o n e .  The p a r t i c l e s  n o t  removed by t h e  c y c l o n e s  
were c o l l e c t e d  on f i l t e r s .  The 50% c u t o f f  v a l u e s  f o r  t h e  c y c l o n e  
o r i f i c e s  were: 6 .2 ,  3.8, 2 .4 ,  a n d  1 .1  urn. A f i l t e r  w i t h o u t  a  
c y c l o n e  c o l l e c t e d  t o t a l  p a r t i c l e s .  S a m p l i n g  was d o n e  i n  t h e  
d u c t w o r k  d e s c r i b e d  a b o v e .  A p p r o x i m a t e l y  60% o f  t h e  p a r t i c l e  m a s s  
was less t h a n  6.2 u m ,  50% was less  t h a n  3.8 pm, 40% was less t h a n  
2.4 u m ,  a n d  3 5 %  was l ess  t h a n  1 .1  u m  a e r o d y n a m i c  d i a m e t e r .  

.................... 
a c h e m i c a 1  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n .  



It was a l s o  d e s i r e d  t o  c o l l e c t  gram q u a n t i t i e s  o f  t h e  p a r t i -  
c les  i n  t h e  g a s e o u s  e f f l u e n t  f r o m  t h e  FBC f o r  u s e  i n  v a r i o u s  
c h e m i c a l  f r a c t i o n a t i o n s  t h a t  w i l l  s u p p l y  m a t e r i a l  f o r  b i o t e s t i n g .  
A h i g h  v o l u m e  a i r  s a m p l e r  (1.1 m3/min) was c o n n e c t e d  t o  t h e  d u c t -  
work from t h e  FBC. E f f l u e n t  t e m p e r a t u r e s  a t  t h i s  p o i n t  v a r i e d  
from 50 t o  1200C w i t h  FBC o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s .  T h i s  t e m p e r a t u r e  
r a n g e  s h o u l d  p r o v i d e  f o r  c o n d e n s a t i o n  of  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  
o r g a n i c  compounds  on  p a r t i c l e s  t o  b e  c o l l e c t e d .  Gram q u a n t i t i e s  
o f  p a r t i c l e s  w i l l  b e  c o l l e c t e d  i n  a  p e r i o d  of  1  t o  3 h o u r s .  The 
s a m p l e r  is a l s o  e q u i p p e d  t o  f r a c t i o n a t a  t h e  p a r t i c l e s  by s i z e .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  e f f l u e n t  from a  new a t m o s p h e r i c  FBC 
* i s  m a i n l y  i n  t h e  d e s i g n  a n d  e q u i p m e n t  p r o c u r e m e n t  s t a g e s .  T o t a l  
mass l o a d i n g  m e a s u r e m e n t s  h a v e  b e e n  made. T h e s e  m e a s u r e m e n t s ,  
c o n s i d e r e d  t o  b e  u n r e l i a b l e ,  showed  t h e  t o t a l  mass  l o a d i n g  t o  b e  
v e r y  low. T h e s e  low v a l u e s  h a v e  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  p a r t i c l e  l o s s  
t h r o u g h  w a t e r  c o n d e n s a t i o n  a n d  a n  e f f i c i e n t  p a r t i c l e  c l e a n u p  s y s -  
tem o n  t h e  FBC. A s a m p l i n g  s y s t e m  i s  b e i n g  designed t o  e l i m i n a t e  
t h e  c o n d e n s a t i o n  p r o b l e m  a n d  a l l o w  f o r  m e a s u r e m e n t  o f  p a r t i c l e s  
a n d  qases. 

T h e  r e q u i r e d  i n s t r u m e n t a t i o n  h a s  been s e l e c t e d  a n d  i s  b e i n g  
p r o c u r e d .  I n  a d d i t i o n  t o  p a r t i c l e  c o l l e c t i o n  e q u i p m e n t ,  e q u i p -  
ment  w i l l  b e  r e q u i r e d  f o r  m o n i t o r i n g  tt .e f o l l o w i n g  v a r i a b l e s :  
t e m p e r a t u r e ,  dew p o i n t ,  p a r t i c l e  s i z e  ( O . C O 3  t o  > 5.0 u m ) ,  NO,, 
S02 ,  CO, a n d  g a s  f l o w .  

C H A R A C T E R I Z A T I O N  OF PROCESS STREAMS A N D  EFFLUENTS FROH COAL CON- 
VERSION PROCESSES 

P. T. C u n n i n g h a m l  a n d  S. B o u r n e l  

The A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y  L a b o r a t o r y  is  f r a c t i o n a t i n g  a n d  
c h a r a c t e r i z i n g  c r u d e  s a m p l e s  f rom coal  c o n v e r s i o n  a n d  c o m b u s t i o n  
p r o c e s s e s ,  w i t h  t h e  o b j e c t i v e  of p r e p a r i n g  t h e  m a t e r i a l  f o r  muta-  
g e n i c i t y  a n d  t o x i c i t y  t e s t i n g  by B I f i .  D a t a  o n  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  
a n d  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  w i l l  b e  a n a l y z e d  t o g e t h e r  t o  , s t u d y  t h e  
b i o l o g i c a l  h a z a r d s  of  c o a l  p r o c e s s e s .  S a m p l e s  s t u d i e d  t o  d a t e  
i n c l u d e :  ( 1 )  c o n d e n s e d  v a p o r  from a n  F B C  e f f l u e n t .  s t r e a m ,  ( 2 )  
f l y  a s h  from p r e c i p i t a t o r s  o f  a  c o a l  c o m b u s t i o n  p l a n t ,  (3) t h r e e  
o i l  s a m p l e s  from t h e  H Y G A S  r e c i r c u l a t i o n  l o o p  a n d  p r e t r e a t e r  
t o w e r ,  a n d  ( 4 )  t w o  HYGAS q u e n c h  water s a m p l e s .  

I A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y  L a b o r a t o r y  o f  t h e  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  
D i v i s i o n .  



Workup t e c h n i q u e s  t o  d a t e  i n c l u d e  s e p a r a t o r y  f u n n e l ,  
S o x h l e t ,  a n d  c o l u m n  e x t r a c t i o n s ;  d i s t i l l a t i o n ;  vacuum s u b l i a a -  
t i o n ;  a n d  c h r o m a t o g r a p h y .  S a m p l e s  h a v e  b e e n  f i n g e r p r i n t e d  by g a s  
c h r o m a t o g r a p h y  a n d  i n f r a r e d  s p e c t r o s c a p y  a n d  s e n t  t o  c o m m e r c i a l  
l a b o r a t o r i e s  f o r  GC/MS a n a l y s i s .  T h e  m a t e r i a l  f r o m  t h e  F B C  
e f f l u e n t  a p p e a r s  t o  b e  m a i n l y  p o l y n u c l e a c  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s ;  
t h e  m a t e r i a l  f r o m  t h e  f l y - a s h  is  s i g n i f i c a n t l y  more p o l a r ;  a n d  
t h e  HYGAS stream c o n t a i n s  a w h o l e  s p e c t r u m  o f  o r g a n i c  compounds ,  
b u t  e s p e c i a l l y  c g c l o p a r a f  i n s  a n d  p h e n o l s .  

A d d i t i o n a l  s e p a r a t i o n s  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  c a p a b i l i t y  i s  
b e i n g  a s s e m b l e d .  H i g h - p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  w i l l  b e  
u s e d  more e x t e n s i v e l y  t o  c h a r a c t e r i z e  and s e p a r a t e  t h e  p o l a r  corn: 
p o u n d s .  E x p a n d e d  s e m i a u t o m a t e d  c h r o m a t o g r a p h y  e q u i p m e n t  i s  on 
h a n d ,  a n d  g a s  c h r o m a t o g r a p h y / m a s s  s p e c t r o m e t r y  f a c i l i t i e s  h a v e  
b e e n  a c q u i r e d  a n d  w i l l  b e  o p e r a t i n g  i n  t h e  n e a r  f u t u r e .  T h i s i  
e q u i p m e n t  w i l l  p r o v i d e  for  f i n e r  s e p a r a t i o n s  a n d  s p e c i f i c  i d e n t i -  
f i c a t i o n  o f  o r g a n i c  compounds .  

klEASURES OF CONDENSATION N U C L E I  I N  EFFLUENTS F R O H  F L U I D I Z E D  B E D  
COPlBUSTION OF COAL 

S.  G o r d o n , l  K .  H. S c h m i d t , l  a n d  R .  A .  3 o r s e l  

It  is g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  p a r t i c l e  s i z e  is  a m a j o r  f a c -  
t9r i n  d e t e r m i n i n g  t h e  t o x i c  effect  o f  a i r b o r n e  p a r t i c u l a t e  mat- 
ter  ( N a t u s c h ,  D.  F. s., a n d  J. R. da l l ace ,  S c i e n c e  185, 6 9 5 ,  
1974:  H a t c h ,  T. F., a n d  P. G r o s s ,  g g l m o n a r y  u i $ p o s i t i o a  
h e t e n t i o n  pf I r i h a l e d  A e r o s o l s ,  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  1 9 6 4 ;  U. 
S. D e p a r t m e n t  o f  H e a l t h ,  E d u c a t i o n ,  a n d  W e l f a r e ,  N a t i o n a l  Air 
P o l l u t i o n  B o a r d ,  A& Q u a l i t y  C g i t e r  i a  fe= p p x g j c u l a t e  $ q & t g ,  
P u b l .  No. AP 4 8 ,  W a s h i n g t o n ,  DC, J a n u a r y  1 9 6 9 ) .  Hore  t h a n  50% o f  
0.01-pw p a r t i c l e s  is d e p o s i t e d  i n  t h e  a l v e o l a r  r e q i o n  o f  t h e  l u n g  
a n d  r e m a i n s  t h e r e  f o r  e x t e n d e d  p e r i o d s .  T h e  d e p o s i t i o n  o f  s t i l l  
smaller a s r o s o l s  i n  t h e  l u n g  h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d ,  l a r g e l y  
E e c a u s e  e q u i p m e n t  f o r  c h a r a c t e r i z i n g  s u c h  a e r o s o l s  was  n o t  
r e a d i l y  a v a i l a b l e  u n t i l  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  o u r  A r g o n n e  C o n d e n s a -  
t i o n  N u c l e i  A n a l y z e r  ( H a r t ,  E. J . ,  e t  a l . ,  S c i e n c e  189, 1 0 6 4 ,  
1973 ;  S c h m i d t ,  K .  H.,  I n t .  J. Chem. K i n e t i c s  Symp. 1, 5 5 7 ,  
1 9 7 5 ) .  O u r  i n s t r u m e n t  h a s  t h e  u n i q u a  c a p a b i l i t y  o f  g i v i n g  t h e  
c o m p l e t e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  a e r o s o l s  h a v i n g  p a r t i c l e  d i a m t e r s  
of  Q.OO1-0.1 pm i n  .a s i n g l e  o p e r a t i o n .  No o t h e r  e x i s t i n g  i n s t r u -  
m e n t  h a s  a c h i e v e d  t h i s  c a p a b i l i t y ,  

I C h e m i s t r y  D i v i s i o n .  



G a s - g a s  a n d  g a s - p a r t i c l e  c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n s ,  d o e  t o  phe-  
nomena s u c h  . a s  s u r f a c e  a b s o r p t i o n ,  a r e  known t o  o c c u r  i n  t h e  
a t m o s p h e r e  a n d  t o  i n v o l v e  t h e  e f f l u e n t  f r o m  c o a l  c o m b s s t i o n .  
T h u s  t h e  c o n d e n s a t i o n  p r o d u c t s  a r e  an  i m p o r t a n t  c o m p o n e n t  i n  t h e  
t o x i c o l o g i c a l  e v a l u a t i o n  of c o a l  c o m b u s t i o n  e f f l u e n t s .  T h e r e  i s  
m o u n t i n g  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  s m a l l  p a r t i c l e s  a r e  a s i g n i f i c a n t  
f a c t o r  i n  b i o l o g i c a l  t o x i c i t y .  

Our e q u i p m e n t  w i l l  b e  u s e d  t o  s t u d y  t h e  k i n e t i c s  o f  c o n d e n -  
s a t i o n  r e a c t i o n s  a n d  t o  m o a i t o r  t h e  q a a n t i t y  a n d  q u a l i t y  o f  p a r -  , 

t i c l e s  t o  w h i c h  b i o l o g i c a l  test o b j e c t s  a r e  e x p o s e d .  

The  A r g o n n e  C o n d e n s a t i o n  N u c l e i  A n a l y z e r  t h a t  we h a v e  d e v e l -  
o p e d  is a d y n a m i c  c l o u d  c h a m b e r  a p p a r a t u s .  A b l o c k  d i a g r a m  o f  
t h e  a p p a r a t u s  is shown i n  F i q u r e  11.2. S t a r t i n g  w i t h  a h u m i d i -  
f i e d  g a s  m i x t u r e  c o n t a i n i n s  c o n d e n s a t f o n  nuclei  (<  0.1 urn) ., a 

F i g .  11.2. R l o c k  d i a g r a m  o f  c o n d e n s a t i o n  
n u c l e u s  s i z e  a n a l y z e r .  ( R e p r i n t e d  by 
p e r m i s s i o n  o f  J o h n  W i l e y  a n d  S o n s ,  Inc. 
f r o m  I n t .  . J.  Chem. K i n e t i c s  Symp. ,I 1  
557-565,  1975.) 
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F i g .  11.3. ~ p t i c a i  a r r a n g e m e n t  a n d  sEa i i i i ing  
' p r o c e d u r e  f o r  f o g  d r o p l e t  c o u n t i n g .  4,  ge 'omet ry  

o f  i l 1 , u m i n a t i n g  l i g h t  beam; B ,  TV i m a g e  o f  f o g  
d r o p l e t s ;  C ,  s c h e m a t - i c  d i a g r a m  o f  s c a n n i n g  p r o c e -  
d u r e  and  c o u n t i n q  l o g i c .  ( R e p r i n t e d  by p e r m i s s i o n  
o f  J o h n  Wiley a n d  Sons, Tnc. f rom Int. J .  . Chem. 
K i n e t i c s  Symp. 1, 557-565,  1975. )  

r a p i d  a d i a b a t i c  e x p a n s i o n  is p r o d u c e d  i n  a  s p h e r i c a l  f l a s k .  The 
s u p e r s a t u r a t i o n  is  a m o n o t o n i c a l l y  i n c r e a s i n g  f u n c t i o n  of t h e  
p r e s s u r e  d r o p  i n  t h e  f l a s k .  A d i a b a t i c i t y  i n  t h e  c e n t r a l  p o r t i o n  
o f  t h e  f l a s k  is m a i n t a i n e d  f o r  up t o  2 s e c o n d s  b y  a  s p e c i a l  t e t -  
r a h e d r a l  c o n f i g u r a t i o n  o f  e x p a n s i o n  o u t l e t s .  T h i s  a l l o w s  a t t a i n -  
ment  o f  u p  t o  1 0 - f o l d  s u p e r s a t u r a t i o n .  The  s u p e r s a t u r a t i o c  
n e c e s s a r y  f o r  c o n d e n s a t i o n a l  q r o v t h  i s  a f u n c t i o n  o f  t h e  r l d i u s  
o f  t h e  c o n d e n s a t . i o n  n u c l e i .  The l o g a r i t h m  o f  t h e  s u p e r s a t u r a t i o n  
Is a l i n e a r  f u n c t i o n  o f  t h e  c r i t i ca l  r a d i u s  ( l a s o n ,  B. J., Disc. 



F a r a d a y  Soc .  30, 20,  1 9 6 0 ) .  T h e r e f o r a ,  a s  t h e  e x p a n s i o n  p r o -  
ceeds t h e  largest c o n d e n s a t i o n  n u c l e i  g row f irst  a n d  s m a l l e r  
n u c l e i  g row l a t e r .  O n c e  t h e  o n s e t  o f  g r o u t h  is a t t a i n e d ,  t h e  
p a r t i c l e s  g r o w  v e r y  r a p i d l y  v i a  c o n  e n s a t i o n  a n d  r e a c h  s i z e s  t h a t  
e f f i c i e n t l y  s ca t t e r  l i g h t  of 5000 It w a v e l e c  g t h  a n d  become  v i s i -  
b l e .  T h e  c e n t r a l  0 .007  cm3 of t h e  e x p a n s i o n  f l a s k  i s  i l l u m i n a t e d  
b y  a n a r r o w  r i b b o n  of l i g h t  f r o m  a ~ u l s e d  a r a o n  13ser w i t h  20 
m i c r o s e c o n d  p u l s e s  a t  30 Hz ( F i g u r e  1 1 . 3 ) .  T h i s  c s n t r a l  v o l u m e  
is s y n c h r o n o u s l y  v i e w e d  w i t h  a n  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  TV camera. 
T h e  d iscrete  f o g  d r o p l e t  i m a g e s  s t o r e d  i n t e r n a l l y  i n  t h e  TV t u b e  
a re  s e q u e n t i a l l y  s c a n n e d .  'Each d r o p l e t  i m a g e  r e s u l t s  i n  a v o l t -  
a g e  p u l s e  w h i c h  is s h a p e d ,  t r a n s f e r r e d  t o ,  a n d  a c c u m u l a t e d  i n  a  
m u l t i c h a n n e l  a n a l y z e r .  T h e  number  o f  f o g  d r o p l e t s  i n  t h e  s e n s i -  
t i v e  v o l u m e  is  r e c o r d e d  a n d  s t o r e d  30 times p e r  s e c o n d  i n  s u c c e s -  
s i v e  c h a n n e l s  of t h e  a n a l y z e r .  T h e  g r o w t h  time from o n s e t  o f  
p a r t i c l e  f o r m a t i o n  a r o u n d  t h e  c o n d e n s a t i o n .  n u c l e u s  t o  l i  g h t  scat- 
t e r i n g  f o g  d r o p l e t  i s  less  t h a n  the c o u n t i n g  time i n c r s m a n t  (33  
m i l l i s e c o n d s ) .  

  he s h a p e d  v o l t a g e  p u l s e s  f r o m  t h o  TV camera p a s s  t h r o u g h  a  
d e l a y e d - a n t i c o i n c i d e n c e  c i r c u i t  t o  p r e v e n t  m u l t i p l e  c o u n t i n g  o f  
i m a g e s  t h a t  c o v e r  more t h a n  o n e  TV l i n e .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  
F i q u r e  11.3. 

T h e  a b s o l u t e  p r e s s u r e  i n  t h e  f l a s k  i s  m e a s u r e d  w i t h  a p r e s -  
s u r e  t r a n s d u c e r  a n d  s t o r e d  i n  a m u l t i c h a n n e l  a n a l y z e r  e v e r y  33 
m i l l i s e c o n d s .  The  s u p e r s a t u r a t i o n  as a f u n c t i o n  o f  time is c a l -  
c u l a t e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  c o n d i t i o n s  a n d  t h e  t i m e - r e s o l v e d  p r e s -  
s u r e  c u r v e .  T h e  c a u n t  v s .  time a n d  s u p e r s a t u r a t i o n  v s .  time 
f u n c t i o n s  a r e  t h e n  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  e f f e c t i v e  s i z e  d i s t r i h u -  
t i o n  a c c o r d i n g  t o  M a s o n ' s  f o r m u l a t i o n  (Mason, E. J., Disc. ' F a r a -  
d a y  Soc .  22, 20,  1 9 6 0 )  : 

w h e r e  Cl, 0~ , a n d  PL a re  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  s u r f a c e  t e n s i o n ,  
a n d  d e n s i t y  o f  t h e  i i q u i d ,  R is t h e  g 3 s  c o n t e n t ,  p i s  t h e  p r e s -  
s u r e  o f  t h e  s u p e r s a t u r a t e d  v a p o r ,  a n d  D, is t h e  e q u i l i b r i u m  v a p o r  
p r e s s u r e  a t  t e m p e r a t u r e  T. T h e  " e f f e c t i v e w  s i z e  d i s t r i b u t i o n  may 
d i f f e r  f r o m  t h e  g e o m e t r i c a l  size d i s t r i b u t i o n  d e p e n d i n g  upon  t h e  
c h e m i c a l  n a t u r e  a n d  c h a r g e  c h a r a c t e r i s t i c s  of  t h e  n u c l e i .  I f  t h e  
n a t u r e  o f  t h e  n u c l e i  i s  known, a p p r o p s i a t e  c o r r e c t i o n s  c a n  be 
made  t o  o b t a i n  t h e  g e o m e t r i c  s i z e  d i s t r i b u t i o n .  U n d e r  f a v o r a b l e  
c o n d i t i o n s ,  t h e  e n t i r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  i s  a t t a i n e d  i n  a mea- 
s u r e m e n t  time of l e s s  t h a n  2 s e c o n d s ;  some  a d d i t i o n a l  time i s  
n e c e s s a r y  f o r  c o m p u t a t i o n  of f i n a l  r e s u 1 t . s .  R e p e t i t i o n  r a t e  i s  
c u r r e n t l y  l i m i t e d  t o  a b o u t  1 5  m i n u t e s  by e v a c u a t i o n  a n d  r e f i l l i n g  
c o n s t r a i n t s .  C o m p u t a t i o n  a n d  s a m p l i n g  time w i l l  b e  r e d u c e d  i n  
t h e  f u t u r e .  S e m i q u a n t i t a t i v e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  i n f o r m a t i o n  i s  
a v a i l a b l e  i n s t a n t a n e o u s l y  f r o m  t h e  o u t p u t  d i s p l a y  o n  t h e  m u l t i -  
c h a n n e l  a n a l y z e r .  T y p i c a l  m e a s u r e m e n t s  f o r  h u m i d i f  i e ?  l a b o r a t o r y  
a i r  a re  shown i n  F i g u r e  11.4.  
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F i g .  11.4. C o n d e n s a t i o n  n u c l e i  measurement  o n  h u m i d i f i e d  l a b o r a -  
t o r y  a i r ,  d i l u t e d  1 :1 w i t h  f i l t e r e d  t a n k  a i r .  C u r v e  1 ,  g a s  p r e s -  
s u r e  (1000 t o r r  f u l l  s c a l e ) ,  s h o w i n g  t h e  p r e s s u r e  d r o p  d u r i n g  t h e  
e x p a n s i o n .  C u r v e  2 ,  m e a s u r e d  nurnhet o f  f o g  d r o p l e t s  a s  a f u n c -  
t i o n  o f  time (1C00 d r o p l e t s  f u l l  s c a l e ) .  C u r v e  3, number  o f  f o g  
d r o p l e t s / c m J ,  a f t e r  m a t h e m a t i c a l  s m o o t h i n g  ~ n d  c o r r e c t i o n  f o r  t h e  
d e c r e a s e  i n  c o n c e n t r a t i o n  d u r i n q  e x p a n s i o n  (50,000 d r o p l e t s / c m J  
f u l l  s c a l e ) .  C u r v e  4,  c a l c u l a t e d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  n u c l e i  
(dn/d ( l o g  rc) 1 • O r d i n a t e  : 5 0 , 0 0 0  n u c l e i / c m J  f u l l  s c a l e .  
( R e p r i n t e d  by p e r m i s s i o n  of J o h n  W i l e y  and  S o n s ,  I n c .  f r o m  I n t .  
J. Chem. K i n e t i c s  Symp. 1, 557-565, 1975.) 

A t r a n s p o r t a b l e  v e r s i o n  of t h e  c o n d e n s a t i o n  n u c l e i  a n a l y z e r  
a p p a r a t u s  is b e i n g  c o n s t r u c t e d  s o  t h a t  m e a s u r e m e n t s  o n  e f f l u e n t s  
can b e  made a t  v a r i o u s  c o m b u s t i o n  i n s t a l l a t i o n s .  The e l e c t r o n i c  
c i r c u i t r y  f o r  t h e  t r a n s p o r t a b l e  a p p a r a t u s  h a s  b e e n  c o m p l e t e d  a n d  
i n  b e i n g  t e s t e d .  The  vacuum s y s t e m  a n d  e x p a n s i o n  f l a s k  h a v e  b e e n  
d e s i g n e d  a n d  a r e  c o m p l e t e d .  The o p t i c a l  s y s t e m  f o r  t h e  a n a l y z e r  
h a s  b e e n  d e s i g n e d  a n d  i s  b e i n g  i n s t a l l e d .  



'We h a v e  s u b m i t t e d  o u r  r e q u i r e m e n t s  a n d  r e c o m m e n d a t i o n s  f o r  
t h e  a t m o s p h e r i c  e f f ec t s  s i m u l a t o r  t o  b e  c o n s t r u c t e d  s t  t h e  Chemi- 
c a l  ~ n g i n e e r i n q  FBC a n d  h a v e  p a r t i c i p a t e d  i n  d e t a i l s  o f  t h e  
d e s i g n ,  c o n . s t r u c t i o n ,  a n d  n e c e s s a r y  m a t e r i a l  p r o c u r e m e n t .  

Our s c h e d u l e  c a l l s  f o r  s a m p l i n g  From t h e  F B C  a n d  a n a l y z i n g  
t h e  s a m p l e s  o n  o u r  new i n s t r u m e n t  d u r i n g  FY 1979. 

H U T A G E N I C  A N D  CHEMICAL CHARACTERIZATION O F  FLY A S H  FPOY A FLUID- 
I Z E D  BED COYPUSTOR 

H. E. R u b i t s c b e k ,  D. A. Haugen, S. Bourne , '  D. V e n t e r s ,  s n d  
K. 1. S u h r b i e r  

The o b j e c t i v e s  of t h i s  s t u d y  a re  t o  i d e n t i f y  t h e  p r i n c i p a l  
t o x i c  o r  m u t a q e n i c  c o m p o n e n t s  o f  f l y  a s h  f r o m  a p r e s s u r i z e 3  
f l u i d i z e d  b e d  c o m b u s t o r .  The  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  w i l l  be c o r r e -  
l a t e d  w i t h  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n .  

R e l a t i v e l y  l a r g e  q u a n t i t i e s  ( o v e r  20 g) o f  f l y  a s h  were c o l -  
l e c t e d  on  a s i n t e r e d  s tee l  f i l t e r  a t  a p p r o x i m a t e l y  170°C f rom t h e  
p r e s s u r i z e d  b e n c h  s c a l e  FBC i n  t n e  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n .  
T h e  m u t a g e n i c  a c t i v i t y  o f  t h i s  m a t e r i a l  was e x a m i n e d  w i t h  t h e  - 
A m e s  Salmpnm&&q m i c r o s o m a l  a c t i v a t i o n  a s s a y  s y s t e m  using s t r a i n s  
TAY8, TA100, a n d  ~ ~ 1 5 3 8 .  M u t a g e n i c  a c t i v i t y  w i t h o o t .  rneka.hr>l.i.c 
a c t i v a t i o n  was d e t e c t e d  w i t h  p a r t i c u l a t e  m a t e r i a l  u s e d  d i r e c t l y  
i n  t h e  c u l t u r e s  a s  a n  a q u e o u s  s l s r r y ,  o r  w i t h  a n y  o f  s e v e r a l  
o r g a n i c  e x t r a c t s  o f  f l y  a s h .  M u t a t i o n  f r e q u e n c i e s  v e r e  10 -100  
times a s  l a r q e  ss t h o s e  o b s e r v e d  e a r l i e r  f o r  f l y  s s h  c o l l e c t e d  
from a c o m m e r c i a l  power p l a n t  ( C h r i s p ,  C. E., e t  a l . ,  S c i e n c e  
199 73, 1978) .  ,,,I The g r e a t e r  a c t i v i t y  of o u r  PBC f l y  a s h  may 
r e f l e c t  l o w e r  combustion t e m p r a t u r e s .  

Dimothy 1 s u l f  o x i d e  and  d i c h l o r o m e t h a n e  e x t r a c t s  o f  f l y  a s h  
h a v e  t h e  g r e a t e s t  m u t a g e n i c i t y .  I n  c o m p a r i s o n ,  a p p l i c a t i o n  o f  
t h e  f l y  s s h  a l o n e  g a v e  h a l f  t h e  m u t a g e n i c i t y  o b s e r v e d  w i t h  t h e  
d i m e t h y l  s u l f o x i d e  e x t r a c t s .  E t h y l  a l z o h o l  e x t r a c t s  were a p p r o x -  
i m a t e l y  h a l f  a s  m u t a g e n i c :  l i t t l e  of t h e  a c t i v i t y  was w a t e r  s o l u -  
b l e .  The  p r e s e n c e  of a  l i v e r  m i c r o s o m a l  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n  
s y s t e m  p r e p a r e d  f r o m  A r o c h l o r - t r e a t e d  r a t s  c a u s e d  o n l y  3 m i n o r  
i n c r e a s e  i n  t h e  m u t a g e n i c  e f f e c t .  

I B n a l ' y t i c a l  C h e m i s t r y  L a b o r a t o r y  of  t h e  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  
D i v i s i o n .  



P a r a l l e l  e x p e r i m e n t s  u s i n g  b e n z o ( 3 ) p y r e n e  a s  a  t es t  mutagen  
g a v e  t h e  e x p e c t e d  r e s u l t s ,  i. e. , b e n z o  (a) p y r e n e  a t  1-5 p g / p l a t e  
was m u t a g e n i c  o n l y  i a  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  a c t i v a t i o n  s y s t e m .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r i n c i p a l  m u t a g e n i c  c o m p o n e n t ( s )  
i n  t h e  f l y  a s h  is  n o t  a  s i m p l e  p o l y n u z l e a r  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n ,  
a s  r e p r e s e n t e d  by b e n z o  ( a )  p y r e n e .  T h a s e  r e s u l t s  a r e  s i m i l a r  t o  
t h o s e  r e c e n t l y  f o u n d  i n  o t h e r  l a b o r a t o r i e s  f o r  p a r t i c u l a t e s  f rom 
a m b i e n t  u r b a n  a i r ;  t h o s e  p a r t i c u l a t e s  a l s o  c o n t a i n  u n i d e n t i f i e d  
m a t e r i a l s  t h a t  a r e  d i r e c t  m u t a g e n s  i n  t h e  Ames a s s a y .  I t  t h u s  
a p p e a r s  t h a t  t h e  p o l y n u c l e a r  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n  o r  
b e n z o ( a ) p y r e n e  p r e s e n t  i n  t h e  p a r t i c u l a t e s  c a n n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  
m u t a g e n i c  ac t..i,vi.t y. 

P r e s h l y  o b t a i n e d  f l y  a s h  s a m p l e s  were compared  w i t h  o l d e r  
s a m p l e s ,  s t o r e d  a t  room t e m p e r a t u r e  i n  p l a s t i c  c o n t a i n e r s  f o r  
more t h a n  6 months .  T h e r e  was n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
t h e  tw:,  s a m p l e s .  T h i s  r e s u l t  a g r e e s  w i t h  t h e  s t a b i l i t y  f o u n d  f o r  
t h e  m u t a g e n i c  c o m p o n e n t s  o f  u r b a n  a i r  s a m p l e s ,  some s t o r e d  f o r  12 
y e a r s  i n  p a p e r  e n v e l o p e s  a t  room t e m p e r a t u r e  ( T a l c o t t ,  R . ,  a n ?  E. 
Wel, J.  Nat.  C a n c e r  I n s t .  58, 449 ,  1 9 7 7 ) .  T h i s  s t a b i l i t y  o f  
p a r t i c u l a t e  m u t a q e n i c i  t y  i n c r e a s e s  t h z  p r o b a b i l i t y  o f  l o n g - t e r m  
h a z a r d  o f  t h e  m a t e r i a l ,  s n d  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p a r t i c u l 3 t e  mlter- 
i a l  may b e  o f  much g r e a t e r  c o n c e r n  t .han  t h e  g a s e o u s  e f f l u e n t s .  

Two a p p r o a c h e s  a r e  b e i n q  e m p l o y e 1  t o  e x t e n d  t h e s e  s t u d i e s .  
F i r s t ,  we p l a c  t o  c o l l e c t  s i z e - c l a  s s i f  i e d  p a r t i c u l a t e s  f rom t h e  
FBC a t  a p o i n t  i n  t h e  e f f l u e n t  s y s t e m  where  t h e  g a s e o u s - p a r t i c u -  
l a t e  m i x t u r e  h a s  c o o l e d  s u f f i c i e n t l y  t o  m a x i m i z e  a d s o r p t i o n  o f  
v o l a t i l e  o r g a n i c  c h e m i c a l s  on  t h e  p a r t i c u l a t e s ,  t h u s  more c l o s e l y  
s i m u l a t i n q  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  S e c o n d l y ,  w o r k  h a s  begun  on 
t h e  c h e m i c a l  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  f l y  a sh .  A f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  
a n  aqueous s o l u t i o n ,  t h e  r e m a i n i n g  r e s i d u e  was e x t r a c t e d  w i t b  a 
m i x t u r e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t s ,  a n d  t h e  s x t r a c t  was f r a c t i o n l t e d  by 
co lumn c h r o m a t o g r a p h y  on  s i l i c a  g e l .  4 l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  
m u t a g e n i c  a c t i v i t y  was f o u r d  i n  a c h r o m a t o g r a p h i c  f r a c t i o n  c o n -  
t a i n i n g  u n i d e n t i f i e d  m a t e r i a l s  t h a t  a r e  more p o l a r  t h a n  t h e  p o l y -  
n u c l e a r  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s .  S t u d i e s  a c e  i n  p r o g r e s s  t o  f r a c -  
t i o n a t e  t h e s e  e x t . r a c t s  f u r t h e r  a n d  t o  d e t e r m i n e  the i d e n t i t y  o f  
t h e  c o m p o n e n t s .  

I N  V I T R O  STUDIES USING H A N t l A L I A N  CELLS IN CULTURE -- --- 
n. a. Elkind a n d  G. R. L a n k a s  

C h i n e s e  h a m s t e r  V79 ce l l s  g rown i n  c u l t u r e  h a v e  b e e n  u s e d  t o  
a s s e s s  t h e  e f f e c t s  o f  f l y  a s h  o n  mammalian ce l l  s u r v i v a l  a n d  
g r o w t h .  F l y  a s h  s a m p l e s  were o b t a i n e d  f r o m  t h e  l a s t  s t a g e  o f  
f i l t r a t i o n  o f  t . h e  gaseous effluent p r o d u c e d  b y  t h e  p r e s s u r i z e d  



f l u i d i z e d  b e d  c o m b u s t o r  i n  t h e  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n .  
Th.e  f l y  a s h  s a m p l e s  c o n s i s t e d  of o p a q u e ,  i r r e g u l a r  p a r t i c l e s  up  
t o  a b o u t  1 0  u m  diameter.. 

When f l y  a s h  was a d d e d  a t  a c o n c e n t - r a t i o n  of 1  mg/ml 
d i r e c t l y  t o  c u l t u r e s  of V79 C h i n e s e  h a m s t e r  cells,  g rown  i n  a  
m o d i f i e d  E a g l e ' s  medium s u p p l e m e n t e d  w i t h  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  t h e  
ce l ls  d i d  n o t  grow. When t h e  f l y  a s h  c o n c e n t r a t i o n  was d e c r e a s e d  
t o  0 .1  mg/ml of c u l t u r e  medium, 30% o f  t h e  i n i t i a l  p o p u l a t i o n  d i d  
n o t  f o r m  c o l o n i e s ,  a n d  t h e  p o p u l a t i o n  d o u b l i n g  time was i n c r e a s e d  
b y  25%. 

I n  o t h e r  e x p e r i m e n t s ,  c e l l  c u l t u r e  g r a w t h  medium c o n t a i n i n g  
5% f e t a l  c a l f  s e r u m  was u s e d  t o  e x t r a c t  t h e  f l y  a s h  s a m p l e s .  . P l y .  
a s h  was a d d e d  t o  t h e  medium a t  c o n c e n t r a t i o n s  u p  t o  1  m q / m l  a n d  
i n c u b a t e d  a t  370C f o r  e i t h e r  2 4  h o u r s  o r  2 weeks. T h e  medium was 
f r l t e r e d  a f t e r  e x t r a c t i o n  t o  r e m o v e  t h e  f l y  a s h  a n d  was a d d e d  
d i r e c t l y  t o  c e l l  c u l t u r e s .  

G r o w t h  medium i n c u b a t e d  w i t h  u p  t o  1  mg/ml f l y  a s h  f o r  24  
h o u r s  h a d  l i t t l e  i f  a n y  e f fec t  on  t h e  s u r v i v a l  o r  t h e  g r o w t h  r a t e  
of t h e  ce l l s .  However ,  t h e  medium i n c u b a t e d  w i t h  f l y  a s h  a t  a 
c o n c e n t r a t i o n  of 1  mg/ml f o r  2 w e e k s  r e d u c e d  t h e  number  o f  s u r -  
v i v i n g  ce l l s  by 50% a n d  i n c r e a s e d  t h e  p o p u l a t i o n  d o u b l i n g  time by 
a p p r o x i m a t e l y  3 0 % .  After i n c u b a t i o n  a t  0 .1  mg/ml c o n c e n t r a t i o n  
o f  f l y  a s h  f o r  2 w e e k s ,  t h e  g r o v t h  tuzdium r e d u c e d  t h e  s u r v i v i n g  
f r a c t i o n  by 20% a n d  i n c r e a s e d  t h e  p o p u l a t i o n  d o u b l i n q  time by 
a p p r o x i m a t e l y  10%. 

