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N =  6 . 7 6 % ;  f o u n d :  C =  66-68, H = 7-30, N =  6.90?0) 
m.p. 235-239 ,5  °, [0~]D = -  101 ~ 3 ° (CHC13) is o b t a i n e d  
(U.V. S p e c t r u m ,  Fig. 1 ( d o t t e d  l ine) ;  I .R .  S p e c t r u m ,  
Fig. 3). 

U.V. Spectra in ethanol. 
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Th i s  m e t h y l r e s e r p a t e ,  w h i c h  is a bas ic  c o m p o u n d ,  on  
being a c t e d  u p o n  b y  t r i m e t h o x y b e n z o y l c h l o r i d e  y ie lds  
the a lka lo id  r e se rp ine  b a c k  w i t h  t h e  s a m e  p h y s i c a l  
cha rac t e r i s t i c s  a n d  i den t i ca l  s p e c t r a  as t h e  s t a r t i n g  
ma te r i a l ;  m.p .  264-266  °, m i x e d  m.p.  263-265  ° ( in se r t ed  
into t h e  b l o c k  a t  250 °) ( found  C = 65-38, H = 6-45, 
N = 4.80 %). Also t h e  p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y  of t h e  
s y n t h e t i c  m a t e r i a l  is t h e  s ame  as t h e  a lka lo id  o b t a i n e d  
from t h e  p l a n t  m a t e r i a P .  T h i s  s e q u e n c e  of r e a c t i o n s  
shows t h a t  t h e  molecu le  of rese rp ic  ac id  ha s  n o t  su f fe red  
from a n y  r e a r r a n g e m e n t s  d u r i n g  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  a n d  
r e t r a n s f o r m a t i o n  i n t o  t h e  p a r e n t  a lka lo id .  
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H. B. MACPHILLAM¥, 
J. M. MI]LLER, a n d  E.  SCHLITTLFR 

Ciba Pharmaceutical  Research Laboratories, Basle, 
Switzerland, and Summi t ,  N .  J . ,  J u n e  3, 1953. 

Zusammen/assung  

D u t c h  a lka l i s che  H y d r o l y s e  wi rd  R e s e r p i n  in Rese r -  
pins~ture, 3, 4, 5 - T r i m e t h o x y b e n z o e s ~ i u r e  u n d  M e t h a n o l  
gespal ten.  Das  E s t e r a l k a l o i d  liess sich aus  d iesen  Spa l t -  
s t r icken wiede r  r e s y n t h e t i s i e r e n .  

1 These experiments were carried out by 1)r. A. J. PLUMMER and 
his associates. 

C h e m i s t r y  of Arbor ine  

In  a p a p e r  a w a i t i n g  p u b l i c a t i o n  1 a n u m b e r  of deg ra -  
dat ions  of a r b o r i n e ,  C~eH14ON,, t he  m a j o r  a lka lo id  
of Glycosmis arborea 2, h a s  b e e n  desc r ibed  in de ta i l .  
I t  has  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  soda l ime  d i s t i l l a t i on  of a r b o r i n e  
affords t o luene ,  m e t h y l a n i l i n e  a n d  a m m o n i a  a n d  t h a t  
hydrolys is  of a r b o r i n e  w i t h  a lka l i  a f fords  N-me thy l -  
a n t h r a n i l a m i d e ,  N - m e t h y l a n t h r a n i l i c  acid,  p h e n y l a c e t i c  
acid a n d  a m m o n i a  a l o n g  w i t h  a m i n u t e  q u a n t i t y  of a 
weakly ac id ic  p r o d u c t ,  a rbo r i c ine ,  C~sH~O,N.  

I t  h a s  n o w  b e e n  f o u n d  t h a t  d i h y d r o a r b o r i n e ,  C~eH~eON,, 
m.p. 199 -200  °, is r e a d i l y  h y d r o l y s e d  w i t h  d i lu te  acid.  
N - m e t h y l a n t h r a n i l a m i d e ,  N - m e t h y l a n t h r a n i l i c  ac id  a n d  
p h e n y l a c e t a l d e h y d e  h a v e  been  i so l a t ed  f rom t h e  p r o d u c t .  
From a c o n s i d e r a t i o n  of t h e s e  r e su l t s  a n d  t h e  g e n e r a l  
behav iour  of a r b o r i n e  a n d  d i h y d r o a r b o r i n e  i t  a p p e a r s  

