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solution. A slight milkish opalescence was to be seen 
with a protamin amount  of 0-5 mg. This opalescent 
liquid precipi tated after centrifugation into a whitish 
crystalline sediment,  which could be suspended by stir- 
ring in water  or plasma. If  this substance is the result 
of the reaction between protamin and heparin, i t  is easy 
to unders tand tha t  the plasma liberated from heparin by 
the addit ion of an appropriale  amount  of protamin 
undergoes the normal  coagulation phases. 

At  the end of this short  report  we conclude tha t  
protamin sulfate offers sufficiently favourable charac- 
teristics as a coagulation means for the nutr i t ional  
medium, and consequently its use appears justified for 
the i n  v i t ro  cultures of hematopoiet ic  tissues. We have  
therefore ini t ia ted experiments  in order to establish 
whether  such procedure does not interfere with the 
normal behaviour  of the functional activit ies of the 
explanted cells. 

GIOVANNI ASTALDI and JENNY FRANKO 

Depar tment  of Internal  Medicine, Univers i ty  of Pavia,  
December  1, 1949. 

Z u s a m m e n / a s s u n g  

Die Autoren haben sich die Aufgabe gestellt, eine Sub- 
stanz zu suchen, die an Stelle der embryonalen Ex t rak te  
den zur Kul tur  yon hi~matopoietischem Gewebe n6tigen 
N~hrboden koagulieren kann. Zu diesem Zwecke haben 
sie die F~higkeit  des Protaminsulfats ,  menschliches, 
heparinisiertes Plasma zu koagulieren, untersucht.  Hier- 
bei wurde festgestellt, welches die opt imalen Konzentra-  
t ionen und die Grenzmengen des Protaminsulfats  sind, 
die zur Gerinnung des Plasmas ffihren. Ferner  wurde die 
Gerinnungszeit  bei verschiedenen Protaminmengen,  der 
EinfluB der Tempera tur  auf die Koagulationsgeschwin- 
digkeit sowie die Zeitspanne, in der die Zugabe yon Prot-  
amin jedoch noch imstande ist, heparinisiertes Plasma 
zur Gerinnung zu bringen, best immt.  

Zytochemischer Nachweis der 
Adenosintriphosphatase (ATP-ase)  in den Zellen 

des Asictestumors der Maus 

WAhrend einer Untersuchung fiber den Ribonuclein- 
sAuregehalt (RNS) der Zellen des Ascitestumors der 
Maus ergaben Versuche mit  der Gomori-Reaktion,  dab 
die Zellen keine alkalische Phosphatase enthielten. An 
bes t immten epithelialen Tumoren kamen KABAT und 
FURTH 1 und MANHEIIVIER und S E L I G M A N  ~ Z U  gleichen 
Befunden. Da sich unser Testobjekt  Irei yon alkaIischer 
Phosphatase zeigte, wurde es fiir die Untersuchung auf 
ATP-ase gew~hlt, nachdem Herr  Prof. LETTR~ mich an- 
regte, das Enzym zytochemisch nachzuweisen, 

M e t h o d &  Der Ascitestumor der Maus ist eine Abar t  
des Ehrlichschen MAusekarzinoms und ents teht  durch 
intraperitoneales Verimpfen der Zellen 3. Es bildet sich 
dabei ein Transsudat  in der BauchhShle, in dem sich die 
Zellen frei beweglich vermehren.  Durch Punkt ion der 
Ascitesflfissigkeit lgl3t sich Tumormater ia l  gewinnen. 
Die Lebenszeit  der Tiere betrAgt infolge des s tarken 
Ascites e twa 15 Tage. 

x E.A. t{ABAT und J. FURTH, Amer. J. Path. 17, 303 (1941). 
L.H.MANHEIMER und A.M. SELmMAN, J. Natl. Canc. Inst. 

9, lSl (1948). 
a H. LETTR~, Z. Physiol. Chem. 268, 59 (1941). 

Von ungef~hr 50 weiBen M~usen mi t  Ascitestumoren 
verschiedenen Alters wurden pro Tier 8-10 Ausstriche 
angefertigt  und bei Zimmer tempera tur  luftgetrock- 
net. Die HAlfte der Pr~parate  diente als Kontrolle. 