'EFFECTS OF FLUIDIZED BED CCJYBUSTION EFFLUENTS O N  MICE 

P. C. B r e n n a n ,  W. T. K i c k e l s ,  a n d  S. 5. D o r n f e l d  

P h i s  r e s e a r c h  seeks t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  e a r l y  a n 3  l a t e  
e f f e c t s  o f  e x p o s u r e  of mice t o  e f f l u e n t s  f r o m  f l u i d i z e d  b e d  com- 
b u s t i o n ,  a t  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  a r e  m a x i m a l l y  a n d  m i n i m a l l y  dam- 
a q i n q .  The e n d  p o i n t s  t h a t  a r e  e v a l u a t - e d  i n c l u d e :  (1)  immuno- 
l o g i c  c o m p e t e n c e ,  i n c l u d i n g  s u s c e p t i b i l i t y  t o  r e s p i r a t o r y  
i n f e c t i o n ;  ( 2 )  r e s p i r a t o r y  f u n c t i o n  ; (3) p h y s i o l o a i c a l  r a s p o n s e  
t o  c o n t r o l l e d  stress; ( 4 )  m o r p h o l o g i c a . 1  c r i t e r i a ;  (5) l i f a - s p a n ;  
and (6 )  t h e  p r e v a l e n c e  o f  l u n g  t u ~ o r s  st s e l e c t e d  aqes. 

D u r i n g  t h i s  y e a r  we h a v e  h a d  l i m i t e d  a c c e s s .  t o  t h e  p r e s s u r -  
i z e d  FBC u n i t  i n  t h e  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n ,  a n d  h a v e  b e e n  
a b l e  t o  i n i t i a t e  a few s h o r t - t e r m  e x p e r i m e n t s  u t i l i z i n g  e f f l u e n t s  
from t h i s  c o m b u s t o r  d i v e r t e d  i n t o  a s p e c i a l l y  d e s i g n e d  e x p o s u r e  
c h a m b e r .  T h e  r e s u l t s  a v a i l a b l e  a r e  p r e l i m i t a r y  b u t  s e r v e  as 
g u i d e l i n e s  f o r  f u t u r e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  a t m o s p h e r i c  FBC now 
b e i n g  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  D i v i s i o n .  



T h r e e  e x p e r i m e n t s  h a v e  been comgls ted .  I n  t h e  first, 06CB1 
female mice were e x p o s e d  f roa 1 t o  3.5 h o u r s  t o  a 40-fol3 d i l u -  
t i o n  o f  e f f l u e n t  o n  1 s e p a r a t e  d a y s ,  w i t h  i n t e r v a l s  of 1-2 days, 
The rice were k i l l e d  2 a n d  4 d a y s  af tar  t h e  l a s t  e x p o s u r e ,  and  
t h e  l u n g s  were examined h i s t o p a t h o l o g i c a l l p ,  The l u n g s  from a l l  
exposed @ice s h o r e d  a c u t e  t o  s u b a c u t e  p n e a a o n i t i s  w i t h  marked 
areas o f  c o l l a p s e  of a l v e o l i  and  i n f i l t r a t i o n  of r o u n d  cells and  
polymorph&nuclear  cells. I n  a  s e c o n d  expe r imen t ,  B6CF1 male mice 
were exposed  for 1 hour  o n c e  a week for  5 weeks t o  a 3-fold d i l u -  
t i o n  o f  e f f l u e n t .  f l i s t o p a t h o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  l u n g s  of 
t h e  exposed  mice shoved  po lyps ,  round cell  i a f i l t r a t i o n ,  lympho- 
cyte infiltration, and l a r g e  areas o f  c o n s o l i d a t i o n  w i t h  thick- 
e n e d  a n d  c o l l a p s e d  a l v e o l i  ( F i q u r e  1 1 )  I n  t h e  t h i r a  experi- 
ment B6CF1 male n i c e  were e x p o s e d  1 hour  twice a ueek fo r  2 weeks 
to a 10-fold d i l u t i o n  of the- e f f l u e n t .  F ive  ahd 15 days 

Fig ,  1 1 5  Top: 
c h i o l e  a n d  s u r r  
a l v e o l i  f roa  t h e  
a B6CFI c o q t r o l  

Bron- 
, ound i  ng 
l u n g  of 

mouse. - 
. . Bottoa: Si wilar area 

from a mouse e x p o s e d  t o  a 
3 - f o l d  d i l u t i o n - o f  a n  FBC 
e f f l u e n t  1 h o u r  a week 
f o r  5 weeks. The bron- 
c h i o l e  c o n t a i n s  a c e l l u -  
l a r  e x u d a t e  a n d  t h e  
a l v e o l a r  r e g i o n  shows 
l y m p h o ~ p t i c  i n f i l t r a t i o n  
and  c o n s o l i d a t i o n ,  



after t h e  l a s t  e x p o s u r e ,  t h e  l u n g s  were examined  h i s t o p a t h o l o g i -  
c a l l y  and c u l t u r e d  fo r  b a c t e r i a ,  S p l e e n  cel ls  were c u l t u r e d  w i t h  
T- a n d  B-cell m i t o g e n s ,  and  t h e  h e m a t o p o i e t i c  stem ce l l  popu la -  
t i o n  was e v a l u a t e d  u s i n g  t h e  s p l e e n  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t  a s s a y ,  
Marked a r e a s  of pneumonia  were p r e s e n t  i n  t h e  l u n g s  of a l l  t h e  
e x p o s e d  mice. l ice examined  a t  15 d a y s  h a d  more bacteria p e r  
l u n g  t h a n  t h o s e  examined  a t  5 d a y s ,  and  f o u r  of f i v e  had B hemo- 
l y t i c  s t r e p t o c o c c i  i n  t h e i r  l u n g s .  The stem cell c o n t e n t  o f  t h e  
femur and  t h e  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e  o f  s p l e e n  ce l l s  t o  m i t o q e n s  
were b o t h  d e p r e s s e d  15 d a y s  a f t e r  e x p o s u r e .  Taken t o g e t h e r ,  
t h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  i m p a i r m e n t  of immune compe tence  d e v e l o p s  
a f t e r  t e r m i n a t i o n  of e x p o s u r e  t o  t h e  FBC e f f l u e n t .  

EFFECTS OF FLUIDIZED BED COMBUSTION EFPLUBITS ON ClI tTORED PULHO- 
NAbY MACHOPHAGES 

P, C. Brennan ,  W. T. K i c k e l s ,  a n d  S. S. D o r n f e l d  

Methods h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  o b t a i n  pulmonary a l v e o l a r  
macrophages  f r o m  mice, g u i n e a  p i g s ,  ra ts ,  and  dogs.  

We h a v e  exposed  mouse a l v e o l a r  macrophages  and  s p l e e n  cel ls  
f o r  1 hou r  i n  open  c u l t u r e  d i s h e s  t o  a 2 0 - f o l d  d i l u t i o n  o f  
e f f l u e n t .  E i g h t e e n  h o u r s  l a t e r  t h e  macrophages  showed no  r educ -  
t i o n  i n  v i a b i l i t y ,  On t h e  o t h e r  hand,  t b e  s p l e e n  c e l l s  showed a  
50% r e d u c t i o n  i n  v i a b i l i t y  a n d  a 10-folb r e d u c t i o n  i n  p r o l i f e r a -  
t i v e  r e s p o n s e  t o  T- a n d  B-cell mi togens .  

A l v e o l a r  a a c r o p h a q e s  from mice and  d o g s  have a l s o  been 
e x p o s e d  t o  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f l y  ash from the FBC. Youse 
macrophages  c u l t u r e d  w i t h  f l y  a s h  (20,  40, 3s 80 ug/ml of oe4ium) 
t o o k  u p  a l l  t h e  a s h  by 2 days .  V i a b i l i t y  u a s  checlcarl d a i l y ,  and  
r e m a i n e d  a t  a b o u t  99% t h r o u g h o u t  t h e  c u l t u r e  p e r i o d  o f  5 days. 
Dog a l v e o l a r  mac rophages  were c u l t u r e 3  f o r  2 d a y s  w i t h  v a r y i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  of f l y  a s h .  They wera checked f o r  v i a b i l i t y  and 
were t h e n  examined  by l i q h *  and s c a n n i n g  e l e c t r o n  microscopy .  
T h e r e  was n o  r e d u c t i o n  i n  v i a b i l i t y  a t  a c y  c o n c e n t r a t i o n  t e s t e d  
( u p  t o  8 0  ug/ml) .  The number o f  cells c o n t a i n i n g  p a r t i c l e s  was 
d i r a c t l p  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of f l y  ash i n  t h o  
medium. S c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  showed t h a t  c e l l s  exposed  
t o  h i q h e r  c o n c e n t r a t i o n s  a p p e a r  t o  lose t h e  t y p i c a l  n o r m a l  wruf-  
f l e d n  a p p e a r s n c e  of t h e  s u r f a c e  a n d  were more f l a t t e n e d  t h a n  con-  
t r o l  cells. 
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None; this is a new prosram. 
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N o r t i m e r  4 .  E l k i n d  ( S e n i o r  B i o p h y s i c i s t )  
An tun  Han ( B i o p h y s i c i s t )  
Chin-Mei  L i u  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
War ren  K. S i n c l a i r  ( S e n i o r  B i o p h y s i c i s t )  

H i c h a e l  N. G o u l d  ( P o s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  
G e o r g e  R .  L a n k a s  ( P o s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  
F r a n k  Q. H .  Ngo ( R e s e a r c h  B s s o c i a t e )  
H i r o s h i  U t s u m i  ( P o s t d o c t o r a l  A p p o i n t e e )  

T h e  r e s e a r c h  of t h e  Mammalian C e l l  B i o l o g y  G r o u p  c o n t i n u e s  
t o  b e  b a s e d  upon  t h e  c u l t i v a t i o n  of mammal ian  c e l l s  iq v i t r p .  
A l t h o u g h  a  series of d i v e r s e  t o p i c s  is h e i n g  p u r s u e d ,  t h e s e  h a v e  
i n  common e f f o r t s  t o  u n d e r s t a n d  t h e  c e l l u l a r  a n d  m o l e c u l a r  b i o l -  
o g y  o f  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  p r o d u c e d  by e n v i r o n m e n t a l  a g e n t s  
i n c l u d i n g  i o n i z i n g  r a d i a t i o n ,  n o n i o n i z i n g  r a d i a t i o n ,  a n d  v a r i o u s  
c h e m i c a l s ,  . A l t h o u g h  t h e  g r o u p  m a i n t a i n s  a c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  
i n  t h e  r a d i o b i o l o g y  o f  i o n i z i n g  r a d i a t i o n ,  i ts  p e r s p e c t i v e s  h a v e  
b r o a d e n e d  a n d  s h i f t e d :  f i r s t ,  t o  i n c l u d e  t h e  b i o l o g i c a l  p r o p e r -  
t i e s  o f  v a r i o u s  s p e c t r a  o f  f a s t  n e u t r o n s  a s  well a s  X- rays ;  sec- 
o n d ,  t o  i n q u i r e  a b o u t  s u n l i g h t  e f fec ts  a n d  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
~ u n l i g h t  wi . t .h  i o n i z i n g  r a d i a t i o n  damage;  t h i r d ,  t o  i n c l u d e  e n d  
effects  s u c h  a s  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n  i n  a d d i t i o n  t o  c e l l  
k i l l i n g  a n d  D N A  d a m a g e ;  a n d  f o u r t h ,  t o  i n i t i a t e  s t u d i e s  o f  t h e  
a c t i o n  o f  c h e m i c a l  c a r c i n o g e n s  b y  t h e m s e l v e s  a n d  i n  c o n j a n c t i o n  
v i t h  r a d i a t i o n .  



MECHANISHS OF LETHALITY I N  MAMMALIAN CELLS 

M. M. E l k i n d ,  J. L. D a i n k o ,  I. P. H a g a n , l  A. Ban ,  C. a. L i u ,  
P. Q. ii. Ngo, W. K. S i n c l a i r , z  a n d  H. U t s u m i  

T h i s  r e s e a r c h  is d i r e c t e d  a t  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  m e c h a n i s m s  
o f  mammal ian  c e l l  k i l l i n g  by  r a d i a t i o n  ( i o n i z i n g  a n d  n o n i o n i z i n g )  
a n d  b y  c h e m i c a l s ,  a n d  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s u c h  m e c h a n i s m s  
a n d  t h o s e  i n v o l v e d  w i t h  o t h e r  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  s u c h  as  muta-  
t i o n ,  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n ,  a n 3  a l t e r e d  d i f f e r e n t i a t i o n .  
C e l l  k i l l i n g  is  i m p o r t a n t  i n  i t s e l f  b u t ,  i o  a d d i t i o n ,  c e l l  v i a -  
b i l i t y  is r e q u i r e d  f o r  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  t o  b e  e x p r e s s e d .  a a n y  
a g e n t s  c a p a b l e  of  p r o d u c i n g  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  i n  c e l l s  a r e  
known,  o r  s u s p e c t e d ,  i n t e r a c t a n t s  w i t h  t h e  ce l l ' s  genetic s u b -  
s t a n c e ,  D N A .  T h e  c r i t i c a l  r o l e  of DNA i n  i n h e r i t a n c e  a m p l i f i e s  
i t s  i n f l a s n c e  i n  s p o o i f  ying aud c o n t r o l l i n g  t h e  p r o p e r t i e s  a n d  
f u n c t i o n s  of cells.  Since inheritance of el fects  of e n v i r o n m e n -  
t a l  p o l l u t a n t s  r e q u i r e s ,  f i r s t ,  t h a t  t h e  c o n t e n t  a n d / o r  t h e  
e x p r e s s i o n  of t h e  g e n e t i c  s u b s t a n c e  o f  t h e  c e l l  b e  c h a n g e d ,  a n d ,  
s e c o n d ,  t h a t  o n e  o r  more  t a r g e t  c e l l s  r e m a i n  v i a b l e ,  t h i s  
r e s e a r c h  f o c u s e s  o n  t h e  c h a n g e s  i n d u c e d  i n  D N A ,  a n d  on  w h e t h e r  
a n d  how t h e s e  c h a n g e s  a r e  r e l a t e d  t o  t o x i c i t y  a n d  f u n c t i o n a l  
c h a n g e s .  A f u r t h e r  p o i n t  of i n t e r e s t  is t h e  a b i l i t y  o f  c e l l s  t o  
r e p a i r  p o t e n t i a l l y  l e t h a l  damage  a n d  w h e t h e r  s u c h  r e p a i r  p r o -  
cesses are  m a n i f e s t  a t  t h e  l e v e l  o f  D N A  i n t e g r i t y  a n d  f u n c t i o n .  

C o ~ a r a t i v e  N e u t r o n  R a d i o b i o l o q p  -- ------ ------- ------ 
T h e  r e l a t i v e  l e t h a l  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  f o l l o w i n g  t h r e e  

f a s t  n e u t r o n  s o u r c e s ,  w i t h  d i f f e r e n t  aver a g e  e n e r g i e s ,  E n ,  h a s  
b e e n  c o m p a r e d .  (1)  F i s s i o n  s p e c t r u m  n e u t r o u s  p r o d u c e d  by t h e  
JANUS r e a c t o r  a t  A r g o n n e  N a t i o n a l  L a b o r a t o r y  (En = 0.85 HeV); ( 2 )  
c y c l o t r o n - p r o d u c e d  n e u t r o n s  a t  F r a n k l i n  McLean I n s t i t u t e  of The  
U n i v e r s i t y  of C h i c a g o  (En = 3.6 M e V )  ; a n d  (3)  l i n e a r  a c c e l e r a t o r -  
p r o d u c e d  n e u t r o n s  a t  t h e  F e r m i  N a t i o n a l  L a b o r a t o r y  (En = 2 5  MeV). 
V79 C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s  were u s e d .  Wi th  i n c r e a s i n g  En, t h e  
s u r v i v a l  c u r v e s  b e c o m e  p r o g r e s s i v e l y  more l i k e  t h o s e  f o r  X- rays .  
T h e  r e p a i r  c a p a b i l i t i e s  of ce l ls  e x p o s e d  t o  t h e  J A N U S  o r  F e r m i  
n e u t r o n  beams h a v e  a l s o  b e e n  e x a m i n e i .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  
e x p e r i m e n t s  a r e  s u m m a r i z e d  as  follows. 

I L a b o r a t o r y  G r a d u a t e  P r o g r a m  P a r t i c i p a n t ,  U n i v e r s i t y  o f  
I l l i n o i s ,  U r b a n a .  

*Associate L a b o r a t o r y  Direct or  f o r  B i o m e d i c a l  a n d  E n v i r o n -  
m e n t a l  R e s e a r c h .  



The d e p e n d e n c e  of t h e  s u r v i v i n g  f r a c t i o n  S o n  d o s e  D m3y b e  
e x p r e s s e d  b y  

w h e r e  2 is a  c o n s t a n t  a n d  H(D) s t a n d s  f o r  a  damage a c c u m u l s t i o n  
mode o f  c e l l  k i l l i n g .  Two h y p o t h e s e s  a r e  c u r r e n t  f o r  t h e  c h a n g e  
i n  t h e  s h a p e  o f  a  s u r v i v a l  c u r v e  a s  a f u n c t i o n  of n e u t r o n  e n e r g y .  
I n  t h e  f i r s t ,  a  i n c r e a s e s  a s  En d e c r e a s e s  ( o r  a s  t h e  r e l a t i v e  
b i o l o g i c a l  ef f e c c i v e n e s s  i n c r e a s e s )  , a n d  t h e  c o n t r i b u t i o n  t o  c e l l  
k i l l i n g  f rom l ( D )  is a s s u m e d  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  r a d i a t i o n  q u a l -  
i t y .  I n  t h e  s e c o n d ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  d o s e  a p p l i c a b l e  t o  t h e  
t w o  modes o f  c e l l  k i l l i n g  i n  e q u a t i o n  (1) c h a n g e s .  r h u s ,  

where  0 < f  < 1, a n d  is c l o s e  t o  z e r o  f o r  X- rays  a n d  c l o s e  t o  
u n i t y  f o r  a  m a x i m a l l y  e f f e c t i v e  r a d i a t i o n .  I n  t h i s  s e c o n d  model ,  
damage a c c u m u l a t i o n  c o n t r i b u t e s  l ess  a n d  l e s s  t o  l e t h a l i t y  a s  En 
d e c r e a s e s .  

S i n c e  t h e  c o n t r i b u t i o n  t o  c e l l  k i l l i n g  from s u b l e t h a l  damage 
( e . ,  t h e  s e c o n d  f a c t o r )  v a r i e s  w i t h  n e u t r o n  e n e r g y  o n l y  i n  
e q u a t i o n  ( 2 ) ,  it f o l l o w s  t h a t ,  a t  t h e  s a m e  d o s e ,  t h e  r e p a i r  o f  
s u b l e t h a l  damage s h o u l d  b e  i n d e p e n d e n t  o f  n e u t r o n  e n e r g y  i f  e q u a -  
t i o n  (1) a p p l i e s ,  a n d  s h o u l d  d e c r e a s e  w i t h  d e c r e a s i n g  En i f  e q u a -  
t i o n  ( 2 )  a p p l i e s .  C e l l s  r e p a i r e d  s u b l e t h a l  damage a f t e r  e x p o s u r e  
t o  F e r m i  n e u t r o n s  a s  e f f e c t i v e l y  a s  a f t e r  a n  e q u a l  d o s e  o f  253-kV 
X-rays ,  w h e r e a s  a f t e r  J A N U S  n e u t r o n s ,  t h e  r e p a i r  was c l e a r l y  l e s s  
t h a n  a f t e r  X- rays .  T h u s  t h e  n o t i o n  is  s u p p o r t e d  t h a t  w i t h  
i n c r e a s i n g  b i o l o g i c a l  e f f e c t i v e n e s s  ( d e c r e a s i n g  E n )  a  d e c r e 3 s i n g  
f r a c t i o n  o f  t h e  e n e r g y  d e p o s i t e d  by n e u t r o n s  i s  s u b l e t h a l  ( i .  e., 
X-ray l i k e ) ;  a n d  t h e r e f o r e  a  d e c r e a s i n g  f r a c t i o n  o f  t h e  damage is  
m o d i f i a b l e  by d o s e  f r a c t i o n a t i o n ,  d o s e  p r o t r a c t i o n ,  o r  r e d u c e d  
d o s e  r a t e .  

R e p a i r  pf g p t e n t i a l l p  L e t h a l  Damaqg: Its L g g ~ e n d e n c g  of R e p a i r  -- --- 
of S u b l e t h a l  Damage -- ------ --- 

The r e p a i r  o f  p o t e n t i a l l y  l e t h a l  damage is u s u a l l y  o b s e r v e d  
a s  i n c r e a s e d  s u r v i v a l  a f t e r  a p o s t i r r a d i a t i o n  t r e a t m e n t .  On t h e  
o t h e r  hand,  t h e  r e p a i r  of s u b l e t h a l  damage is d e m o n s t r a t e d  by 
i n c r e a s e d  s u r v i v a l  a f t e r  d o s e  f r a c t i o n a t i o n .  It h a s  b e e n  h y p o t h -  
e s i z e d  t h a t  t h e  s h o u l d e r  on a  s u r v i v a l  c u r v e  r e f l e c t s  t h e  r e p a i r  
of p o t e n t i a l l y  l e t h a l  damage a t  l o w  d o s e s  f o l l o w e d  b y  s u b s t r a t e  
s a t u r a t i o n  o f  t h e  r e p a i r  p r o c e s s ,  o r  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  r e p a i r  
p r o c e s s ,  a t  h i g h  d o s e s  ( A l p e r ,  T., B r .  J. R a d i a t .  -- 50 459,  
1977). T h i s ,  a n d  r e l a t e d  h y p o t h e s e s ,  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  u s i n g  
a n i s o t o n i c  b u f f e r  s o l u t i o n s  t o  e n h a n c e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p o t e n -  
t i a l l y  l e t h a l  damage i n  c u l t u r e s  of V79 C h i n e s e  h a m s t e r  ce l l s .  
Adding s u c h  s o l u t i o n s  a f t e r  X - i r r a d i a t i o n  e n s u r e s  t h a t  t h e  
e n h e n o e d  single-dose killieg t h a t  is o b s e r v e d  r e s u l t s  from a n  



i n h i b i t i o n  o f  t h e  r e p a i r  of p o t e n t i a l  damage  as o p p o s e d  t o  t h e  
a l t e r a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  of t h e  s e n s i t i v e  s i t e  b e f o r e  i r r a d i a -  
t i o n .  Two i m p o r t a n t  o b s e r v a t i o n s  f r o m  t h i s  work are: (1 )  T h e  
s e n s i t i z i n g  a c t i o n  of o x y g e n  i n  s o l u t i o n  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  
a m o u n t  of p o t e n t i a l l y  l e t h a l  damage  e x p r e s s e d .  T h i s  r e s u l t  s i g -  
n i f i e s  t h a t  t h e  s p e c t r u m  of r a d i o c h e m i c a l  l e s i o n s  is n o t  a f f e c t e d  
b y  c h a n g e s  i n  damage  e x p r e s s i o n .  (2 )  T h e  r e p a i r  of s u b l e t h a l  
d a m a g e  ( o b s e r v e d  w i t h  d o s e  f r a c t i o n a t i o n )  i s  i n d e p e n d e n t  of  t h e  
a f o r e m e n t i o n e d  i n f l u e n c e  of a n i s o t o n i c i t y .  

T o  t e s t  f o r  p o s s i b l e  c o n n e c t i o n s  b e t w e e n  t h e s e  t w o  f o r m s  o f  

\ 
d a m a g e  r e l a t e d  t o  c e l l  k i l l i n g  a n d  o t h e r  r a d i a t i o n - i n d u c e 3  f u n c -  
t i o n a l  c h a n g e s ,  a n i s o t o n i c  b u f f e r  t r e a t m e n t s  w i l l  b e  a p p l i e d  t o  
m u t a t i o n  i n d u c t i o n  a n d  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n .  

A n i s o t o n i c i t y  a n d  S u r v i v a l  a f t e r  g a i o n i z i n g  R a d i a t i o n  --------- --- _ - - -  --- 
F o l l o w i n g  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  X - r a y s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  t h e  

i n f l u e n c e  o f  hypo-  a n d  h y p e r t o n i c  b u f f e r e d  s a l i n e  s o l u t i o n s  was  
e x a m i n e d  a f t e r  e x p o s u r e  o f  n o r m a l  ce l l s  t o  U V  l i g h t  ( 2 5 4  nm) o r  a  
n e a r - U P  s u n l i g h t - s i m u l a t i n g  s o u r c e  (313-315 nrp maximum e m i s s i o n ) .  
C e l l s  made p h o t o s e n s i t i v e  t o  l o n g e r  near-UV r a d i a t i o n  b y  f i r s t  
g r o w i n g  t h e m  i n  5 - b r o m o d e o x y u r i d i n e  (BUdR) were a l s o  s u b j e c t e d  t o  
t h e  same p r o t o c o l .  I n  n o  case was a s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  
s u r v i v a l  e f f e c t e d  by t h e  a n i s o t o n i c  s a l t  t r e a t m e n t  g i v e n  a f t e r  
r a d i a t i o n  e x p o s u r e .  However ,  a s  we h a v e  s h o w n  (see Han,  I . ,  a n d  
C l .  H. E l k i n d ,  I n t .  J. R a d i a t .  B i o l .  31, 2 7 5 ,  1 9 7 7 ) ,  s u b l e t h s l  U V  
d a m a g e  i n  c e l l s  s y n t h e s i z i n g  D N A  i s  e q n i - v a l e n t  t o  sublethal K - r a y  
d a m a g e  s i n c e  a p r e e x p o s u r e  t o  U V  l i g h t  r e m o v e s  t h e  s h o u l d e r  o f  
t h e  X-ray s u r v i v a l  c u r v e .  T h e  l a t t e r  r e s u l t  f u r t h e r  s u p p o r t s  t h e  
i d e a  t h a t  p o t e n t i a l l y  l e t h a l  X-ray  damage i s  d i s t i n c t  f r o m  cuh- 
l e t h a l  X-ray damage .  F u r t h e r ,  s i n c a  BUdR/near-UV c e l l  k i l l i n g  
r e s u l t s  i n  a b o u t  50,000 s i n g l e - s t r a n d  D N A  l e s i o n s  p e r  Do d o s e  
( e . ,  p e r  u n i t  of dose t h a t  r e d u c e s  s u r v i v a l  b y  l/e) a n d  y e t  
a n i s o t o n i c  t r e a t m e n t  d o e s  n o t  p r o d u c e  a  c o m p a r a b l e  c h a n g e  i n  s u r -  
v i v a l  a f t e r  U V  i r r a d i a t i o n  a s  i n  t h e  c a s e  o f  X - r a y s ,  we i n f e r  
t h a t  cell k i l l i n g  by i o n i z i n g  r a d i a t i o n  i n v o l v e s  . d a m a q e  to ,  or 
t h e  m i s r e p a i r  of d a m a g e  i n ,  a s t r u c t u r e  c o n t a i n i n g  D N A  t h a t  is  
d i f f e r e n t  from t h e  l o n g  r e g i o n s  of t h e  d u p l e x  m o l e c u l e  i n  w h i c h  
l e s i o n s  a r e  p r o d u c e d  b y  BUdR + n e a r  UP. T h i s  c o n c l u s i o n  i l l u s -  
t r a t e s  how r e s u l t s  w i t h  d i f f e r e n t  r a d i a t i o n s  or  c y t o t o x i c  a g e n t s  
c a n  c r o s s - i l l u m i n a t e  m e c h a n i s m s  o f  a c t i o n  e v e n  t h o u g h  t h e  a e c h a n -  
isms may d i f f e r  i n  d e t a i l .  

R e p a i r  pf S i n g l e -  and D o u b l e - S t r a n d  B r e a k s  jg gNA &g J - r a d i g t i o n  -- 
S u r v i v o r s  - - - -  

T h e  commonly  u s e d  s e d i m e n t a t i o n  t e c h n i q u e  o f  e x a m i n i n g  t h e  
l i n e a r  i n t e g r i t y  of s i n g l e  s t r a n d s  o f  D N A  f r o n  mammal i an  cells-- 
as a p p l i e d  i n  a number  of l a b o r a t o r i e s  i n c l u d i n g  o u r s - - h a s  
c l e a r l y  shown  t h a t  i r r a d i a t e d  cells r a p i d l y  r e p a i r  damage .  I n  



some  s t u d i e s ,  it h a s  a l s o  b e e n  p o s s i b l e  t o  i n f e r ,  w i t h i n  t h e  
r e s o l u t i o n  a v a i l a b l e ,  t h a t  t h e  r e p a i r  i s  c o m p l e t e .  E s s e n t i a l l y  
a l l  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s - - a s  i n t e r e s t i n q  as  t h e y  are--are d e f i -  
c i e n t  i n  t h a t  t h e y  d o  n o t  i n d i c a t e  i f  r e p a i r  is  c o m p l e t e  o r ,  i n  
f a c t ,  o c c u r s  a t  a l l  i n  s u r v i v i n g  ce l ls .  L a r g e  d o s e s  of r a d i a t i o n  
( e - g . ,  1 0 , 0 0 0  r a d s  o r  more)  a r e  u s u a l l y  u s e d  i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  
e n o u g h  D N A  b r e a k a g e  t o  be r e a d i l y  m e a s u r e a b l e  w i t h  s e d i m e n t a t i o n  
t e c h n i q u e s .  Even  i f  t h e  s e n s i t i v i t y  of t h e s e  t e c h n i q u e s  a l l o w e d  
m e a s u r e m e n t  of D N A  b r e a k s  a t  s o m e w h a t  l o w e r  d o s e s ,  t h e  number  o f  
s u r v i v i n g  c e l l s  would  n o t  b e  l a r g e  e n o u g h  t o  make c e r t a i n  t h e  
f a t e  o f  t h e  d a m a g e  i n  t h e  s u r v i v o r s .  F o r  e x a m p l e ,  o n l y  a b o u t  o n e  
mammalian c e l l  i n  a h u n d r e d  s u r v i v e s  t h e  r e l a t i v e l y  low d o s e  o f  
1 , 0 0 0  r a d s .  A s i m i l a r  p r o b l e m  p e r t a i n s  t o  t h e  r e p a i r  o f  d o u b l e -  
s t r a n d  b r e a k s .  

B e c a u s e  of t h e  f o r e g o i n g ,  a n  e x p e r i m e n t  was d e v i s e d  t o  
i n q u i r e  a b o u t  t h e  f a t e  of D N A  b r e a k s  i n  s g r v i v i n s  ce l l s .  B e t w e e n  
s u c c e s s i v e  X-ray d o s e s  o f  1 , 0 0 0  r a d s ,  cel ls  were i n c u b a t e d  f o r  a  
few d a y s  t o  a l l o w  k i l l e d  c e l l s  t o  l y s e  a n d  s u r v i v i n g  c e l l s  t o  
r e p o p u l a t e  t h e  c u l t u r e .  T h i s  was r e p e a t e d  u n t i l  a  t o t a l  d o s e  o f  
5 0 , 8 0 0  r a d s  was a c c u m u l a t e d .  It was f o u n d  t h a t  t h e  s u r v i v o r s  
s h o w e d  n o  e v i d e n c e  of b r e a k  p r o p a g a t i a c  s i n c e  t h e  s e d i m e n t a t i o n  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  D N A  were t h e  same a s  t h o s e  o f  c o n t r o l  ce l ls .  

Our d a t a  i n d i c a t e  t h a t  a s u r v i v i n g  c e l l  c o n t a i n s  a b o u t  1 , 0 0 0  
s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s  p e r  Do, o r  p e r  l /e  s u r v i v a l  d o s e ;  8 0  o f  
t h e s e  b r e a k s  a r e  d u e  t o  4 0  d o u b l e - s t r a n d  b r e a k s .  T h e  e x a m i n a t i o n  
o f  t h e  s u r v i v o r s  of 5 0 . 8  k r a d s  s u g g e s t s  t h e  i n f e r e n c e  t h a t ,  ir; 
mammalian c e l l s ,  a d o u b l e - s t r a n d  b r e a k  a s  s u c h  i s  n o t  a l e t h a l  
l e s i o n  b e c a u s e  most, i f  n o t  a l l ,  of them are  r e p a i r e d .  

P ~ r i m i d i n e  D i m e r  P r o d u c t i o n  a n d  C e l l  K i l l i n g  by dbsgg&jq~&w - ----- ---- ------- - --- ---- 
Sun l a m p s  a re  a n  i n e x p e n s i v e  s o u r c e  o f  near-UV r a d i a t i o n  i n  

t h e  w a v e l e n g t h  r e g i o n  of Q 290 nm a n d  a b o v e  (maximum i n t e n s i t y  a t  
315 nm).  T h e y  p r o d u c e  p h o t o p r o d u c t s  i n  D N A ,  p a r t i c u l a r l y  p y r i m i -  
d i n e  d i m e r s ,  i n  s i g n i f i c a n t  number s .  The d i m e r s  p r o d u c e d  w i t h  
t h e  W e s t i n g h o u s e  S u n  Lamps were c o m p a r e d  t o  d i m e r s  i n d u c e d  by t h e  
i r r a d i a t i o n  o f  l o w  p r e s s u r e  Hg g e r m i c i d a l  l a m p s  ( U V ,  2 5 4  nm). 
C o n s i s t e n t  w i t h  t h e  D N A  a c t i o n  s p e c t r u m  a n d  t h e  s p e c t r a l  e m i s s i o n  
of t h e  S u n  Lamps  ( w h i c h  s t a r t s  a t  a b o u t  290 n n ,  a n d  h a s  a maximum 
i n t e n s i t y  a t  315 nm),  t h e  r a te  of dimer i n d u c t i o n  was f o u n d  t o  b e  
3.3 t o  3.5% o f  t h a t  p r o d u c e d  by g e r m i c i d a l  l a m p s .  However ,  t h e  
U V  a n d  neac-UV s u r v i v a l  curves of s e v e r a l  c e l l  l i n e s  a re  n o t  
r e l a t a b l e  by a 3.3 t o  3.5% dose f ac to r  b e c a u s e  t h e  c u r v e s  a r e  of 
d i f f e r e a t  s h a p e  and c a n n o t  b e  i n t e r c o n v e r t e d  by a c o n s t a n t  modi -  
f i c a t i o n  d o s e  f a c t o r .  We c o n c l u d e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  p r o j e c t i o l r s  
o f  t h e  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  of s u n l i g h t  c a n n o t  b e  made  w i t h  c o n -  
f i d e n c e  from m e a s u r e m e n t s  made w i t h  U V  l i g h t  (254 nm). 



b e t w e e n  D N A  S y n t h e s i s  a n d  C e l l  P h o t o l e t h a l i t y  Zhe Eslati~nshin ------- --- - - - -  --- - -  ---------- 
Due to ~ ~ ~ r o m o ~ ~ p ~ y u r i d i n e  --- 

When C h i n e s e  h a m s t e r  ce l l s  a r e  grown i n  BUdR f o r  s e v e r a l  
g e n e r a t i o n s ,  ce l l s  may t h e n  b e  k i l l e d  by e x p o s u r e  t o  near-UV 
l i g h t  (NUV; W e s t i n g h o u s e  Sun  Lamp, d e s c r i b e d  a b o v e ) .  The  s u r v i -  
v a l  c u r v e  a f t e r  u n i f o r m  t e m p l a t e  l a b e l i n g  w i t h  BUdR is  c l o s e  t o  
e x p o n e n t i a l ;  d o s e  f r a c t i o n a t i o n  d o e s  n o t  r e s u l t  i n  a n  i n c r e a s e  i n  
s u r v i v a l .  S i n c e  BUdR/NUV c e l l  k i l l i n g  v e r y  l i k e l y  r e s u l t s  f r o m  
D N A  l e s i o n s ,  a k n o w l e d g e  o f  t h e  m e c h a n i s m ( s )  i n v o l v e d  is h e l p f u l  
i n  u n d e r s t a n d i n g  c y t o t o x i c i t y  d u e  t o  o t h e r  a g e n t s  t h o u g h t  t o  b e  
D N A  i n t e r a c t i v e ,  e v e n  t h o u g h  t h e i r  m e c h a n i s m s  o f  c e l l  k i l l i n g  may 
b e  d i f f e r e n t .  

