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it increases protoplasmic viscosityl, (Viscosity measure-
ments of the above and other substances, as well as of
blood treated by the same ¢z vitro and in vivo are in
progress.)

(e} Effects of Colchicine on Blood Sedimentation

The Westergreen method was used. To 4-5 ml cattie
blood mixed with a 3-8% solution of Na-citrate (1:5)
was added 0-5ml colchicine (1:200 and 1:10,000).
Table 111 shows the rate of sedimentation of the red
blood corpuscles.

Table IIT
Treatment Rate pf sedimenta-
tion (mm)
Control (blood alone) . . . . 1-h | 2-h 3h
Control (blood alone) . . . . . 5 25
Blood—colchicine 1:10,000. . . -5 35
Blood—colchicine 1:200 . . . 1. 2-5 445

(d) Effects of Colchicine on Leeches (Hirudo wmedicinalis
L)) and Earthworms (Lumbricus tervestris L.).

Some preliminary tests were undertaken to examine
whether leeches which, as is known, produce the anti-
coagulant hirudine, would show increased resistance to
colchicine as compared with other Vermes which do not
excrete hirudin. This actually proved to be the case:
For instance, a leech weighing 2-9 g injected with 15 ml
colchicine (1:200) resisted during 11 days, while a
Luwmbricus, weighing 2-8 g, injected with 1 ml colchi-
cine, died within 7 hours.

In other experiments I have tried to ascertain whether
the action of colchicine could be neutralized by the
simultanecus administration of the anticoagulants
Viscum and heparine. The earthworms were placed in
Petri dishes into which was poured 1 ml of each of the
various substances. It was found that animals treated
with Viscum extract (62:1,000) died within about one
day, whilst the animals submitted to a treatment of a
mixture of colchicine (1:200) and Viscum survived for
two days. Heparin added to colchicine increased the
period of survival in a similar way. The circumstance
that colchicine caused arterial dilatation, while both
heparin and Viscusm induced the dilatation of the
venous system, may contribute to the explanation of
some of the compensatory actions of Viscum and
colchicine.

Conclhusions

In summing up the principle experimental data out-
lined above, the following preliminary conclusions can
be made:

{1} The circumstance that the polyploidogenic and
oncogenic agent, colchicine, has an influence on proto-
plasmic viscosity in plants, and also influences blood
plasma viscosity in stimulating the action of thrombin
points to the similarity of at least this mechanism among
those responsible for the many analogous effects of the
drug in plants and animals.

(2) The circumstance that, on the other hand, the two
thrombokinetic agents tested, thrombin and vitamin K,
act in many respects synergetically with colchicine as
oncogenic agents (C-tumours) and that vitamin K is,

1 N. NysoM and B. KnutsoN, Hereditas 33, 58 (1947).
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moreover, a polyploidogenic agent, even when applied
alone, enforces the assumption that these mechanisms
are similar,

{3) The finding that Viscum acts, like heparin, as an
anticoagulant, and that both have a tendency to counter-
act in plants the oncogenic influence of the thrombo-
kinetic activators colchicine and vitamin K, restricts
the circle still more.

(4) ¥inally, the discovery that, proportionally to its
concentration, heteroauxin may influence B.C.T. both
as a thrombin activator and as an anticcagulant, is
doubly important in consideration of the circumstance
mentioned above, that heteroauxin increases proto-
plasmic viscosity in plants and elicits, like colchicine,
oncogenic and polyploidogenic effects!. The antagonistic
actions of heteroauxin to colchicine, including tumour
growth in plants and hormonal actions in plants and
animals may thus find a new explanation. L.].Havas

Hungarian Institute for Biological Research, Tihany,
September 10, 1947.

1 W, H. GREANLEAF, J. Heredity 29 (No. 12), 452 (1938).

Uber die bakteriostatische Wirkung
von Anthocyanen und verwandten Stoffen

G. F. GAusg! isolierte aus Proactinomyces cyaneus
antibioticus eine farbige Verbindung mit ausgeprigter
antibiotischer Wirksamkeit. Diese isolierte Substanz be-
saB Indikatoreigenschaften. Sie wurde auf Grund einiger
Farbreaktionen, die allerdings fiir ihre chemische Kon-
stitution nicht beweisend sind, von Gausge! und Brazs-
NIKOVA? als Anthocyanidinderivat bzw. als nahe mit
diesen natiirlichen Farbstoffen verwandte Substanz be-
zeichnet. Fiir das Vorhandensein eines Anthocyanidin-
derivates wurde von GAUse! auch auf eine Arbeit hin-
gewiesen, in der Kriss?® aus einem nahe verwandten
Aktinomyzeten ein Anthocyan isoliert haben wollte. Bei
der genaueren chemischen Nachpriifung dieser Angabe
durch R. RosinsoN und Mitarbeiter? wurde jedoch fest-
gestellt, daB der aus Actinomyces violaceus-vuber Waks-
man isolierte Farbstoff kein Anthocyan darstellte. Nach
den bisher vorliegenden Literaturangaben?® ist es auch
wenig wahrscheinlich, daB Anthocyane in Mikroorganis-
men vorkommen. Sie wurden bis heute im Pflanzen-
reich nur von den Moosen aufwirts gefunden.