ATP-ase wurde mit  der von GLICK 1 modifizierten 
Gomori-Reakt ion nachgewiesen. Zu jedem Versuch lief 
als Kontrolle die Gomori-Reakt ion 2 auf alkalische Phos- 
phatase. Als Substrate dienten Na-Glycerophosphat  und 
Adenosintriphosphors~ure (ATP) 3. Die Versuchsl6sung 
zum Nachweis der alkalischen Phosphatase hat te  einen 
PH-Wert yon 9,4 und die ffir ATP-ase einen PH -Weft  yon 
9,0. Als Puffer wurde Veronal-Na benutzt .  Die giinstigste 
Bebrii tungszeit  betrug 5 Stunden. Die Reakt ion auf 
alkalische Phosphatase btieb auch nach 24stfindiger 
Inkubat ion negativ.  In  den Kontrollausstr ichen wurden 
die organischen PhosphatlSsungen durch destilliertes 
Wasser ersetzt. Bei einem Teil der Pr~parate kam als 
Gegenfiirbung die Feulgen-Nukleal-Reakt ion zur An- 
wendung. 
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Abb. I. Gomori-Reaktiou auf ATP-ase. Mikrophotog~.aphie, 
Vergr. etwa 1000real. 

Resu l t a t e .  Die st~rkste ATP-ase-Reakt ion gaben die 
Nucleoli der Tumorzellen (Abb. 1). Die StArke der 
Schw~irzung nahm in der Reihenfolge Nukleolus, 
Nucleus, Zytoplasma ab. Wie die Aufnahme zeigt, war 
letzteres in manchen Zellen negativ. DaB die Orte der 
ausgepriigtesten Schw~irzung in den Zellen den Nucleolen 
entsprachen, konnte durch Beobaehtungen mit  dem 
Phasenkontras tmikroskop erh~trtet werden. 

Im Gegensatz zu diesen 2-8 Tage alten Ascitestumo- 
ten f i e lde r  ATP-ase-Gehat t  e twa vom achten Tag an in 
allen Zellen zuerst im Zytoplasma ab, dann fotgten 
Nucleus und Nucleolus. In 12-14 Tage alten Tumoren 
bildeten die Nucleolen die einzigen f~irbbaren Zell- 
s trnkturen.  

Abb. 2 zeigt eine vierkernige Zelle aus einem 9 Tage 
alten Tumor mit  negat ivem Zytoplasma, wobei yon dem 
vierten Kern nur noch der Nucleolus sichtbar ist. Das 
gleiche Vertei lungsmuster  besitzen bemerkenswerter-  
weise auch jfingere multinukleAre Zellen. Sie haben im 
Gegensatz zu ihren gleichaltrigen ein- oder zweikernigen 
Zellen ihre zytoplasmatische ATP-ase verloren. 

DaB auBer Zytoplasma und Kern auch die Kern- 
k6rperchen die FRhigkeit verlieren k6nnen, A T P  zu 

1 D. GLICK und E.E.FISCHER, Arch. Biochem. 8, 91 (1945). - 
D. GLICK, Techniques o/ Histo- and Cytocheraistry (Interscience 
Publishers, New York, 1949). 

2 G. GOMORI, Proc. Soc. Exptt. Biol. and Med. 42, 23 (1939). 
a Die ATP stammte yon der Nutritional Bioehemicals Corpo- 

ration, Cleveland, Ohio. 
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spa l t en ,  d e m o n s t r i e r t  die Riesenze l l e  de r  A b b .  3 e ines  
11 T a g e  a l t e n  T u m o r s ,  in  d e r  m i t  S i c h e r h e i t  15 K e r n e  
gez~ihlt w e r d e n  k o n n t e n .  Das  P r A p a r a t  w u r d e  n a c h  
FEULGEN gegengefArbt ,  was  o h n e  S c h a d e n  fiir  die 
G o m o r i - R e a k t i o n  ist ,  wie DANIELLI u n d  CATCHESIDE l 

k , "  
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Abb. 2. Gomori-Reaktion auf ATP-ase. Mikrophotographie. 
Vergr. etwa 2000mal. 