C e l l s  were p u l s e  l a b e l e d  w i t h  BrJdR e a c l y  i n  t h e  D N A  s y n t h e -  
.s o r  s p h a s e  a n d ,  u s i n g  s y n c h r o n i z e d  c e l l s ,  t h e i r  s u r v i v a l  
, o p e r t i e s  a f t e r  N U V  i r r a d i a t i o n  were t r a . c e d ,  a s  a f u n c t i o n  of 

c e l l  a g e ,  t h r o u g h  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  f i r s t  c y c l e  a n d  t h e  S 
p h a s e  o f  t h e  n e x t  c y c l e .  C e l l s  a r e  l e a s t  s e n s i t i v e - - a n d  h a v e  a 
s h o u l d e r - t y p e  s u r v i v a l  c u r v e - - i n  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  f i r s t  S  
p h a s e  a n d  i n  t h e  n e x t  S  p h a s e  a f t e r  t h e  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  BUdR 
p u l s e .  A t  t h e  time o f  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  BUdB p u l s e ,  ce l l s  are  
a p p r e c i a b l y  m o r e  s e n s i t i v e  a n d  h a v e  a c l o s e  t o  e x p o n e t i a l  s u r v i -  
v a l  c u r v e .  C a f f e i n e ,  a f t e r  i r r a d i a t i o n ,  e n h a n c e s  c e l l  k i l l i n g  
s i g n i f i c a n t l y  o n l y  w h e r e  t h e  c e l l s  a r e  r e s i s t a n t ;  t h a t  is, i n  t h e  
f i rst  S p h a s e  a n d  a f t e r  t h e  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  p u l s e  i n  t h e  sec- 
o n d .  

Thus ,  s e n s i t i v i t y  d u e  t o  BUdh/NUV t r e a t m e n t  i s  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  l e s i o n s  i n d u c e d  by  BUdR/NUV t o  t h e  D N A  
g r o w i n g  f o r k .  S u c h  l e s i o n s  i n d u c e d  a t  a d i s t a n c e  f r o m  t h e  f o r k  
may b e  r e p a i r e d  by a p o s t r e p l i c a t i o n a l  p r o c e s s .  

D N A  B a t u r a t i o n  in C h i n e s e  Hamster C e l l s  --- --------- 
To a  s i g n i f i c a n t  d e g r e e ,  t h e  a b i l i t y  o f  s c i e n t i s t s  t o  r e l a t e  

D N A  damage  t o  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  e x p r e s s a b l e  a t  t h e  w h o l e  c e l l  
l e v e l  is l i m i t e d  b y  t h e i r  i n c o m p l e t e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  o r g a n i -  
z a t i o n  o f  e u k a r y o t i c  D N A .  T h i s  s t u d y  was i n i t i a t e d  t o  h e l p  s u p -  
p l y  some  o f  t h e  m i s s i n g  i n f o r m a t i o n .  

The  m a t u r a t i o n  o f  D N A  p u l s e  l a b e l e d  e a c l y  i n  S p h a s e  o f  s y n -  
c h r o n i z e d  C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s  was t r a c e d  u s i n g  s e d i m e n t a t i o n  
t e c h n i q u e s .  T h e  m o d a l  m o l e c u l a r  w e i g h t  g r o w s  t o  Q 2 x 198  d a l -  
t o n s  w i t h i n  9 0  m i n u t e s  a f t e r  t h e  p u l s e .  I n  l a t e  S,  i t  i n c r e a s e s  
f u r t h e r  t o  4-6 x  1 0 8  d a l t o n s  a n d  t h e n  t h e  D N A  u n d e r g o e s  a  c o n f o r -  
n a t i o n a l  c h a n g e  t o  a r a p i d l y  s e d i n e n t i n g  s p e c i e s .  T h e  l a t t e r  
mater ia l  i s  a l s o  r e c o v e r a b l e  i n  t h e  G2 p h a s e  from n e w l y  l a b e l e d  
o r  t e m p l a t e - l a b e l e d  D N A  i n  G2 p h a s e ,  a n d  f r o m  t e m p l a t e - l a b e l e d  
D N A  i n  GI p h a s e .  T e m p l a t e - l a b e l e d  D N A  i s o l a t e d  i n  S a l s o  s e d i -  
m e n t s  a s  a 4-6 x 1 0 8  d a l t o n  s p e c i e s .  



T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  i n  G 1  a n d  G 2 ,  t h e  D N A  i n  C h i n e s e  
h a m s t e r  ce l l s  is i n  a  c o n f o r m a t i o n  t h a t  d o e s  n o t  r e a d i l y  r e l e a s e  
4-6 x 108 d a l t o n  D N A  u n d e r  t h e  l y s i s  c o n d i t i o n s  u s e d .  D u r i n g  t h e  
l a t t e r  p a r t  o f  S, new D N A  m a t u r e s  t o  t h i s  s i z e .  The  X-ray d o s e  
d e p e n d e n c e  o f  t h e  t r a n s i t i o n s  t o  a d i f f e r e n t  s e d i m e n t i n g  s p e c i e s  
a s  r e p o r t e d  e a r l i e r ,  a n d  a l s o  o b s e r v e d  i t  t h i s  work,  is c o n s i s -  
t e n t  w i t h  t h e  r a p i d l y  s e d i m e n t i n g  m a t e r i a l  b e i n g  % 5  x 109 d a l -  
t o n s .  T h i s  size u n i t  i n  t u r n  is c o n s i s t e n t  w i t h  a  s u p e r h e l i c a l  
s t r u c t u r e  o f  t h e  t y p e  r e c e n t l y  p r o p o s e d  by P. R .  Cook a n d  I. A .  
B r a z e 1 1  (J .  C e l l  S c i .  2, 261, 1 9 7 5 ) .  

I n  summary,  t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  Hammalian C e l l  B i o l o g y  g r o u p  
i n v o l v e s  a  number  o f  d i v e r s e  b u t  r e l 3 t e d  t o p i c s .  We a r e  con- 
c e r n e d  w i t h  how t h e  D N A  i n  e u k a r y o t e s  is o r g a n i z e d ,  r e p l i c a t e d ,  
a n d  s e g r e g a t e d ,  a n d  how D N A - i n t e r a c t i v e  a g e n t s  i n t e r f e r e  w i t h  
t h e s e  a c t i v i t i e s .  I n  t h e  c a s e  o f  e x p o s u r e  t o  i o n i z i n g  r a d i a t i o n ,  
D N A  s t r a n d  b r e a k s  a r e  r e g i s t e r e d  i n  c o n s i d e r a b l e  e x c e s s  p e r  u n i t  
of b i o l o g i c a l  e f f e c t .  S i n c e  e v e n  d o u b l e - s t r a n d  b r e a k s  a p p e a r  t o  
b e  c o m p l e t e l y  r e p a i r e d  i n  s u r v i v i n g  cells,  t h e  l i k e l i h o o d  must  b e  
r e c o g n i z e d  t h a t  g r o s s  c h a n g e s  i n  t h e  l i n e a l  c o n t i n u i t y  o f  D N A  i n  
t h e  genome (e.g.,  s i n g l e - s t r a n d  r e c o m b i n a t i o n  o r  s is ter  c h r o m a t i d  
e x c h a n g e s )  may b e  c o m p a t i b l e  w i t h  v i a b i l i t y  and a s s o c i a t e d  w i t h  
a l t e r e d  c e l l  f u n c t i o n .  

I N D U C T I O N  OF FUNCTIONAL CHANGES I N  HAHNALIAN CELLS 

1. H. E l k i n d ,  J. L. Da inko ,  H .  N. C o u l d ,  A.  Han, G. B. Lan- 
kas. C. If. L i u ,  a n d  H. U t sumi  

C u l t u r e d  mammalian ce l ls  may b e  u s e d  t o  m e a s u r e  c h a n g e s  
c a u s e d  by e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t a n t s .  The  c o u n t e r p a r t s  o f  t h e s e  
c h a n g e s  i n  humans a re  among t h e  more i m p o r t a n t  l o n g - t e r n  e n v i r o n -  
m e n t a l  h a z a ~ d s .  I n  p a r t . i . c u l a r ,  s o m a t i c  m u t a t i o n  a n d  n e o p l a s t i c  
t r a n s f o r m a t i o n  a re  a m e n d a b l e  t o  s t u d y  u s i n g  v i t r o  t e c h n i q u e s .  
T h e s e  t e c h n i q u e s  i n c l u d e  m e a s u r e m e n t  o f  c o l o n y  f o r m a t i o n ,  p o p u l a -  
t i o n  g r o w t h ,  m u t a t i o n  p r o d u c t i o n ,  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n ,  a n d  
v a r i o u s  f o r m s  of c h a n g e  i n  D N A ,  u s i n g  r a d i o a c t i v e  l a b e l i n q  a n d  
s e d i m e n t a t i o n  t e c h n i q u e s .  S i n c e  p o l y c y c l i c  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  
are  d e r i v e d  from f o s s i l  f u e l s  a n d  t h e r e f o r e  may c o n s t i t u t e  some 
e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t a n t s ,  s i n c e  t h e y  i n c l u d e  c l a s s i ca l  m u t a g e n s  
a n d  c a r c i n o g e n s ,  a n d  s i n c e  a s  a g r o u p  t h e y  a r e  g e n e r a l l y  p h o t o -  
c h e m i c a l l y  a c t i v e ,  we use n e a r - u l t r a v i o l e t ,  s u n l i g h t - s i m u l a t i n g  
l i g h t  t o  s t u d y  t h e  c e l l  b i o l o g y  of t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e s e  com- 
p o u n d s  a n d  m s u n l i g h t . "  I n  a d d i t i o n ,  t h e  m e c h a n i s m s  o f  t h e  i n d u c -  
t i o n  of f u n c t i o n a l  c h a n g e s  b y  i o n i z i n g  a n d  n o n i o n i z i n g  r a d i a t i o n s  
by t h e m s e l v e s  are b e i n g  p u r s u e d .  



Si tes  o f  P h o t o a n a m i c  A c t i o n  on 1,12-Dimg&by/&ag (2) 9gr14ggrggg --- -- ----- - -  ---- 
( p m )  

I n  ea r l i e r  work ,  we f o u n d  t h a t  t h e  c a a l - d e r i v e d  c a r c i n o g e n  
D n B A  ac ts  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  nea r -UP  l i g h t  o n  C h i n e s e  h a m s t e r ,  
mouse ,  a n d  human c e l l s  when, i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n ,  t h e y  a r e  
e x p o s e d  t o  D I B A  a n d  near-UV l i g h t  s i m u l a t i n g  s u n l i g h t  ( U e s t i n g -  
h o u s e  Sun  Lamps ,  maximum i n t e n s i t y  a t  315 nm) . C l e a s u r e m e n t s  
r e l a t i v e  t o  m u t a t i o n  a n d  c e l l  t r a n s f o r m a t i o n  a r e  i n  p r o g r e s s ;  
a d d i t i o n a l  r e s u l t s  i n  r e s p e c t  t o  c e l l  k i l l i c g  h a v e  a l s o  b e e n  
o b t a i n e d .  

I n  a n  e f f o r t  t o  l e a r n  w h a t  p o r t i o n s  o f  t h e  f o u r - r i n g ,  p l a n a r  
D H B A  m o l e c u l e  a r e  p h o t o r e a c t i v e ,  a n a l o g s  o f  DMBA were t e s t e d  f o r  
p h o t o d y n a m i c  c e l l  k i l l i n g .  T h e  a n a l o g s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  
R o n a l d  G. H a r v e y ,  Den Bay L a b o r a t o r y ,  The  University of  C h i c a g o , ,  
a n d  ur. M e l v i n  Newman, C h e m i s t r y  Department, Ohio S t a t c  U n i v e r -  
sity. E x a m p l e s  of t h e  r e s u l t s  t h u s  f a r  a r e  t h e  f o l l o w i n g .  T h e  
2 -hydroxy- ,  3 - h y d r o x y - ,  4 -hgdroxy- ,  2-methoxy-,  3-methoxy-DYBA 
c o m p o u n d s  were a l l  more e f f e c t i v e  t h a n  7,12-DClBA, 4- net hory-DHBA 
was s l i g h t l y  less  e f f e c t i v e ,  b u t  s i n c e  we know t h a t  t h e s e  materi- 
a l s  a re  r e a d i l y  p h o t o o x i d i z e d ,  a n d  t h a t .  DHBA-endoperoxide  i s  n o t  
a c t i v e  ( w i t h  o r  w i t h o u t  l i g h t ) ,  t h e  s m a l l  r e d u c t i o n  o f  t h e  
p o t e n c y  o f  t h i s  4 - p o s i t i o n  s u b s t i t u t i o n  c o u l d  r e f l e c t  a c o n t a m i -  
n a t i o n  o f  t h e  compound by its o x i d a t i o n  p r o d u c t s .  5-Fluoro-DNBA 
was e q u a l l y  a s  e f f e c t i v e  a s  D I B A .  

I n  a n u m b e r  of i n s t a n c e s ,  t h e  s a m p l e  s i z e  o f  a n  a n a l o g  was 
l a r g e  e n o u g h  t o  p e r m i t  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  i t s  a b s o r p t i o n  s p e c -  
t r u m .  W h i l e  n o t  p r e c i s e l y  t h e  s a m e ,  t h e s e  were s i m i l a r  t o  t h a t  
o f  DMBA. T h e  a l t e r e d  p h o t o a c t i v i t y  o f  a n  a n a l o g  d i d  n o t  a p p e a r  
t o  re f lec t  a l t e r e d  a b s o r p t i o n .  

The  f o r e g o i n g  i n d i c a t e s  t h a t  s u b s t i t u t i o n s  c l o s e  t o  t h e  bay 
r e g i o n  of D H B A  i n  g e n e r a l  e n h a n c e  i ts a c t i v i t y ,  I n  r e s p e c t  t o  
t h e  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n  of D I B A ,  c u r r e n t  e v i d e n c e  s u p p o r t s  t h e  
p e n u l t i m a t e  form a s  b e i n g  t h e  1 , 2 - e p o x y ,  3 , 4 - d i o l  o f  D H B A ,  a n d  i t  
h a s  b e e n  s h o w n  (L loshe l ,  R. C., e t  a l . ,  Biochem.  B i o p h y s .  Res. 
Commun. 76,  1 0 9 2 ,  1 9 7 7 )  t h a t  a m e t a b o l i c a l l y  i n d u c e d  a d d i t i o n  
p r o d u c t  t o > C l ~ ~  h a s  a f l u o r e s c e n c e  s p e c t r u m  s imi la r  t o  DMBB w h i c h  
i n  t u r n  is s i m i l a r  t o  t h a t  o f  a n t h r a c e n e .  T h u s ,  t h e  m e t a b o l i c  
a c t i v a t i o n  of DMBA a p p e a r s  t o  r e s u l t  from t h e  f o r m a t i o n  o f  a bond  
f r o m  t h e  b e n z e n e  r i n g  t o  DNA--since t h e  u n s a t u r a t e d  a n t h r a c e n e  
s t r u c t u r e  a p p e a r s  t o  be m a i n t a i n e d .  T h e  benzene ring is t h e  s a m e  
r e g i o n  o f  DMBA w h e r e  s u b s t i t u t i o n s ,  i n  g e n e r a l ,  r e s u l t  i n  
e n h a n c e d  p h o t o a c t i v i t y .  

p h o t o - I n d u g e a  &NJ Damage frrg D I B A  + " S u n l i g h t "  

T h e  p h o t o d y n a n i c  a c t i v i t y  of DHBA r e l a t i v e  t o  c e l l  k i l l i n g  
p r o m p t e d  a s e a r c h  fo r  c o n c o m i t a n t  D N A  damage. We u s e d  t h e  a l k a -  
l i n e - s u c r o s e  g r a d i e n t  m e t h o d  t o  e x a m i n e  c h a n g e s  i n  t h e  s e d i m e n t a -  



t i o n  of l a b e l e d  D N A  f r o m  C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s  e x p o s e d  t o  DMBA 
a n d  near-UV l i g h t  from t h e  W e s t i n g h o u s e  Sun Lamp. 

r R e s u l t s  t h u s  f a r  i n d i c a t e  t h e  f o l l o w i n g :  (1 )  S i n g l e - s t r a n d  
b r e a k s  a r e  p r o d u c e d .  ( 2 )  A t  h i g h  l e v e l s  o f  s u r v i v a l ,  a b o u t  a s  
many s u c h  b r e a k s  a re  p r o d u c e d  a s  woa ld  b e  p r o d u c e d  by X - r a y s  
( w i t h o u t  D M B A )  a n d  a p p r e c i a b l y  m o r e  t h a n  by U V  or near-UV l i g h t  
a l o n e .  (3) C e l l s  r e p a i r  s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s  i n d u c e d  by  D H B A  
p l u s  near-UV l i g h t  i n  a  s imi lar  f a s h i o n  t o  b r e a k s  i n d u c e d  by 
X-ray. T h i s  is i n  c o n t r a s t  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  number  o f  u n r e -  
p a i r e d  s i n g l e - s t r a n d  b r e a k s  f o l l o w i n g  U V  l i g h t  a l o n e  a n d  t h e  p e r -  
s i s t e n c e  o f  t h e s e  b r e a k s  f o l l o w i n g  near-UV l i g h t  a l o n e .  ( 4 )  A t .  
t h e  same l e v e l  o f  X-ray s u r v i v a l ,  t h e  D N A  f r o m  ce l ls  t r e a t e d  with 
DMBA + near-UV l i g h t  is  b r o k e n  down e c d o n u c l e o l y t i c a l l y  more  
r a p i d l y .  T h i s  p r o c e s s  o c c u r s  i n  cel ls  t h a t  s t a r t  t o  d e t a c h  f r o m  
t h e i r  s u b s t r a t e  a n d ,  i n  f a c t ,  c e l l  r o u n d i n g  a n d  d e t a c h m e n t  s e t s  
i n  much s o o n e r  f o l l o w i n g  D H B A  + n e a r  U V  l i g h t  t h a n  a f t e r  X-irra- 
d i a t i o n ,  f o r  t h e  same l e v e l  of s u r v i v a l .  

A l t h o u g h  o n l y  q u a l i t a t i v e  a n d  s e m i q u a n t i t a t i v e  a s p e c t s  o f  
D N A  damage  i n d u c e d  b y  DMBA + n e a r  U V  l i g h t  h a v e  b e e n  worked  o u t  
t h u s  f a r ,  i t  is clear  t h a t  DNA is damaged q u i t e  e f f e c t i v e l y .  T h e  
a s s o c i a t i o n  made  b e t w e e n  D N A  b r e a k d o w n  a n d  c e l l  d e t a c h m e n t  s u g -  
g e s t s  t h a t  a p r o m i n e n t  mode o f  c e l l  d e a t h  i n v o l v e s  t h e  a c t i v a t i o n  
a n d / o r  r e lease  (e.g. ,  f r o m  t h e  l y s o s o r n e s )  o f  e n z y m e s  c a p a b l e  o f  
DNA e n d o n u c l e o . l y t i c  a t t a c k .  

E x p o s u r e  o f  c u l t u r e d  c e l l s  t o  D M B A  p l u s  " s u n l i g h t "  s i g n i f i -  
c a n t l y  e n h a n c e s  c e l l  k i l l i n g  i n  c e l l s  known t o  b e  d e f i c i e n t  i n  
t h e  a r y l  h y d r o c a r b o n  h y d r o x y l a s e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  m e t a b o l i c  
a c t i v a t i o n  o f  p o l y c y c l i c  a r o m a t i c  h y d r x a r b o n s .  W h i l e  t h e  p o s s i -  
b l e  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  l i g h t - i n d u c e d  a n d  m e t a b o l i s m - i n d u c e d  
a c t i v i t i e s  h a v e  n o t  a s  y e t  b e e n  w o r k e d  o u t ,  t h e  f a c t  k h a t  D N A  
damage  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  b o t h  s u g g e s t s  t h a t  t h e y  may b o t h  i n d u c e  
o t h e r  f u n c t i o n a l  c h a n g e s .  What r o l e ,  i f  a n y ,  r e p a i r  p r o c e s s e s  
p l a y  i n  t h e  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  . i n d u c e d  by DMBA p l u s  " s u n l i g h t "  
r e m a i n s  t o  b e  e x p l o r e d .  

Mealas t ic  T r a n s f o r m a t i o n -  C o m p a r a t i v e  E f f e c t i v e n e s s  of F i s s i o n =  -- - -  - - - - - - '  
S p e c t r u m  N e u t r g g g  ppd 50-kV X-Ra= - 

A s t u d y  is  i n  p r o g r e s s  of t h e  i n d u c t i o n  of n e o p l a s t i c  t r a n s -  
f o r m a n t s  i n  C3H m o u s e - d e r i v e d  10T1/2 cells  b a s e d  u p o n  c o l o n i a l  
m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s .  F o r  b o t h  J ANUS r e a c t o r  n e u t r o n s  a n d  
X - r a y s ,  t h e  i n d u c t i o n  c u r v e s  p e r  ce l l  rise t o  a maximum a n d  t h e n  
d r o p  o f f  i n d i c a t i v e  o f  the k i l l i n g  of i n d u c e d  cells.  W i t h  b o t h  
r a d i a t i o n s ,  t h e  effect o f  d o s e  f r a c t i o n a t i o n  ( t w o  d o s e s ,  s e p a -  
r a t e d  by i n c r e a s i n g  i n t e r v a l s )  was e x a m i n e d .  F o r  f i s s i o n - s p e c -  
t r u m  n e u t r o n s  l i t t l e  c h a n g e  i n  s u r v i v a l  a n d  t h e  f r e q u e n c y  o f  
t r a n s f o r m a t i o n s  p e r  c e l l  o c c u r s  when t h e  t o t a l  d o s e  is f r a c t i o n -  
a t e d  o v e r  a 2 4 - h o u r  p e r i o d .  F o r  X-rays, a t y p i c a l  i n c r e a s e  i n  
n e t  s u r v i v a l ,  by a factor  of 6, o c c u r s  i n  2 4  h o u r s .  T h e  t r a n s -  



f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  p e r  c e l l  i n c r e a s e s  1.5 t o  2.0  times i n  t h e  
f i r s t  9  h o u r s  b u t  is b a c k  t o  t h e  s i n g l e ,  t o t a l  d o s e  l e v e l  b y  16  
h o u r s .  T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  c y c l e - d e p e n d e n t  v a r i a t i o n s  a n d  
r e p a i r  p r o c e s s e s  p l a y  a  m i n o r  r o l e  a f t e r  n e u t r o n  i r r a d i a t i o n .  
A f t e r  X - i r r a d i a t i o n ,  however ,  d i f f e r e n c e s  i n  c y c l e  d e p e n d e n c i e s  
a n d  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e p a i r  o f  s u b e f f e c t i v e  damage i n  r e s p e c t  
t o  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  s u r v i v a l  a r e  i m p o r t a n t .  

C e l l s  f r o m  t r a n s f o r m e d  c o l o n i e s  i n d u c e d  by JANUS n e u t r o n s  
were f o u n d  t o  p r o d u c e  f i b r o s a r c o m a s  i n  a p p r o p r i a t e  r e c i p i e n t s .  

PERTINENT PAPERS, J A N U A R Y  1 9 7 7  THROUGH J U L Y  1 9 7 8  
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P e t e r  H. D u f f y  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
G e o r g e  A. S a c h e r  ( S e n i o r  B i o l o g i s t )  
E v e r e t t  F. S t a f f e l d t  ( S c i e n t i f i c  Assaciate) 

The  a n a l y s i s  of l i f e t ime  e f f e c t s  o f  i o n i z i n g  r a d i a t i o n  was 
a t  f i r s t  d i r e c t e d  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  t o w a r d  e f f e c t s  o n  d i s e a s e  
i n c i d e n c e  a n d  l i f e - s p a n ,  b e c a u s e  t h e s e  k i n d s  o f  c u m u l a t i v e  damage  
were t h e  m o s t  p r o m i n e n t  a n d  s e r i o u s  l a t e  effects o f  i o n r z i n g  
r a d i a t i o n .  T h e  e x p e r i m e n t a l  p r o g r a m  qf o u r  team on t h e  e f f e c t s  
o f  l i f e - t ime  gamma-ray e x p o s u r e  o n  t h e  s u r v i v a l  o f  mice a n 3  o t h e r  
r o d e n t  s p e c i e s  w a s  c o m p l e t e d  s e v e r a l  y e a r s  a g o ,  b u t  i m p o r t a n t  
a n a l y s i s  a n d  m o d e l i n g  e f f o r t s  c o n t i n u e .  A r e p o r t  o f  o n e  a s p e c t  
of  t h i s  a n a l y t i c a l  e f f o r t  is i n c l u d e d  h e r e .  

A l i f e  i s  m e a s u r e d  b e t t e r  by  a l i f e t i m e  p r o d u c t i v i t y  s c o r e  
t h a n  b y  y e a r s  a l o n e .  T h e  i m p o r t a n c e  ~f p r o d u c t i v i t y  m e a s u r e s  o f  
t h e  t o x i c  a c t i o n  o f  e n e r g y  b y - p r o d u c t s  i s  i n c r e a s e d  now t h a t  f o s -  
s i l  f u e l  p r o d u c t s  a r e  r e c e i v i n q  a t t e n t i o n ,  b e c a u s e  t h e  i n h a l e d  
c o m b u s t i o n  p r o d u c t s ,  i n  p a r t i c u l a r ,  h a v e  t h e i r  m a j o r  e f f e c t  on  
work p e r f o r m a n c e  a n d  l o w - l e v e l  c h r o n i c  d i s e a s e ,  i n s t e a d  o f  on  
l i f e  s h o r t e n i n g  by t e r m i n a l  c a n c e r .  The f i r s t  s t a g e s  o f  a p r o -  
g r a m  t o  d e v e l o p  s i m p l e  m e a s u r e s  of p e r f o r m a n c e  c a p a c i t y  i n  
r o d e n t s ,  b a s e d  o n  i n d i c e s  o f  e n e r g y  m e t a b o l i s m ,  m o t o r  a c t i v i t y ,  
a n d  b o d y  t e m p e r a t u r e ,  a r e  d e s c r i b e d  below. 



ENVIRONMENTAL INFLUENCES ON LIFE-SPAN, LIFETIME PERFORClANCE, A N D  
DISEASE M O R B I D I T Y  

G. A. S a c h e r  a n d  P. A. D u f f y  

I n  t h e  p a s t ,  l o n g - t e r m  b i o e f f e c t s  p r o g r a m s  h a v e  c o n c e n t r a t e d  
o n  l i f e  s h o r t e n i n g  a n d  d i s e a s e  i n c i d e n c e  a s  e n d  p o i n t s .  T h e  p r o -  
g r a m s  d i s c u s s e d  h e r e  c o n t i n u e  t o  b e  c o n c e r n e d  w i t h  t h e s e  mea- 
s u r e s ,  b u t  i n  t h e  c o n t e x t  o f  t h e  o v e r a l l  l i fe t ime p e r f o r m a n c e  o r  
p r o d u c t i v i t y  o f  t h e  i n d i v i d u a l  o r  p o p u l s t i o n .  T h e  r e a s o n  f o r  
t h i s  r e d i r e c t i o n  o f  e f f o r t  i s  t h a t  many p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  
p r o d u c t s  o f  e n e r g y  g e n e r a t i o n ,  d i s t r i b u t i o n ,  a n d  u s e  h a v e  t h e i r  
most s e r i o u s  h e a l t h  c o n s e q u e n c e s  i n  d e c r e a s e d  well b e i n g  a n d  work 
p e r f o r m a n c e ,  r a t h e r  t h a n  i n  i n c r e a s e 3  l i f e - t h r e a t e n i n g  d i s e a s e  
a n d  m o r t a l i t y .  

Our  a p p r o a c h  t o  t h e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  e n v i r o n m e n -  
t a l  p o l l u t a n t s  o n  l i f e t ime  p e r f o r m a n c e  i s  b a s e d  on  t h r e e  i n s t r u -  
m e n t a l i t i e s  t h a t  a r e  u s e d  i n  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s  i n  s p e c i f i c  
e x p e r i m e n t s .  

1 )  G e n e t i c  a n d  c o n s t i t u t i o n a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  g e n o t y p e s  
a n d  s p e c i e s .  We e m p l o y  a r e p r o d u c i b l e  s e t  o f  l a b o r a t o r y  mouse 
g e n o t y p e s  c o n s i s t i n g  o f  t h e  m a l e  a n d  f e m a l e  p r o g e n y  o f  t h e  2 5  
m a t i n g  p a i r s  of 5  i n b r e d  m o u s e  s t r a i n s .  r h i s  dj&&l=& go_dg& h a s  
b e e n  u s e d  i n  o u r  e x p e r i m e n t a t i o n  f o r  t h e  p a s t  10 y e a r s ,  s o  i t  i s  
p r o b a b l y  t h e  m o s t  t h o r o u g h l y  c h a r a c t e r i z e d  mouse  g e n e t i c  d e s i g n  
i n  u s e  t o d a y .  I n  a d d i t i o n ,  we h a v e  d e v e l o p e d  a n  i n t e r s p e c i e s  
m o d e l  s y s t e m  c o n s i s t i n g  of t h e  w i l d - t y p e  g e n o t y p e s  o f  t w o  s m a l l  
r o d e n t  s p e c i e s ,  Y$s m u s c u l u s  a n d  P e r o m v s c u s  l e u c o p s ,  t h a t  d i f f e r  
i n  l i f e - s p a n  b y  a f a c t o r  o f  2. T h i s  model  h a s  a l s o  b e e n  t h o r -  
o u g h l y  c h 3 r a c t e r i z e d  a n d  u s e d  i n  e x p e r i m e n t s  f o r  t h e  p a s t  10  
y e a r s .  T h e s e  t w o  small  r o d e n t  s p e c i e s  d i f f e r  i n  r e g a r d  t o  l i f e -  
s p a n ,  a g i n g  r a t e ,  a n d  c e r t a i n  i m p o r t a n t  a s p e c t s  o f  c a n c e r  s u s c e p -  
t i b i l i t y ,  a n d  we b e l i e v e  t h a t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  a re  v a l i d  m o d e l s  
f o r  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  s h o r t - l i v e d  l a b o r a t o r y  s p e c i e s  a n d  
t h e  human s p e c i e s .  

2 )  C o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t s .  T h e  c a n v e n t i o n a l  l a b o r a t o r y  
a n i m a l  f a c i l i t y  p r o v i d e s  a p o o r  e n v i r o n n e n t  f o r  a s s e s s i n g  e f f e c t s  
o n  p e r f o r m a n c e ,  f o r  i t  is c h a r a c t e r i z e d  by c o n s t a n c y  o f  c o n d i -  
t i o n s  a n d  minimum stress o n  t h e  a n i m a l  p o p u l a t i o n s .  I n  s u c h  
i m p o v e r i s h e d  e n v i r o n m e n t s ,  t h e  v a r i a b i l i t y  o f  b e h a v i o r  w i t h i n  
g e n o t y p e  i n c r e a s e s .  we t h e r e f o r e  p r o p o s e  t o  use e n v i r o n m e n t s  
t h a t  i n t r o d u c e  m i l d  s t ress  o r  c o n t r o l l e d  v a r i a t i o n .  One e x a m p l e  
i s  a c o l d  room t h a t  c a n  b e  o p e r a t e d  down t o  O°C u h i l s  p r o v i d i n g  3 
h e a l t h y  e n v i r o n m e n t  f o r  l o n g - t e r m  m a i n t e n a n c e  o f  sma l l  r o d e n t s .  
C y c l i c a l  v a r i a t i o n  o f  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  i s  a n o t h e r  o p t i o n  t h a t  
we c a n  e m p l o y  w i t h  s m a l l  g r o u p s  o f  a n i m a l s .  

3) M e a s u r e s  o f  p h y s i o l o g i c a l  p e r f o r m a n c e .  A t  p r e s e n t  we 
h a v e  t h e  c a p a b i l i t y  t o  m e a s u r e  t h r e e  v a r i s t l e s - - o x y g e n  consump-  



I 
i o n ,  m o t o r  a c t i v i t y ,  a n d  body t e m p e r a t u r e - - i n  q u a s i - c o n t i n u o u s  
a s h i o n  f o r  a  week or  l o n g e r  on f o u r  mice s i m u l t a n e o u s l y ,  a n d  t o  
o g  t h e  d a t a  a u t o m a t i c a l l y  o n  p a p e r  t a p e  f o r  s u b s e q u e n t  c o m p u t e r  
n a l y s i s .  ' T h e s e  d a t a  are  o b t a i n e d  i n  a  p r o g r a m m a b l e  e n v i r o n m e n t  

chamber .  The a u t o m a t i c  m o n i t o r i n g  s y s t e m  a n d  t h e  d a t a  i t  g e n e r -  
a t e s  were d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( S a c h e r ,  G. A . ,  e t  a l . ,  ANL-77-55, 
1977, p. 81 ) .  

Die1 P a t t e r n s  sf 4gtgr &&&v&gy, --- E n e r g y  g e t a b o l i g g ,  --- a n d  Body --- 
T e m ~ e r a t u r e  --- ------- 

P r i o r  t o  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  l i t t l e  was known a b o u t  t h e  r e l a -  
t i o n  o f  l i f e - s p a n  t o  c o n s t i t u t i o n a l  f a c t o r s  i n  mice. 

I n  a r e c e n t l y  c o m p l e t e d  i n v e s t i g a t i o n ,  we e x a m i n e d  some 
g e n e t i c  a n d  c o n s t i t u t i o n a l  f a c t o r s  r e l a t e d  t o  mean l i f e - s p a n  o f  
l a b o r a t o r y  mice. M e t a b o l i c  r a t e s  o f  male  mice f r o m  t h e  25 geno-  
t y p e s  o f  t h e  d i a l l e l  d e s i g n  were m e a s u r e d  f o r  48-hour  p e r i o d s .  
From t h e s e  d a t a  we e s t i m a t e d  t h e  minimum, o r  r e s t i n g  r a t e ,  t h e  
maximum r a t e ,  a n d  t h e  a v e r a g e  r a t e  o v e c  t h e  4 8 - h o u r  p e r i o d .  
T h e s e  m e a s u r e m e n t s  were made a t  t w o  a q e s ,  6 months  ( t w o  mice  p e r  
g e n o t y p e )  a n d  24 m o n t h s  ( t w o  t o  e i g h t  mice  p e r  g e n o t y p e ) .  Body 
w e i g h t s  were m e a s u r e d  a t  t h e  time o f  t h e  m e t a b o l i s m  measurement .  
Mean l i f e - s p a n s  h a d  b e e n  d e t e r m i n e d  on s e p 3 r a t e  s a m p l e s  o f  2 0  t o  
50 p e r  g e n o t y p e .  

The a n a l y s i s  c a r r i e d  o u t  t h u s  f a r  h a s  c o n s i s t e d  o f  e x s m i n i n g  
t h e  d e p e n d e n c e  o f  g e n o t y p e  l i f e - s p a n  a n  t h e  mean g e n o t y p e  meta -  
b o l i c  and body w e i g h t  v a r i a b l e s  m e a s u r e d  on young a n d  o l d  mice. 
L i f e - s p a n  h a s  a s i a n i f i c a n t  n e g a t i v e  r e g r e s s i o n  on a l l  t h r e e  
m e t a b o l i c  r a t e  m e a s u r e s ,  and  a  s i g n i f i c a n t  p o s i t i v e  r e g r e s s i o n  on 
body  w e i g h t .  T h e s e  two r e l a t i o n s h i p s  c o n t l r m  t h e  existence 
w i t h i n  s p e c i e s  o f  t h e  same r a t e - o f - l i v i n g  f a c t o r  i n  a g i n g  t h a t  
h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  shown t o  e x i s t  be tween  s p e c i e s .  However , we 
a l s o  h a v e  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e r e  i s  a  g o s i t i v e  a s s o c i a -  
t i o n  o f  g e n o t y p e  l i f e - s p a n  w i t h  t h e  amount  o f  e n e r g y  m e t a b o l i s m  
i n  excess of t h e  r e s t i n g  r a t e .  T h i s  f i n d i n g  is o f  q r e a t  p o t e n -  
t i a l  v a l u e ,  f o r  we p o s t u l a t e  t h a t  a n  e n v i r o n m e n t a l l y  i n d u c e d  
i n c r e a s e  o f  t h e  a c t i v i t y  i n d e x  ( A I ,  d e f i n e d  a s  t h e  r a t i o  o f  a v e r -  
a g e  t o  r e s t i n g  m e t a b o l i s m )  s h o u l d  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  
s u r v i v a l  e x p e c t a t i o n ,  a n d  a  d e c r e a s e  o f  A 1  s h o u l d  p r e d i c t  
d e c r e a s e d  s u r v i v a l .  T e s t s  of t h i s  h y p o t h e s i s  a r e  now u n d e r  way. 

An i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  is  t h a t  t h e  m e a s u r e m e n t s  o f  m e t a b o l i c  
v a r i a b l e s  made a t  2 4  months  o f  a g e  h a v e  h i g h e r  c o r r e l a t i o n  w i t h  
l i f e - s p a n  t h a n  m e a s u r e m e n t s  made on 6-month-o ld  mice. 