Da uns bisher keine Untersuchungen iiber die bak-
teriostatische Wirkung von Anthocyanen aus der Litera-
tur bekanntgeworden sind, schien es uns von Interesse
zu sein, einige Anthocyane und chemisch verwandte
Stoffe auf ihre bakteriostatische Wirkung zu priifen.
Wir untersuchten auBer Rubrobrassicin, einem acylier-
ten Anthocyan aus Rotkohl, das uns aus fritheren Ver-
suchen® zur Verfiigung stand, Cyanin, Peeonin und das
Aglycon P=zonidin. Die drei letzten Priparate stellte uns
Herr Prof. Dr. P. KARRER, Ziirich, freundlicherweise
zur Verfiigung, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle
bestens danken méchten. Ferner bezogen wir zwei
Flavonolglykoside {Quercitrin und Rutin) und drei Fla-

GAUSE, J. Bact. 51, 649 (1946).
BRAZHNIKOVA, J. Bact. 51, 655 (1946).
KRriss, C. R. Acad. Sci. U.R.S.S. ¢, 283 (1936).
rixson, A.E.Oxrorp und R. Ropinson, Nature 142,
211 (1938).

5 F. BLaNk, Botanical Rev. (New York) 13, 241 (1947).

6 A, Frev-Wyssuing und F. BLANK, Ber. Schweiz. Ges. §3, 550
(1943).
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vonole (Quercetin, Rhamnetin und Morin} als chemisch
nahe verwandte Substanzen in unsere Versuche ein.

Die Priifung der vorstehend erwidhnten Verbindungen
auf bakteriostatische Wirkung geschah nach der in un-
seren Laboratorien iiblichen Untersuchungsmethoden
an je einem Stamm von Staphylococcus pyogenes aureus,
Strepiococcus haemolyticus, Preumococcus Typ I, Coryne-
bacterium diphtherige, B.coli commune, B.iyphi abdomi-
nalis, B. paratyphi B, B. entevitidis Gaertner, B. dysen-
teviae Typ E und Pseudomonas pyocyanea. In allen un-
seren Versuchen zeigten die gepriiften Substanzen in
Konzentrationen von 1/10 und 1/50 Mol keine bakterio-
statische Wirkung. F. Buank und R. SuTER

Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der J.R.
Geigy AG., Basel, den 7. November 1947,

Summary

Some anthocyanins and flavonols have been found to
have no bacteriostatic effect on pathogenic micro-
organisms.

Uber die Einwirkung von Pankreasfermenten
auf DL-Methioninisopropylester

O. WARBURG hat seinerzeit festgestellt, daB aus dem
Athyl- und aus dem Normalpropylester des DL-Leucins
in Gegenwart von «Pankreasferment» und Wasser durch
asymmetrische Verseifung ein Gemisch von freiem
L-Leucin und unverindertem p-Leucinester entsteht?.

Der pL-Methioninisopropylester reagiert unter der Ein-
wirkung von handelsiiblichen Fermentpriparaten, wie
Pankreatin, «Irypsin Difco» und «Pangestin Difco», in
ahnlicher Weise wie die Ester des DL-Leucins. Uber die
Auswertung dieser Reaktion zur Gewinnung von p- und
L-Methionin soll an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet
werden.