I j .  Chem. Soe., London. 
o R. N. CHAKRAVARTI and S. C. CtIAKRAVARTI, J. hist. Chemists 

(India), 24, 96 (1952). 

t h a t  a r b o r i n e  is 1 - m e t h y l - 2 - b e n z y l - 4 ( 1  H ) - q u i n a z o l o n e  
(I) a n d  t h a t  d i h y d r o a r b o r i n e  is (II) .  
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The  a b o v e  s t r u c t u r e  for a r b o r i n e  ha s  been  c o n f i r m e d  
b y  s y n t h e s i s .  F o r  t h i s  pu rpose ,  p h e n y l a c e t y l  ch lo r ide  
ha s  b e e n  c o n d e n s e d  w i t h  N - m e t h y l a n t h r a n i l a m i d e  to  
g ive  N - m e t h y l - N - p h e n y l a c e t y l a n t h r a n i l a m i d e  ( I I I ) ,  m.p .  
159-160% T h i s  on  h e a t i n g  to  170-190  ° g ives  a r b o r i n e  
(mixed  m.p .  c o m p a r e d ) .  

(Mrs.) D. CHAKRAVARTI, 
R. N. CHAKRAVARTI, a n d  
S. C. CHAKRAVARTI 

Departments  o~ Chemistry,  Bethune College and School 
o/ Tropical  Medicine,  Calcutta, A p r i l  18, 1953. 

Zusammen fas sung  

Aus  den  A b b a u p r o d u k t e n  y o n  A r b o r i n  u n d  D i h y d r o -  
a r b o r i n  k o n n t e  f i i r  A r b o r i n ,  das  H a u p t a l k a l o i d  yon  
Glykosmis  arborea, die F o r m e l  e ines  1 - M e t h y l - 2 - b e n z y l - 4 -  
(1 H ) - c h i n a z o l o n s  e r sch los sen  we rden .  Diese F o r m e l  
w u r d e  d u r c h  S y n t h e s e  bes tXt ig t .  

I so l i erung  e ines  neuen kr i s ta l l i s i er ten  H o r m o n s  
aus  Nebenn ieren  m i t  b e s o n d e r s  hoher  Wirk-  

s a m k e i t  auf  den Minera l s to f fwechse l  

N e b e n n i e r e n e x t r a k t e  e n t h a l t e n  e in  de r  R i n d e  e n t -  
s t a m m e n d e s  k o m p l i z i e r t e s  G e m i s c h  y o n  S t e r o i d e n L  V o n  
d iesen  k 6 n n e n  drei ,  nXml ich  C o r t i c o s t e r o n ,  C o r t i s o n  u n d  
1 7 - O x y c o r t i c o s t e r o n ,  s i che r  als  H o r m o n e  b e z e i c h n e t  
we rden ,  d a  sie i m  B l u t  in  M e n g e n  v o r k o m m e n  2, die fi ir  
gewisse n a t i i r l i c h e  F u n k t i o n e n  de r  N e b e n n i e r e n r i n d e  
yon  m a s s g e b e n d e r  B e d e u t u n g  s ind .  Diese  dre i  Stoffe  
v e r m 6 g e n  z w a r  die W i r k u n g  de r  Drfise a u f  d e n  Koh le -  
h y d r a t -  u n d  P r o t e i n s t o f f w e c h s e l  w e i t g e h e n d  zu erkl~-  
ren,  n i c h t  j e d o c h  d i e j en ige  a u f  den  M i n e r a l s t o f f w e c h s e l  
(gemessen  a n  de r  Na-  u n d  W a s s e r - R e t e n t i o n  u n d  K-  
E x k r e t i o n ) .  Von  a l len  b e k a n n t e n  r e i n e n  S t e r o i d e n  be-  
s i t z t  C o r t e x o n  ( =  l l - D e s o x y c o r t i c o s t e r o n )  die st~irkste 
W i r k u n g  a u f  d e n  M i n e r a l s t o f f w e c h s e l  i m  g e n a n n t e n  
S inn .  D ie se r  S tof f  k o m m t  zwar  in  N e b e n n i e r e n e x t r a k t e n  
v o r  3 u n d  a n s c h e i n e n d  a u c h  i m  R i n d e r b l u t 4 ;  die d a r i n  

1 T. REICHSTEIN und C. W. SHOPPEE, The Hormones ot the Adrenal 
Cortex, Vitamins and Hormones, Bd. 1, hg. v. R. S. HARRIS und K. 
V. THIMANN (Academic Press Inc., New York 1943), S. 345. 