T h e s e  a n d  f u r t h e r  f i n d i n g s  a b o u t  t h e  r e l a t i o n  o f  l i f e - s p a n  
t o  c o n s t i t u t i o n a l  v a r i a b l e s  w i l l  h e l p  u s  d e s i g n  more  s e n s i t i v e  
a n d  more  r e l i a b l e  e x p e r i m e n t s  on  t h e  l o n g - t e r m  t o x i c  e f f e c t s  o f  
e n e r g y  p o l l u t a n t s .  T h e s e  r e s u l t s  may a l s o  h a v e  a p p l i c a t i o n  t o  
t h e  a s s e s s m e n t  of human p o p u l a t i o n s .  



A l l  o f  t h e  a b o v e  s t u d i e s  a re  p a r t  o f  t h e  b a s e l i n e  p h a s e  of  
o u r  r e s e a r c h .  A p p l i c a t i o n  t o  t h e  e f f e c t s  o f  e n e r g y  p o l l u t a n t s  
h a s  now b e g u n ,  a n d  p i l o t  e x p e r i m e n t s  are u n d e r  way on t h e  e f f e c t s  
of i o n i z i n g  r a d i a t i o n ,  l e a d  i n g e s t i o n ,  a.nd h i g h - v o l t a g e  e lec t r i c  
f i e l d s .  

E n v i r o n m e n t a l  I n f l u e n c e s  pg Aqinq  pgd Lonqgqwty ------------- -------,- 
Under t h i s  h e a d i n g  v e  g r o u p  t h e  e x p e r i m e n t s  i n  which  e n v i -  

r o n m e n t a l  p e r t u r b a t i o n s  a r e  a p p l i e d  t o  g r o u p s  o f  a n i m a l s  i n  o r d e r  
t o  d e t e r m i n e  e f f e c t s  OIL l i f  e - s p a n  and  d i s e a s e  i n c i d e n c e .  Two 
s u c h  s u r v i v a l  s t u d i e s  a re  i n  p r o g r e s s .  I n  o n e  o f  them,  s a m p l e s  
of s i x  mice o f  e a c h  s e x  a n d  g e n o t y p e  i n  t h e  d i a l l e l  d e s i g n  a r e  
b e i n g  f o l l o w e d  i n  t h e  c o l d  room a t  120C. I n  t h e  o t h e r ,  s a m p l e s  
o f  85 lqg m u s c u l u s  a n d  85 P e r o m y s c u s  l e u c o ~ q s  a r e  b e i n q  main-  
t a i n e d  i n  t h e  12% e n v i r o n m e n t .  T h e  n 1 t . i  ma.t.e p u r p o s e  i s  t o  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  i n c r e a s e d  m e t a b o l i s m  o f  mice m a i n t a i c s d  i n  
t h e  c o l d  h a s  a pro~oting a c t i a n  on the i n d u c t i o n  nf t . ~ ~ m o r s  by 
c h e m i c a l  c a r c i n o g e n s .  The e x p e r i m e n t s  a r e  i n  m i d c o u r s e  a n d  t h e r e  
a r e  n o  r e s u l t s  t o  r e p o r t  a t  t h i s  time. 

THE QUADaATIC EELATION OF SURVIVAL TINE TO DAILY DOSE FOR FIFTEEN 
M A M M A L I A N  SPECIES 

G .  A. s a c h e r ,  S. A .  T y l e r , l  a n d  E. F. S t a f f e l d t  

The d o s e - e f f e c t  r e l a t i o n  f o r  mammalian p o p u l a t i o n s  g i v e n  
d u r a t i o n - o f - l i f e  e x p o s u r e  t o  i o n i z i n g  r a d i a t i o n s  i s  e x t r e m e l y  
c o m p l e x  a n d  h a s  n o t  y e t  b e e n  a d e q u a t e l y  c h a r a c t e r i z e d .  A s  p a r t  
o f  a l o n g - t e r m  program a d d r e s s e d  t o  t h i s  p r o b l e m ,  we d e t e r m i n e d  
t h e  d o s e - s u r v i v a l  r e l a t i o n s h i p  f o r  1 3  s p e z i e s  of r o d e n t s  g i v e n  
d a i l y  e x p o s u r e  t o  6oCo qamma r a y s  a t  d a i l y  doses r a n g i n g  f rom 12 
t o  125  R/day ( S a c h e r ,  G .  A . ,  a n d  E.  F, S t a f f e l d t ,  ggp~ggaigqg qf 
t h e  T h i r d  I n t e r n a t i o n a l  Symposium on R a d i o ~ z o l o q y ,  Oak Ridge ,  TN, 
D. J .  N e l s o n ,  ed . ,  USAEC R e p o r t  CONF-710501-PI, 1 0 4 2 ,  1 9 7 3 ) ,  a n d  
i n  a d d i t i o n  u t i l i z e d  p u b l i s h e d  d a t a  o n  g u i n e a  p i g s ,  d o g s ,  a n d  
g o a t s  g i v e n  d u r a t i o n - o f - l i f e  e x p o s u r e  ( L o r e n z ,  E., e t  a l . ,  Bjg- 
l o g i c a l  E f f e c t s  of: &xgxn& g and Gamma Ftat&ation, R. E. Z i r k l e ,  -- ---- --,---- 
e d . ,  P a r t  I ,  ClcGraw-Hill ,  N e w  York,  1954,  24; Thomson, J. F., e t  
a l . ,  A m .  J. R o e n t g e n o l .  $5, 8 3 0 ,  1953 ;  N o r r i s ,  W. P., e t  a l . ,  
B i o l o g i c a l  a n d  E n v i r o n m e n t a l  E f f e c t s  o f  Low-Level R a d i a t i o n  ,,,,, ,,,, ,,- ,,,,,,,,,,,,, ,,,,, ,, -----,,-, ,,,,,,,,,. 
I n t e r n a t i o n a l  Atomic E n e r g y  Agency,  Vienna ,  Vol .  1 ,  1976,  147:  
Hupp, E. W . ,  e t  a l . ,  I n t .  J. R a d i a t .  B i o l .  2 1 ,  475,  1 9 7 1 ) .  

1 E n v i r o n m e n t a l  I m p a c t  S t u d i e s  D i v i s i o n .  



The  p r e s e n t  r e p o r t  d e s c r i b e s  t h e  m a t h e m a t i c a l  a n a l y s i s  o f  
t h o s e  d a t a .  T h e  o u t c o m e  o f  t h e  a n a l y s i s  is t h e  d e m o n s t r a t i o n  
t h a t :  ( 1 )  t h e  r e l a t i o n  o f  l i f e  s h o r t e n i n g  t o  d o s e  r a t e  f o r  mam- 
m a l i a n  s p e c i e s  h a s  a c h a r a c t e r i s t i c  q u a d r a t i c  f o r m ;  ( 2 )  t h e  d a t a  
a r e  well f i t t e d  w i t h  a t w o - p a r a m e t e r  m a t h e m a t i c a l  m o d e l  i n  w h i c h  
t h e  p a r a m e t e r s  a re  t h e  d o s e - e f f e c t  c o n s t a n t ,  A ,  a n d  a r a t e  c o n -  
s t a n t ,  y ;  a n d  (3) t h e  w i d e  r a n g e  o f  r a d i o s e n s i t i v i t i e s  among t h e  
mammalian s p e c i e s  t e s t e d  is d u e  i n  o n l y  a m i n o r  d e g r e e  t o  v a r i a -  
t i o n  i n  t h e  d o s e - e f f e c t  term, a n d  p r i m a r i l y  is d u e  t o  t h e  v a r i a -  
t i o n  i n  t h e .  r a t e  c o n s t a n t .  A m e c h a n i s t i c  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h i s  
r a t e  c o n s t a n t  is p r e s e n t e d  b e l o w .  

The  d a t a  f r o m  t h e  r o d e n t  ser ies  c o n s i s t  o f  mean a f t e r - s u r v i -  
v a l  t imes o f  sma l l  g r o u p s  o f  a n i m a l s  a t  e a c h  o f  6 t o  1 2  d a i l y  
d o s e  l e v e l s .  I n  most cases t h e  ser ies  c o n s i s t e d  o f  e i g h t  d a i l y  
d o s e s ,  f r o m  12  t o  125  R/day. T h e  s p e c i e s  e m p l o y e d  a r e  l i s t e d  i n  
T a b l e  13.1. 

Tab le  13.1. S p e c i e s  Used i n  t h e  P r e s e n t  s tudy '  

L i f e  T o t a l  
Body Wt Expect .  Sample 

Taxonomic Name Common Name Family g  D ~ Y S  N 

Tamias s t r i a t u s  

c h i n c h i  ZZa Zaniger 

Sigmodon h i s p i d u s  

Mus muscuZus 
( w i l d  t y p e )  

Praomys n a t a Z e n s i s  
(two s e r i e s )  

R a t t u s  r a t t u s  

Peromyscus c a z i f o r n i c u s  
p a r a s i t i c u s  

Peromyscus c a z i f o r n i c u s  ., 
i n s i g n i s  

chipmunk S c i u r i d a e  

c h i n c h i l l a  C h i n c h i l l i d a e  

Co t ton  r a t  C r i c e t i d a e  

House mouse Mhridae 

Multimammate mouse Muridae 

Black r a t  Muridae 

Rice  r a t  C r i c e t i d a e  

C a l i f o r n i a  mouse C r i c e t i d a e  
. (no r the rn )  

C a l i f o r n i a  mouse C r i c e t i d a e  
( s o u t h e r n )  

Peromys.cus f  t o r i d a n u s  . F l o r i d a  mouse C r i c e t i d a e  36 1740 31. 

Poromysous g o s s y p i n u s  Cot ton  mouse C r i c e t i d a e  31 1 8 3 0  5 6 

~ e r o m ~ s c u s  Zeucopus White-footed mouse C r i c e t i d a e  23 1420 394 

Rei throdontomys  humuZis Harves t  mouse C r i c e t i d a e  9  7 10 28 

Canis  fami Z i a r i s  Beagle  dog 
(domes t i c )  Canidae  11,000 4200 -- 

Capra h i r c u s  Goat (domes t i c )  Bovidae 65,000 ~ 4 4 0 0  - - 
C a v i a  porcellus Guinea p i q  Cav i idae  '750 1250 -- 
' ~ h e  body we igh t s  and l i f e  e x p e c t a t i o n s  f o r  t h e  r o d e n t s  a r e  o u r  unpub l i shed  d a t a .  
Data f o r  t h e  b e a g l e  dog a r e  from N o r r i s ,  W.  P . ,  e t  a l .  ( B i o l o g i c a l  and Environ- 
men ta l  E f f e c t s  o f  Low-Level R a d i a t i o n ,  I A E A ,  Vienna,  1976,  Vol. 1, pp. 147-155; 
and p e r s o n a l  communication from W. P .  N o r r i s ) .  The body w e i g h t s  a r e  ave rages  
from males  and f ema les .  T o t a l  number o f  exposed r o d e n t s  i s  shown i n  l a s t  column 
( s e x e s  combined).  



T h e  p r o c e d u r e  o f  m o d e l i n g  t h e  r e l a t i o n  o f  s u r v i v a l  time t o  
d o s e  d i r e c t l y  is u n s a t i s f a c t o r y  b e c a u s e  s u r v i v a l  time h a s  a  non-  
l i n e a r  r e l a t i o n  t o  t h e  r a d i a t i o n  damage.  I n  e a r l i e r  s t u d i e s  i n  
t h i s  D i v i s i o n  ( S a c h e r ,  G. A . ,  ------- Advance 's  j n  c q d i a t i o g  R e s e a r c h .  
B i o l o g y  ggd H e d i c i n e ,  3.  F. D u p l a n  a n d  A. C h a p i r o ,  e d s . ,  Gordon  ---- 
a n d  B r e a c h ,  L o n d o n ,  Vol. 3, 1973 ,  1 4 2 5 ;  N o r r i s ,  W. P., e t  a l . ,  
B i o l o g i c a l  a n d  E n v i r o n m e n t a l  E f fec t s  o f  Low-Level  R a d i a t i o n  ,--, -,-, ,,, ,,,,--,-,---- -,--, ,, ,,,,,,,, ,,-,,--,,I 

I n t e r n a t i o n a l  A t o m i c  E n e r g y  Agency,  V i e n n a ,  Vol .  1 ,  1 9 7 6 ,  1 4 7 ) ,  
i t  was d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  r a t i o n a l  a p p r o a c h  is t o  e x a m i n e  t h e  
r e l a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  m o r t a l i t y  i n  e x c e s s  o f  c o n t r o l  t o  t h e  
d a i l y  d o s e .  T h e  mean r a d i a t i o n - s p e c i f i c  d e a t h  r a t e ,  p,, a t  d a i l y  
d o s e  x c a n  b e  es t imated  by t h e  r e l a t i o n  

w h e r e  1, a n d  !do a r e  t h e  mean a f t e r - s u r v i v a l  times f o r  t h e  e x p o s e d  
a n d  t h e - c o n t r o l  g r o u p ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  
a n a l y s i s ,  0, c a n  b e  e s t i m a t e d  w i t h  a d e q u a t e  p r e c i s i o n  by a s a m p l e  
of 1 0  a n i m a l s ,  a n d  t h e  s p e c i e s  d o s e - e f f e c t  r e l a t i o n s  d e s c r i b e d  
b e l o w  were o b t a i n e d  w i t h  fewer t h a n  1 3 0  a n i m a l s  o f  e a c h  s p e c i e s  
i n  t h e  m a j o r i t y  o f  cases.  T h i s  number  c o m p a r e s  v e r y  f a v o r a b l y  
w i t h  t h e  l a r g e  n u m b e r s  n e e d e d  t o  o b t a i n  s a t i s f a c t o r y  d o s e - e f  f ect 
c u r v e s  w i t h  s i n g l e  d o s e  e x p o s u r e .  

Some r e p r e s e n t a t i v e  d e a t h  r a t e  v s  d o s e  r a t e  p l o t s  a r e  shown 
o n  l o g - l o g  s c a l e s  i n  F i g u r e  13 .1  f o r  s i x  r o a e n t  s p e c i e s .  We h a v e  
shown  ( S a c h e r ,  G. A . ,  e t  a l : ,  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  
A t o m i c  E n e r g y  Agency International Symposium o n  t h e  L a t e  B i o l o g i -  
c a l  E f f e c t s  o f  I o n i z i n g  R a d i a t i o n ,  March 1 3 - 1 7 ,  1978 ,  V i e n n a ,  i n  
p r e s s )  t h a t  t h e  l o g - l o g  d e a t h  r a t e - d o s e  r a t e  p l o t s  f o r  t h e  13 
r o d e n t  s p e c i e s ,  t o r  e i g h t  l a b o r a t o r y  mause  i n b r e d  o r  h y b r i d  g e n o -  
t y p e s ,  a n d  f o r  d o g  a n d  g o a t  c a n  b e  f i t t e d  w i t h  a  m a t h e n a t i c a l  
f u n c t i o n  c o n s i s t i n g  o f  t w o  s t r a i g h t - l i n e  b c a n c h e s ,  w i t h  s l o p e  2 
a t  l o w  d o s e  r a t e  a n d  a t r a n s i t i o n  t o  a s e c o n d  b r a n c h  w i t h  s l o p e  1  
a t  h i g h e r  d o s e  rates.  T h e  f i t s  a r e  n o t a b l y  b e t t e r  f o r  t h e  l a b o r -  
a t o r y  mice, f o r  w h i c h  t h e  s a m p l e  s i z e s  were l a r g e r .  Never  t h e -  
less ,  o n l y  o n e  o f  t h e  1 5  s p e c i e s  d e p a r t s  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h i s  
t w a - b r a n c h  f u n c t i o n .  



F i g .  13.1. D e a t h  r a t e - d o s e  r e l a t i o n s  f o r  s i x  r o d e n t  s p e c i e s .  
T w o - b r a n c h e d  l i n e s  are f i t t e d  by  P e a s t  s q u a r e s .  T h e  t a x o n o m i c  
names  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  13.1. T h e  s p e c i e s  shown are :  ( A )  r i c e  
r a t :  (B) C a l i f o r n i a  mouse,  n o r t h e r n  (0) a n d  s o u t h e r n  ( 8 )  ; (C) 
F l o r i d a  mouse ;  (D) c o t t o n  mouse; ( E )  w h i t e - f o o t e d  mouse;  (F)  h a r -  
v e s t  mouse. 

The a n d  y c o o r d i n a t e s  o f  t h e  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  t w o  
b r a n c h e s  s p e c i f y  t h e  r e s p o n s e  f o r  e a c h  p o p u l a t i o n .  V a l u e s  o f  t h e  

a n d  1 c o o r d i n a t e s  a r e  g i v e n  f o r  a l l  s p e c i e s  t e s t e d ,  a n d  a l s o  
~r e i g h t  l a b o r a t o r y  mouse  g e n o t y p e s ,  i n  T a b l e  13.2. The  s p e c i f -  

i c a l l y  q u a d r a t i c  n a t u r e  of t h e  d o s e  d e p e n d e n c e  f o r  t h e s e  s p e c i e s  
l e d  t o  t h e  f o r m u l a t i o n  o f  a m a t h e m a t i c a l  m o d e l  b a s e d  o n  t h e  
a s s u m p t i o n  t h a t  l i f e  s h o r t e n i n g  r e s u l t s  f rom c e l l u l a r  i n j u r y  p r o -  
d u c e d  by a b n o r  ma1 c h r o m a s o m e  r e a r r a n g e m e n t s  ( S a c h e r ,  G. R.,  e t  
a l . ,  i b i d . )  . T h i s  m o d e l  p r e d i c t s  a h y p e c b o l i c  r e l a t i o n  o f  l o g  
cell d e a t h  r a t e  t o  l o g  d o s e  r a t e ,  a n d  the l o w e r  a n d  u p p e r  



r a n c h e s  o f  t h e  h y p e r b o l a  h a v e  s l o p e s  o f  2 a n d  1 ,  r e s p e c t i v e l y .  
h i s  mode l  h a s  two p a r a m e t e r s ,  a  d o s e - a f f e c t  c o e f f i c i e n t ,  A ,  w i t h  
i m e n s i o n s  g", s n d  a r a t e  c o n s t a n t ,  Y ,  w i t h  d i m e n s i o n s  &'la The  

a n d  y  v a l u e s  f o r  e a c h  s p e c i e s  c a n  b e  s s t i m a t e d  f r o m  t h e  i n t e r -  
s e c t i o n  c o o r d i n a t e s  x a n d  y i n  T a b l e  13 .2 ,  b y  t h e  f o r m u l a s  

T h e  X a n d  v- '  v a l u e s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  1 3 . 2 ,  w h i c h  g i v e s  Y - I  
r a t h e r  t h a n  Y b e c a u s e  a time is  a  more  u n d e r s t a n d a b l e  q u a n t i t y  
t h a n  a r a t e .  

-- -- -- - 

T a b l e  1 3 . 2 .  C o o r d i n a t e s  o f  B r e a k p o i n t s ,  Accumulation Times  ( - f - ' ) ,  a n d  
D o s e - E f f e c t  C o e f f i c i e n t s  ( A )  f o r  A l l  S p e c i e s  a n d  G e n o t y p e s  D i s c u s s e d  
Here 

Y = y  X y-l 
( ~ a ~ s ) - '  R/Day Days 

- 
e57n,'a (L) 0 . 2  lu9.u 3 b . b  

Chipmunk 0 . 0 1 5 3  7 5 . 1  65 .2  

C h i n c h i l l a  5 0 . 0 0 2 3  5 ,435 

C o t t o n  r a t  0 . 0 2 4 3  9 2 . 7  4 1 . 1  

IIouse mouse 0.0194 9 2 . 0  5 1 . 5  

Mult imammate mouse ( t w o  s e r i e s )  0 .0246  

B l a c k  r a t  2 0 . 0 3 3  

R i c e  r a t  , 0.0398 

C a l i f o r n i a  mouse ( n o r t h e r n )  0 .0087  

C a l i f o r n i a  mouse ( s o u t h e r n )  0 .0317  

F l o r i d a  mouse 20 .0458 

C o t t o n  mouse 0 .0160  

White-  f o o t e d  mouse 0 . 0 3 4 0  

H a r v e s t  mouse 0 . 0 2 3 5  

B e a g l e  d o g  0 .0380  

D o m e s t i c  g o a t  ( f e m a l e )  0 .0077  

D o m e s t i c  g o a t  ( m a l e )  S O .  0025  

G u i n e a  p i g  0 .0047  9 . 5  212.8 495 

' ~ r e a k ~ o i n t  c o o r d i n a t e s  w e r e  e s t i m a t e d  by l e a s t  s q u a r e s ,  a s  d e s c r i b e d  
i n  S a c h e r ,  G. A . ,  e t  a l .  ( P ~ o c .  o f  a n  IAEA Symposium o n  t h e  L a t e  
B i o l o g i c a l  E f f e c t s  o f  I o n i z i n g  R a d i a t i o n ,  V i e n n a ,  1 9 7 5 ,  i n  p r e s s ) .  
S e x e s  a r e  combined  u n l e s s  o t h e r w i s e  n o t e d .  

- - - - - - -- - - - - -- - - - - - - - - -- - - - - - -- -- 



I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  s p e c i e s  v a r y  b y  a f a c t o r  o f  4 i n  h 
v a l u e s ,  a n d  b y  a t  l e a s t  a f a c t o r  o f  20 i n  Y-' v a l u e s .  It m u s t  b e  
c o n c l u d e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  m o s t  o f  t h e  s p e c i e s  v a r i a t i o n  i n  
r a d i o s e n s i t i v i t y  is d u e  t o  v a r i a t i o n  o f  t h e  time c o n s t a n t  y" 
r a t h e r  t h a n  t o  v a r i a t i o n  o f  t h e  d o s e - e f f e c t  p a r a m e t e r  A .  

T h e  a c t u a l  Y-' v a l u e s  a r e  i n  t h e  r a n g e  f r o m  20 t o  5 0 3  d a y s .  
T h e s e  a re  u n u s u a l l y  l o n g  f o r  b i o l o g i c a l  time c o n s t a n t s ,  s o  i t  i s  
i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  why Y-' is  s o  l o n g  a n d  why i t  is s o  v a r i a -  
b l e  b e t w e e n  s p e c i e s .  

T h e  h y p o t h e s i s  we p r o p o s e  is t h a t  y-' is np& a r e p a i r . o r  
r e c o v e r y  time, b u t  r a t h e r  a n  a c c u m u l a t i o n  time, i.e., t h e  mean 
time o v e r  w h i c h  damage  t o  c h r o m a t i n  c a n  a c c u m u l a t e  i n  a c r i t i c a l  
c e l l  p o p u l a t i o n  b e f o r e  b e i n g  e x p r e s s e d  i n  terms o f  a c t u a l  ch romo-  
s o m e  b r e a k a g e  a n d  r e u n i o n s .  The  Y" v a l u e  e s t i m a t e d  by  t h e  d u r a -  
t i o n - o f - l i f e  e x p o s u r e  p r o c e d u r e  is,  m o r e o v e r ,  t h e  l o n g e s t  s u c h  
a c c u m u l a t i o n  time f o r  t h e  s p e c i e s .  S h o r t e r  a c c u m u l a t i o n  times 
a r e  p r e s u m e d  t o  e x i s t  a l so ,  b u t  t h e i r  e s t i m a t i o n  w o u l d  r e q u i r e  
d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s .  

A p l a u s i b l e  h y p o t h e s i s  a b o u t  th? b i o l o g i c a l  b a s i s  o f  t h e  
a c c u m u l a t i o n  time is t h a t  i t  is the i n t e r m i t o t i c  i n t e r v a l  i n  t h e  
mos t  s l o w l y  d i v i d i n g  h e m a t o p o i e t i c  stem c e l l  p o p u l a t i o n .  T h i s  
h y p o t h e s i s  d e s e r v e s  c a r e f u l  e x a m i n a t i o n ,  f o r  i t  may b e  n o t e d  
t h a t :  ( 1 )  r a d i o s e n s i t i v i t y  at.  l o w  d s i l y  loses i n c r e a s e s  as t h e  
s q u a r e  o f  t h e  a c c u m u l a t i o n  time; a n d  (2)  a c c u m u l a t i o n  time t e n d s  
t o  i n c r e a s e  w i t h  body  s i z e  a n d / o r  l i f e - s p a n  ( c o m p a r e  T a b l e s  13.1 
a n d  13 .2 ) .  T h e  l a t t e r  raises t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  human s p e -  
c ies  is more  r a d i o s e n s i t i v e  a t  l o w  d o s e  r a t e s  t h a n  t h e  m o s t  s e n -  
s i t i v e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  y e t  e x a m i n e d .  However ,  e v e n  t h i s  
i n o r d i n a t e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  human s p e c i e s  t o  t h e  q u a d r a t i c  com- 
ponent .  o f  d a m a g e  would  n o t  b e  a matter o f  c o n c e r n  i n  r e g a r d  t o  
e x p o s u r e  L e v e l s  o n  t h e  o r d e r  o f  n a t u r a l  b a c k g r o u n d  ( S a c h e r ,  G. 
. A o ,  e t  a l . ,  i b i d . )  . 

PERTINENT PAPERS, J A N U A R Y  1977 T H R O U G H  J U L Y  1978  

B r a h a n ,  8. W e ,  a n d  G. A .  S a c h e r .  M e t a b o l i c  a n d  t h e r m o r e g u l a t o r y  
e f fec ts  o f  a c u t e  6oCo r a d i a t i o n  i n  myomorph r o d e n t s .  
R a d i a t .  Res. ( i n  p r e s s )  . 

H a r r i s o n ,  D. E.,. J. R. A r c h e r ,  G. A. S a c h e r ,  a n d  F. U. Boyce ,  
111. T a i l  c o l l a g e n  a g i n g  i n  mice o f  t h i r t e e n  d i f f e r e n t  
g e n o t y p e s  a n d  t w o  s p e c i e s :  R e l a t i o n s h i p  t o  b i o l o g i c a l  a g e .  
Exp. G e r o n t .  l3, 63-73 (1978).  
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BIOUOLECDLAH STBUZTURE STUDIES 14. ---------- ------- ------- -- 
C l i n t o n  P. A i n s w o r t h  ( S c i e n t k f  i c  A s s i s t a n t 1  
S t e v e n  S. Dany luk  ( S e n i o r  C h e m i s t )  
na lcokm MacCoss ( A s s i s t  a n t  B i o c h e m i s t )  
B a r i a n n e  S c h i f f e r  ( B i o p h y s i c i s t )  
F l o r e n c e  A. Best holm ( S c i e n t i f i c '  Assist 3 n t )  

Nicolas C. P ' a n a g i o t o p o u l o s  ( F o s t d ' o c t o r a l  A ~ p o i n t e e )  
Eunq K .  Ryu ( P o s t d o c t o r  a 1  A p p o i n t e e )  
R a v i n d r a  T e w a r i  ( P o s t  d o c t o r a l  B p p o i n t e e )  

The r e s e a r c h  a c t i v i t i e s  i n  b i o m ~ l e c u l a r  s t r u c t u r e  s t u d i e s  
a r e  co lnpc i sed  o f  two m a j o r  p r o j e c t s ;  t h e  f i r s t  d e a l s  w i t h  t h e  
s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  of b i o l o q i c a l  m o l e c u l e s  i n  s o l u t i o n ,  w h i l e  
t h e  s e c o n d  d e a l s  w i t h  X-ray c r y s t a l l o g r a p h i c  s t u d i e s  of  t h e  
s t r u c t u r e  and  f u n c t i o u  o f  i m m u n o g l o b u l i n  m ~ l e c u l e s .  The  h i g h -  
l i g h t s  o f  t h e  work i n  t h e s e  areas d u r i n g  t h e  p a s t  p e a r  a r e  de- 
s c r i b e d  i n  t h e  two f o l l o w i n g  r e p o r t s .  



STRUCTURE A N D  FUNCTION OF BIOLOGICAL HOLECULES I N  SOLUTION 

S. S. D a n y l u k ,  PI. MacCoss, C. P. A i n s u o r t h ,  E. K. Ryu,  R. 
T e w a r i ,  A, W. C z a r n i k , r  E. F. Duhr ,2  S. 8. G r a y , =  a n d  P. W. 
Baf f u i d *  

T h i s  r e s e a r c h  P r o g r a m  d e a l s  w i t h  (1)  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
q u a n t i t a t r v e  s t r u c t u r a l  a n d  c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s  f o r  b i o l o g -  
i c a l l y  i m p o r t a n t  m o l e c u l e s ,  (2) t r a n s l a t i o n  of t h e s e  p r o p e r t i e s  
i n t o  o v e r a l l  t h r e e - d i m e n s i o n a l  t o p o g r a p h i c  m o d e l s  f o r  b i o m o l e -  
c u l e s ,  a n d  (3) e l u c i d a t i o n  o f  t h e  f u n d s m e n t a l  r e l a t i ~ n s h i p s  
b e t w e e n  m o l e c u l a r  t o p o l o g y  a n d  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n .  Emphas i s  i s  
p l a c e d  on structural/conformational a s p e c t s  b e c a u s e  t h e s e  p r o p e r -  
t i e s  u n d e r l i e  t h e  m e c h a n i s m s  o f  k e y  b i o l o g i c a l  r e a c t i o n s  s u s h  a s  
t r a n s c r i p t i o n ,  r e p l i c a t o n ,  m u t a g e n e s i s  and  c a r c i n o g e n e s i s ,  a n d  
membrane t r a n s p o r t .  

S i n c e  t h e  b a s i c  p r o b l e m  o f  b i o l o g i c a l  s t r u c t u r e / f  u n c t i o n  i s  
m u l t i f a c t e d  i n  s c o p e ,  t h e  p rogram h a s  d e v e l o p e d  a l o n g  t h r e e  
c l o s e l y  c o n n e c t e d  l i n e s :  c h e m i c a l  s y n t h e s i s  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  
of  s e l e c t e d  b i o l o g i c a l  m o l e c u l e s ,  s p e c t r o s c o p i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  
s t r u c t u r a l  a n d  c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s ,  a n d  t h e o r e t i c a l  c 3 l c u -  
l a t i o n s  of b i o l o g i c a l  s t r u c t u r e s .  

A v a r i e t y  of b i o m o l e c u l a r  s y s t e m s  are c u r r e n t l y  u n d e r  i n v e s -  
t i g a t i o n .  Among t h e s e  t h e  n u c l e i c  a c i d s  a n d  s h o r t - c h a i n  s e g m e n t s  
t h e r e o f  a r e  o f  p r i m a r y  i n t e r e s t .  T h e  l a t t e r  a r e  p a r t i c u l a r l y  
u s e f u l  f o r  q u a n t i t a t i o n  of c o n f o r m a t i o n a l  f l e x i b i l i t i e s  i n  s u q a r  
rings a n d  r i b o s e - p h o s p h a t e  b a c k b o n e  bonds ,  ~ n d  s e r v e  a s  e x c e l l e n t  
m o d e l s  f o r  p r o p e r t i e s  o f  p a r e n t  m o l e c u l e s .  The  b a s e l i n e  c o n f o r -  
m a t i o n a l  d a t a  f o r  t h e s e  s e g m e n t s  a l s o  s e r v s  a s  a  u s e f u l  s t a r t i n g  
p o i n t  for e v a l u a t i o n  of s t r u c t u r a l  c h a n g e s  p r o d u c e d  by c ~ v a l e n t  
c o u p l i n g  o f  v a r i o u s  e n v i r o n m e n t a l  mutagens  a n d  c a c c i n o g e n s  t o  

1 S p r i n g  1477 p a r t i c i p a n t  i n  t h e  U n d e c g r a d u a t e  Honors  
R e s e a r c h  P a r t 5 c i p a t i o n  P r o g r a m ,  U n i v e r s i t y  o f  W i s c o n s i n ,  
n a d i s o n .  

Z P a r t i c i p s n t  i n  t h e  1977 Summer R e s e a r c h  I n s t i t u t e  i n  C e l l  
B i o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  Nyoniing. 

J G u e s t  G r a d u a t e  S t u d e n t ,  U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s  N e d i c a l  Cen- 
t e r .  

* S p r i n g  1977 p a r t i c i p a n t  i n  t h e  Under g r a d u a t e  H o n o r s  
R e s e a r c h  P a r t i c i p a t i o n  P r o g r a m ,  S t .  f l i c h a e l a  s C o l l e g e .  



n u c l e i c  a c i d s .  O t h e r  b i o m o l e c u l a r  a s p e c t s  d e a l  w i t h  s y n t h e s i s  
a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m e m b r a n e - t a r g e t e d  a n t i t u m o r  
a g e n t s ,  d e v e l o p m e n t  o f  s e l e c t i v e l y  l a b e l e d  ('HI 13:) p r o b e s  o f  
c o m p l e x  b i o m o l e c u l a r  s t r u c t u r e s ,  a n d  a d a p t a t i o n  o f  quan tum theor-  
e t i c a l  m e t h o d s  t o  n u c l e i c  a c i d  c o n f o r m a t i o n  c a l c u l a t i o n s .  V a r i -  
o u s  a s p e c t s  o f  t h e s e  t o p i c s  a r e  d e t a i l e d  f u r t h e r  i n  t h e  f o l l o w i n g  
s e c t i o n s .  

C h e m i c a l  g x n t h e s i ~  pf Novel Compounds 

T h i c  a c t i v i t y  e n c o m p a s s e s  a v a r i e t y  o f  p r o j e c t s  d e a l i n q  w i t h  
s y n t h e s i s  o f  model  compounds  f o r  c o n f o r n a t i o n a l  s t u d i e s ,  d + f e l o p -  
ment of c e l l - s p e c i f i c  p h o s p h o l i p i d  d e r i v a t i v e s ,  p r e p a r a t i o n  o f  
n u c l e i c  a c i d  a d d u c t s  o f  c a r c i n o g e n s ,  and a d a p t a t i o n  o f  s y n t h e t i c  
p r o c e d u r e s  f o r  p r e p a r a t l o n  of s e l e c t i v e l y  l a b e l e d  m o l e c u l e s .  
Each of t h e s e  p r o j e c t s  i n t e r f a c e s  w i t h  p a . r ~ l l e 1  s t u d i e s  of b i o -  
p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  A s  w i t h  most  b i o -  
o r g a n i c  s y n t h e t i c  s t u d i e s ,  a s i g n i f i c a n t  f r a c t i o n  o f  t h e  e f f o r t  
i s  d e v o t e d  t o  d e v e l o p m e n t  o f  new s y n t h e t i c  p r o c e d u r e s  a n d  reac- 
t i o n s .  

S y n t h e s i s  _of conformat i_ong&&y "riq&iJ" n o d e 1  m g p o u n d s .  3yn-  - ------- 
t h e s i s  o f  mode l  n u c l e o s i d e / t . i d e  d e r i v a t i v e s  is  r e q u i r e d  f o r  
d e f i n i t i o n  o f  s p e c i f i c  n u c l e o t i d e  c o n f o r m a  t i o n a l  f e a t u r e s  by 
n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  (NMB) s p e c t r o s z o p y .  S i n c e  n u z l e i c  
a c i d  c o n s t i t u e n t s  i n v a r i a b l y  e x i s t  a s  a  d y n a m i c  e q u i l i b r i u m  among 
s e v e r a l  c o n f o r m e r s  ( D a v i e s ,  D. B., a n d  S. S. Danyluk ,  B i o c h ~ m i s -  
t r y  12, 4417, 1 9 7 4 ;  D a v i e s ,  3. B., a n d  S. S. Dany luk ,  B i o e h a m i s -  
t r y  15, 543 ,  1 9 7 5 ) ,  a  c o n f o r m a t i o n a l  a n a l y s i s  r e q u i r e s  N Y R  param- 
eters ( c h e m i c a l  s h i f t s ,  s p i n  c o u p l i n g  c o n s t a n t s )  f o r  
8 8 c o n f o r r n a t i o n a l l y  p u r e "  s t a t e s .  S u c h  d a t a  c a n  b e  o b t a i n e d  by 
s y n t h e s i s  o f  a p p r o p r i a t e  d e r i v a t i v e s  i n  which o n e  o r  more o f  t h e  . . 
f l e x i b l e  b o n d s  are l o c k e d  i n t o  a r i g i d  c o n f o r m a t i o n ,  t y p i c a l l y  by 
i n t r a m o l e c u l a r  c p c l i z a t i o n  b e t w e e n  f u n c t i o n a l  g r o u p s .  We h a v e  
u s e d  t h i s  a p p r o a c h  t o  s o r t  o u t  p r o p e r t i e s  f o r  two  of t h e  most  
i m p o r t a n t  u u c l e i c  a c i d  c o n f o r m a t i o n a l  f e a t u r e s ,  t o r s i o n  a n g l e s  o f  
g l y c o s i d i c  bonds a n d  sugar. r i n g  puckera.  I n  t h e  former c a . 5 ~ ~  a 
series o f  b i c y c l o  p y r i m i d i n e  d e r i v a t i v e s  was s y n t h e s i z e d  w i t h  t h e  
p y r i m i d i n e  r i n g  l i n k e d  v i a  t h e  C-2 o r  C-6 p o s i t i o n  t o  a n y  o n e  of  
t h r e e  s i t e s  o n  t h e  s u g s r  r i n g ,  C 2 ' - 0 2 ' ,  C3'-03', C5'-05'. r h e s e  
c o n f o r u i a t i o n a l l y  r i g i d  b i c y c l o  a n h y d r o  compounds  c o v e r  a r a n g 2  o f  
XCN v a l u e s  s p a n n i n g  b o t h  gyg a n d  a n t i  d o m a i n s ,  a s  shown i n  F i g u r e  
14.1 f o r  u r i d i n e  a n h y d r o  n u c l e o s i d e s .  M e a s u r e m e n t s  of u n d e c o g -  
p l e d  1 3 C  N U R  s p e c t r a  f o r  e a c h  compound e n a b l e d  a n  e v a l u a t i o n  o f  
v i c i n a l  1 3 C - 1 H  c o u p l i n g s  a c r o s s  t h e  g l y c o s i d i c  bond,  a n d  q u a n t i -  
t a t i v e  d e r i v a t i o n  o f  c o u p l i n g  m a g n i t u d e - v i c i n a l  a n g l e  (J13CH vs. 
XCN) c o r r e l a t i o n s  t h e r e f r o m  ( v i d e  i n f r a )  . 



x (deg.1 
1. 2 . 2 ' -  Anhydro-I - (B-D-arablnofuranosyl) -uracil 175 
2. 2,3' - Anhydro - I  - ( B  -D - xylofuranosyl) - uracil 2 2 5  
3. 2 . 5 '  - Anhydro -2' , 3 ' - 2  - isopropylideneuridine 2 3 5  
4. 2 . 5 '  - Anhydro - I  - (B-D - ribofuranosyll-uracil 2 3 5  
5. 2 ' , 6  - Anhydro - I  - ( @  -D - arabinofuranosyll-6- hydroxyuracil 125 
6 5 ' ,6 - Anhydro -2 '  .3'-2-isopropylideneuridine 65 

Pig .  14 .1  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  and g l y c o s i d i c  bond 
t o r s i o n  a n g l e s  f o r  a series of b i c y c l o  a n h y d r o  
u r i d i n e  n u c i e o s i d e s .  