Die Fermentreaktion beschrinkt sich jedoch nicht in
allen Fallen auf die Verseifung der im racemischen Ester
vorhandenen L-Komponente, Dies wird besonders deut-
lich, wenn man ein bei der Firma Novo Terapeutisk
Laboratorium. Kopenhagen, kdufliches Pankreasenzym
oder kristallisiertes Chymotrypsin? verwendet und die
Vorschrift von WARBURG! etwas abidndert. $So werden
aus 100 Teilen pDL-Methioninisopropylester, 2 Teilen Fer-
ment® und 5 Teilen Wasser nach 15— 20stiindigem Ste-
hen bei 38° rund 35 Teile eines idtherunléslichen Reak-
tionsproduktes erhalten, das nur zu etwa #/; aus freiem
L-Methionin besteht, Der Rest setzt sich zur Hauptsache
aus amorphen oder mikrokristallinen Substanzen zusam-
men, welche in kaltem Wasser schwer 18slich sind. Ein
Teil davon ist auch in heiem Wasser, Alkohol, verdiinn-
ter Salzsiure oder Natronlauge unigslich. Das Gemisch
der in heiBem Wasser schwerloslichen Verbindungen lie-
fert bei energischer saurer Hydrolyse geringfiigig race-
misiertes L-Methionin,

1 Z. physiol. Ch. 48, 205 (1906).

2 Das von uns verwendete Priparat stammt aus dem Plaut
Research Laboratory und ist bereits dlteren Datums. Wir waren
noch nicht in der Lage, es an Hand bekannter Substrate auf sein
enzymatisches Verhalten zu priifen. Fiir seine freundliche Uber-
lassung sind wir Herrn Dr. P, C, ZaMEcNIK, Boston, Mass., zu bestem
Dank verpflichtet.

3 Das danische Pankreasenzym wird vor dem Gebrauch zweck-
mifig durch Dialyse gereinigt und lyophil getrocknet. Die ange-
gebene Menge bezieht sich auf ein derart hergestelltes Trockenpra-
parat. — Bei Verwendung von kristallisiertem Chymotrypsin kann
die Fermentmenge um mindestens 509%, reduziert werden.
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Wir halten es nicht fiir ausgeschlossen, da8 es sich bei
den schwerloslichen Produkten um peptidartige Verbin-
dungen handelt. Versuche zur Abklirung dieser Frage
sind im Gange.

Der eine von uns (M. BRENNER) dankt der J.-R. Geigy-AG. in
Basel fitr die Unterstiitzung dieser Arbeit.

M. BreEnneEr und V. KocHER

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel,
den 2,Dezember 1947,

Summary

Commercially available preparations of the proteolytic
enzymes of the pancreas are suitable for asymmetric
saponification of pL-methionine isopropyl ester. Certain
preparations, including cristalline chymotrypsin, yield
in addition to L-methionine insoluble products behaving
like peptides of L.-methionine when hydrolysed.

Enzymatic Breakdown of Nitrogen Compounds
by the Nitrogen Fixing Bacteria of Insects

Symbiotic bacteria of plant lice can fix atmospheric
nitrogen®. The fixation takes place in a surviving system
—a physiological salt-solution containing 0-29, succinic
acid and 0-59% glucose—or in the same solution in-
oculated with cultivated symbiotic bacteria of insects.
In investigations of surviving systems we found that
the nitrogen-fixing capacity depends on the initial
amount of nitrogen compounds in the system. It is
shown in Table I that the lower the original nitrogen
content of the system (according to KJjELDAHL) the
higher the nitrogen-fixing capacity.

We carried out further experiments with very high
nitrogen content. In these experiments large numbers
of plant lice (4 phis sambuci 1.} were used in the surviv-
ing system. It was found that in this case no nitrogen
fixation took place, rather a loss in the amount of
nitrogen (Table II}.

The same results were obtained in the experiments
with cultivated bacteria. The bacteria fixed atmospheric
nitrogen in a culture medium containing no nitrogen
but salts, succinic acid, and glucose. If peptone or
ammonium sulphate were added, a breakdown of these
compounds was found instead of fixation (Table III),

It follows that the fixation of atmospheric nitrogen
by the symbionts of insects is a reversible enzymatic
process. When the concentration of the end product—
the nitrogen compounds—is low the reaction tends
towards fixation, if it is high, breakdown takes place.

We have some evidence that the end product of the
nitrogen breakdown is a low-degree nitrogen compound,
or perhaps gaseous nitrogen. It follows from our find-
ings that ammonium salts are alsc broken down, But
experiments were made to prove directly whether am-
monia could be the end product. In the experiments
where breakdown took place, we found in most cases
no ammonia either in the surviving experiments or in
the experiments with isolated bacteria. In some cases,
where a certain amount of ammonia could be detected,

1 L. Térn, The Biological Fixation of Atmospheric Nitrogen.
Budapest, 1946. Monographs Natiral Sciences 5. - L.Térn,
A. Worsky, and M. BAtor:, Z. vergl. Physiol. 3¢, 67 {1942-44). -
L. Térn, A.Worsky, and E.BArvka, Z.vergl. Physiol. 30, 300
(1942~44).



