Summary

The effects of three dyes with carboxyl groups are been
studied on the developing eggs of the sea urchin, Para-
centrotus lividus, Uranin and rose Bengal are both some
derivative of the xanthene. Chrome violet CG is a car-
boxyl derivative of pararosolic acid. In dilute solutions
these three dyes induce the development of radijal larvae.
At higher concentration, uranin and rose Bengal are very
effective animalizing agents. Rose Bengal is more active
than uranin. Rose Bengal differs from uranin by the
fixation of halogens on the molecule of dye which in-
crease the acidity of the carboxyl group. It appears that
animalizing activity runs parallel with acidity. The
results of these experiments are discussed in relation to
the animalizing effects of various acid sulfonated dyes,
The possible significance of the combinations between
acid dyes and basic components of the cells in the ani-
malization is considered.

Uber die Stoffwechselwirkung
eines Lipopolysaccharids aus Escherichia coli

Zahlreiche Mitteilungen der letzten Jahre weisen
darauf hin, dass eine Injektion von Bakterienlipopoly-
sacchariden Wirkungen hervorruft, die weit iiber den
Temperaturanstieg hinausgehen!. Dabei ist aber auch
der Mechanismus der TemperaturerhShung selbst bei
weitem noch nicht geklart.

In unseren Versuchen befassten wir uns mit der even-
tuellen Stoffwechselwirkung eines Lipopolysaccharids,
das wir aus E. coli, Stamm ATCC Nr. 9492, gemiss dem
Verfahren nach WEsSTPHAL ¢f al.? isolierten. Die minimale
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pyrogene Dosis dieses Stoffes betrdgt fiir Kaninchen
(intravends) 0,0042 y/kg und die DL, fiir Méduse (intra-
vends) 9,9 mg/kg.

Methodik. Die Gewebsatmung von Schnitten aus
Kaninchenleber und Niere wurde im Warburgapparat
untersucht. Als Medium haben wir entweder Krebs-
Ringer-Losung mit Glukose oder homogenes Serum
benutzt. Auch das Lipopolysaccharid wurde in diesen
Medien gelost. Falls Serum benutzt wurde, inkubierten
wir die Pyrogenldsung vor dem eigentlichen Experiment
1 h bei 37°. Die Menge des Lipopolysaccharids, die in den
Seitenarm des Gefdsses kam, betrug 0,002 . In einer
anderen Versuchsreihe wurde das Pyrogen den Kanin-
chen injiziert (0,01 y/kg intravends), die Tiere nach 114h
bei hohem Fieber getttet und der Sauerstoffverbrauch
der Leber bestimmt. Bei anderen Tieren wurde der
Blutzuckergehalt nach der Methode von King und
GARNER? und die Blutmilchsdure nach SumMeERsoN und
BArRKER? vor und nach der Pyrogenverabreichung ge-
messen.

Resultate. Die genauen Daten iiber die Wirkung auf
den Glukose- und Milchsduregehalt sind der Tabelle I
zu entnehmen.

Tabelle 1

Einfluss von Pyrogen auf den Blutzucker- und Milchsduregehalt im
Kaninchenvenenblut

Zahl Gehalt
Versuchsanordnung der Tach P
Tiere vor Pyrogen
Glukose in mg% 30 93,6 4-8,91120 - 9,7 p<0,02
Milchsiure in mg% 30 (42,9442 254+ 3,3{$p<0,02

Tabelle II stellt die Wirkung auf den Sauerstoff-
verbrauch der Leber und der Niere dar.
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Tabelle 1T
Wirkung von Pyrogen auf den Sauerstoffverbrauch der Leber- und Nierenschnitte
Zahl der Q,-Verbrauch in Mikroliter
Nr. Versuchsanordnung y pro 1 mg Trockengewicht f
Versuche .
wihrend 2 h
1 Leber, Kontrolle im Krebs-Ringer 24 1,59 4 0,07
2 Leber 4 0,002 y Pyrogen in Krebs-Ringer 31 1,50 4- 01 P gegeniiber Versuch 1
< 0,2
3 Leber, Kontrolle im Serum 24 1,82 4 0,08 P gegeniiber Versuch 1
4 Leber + 0,002 y Pyrogen im Serum 20 2,18 -+ 0,11 p gegeniiber Versuch 1
inkubiert < 0,01
P gegeniiber Versuch 3
< 0,02
5 Leber von Kaninchen, denen 0,01 p/kg 2,55 4 0,05 # gegeniiber Versuch 1
Pyrogen injiziert wurde, nach 1% h < 0,001
getotet 32 $ gegeniiber Versuch 3
< 0,01
6 Niere, Kontrolle im Krebs-Ringer 20 6,19 1 0,17
7 Niere, Kontrolle im Serum 25 7,24 - 0,12 p gegeniiber Versuch 6
< 0,001
8 Niere + Pyrogen 0,002 ¢ im Serum 26 6,55 4 0,12 ¢ gegeniiber Versuch 7
inkubiert < 0,01
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Besprechung dev Evgebnisse. Mehrere Forscher be-
fassten sich mit der Frage, ob der Temperaturanstieg
nach bakteriellen Pyrogenen primir auf einer Vermin-
derung der Wirmeabgabe oder auf einer Stoffwechsel-
steigerung beruht®. Die schon von anderen Autoren be-
schriebene®, hyperglykimisierende Wirkung der Pyro-
gene sowie die Senkung des Milchsiurespiegels sind
statistisch signifikant und weisen auf eine Aktivierung
des Stoffwechsels hin. Es ist dabei an die Arbeit von
HAMRICK et 4l.7 zu erinnern, in welcher iiber cine Be-
schleunigung des Stoffwechsels im Splanchicusgebiet
berichtet wird.