Yodel  n u c l e o s i d e  cyclic p h n s p h a t . ~ ~  B3ve  also becn 
s y n t h e s i z e d  w i t h  t h e  p a r t i c u l a r  o b j e c t i v e  o f  i n v e s t i g a t i n g  t h e  
e f f e c t s  o f  p h o s p h a t e  r i n g  s i z e ,  t y p e  o f  p h o s p h a t e  r i n g - s u g a r  r i n q  
f u s i o n ,  i.e., or  t r a n s ,  a n d  a n o m e r i c  c 3 n f i g u r 3 t i o n  u p o n o v e r -  
all r i n g  c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s .  Among compounds  s y n t h e s i z e d  
were a - n u c l e o s i d e - 3 * ,  5 '  - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e s ,  x y l o a d e n o -  
s i n e - 3 * , 5 ' - c y c l i c  p h o s p h a t e ,  arabinoadanosine-2',5~-~~~1iz phog-  
p h a t e ,  l y x o u r i d i n e - 3 '  , 5 * - c y c l i c  p h ~ s p h a t e ,  l y x o u r i -  
d i n e - 2 * ,  5 ' - c y c l i c  p h o s p h a t e ,  a n d  a - a r a b i n o - a d e n o s i n e - 2 '  , 5 ' - c y c l i c  
p h o s p h a t e .  A s  a  t y p i c a l  e x a m p l e ,  t h e  a-cyclic n u c l e o t i d e s  were 
s y n t h e s i z e d  by p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  e a r l r e c  I n  c o n n e c t i 3 n  w i t h  
s t u d i e s  o f  a n o n e r i c  effects ( R o b i n s ,  M. J., a n d  #. HacCoss,  J. 
A m .  Chem. Soc. 9 9 ,  4654,  1977 ;  R o b i n s ,  H. J., e t  a l . ,  J. Am. 
Chem. Soc. 22, 4663, 1 9 7 7 ) .  F o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n  by DEAE-cel- 
l u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y ,  t h e  compounds  were d i s s o l v e d  a s  
ammonium s a l t s  i n  D 2 0  s o l u t i o n  f o r  NHB s t u d y .  



S y n t h e s i s  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of mgtgggqLspgc&ggygg=gu~&gig - ------- --- -------------- 
a c i d  a d d u c t s .  --- _-___ C e r t a i n  t y p e s  of c h e m i c a l  c a r c i n o g e n s / m u t a g e n s ,  
e.g., p o l y c y c l i c  d i o l  e p o x i d e s ,  a l k y l  and  a r y l  s u l f a t e s  a n d  h a l -  
i d e s ,  a n d  a l k y l  d i a z o  compounds  h a v e  t h e  c a p a b i l i t y  t o  a i k y l a t e  
b a s e  r e s i d u e s  of n u c l e i c  a i c d s  a t  s p e c i f i c  p o s i t i o n s .  Lawley and '  
co-workers (Lawley ,  P. D., S c r e e n i n q  xgsks &g &hgg&gg& Cprcjgg- 
g e n e s i s ,  I n t e r n a t i o n a l  Agency f o r  R e s e a r c h  o n  C a n c e r ,  1976, p. 
1 Z 1 ) h a v e  shown t h a t  a l k y l a t i o n  c a n  p r o d u c e  a  m u l t i p l i c i t y  o f  
r e a c t i o n  p r o d u c t s  d e p e n d e n t  upon f a c t o r s  s u c h  a s  n a t u r e  o f  t h e  
b a s e  r i n g ,  e l e c t r o p h i l i c i t y  o f  t h e  a l k y l a t i n g  a g e n t ,  a n d  p r e s e n c e  
o f  a c t i v a t i n g  enzymes .  T h u s ,  u n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s ,  a l k y -  
l a t i o n  o f  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  c a n  o c c u r  a t  s i x  s i t e s ,  a s  i l l u s -  
t r a t e d  i n  F i g u r e  14.2.  

A s  p a r t  o f  a  c o m p r e h e n s i v e  s t u d y  o f  a l k y l a t i o n  r e a c t i o n s  a n d  
t h e i r  i m p a c t  on  n u c l e i c  a c i d  c o n f o r m a t i o n ,  we h a v e  examined  t h e  
effect o f  m e t h y l a t i o n  o f  N - 1  o f  t h e  a d e n i n e  m o i e t y  i n  a  s e r i e s  o f  
mono- a n d  d i n u c l e o t i d e s .  S u c h  s p e c i f i c  a l k y l a t i o n  r e q u i r e s  c a r e -  
f u l  c o n t r o l  o f  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  c h a i c e  o f  
a l k y l a t i n g  a g e n t ,  r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e ,  a n 3  pH o f  t h e  medium a r e  
f a c t o r s  o f  c r i t i c a l  i m p o r t a n c e  f o r  s e l e c t i v e  a l k y l a t i o n .  The 
s y n t h e s i s  o f  t h e  N - 1  m e t h y l a t e d  ,timers c o n t a i n i n g  a d e n i n e  
( M e ~ p M e ~ ,  u ~ M ~ A ,  a n d  M ~ A ~ u )  was s u c c e s s f u l l y  a c c o m p l i s h e d  f o l l o w -  
i n g  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  ea r l i e r  (Br inacomCe,  R. L. C., e t  a l . ,  
B i o c h e m i s t r y  11, 2452 ,  1 9 6 5 ) .  F i g u r e  14 .3  s h o w s  a  s c h e m a t i c  
i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  o v e r a l l  p r o c e s s .  I n  a t y p i c 3 1  r e a c t i o n ,  
d i m e t h y l  s u l f a t e  was a d d e d  s l o w l y  t o  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  t h e  
d i m e r  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  s t r ict  pH c o n t r o l  (pH = 7.0) . F o l l o w -  
i n g  e t h e r  e x t r a c t i o n  of t h e  m i x t u r e ,  t h e  p r o d u c t s  w e r e  s e p a r a t e d  
b y  co lumn c h r o m a t o g r a p h y  a n d  c h a r a c t e r i z e d  f u r t h e r  b y  e l e c t r o p h o -  
res is ,  U V ,  a n d  NClR s p e c t r a .  Y i e l d s  o f  t h e  N - 1  m e t h y l a t e d  d i m e r s  
r a n g e d  f r o m  20-35s. T h e s e  met h y l a t e d  compounds  a r e  c u r r e n t l y  
b e i n g  s t u d i e d  b y  h i g h - r e s o l u t i o n  p r o t o n  NHR s p e c t r o s c o p y  t o  e v a l -  
u a t e  t h e  i m p a c t  o f  m e t h p l a t i o n  on  c o n f o r m a t i o n a l  s t r u c t u r e s .  

S y n t h e s i s  o f  new m e m b r a n e - t a r q e t g g  m o l e c u l a r  d e p o t s  of - ----c-- i- Lid- --..------- 

u c l e o s i d e  a n a l o g u e s .  T h e  u s e  o f  n u c l e o s i d e  a n a l o q u e s  a s  c h e -  -------- ----- --- 
~ t h e r a p e u t i c  a g e n t s  is s e v e r e l y  hampered  by t h e i r  r a p i d  c a t a b o -  

l i s m  t o  i n e f f e c t i v e  p r o d u c t s .  One a p p r o a c t  t o  c i r c u m v e n t  t h i s  
p r o b l e m  u t i l i z e s  p r o d r u g s  t h a t  p r o t e c t  t h e  p a r e n t  compound f rom 
c a t a b o l i c  e n z y m e s  a n d  t h e n  release t h e  d r u g  e i t h e r  by  e n z y m a t i c  
o r  c h e m i c a l  h y d r o l y s i s ,  T h i s  a p p r o a c h  e n a b l e s  u s e  of a  l o w e r  
d o s a g e  a n d  h e n c e  fewer s i d e  e f fec ts .  We h a v e  r e c e n t l v  b e e n  
i n t e r e s t e d  i n  d e v e l o p i n g  a new class  o f  p r o d r u g  t h a t  u t i l i z e s  
p h o s p h o l i p i d s  a s  t h e  carrier m o l e c u l e .  S u c h  m o l e c u l e s  h a v e  t h e  
a d d e d  a d v a n t a g e  t h a t  t h e  p o t e n t i a l  e x i s t s  f 3 r  t a r g e t i n g  t h e  d e r i -  
v a t i v e s  t o  s p e c i f i c  t i s s u e s ,  t h u s  making p o s s i b l e  t h e  l o c a t i o n  o f  
a c y t o t o x i c  a g e n t  i n  t h e  i m m e d i a t e  e n v i r o n s  o f  a t u m o r  cell .  To 
t h i s  e n d ,  we u n d e r t o o k  t h e  s y n t h e s i s  o f  a r a - C D P - L - d i p a l m i t i n ,  - 



Fig. 1 4 . 2 .  ~ l k y l a t i a n  sites o n  an. aden- 
o s i n e  n u c l e o t  i d e .  

F i g .  1 4 . 3 .  R e a c t i o n  scheme  for s y n t h e -  
sis o f  N - 1  p u r i n e  a l k y l a t e d  d i n u c l e o s i d e  
m o n o p h o s p h a t e s  . 

a r  a -ADP-L-d ipa lmi t in ,  T u D P - L - d l p a l m i t i n  a s  p h o s p h o l i p i d  
d e r i v a t i v e s  of a r a b i n o c y t i d i n e  a r a - C )  , a r a b i n o a d e n o s i n e  (ara-A) , 
a n d  t u b e r c i d i n  ( T u ) .  After e v a l u a t i o n  of s e v e r a l  s y n t h e t i c  p a t h -  
ways, t h e  p h o s p h o m o r p h o l i d a t e  p r o c e d u r e  o f  Mof f a t  and Kharana 
(Moffat, J .  C., and H. G. Khorana,J.Am. Chem. Soc. 83, 649,1961) -- 



w a s  s e l e c t e d  w i t h  a p p r o p r i a t e  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  work-up i n  
o r d e r  t o  f a c i l i t a t e  t h e  h a n d l i n g  of t h e s e  d e t e r g e n t - l i k e  mole- 
c u l e s  w i t h  l i p o p h i l i c  h e a d - g r o u p s  a n d  h y d c o p h o b i c  t a i l s .  Our  
p r o c e d u r e  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  14.4. I n  a d d i t i o n ,  we h a v e  
d e v i s e d  (1)  a  n o v e l  method o f  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  t h a t  f a c i l i t a t e s  
i n  v i t r o  b i o l o g i c a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e s e  new c h e m o t h e r a p e u t i c  -- ----- 
a g e n t s  ( t l a c c o s s ,  M., E. K. Eiyu, a n d  T. f l a t s u s h i t a ,  s u b m i t t e d  f o r  
p u b l i c a t i o n ,  1978) , a n d  (2) a m o d i f i e d  s p c a y  r e a g e n t  t h a t  e n a b l e s  
d e t e c t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d  d e r i v a t i v e s  a t  e x t r e m e l y  low c o n c e n t r a -  
t i o n s  on  t h i n - l a y e r  p l a t e s  (Ryu, E. K.,  a n d  H. HacCoss ,  s u b m i t t e d  
f o r  p u b l i c a t i o n ,  1 9 7 8 ) .  

F i g .  14.4. R e a c t i o n  s c h e m e  fo r  s y n t h e s i s  o f  t h e  p r o d r u g ,  a ra-C-  
d i p a l m i t i n .  

S e l e c t i v e  I p ~ e l i n q  pf b i o m o l e c u l e g .  S e l e c t i v e l y  l a b e l e d  --------- 
(a l l ,  13C) n u c l e i ~  a c i d  d e r i v a t i v e s  a r e  e x t r e m e l y  u s e f u l  i n  NMR 
s t u d i e s  of n u c l e i c  a c i d s .  T h e i r  u t i l i t y  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  
r e c e n t l y  f o r  s p e c t r a l  a s s i g n m e n t s  o f  c o m p l e x  a d e n y l a t e  d i -  a n d  
t r i n u c l e o t i d e s  (Kondo, N. S., a n d  S. S. Danyluk, J .  A m .  Chem. 
Soc.  23, 5121 ,  1 9 7 2 ;  Kondo, N. S . ,  e t  al.,  FEBS Letters 22, 213,  
1 9 7 5 ) .  . The  method  is a l s o  of p o t e n t i a l  v a l u e  i n  s o r t . i n g  o u t  t h e  
f a c t - o r s  i n f  l u e n c i n q  p r o t o n  a n d  1 3 C  s p i n - l a t t  ice r e l a x a t i o n  param- 
e ters  i n  t h e s e  m o l e c u l e s .  I n  the  l a t t e r  i n s t a n c e ,  d e u t e r i u m  
a t o m s  a r e  i n t r o d u c e d  i n  p l a c e  o f  p r o t o n s  a t  known p o s i t i o n s  i n  
t h e  b a s e  a n d / o r  s u g a r  r i n g s ,  a s  d i s t i n c t  E c ~ m  r e p l a c e m e n t  o f  a n  



entire protio n u c l e o t i d y l  f r a g m e n t  by i ts d e u t e r i o  c o u n t e r -  
p a r t  i n  o l i g o m e r s .  A s  p a r t  o f  a  p r o j e c t  d e a l i n g  w i t h  u n e q u i v o c a l  
a s s i g n m e n t  of p h o s p h o r u s  r e s o n a n c e s  i n  n u c l e o t i d e  coenzymes ,  we 
u n d e r t o o k  t h e  s y n t h e s i s  o f  a d e n i n e  n u c l e o s i d e s / t i d e s  a n d  a d e n i n e  
c o e n z y m e s  i n  w h i c h  t h e  two p r o t o n s  a t  t h e  25' p o s i t i o n  a r e  s u b -  
s t i t u t e d  by d e u t e r i u m  atoms. S y n t h e s i s  of s e l e c t i v e l y  d a u t e c a t e d  
n i c n t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  ( B A D )  v a s  c a r r i e d  o u t  by a  
m o d i f i e d  H i c h e l s o n - T o d d  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  i n  F i g u r e  14.5. 
E x c e l l e n t  y i e l d s  of d e u t e r i u m - l a b e l e d  MAD w a r e  a c h i e v e d ,  ' a n d  work 
i s  c u r r e n t l y  u n d e r  way t o  p r e p a r e  NADP.  Assignmen.t  of 3 1 P  N M R  
r e s o n a n c e s  f o r  t h e  l a t t e r  coenzyme c o m p l e x e d  i n  e n z y m e s  w i l l  e n a -  
b l e  a n  s i t u  s t u d y  o f  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  a t  a c t i v e  s i t e s .  
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F i g .  14.5. S y n t h e t i c  s t e p s  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  selec- 
t i v e l y  d e u t e r a t e d  n i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e s .  



S t r u c t u r a l  a n d  C o n f o r m a t i o n a l  A n a l y s e s  pf B i o l o u i c a l  ~ o l e ~ q l g g  ---------- --- -------------- ---- -- 
C o n f o r m a t i o n a l  b o n d s  a r e  t h e  " l i n c h p i n s "  of t h r e e - d i m e n -  

s i o n a l  b i o l o g i c a l  s t r u c t u r e s .  T h e  d e g r e e  o f  t o r s i o n a l  or  r o t a -  
t i o n a l  f l e x i b i l i t y  a b o u t  t h e s e  b o n d s ,  c o u p l e d  w i t h  s p e c i f i c  
i n t r a g r o u p  i n t e r a c t i o n s  ( H  b o n d i n g ,  .rr - .rr i n t e r a c t i o n s ,  v a n  d e r  
Waals  e f fec t s ) ,  d e t e r m i n e s  o v e r a l l  s h a p e s  of b i o l o g i c a l  m o l e c u l e s  
i n  s o l u t i o n  a n d  p e r h a p s  more i m p o r t a n t l y  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  s p e -  
c i f ic i t ies  o f  b i o m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s ,  i. e . ,  n u c l e i c  a c i d - e n -  
zyme r e c o g n i t i o n  p r o c e s s e s .  P o r  t h e s e  r e a s o n s ,  k n o w l e d g e  o f  con-  
f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s  i s  i m p e r a t i v e .  We a b t  a i n  s u c h  i n £  o r m 3 t i o n  
b y  a v a r i e t y  o f  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s ,  w i t h  h i g h - r e s o l u t i o n  N H R  
h a v i n g  a  s p e c i a l  u t i l i t y .  T h i s  method h a s  b e e n  d e v e l o p e d  a n d  
a d a p t e d  i n  t h e  b i o m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  s t u d i e s  p r o g r a m  t o  r e s o l v e  
major s t r u c t u r e / c o n f  o r m a t i o n  q u e s t i o n s  f o r  n u c l e i c  a c i d  c o n s t i -  
t u e n t s  ( f o r  p e r t i n e n t  e x a m p l e s  see D a v i e s ,  D. B., and S. S. Dany- 
l.uk, B i o c h e m i s t r y  13, 4417,  1974;  D a v i e s ,  D. B., a n d  S. S. Dany- 
l u k ,  B i o c h e m i s t r y  Jl, 543, 1975 ;  Kondo, N. S.,  a n d '  S. S. D3nyluk,  
. 8 i o c h e m i s t r y  15, 756, 1976; Lee, C. H., e t  a l . ,  B i o c h e m i s t r y  12,' 
3627, 1976).  S e v e r a l  of t h e  a s p e c t s  c o v e r e d  i t  t h e  p a s t  y e a r  a r e  
o u t l i n e d  b e l o w .  

T i m e - a v e r a g g  c o n f o r m a t i o n s  pf d i n u c C e g g j d e  mepghphghzhgs. --------- 
A s u b s t a n t i a l  commitment  o f  o u r  e f f o r t  i n  s t r u c t u r e / c o n f o r m a t i o n  
o f  n u c l e i c  a c i d s  h a s  been  made t o  t h e  q u a n t i t a t i v e  d e f i n i t i o n  of 
c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  d i r i b o n u c l e ~ s i d e  m o n o p h o s p h a t e s ,  
XpX, XpY, etc., w h e r e  X a n d  Y r e p r e s 2 n t  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s  o f  
p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  b a s e s  A ,  U, G, C. I n t e r e s t  c e n t e r e d  on  
t h e s e  m o l e c u l e s  b e c a u s e  t h e y  a r e  t h e  s i m p l e s t  r e p e a t i n g  u n i t s  o f  
a n  R N A  m o l e c u l e  i n c o r p o r a t i n g  a l l  c o n f o r m a t i o n a l  b o n d s  p r e s e n t  i n  
t h e  po lymer .  T h i s  s t u d y  e n c o m p a s s e d  p r o t o n  N M R  m e a s u r s m e n t s ,  
s i g n a l  a s s i g n m e n t s ,  a n d  s p e c t r a l  a n a l y s e s  f o r  s i x t e e n  d i m e r s  i n  
a q u e o u s  s o l u t i o n .  N N R  p a r a m e t e r s  ( c h e m i c a l  s h i f t s  a n d  s p i n  c o u -  
p l i n g  c o n s t a n t s )  were u s e d  t o  d e r i v e  c o n f o r m a t i o n ~ l  p r o p e r t i e s  
a n d  o v e r a l l  c o n f o r m a t i o n s 1  s t r u c t u r e s .  I n  t h e  p a s t  y e a r ,  t h e  
s e c o n d  p h a s e  o f  t h e  s t u d y  d e a l i n g  w i t h  h e t e c o  d i m e r s  pu-py, py-pu 
was c o m p l e t e d ,  a n d  t h e  r e s u l t s  c a n  b e  s u m m a r i z e d  a s  f o l l o w s :  

1) A s  w i t h  t h e  homo-dimers ,  the h e t e r o - m o l e c u l e s  e x h L b i C  a 
f l e x i b l e  c o n f o r m a t i o n a l  f r a m e w o r k  i n  s o l u t i o n ,  w i t h  p r e f e r e n c e  
f o r  a  l i m i t e d  number of c o n f o r m e r s .  

2) B a s e  s e q u e n c e  h a s  a p r o f o u n d  e f f e c t  upon o v e r a l l  c o n f o r -  
m a t i o n .  Whereas  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s  a r e  c o n s i s t e n t  
w i t h  t h e  e x i s t e n c e  o f  two f o l d e d  s t r u c t u r e s  (a c o m p a c t  b a s e -  
s t a c k e d  r i g h t  h e l i c a l  fo rm,  A ,  a n d  a more l o o s e l y  s t a c k e d  l o o p  
s t r u c t u r e ,  8 )  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  o n e  o r  more e x t e n d e d  f o r m s ,  t h e  
p e r c e n t  s t a c k e d  p o p u l a t i o n  a n d  t h e  b l e n d  3 f  A a u d  B are d e t e r -  
mined by b a s e  s e q u e n c e .  Thus ,  p u r i n e - p y r i m i d i n e  d i m e r s  show a 
g r e a t e r  d e g r e e  of s t a c k i n g  t h a n  p y r i m i l i n e - p u r i n e s ;  moreovo,r,  t h e  
r a t i o  o f  r i g h t -  h a n d e d / l o o p  s t r u c t u r e s  is l a r g e r  i n  pu-py d i n e r s .  

3) C o n f o r m a t i o n a l  i n t e r c o n n e c t i o n s  e x i s t  among t h e  c o n f o r m a -  
t i o n a l  b o n d s  i n  much t h e  same p a t t e r n  as f o u n d  f o r  homo-dimers,  
v i z . ,  a XCN c h a n g e  a l t e r s  t h e  ribose r i n g  3 E / 2 E  p o p u l a t i o n s  w h i c h  
i n  t u r n  p e r t u r b s  t h e  g+/g- p o p u l a t i o n s  a b o u t  C3'-03'. 



4) A c o m p o s i t e  o f  t h e  homo- a n d  h e t e r o - d i u e r  d a t a  r e v e a l s  
t h a t  p e r c e n t  s t a c k i n g  ( A  + B) i n c r e a s e s  i n  o r d e r  py-py < .py-pu C 
pu-py 2 pu-pu;  a s i m i l a r  t r e n d  is o b s e r v e d  for  t h e  r a t i o  A/B. 
R a t h e r  s u r p r i s i n g l y ,  t h e  h i g h e s t  s t a c k e d  p ~ p u l a t i o n  was o b s e r v e d  
f o r  a pu-gy d i m e r ,  GpC. 

P u b l i c a t i o n  of t h e  h e t e r o - d i m e r  r e s u l t s  ( E z r a ,  F. S., e t  
a l . ,  B i o c h e m i s t r y  l6, 1977 ,  1977)  b r i n g s  t~ c o m p l e t i o n  t h e  p h a s e  
o f  o u r  n u c l e i c  a c i d  c o n f o r m a t i o n a l  s t u d i e s  d e a l i n g  v i t h  d i m e r  
c o n f o r m a t i o n s .  From t h i s  work h a v e  emerged  f u n d a m e n t a l  i n f o r m a -  
t i o n  a n d  new i n s i g h t s  i n t o  t h e  n a t u r e  of c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r -  
t ies  of n u c l e i c  a c i d  s e g m e n t s ,  t h e  e f f e c t s  o f  s e q u e n c e  t h e r e o n ,  
a n d  t h e  r e l a t i v e  i n t r a m o l e c u l a r  f o r c e s  g o v e r n i n g  t h e s e  s t r u c -  
t u r e s .  A s o l i d  b a s i s  h a s  b e e n  l a i d  f o r  e v a l u a t i o n  o f  t h e  e f fec ts  
of  b a s e  m o d i f i c a t i o n s  ( e .  g o ,  by  c a r c i n o g e ~ s )  upon nuc1e i . c  a c i d  
c o n t o r m a t i o n ,  f o r  e x t e n s i o n  o f  t h e  c o n f ~ r m a t i o n a l  a n a l y t i c a l  
m e t h o d s  t o  h i g h e r  o l i g o m e r s ,  and  f o r  c o r r e l a t i o n  o f  d i m e r  c o n f o r -  
n a t i o n a l  t r e n d s  w i t h  n e a r e s t - n e i g h b o r  s t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  i n  
tRNA. 

E v a l u a t i o r l  of qJy=cspk t o r s i o n  a n q l g s .  With  t h e  a v a i l s b i l -  .---------- 
i t y  o f  mode l  a n h y d r o - c y c l o  n u c l e o s i d e s ,  F i g u r e  14.1, p r e p a r e d  a s  
p a r t  o f  t h e  s y n t h e t i c  p r o g r a m  d e s c r i b e d  a b o v e ,  we h a d  t h e  o p p o r -  
t u n i t y  t o  d e v e l o p  a n  u n a m b i g u o u s  method f o r  q u a n t i t s t i o n  o f  g l y -  
c o s i d i c  bond t o r s i o n  a n g l e s ,  X C N ,  i n  n u c l e o s i d e s  a n d  n u c l e o t i d e s .  
T h i s  bond p l a y s  a c r i t i c a l  r o l e  i n  e s t a b l r s h i n g  h e l i c a l  dimen- 
s i o n s  i n  R N A  a n d  DNA. 

The  m e t h o d  r e q u i r e s  (1) a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  v i c i n a l  
1 3 C - p r o t o n  c o u p l i n g s  a c r o s s  t h e  g1ycosid i .c :  C-N bond ( C Z - H I '  a n d  
~ 6 - H i  1 )  f o r  b i c y c l o  p y r i m i d i n e  n u c l e o s i d e s  i n  w h i c h  r o t a t i o n a l  
a n d / o r  t o r s i o n a l  f l e x i b i l i t y  a b o u t  C-N is  f o r e c l o s e d  ( F i g u r e  
4 1) : (2) e m p i r i c a l  c o r r e l a t i o n  o f  v i c i n a l  J! s C  ma9nitud.s  w i t h  
X,, v a l u e s ;  and  (3) u t i l i z a t i o n  o f  t h e s e  v i c i n a r  c o r r e l a t i o n s  t o  
d e t e r m i n e  X c N  v a l u e s  f r o m  m e a s u r e d  c a u p l i n g s  i n  n u c l e o -  
s i d e s / t i d e s .  V i c i n a l  c o u p l i n g s  C2-HI' arid C6-HI1 were measured  
f r o m  n a t u r a l  a b u n d a n c e  1 3 C  s p e c t r a  f o r  t h e  compounds  i n  F i g u r e  
14 .1 ,  r e c o r d e d  i n  t h e  p r o t o n  g n d e c o u p l e d  mode o u  a  V a r i a n  XL100 
s p e c t r o m e t e r .  A t y p i c a l  s p e c t r a l  m e a s u r e m e n t  w i t h  a d e q u a t e  S/N 
r a t i o  r e q u i r e d  a c c u m u l a t i o n  o f  40-50,300 f r e e  i n d u c t i o n  decays, 
r e p r e s e n t i n g  24-36 L o u r s  o f  s p e c t r o m e t a r  time. F o l l o w i n g  a n a l y -  
sis o f  t h e  s p e c t r a ,  e m p i r i c a l  p l o t s  o f  t h e  t y p e  shown i n  F i g u r e  
14.6 were c o n s t r u c t e d  o f  J1 3C-H v e r s u s  Q . T h e s e  c u r v e s  c a n  be 
r e p r e s e n t e d  b y  a n a l y t i c a l  e x p r e s s i o n s  o f N  t h e  t y p e  JCCHlt = 4.5  
~ 0 ~ 2 4  - 0 . 3  COS4 - 0.4, a n d J C Z H 1 t  = 4.9 C 3 S 2 &  - 2.3 COS$ - 0.1, 
w h e r e  4  r e p r e s e n t s  t h e  d i h e d r a l  a n g l e  < C 6 H 1 1  a n d  C C2HI1; t h e  
e x p r e s s i o n s  a r e  e x p e c t e d  t o  h a v e  a g e n s r a l  a p p l i c a b i l i t y  t o  p y r i -  
n i d i n e  n u c l e o s i d e s  a n d  nucleotides. (Curves o f  s imi lar  a n a l y t i -  
c a l  form c o u l d  i n  p r i n c i p l e  b e  d e r i v e d  f o r  p u r i n e  d e r i v a t i v e s ,  
w i t h  c o u p l i n g s  C8Hl@ a n d  C4H11.) 



Viciml Coupling Correlations . 

Across the Glycosyl Bond 
I I 

o 2,2'-Anhydro-I-(P-D-arabinofuranosyll-uracil 
+ 2 , 3 ' - ~ n h ~ d r o - l - ( ~ - ~ - x ~ l o f u r a n o s ~ l  )-uracil 
A 2,5'-  Anhydro-2' ,31-0- isopropylideneuridine 

2 , 5 ' - ~ n t i ~ d r o - l - ( / 3 - ~ -  ribofuranosy 11-uracil 
2 ' , 6 -Anhyd ro - l - (~ -~  - orobinofuranosyl)-6- hydroxyuracil 

x 5',6-Anhydro-2' ,3'-o-i~o~ropylideneuridine 

F i g .  14.6. E m p i r i c a l  c o r r e l a t i o n  o f  13C-prOtoti  c3u- 
p l i n g  c o n s t a n t s  w i t h  g l y c o s i d i c  bond  t o r s i o n  a n g l e  of 
a n h y d r o  c y c l o  u r i d i n e  d e r i v a t i v e s .  

Wi th  t h e s e  c o r r e l a t i o n s  e s t a b l i s h e d ,  i t  becomes p o s s i b l e  t o  
c a l c u l a t e  XcN v a l u e s  f o r  a  v i d e  v a r i e t y  o f  p y r i m i d i n e  d e r i v a t i v e s  
f r o m  r e l e v a n t  13C-HI' c o u p l i n g s .  A b r i e f  l i s t i n g  o f  r e s u l t s  i s  
g i v e n  i n  T a b l e  14.1. S e v e r a l  i m p o r t a n t  c o n c l u s i o n s  f o l l o w  from 
t h e s e  d a t a .  I n  a l l  i n s t a n c e s  t h e  d a t a  u e c e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  
p r e s e n c e  o f  qge f a v o r e d  c o n f o r m e r  a s  o p p o s e d  t o  a  b l e n d  o f  gyn 
a n d  a n t i  f o r m s .  F u r t h e r m o r e ,  c o m p a r i s o n  3f XCN s o l u t i o n  v a l u e s  
w i t h  a v a i l a b l e  c r y s t a l l o g r a p h i c  d a t a  s h o v e d  e x t r a o r d i n a r y  a g r e e -  
ment b e t w e e n  t h e  two f o r  a l l  compounds.  r h i s  s u p p o r t s  t h e  c o n -  
t e n t i o n  t h a t  f o r  p y r i m i d i n e s ,  a t  l e a s t ,  t h e  g l y c o s i d i c  bond i s  
r e l a t i v e l y  i n v a r i a n t  t o  c o n f o r m a t i o n a l  p e r t u r b a n t s .  The  r e s u l t s  
o f  t h i s  s t u d y  were r e p o r t e d  i n  a n  i n v i t e d  p r e s e n t a t i o n  a t  t h e  
Symposium o n  B i c m o l e c u l a r  S t r u c t u r e ,  F u n c t i o n ,  a n d  E v o l u t i o n  h e l d  
i n  M a d r a s  i n  J a n u a r y ,  1978. 
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T a b l e  1 4 . 1 .  C o m p a r i s o n  o f  G l y c o s y l  T o r s i o n  A n g l e s  i n  C r y s t a l l i n e  a n d  S o l u t i o n  
S t a t e s  

x (deg .1  xa ( d e g . )  
Compound S o l v e n t  3~ ( ~ 2 - 9 1 ' )  3~ ( ~ 6 - ~ 1 '  ) S o l u t i o n  C r y s t a l l i n e  

D 2 0  

DMSO 

D 2 0  

D 2 0  

D 2 O  

D 2 0  

D 2 0 ,  pD = 0  

D 7 0 ,  pD = 6 . 3  

D 2 0 ,  pD = 1 2  

D 2 0  

a  E s t i m a t e d  f r o m  v i c i n a l  c o r r e l a t i o n .  
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E x a m i n a t i o n  o f  Conf  i q u r a t i o n a l  a n d  Conf o r m a t i o n a l  E f f e c t s  i n  --------- -- ---- ------ -- ------------ ------- -- 
N u c l e i ~  A c i d  D e r i v a t i v e s  
-I---- ---- -_I---- 

S y n t h e s i s  of n u c l e o s i d e / t i d e  c o n f  i g u c a t i o n a l  isomers ( l o g  
c i t )  h a s  e n a b l e d  a s t u d y  of t h e  i n t e r p l a y  b e t w e e n  c o n f i g u r a t i o n a l  --- 
s t r u c t u r e s  a n d  c o n f o r m a t i o c a l  p r o p e r t i e s  i n  n u c l e i ~  a c i d s  by I#R 
s p e c t r o s c o p y .  T h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  a re  n e e d e d  t o  r e f i n e  f u r t h e r  , 

t h e  e m p i r i c a l  c o r r e l a t i o n s  d e r i v e d  f o r  c o u p l i n g s  a n d  c h e m i c a l  
s h i f t s  ( s e e  p r e v i o u s  s e c t i o n ) ,  a n d  t o  a s s e s s  t h e  i m p a c t  of base 
a n d  h y d r o x y l  g r o u p  p o s i t i o n  i n  c o n f o r m a t i o n a l  f e a t u r e s  s u c h  as  
s u g a r  r i n g  p u c k e r ,  g l y c o s i d i c  bond o r i e n t a t i o n ,  3 n d  e x o c y c l i c  
c a r b i n o l  a n d  p h o s p h a t e  g r o u p  r o t a m e r  p r e f e r e n c e s .  S e v e r a l  f a c e t s  
e x p l o r e d  i n  t h e  p a s t  y e a r  a r e  o u t l i n e d  below. 