GLICK u n d  FISCHER 1 i i b e r e i n s t i m m t .  Sie wiesen  1946 
m i t  d e r  y o n  i h n e n  m o d i f i z i e r t e n  G o m o r i - R e a k t i o n  e i n e n  
A T P - a s e - G e h a l t  in  d en  Nucleo l i  y o n  W e i z e n k e i m -  
l i ngen  n a c h .  F e r n e r  s t e l l t e n  GLICK u n d  LUSHBAUGH 2 
in  M u s k e l n  u n d  G a n g l i e n  v o n  Periplaneta americana 
A T P - a s e  dar .  
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Abb. 4. Gomori-Reaktion auf ATP-ase. Mikrophotographie. 
Vergr. etwa 1000real 

ze igen  k o n n t e n .  W ~ h r e n d  die  d e r  R iesenze l t e  b e n a c h -  
b a r t e n  Zel len  e ine  p u r p u r b r a u n e  Kern f~ i rbung  besal3en, 
e r s c h i e n e n  die K e r n e  be i  d ieser  i m  b e k a n n t e n  V i o l e t t  
de r  F e u l g e n - R e a k t i o n .  A m  o b e r e n  R a n d  d e r  Zelle be-  
f i n d e t  s ich  e in  K e r n  in  de r  M e t a p h a s e ,  e ine  B e o b a c h t u n g ,  
die a n  m u l t i n u k l e g r e n  Ze l len  dieses  T u m o r s  of t  g e m a c h t  
werdei1 k a n n .  
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Abb.3. Gomori-Reaktion auf ATP-ase. Gegenf/irbung nach FEIJLGEN. 
Mikrophotographie. Vergr. etwa 1000maL 

Bei  zwei T u m o r e n  g a b e n  die C h r o m o s o m e n  e ine  posi -  
t i v e  R e a k t i o n  a u f  A T P - a s e ,  wie  die  M e t a p h a s e  d e r  
Abb .  4 zeigt ,  Die  t ~ e u l g e n - R e a k t i o n  bes t~i t ig te  d e n  Be-  
fund.  

VCurden die  Zel len  in  A b w e s e n h e i t  v o n  A T P  u n t e r  
g le ichen  B e d i n g u n g e n  b e h a n d e l t ,  so b l i e b e n  die Schwgr -  
z u n g e n  in  d e n  o b e n  b e s c h r i e b e n e n  S t r u k t u r e n  au s  
(Abb.  5). 

Diskussion. Wie  geze ig t  wurde ,  f i n d e t  s ich  die 
s tArks te  K o n z e n t r a t i o n  de r  A T P - a s e  in  d e n  Nucleo l i  t ier  
u n t e r s u c h t e n  Zellen,  was  m i t  d e n  E r g e b n i s s e n  v o n  

1 J.F.D~kNIELLI und D.G.CATCHI~SIDE, Nature 156,-f~94 (1945). 

Die  T a t s a c h e ,  d a b  m i t  d e m  A l t e r  d e r  A s c i t e s t u m o r -  
zel len die A T P - a s e  u n d  die R N S  3 des Z y t o p l a s m a s  ab -  
n i m m t  u n d  g le ichze i t ig  die M i t o s e r a t e  3 f~illt, l~il3t au f  
e inen  Z u s a m m e n h a n g  zwischen  A T P - a s e  u n d  Ze l l t e i l ung  
schliel3en. 

# 

Abb. 5. Gomori-Reaktion auf ATP-ase in Abwesenheit yon ATP. 
Mikrophotographie. Vergr. etwa 1000mal. 