2 n.  S.  NELSON, H. REICH und L. T. SAMUELS, Science 111, 578 
(1950). - H. REICH, D. H. NELSON und A. ZAFFARONI, J. Biol. Chem. 
IST, 411 (1950). 

3 T. REICHSTEIN und J. v. Eow, Helv. chim. Acta 21, 1187 
(1938). - Kiiufliehe Extrakte for klinische Zwecke enthalten oft 
kein Cortexon, da dieses iin Fabrikationsprozess entfernt wurde. - 
A. ZAFFARONI und R. B. BURTON, J. Biol. Chem. 193, 719 (1951). 

4 V. HECHTER, A. ZAFFARONI, R. P. JACOBSON, H. LEVY, R. W. 
JEANLOZ, V. SCHENKER und K. S. PINCUS, Recent Progress in Hor- 
mone Research, Bd. 6 (Academic Press Inc., New York 1951), S. 215. 
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e n t h a l t e n e n  M e n g e n  s i n d  a b e r  z u  k l e i n ,  u m  d ie  s t a r k e  
W i r k u n g  s o l c h e r  E x t r a k t e  zu  e r k l i i r e n .  A u s s e r d e m  ge -  
l a n g  es  s c h o n  f r t i h  a u s  N e b e n n i e r e n e x t r a k t e n  F r a k t i o n e n  
zu  b e r e i t e n ,  d ie  s i c h e r  k e i n  C o r t e x o n  e n t h i e l t e n  u n d  je  
G e w i c h t s e i n h e i t  s t~ i rker  w i r k s a m  w a r e n  a l s  d i e s e s L  D i e  
F r a g e ,  o b  s o l c h e  E x t r a k t e  n o c h  e i n e n  n e u e n  u n b e k a n n -  
t e n  S t u f f  m i t  b e s o n d e r s  h o h e r  A k t i v i t ~ t  e n t h a l t e n  o d e r  
o b  d i e  W i r k u n g  d u r c h  e i n e n  S y n e r g i s m u s  z w i s c h e n  v e r -  
s c h i e d e n e n  b e k a n n t e n  S t o f f e n  h e r v o r g e r u f e n  w i r d ,  b l i e b  
l a n g e  Z e i t  u n e n t s c h i e d e n .  

K i i r z l i c h  i s t  e i n  n e u e r ,  b e s o n d e r s  e m p f i n d l i c h e r  T e s t  
b e s c h r i e b e n  w o r d e n ,  d e r  es  g e s t a t t e t ,  d i e  A n d e r u n g  i m  
V e r h i i l t n i s  d e r  N a -  u n d  K - A u s s c h e i d u n g  i m  H a r n  m i t  
s e h r  k l e i n e n  S u b s t a n z m e n g e n  r a s c h  zu  m e s s e n  s. M i t  

Abb. 1. Neuer Stuff aus Nebennieren, Hydrat ,  Krist. aus Azeton-  
Wasser. Vergr6sserung fund  50fach. (Wir danken Herrn H. Df)RR 

fiir diese Aufnahme.) 

H i l f e  d i e s e s  T e s t s  g e l a n g  es,  e i n d e u t i g  zu  z e i g e n ,  d a s s  
N e b e n n i e r e n e x t r a k t e  t a t s i i c h l i c h  e i n e n  d e f i n i e r t e n  S t u f f  
m i t  s e h r  h o h e r  A k t i v i t ~ i t  e n t h a l t e n ,  d e r  s i c h  p a p i e r -  
c h r o m a t o g r a p h i s c h  g e n a u  n a c h w e i s e n  l i e ss  3 u n d  a u c h  
i m  B l u t  v o r k o m m t  4. E s  g e l a n g  a u c h ,  d i e s e n  S t u f f  s e h r  
w e i t g e h e n d  zu  r e i n i g e n  s. D i e  b e s t e n  K o n z e n t r a t e  w a r e n  
i m  g e n a n n t e n  T e s t  e t w a  6 0 - 8 0 m a l  s t i i r k e r  w i r k s a m  a l s  
C o r t e x o n .  