A d e t a i l e d  1 K  220-UGz N f l R  s t u d y  o f  
9- ( 6 - D - x y l o f u r a n o s y l )  a d e n i n e  3' , S t - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e  
(3',5 '-xylo-cAHP, 1) a n d  9- ( B - D - a r s t i n o f  u r a n o s y l )  a d e n i n e  
2 '  , 5 ' - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e  ( 2 '  ,5'-ara-CAMP, 11) i n  D 2 0  s o l u t i o n  
was c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  p u r p o s e  o f  e s t a b l i s h r n g  t h e  e f f e c t  o f  
p h o s p h a t e  r i n g  size a n d  s i t e  o f  r i n g  f u s i o n  o n  s u g a r - r i n g  c o n f o r -  
m a t i o n  ( n a c c o s s ,  H., e t  a l . ,  C a r b o h y d r .  Bes. -,I 6 2  203, 1978) .  
The s u g a r - r i n g  c o n f o r m a t i o n s  i n  I a n d  I1 w e r e  f o u n d  t o  be 3E a n d  
zE, r e s p e c t i v e l y ,  w h i l e  t h e  p h o s p h a t e  r i n g s  e x i s t  i n  s c h a i r  
fo rm.  An u n u s u a l  * Jp lH  o f  30.8 Rz e x i s t s  b e t w e e n  HS1 a n d  p h o s -  
p h o r u s  i n  11. T h i s  l a t t e r  c o u p l i n g  v e r i f i e s  a s imilar  v a l u e  
f o u n d  p r e v i o u s l y  i n  t h e  a r a - c y t i d i n e  a n a l o g u e  o f  11, An i m p o r -  
t a n t  o u t c o m e  o f  t h i s  s t u d y  was t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  v i c i n a l  P-H 
c o u p l i n g - d i h e d r a l  a n g l e  c o r r e l a t i o n  f o r  b o n d i n g  c o n f i g u r a t i o n s  o f  
t y p e  P-0-C-H is s t r o n g l y  i n f l u e n c e d  b y  small bond a n g l e  c h a n g e s  
a l o n g  t h e  c o u p l l n g  p a t h .  T h u s  t h e  u s e  o f  v i c i n a l  c o r r e l a t i o n s  
d e v e l o p e d  f o r  a s i x - m e m b e r e d  c y c l i c  p h o s p h a t e  r i n g  s y s t e m  l e a d s  
t o  s e r i o u s  c o n f o r m a t i o n a l  e r r o r s  when a p p l i e d  t o  o t h e r  r i n g  s y s -  
tems, 

The  f irst  d e t a i l e d  s t u d y  h a s  b e e n  made of t h e  220-flHz NHR 
s p e c t r a  of a - a d e n o s i n e  3' , S t  - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e s  (111 ,  a-cAJP) , 
a - n r i d i n e  3 '  , 5 ' - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e  ( I V ,  a-cUHP) , a - c y t i d i n e  
3 '  . 5 ' - c y c l i c  monophospha te  ( V ,  a-cCHP) , a - d e o x y a d e n o s i n e  
3 , S t - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e  (VI,  a-edAaP) , a - S , 6 - d i h y d r o u r i d i n e  
3 '  , 5 ' - c y c l i c  monophospha t e  (VII, a-cDHUtlR) , ana 
B - 5 , 6 - h y d r o u r i d i n e  3 '  , 5 ' - c y c l i c  m o n o p h ~ s p h a t e  ( V I I I ,  B-cDHiJPlP) i n  
D 2 0  s o l u t i o n  (HacCoss ,  H., e t  a l . ,  J. A m .  Chem. Soc. 99,  7495,  
1 9 7 7 ) .  A n a l y s e s  o f  t h e  s p e c t r a  o f  1 1 1 - V  were a i d e d  b y  tiz u s e  o f  
e u r o p i u m  c h l o r i d e  a s  a s h i f t  r e a g e n t ,  A c o n f o r m a t i o n a l  a n a l y s i s  
showed t h e  sugar moieties o f  XIS-V t o  e x h i b i t  a  c o n f o r m a t i o n  i n  
t h e  r a n g e  2 T 3  t o  ST2 w i t h  a n  u n u s u a l l y  h i g h  d i s t o r t i o n  f r o m  p l a -  
n a r i t y ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  fl anomeEs which p r e f e r  3E t o  L,T~ a n d  
t h e  a c y c l i c  m o n o n u c l e o t i d e s  w h i c h  show a  2E * 3 E  e q u i L i b r i u m  
( F i g u r e  14 .7) .  T h i s  c h a n g e  i n  t h e  p r e f e r r e d  c o n f o r m a t . i o n  i s  



F i g .  14.7. P o s s i b l e  c o n f o r m a t i o n s  
o f  t h e  r i b o s e  and c y c l i c  p h o s p h a t e  
r i n g s  i n  n u c l e o s i d e  3' , 5 ' - c y c l i c  
monophospha tes :  (a) B a n o m e r s ,  J E  
s u g a r  puCK6t: (b) u arrouer, 3~ ? 

s u g a r  p u c k e r ;  ( c )  a anamer, T 
s u g a r  p u c k e r .  I n  a l l  cases, t i e  
c y c l i c  p h o s p h a t e  r i n g  is shown i n  a 
c h a i r  form. 

a t t r i b u t e d  t o  a r e p u l s i v e  i n t e r a c t i o n  beueen  t h e  2 ' - h y d r o x y l  a n d  
t h e  base. Removal  o f  t h e  2 ' - h y d r o x y l  g r o u p  e l i m i n a t e s  t h i s  
i n t e r a c t i o n  a n d  c a u s e s  a r e l a x a t i o n  t o  a l e s s  s t r a i n e d  s p s t e a ,  
 h his is  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  s u g a r  ring c o n f o r m a t i o n  o f  VX 
' w h i c h  e x h i b i t s  a  3 E  t o  q E  p u c k e r  a n d  a p u c k e r i n g  a m p l i t u d e  t h a t  
is less  t h a n  i n  t h e  r i b o  series. H y d r o g e n a t i o n  of t h e  p y r i m i d i n e  
ring of I V  . a n d  B - C U N P  g a v e  t h e  5 , 6 - d i h y d r o  p r o d u c t s  V I I  a n d  
V I I I  V I I I  e x h i b i t s  p r e f e r e n c e  f o r  a 3E t o  q T 3  r i b o s e  r i n g  con-  
f o r m a t i o n  a n d  i n  t h e  case o f  V I I ,  t h e  2 ' - h y d r o x y l - b a s e  i n t e r a c -  

. t i o n  i s  m a r k e d l y  r e d u c e d  owing  t o  t h e  i n c c e a s e d  f l e x i b i l i t y  o f  
t h e  a g l y c o n .  T h i s  r e s u l t s  i n  a r e l a x a t i o n  of  t h e  s u g a r  r i n g  con-  
f o r m a t i o n  f r o m  t h e  2 T 3  t o  J T 2  i n  1 1 1 - V  back t o w a r d  t h e  3 E  t o  I+TJ 
c o n f o r m a t i o n  f o u n d  i n  t h e  B anomers .  S a t u r a t i o n  o f  t h e  b a s e  is 
n o t  a s  e f f e c t i v e  a s  r e m o v a l  o f  t h e  2 ' - h y d t o x y l  g r o u p  i n  r e l i e v i n g  
t h e  s t r a i n  i n  t h e s e  r i g i d  s y s t e m s .  The p h o s p h a t e  r i n g  i s  f o u n d  
t o  be a f l a t t e n e d  c h a i r  form i n  a l l  cases. 



T h e o r e t i c a k  cggmtatioqg qf B i o l o q i c a l  Styuctgr~s 

The a p p l i c a t i o n  of s o p h i s t i c a t e d  quan tum m e c h a n i c a l  m e t h o d s  
t o  b i o l o g i c a l  s t r u c t u r e  p r o b l e m s  i s  r e l a t i v e l y  r e c e n t  a n d  d e r i v e s  
i t s  i m p e t u s  f r o m  t h e  work o f  P u l l m a n  (PuAlrn3n, S., a n d  A. S a r a n ,  
P r o g r e s s  &g N u c l e i c  &&a R e s e a r c h  grid u e c u l a y  b i o l o q p .  Ed. U. --- --- 
cohn .  Academic  P r e s s ,  N e w  P o r k ,  1 9 7 6 ,  Vol. 1 8 ,  p. 2 1 5 ) .  T h e o r -  
e t i c a l  c a l c u l a t i o n s  o f  b i o l o g i c a l  c o n f o r m a t i o n s  are a n  i m p o r t a n t  
a d j u n c t  o f  s p e c t r o s c o p i c  m e a s u r e m e n t s ,  o f t e n  p r o v i d i n g  i n s i g h t s  
i n t o  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  f o r  m o l e c u l e s  n o t  a c c e s s i b l e  t o  e x p e r i -  
m e n t a l  m e a s u r e m e n t  ( b e c a u s e  of r e a c t i v i t y )  or  whose  s y n t h e t i c  
p r e p a r a t i o n  is  n o t  f e a s i b l e .  

An a p p r o a c h  w i t h  p a r t i c u l a r  u t i l i t y  f o r  c o n f o r m a t i o n a l  
e n e r g y  c a l c u l a t i o n s  o f  n u c l e i c  a c i d  c o n s t i t  u t e n t s  i s  P C I L 3  ( p e r -  
t u r b a t e d  c o n f i g u r a t i o n  i n t e r a c t i o n  w i t h  l o c a l i z e d  o r b i t a l s ) ,  o r i -  
q i n a l l y  d e v e l o p e d  by f i a l r i e u  a n d  c o - w o r k e r s  ( D i n e r ,  S., J. P. 
f l a l r i e u ,  a n d  N. G i l b e r t ,  Theor .  Chim. A c t a  13, 7,  1 9 6 9 )  a n d  
a p p l i e d  by P u l l m a n  t o  e u c l e i c  a c i d s  ( S a r a n ,  A . ,  -8. B e r t h o d ,  and  
8 .  P u l l m a n ,  Biochim.  B i o p h y s .  A c t a  331, 154,  1 9 7 3 ) .  E s s e n t i a l l y ,  
i t  c a l c u l a t e s  m o l e c u l a r  e n e r g i e s  a s  a f u n c t i o n  o f  c o n f o r m a t i o n a l  
c o o r d i n a t e s ,  i.e., v a r i a t i o n s  i n  bond  t o r s i a n  a n g l e s  f o r  f l e x i b l e  
b o n d i n g  a r r a n g e m e n t s .  U s i n g  a c o m p u t e r  p r o g r a m  a d a p t e d  f o r  t h e  
A N L  I B M  c o m p u t e r ,  a c o m p a r a t i v e  s t u d y  was u n d e r t a k e n  o f  c o n f i g u -  
r a t i o n a l  e f f e c t s  o n  c o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s  of a -  a n d  B - a n o m e r s  
o f  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  n u c l e o s i d e  3 1 , 5 ~ - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e s  
a n d  t h e i r  2 ' - a r a b i n o  e p i m e r s .  One i m p o r t a n t  o u t c o m e  o f  t h i s  
s t u d y  was t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  t h e  2'  
'OH g r o u p  a n d  p o l a r  c e n t e r s  on t h e  b a s e  r i n g  is a  m a j o r  d e t e r m i -  
n a n t  o f  bgg-~an p r e f e r e n c e s  of b a s e s  i n  a - n u c l e o s i d e  
3 1 , 5 1 - c y c l i c  n o n o p h o s p h a t e s  ( T e v a r i ,  R . ,  a n 3  S. S. DanyluK, B iop-  
o l y m e r s  JZ, 1181 ,  1 9 7 8 ) .  

T h i s  method h a s  now b e e n  e x t e n d e d  t o  c 3 l c u l a t i o n s  of co i io r -  
m a t i o n a l  e n e r g i e s  f o r  s e l e c t e d  d i n u c l e o s i d e  m o n o p h o s p h a t e s  w i t h  
t h e  o b j e c t i v e  o f  s u p p l e m e n t i n g  t h e  N U R  r e s u l t s  a n d  a s s e s s i n g  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  ~ n t r a m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  on s t r u c t u r e .  3 s i n g  
t h e  K I L O  method,  p r e f e r r e d  c o n f  o r m a t i o n a l  s t r u c t u r e s  a n d  c o n f  or- 
n a t i o n a l  e n e r g y  maps were c a l c u l a t e d  far upU and ApR. A l t h u u y h  
t h e  r e s u l t s  a re  p r e l i m i n a r y ,  t h e y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c o n f o r m a -  
t i o n a l  p r e f e r e n c e  a b o u t  P-05' (w) and  P-03 (w') b o n d s  i n  t h e  
p h o s p h o d i e s t e r  b a c k b o n e  i s  s i g n f i f i c a n t l y  i n f l u e n c e d  b y  i n c l u s i o n  
o f  b a s e s  a n d  b y  r i b o s e  r i n g  p u c k e r ,  b u t  n o t  ky t h e  p r e c i s e  n a t u r e  
o f  t h e  b a s e  ( A  or  U ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  c o n f o r m a t i o n n l  p r e f e r e n c e  
a b o u t  C 3 ' - 0 3 '  ($11 )  is a f f e c t e d  by r i ~ o s e  p u c k e r  b u t  n o t  b y  b a s e  
t y p e .  An e s p e c i a l l y  s u r p r i s i n g  r e s u l t  was t h e  g l o b a l  minimum 
l o c a t i o n  i n  t h e  w , w '  c o n f o r m a t i o n a l  e n e r g y  n a p s  a t  w , w l  v a l u e s  of  
1200 and  3000  r e s p e c t i v e l y  f o r  b o t h  UpU a n d  ApA. T h e s e  I1 favored"  
s t r u c t u r e s  ' d i f f e r  m a r k e d l y  f r o m  r i g h t - h a n d e d  h e l i c a l  foxms  
( s t r n c t u r e  A p j 2  i n f r a ,  w i t h  w = 300,  w 1  = 300) p r e d i c t e d  by 
p r e v i o u s  c a l c u l a t i o n s  i n v o l v i n g  r i b o s e - p h ~ s p h a t e  b a c k b o n e  s e g -  
m e n t s  a l o n e ;  n o t  d o  t h e y  a g r e e  w i t h  N U R  s o l u t i o n  c o n f o r m a t i o n s  
( s e e  a b o v e  d i n e r  s e c t i o n ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  c a l c u l a t e d  UpU 



conformation ( o / w * ,  1200/3000)  is s t a b i i i z e d  by intrgiwq&lsu- 
l a r  h ~ d r o q g g  b o n d i n q  b e t w e e n  03'-H of -pU a n d  0 2  o f  t h e  u r a c i l  i n  --- 
t h e  5' t e r m i n a l  p o s i t i o n  (Up-) . A simil3r i n t e r a c t i o n  o c c u r s  
b e t w e e n  03'-H (-PA) a n d  N 3  (Ap-) t o  s t a b i l i z e  a n  o/o' ,  1230/3000 
s t r u c t u r e  i n  ApA. An i n t e r a c t i o n  of t h i s  t y p e  may b e  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  s p e c i f i c i t y  of r e c o g n i t i o n  o f  3 ' - t e r m i n a l  e n d s  o f  r i b o n u -  
c le ic  a c i d s  by e x o n u c l e a s e s .  However,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  
h y d r o g e n  b o n d i n g  w i t h  s o l v e n t  a n d / o r  c h a o g e s  i n  i o n i z a t i o n  s t a t e  
of t h e  p h o s p h a t e  g r o u p  may a l t e r  t h e  b a s e  s t a c k i n g  p r o p e r t i e s  o f  
t h e s e  d i a e r s  i n  s o l u t i o n .  

CRYSTALLOGRAPHIC A N D  CHEHICAL STUDIBS OF THE STRUCTURE OF I R Q U N O -  
G L O B U L I N S  

a. S c h i f f e r ,  F. A. H e s t h o l m ,  a n d  N. P a n a g i o t o p o u l o s  

I m m u n o g l o b u l i n s  a r e  p a r t  of t h e  b o d y ' s  d e f e n s e  mecaan i sms  
a q a i n s t  i n v a d i n g  f o r e i g n  a g e n t s  s u c h  a s  p o l l u t a n t s  a n d  p a t h o g e n s ;  
T h e i r  f u n c t i o n  is t o  r e c o g n i z e  a n d  b i n d  f o r e i g n  a g e n t s  a n d  t o  
t r i g g e r  t h e  b o d y ' s  immune r e s p o n s e .  To u n d e r s t a n d  how t h e  immu- 
n o g l o b u l i n s  f u n c t i o n ,  a n d  wha t  a c c o u n t s  f o r  t h e i r  h i g h  d e g r e e  o f  
s p e c i f i c i t y ,  X-ray d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  o f  s i n g l e  c r y s t s l s  o f  
B e n c e - J o n e s  a n d  myeloma p r o t e i n s  a r e  c a r r i e d  o u t .  X-ray  d i f f r a c -  
t i o n  i s  t h e  o n l y '  t e c h n i q u e  by which  t h e  i e t a i l e d  t h r e e - d i m e n -  
s i o n a l  s t r u c t u r e ,  i.e., t h e  p o s i t i o n s  o f  a l l  t h e  a t o m s  w i t h i n  t h e  
m o l e c u l e ,  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  

IgG i m m u n o g l o b u l i n s  i n  m y e l o m a t o u s  and  n o r m a l  s e r a  c o n s i s t  
o f  two l i g h t  c h a i n s  (mol w t  23,030) a n d  two  h e a v y  c h a i n n s  (ma1 w t  
50 ,000) .  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n s  r e p r e s e n t  e x c r e t e d  l i g h t  c h a i n s  
a n d  t h e i r  p r e s e n c e  i n  u r i n e  is  p a t h o g n o m i c  o f  m u l t i p l e  myeloma. 
T h e  l i g h t  c h a i n s  b e l o n g  i n  two m a i n  classes (A a n d  K ) ,  b a s e d  on 
t h e i r  amino a c i d  s e q u e n c e .  Tho p r o p o r t i o n  of K a n d  X l i g h t  
c h a i n s  i s  3 t o  2 i n  human se rum.  

The s t u d y  o f  t h e  t4cg A- type  B e n c e - J o n e s  d i n e r  is b e i n g  com- 
p l e t e d  by t h e  c r y s t a l l o g r a p h i c  r e f i n e m e n t  o f  i t s  a t o m i c  p o s i -  
t i o n s .  S t r u c t u r e  d e t e r m i n a t i o n  h a s  s t a r t e d  on  t h e  f i r s t  c o m p l e t e  
K - t y p e  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  ( F i n )  e v e r  c r y s t a l l i z e d .  F u r t h e r  
a t t e m p t s  a r e  b e i n g  made t o  p r e p a r e  a n 3  c r y s t a l l i z e  o t h e r  immuno- 
g l o b u l i n  f r a g m e n t s ,  w i t h  s p e c i a l  e m p h a s i s  o n  K - t y p e  B e n c e - J o n e s  
p r o t e i n s  a n d  f r a g m e n t s  d e r i v e d  f r o m  Igfl p r o t e i n s .  C h a r a c t e r i z a -  
t i o n  o f  c r y s t a l s  of o r n i t h i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  is a l s o  i n  p r o -  
g r e s s .  



C ~ s t a l l o q r a p h i c  R e f i n e m e n t  of t&g A-ryee Dimer - 
The  p r i n c i p a l  o b j e c t i v e  o f  t h e  r e f i r i e m e n t  is t o  o b t a i n  t h e  

most a c c u r a t e  c o o r d i n a t e s  f o r  t h e  more t h a n  3,000 n o n h y d r o g e n  
a t o m s  p e r m i t t e d  b y  X-ray d i f f r a c t i o n  d a t a  f o r  t h i s  B e n c e - J o n e s  
d i m e r  o b t a i n e d  from p a t i e n t  Mcg. A c c u r a t e  3-D s t r u c t u r e s  are  
e s s e n t i a l  f o r  i n t e r c o m p a r i s o n  o f  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s ,  e .g. ,  immu- 
n o g l o b u l i n  f o l d ,  w i t h  o t h e r  i m m u n o g l o b u l i n  f r a g m e n t s .  The 
r e f i n e s e n t  w i l l  a l s o  f a c i l i t a t e  t h e  u s e  o t  t h e  Rcg p r o t e i n  a s  a  
s e a r c h  s t r u c t u r e  t o  d e t e r m i n e  s t r u c t u r z s  f o r  o t h e r  immunoglobulin 
f r a g m e n t s  by m o l e c u l a r  r e p l a c e m e n t  methods .  

The r e f i n e m e n t  is t h e  l a s t  p h a s e  of t h e  s t r u c t u r a l  s t u d y .  
T h e  method of " c o n s t r a i n e d  c r y s t a l l o g r a p h i c  r e f i n e m e n t r 9  is used .  
T h e  r e s u l t i n g  m o l e c u l a r  model  h a s  b e e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c 3 l c u -  
l a t e 3  e l e c t r o n  d e n s i t y  map, a n d  m a n u a l  c h a n g e s  were made w i t h  t h e  
a i d  of a n  i n t e r a c t i v e  c o m p u t e r  g r a p h i c  s y s t e m  GRIP a t  t h e  i J n i v e r -  
s i t y  o f  N o r t h  C a r o l i n a .  The r e f i n e m e n t  is p r o g r e s s i n g  wel l ;  t h e  
crystallographic B f a c t o r  d e c r e a s e d  f r a m  4 3  t o  31%. T h e  r e f i n e -  
ment i m p r o v e d  . t h e  q u a l i t y  o f  t h e  e l e c t r ~ n  d e n s i t y  map s o  t h a t  
e l e c t r o n  d e n s i t y  fo r  Q 149 a t o m s  t h a t  were n o t  s e e n  i n  t h e  map 
c a l c u l a t e d  w i t h  i s o m o r p h o u s  p h a s e s  becsme  observable. 

C r y s t a l l i z s & & g g  nnfi c h a r a c t e r i z a t i g g  ~f g g n c e - J o n e s  Proteins i p  -- 
S o l u t i o n  ------ 

We are c o l l a b o r a t i n g  w i t h  D r .  A. Solomon,  U n i v e r s i t y  o f  Ten- 
n e s s e e ,  who h a s  a l a r g e  i n v e n t . o r y  o f  human B e n c e - J o n e s  p r o t e i n s  
a n d  myeloma p r o t e i n s  u h i c b  h e  h a s  c a r e f u l l y  c h a r a c t e r i z e d  b o t h  
c l i n i c a l l y  a n d  i m m u n o c h e m i c a l l y .  His c l i n i c a l  a n d  imrnunochemical  
d a t a  w i l l  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  s t r u c t u r a l  i n f o r m a t i o n  o b t a i n e d  
from o u r  X-ray d i f  f r ' a c t i o s  studies, 

We h a v e  now c h a r a c t e r i z e d  f i f t e e n  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n s  a n d  
p u r i f i e d  them b y  c h r o m a t o g r a p h y  o n  S e p h a d e x  G-200 a t  pH 8. Our 
c r y s t a l l i z a t i o n  a t t e m p t s  were s u c c e s s f u l  f ~ r  s e v e n  of t h e  p r o -  
t e i n s ,  a n d  we h s v e  s t a r t e d  s t r u c t u r e  d e t e r m i n a t i o n  o n  t h e  K - t y p e  
B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  F i n .  C r y s t a l s  o f  two A-type  B e n c e - J o n e s  p r o -  
t e i n s ,  C l e  a n d  Ree, a r e  a l s o  a p p r o a c h i n g  t h e  s i z e  w h e r e  t h e y  w i l l  
b e  u s e f u l  f o r  X-ray d i f f r a c t i o n  m e a s u r s m s n t s .  

Our c h a r a c t e r i z a t i o n  of t h e  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n s  by chroma-  
t o g r a p h y  on S e p h a d e x  6-200 a t  pH 8 ,  a n d  hy S D S  g e l  e l e c t r o p h o r e -  
sis, i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  of m e r c a ~ t ~ e t h a n o l ,  a l s o  f u r t h -  
e r e d  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  d i f f e r e n t  f o r u s  o f  B e n c e - J o n e s  
p r o t e i n s  t h a t  c a n  . be  f o u n d  i n  d i f f e r e n t  p a t i e n t s .  Whereas  , t h e  
p r e d o m i n a n t  s p e c i e s  i n  e x c r e t e d  A-type p r o t e i n s  is t h e  d i s u 1 f i . d e  
bond d i m e r ,  t h e  s t a t e  of t h e  e x c r e t e d  K - t y p e  p r o t e i n s  v a r i e s .  



Monomers a n d  d i s u l f i d e  b o n d e d  d i m e r s  o c c u r  i n  d i f f e r e n t .  
- p r o p o r t i o n s  d e p e n d i n g  o n  t h e  p a t i e n t .  A t  n e u t r a l  pH, some o f  t h e  
monomers a s s o c i a t e  t o  f o r m  n o n c o v a l e n t l y  l i n k e d  d i m e r s  w h i l e  o t h -  
e rs  r e m a i n  a s  monomers. Based  o n  t h e  a s s o c i a t i o n  p r o p e r t i e s  of 
t h e  monomers, 'two t y p e s  of d i m e r s  c a n  be  p o s t u l a t e d .  I n  t h e  
f i r s t ,  exempl i f i ed  b y  t h e  Hcg p r o t e i n ,  t h e  monomers are  h e l d  
t o g e t h e r  i n  a c o m p a c t  f o r m  by n o n c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s ,  or a r e  
b o u n d  by t h a s e  a n d  a l s o  by a  d i s u l f i d e  bond. T h e  s e c o n d  t y p e  o f  
d i m e r  is h e l d  t o g e t h e r  m a i n l y  by t h e  d i s u l f i d e  bond a n d  p r o b a b l y  
h a s  a less c o m p a c t  s t r u c t u r e .  T h e  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  
two p o s t u l a t e d  f o r m s  of d i m e r s  would  t h e r e f o r e  b e  e x p e c t e d  t o  b e  
d i f f e r e n t .  

S t r u c t u r e  D e t e r m i n a t i o n  of the K - T ~ E ~  B e n c e - J o n e s  P r o t e i n ,  Fjg 
----A- ---------- 

A c o m p l e t e  human ~ - t y p e  B e n c e - J o n a s  p r o t e i n  ( F i n )  h a s  been 
i s o l a t e d  a n d  c r y s t a l l i z e d .  ImmunochemicaL a n d  p h y s i c o c h e r n i c a l  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  p r o t e i n  P i n  i n d i c a t e s  t h a t  i t  is of t h e  
K - c h a i n  s u b g r o u p  K X I ,  a n d  t h a t  i t  c o n s i s t s  of t w o  n o n c o v a l e n t l y  
bound  i n t a c t  monomers each h a v i n g  a m o l e c u l a r  weight of % 23,030 
d a l t o n s .  C r y s t a l s  of B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  F i n  o b t a i n e d  f r o m  ammo- 
n ium s u l f a t e  s o l u t i o n s  ( ~ i g u r e  14.8) o r t h o r h o m b i c  s p a c e  
g r o u p  P21ZlZl  w i t h  c e l l  d i m e n s i o n s  a =hy:z.:hi, P = 9 3 . 3  8 ,  and 
c = 42.3  i. T h e  a s y m m e t r i c  u n i t  c o n s i s t s  of  a  d i m e r  o f  m o l e c u l a r  - 
# e i g h t  Q 4 6 , 0 0 0  d a l t o n s .  T h e  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n  e x t e n d s  t o  2.7 
A s p a c i n g .  D i f f r a c t i o n  d a t a  t o  4 1 r e s o l u t i o n  h a v e  b e e n  c o l -  
l e c t e d  f o r  t h e  n a t i v e  c r y s t a l .  Our  i n i t i a l  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  
t h e  s t r u c t u r e  of p r o t e i n  P i n  J i l l  u t i l i z e  t h e  m o l e c u l a r  r e p l a c e -  
ment  method u s i n g  a s  s e a r c h  s t r u c t u r e s  t h e  1 - c h a i n  d i m e r  Mcg a n d  
t h e  v a r i a b l e  f r a g m e n t  d i m e r  o f  t h e  K - c h a i n  Rei. 

S o l v i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  F i n  i s  o f  s p e -  
c i a l  l n t e r e s t  b e c a u s e  t h i s  p a r t i c u l a r  p c ~ t e i n  i s  a  c o m p l e t e  
K - c h a i n  c o n s i s t i n g  o f  two  n o n c o v a l e n t l y  bound monomers a n d  
b e c a u s e  it is a l i g h t  c h a i n  of a  K - c h a i n  s u b g r o u p ,  1 t h a t  is 
c h a r a c t e r i z e d  by p r o t e i n s  p o s s e s s i n g  a n  i n s e r t i o n  o f  up  t o  s i x  
a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  b e t w e e n  p o s i t . i o n s  29 a n d  3 0  i n  t h e  f i r s t  
h v p e r v a r i a b l e  r e g i o n .  



Fig. 14.8. Crystals of a K Bence-Jones protein 
Pin obtained at 1.7 H ammonium sulfate (length is 
% 0,45 ma. 
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C h a r l e s  F. E h r e t  ( S e n i o r  B i o l o g i s t )  
K e n n e t h  F. Groh ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
J o h n  C. H e i n e r t  ( S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t )  
G e o r g e  S v i h l a  ( B i o l o g i s t )  

D u r i n q  t h e  p a s t  y e a r ,  s t u d i e s  o n  z i r c a d i a n  r e g u l a t i o n  a t  t h e  
o r g a n i s m i c  l e v e l  i n  t h e  r a t  h a v e  f o c u s e d  u p o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  
f o o d ,  d r u q s ,  a n d  t o x i c  metals u p o n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  c i r c a d i a n  
s y n c h r o n y ,  t h o  i n d u c t i o n  o f  p h a s e  s h i f t s  i n  minimum time, a n d  t h e  
i n d u c t i o n  o f  c i r c a d i a n  d y s c h r o n i s m ,  i . e . ,  t h e  a b s e n c e  o f  a  s t r o n g  
d a i l y  r h y t h m  w h e r e  o n e  n o r m a l l y  i s  f o u n d .  

F i r s t ,  i n  p rog rammed  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s ,  t h e  z h a l l e n g e s  o f  
p h a s e  3 d v a n c e s  o r  o f  p h a s e  d e l a y s  o f  7 h o u r s  ( s i m u l a t i n g  a  f l i g h t  
t o  V i e n n a  a n d  r e t u r n )  are b e s t  met by c a t s  f e d  h i g h  p r o t e i n  
b r e a k f a s t s  ' and  low p r o t e i n  s u p p e r s ;  t h e  i n v e r s e  p a t t e r n  ( h i g h  
c a r b o h y d r a t e  b r e a k f a s t s ,  h i g h  p r o t e i n  s u p p e r s )  mos t  o f t e n  l e a d s  
t o  c i r c a d i a n  d y s c h r o n i s m  ( " j e t  l a g m )  f 3 r  5 o r  more  d a y s .  

S e c o n d ,  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c i r c a d i a n  p h a s e  t i m e - o f  - admin -  
i s L r a t i o n  o f  L - d i h y d r o x y p h e n  y l  a l a n i n e  (L-DOPA) u p o n  t h e  c i r c a d i a n  
r h y t h m  o f  d e e p  body t e m p e r a t u r e  was a l s o  s t u d i e d .  C o n s u m p t i o n  o f  
t h e  d r u q  b e f o r e  t h e  d a i l y  t h e r m a l  a c r o p h a s e  c a u s e d  c i r c a d i l n  d y s -  
c h r o n i s m ;  c o n s u m p t i o n  o f  t h e  d r u g  a f t e r  t h e  a c r o p h a s e  p e r m i t t e d  
m a i n t e n a n c e  o f  s y n c h r o n y  ( F i g u r e  15. 1)  . I h e  c h r o n o t y p i c a l l y  cor- 
rect  ( o r t h o c h r o n i l )  p h a s e  i n  w h i c h  t o  g i v e  L - D O P A  c o i n c i d e s  w i t h  
t h e  time a t  w h i c h  s y n t h e t i c  a ~ t i v i t y  i n  h e  c a t e c h o l a m i n e  
( '@awaket t )  p a t h w a y  n o r m a l l y  ( c h r o n o t y p i c a l l y )  d i m i n i s h e s  ( F i g u r e  
15 .2 )  . To r e d u c e  t h e  d e l e t e r i o u s  s i d e  e f f e c t s  a n d  m a x i m i z e  t h e  
b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o f  L-DOPA, o r t h o c h r o n a l  t h e r a p y  is i n d i c a t e d .  

T h i r d ,  a p i l o t  s t u d y  t o  d e t e r m i n e  t h e  u s e f u l n e s s  o f  i n d u c -  
t i o n  o f  i r r e g u l a r i t i e s  i n  c i r c a d i a n  m e t a b o l i c  e v e n t s  a s  i n d i c s -  
t o r s  o f  t h e  t o x i c i t y  o f  metals a s s o c i a t e d  w i t h  e n e r g y  s t o r a g e  h a s  
g i v e n  v e r y  p r o m i s i n q  r e s u l t s .  L i t h i u m ,  l e a d ,  cadmium,  a n d  mer- 
c u r y  a d m i n i s t e r e 8  i n  t h e  d r i n k i n g  water o f  t h e  r a t  e a c h  c a u s e  
c i r c a d i a n  d y s c h r o n i s m  a t  r e m a r k a b l y  low d o s e  l e v e l s  (5-1000 ppm). 
T h u s ,  t h i s  t e s t  is a t  l e a s t  a s  s e n s i t i v e  a s  t h e  ' @ b e h a v i o r a l l y 1 @  
o r i e n t e d  t o x i c i t y  t e s t s  now i n  u s e  e l s e w h e c e .  Our o b s e r v a t i o n s  
a l s o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  e s s e n t i a l  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  f o r  c i r c a d i a n  
c l o c k  c h e m i s t r y  a n d  f o r  n e u r o c h e m i s t r y  a p p t a r  t o  b e  c l o s e l y  c o u -  
p l e d .  T h e r e f o r e ,  o u r  d e m o n s t r a t i o n  of metal t o x i c i t y  a t  l o w  l e v -  



els,  u s i n g  d i s r u p t i o n s  of c i r c a d i a n  m e t a b o l i c  f u n c t i o n  a s  end 
p o i n t s ,  may h a v e  p r o f o u n d  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
s h o r t - t e r m  t e s t i n g  s y s t e m s  t h a t  a re  r a l e v a n t  t o  l o n g - t e r m  beha-  
v i o r a l  a n d  n e u r o p h y s i o l o g i c a l  t o x i c i t i e s  a n d  d y s f u n c t i o n s .  

Deta i l s  of t h e s e  t h r e e  s t u d i e s  a r e  d e s z r i b e d  below.  We p r o -  
p o s e  t o  e x p l o i t  t h e  a d v a n c e s  i n  e a c h  o f  t h e  t h r e e  a r e a s  by p a r a l -  
l e l  m o l e c u l a r  s t u d i e s  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l .  
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C. F. E h r e t ,  K .  R .  G roh ,  a n d  J. C.  ~ e i n e r t  

We h a v e  d e v e l o p e d  a d i e t  p l a n  f o r  humans  t o  a s s u r e  s w i f t  
a d j u s t m e n t s  t o  p h a s e  s h i f t s .  T h e  d i e t  i s  b a s e d  u p o n  ( 1 )  t h e  
c h r o n o b i o t i c  a c t i o n  o f  t h e  m e t h y l a t e d  x a n t h i n e s  t h e o p h y l l i n s  ( i n  
t e a )  a n d  c a f f e i n e  ( i n  c o f f e e )  ; ( 2 )  t h e  a c t i o n  o f  f o o d  a s  3 z e i t -  
g e b e r  i n  f e e d - s t a r v e  (FS) c y c l e s ,  p r e s u m a b l y  e f f i c a c i o u s  b e c a u s e  
o f  g l y c o g e n  d e p l e t i o n  d u r i n g  a p r o l o n q e d  s t a r v a t i o n  (S) p h a s e :  
a n d  (3)  t h e  t e n d e n c y  o f  a  h i g h  p r o t e i n  m e a l  t o  f a v o r  s y n t h e s i s  o f  
t h e  c a t e c h o l a m i n e s  n o r e p i n e p h r i n e  a n d  * p i n e p h r i n e ,  a n d  o f  a  h i g h  
c a r b o h y d r a t e  meal t o  f a v o r  t h e  s y n t h e s i s  ~ f  s e r o t o n i n .   orep pi- 
n e p h r i n e  a n d  e p i n e p h r i n e  s h o u l d  be  r a l a t i v e l y  h i g h  d u r i n g  t h e  
a c t i v e  . p h a s e  o f  t h e  a n i m a l ,  a n d  s e r o t ~ n i n  c e l a t i v e l y  h i g h  d u r i n g  
t h e  i n a c t i v e  p h a s e .  