t 3be r  d e n  z y t o c h e m i s c h e n  N a c h w e i s  y o n  A T P - a s e  in 
d en  C h r o m o s o m e n  w u r d e  n o c h  n i c h t s  v e r6 f f en t l i ch t ,  
j e d o c h  k o n n t e  a lka l i s che  P h o s p h a t a s e  in  d e n  Ch ro mo -  
s o m e n  be i  H i i h n e r h e r z f i b r o b l a s t e n  in vitro .yon WILL- 
MER*, -con KRUGELIS in  d e n  s ich  e n t w i c k e l n d e n  S a m e n -  
zel len des  M~iusehodens  5 u n d  in  Spe iche ld r f i senze l l en  y o n  
Drosophila 6 u n d  gle ichfa l l s  be i  l e t z t e r e n  y o n  DANIELLI 
u n d  CATCHESIDE ~ n a c h  GOMORI d a rg e s t e l l t  we rden .  D aB  
de r  N a c h w e i s  d e r  A T P - a s e  n u r  in  zwei FAllen in d e n  

1 D. GLICK und E. E. FISCHER, Arch. Biochem. 11, 65 (1946). 
2 D. GLXCK und C.C. LUSHBAUGH, Science 103, 599 (1946). 
a C. LANDSCHOTZ, unver6ffentI. Versuche. 
4 E.W. WILLMER, J. ExptL Biol. 19, 11 (1942). 
s E .J .  KRUGELIS, J. Cell. Comp. Physiol. 19, 1 (1942). 
e E . J .  KRIJGELIS, Genetics 30, 12 (1945). 

J. F. DANIELLI und D.G.CATCHESIDE, Nature la6, 294 (1945}. 
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C h r o m o s o m e n  gelang,  k S n n t e  a n  d e m  l a n g e n  A u f e n t h a l t  
de r  Zel len  in  e ine r  F l i i s s igke i t  bei  PH 9 l iegen,  t t i e r b e i  
k a n n  die C h r o m o s o m e n s t r u k t u r  zers tOr t  werden ,  w o r a u I  
MooG x h inwies .  

Herrn Prof. LETTRI~ bin ieh ffir seine Untersti~tzung and sein 
Interesse, das er der Arbeit entgegenbraehte, zu groBem Dank ver- 
pfiichtet. 

CHRISTOPH LANDSCHUTZ 

I n s t i t u t  fiir e x p e r i m e n t e l l e  K r e b s f o r s c h u n g  de r  U n i -  
v e r s i t ~ t  t i e i d e l b e r g  ~, den  25. J a n u a r  1950. 

Sztm~,~af fl 

A T P - a s e  is d e m o n s t r a t e d  in  t h e  cells of a sc i t e s  t u m o r  
of mice  b y  m e a n s  of t h e  G o m o r i  c y t o c h e m i c M  t e c h n i q u e  
m o d i f i e d  b y  GLmK. T h e  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i c h  is h i g h e s t  
in  t h e  nucleol i ,  is s o m e w h a t  less in  t h e  nucle i ,  a n d  s t i l l  
less in  t h e  c y t o p l a s m .  V¢i th  t h e  a g i n g  of t h e  t u m o r s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  b e g i n s  to  dec rease  f i r s t  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  
n e x t  in  t h e  nucle i ,  a n d  f i na l l y  in  t h e  nucleol i ,  

M u l t i n n c l e a r  cells h a v e  no  A T P - a s e  in t h e i r  c y t o p l a s m .  
A m u l t i n u c l e a r  g i a n t  cel l  is d e s c r i b e d  w h i c h  is e n t i r e l y  
free of  ATP-ase .  

V~;ith t w o  t u m o r s  i t  h a s  been  poss ib le  to  d e m o n s t r a t e  
t h e  p r e sence  of A T P - a s e  in  t h e  C h r o m o s o m e s .  

T h e  fac t s  d e s c r i b e d  are  c o m p a r e d  w i t h  r e su l t s  in  t he  
l i t e r a t u r e .  

I F. MooG, Biol. Bull. 86, 51 (1944). 
" Gegenwfirtige Anschrift: Institut fiir Virusforschung, Heidel- 

berg. 

t 0 b e r  den EinfluB des c~-Tocopherols 
auf den Stoffwechsel 

Die F r a g e  n a c h  d e m  A n g r i f f s p u n k t  des  ~ -Tocophero l s  
bei  den  d u r c h  dieses V i t a m i n  h e r v o r g e r u f e n e n  Stoff -  
wechse lver~Lnderungen is t  n o c h  n i c h t  geklXrt .  E i n i g e  
A u t o r e n  n e h m e n  e inen  z e n t r a l - d i e n z e p h a l - h o r m o n a l e n  
A n g r i f f s p u n k t  anL  MARKEES h i n g e g e n  n i m m t  z u m i n -  
d e s t  fi ir  d e n  Muske l s to f fwechse l  e i n e n  re in  p e r i p h e r e n  
A n g r i f f s p u n k t  des  V i t a m i n s  E an~. 