W i r  h a b e n  d e n  S t u f f  j e t z t  a u s  m e h r e r e n  p a r a l l e l  v o n  
u n s e r n  b e i d e n  A r b e i t s g r u p p e n  i n  B a s e l  b e a r b e i t e t e n  
K o n z e n t r a t e n  p r ~ i p a r a t i v  i n  r e i n e r  k r i s t a l l i s i e r t e r  F o r m  
i s o l i e r e n  k 6 n n e n .  A l s  A u s g a n g s m a t e r i a l  d i e n t e n  n a c h  
d e r  M e t h o d e  y o n  CARTLAND u n d  KUIZENGA 6 b e r e i t e t e  
E x t r a k t e .  F i i r  d e n  H a u p t v e r s u c h  w u r d e  e i n  s o l c h e r  
E x t r a k t  a u s  500  k g  R i n d e r n e b e n n i e r e n  v e r w e n d e t ,  
w o b e i  d ie  O r i g i n a l v o r s c h r i f t  a b e r  n u r  b i s  z u m  A u s -  
s c h t i t t e l n  m i t  . ~ t h y l e n d i c h l o r i d  v e r f o l g t  w u r d e .  D a s  
so  e r h a l t e n e  M a t e r i a l  (167 g ) l  w n r d e  d n r c h  V e r t e i l u n g  

1 J .  j .  PFIFFNER, O.  WINTERSTEINER u n d  H .  M. VARS, J.  Bio l .  
Chem. 111, 585 (1935). - O. WINTERSTEINER und J. J.  PFIFFNER, 
J. Biol. Chem. 116, 291 (1936). - H. L. MASON, Endocrinology 25, 
405 (1939). - E. C. KENDALL, J. Amer. Med. Assoc. 116, 2394 (1941). 

2 S. A. SIMPSON und J. F. TAIT, Endocrinology 50, 150 (1952). 
J. F. TAIT, S. A. SIMPSON und H. M. GRUNDY, Lancet  262, 122 

(1952). - H. M. GRUNDY, S. A. SIMPSON und J. F. TAIT, Nature 169, 
795 (1952). - H. M. GRUNDY, S. A. SIMPSON, J. V. TAIT und W. 
WOODFORD, Acta endocrinol. 11, 199 (1952). 

4 S. A. SIMPSON, J. F. TAIT und I. E. BUSH, Lancet  263, 226 
(1952). 

s S. A. SIMPSON und J. F. TAIT, Memoirs of the Society for Endo- 
crinology, Memoir Nr. 2 (im Druck). 

6 G.  F .  CARTLAND und M. H. KUIZENGA, J .  Biol. Chem. 116, 57 
(1936). 

z w i s c h e n  30 % i g e m  M e t h a n o l  u n d  P e t r o l A t h e r  g e r e i n i g t  2 
A u s  d e r  m e t h a n o l i s c h - w X s s r i g e n  P h a s e  w u r d e  es  nach  
E n t f e r n u n g  d e s  M e t h a n o l s  m i t  C h l o r o f o r m - ~ _ t h e r  (1:3) 
a u s g e s c h i i t t e l t  u n d  m i t  v e r d i i n n t e r  HC1 u n d  K H C 0 3 -  
L 6 s u n g  g e w a s c h e n .  D a s  so  g e r e i n i g t e  K o n z e n t r a t  (27 g) 
w u r d e  z u e r s t  a u f  e i n e r  g r o s s e n  S~tule d u r c h  V e r t e i l u n g s -  
c h r o m a t o g r a p h i e  3 in  140 F r a k t i o n e n  z e r l e g t .  Ausse r  
v i e l e n  d e r  b e k a n n t e n  C o r t i c o i d e  i s o l i e r t e n  w i t  dabei 
a u c h  e i n i g e  n e u e  S t o f f e .  D e r  g e s u c h t e  S t u f f  l i e s s  sich 
d u r c h  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  4 i n  d e n  F r a k t i o n e n  85-91 
l o k a l i s i e r e n ,  w o b e i  N r .  85 n u r  S p u r e n  e n t h i e l t .  D a s  ver- 
b l e i b e n d e  M a t e r i a l  d e r  v e r e i n i g t e n  F r a k t i o n e n  86-91 
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Abb. 2. Ultraviolett-Absorptionsspektren in Alkohol (aufgenommen 
yon Herrn Dr. P. ZOLLER in einem ~Unicam-Quartz-Spectrophot0- 

meter  SP. 500,). 
0-----0 Neuer Stuff aus Nebennieren: Maxima bei 240,0 -4- 0,25 tnp, 
log e = 4,20; 308,0-~- 2 m/2, log e = 1,92; c = 9,70. 10 -4 ,  10 -5 und 

10 -6  Mol je Liter. 
o ...... o 17-Oxycorticosteron (zum Vergleich): Maximum bei 
242,5 + 0,25 m/~, log e = 4,20, Inflexion bei etwa 295 m/~, log e - 

etwa 2,22; c = 2,61 • 10 -3, 10 - a  und 10 - s  Mol je Liter. 