B a s e d  o n  t h e  a b o v e ,  a p r o c e d u r e  t o  h e l p  humans a d j u s t  more 
t e a d i  l y  t o  t h e  p h a s e  s h i f t s  a s s o c i a t e d  w i t h  t r a n s o c e a n i c  t r a v e l  
i s  a s  f o l l o w s ,  u s i n g  a n  e a s t b o u n d  f l i g h t  w i t h  a  p h a s e  a d v a n c e  o f  
7 h o u r s  a s  a  mode l :  Remain  o n  l o c a l  time b e f o r e  t h e  s h i f t ,  b u t  
m o d i f y  e a t i n g  h a b i t s  f o r  4 d a y s  b e f o r e h a n d .  Assuming a Wednesday  
e v e n i n g  d e p a r t u r e ,  t h e n  S u n d a y  a n d  T u e s d a y  a r e  n F e a s t  Days,n a n d  
Monday a n d  W e d n e s d a y s  a r e  " F a s t  Days." m e a n s  t o  e a t  
f a i r l y  l a r g e  meals i n  o r d e r  t o  b u i l d  up l a r g e  g l y c o g e n  r e s e r v e s .  
" F a s t w  m e l n s  t o  e a t  l i g h t l y  i n  o r d e r  t o  e n c o u r a g e  d e p l e t i o n  o f  
g l y c o g e n  r e s e r v e s ;  f r u c t o s e  o r  f r u i t -  j u i c e  s u p p , l e m e n t s  a r e  r ecom-  
mended t o  a v o i d  b e c o m i n q  o v e r l y  f a m i s h e d  a n d  h y p o g l y c e m i c .  Thus ,  
t h e  p a t t e r n  i s  F e a s t - F a s t - F e a s t - F a s t .  3n  Wednesday  e v e n i n g ,  
b e t w e e n  1900 a n d  2300 l o c a l  time, consume  t h r e e  t o  f i v e  c u p s  o f  
b l a c k  c o f f e e  ( n o  s u g a r ,  n o  cream) o r  s t r o n g  t ea  t o  d e p l e t e  g l y c o -  
gen r e s e i v e s  f u r t h e r ,  a n d  a l s o  t o  i n d u z e  t h e  d e s i r e d  p h a s e  
a d v a n c e .  ( F a r l i e r  o n  Wednesday ,  a n 3  e s p e c i a l l y  a t  b r e a k f a s t ,  
a v o i d  c a f f e i n a t e d  b e v e r a g e s  e n t i r e l y ,  3s t h e y  would  e n c o u r s q e  t h e  
u n d e s i r e d  p h a s e  d e l a y . )  Retire t o  res t  o n  t h e  p l a n e  a s  e a r l y  as  
c o n d i t i o n s  p e r m i t  o n  Wednesday  n i g h t  ( l 1o ld  time"), a n d  a v o i d  
s n a c k s ,  m o v i e s ,  b r i g h t  l i q h t s ,  o r  l i v e l y  d i s c u s s i o n s  u n t i l  b r e a k -  
f a s t .  A t  a b o u t  0730 T h u r s d a y  m o r n i n g ,  d e s t i n a t i o n  b r e a k f a s t  
time, move a b o u t ,  a n d  b r e a k  t h e  f a s t  w i t h  a  h i g h  p r o t e i n  b r e a k -  
f a s t ,  u s u a l l y  e a t e n  o n  t h e  a i r c r a f t  j u s t  b e f o r e  l a n d i n g .  T h i s  
r e p l e n i s h e s  t h e  e n e r g y  r e s e r v e s  o f  w h a t  s h o u l d  b e  f a i r l y  w e l l - d e -  
p l e t e d  l i v e r s ,  i n  a p p r o x i m a t e  s y n c h r o n y  w i t h  t h e  b r e a k f a s t  o f  t h e  
d e s t i n a t i o n  p o p u l a c e .  Lunch a n d  s u p p e r  s h o u l d  a l s o  b e  h e a v y ,  a n d  
o n  d e s t i n a t i o n  time, t h a t  f i r s t  day .  Retire e a r l y ,  a n d  c a n t i n u e  
i n  p h a s e  w i t h  "newn time. T o  d a t e  we h a v e  c o l l e c t e d  o n l y  s u b j e c -  
t i v e  r e s u l t s  o n  t h e  o u t c o m e ,  b u t  t r i a l s  w i t h  human s u b j e c t s  h a v e  
a p p a r e n t l y  b e e n  h i g h l y  s u c c e s s f u l .  T h e s e  g u i d e l i n e s  s h o u l d  a l s o  
b e  u s e f u l  f o r  s h i f t  w o r k e r s ,  who f r e q u e n t l y  h a v e  t o  a d j u s t  t o  
time c h a n g e s .  

The  r e s u l t s  of p rog rammed  f e e d i n g  t e s t s  w i t h  r a t s  s u p p o r t  
t h e  e x p e c t a t i o n s  of t h e  t r a v e l e r s g  , 3 i e t  f o r  h u m a n s  p r e s e n t e d  



a b o v e .  R a p i d  p h a s e  s h i f t s  i n  e i t h e r  d i r e c t i o n  were a s s u r e d  o r  
e n c o u r a g e d  by h i g h - p r o t e i n  b r e a k f a s t s  a n d  h i g h  c a r b o h y d r a t e  s u p -  
p e r s ;  s l u g g i s h  p h a s e  s h i f t s  a n d / o r  t o t a l  d y s c h r o n i s m  f o r  a s  1on.g 
a s  5 d a y s  were a s s u r e d  by  l o w - p r o t e i n  b r e a k f a s t s  a n d  h i g h - p r o t e i n  
s u p p e r s .  

T H E  CHRONOPHARHACOLOGY OF L-DOPA: IHPLICATIONS FOR ORTHOCHRONAL 
THERAPY I N  THE PREVENTION OF C I R C A D I A N  DPSCHRONISM 

C. F. E h r e t ,  J. C. N e i n e r t ,  a n d  K .  R. G r o h  

T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c i r c a d i a n  phase t . i  m e - o f - a d m i n i c t r a t i a n  
of L-DOPA u p o n  t h e  circadian r h y t h m  o f  w h o l e  a n i m a l s ,  a s  j u d g e d  
b y  m e a s u r e s  o f  c o r e  t . e m p e r a t u s e .  wan 9 t l t l i o d  i 1 1  36 male raLs. 
Programmed i e e d i n q  a n d  w a t e r i n g  p r o t o c o l s  were e n t i r e l y  a u t o -  
m a t e d .  C o r e  t e m p e r a t u r e s  were c o n t  i n a o u s l y  m o n i t o r e d  by i m p l a n t  
t e l e m e t r y ,  a n d  were s t a t i s t i c a l l y  a n a l y z 2 d  t o  e n a b l e  a c c u r a t e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  se lec t  c i r c a d i a n  v a r i a b l e s  ( t i m e  o f  a c r o p h a s e ,  
p e r i o d  l e n g t h ,  p h a s e  s h i f t ,  a n d  d e g r e e  o f  d y s c h r o n i s m )  d u r i n g  
" f r e e  r u n . "  F o l l o w i n g  a minimum o f  8 d a y s  e n t r a i n m e n t  ( s e e  
l e g e n d  o f  F i q u r e  15 .1  f o r  e n t r a i n m e n t  p r o c e d u r e ) ,  a n i m a l s  w e r e  
p l a c e d  i n  "free r u n t *  ( c o n t i n u o u s  d i m  l i g h t ,  a n d  f o o d  l i b i t u m ) ,  
d u r i n g  w h i c h  time t h e y  were g i v e n  a d i e t  c o n t a i n i n g  30 mg L-DOPA 
p e r  g chow e i t h e r  p r e c e d i n g  o r  f o l l o w i n g  t h e  o n g o i n q  t h e r m a l  
a c r o p h a s e .  I f  L-DOPA was g i v e n  a n  mima1 p r e c e d i n g  t h e  acro- 
p h a s e ,  t h e n  t h a t  a n i m a l  r e c e i v e d  t h e  c o n t r o l  (DOPA-free)  d i e t  
d u r i n g  t h e  1 2 - h o u r  time i n t e r v a l  t h a t  f ~ o 3  was a v a i l a b l e  s f t e r  
t h e  t h e r m a l  a c r o p h a s e ,  a n d  v i c e  v e r s a .  Th;? e x p e r i m c n t o  s h o w e d  a 
s t ~ o n g  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  c i r c a d i a n  d y s c h r ~ n i o m  and t h e  cuusump-  
t i o n  o f  L-DOPA p r i o r  t o  t h e  a c r o p h a s s  ( F i y u r e  15 .1)  . On t h e  
o t h e r  h a n d ,  a n i m a l s  f e d  L-DOPA e i t h e r  a f t e r  t h e  a c r o p h a s e  D r  pd 
l i b i t u m  showed  l i t t l e  o r  n o  d y s c h r o n i s m .  ---- 

I n  a n o t h e r  ser ies ,  we t e s t e d  t h e  a n i m a l s '  a b i l i t i e s  t o  res- 
pond t o  f o o d - i n d u c e d  p h a s e  s h i f t s  o f  93 ,  183,  a n d  270 d e g r e e s  a n d  
f o u n d  t h a t  o r t h o c h r o n a l  a d m i n i s t r a t i o n  of L-DOPA, t h a t  is, admin-  
i s t r s t i o n  a t  t h e  m o s t  a d v a n t a g e o u s  time i n  t h e  c i r c a d i a n  c y c l e ,  
p e r m i t s  a  m o r e  r a p i d  a n d  c o m p l e t e  p h a s e  s h i f t  t h a n  h e t e r o c h r o n a l  
a d m i n i s t r a t i o n .  I n  some  i n s t a n c e s ,  howevec ,  when l i e t e r o c h r  o n a l  
a d m i n i s t r a t i o n  d i d  n o t  r e s u l t  i n  c i r c a d i a n  d y s c h r o n i s m ,  i t  was 
s e e n  t h a t  t h e  a n i m a l  h a d  p h a s e  s h i f t e d  h i s  c i r c a d i a n  r h y t h m  t o  
a c h i e v e  a h a r m o n i o u s  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  
c h r o n o b i o t i c a l l y  a c t i v e  L-DOPA a n d  t h e  p h a s e  o f  t h e  o s c i l l a t i o n .  
T h e  c h r o n o t y p i c a l l y  correct  ( o r t h o c h r o n a l )  p h a s e  i n  w h i c h  t o  g i v e  
L-DOPA w i t h  l e a s t  d i s t u r b a n c e  t o  t h e  c i r c a d i a n  r e q u l a t o r y  s y s t e m  
c o i n c i d e s  w i t h  t h e  time a t  w h i c h  s y n t h e t i c  a c t i v i t y  i n  t h e  c a t e -  
c h o l a m i n e  (g*awakel*)  p a t h w a y  n o r m a l l y  ( c h r o n o t y p i c a l l y )  d i m i n i s h e s  
( F i g u r e  1 5 . 2 )  . We c o n c l u d e  t h a t  o r t h o c h r o n a l  t h e r a p y  i s  i n d i -  
c a t e d  i n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  t h e  d e l e t e r i o u s  s i d e  e f f e c t s  a n d ,  
m a x i m i z e  t h e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o f  L-DOPA. 
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F i g .  15.1. T e l e m e t r y  t r a c i n g s  of i n t r a p e r  i t o n e a l  t e m p e r a t u r e s  
m e a s u r e d  e v e r y  20 m i n u t e s  o v e r  1 4  d a y s  are  shown f o r  e i g h t  r a t s .  
D u r i n g  d a y s  1  t h r o u g h  8 (1-5 n o t  s h o w n ) ,  t h e  a n i m a l s  weree 
e n t r a i n e d  b y  d a i l y  p r o g r a m s  of feeding (PS 8 ~ 1 6 ;  i.e., f o o d  
a v a i l a b l e  f o r  8  h o u r s ,  n o n e  f o r  1 6  h o u r s )  a n d  i l l u m i n a t i o n  (DL 
16:8; dim l i g h t  f o r  1 6  h o u r s ,  l i g h t  f o r  8 h o u r s ) .  P o l l o v i n g  2 
d a y s  s t a r v a t i o n  (SS) i n  c o n t i n u o u s  dim l i g h t  (DD), t h e  a n i m a l s  
were f e d  pd & & b l t q m  (FF) f o r  t h e  n e x t  8.5 d a y s  (see t o p  p r o t o c o l  
b a r s ) .  D u r i n g  d a y s  11-19, t h e  t o p  a n i m a l  was m a i n t a i n a d  a s  a 
c o n t r o l  r e c e i v i n g  o n l y  t h e  s t a n d a r d  24% p r o t e i n  c o n t r o l  d i e t .  
A n i m a l s  2, 3, a n d  4 from t h e  t o p  r e c e i v e d  a  d i e t  c o n t a i n i n g  30 mg 
L-DOP$/g chow ( o t h e r  d i e t a r y  c o n s t i t u e n t s  r e m a i n e d  t h e  same)  f r o m  
m i d n i g h t  t o  n o o n  (see p r o t o c o l .  DOPA 1 7 ) .  A n i m a l s  5, 6, a n d  7 
r e c e i v e d  a n  i n v e r s e  of t h i s  p r o t o c o l ;  L-D3PA was p r e s e n t  i n  t h e  
d i e t  f rom noon t o  m i d n i g h t  e a c h  d a y  ( s e e  p r o t o c o l  I 2  D O P A ) .  I n  
b o t h  c a s e s ,  t h e  a n i m a l s  r e c e i v e d  t h e  c o n t r o l  d i e t  f o r  t h e  1 2 - h o u r  
i n t e r v a l  of e a c h  d a y  when DOPA was n o t  a d m i n i s t e r e d .  The b o t t o m  
a n i m a l  r e c e i v e d  t h e  L-DOPA d i e t  pg l i b i t u m  (DOPA FF).  
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F i g .  15.2. T h e  c o n s e q u e n c e s  of f e e d i n g  L-DOPA d u r i n g  e a r l y  
a c t i v e  a n d  l a t e  a c t i v e  p h a s e s  o f  t h e  c i r c a d i a n  c y c l e  a r e  s h o v n  
g r a p h i c a l l y .  The a d m i n i s t r a t i o n  o f  L-DOPA a f t e r  t .he  t h e r m a l  
a c r o p h a s e  ( b o t t o m  m i d d l e )  r e s u l t s  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  of a good  
c i r c a d i a n  r h y t h m  ( e u c h r o n i c  c o n d i t i o n )  as  i s  c o n v e n t i o n . a l l y  seen 
i n  c o n t r o l  a n i m a l s  ( b o t t o m  l e f t ) .  However, when L-DOPA i s  g i v e n  
b e f o r e  t h e  t h e r m a l  a c r o p h a s e ,  a d y s c h r o n i c  ( n e a r l y  p h a s e l e s s )  
c o n d i t i o n  r e s u l t s  ( b o t t o m  r i g h t ) .  The f i g u r e ' s  u p p e r  p o r t i o n  
g r a p h i c a l l y  d i s p l a y s  t h e  c a t e c h o l a m i n e  p a t h v a y  ( t o  t h e  p e a k  o f  
t h e  a c t i v e  p h a s e )  from t y r o s i n e  (TYR) t o  d i h y d r o x y p h e n y l a l a n i n e  
(DOPA) t o  d o p a m i n e  (DOP) t o  n o r e p i n e p h r i n e  (NOR) t o  e p i n a p h r i n e  
( B P I )  ; a n d  t h e  i n d o l e a n i n e  p a t h w a y  ( i n a c t i v e  p h a s e )  f r o m  t r y p t o -  
phan  (TRP) . to 5 - h p d r o x y t r y p t o p h a n  (5HT) t o  s e r o t o n i n  (SER) . When 
DOPA e n t e r s  t h e  m e t a b o l i c  p a t h w a y  d u r i n g  t h e  e a r l y  a c t i v e  p h a s e ,  
t h e  cat e c h o l a m i n e  p a t h w a y  is  s h u t  down ( c h r o n o t y  p i c  p a t h v a y  
b l o c k )  r e s u l t i n g  i n  c i r c a d i a n  d y s c h r o n i s m .  



DYSCHRONOGENESIS A N D  THE C I R C A D I A N  T O Y I C O L O G Y  OF METALS I N  THE 
M A N N A L  

C. F. E h r e t ,  J. C. M e i n e r t ,  K .  R. Groh,  a n d  G. ~ v i h l a  

R i s k  estimates f o r  n e u r o p h y s i o l o g i c a l  a n d  b e h a v i o r a l  e f f e c t s  
of  t o x i c  metals h a v e  b e e n  d i f f i c u l t  t o  make f o r  a number  o f  rea- 
s o n s ,  b u t  a r e  o f  p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  i n  t h a t  t h e y  a r e  more  g e r -  
mane t o  t h e  u l t i m a t e  a s s i g n m e n t s  of r e s p o n s i b l e  t h r e s h o l d  l i m i t  
v a l u e s  a n d  t o l e r a n c e  d o s a g e  g u i d e l i n e s  f o r  t h e  p r o t e c t i o n  o f  t h e  
g e n e r a l  p o p u l a t i o n  t h a n  a r e  a n y  o t h a r  t o x i c o l o g i c ~ l  m e a s u r e s .  
B e c a u s e  t h e  e s s e n t i a l  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  f o r  c i r c a d i a n  c l o c k  
c h e m i s t r y  a n d  f o r  n e u r o c h e m i s t r y  a r e  so c l o s e l y  c o u p l e d ,  circa- 
d i a n  t o x i c o l o q i c a l  m e a s u r e s  h a v e  p r o f  aund  a n d  f u n d a m e n t a l  r e l e -  
v a n c e  t o  l o n q - t e r m  b e h a v i o r a l  a n d  n e u r o p h y s i o l o g i c a l  t o x i c i t i e s  
a n d  d y s f u n c t i o n s .  

U s i n g  a  mammal ian  s y s t e m ,  we s t u d i e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  
l i t h i u m ,  l e a d ,  cadmium, a n d  m e r c u r y  upon t h e  c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  
c o r e  t e m p e r a t u r e s  of 36 r a t s ,  c o n t i n u o u s l y  m o n i t o r e d  by  i m p l a n t  
t . e l e m e t r y .  F o l l o w i n g  a n  i n i t i a l  i n t e r v a l  o f -  e n t r a i n m e n t  by  means  
o f  programmed i l l u m i n a t i o n  ( D L  16: 8) a n d  f e e d i n g  (FS 8: 1 6 ) ,  h a l f  
t h e  a n i m a l s  were p l a c e d  i n  f ree r u n ,  i n  c o n t . i n u o u s  d i m  l i g h t  a n d  
w i t h  f o o d  c o n t i n u a l l y  a v a i l a b l e  (DDFF) . D u r i n g  t h i s  f ree  r u n  
p e r i o d  t h e y  were a l s o  c h r o n i c a l l y  e x p o s e d  t o  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  
of m e t a l s  i n  t h e  d r i n k i n g  water ( L i ,  a s  L i t h i u m  c h l o r i d e ,  2 0 0  
ppm: Pb, a s  l e a d  a ce t a t e ,  50 ppm; Cd, a s  cadmium c h l o r i d e ,  10 
ppm: a n d  Hg, a s  m e r c u r i c  c h l o r i d e ,  1 9  ppm) . I n  e a c h  case, w i t h i n  
3 t o  7 d a y s  f o l l o w i n q  e x p o s u r e  t o  t h e  m e t a l  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  
a s i g n i f i c a n t  l o s s  i n  c i r c a d i a n  s y n c h r o n y  was o b s e r v e d .  I n  
a n o t h e r  s e r i e s ,  t h e  r e m a i n i n g  a n i m a l s  were p l a c e d  i n  c o n s t a n t  dim 
l i g h t  w i t h o u t  f o o d  (DDSS), b u t  a g a i n  w i t h  l o w  l e v e l s  of l i t h i u m ,  
l e a d ,  cadmium, a n d  m e r c u r y  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r .  I n  t h i s  g r o u p  
v e r y  l i t t l e  water was c o n s u m e d ,  a n d  t h e r e  w a s  l i t t l e  o r  n o  i n d i -  
c a t i o n  of d y s c h r o n i s m  w i t h  t h e  p o s s i b l e  e x c e p t i o n  o f  t h e  r a t s  
e x p o s e d  t o  l e a d ;  h o w e v e r ,  a s  s o o n  3s f o ~ d  was made a v a i l a b l e  
(DDFF) , n o r m a l  c o n s u m p t i o n  o f  water r e s u m e d ,  a n d  t h e  a n i m a l s  
became d y s c h r o n f c .  

The  i n d u c t i o n  o f  c i r c a d i a n  d y s c h r o n i s m  (t~dyschrongqgngm&_s"), 
d e t e c t a b l e  w i t h i n  1  week a t  low l e v e l s  of a d m i n i s t r a t i o n  o f  t o x i c  
m e t a l s ,  makes  t h e  t e s t  a t  l e a s t  a s  s e n s i t i v e  a s  a n y  c u r r e n t  b e h a -  
v i o r a l l y  o r i e n t e d  t o x i c i t y  tests. T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s h o u l d  b e  
s i g n i f i c a n t  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  s h o r t - t e r m  
t e s t i n g  s y s t e m s  t h a t  a r e  r e l e v a n t  t o  l o n g - t e r m  b e h a v i o r a l  a n d  
n e u r o p h y s i o l o q i c a l  t o x i c i t i e s  a n d  d y s f u n c t i ~ n s ,  i n c l u d i n g  m s n t a l  
d y s f u n c t i o n .  T h e  v a l i d i t y  o f  a ba s i c  new t o x i c o l o g i c a l  i n d e x  f o r  
n e u r o p a t h o g e n e s i s ,  t h e  " d y s c h r o n o g e n i c  p o t e n c y  i n d e x , "  w i l l  b e  
e x a m i n e d  b y  c o r r e l a t i n g  c i r c a d i a n  d y s f u n c t i o n  w i t h  m o l e c u l a r  a n d  
n e u r o c h e m i c a l  d i s t u r b a n c e s  i n  c a t e c h o l a m i n e  a n d  i n d o l e a m i n e  meta- 
b o l i s m  i n  t h e  r a t  b r a i n  a n d  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l .  A l t e r a t i o n  of 
t h e  c i r c a d i a n  c h r o n o t y p e  [ t h e  t e m p o r a l  p b e n o t y p e  of t h e  o r g a n i s m  



t h a t  b i o c h e m i c a l l y  re la tes  e n z y m e  l e v e l s  (when m o s t  OK l e a s t  
a c t i v e ) ,  a n d  u l t i m a t e l y  c e l l u l a r  a n d  o r g a n i s m i c  r e s p o n s e  t o  t h e  
e n v i r o n m e n t ]  is known t o  h a v e  f a r - r a n g i n g  e f f e c t s ,  f r o m  p h y s i o -  
l o g i c a l  a n d  p e r f o r m a n c e  f a i l u r e s ,  o f  t h e  s o r t  commmon t o  s h i f t -  
w o r k e r s  a n d  t r a n s m e r i d i a n a l  t r a v e l e r s ,  t~ g e n e r a l  malaise a n d  
l i f e  s h o r t e n i n g .  
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D o b r a ,  K.  W . ,  a n d  C. F. E h r e t .  C i r c a d i a n  r e g u l a t i o n  o f  g l y c o g e n ,  
t y r o s i n e ,  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  a n d  s e v e r a l  r e s p i r a t o r y  pararne-  
t e r s  i n  s o l i d  a g a r  c u l t u r e s  o f  -I--- T e t r a h y m e n a  ---- p y g & f ~ r a & s .  Pan- - -. 

ueedinqs  pg t h e  gLI  x g t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e  pf t h e  I n t e r n a -  ----- 
t i o n s 1  S o c i e t y  f o r  C h r o n o b i o l o q y ,  W a s h i n g t o n ,  DC, A u g u s t  ----- ------ --- ----------- 
10-13,  1 9 7 5 .  P u b l i s h i n g  H o u s e  "11 P o n t e , "  M i l a n ,  I t a l y ,  
1977 ,  pp. 589-594.  

E h r e t ,  C. F., a n d  K.  W. Dobra .  T h . e  i n E r a d i a n  e u k a r y o t i c  c a l l :  A 
c i r c a d i a n  e n e r g y - r e s e r v e  e s c a p e m e n t .  P r o c e e d i q q ~  pf the 
I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  S o c i e t y  fpr ------------- ---------- - --- ------------- ------ 
C h o n o ~ i o l o q y ,  W a s h i n g t o n ,  DC,  A u g u s t  10-  13 ,  1975.  P u b l i s h -  
i n g  H o u s e  "11 P o n t e , I v  M i l a n ,  I t a l y ,  1 9 7 7 ,  pp. 563-570.  

E h r e t ,  C. F., a n d  K .  W .  Dobra. T h e  o n c ~ g e n i c  i m p l i c a t i o n s  o f  
c h r o n o b i o t i c s  i n  t h e  s y n c h r o n i z a t i o n  ~ f  mammal ian  c i r c a d i a n  
r h y t h m s :  B a r b i t u r a t e s  a n d  met h y l a t e d  x 3 n t h i n e s .  ------- P r o c e e d -  
ins= pf &he T h i r d  I n t e r n a t i o n a l  Symqosiug pn LBg Q @ t . e c % i o n  - 
gIHJ grgxgntigg of Qgagg. Ed. H. E. N i e b u r g s .  Marcel Dek- 
ker, N e w  Y o r k ,  1 9 7 7 ,  pp. 1131-1114.  

E h r e t ,  C. F., K .  R. G r o h ,  a n d  J. C .  Y e i n e r t .  C i r c a d i a n  d y s c h r o n -  
i s m  3 n d  c h r o n o t y p i c  e c o p h i l i a  as f a c t ~ r s  i n  a g i n g  a n d  l o n -  
g e v i t y .  AqLinq grid B i o l o g i c a l  F?hyth_mg. Eds.  H. S a m i s  a n d  S. 
C a p o b i a n c o .  P l e n u m  P r e s s ,  N e w  York  ( i n  p r e s s ) .  

E h r e t ,  C. F., J.  C.  M e i n e r t ,  a n d  K .  R. G r o h .  T ~ Q  o r t h o c h r o n a l  
p h a r m a c o l o g y  o f  L-DOPA: I m p l i c a t i o n s  f o r  o r t h o c h r o n a l  t h e r -  
a p y  i n  t h e    rev en ti on o f  c i r c a d i a n  d y s z h r o n i s m .  P r o c e e d i n q z  
o f  t h e  ~ n t e r n a t  i o n a l  S y n p o s i u m  gq Clii&ga& C h r o n g ~ h p r m a c o l -  -- --- ------------ 
291 ( i n  press) . 

E h r e t ,  C. F.,  J. C. M e i n e r t ,  K.  8. Groh ,  a n d  G.  A .  A n t i p a . '  C i r -  
c a d i a n  r e g u l a t i o n :  Growth  k i n e t i c s  o f  t h e  i n £  r a d i a n  c e l l .  
grgnt4 K i n e t i c s  qqg g&pchemical a g g u l a t i o n  pf Norm31 pqd 
H a l i q n a n t  ce l l s .  Eds. B. D r e w i n k o  a n d  R .  H. Humphrey. W i l -  ---- ---- ----- 
l iams a n d  W i l k i n s  Co., B a l t i m o r e ,  1977 ,  pp.  49-76. 



S a r g e n t ,  ri. L .  ( ~ a p p o r t e u r ) ,  I. E. ~ s h k e n a z i ,  E. N. Bradbury,  V. 
G .  B r u c e ,  C .  F. E h r e t ,  J .  F. Feldman,  H. W. ~ a r a k a s h i a n ,  R. 
J .  Konopka, N. r iergenhagen,  G .  A. S c h U t z ,  H. G.  ~ c h w e i g e r ,  
and T .  E .  A. Vanden D r i e s s c h e .  ghg Rote of G e n e s  gn_a Zhgjg 
E~=gg=iog: Group Re~oog. R e p o r t  of t h e  Dahlem W o r k s h ~ p  on 
:he H o l e c u l a r  Basis  of C i r c a d i a n  Rhythms, B e r l i n ,  Germany, 
N o v e m b e r 3 - 7 ,  1975.  Eds.  J .  W. H a s t i n g s a n d  H. G. 
S c h w e i g e r .  Abakon V e r l a g s g e s e l l s c h a f  t ,  Germany, 1 9 7 6 ,  pp. 
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COMPUTER SUPPORT FACILITIES 

P r a n k ' s .  W i l l i a m s o n ,  J e a n n e  A .  B l o i u q u i s t ,  a n d  C a r o l  A .  Pox 

Compute r  s u p p o r t  i s  c e n t e r e d  OD t h e  Remote  Access Data S t a -  
t i o n  (RADS), which  i s  e q u i p p e d  w i t h  a 1090 Ipm p r i n t e r ,  1003 cpm 
r e a d e r ,  a n d  a 300 c p s  p a p e r  t a p e  r e a d e r  w i t h  500-f  o o t  s p o o l s .  
The  RADS i s  l o c a t e d  i n  a  d a t a  p r e p a r a t i o n  room w i t h  f o u r  329 key 
p u n c h e s  ( t w o  of w h i c h  i n t e r p r e t ) ,  a  s t o r a g e  v a u l t  f o r  a r c h i v a l  
m a g n e t i c  t a p e s ,  c a r d  f i l e s ,  a n d  a  33 c p s  i n t e r a c t i v e  t e r m i n a l  
p r i n c i p a l l y  u s e d  f o r  j o b  i n q u i r y  a n d  r o u t i n g .  An a d j a c e n t  room 
p r o v i d e s  work s p a c e  f o r  u s e r s ,  w i t h  a d o c u m e n t a t i o n  l i b r a r y  a n d  a  
c o n s u l t a n t ' s  o f f i c e ,  p l u s  f i l e  s t o r a g e  f o r  p r o g r a m s  a n d  t h e i r  
d o c u m e n t a t i o n s .  s p  

A p p r o x i m a t e l y  5 0  u s e r s  i n  t h e  D i v i s i o n  c o n t i n u e  t o  d e p e n d  on  
t h e s e  f a c i l i t i e s  a n d  t h e  c o a s u l t a t i o n  on j o t  management,  p roqram-  
n i n g ,  a n d  d a t a  management t h a t  we p r o v i d e .  

A i g h l i g h t , ~  of a c t i v i t i c c  i n  1 9 7 7  i n c l u J t :  

1 )  A f l e x i b l e  d a t a  b a s e  was  e s t a b l i s h e d  f o r  G. A .  S a c h e r  f o r  
p a t h o l o g y  a n d  r i s k  a s s e s s m e n t ,  u s i n g  o u r  own BIaPILE-2 
d a t a  management s y s t e m .  R e c o r d s  f r o m  a  d a t a  a c q u i s i t i o n  
s y s t e m  a r e  s t o r e d  by k e y  ( s p e c i e s /  a n i m a l  i d e n t i f i c a -  
t i o n / d a t e )  . With t h i s  s y s t e m ,  s e l e c t i o n s  o f  t i m e - d e p e n -  
d e n t  d a t a  may b e  made f o r  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s ,  m o d e l i n g ,  
or d i s p l a y .  

2) A f o u n d a t i o n  h a s  b e e n  l a i d  for  s e v e r a l  d a t a  a c q u i s i t i o r .  
s y s t e m s  u s i n g  LSI-11 m i c r o c o m p u t e r s .  P rogramming  is  i n  
PDP-11 A s s e m b l e r  Language ,  u s i n g  s t r u c t u r a l  programming 
macros a n d  many s e r v i c e  r o u t i n e s  a l r e a d y  d e v e l o p e d  f o r  
t h e  JANUS PDP-11/20 f l i n o s  Sys tem.  

A t  p r e s e n t ,  p r o g r a m  d e v e l o p m e n t  and d e b u g g i n g  u1ll b e  d o n e  
o n  t h e  JANUS PDP-11/20 so t h a t  t h e  LSI-11 s y s t e m s  c a n  b e  d e d i -  
c a t e d  e n t i r e l y  t o  t h e i r  p r o d u c t i o n  t a s k s  a n d  n e e d  h a v e  o n l y  t h e  
a b s o l u t e  minimum h a r d w a r e  c o n f i g u r a t i o n s .  we p l a n  t o  a c q u i r e  a  
s e p a r a t e  d e v e l o p m e n t  s y s t e m  i n  t h e  f u t u r e .  

A n  o p e r a t i n g  s y s t e m  f o r  t h e s e  LSI -11 ' s  h a s  b e e n  d e v i s e d .  It 
s u p p o r t s  a s i n g l e  m e v e n t "  c l o c k ,  which  i s  r e p l e n i s h e d  f rom a 



q u e u e  of d a t e d  a n d  t i m e d  e v e n t s ,  a n d  a n  a r b i t r a r y  number o f  
t o t a l l y  i n d e p e n d e n t  i n t e r v a l  timers t h a t  a c e  f e d  from q u e u e s  o f  
timer b l o c k s .  T h i s  c o n c e p t  p r o v i d e s  e x t r e m e  f l e x i b i l i t y .  P o i  
e x a m p l e ,  a n  i n t e r v a l  timer may r e p e a t  i ts  c y c l e  a programmed num- 
ber o f  t i n e s ,  t h e n  b e  r e p l a c e d  by a d i f f e r e n t  i n t e r v a l  ( a n d  num- 
b e r  o f  r e p e a t s )  , t h e n  a n o t h e r ,  a n d  s o  on b a c k  a g a i n  t o  t h e  f irst .  
C h a n g e s  b e t w e e n  i n t e r v a l  timers c a n  b e  programmed u s i n g  t h e  
" e v e n t "  q u e u e  t o  i m p l e m e n t  t h e s e  a t  p r e d e t e r m i n e d  d a t e s  a n d  
times. E x p e r i m e n t a l  p a r a m e t e r s  are  drawn from s i n i l a r l y  o r g a n -  
i z e d  p a r a m e t e r  b l o c k  q u e u e s .  D a t a  a r e  s t o r e d  i n  a  
f i r s t - i n / f i r s t - o u t  q u e u e  a s  a c q u i r e d ,  a n d  a r e  removed by a n  o u t -  
p u t  r o u t i n e  as  t h e  o u t p u t  d e v i c e  c a n  h a n d l e  them. T h u s ,  a c o n s i d -  
e r a b l e  a m o u n t  o f  d a t a  c a n  be  s t o r e d  w h i l e  t h e  p r i n t e r  i s  o c c u p i e d  
w i t h  command d i a l o g u e .  

X n  s u p p o r t  of t h i s  p l a n ,  a n  i n f o r m a l  c o u r s e  on PDP-11 assem- 
b l e r  l a n g u a g e  w i t h  s t r u c t u r e d  p rogramming  was g i v e n .  

ELECTRON MICROSCOPE CENTER 

Thomas fl. S e e d ,  G. T h e o d o r e  Chubb,  R o s e m a r i e  L.  D e v i n e ,  Yar- 
g a r e t  f.4. S a n d e r s o n ,  a n d  B e t t y  J. Wrigh t  

The f a c i l i t y  b a s  a p p r o x i m a t e l y  2,600 s q u a r e  f e e t  o f  work ing  
l a b o r a t o r y  s p a c e ,  and  i n c l u d e s  t w o  f u l l y  e q u i p p e d  p h o t o g r a p h i c  
d a r k r o o m s ,  s e c t i o n i n g  a n d  a u t o r a d i o g r a p h i c  f a c i l i t i e s ,  s i x  m i c r o -  
scope c u b i c l e s ,  a n d  f i v e  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e s  a n d  
o n e  C a m b r i d g e  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  e q u i p p e d  w i t h  a n  x - r a y  
e n e r g y  d i s p e r s i v e  a n a l y t i c a l  s y s t e u .  b n c i l l a r y  s p e c i m e n  p r e p a r a -  
t i v e  e q u i p m e n t  i n c l u d e s  vacuum e v a p o r a t o r s ,  f r e e z e - d r y i n g  and  
f r e e z e - e t c h i n g  e q u i p m e n t ,  u l t r a m i c r o t o m e s ,  a n d  a s s o r t e d  p h o t o -  
g r a p h i c  and  l i g h t  m i c r o s c o p i c  e q u i p m e n t .  

T h e  E l e c t r o n  F l i c r o s c o p e  C e n t e r  and  i t s  p e r s o n n e l  p r o v i d e  
s p e c i a l i z e d  e l e c t r o n  n i c r o s c o p e  s e r v i c e s  t o  b o t h  t h e  D i v i s i o n  and  
t h e  L a b o r a t o r y  a s  a whole .  G. T. Chubb c o n t i n u e s  t o  m a i n t a i n  
E N - r e l a t e d  e q u i p m e n t  a n d  t o  p r o v i d e  n e e d e d  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  
t o  a l l  u s e r s  o f  t h e  C e n t e r .  8. L. D e v i n e ,  M .  H. S a n d e r s o r . ,  and  
B. J. W r i g h t  a s s i s t  s t a f f  members i n  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  e x a m i n a -  
t i o n  o f  v a r i o u s  b i o l o g i c a l  p r e p a r a t i o n s .  T h e i r  c o n t r i b u t i o n s  a r e  
r e c o g n i z e d  by t h e i r  c o a u t h o r s h i p  of s e v e r a l  o f  t h e  s e c t i o n s  i n  
t h i s  r e p o r t .  

D u r i n g  1977 t h e r e  were some 25 r e s e a r c h e r s  who made a c t i v e  
u s e  o f  t h e  a v a i l a b l e  f a c i l i t i e s .  They i n c l u d e d  8 r e g u l a r  s t a f f  
members, 1 p o s t d o c t o r a l  a p p o i n t e e ,  2 g r a d u a t e  s t u d e n t s ,  a n d  6 
v i s i t i n g  s c i e n t i s t s .  The  r e m a i n d e r  of t h e  u s e r s  were f rom o t h e r  
A r g o n n e  d i v i s i o n s ,  i n c l u d i n g  R a d i o l o g i c a l .  a n d  E n v i r o n m e n t a l  



R e s e a r c h ,  E n v i r o n m e n t a l  I m p a c t  S t u d i e s ,  C h e m i s t r y ,  P h y s i c s ,  S o l i d  
S t a t e  S c i e n c e ,  a n d  t h e  C e n t e r  f o r  E d u c a t i o n a l  A f f a i r s .  