U n s  i n t e r e s s i e r t e  diese F r a g e  i m  Z u s a m m e n h a n g  m i t  
k l i n i s c h e n  S t u d i e n  f iber  die W i r k u n g  des  V i t a m i n s  E 
bei  H y p e r t h y r e o s e .  Die  h i ezu  d u r c h g e f t i h r t e n  U n t e r -  
s u c h u n g e n  h a t t e n  fo lgendes  E r g e b n i s :  

1. E i n e  d u r c h  T h y r o x i n  e r zeug te  h o h e  K r e a t i n u r i e  bei  
R a t t e n  w i rd  d u r c h  V i t a m i n  E be t r~ ich t l ich  v e r m i n d e r t .  

2. De r  n a c h  T h y r o x i n  ( n i c h t  ganz  regelm~13ig) ges te i -  
ge r t e  O z - V e r b r a u c h  im i so l i e r t en  MuskeI  wi rd  d u r c h  
V i t a m i n  E n a h e z u  i m n l e r  d e u t l i c h  v e r m i n d e r t  a. 

3. Z u r  P r f i f u n g  de r  F rage ,  ob  diese d e n  e r h 6 h t e n  per i -  
p h e r e n  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h  h e m m e n d e  \ ¥ i r k u n g  n u r  
au f  die M u s k u l a t u r  b e s c h r ~ n k t  ist,  t i egen  wir  L e b e r -  
s c h n i t t e  v o n  R a t t e n ,  die a n  dre i  v o r a n g e g a n g e n e n  T a g e n  
je  0,5 r ag /100  g T i e r g e w i c h t  T h y r o x i n  e r h a l t e n  b a t t e n ,  
i m  \ ¥ a r b u r g - A p p a r a t  a t m e n .  De r  t t~i lf te  de r  Tiere  w a r  
a u B e r d e m  zwe ima l  je  10 rag /100  g T i e r g e w i c h t  E p h y n a l  
( H o f f m a n n - L a  Roche )  i n j i z i e r t  w o r d e n .  - W i t  k o n n t e n  

d a b e i  ke ine  s i g n i f i k a n t e n  U n t e r s c h i e d e  i m  Sauers to f f -  
v e r b r a u c h  d e r  L e b e r s c h n i t t e  zwi schen  d e n  b e i d e n  G r u p -  
p e n  fes t s te l len .  

4. Als w e i t e r e n  T e s t  b e n t i t z t e n  wi r  die R e t i k u l o z y t e n -  
kr i se  u n d  die d a m i t  v e r b u n d e n e  e r h 6 h t e  Sauers to f f -  
a t m u n g  des B l a r e s  n a c h  S c h i l d d r i i s e n z u f u h r  (fiber 
M e t h o d e  u n d  W e f t  dieses T e s t e s  s iehel ) .  

Bei  g le ichze i t ige r  E p h y n a l i n j e k t i o n  f a n d e n  w i t  weder  
e ine  s i g n i f i k a n t e  V e r m i n d e r u n g  d e r  R e t i k u l o z y t e n z a h l  
n o c h  eine V e r m i n d e r u n g  de r  A t m u n g  de r  R e t i k u l o z y t e n  
a n  sich. 

D u r c h  diese U n t e r s u e h u n g  i s t  bewiesen ,  d a b  in l ] b e r -  
e i n s t i m m u n g  m i t  S, MARKEES 2 alas V i t a m i n  E eine 
p e r i p h e r  s t o f f w e c h s e l h e m m e n d e  V¢i rkung  a u f  die M u s k u -  
l a t u r  aus i ib t .  E i n  A n h a l t s p u n k t  fiJr e ine  t i b e r g e o r d n e t e  
S t e u e r u n g  d e r  S t o f f w e c h s e l w i r k u n g  des  V i t a m i n s  E 
k o n n t e  n i c h t  g e f u n d e n  w e r d e n .  