(324 m g )  w u r d e  d u r c h  n o c h m a l i g e  V e r t e i l u n g s c h r o m a t o -  
g r a p h i e  a u f  e i n e r  k l e i n e n  St tu le  m i t  g e r e i n i g t e r  Zellulose 
a l s  T r / i g e r  u n t e r  V e r w e n d u n g  d e s  B , - S y s t e m s  y o n  B u s h  1 
e r n e u t  i n  57 F r a k t i o n e n  z e r l e g t .  Z w e i  k r i s t a l l i n e  Neben-  

1 Dieses Gewicht ist viel hSher als dasjenige, das CARTLAND und 
KUIZENGA ffir diese Stufe angeben. Gewichte yon solchen Roh- 
fraktionen schwanken abet stark je nach Qualit/itdes Drfisenmaterials. 

2 T. REICHSTEIN, Helv. chim. Acta 19, 1107 (1936). 
3 Es wurde genau das von H. HEGEDOS, CH. TAMM und T. REICH- 

STEIN, Helv. chim. Acta 36, 357 (1953), beschriebene Ausfiihrungs- 
verfahren benutzt ,  unter  Verwendung yon S~iule Nr. 4 mit  gereinig- 
tern Kieselgur als Tr/iger, Wasser als station~irer Phase und Petrol- 
~ither-Benzol, dann  reinem Benzol als mobiler Phase. Dauer insge- 
samt  70 Tage. Diese S~iule gibt praktisch keinen Blindwert; die 
Trennung ist  ausgezeichnet. 

4 Als Kri ter ium ffir die Identifizierung dienten: die Wanderungs- 
geschwindigkeiten im System Propylenglycol-Toluol [A. ZAFFARONI, 
R. B. BURTON und E, H. KEUTMANN, Science 111, 6 (1950); J. Biol. 
Chem. 188,763 (1951)] sowie in den Systemen B 5 und C yon BUSH 5, 
das Reduktionsverm6gen,  die UV.-Absorption, die gelbe Fluores- 
zenz mit  w~ssrig-methanolischer NaOH und das Ausbleiben v0n 
Farbreaktion mit  H3PO 4 und SbC13 [R. NEHER und A. WETTSTEIN, 
Helv. chim. Acta a4, 2278 (1951)]. 
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p roduk te  w u r d e n  e rha l t en .  Der  ge such t e  S to f f  be fand  
sich zur  H a u p t s a c h e  in den  F r a k t i o n e n  32-39,  die aus 
Azeton-_~ther  k r i s ta l l i s ie r ten  ; Spu ren  l iessen sich noch  in 
den F r a k t i o n e n  31 u n d  40 nachwe i sen .  Die A u s b e u t e  an 
Rohkr i s ta l l en  b e t r u g  22 mg.  Umkr i s t a l l i s i e r en  l ie fer te  
21,2 m g  farbloses ,  e inhei t l iches ,  aschef re ies  Mater ia l .  
Aus A z e t o n - W a s s e r  w u r d e n  b e s o n d e r s  gu t  a u s g e b i l d e t e  
Kristal le  e r h a l t e n  (vgl. Abb .  1). Die l u f t t r o c k e n e n  Kr i -  
stalle e n t h i e l t e n  Kr i s t a l lwasse r ,  d e n n  bei 1/ingerem 
Trocknen  bei 0,01 Tor r  und  50 ° f iber P~O 5 w u r d e  1 Mol 
H20 abgegeben .  Das  H y d r a t  schmolz  auf  dem Kof ler -  
Block je n a c h  Kr i s ta l l -g r6sse  u n d  E r h i t z u n g s g e s c h w i n -  
digkeit  im Bere ich  zwischen  104 u n d  112 ° i n n e r h a l b  
etwa 3 °. Die Masse kr i s ta l l i s ie r te  bei we i t e r em langsa-  
mem E r w / i r m e n  wiede r  vol ls t / indig  und  schmolz  d a n n  
bei e t w a  153-158 ° def in i t iv .  (Die l e t z t en  Spu ren  ver-  
s c h w a n d e n  of t  e r s t  bei  f u n d  165°). Die spez i f i sche  
Drehung  des H y d r a t s  b e t r u g  [x]~z = + 145 ° 2_. 2 ° (c = 
0,9896 in Azeton) ,  das  U V . - A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  (vgl. 
Abb. 2) zeigte die fiir ~, f l -unges/ i t t ig te  K e t o n e  t y p i s c h e  
Bande. 