Unsere in dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen
zeigen, dass der Sauerstoffverbrauch der Leber nach
Pyrogengaben signifikant vergrissert wird und zwar
nicht nur » vive, was unter Umstdnden ein Sekundér-
effelkt sein kénnte, sondern auch in vitro, was mit Sicher-
heit auf einen primiren Angriffspunkt hinweist. Be-
sonders interessant erscheint uns, dass der Sauerstoff-
mehrverbrauch nur stattfindet, wenn Serum mit Pyro-
gen inkubiert wurde. Wir vermuten, dass, wie schon
andere Forscher annahmen$®, die Pyrogene an Blut-
eiweisskérper gebunden werden und damit die eigent-
lichen, endogenen Pyrogene entstehen. Das Fehlen einer
dhnlichen Wirkung auf die Niere oder sogar eine Ver-
minderung der Atmung ist vorlaufig schwer zu erkliren.
Die von uns erzielten Resultate weisen in der Richtung,
dass der Stoffwechselsteigerung eine wesentliche und
primdre Rolle beim Temperaturanstieg zukommt.
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Summary

It has been established that pyrogen causes hyper-
glycemia and diminution of the lactic acid level in the
blood. In im vitro investigations, oxygen requirements
of the liver slices show marked increase. The results are
regarded as showing a primary action of the pyrogens on
metabolism.
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Uber die Hemmung des aktiven
Kationentransportes durch Herzglykoside

Aus den Untersuchungen von FLECKENSTEIN ef al.l
geht hervor, dass bei Hemmung des aktiven Kationen-
transportes durch Zellmembranen unter der Einwir-
kung von Atmungs-, Glykolyse- und Phosphorylierungs-
giften gleichzeitig eine Erschopfung des Zellvorrates
an energiereichem Phosphat (Adenosintriphosphat,
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Kreatinphosphat) eintritt. Da die Herzglykoside und
deren Aglykone den aktiven Kalium-Natrium-Aus-
tausch durch die Erythrozytenmembran blockieren?,
wurde zur weiteren Klirung ihres Wirkungsmechanis-
mus die Frage gepriift, ob auch diese Hemmung auf eine
energetische Insuffizienz der Zelle zuriickzufiihren ist.

Methoden. Menschliches defibriniertes Frischblut oder
«Kilteblut» (nach Harris? 6 Tage bei 4°C aufbewahrt)
wurden nach Zusatz von Glucose {500 mg%,) und Test-
substanzen in gleichem Gesamtvolumen aller Ansitze
{4.8 ml Blut + 0,2 m]l Losungsmittel} bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das Blut zentrifugiert und
das Serum durch Absaugen entfernt. Nach zweimaligem
Waschen mit isotonischer MgCl,-Losung wurden die
Erythrozyten mit quarzdestilliertem Wasser hamoly-
siert und der Kalium- und Natriumgehalt des Himoly-
sats flammenphotometrisch bestimmt. Ausserdem wurde
fiir jede Inkubationszeit der Himatokritwert gemessen.
Die Analyse der energiereichen Phosphatverbindungen
erfolgte nach dem von FLECKENSTEIN ¢f al.angegebenen
Verfahren, wobei die Erythrozyten von 1 ml Blut bei
0°C nach Abzentrifugieren des Serums zweimal mit
isotonischer NaCl-Losung gewaschen und anschliessend
10 min mit 1,5 ml 59 iger Trichloressigsdure extrahiert
wurden. Eine weitere Modifikation bestand darin, dass
bei der Chromatographie nach dem Trennungsgang im
ersten Losungsmittel das Papier in grosserem Abstand
(8 cm) von der Startlinie abgeschnitten wurde. Dadurch
konnte die 2, 3-Diphosphoglycerinsiure (2,3-DPGS)
nach Anwendung des zweiten Losungsmittels ebenfalls
lokalisiert und bestimmt werden.
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Abb. 1. Hemmung des aktiven Kationentransportes bei Inkubation

von Frischblut, Ordinate: Q gibt das Verhiilinis Natriumgehalt/Ka-

liumgehalt der Erythrozyten an, gemessen in Millidiquivalenten pro

Liter Zellen. Abszisse: Inkubationszeit in Stunden. K = Kontroll-

ansatz, A = Monojodacetat 5-107% m, § = %-Strophanthosid
1,15+ 1078 m {1075 g/ml).

Resultate. Bei der Inkubation von Frischblut (Abb. 1)
bleibt der normale Elektrolytgehalt der Erythrozyten
wihrend 24 h unveridndert erhalten. Durch aktiven
Transport wird also dauernd Natrium nach anssen und
Kalium nach innen beférdert. Bei Hemmung des aktiven
Kationentransportes durch Monojodessigsdure (M JE)
oder &-Strophanthosid iiberwiegen die ¢passiven» Ionen-
verschiebungen entsprechend dem Konzentrations-
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