H .  ]~RAUNSTEINER u n d  F.  MLCZOCH 

I I .  Mediz in i sche  U n i v e r s i t ~ t s k l i n i k ,  \ ¥ i e n ,  d e n  25 . Ja -  
n u a r  1950. 

S u m m a r y  

T h e  c r e a t i n u r i a  i n d u c e d  b y  t h y r o x i n  in  r a t s  c a n  be 
s i g n i f i c a n t l y  d i m i n i s h e d  b y  v i t a m i n  E.  T h e  i nc r ea sed  
O ~ - c o n s u m p t i o n  of l iver  sl ices a n d  of e r y t h r o c y t c s  
d u r i n g  r e t i c u l o c y t e  cr ises  of t h y r o x i n - t r e a t e d  a n i m a l s  is 
n o t  i n f l u e n c e d  b y  t h i s  v i t a m i n .  T h e s e  e x p e r i m e n t a l  
f i nd ings  p r o v e  t h e  p e r i p h e r a l  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  of 
v i t a m i n  12, w h e r e a s  a c e n t r a l  e f fec t  on  m e t a b o l i s m  can-  
n o t  be  de t ec t ed .  

1 H.BRAL'~S'rEINER und F.MLCZOCH, Wiener Z. inn. Med., im 
Druck (1950). 

S.Ma~KE~S, Helv. reed. acta 15, 528 (1948). 

Effetti degli alcaloidi diidro~enati del seeale 
cornutum sugli edemi polmonari sperimentali  
da adrenalina, salicilato di meti le  e tiourea 

Nel  q u a d r o  del le  r i ce rche  che  o v u n q u e  si c o m p i o n o  
allo scopo di  p ree i sa re  la  p a t o g e n e s i  dei  v a r i  edemi  pol- 
m o n a r i  s p e r i m e n t a l i  mi 5 s e m b r a t o  i n t e r e s s a n t e  s t u d i a r e  
l ' az ione  degli  a lca lo id i  d i i d r o g e n a t i  dcl secale cornutum 
sugl i  edemi  p o l m o n a r i  s p e r i m e n t a l i  da  a d r e n a l i n a ,  sali- 
c i l a to  di t ac t i l e  e t i ou rea .  

Gli a lca lo id i  d i i d r o g e n a t i  del  secale cornulum (H y d e r -  
gin) (d i id roe rcocorn ina ,  d i i d ro e rg o c r i s t i n a ,  d i idroergo-  
c r ip t ina )  sono  d o v u t i  agli  s t u d /  c r i t i co  s p e r i m e n t a l i  di 
GTOLLG, HOFMANN 1, e ROTHLIN ~. Le  c o m p l e t e  osserva-  
zioni  di ROTHLIN h a n n o  a c c e r t a t o  neg l i  o r g a n i  i so la t i  e 
ne l  r a t t o  u n a  n o t e v o l e  a t t i v i t k  s i m p a t i c o l i t i c a  a n c h e  di 
f r o n t e  a c o n c e n t r a z i o n i  n o t e v o l i  di a d r e n a l i n a .  U n  inter.- 
v e n t o  del  s i s t e m a  n e r v o s o  v i ene  spesso  i n v o c a t o  net- 
l ' i n t e r p r e t a z i o n e  d e l l ' e d e m a  s p e r i m e n t M e  d a  ad ren a l i n a .  
DeI  t u t t o  o scu ra  6 i n v e c e  la  p a t o g e n e s i  d e l l ' e d e m a  pol- 
m o n a r e  d a  sa l ic i l a to  di m e t i l e  (CHATIN-GUINERD 8) e da  
t l o u r e a  (RICHTER e CLISBY 4, DRINKER e JONES 5, ren-  
d e n d o  i n t e r e s s a n t e  lo s t u d i o  d e l l ' i n f l u e n z a  che  possono 
sp iega re  i s u d d e t t i  a t ca lo id i  su q u e s t a  v a r i e t ~  di  edemi  
p o l m o n a r i  s p e r i m e n t a l i .  
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