Die be sch r i ebene  V e r b i n d u n g  war  im Tes t  n a c h  
SIMPSON u n d  TAIT ~ r u n d  100mal und  in d e m  yon  
DESAULLES u n d  SCHULER mod i f i z i e r t en  N a t r i u m r e t e n -  
t ions tes t  n a c h  KAGAWA et al.S e t w a  50real s t a r k e r  wirk-  
sam als Cor t exon .  I m  E r h a l t u n g s t e s t  a m  n e b e n n i e r e n -  
losen H u n d  erwies  sie sich als m i n d e s t e n s  30mal wirk-  
samer als Cortexon-azetat*. Die E r g e b n i s s e  der  be iden  
zuletzt  erw~ihnten V e r s u c h s a n o r d n u n g e n  sp r echen  dafi ir ,  
dass s ich die W i r k u n g e n  der  V e r b i n d u n g  auch  in qual i -  
t a t iver  H i n s i c h t  yon  d e n j e n i g e n  des  Co r t exon  u n t e r -  
scheiden. W i t  g l auben  daher ,  dass  ein neues  w ich t iges  
Hormon  der  N e b e n n i e r e n r i n d e  vor l ieg t .  13ber die  Ver-  
suche zur  K o n s t i t u t i o n s e r m i t t l u n g  u n d  S y n t h e s e  wird  
sp~tter be r i ch t e t ,  ebenso  fiber e i n g e h e n d e r e  biologische 
Versuche.  W i t  b e h a l t e n  uns  vor,  fiir die V e r b i n d u n g  
dann e inen  n e u e n  T r i v i a l n a m e n  vo rzusch l agen .  

Wir danken Herrn Prof. E. C. DODDS aufrichtig ffir sein Interesse 
an dieser Arbeit und die F6rderung des Kontaktes zwisehen den 
Arbeitsgruppen in London und in Basel. Der N. V. Organon Oss, 
Holland, danken wir aueh hier bestens ffir die Uberlassung yon Neben- 
nierenextrakten. 
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S u m m a r y  

A n e w  c rys ta l l ine  c o m p o u n d  has  been  i so la ted  f rom 
beef  ad rena l  e x t r a c t s .  In  t h r e e  d i f f e ren t  a s say  m e t h o d s  
us ing e p i n e p h r e c t o m i s e d  r a t s  or dogs  it was  found  to  be 
f rom 30 to  100 t imes  as p o t e n t  as c o r t e x o n e  ( l l - d e o x y -  
cor t i cos te rone)  or i ts  ace ta t e .  

The Gram-Staining Behavior of Spermatozoa 

One of t he  ear l ies t  o b s e r v a t i o n s  on the  g r a m - s t a i n i n g  
of s p e r m a t o z o a  was  m a d e  by  ERNST 1 w h o  no t i ced  t h a t  
the  h e a d s  of s p e r m a t o z o a  s t a in  g r a mp o s i t i v e l y .  F ive  
decades  la ter ,  in 1944, HOTCHKISS 2 r e c o m m e n d s  " t h a t  
t he  s m e a r  be f l a m e d "  pr ior  to  the  use of g r am-s t a in .  Then  
he adds ,  " s o m e  of t he  s p e r m a t o z o a  t a k e  the  g ram-  
pos i t ive  and  some  the  g r a m - n e g a t i v e  r e a c t i o n " .  Final ly ,  
he says  " t h e  i n t e r p r e t a t i o n  of th is  r eac t ion  is u n k n o w n  
to  t he  a u t h o r " .  Th i s  inconc lus iveness  led us to  r e - e x a m-  
ine the  g r a m - s t a i n i n g  b e h a v i o r  of s p e r m a t o z o a .  