LABORAFORY ANIhAL FACILITY 

Thomas E. F r i t z ,  P a t r i c i a  C.  B r e n n a n ,  W i l l i a m  G. Keenan ,  
C a l v i n  M. P o o l e ,  R i c h a r d  C. S i m k i n s ,  a n d  D a v i d  V. T o l l e  

L a b o r a t o r y  a n i m a l s  h a v e  a l w a y s  p l a y e d  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  
t h e  r e s e a r c h  o f  t h e  D i v i s i o n .  S i n c e  l o n g - t e r m  a n d  l i fe t ime s t u d -  
ies h a v e  p r e d o m i n a t e d ,  t h e  D i v i s i o n  h a s  h a d  a  p o l i c y  o f  ma in -  
t a i n i n g  t h e  h i g h e s t  p o s s i b l e  s t a n d a r d s  f o r  i ts p h y s i c a l  p l a n t ,  
e q u i p m e n t ,  a n d  a n i m a l  c a r e  p r o g r a m s .  T h e  F a c i l i t i e s  a r e  accre- 
d i t e d  by t h e  A m e r i c a n  A s s o c i a t i o n  f o r  A c c r e d i t a t i o n  o f  L a b o r a t o r y  
A n i m a l  C a r e .  

T h e  e x t e n s i v e  p h y s i c a l  p l a n t  ~f t h e '  a n i m a l  f a c i l i t i e s  
i n c l u d e s  p r o v i s i o n s  f o r  h o l d i n q  a l l  s p e c i e s  o f  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  
u n d e r  c o ~ t r o l l e d  c o n d i t i o n s  o f  t e m p e r a t u r e ,  h u m i d i t y ,  a n d  l i g h t -  
i n g .  More t h a n  f o r t y  r o o m s  are  a v a i l a b l e  f o r  s t u d i e s  o f  t h e  
s m a l l e r  s p e c i e s .  T h e s e  h a v e  a p o t e n t i a l  c a p a c i t y  o f  more t h a n  
75,000 mice, or s m a l l e r  c u m b e r s  o f  l a r g e r  s p e c i e s  a n d  t h o s e  
r e q u i r i n g  s p e c i a l  h o u s i n g  a r r a n g e m e ~ t s .  T h e s e  are a l s o  s i x  d o g  
k e n n e l s  t o  accomodate a p p r o x i m a t e l y  750 d o g s  h o u s e d  i n  r u n s  t h a t  
c o n s i s t  of h e a t e d  i n d o o r  c o m p a r t m e n t s  a n d  o u t  d a o r  e x e r c i s e  a r e a s .  

I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  a re  n u m e r o u s  s u p p o r t i n g  f a c i l i t i e s  for 
t h e  h u s b a n d r y  a n d  c l i n i c a l  m o n i t v r i n g  o f  t h e  r e s i d e n t  a n i m a l s .  
T h e  s u p p o r t i n g  f a c i l i t i e s  a n d  r e s p o n s i b l e  p e r s o n n e l  i n c l u d e :  

1) a u t o m a t e d  c a g e  a n d  b o t t l e  w a s h i n g  a n d  f i l l i n g  m a c h i n e r y  
( A n i m a l  Care  S p e c i a l i s t s )  ; 

2)  steam a n d  g a s  a u t o c l a v e s  f o r  s t e r i l i z a t i o n  o f  e q u i p m e n t ,  
i n s t r u m e n t s ,  a n d  m e d i a ;  

3) d i a g n o s t i c  X-ray f a c i l i t i e s  a n d  d a r k r o o m s  (C. PI. P o o l e ,  
U. G. Keenan)  ; 

4)  c l i n i c a l  p a t h o l o g y  l a b o r a t o r y  (D. V.  T o l l e ,  R.  C. Sim- 
k i n s )  : 

5) h e m a t o l o g y  l a b o r a t o r y  (D, V. T o l l e )  ; 

6) d i a g n o s t i c  m i c r o b i o l o g y  l a b o r a t o r y  ( R .  C. S i m k i n s ,  P: C. 
B r e n n a n )  ; 

l a b o r a t o r y  P r i t z )  ; 



8) s u r g i c a l  s u i t e  w i t h  i n h a l a t i o n  a n e s t h e s i o l o g y  e q u i p m e n t  
(C. U. P o o l e ,  51. G. Keenan)  ; a n d  

9)  g n o t o b i o t i c  i s o l a t o r s  f o r  g e r m - f r e e  t e c h n o l o g y  (I,. 0. 
B i b b s )  . 

An i m p o r t a n t  a s p e c t  of t h e  s u c c e s s  o f  a n y  a n i m a l  r e s e a r c h  
p r o g r a m  is t h e  h e a l t h  of i t s  a n i m a l  p o p u l a t i o n .  To a s s u r e  a  s u p -  
p l y  o f  a c c e p t a b l e  h i g h  q u a l i t y  a n i m a l s ,  t h e  F a c i l i t y  h a s  c o n c e n -  
t r a t e d  on b r e e d i n g  its own h e a l t h y ,  d i s e a s e - f r e e  a n i m a l s .  H o s t  
o f  t h e  r o d e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  mice, a n d  a l l  d o g s  a r e  b r e d  i n  t h e  
F a c i l i t y .  The  r o d e n t  b r e e d i n g  i s  managed by LeRoy 0 .  B i b b s  a n d  
J a n e  !I. Angerman. The b e a g l e  b r e e d i n g  is s u p e r v i s e d  by C a l v i c  M. 
P o o l e  and  William G. Keenan,  who are  a l s o  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
c l i n i c a l  a n d  s u r g i c a l  care of t h e  d o g s .  T h e  b e a g l e  c o l o n y  h a s  
b e e n  a  c l o s e d  c o l o n y  f o r  more t h a n  18 y e a r s ,  a n d  e x t e n s i v e  compu- 
t o r i s e d  r e c o r d s  a r e  m a i n t a i n e d  o n  a l l  a s p e c t s  o f  t h e  c o l o n y ,  
i n c l u d i n g  r e p r o d u c t i o n ,  g e n e t i c s ,  h e m a t o l o g y ,  p a t h o l o g y ,  a n d  
d i s e a s e  i n c i d e n c e .  

The n e e d  f o r  c o n t i n u e d  i m p r o v e m e n t  and b e t t e r  f a c i l i t i e s  t~ 
hold a n d  m o n i t o r  a n i m a l s  i n  l o n g - t e r m  s t u d i e s  h a s  l e d  t o  a n  
a c t i v e  a n d  c o n t i n u i n g  p r o g r a m  i n  r e n o v a t i o n  o f  e x i s t i n g  s p a c a  a n d  
c o n s t r u c t i o n  o f  new s p a c e .  E x c e p t  f o r  i n s t a l l a t i o n  o f  s t e r i l i z -  
ers and  r e l a t e d  e q i l i p m e n t ,  t w o  new " b a r r i e r  f a c i l i t i e s "  f o r  
s e c u r e  c o n t a i n m e n t  a n d  i s o l a t i o n  of r o d e n t s  were c o m p l e t e d  d u r i n g  
t h e  p a s t  y e a r .  T h e s e  i n c l u d e  o n e  r e n o v a t e d  f a c i l i t y  ( E - w i n g ) ,  
c o n s i s t i n q  o f  2 6  r o o m s  fo r  h o l d i n g  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  a n d  a  
new f a c i l i t y  (QA-wing) ,  c o n s i s t i n g  o f  t h r e e  rooms  f o r  b r e e d i n g  o f  
p a t h o g e n - f r e e  (d~sease- free)  r o d e n t s .  

D u r i n g  t h e  p a s t  y e a r  p l a n s  f o r  r e n o v a t i n g  t h e  k e n n e l s  were 
a p p r o v e d  BRd f u n d e d .  These r e n o v a t i o n s  w i l l  p r n v i d e  new run 
d i v i d e r s ,  g u t t e r s ,  d o o r s ,  a n d  g a t e s .  The  d e s i g n  o f  t h e  new 8 i v i -  
d e r s  a n d  g a t e s  w i l l  e n a b l e  t h e  use o f  a u t o m a t e d  c l e a n i n g  e q u i p -  
ment  and  w i l l  result i n  more  e f f i c i e n t  c l e a n i n g  p r o c e d u r e s  a n d  
be t te r  s a n i t a t i o n .  

A s  i m p o r t a n t  a s  the e q u i p m e n t  and p h y s i c a l  p l a n t  a r e  t h e  
s t a f f  a v a i l a b l e  t o  manage,  m o n i t o r ,  t r ea t ,  a n d  e v a l u a t e  t h e  a n i -  
mals. The p e r s o n n e l  p r o v i d e  a c o m p l e t e  r a n g e  o f  s e r v i c e s  t o  
u s e r s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .  C a r e  3f t h e  a n i m a l s  is p e r -  
f o r m e d  by a g r o u p  of Animal  Care S p e c i a l i s t s ,  l i s t e d  be low,  u n d e r  
t h e  s u p e r v i s i o n  of Durward  D. B a n i s t e r  and  d i l l i a m  H. Hart. 



T h e  A n i m a l  Care S p e c i a l i s t s  d u r i n g  1977 were t h e  f o l l o w i n g :  

E a r l  B. A l l e n  
S u s a n  L. B r o m b e r e k  
R o b e r t a  R .  B u l l e r  
Bose B u r r e l l  
C a r l  C. C o l e g r o v e 1  
C l a u d e  C. C o l e g r o v e l  
L u c i l l e  E. D a l e y  
L e o  C .  F a r c u s l  
C h a r l e s  J. F o w l e r  
B o n n i e  J. G i l b e r t  
Carrey R. H e r r i n g e r  
Xdward W .  J a c k s o n 1  
James J o h n s ,  Jr. 
James L. J o h n s  
J a n i n e  H. J o h n s  
William G. HcDade, Jr.1 
Ann L. Hize 
K e n n e t h  R. M u l l e r  
C a t h l e e n  L. N e l s o n  
W i l l i a m  0. R o b i n e t t e  
B e r n a r d  A.  R o y e r  
R i c h a r d  M. S a n t a r e l l i  
D i a n n a  I!. S n a p p  
L e o n  L. S t e w a r t  
D i a n e  H. Thomas  
R u d o l p h  H. T i e d t  
J o s e p h  N. W i l s o n  

.................... 
SGroup Leader. 
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D u r i n g  1 9 7 7 ,  a t o t a l  of 33 p o s t d o c t o r a l  a p p o i n t e e s  a n 3  
r e s e a r c h  a ssoc ia tes  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  research p r o g r a m s  of t h e  

. D i v i s i o n .  E i g h t  o f  t h e s e  were new a p p o i n t m e n t s  i n  1977 ,  s e v e n  
less  t h a n  t h e  number who f i n i s h e d  t h e i r  a s s i g n m e n t s  d u r i n g  t h e  
y e a r .  

The  t e m p o r a r y  a p p o i n t e e s ,  t h e i r  s c h o ~ l s ,  a n d  t h e  s t a f f  nem- 
b e r s 4  w i t h  whom t h e y . w e r e  a f f i l i a t e d  were as f o l l o w s :  

N. L e i g h  A n d e r s o n 1  

E r i k  ~ o y e  

C h a r l e s  D. Brown2 

Dav id  8 .  C r o u s e  
D i a n a  Dixon-Davi s*  

Jesse J. E d w a r d s  

Fouad S. E z r a  
d i c h a e l  N. G o u l d  

.Raymond G u i l m e t t e  
Wayne R. Hanson 
B r u c e  S. HassJ 
G a n n a r d  J a c o b s o n 1  
G e o r g e  R. L a n k a s  
Chung flee Ryu Lee1  

K a r i n  A. l e d e  

Joe l  R. H i t c h e n 1  

C h e s t e r  N. Newman 

C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y ,  S. S. Danyluk 
C a m b r i d g e ,  E n g l a n d  

Norwegian  S a d i u m  H o s p i t a l ,  R. E. K r i s c h  
O s l o ,  Norway 

U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s  D. G r a h n  
H e d i c a l  C e n t e r  

U n r v e r s i t y  o f  Iowa J. F. T h o a s o n  
U n i v e r s i t y  of C a l i f o r n i a ,  D. G r a h n /  

B e r k e l e y  L. J.  Hoover  ( E E S )  
U n i v e r s i t y  o f  Alabama, N. S. Anderson  

Birmingham 
U n i v e r s i t y  o f  R o c h e s t e r  S. S. Danpluk 
U n i v e r c i t y  of H i s c n n s i n ,  t l .  U. E l k i n 3  

Madison 
H e w  York U n i v e r s i t y  A. L indenbaum 
U n i v e r s i t y  of I o w a  C. A .  R e i l l y  
T e x a s  A & H U n i v e r s i t y  R.  0 .  Webb 
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o  C. A. R e i l l y  
U n i v e r s i t y  o f  C i n c i n n a t i  I. fl. E l k i n 3  
U n i v e r s i t y  of I l l i n o i s ,  D. G r a h n  

Urbana  
U n i v e r s i t y  of I l l i n o i s  P. 0 .  K l e i n  

M e d i c a l  C e n t e r  
L i f e  S c i e n c e s ,  I n c o r -  C. A. R e i l l y  

p o r a t e d ,  S t ,  P e t e r s b u r g  
I n d i a n a  U n i v e r s i t y  8 .  B, K u b i t s c h e k  

l e d i c a l  C e n t e r ,  
I n d i a n a p o l i s  

l ~e sea rch  Associate. 

2~esearch Associate. now S c i e n t i f i c  A s s i s t a n t .  

3~esearch  Associate, now A s s i s t a n t  M i c r o B i o l o g i s t .  



F r a n k  Q. Ngoi 
H s i e n - C h i  Niu  

N i c o l a s  
P a n a g i o t o p o u l o s  

t l e y r i c k  Peak1  

Eung K. Ryu 

Bobby S c o t t  

S u r e n d r a  T. S h e n o y  

E l s i e  fl. S o r e n s e n  

F r e d  J. S t e v e n s  

R a v i n d r a  Tewari 

Kou-Yi T s e r n q  
A i r o s h i  U t s u m i  
Alice a. Wyrwicz 
V i v i a n  V. Yang 
D i a n e  L. Zeyer 

Wayne S t a t e  U n i v e r s i t y  M. 
U n i v e r s i t y  o f  M i s s o u r i ,  P. 

K a n s a s  C i t y  

U n i v e r s i t y  o f  P i t t s b u r g h  n. 
R h o d e s  U n i v e r s i t y ,  E ,  

S o u t h  Africa 
n i c h i g a n  C a n c e r  F a u n a a t i o n  H e  

Det ro i t  
U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s ,  J. 

Urbana  
U n i v e r s i t y  of C a l i f o r n i a ,  C, 

D a v i s  
U n i v e r s i t y  o f  T e x s s ,  A . 
.. A u s t i n  

U n i v e r s i t y  o f  T e c h n o l o g y ,  P. 
- The N e t h e r l a n d s  

M i c h i g a n  S t a t e  U n i v e e s i t y ,  n. 
East' L a n s i n g  

T a t a  I n s t i t u t e  of Funda- S. 
m e n t a l  R e s e a r c h ,  Bombay, 
I n d i a  

U n i v e r s i t y  o f  H i c h i g a n  P. 
K y o t o  U n i v e r s i t y ,  J a p a n  H 
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o  S  . 
U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o  S. 
U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s ,  T. 

Orbana  

I¶. E l k i n d  
D. K l e i n  

S c h i f  f  e r  
E m  K u b i t s c h e k  

F. Thonson  

P e r a i n o  

Lindenbaum 

S. Danyluk 

D. K l e i n  
Cl .  E l k i n 3  
S. Danylnk 
I?. S t e n r n e r  
E. F r i t z  

I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  were e l e v e n  F a c u l t y  B e s e a r z h  P a r t i c i p a -  
t i o o  a p p o i n t m e n t s ,  s u p p o r t e d  by t h e  Argonne  C e n t e r  f o r  Educa- 
t i o n a l  A f f a i r s  (CEA) ; t h e s e  a p p o i n t  n e n t s  e n a b l e  c o l l e g e  a n d  u n i -  
v e r s i t y  f a c u l t y  members t o  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  r e s e a r c h  a c t i v i t i e s  
of t h e  L a b o r a t o r y  i n  o r d e r  t o  b r o a d a n  t h e i r  p e r s p e c t i v e s  f o r  
t e a c h i n g  a n d  r e s e a r c h  o n  t h e i r  home campuses .  The names  o f  t h e  
F a c u l t y  R e s e a r c h  P a r t i c i p a n t s  d u r i n g  1977,  t h e i r  s c h o o l s ,  a n d  
t h e i r  s t a f f  s p o n s o r s  were a s  f o l l o w s :  

J a y  B. Best 
R i c h a r d  B o c k r a t h  

F r e d e r i c  Giere 
I E l l e n  H. Lau 

F a i z a  8. H a r i y  

E u g e n e  W. H c A r d l e  

William M i l l i n g t o n  
D a n i e l  G. O l d f i e l d  

C o l o r a d o  S t a t e  U n i v e r s i t y  G. A.  S a c h e r  
I n d i a n a  U n i v e r s i t y  S c h o 3 l  E. E ,  K u b i t s c h e k  

of H e d i c i n e ,  I n d i a n a p o l i s  
Lake  F o r e s t  C o l l e g e  N. G. Anderson  
C o l l e g e  of DuPage C. P e r a i n o  
Ain Shams U n i v e r s i t y ,  T. I!. S e e 3  

E g y p t  
N o r t h e a s t e r n  I l l i n o i s  C. P. E h r e t  

U n i v e r s i t y  
l a r q u e t t e  U n i v e r s i t y  J. S h e n - M i l l e r  
D e P a u l  U n i v e r s i t y  C. A. B e i l l y  

l~esearch Associate. 



J o h n  P. S c h n e i d e r  U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o  P. D. K l e i n  
Thomas A. V i c t o r  N o r t h w e s t e r n  U n i v e r s i t y  S. S. Danp luk  
R u t h  L. W i l l e y  U n i v e r s i t y  of I l l i n o i s ,  R. J .  M .  F ry  

C h i c a g o  Ci rc le  

SUMMER RESEARCH INSTITUTE I N  CELL BIOLOGY 

Ten s t u d e n t s  ' f r o m  t e n  d i f f e r e n t  u n i v e r s i t i e s  were e n r o l l e d  
i n .  t h i s  g r a d u a t e  l e v e l  p rogram o f f e r e d  j o i n t l y  by t h e  D i v i s i o n  o f  
B i o l o g i c a l  a n d  M e d i c a l  R e s e a r c h  a n d  t h e  R a d i o l o g i c a l  a n d  E n v i r o n -  
m e n t a l  R e s e a r c h  D i v i s i o n  i n  c o o p e r a t i o n  w i t h  t h e  Argonne  C e n t e r  
f o r  E d u c a t i o n a l  A f f a i r s  d u r i n g  t h e  Summer o f  1977.  D r .  Mor t imer  
M. E l k i n d  o f  t h e  D i v i s i o n  o f  B i o l o g i c a l  a n d  M e d i c a l  R e s e a r c h  
s e r v e d  a s  o r g a n i z e r  a n d  c o o r d i n a t o r ,  w i t h  t h e  a s s i s t a n c e  o f  S. 
E e c h t o l d .  The  p r o g r a m ,  w h i c h  r a n  f o r  12 weeks ,  f e a t u r e d  a lec- 
t u r e  s e r i e s  c o v e r i n g  a  v a r i e t y  o f  t o p i c s ,  i n c l u d i n g  t h e  b iochem-  
i s t r y  o f  D N A  r e p l i c a t i o n  a n d  r e p a i r ,  enzymology ,  e l e c t r o n  m i c r o s -  
COPY 8 immunology,  m i c r o b i o l o g y ,  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e ,  
r a d i o b i o l o g y ,  a n d  v i r o l o g y .  The l e c t u r e s  w e r e  g i v e n  by Drs. N. 
G.  Anderson ,  I. L. Anderson ,  E. Chan,  T. E. F r i t z ,  A.  Han, D. A. 
Haugen,  C. K. Lee ,  H. HacCoss ,  T. H a t s u s h i t a ,  Y. E. Rahman, C.  A. 
R e i l l y ,  a n d  T. H. S e e d  of t h e  D i v i s i o n  o f  B i o l o g i c a l  a n d  U e d i c a l  
R e s e a r c h ,  a n d  D r .  E. L. L l o y d  of t h e  R a d i o l ~ g i c a l  a n d  Environmen-  
t a l  R e s e a r c h  D i v i s i o n .  

The l e c t u r e s  v e r e  s u p p l e m e n t e d  by i n f  o r  ma1 d i s c u s s i o n s  a n d  
v i s i t s  t o  l a b o r a t o r i e s  a s  a p p r o p r i a t e .  E a c h  s t u d e n t  s p e n t  t h e  
r e m a i n d e r  o f  h i s  time w o r k i n g  i n  a l a b o r a t o r y  o f  a s t a f f  member. 

The s t u d e n t s ,  t h e i r  s c h o o l s ,  a n d  t h e i r  s t a f f  s p o n s o r s  v e r e  
a s  f o l l o w s :  

S t e p h e n  B r a n d t  
C h a r l e s  D a n i e l s  

He len  L. D r w i n j a  
Edward F. Duhr 
James  I. B u l l i n s  
James G. B o s e  
W a l t e r  S c o t t  
S a m u e l  Semof f 
B a r b a r a  S i n a  
Karen  W i l l a r d  

Erbary U u i u e r s i t y  T. E. F r i t z  
D a l h o u s i e  U n i v e r s i t y ,  Y. E. Rahman 

Nova S c o t i a  
U n i v e r s i t y  of T e x a s  A. Han 
U n i v e r s i t y  o f  Wyoming U. HacCoss  
U n i v e r s i t y  o f  H i n n e s o t a  D. A .  Haugen 
U n i v e r s i t y  of H a i n e ,  Orono C. A .  R e i l l y  
Yest.ern M i c h i g a n  Univecs i ,  t y  T. Y a t s u s h i t a  
U n i v e r s i t y  of A r i z o n a  T. U.  S e e d  
U n i v e r s i t y  of f l i n n e s o t a  N. G .  Anderson  
V i r g i n i a  P o l y t e c h n i c  E. L. L l o y d  

I n s t i t u t e  a n d  S t a t e  (8 ER) 
U n i v e r s i t y  

OTHER GRADUATE PROGRAHS 

P o u r  g r a d u a t e  s t u d e n t s  were L a b o r a t o r y  G r a d u a t e  P a r t i c i p a n t s  
w o r k i n g  i n  t h e  D i v i s i o n  on  r e s e a r c h  f o r  t h e i r  PhD d e g r e e s  i n  a  
p r o g r a m  a d m i n i s t e r e d  by t h e  C e n t e r  f o r  B d u c a t  i o n a l  A f f a i r s .  The  
L a b o r a t o r y  G r a d u a t e  P a r t i c i p a n t s ,  t h e i r  s c h o o l s ,  a n d  t h e i r  s t a f f  
s p o n s o r s  were a s  follows: 



Avrom M. B r e n d z e l  U n i v e r s i t y  of I l l i n o i s ,  Y.  E. Rahnan 
C h i c a g o  Circle 

Thomas Cunningham U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s  M e d i c a l  D. Grahn 
C e n t e r  

M i c h a e l  P. Hagan U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s ,  U r b a n a  H. M. E l k i n d  
B r u c e  Hammer N o r t h v e s t e r n  U n i v e r s i t y  S. S. Dsnv luk  

I n  a d d i t i o n ,  S t e v e n  H. Gray,  University of I l l i n o i s  M e d i c a l  
C e n t e r ,  h e l d  a G u e s t  G r a d u a t e  S t u d e n t  A p p o i n t m e n t ,  u n d e r  t h e  
s u p e r v i s i o n  o f  M. UacCoss, a n d  A a r o n  D. Simms,  New Y o r k  Oni-  
v e r s i t y ,  worked  u n d e r  t h e  s u p e r v i s i o n  o f  D r .  T. H a t s u s h i t a ,  u n d e r  
t h e  s p o n s o r s h i p  of t h e  A f f i r m a t i v e  A c t i o n  PC ogram. 

U N D E R G R A D U A T E  TRAINING 

D u r i n g  1977,  a total nf 21 c o l l e g e  u n d o ~ y ~ a 3 u a t e s  r e c e i v e d  
t r a i n i n g  i n  t h e  D i v i s i o n  o f  B i o l o g i c a l 2  a n d  H c d i c a l  Research 
t h r o u g h  t h e  L E A - s p o n s o s e d  Spring, Summcr, a n d  F d l l  U n d e r g r a d u a t e  
Reseaech P a r t i c i p a t i o n  P r o g r a m s .  The s t u i e n t s ,  t h e i r  s c h o o l s ,  
a n d  their  s t a f f  s u p e r v i s o r s  a r e  l i s t e d  b e l o u  : 

SPRING PROGRAH 

Anthony  U. C z a r n i k  U n i v e r s i t y  o f  W i s c o n s i n ,  S. S. Dany luk  
Madison 

J e f f r e y  A. Goodman U n i v e r s i t y  of Vermont T. B. Borak 
P a u l  W. M a f f u i d  S t .  n i c h a e l c s  C o l l e g e  S. S. Dany luk  

J a m s h e d  B h a r u c h a  

Deanna Loney 

P a u l  W. M a f f u i d  
E d u a r d  M a p t i n  
Roger Rodby 
Huwdrd % U r n e r  
T e r r y  Watson 
R u s s e l l  D. P a n g  

B e t h a n n  b o n n e r  
H e a t h  C a r n e y  
Mary C l o s s o n  
Nancy P a y  
T r a v i s  G a m b i l l  
T i m o t h y  Hove 
P a u l  U. U a f f u i d  
Carol  S. Ramsay 
S t e v e n  R o t h  
Sam T a c k e  

V a s s a r  C o l l e g e  

N o r t h e a s t e r n  Oklahoma A E H  
C o l l e g e  

S t .  M i c h a e l ' s  C o l l e g e  
C l a r k s o n  C o l l e g e  
Western I l l i n n i s  U ~ i v o r ~ i t y  
R u s t  C o l l e g e  
R u s t  C o l l e g e  
T r i n i t y  C o l l e g e ,  H a r t f o r d  

PALL PROGRAM 

L a u r e n c e  U n i v e r s i t y  1 . 
C o l l e g e  of U i l l i a m  a n d  Mary B . 
Hnmbold t  S t a t e  U n i v e r s i t y  P . 
L a w r e n c e  U n i v e r s i t  p C. 
E a s t e r n  M e n n o n i t e  C o l l e g e  8. 
P e n n s y l v a n i a  S t a t e  U n i v e r s i t y  H. 
St .  H i c h a e l '  s C o l l e g e  M . 
H i l l i k i n  U n i v e r s i t y  C. 
l e v  York U n i v e r s i t y  I9 . 
Carro l l  C o l l e g e ,  B a l e n a  A m .  

N. J a r o s l o w /  . 
E. fiahaan 
G. Anderson  

HacCoss 
D. K l e i n  
Is. Klern 
M. Seed 
MacCoss 
A. Hauger  

G. Anderson  
S. B a s s  
D. K l e i n  
A. R e i l l p  
S. B a s s  
E o  K u b i t s c h e k  
MacCoss 
P e r a i n o  
MacCoss 
Han 



JOINT ABGORNE-UNIVERSITY APPOIlJTMENTS 

D u r i n g  1 9 7 7 ,  21  s t a f f  members h e l d  a t o t a l  o f  31 f a c u l t y  
a p p o i n t m e n t s  a t  u n i v e r s i t i e s  i n  t h e  C h i c a g o  a r e a .  T h e s e  a p p o i n t -  
m e n t s  u s u a l l y  c o m p r i s e  l i m i t e d  t e a c h i n g  a c t i v i t i e s ,  g e n e r a l l y  o f  
a  s p e c i a l i z e d  n a t u r e ,  a t  t h e  g r a d u a t e  l e v e l ,  wh ich  i n v a l v e  r e g u -  
l a r  c o n t a c t  w i t h  s t u d e n t s .  They h a v e  l e d  t o  c o s p o n s o r s h i p  o f  
g r a d u a t e  s t u d e n t s  a n d  t o  c o l l a b o r a t i v e  r e s e a r c h  e f f o r t s  w i t h  
f a c u l t y  members,  some of which  a r e  d e s c r i b e 3  i n  t h i s  r e p o r t .  

The a f f i l i a t i o n s  w i t h  C h i c a g o  a r e a  u n i v e r s i t i e s  were ss f o l -  
l o u s : .  

U n i v e r s i t y  o f  C h i c a g o  

Hortimer H. E l k i n d  
R o b e r t .  N. F e i n s t e i n  
ti. J. M i c h a e l  P r y  
Dav id  L. Hachey 
P e t e r  D. K l e i n  

T imothy  E. O ~ C o n n o r  
G e o r g e  A. S a c h e r  
B a r r e n  K. S i n c l a i r  
P a t r i c i a  S z c z e p a n i k  

U n i v e r s i t y  of I l l i n o i s ,  Circle Campus 

D o u g l a s  G r a h n  J a n e  S h e n - M i l l e r  
B e r n a r d  N. J a r o s l o v  ' Warren  K. S i n c l a i r  
H e r b e r t  E. K u b i t s c h e k  J o h n  F. T h ~ m s o n  
C a r l  P e r a i n o  

L o y o l a  u n i v e r s i t y  

Thomas E.  F r i t z  
B e r n a f  d N .  J a c o s l o v  

Walter E. R i s i e l e s k i  
A r t h u r  L indcnbaum 

N o r t h e r n  I l l i n o i s  U n i v e r s i t y  

R. J. E i c h a e l  F r y  Y. E. Rahmsn 
D o u g l a s  G r a h o  C h r i s t o p h e r  A. R e i l l y ,  Jr.  
B e r n a r d  N. Jaroslow Warren  K. S i n c l a i r  
H e r b e r t  E. K u h i t s c h e k  J o h n  P. Thomson 
C a r l  P e r a i n o  R o b e r t  B. Webb 

N o r t h w e s t e r n  U n i v e r s i t y  

P e t e r  D. K l e i n  
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JOURNAL ARTICLES 

B i r d s e l l ,  D.  C., P. J .  Bannon,  a n d  E. B. Yebb. H a r m f u l  e f f e c t s  
o f  n e a r - u l t r a v i o l e t  , r a d i a t i o n  u s e d  f o r  p o l y a e r i z a t i o n  o f  a 
s e a l a n t  a n d  a c o m p o s i t e  r e s i n .  J, Be. Dent ,  Bsssci 99, 
311-314 ( 1 9 7 7 ) .  

E i s le r ,  W. J., a n d  P. H. Polk. I m p r o v e d  t e m p e r a t u r e  c o n t r ~ l  of  
t h e  t e c h n i c o n  t i s s u e  p r o c e s s o r  p a r a f f i n  b a t h .  S t a i n  r e z h -  
n o l .  31, 301-304 (1  976) . 

E l k i n d ,  Ii. LI. I n t r o d u c t i o n  t o  s e s s i o n  on d r u g  l e t h a l i t y  a n d  s u b -  
l e t h a l  dammsge: C y t o t o x i c  damage a n d  r e p a i r .  C a n c e r  T r e a t -  
ment  R e p o r t s  60, 1777-1780 (1 9 7 6 ) .  

E l k i n d ,  N. M. The i n i t i a l  p a r t  o f  t h e  s u r v i v a l  c u r v e .  Implica- 
t i o n s  f o r  l o w - d o s e ,  l o w - d o s e - r a t e  r a d i a t i o n  r s s g o n s e s .  
B a d i a t .  Res. 21, 9-23 ( 1 9 7 7 ) .  

E z r a ,  F. S. ,  C .  H. Lee ,  N .  S. Kondo, S. S. Dany luk ,  a n d  R .  H. 
Sarma.  C o n f o r m a t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  p u r i n e - p y r i m i d i n e  and 
p y r i m i d i n e - p u r i n e  d i n u c l e o s i d e  a o n o p h o s p h a t e s .  B i o c h z m i s t r y  
16 ,  1977-1987 ( 1 9 7 7 ) -  -- 

Peldman,  H. B., P. A. S z c z e p a n i k ,  P. Havre ,  E. J. t4. Corra1.1 ,  L. 
C. Yu, H. tl. Rodman, B. A. R o s n e r ,  P. D. K l e i n ,  a n d  B. R .  
Landau .  S t e r e o s p e c i f i c i t y  o f  t h e  h y d r o g e n  t . r a n s f e r  z a t a -  
l y z e d  by human p l a c e n t a l  a l d o s e  r e d u c t a s e .  B ioch im.  B io -  
phys. A c t a  340, 14-20 ( 1 9 7 7 ) .  

P i n k e l ,  fl. P. Book r e v i e w :  B i o l o g y  o f  r a d i a t i o n  c a r c i n o g e n e . s i s .  
E d i t e d  by J. . Yuhas,  R .  W. T e n n a n t ,  a n d  J. D. Began.  
Raven P r e s s ,  N e w  ~ o r k  (1976)  347 pp.  H e a l t h  Phys.  21, 
201-202 ( 1  977) . 

P r y ,  B. J. .M., a n d  E. J. A i n s w o r t h .  R a d i a t i o n  i n j u r y :  Some 
a s p e c t s  o f  t h e  o n c o g e n i c  effects. Fed. P r o c .  35, 1703-1707 
(1977)  . 

Gonzalez-Laua, Z., aud 8. I. F e i ~ ~ s t e i n .  A so l i ib le  peroxidase  i n  
h e a r t  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  of r a t  a n d  mouse. P r o c .  Soc. Exp. 
Biol.  Ilea. lSg, 322-324 ( 1 9 7 7 ) .  

Gonzalez-Lama, Z., a n d  B. Y .  P e i n s t e i n .  T h y r o i d  p e r o x i d a s e  o f  - 

t h e  p i g ,  dog,  r a t ,  a n d  mouse. Biochem. Ilea, - 17, 292-299 
(1977). 



G r u b e ,  D. D., R. D. Ley,  a n d  R. J. d.  F r y .  P h o t o s e n s i t i z i n g  
e f f e c t s  o f  8 - m e t h o x y p s o r a l e n  on  t h e  s k i n  o f  h a i r l e s s  mice--  . S t r a i n  a n d  s p e c t r a l  d i f f e r e n c e s  f o r  t u m o r i g e n e s i s .  
Photockem.  P h o t o b i o l .  25, 269-276 ( 1 9 7 7 )  . 

Hachey ,  D. L., II. J. K r e e k ,  a n d  D. tI. H s t t s o n .  Q u a n t i t 3 t i v e  
a n a l y s i s  o f  m e t h a d o n e  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  u s i n g  d e u t e r i u m -  
l a b e l e d  m e t h a d o n e  and G L C - c h e m i c a l - i o n i z a t i o n  m a s s  s p e c t r o -  
me t ry .  J .  Pharm. S c i .  95, 1579-1582 ( 1 9 7 7 ) .  

Aan, A., a n d  a. H. E l k i n d .  A d d i t i v e  a c t i o n  o f  i o n i z i n u  a n d  non- 
i o n i z n g  r a d i a t i o n s  t h r o u g h o u t  t h e  C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l - c y -  
cle. I n t .  J. B a d i a t .  B i o l .  31, 275-282 (1977) .  

Hanson,  R. F., G. C. Williams, D. Eachey ,  a n d  tl. L. S h a r p .  
H e p a t i c  l e s i o n s  a n d  h e m o l y s i s  f o l l o u i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
3a, 7a ,  1 2 a -  trihydroxy-5~-cholestan-26-oyl t a u r i n e  t o  r a t s .  
J. Lab. C l i n .  Hed. en, 536-548  (19771 . . 

Haugen,  Ii. A., a n d  1. J. Coon. P r o p e r t i e s  o f  e l e c t r o p h o r e t i z s l l y  
homogeneous  p h e n o b a r b i t a l - i n d u c i b l e  a n d  
B - n a p h t h o f l a v o n e - i n d u c i b l e  f o r ~ s  o f  l i v e r  m i c r o s o m a l  c y t o -  
c h r o n e  P-450. J. B i o l .  Chers. 251, 7929-793 9 (1 9 7 6 ) .  

Haugen,  D. A. ,  L. G. Armes, K. T. Yasunobu,  a n d  &I. J. Coon. A m i -  
n o - t e r m i n a l  s e q u e n c e  o f  p h e n o b a r b i t a l - i n d u c i b l e  c y t o c h r o m e  
P-450 f r o m  r a b b i t  l i v e r  microsomes:  S i m i l a r i t y  t o  h y 3 r o p h o -  
b i c  a m i n o - t e r m i n a l  s e g m e n t s  of p r e p r a t e i n s .  Biochem. Bio-  
phys .  B e s .  Cornlaan. ZZ, 967-973 ( 1 9 7 7 ) .  

Kiealer, B. F. ,  U. K. S i n c l a i r ,  a n d  H. 8. E l k i n d .  N - e t h y l m s l e -  
i m i d e  s e n s i t i z a t i o n  o f  X - i r r a d i a t e d  h y p o x i c  ~ h i n e s e  h a m s t e r  
cells. B a d i a t .  Bes .  11, 204-2 13 ( 1 9 7 7 ) .  
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