Materials and Methods 

S m e a r s . - - S a m p l e s  of h u m a n  s e m e n  15 miD old and  
t h u s  l iquef ied  s were  used,  a n d  the  smear s  m a d e  ac- 
co rd ing  to  t he  m e t h o d  of HOTCHKISS 2. 

F i x a t i o n . - - E i t h e r  air  d ry ing ,  f lame f i x a t i o n  or  an 
i m m e r s i o n  for  2 miD in a m i x t u r e  of formal in* a n d  e t h y l  
a lcohol  (95 %) 1 :9  was  used.  A f t e r  f ixa t ion  b y  a n y  of 
these  m e t h o d s  the  sl ides were  k e p t  in e t h y l  a lcohol  (80 %) 
pr ior  to  s ta in ing .  (The i m m e r s i o n  in 80 % e t h y l  a lcohol  
shou ld  no t  exceed  1 or 2 h). 

G r a m - S t a i n . - - T h i s  was m a d e  up accord ing  to  ROULET S. 
The " m o r d a n t "  was  p r e p a r e d  by  d i sso lv ing  1 g 
iodine 6 in 100 ml of e t h y l  a lcohol  (80 %). As decolor izer  
e t h y l  a lcohol  (95 %) was  used.  

Gram-Sta in ing  Procedure . - -The  sl ides k e p t  in e t h y l  
a lcohol  (80%) were  t r a n s f e r r e d  for a few seconds  to  a 
70% e t h y l  a lcohol  so lu t ion ,  t h e n  to  one  of 50% con-  
cen t r a t i on ,  and  f inal ly  to  t a p  wa te r .  T h e y  were  t h e n  
i m m e r s e d  in t he  g e n t i a n  viole t  so lu t ion  for 2 miD. Af te r  
r ins ing  th ree  t imes  in t a p  w a t e r  (fresh changes  each  
t ime) t he  sl ides were  i m m e r s e d  for one second  in e t h y l  
a lcohol  (50 %) and  t h e n  in t he  " m o r d a n t "  for 30 s. Af te r  
r ins ing b y  1 s i m m e r s i o n s  success ive ly  in 3 COPLIN jars  
c o n t a i n i n g  e t h y l  a lcohol  (80%),  t he  s l ides  were  k e p t  
2 rain in e t h y l  a lcohol  (95 %) in o rde r  to  be decolor ized  
a n d  t h e n  r insed  in abso lu te  a lcohol  for a few seconds  a n d  
dr ied  before  p roceed ing  wi th  microscopic  e x a m i n a t i o n .  

Other Treatments Prior  to G r a m - S t a i n i n g . - - F i x e d  
sl ides were  r insed  success ive ly  in 80 %, 70 %, 50 % alco- 
hol, t h e n  in t a p  w a t e r  for a few seconds  a n d  f inal ly,  kep t  
in 0.5 % aqueous  picric acid so lu t ion  for 20 h a t  room 
t e m p e r a t u r e .  Some of t hese  sl ides were  t r e a t e d  wi th  
GRAM'S g e n t i a n  v io le t  so lu t ion  for 23 h. Cont ro l  sl ides 
were  k e p t  in a lcohol  (80 %) d u r i n g  the  t ime  of t r e a t m e n t ,  
i.e., a f t e r  f ixa t ion  and  pr ior  to  t he  app l i ca t ion  of g ram-  
s ta in .  

l p. ERNST, Arch. mikroskop. Anat. 17, 669 (1896). 
2 R. S. HOTCHKISS, Fertility in Man (Lippincott, Philadelphia, 

1944). 
s j .  MAELEOD, Ann. N. Y. Aead. Sci. 54, 796 (1952). 
4 From Ingrain & Bell Ltd: pH -- 4-5; strength = 39 to 40%. 
5 F. ROULET, Methoden der pathologischen Histologie (Springer, 

Wien 1948), p. 480.-With gentian violet of the Ciba Company Ltd. 
6 There is no reason to add potassium iodide since iodine is quite 

soluble in ethyl alcohol (80%) without the presence of KI. An aque- 
ous solution of iodine is impractical for several reasons: KI must be 
present to render the iodine soluble, the watery solution causes a 
dissociation of tissues and the penetration of iodine into the tissues 
is slower. 


