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gebnisse zusammen, die sie bei der Wirkung der genann-
ten Stoffe auf die in den Muskelgeweben von P. ameri-
cana und M. domestica befindlichen Triosephosphat-
dehydrogenasen (TPD) erzielt haben.

Die Dosierung der TPD ist kolorimetrisch bestimmt
worden, indem 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol als Was-
serstoffakzeptor gebraucht wurde.

Es hat sich gezeigt, dass TPD sowohl ix vitro wie in
vivo inhibiert wird. In Hausfliegen hat die Mortalitit der
Fliegen und die TPD-Inhibition beziiglich der verschie-
denen Stdrken der Dichloressigsdure einen parallelen
Verlauf, und die Inhibitionswerte sind niedriger als die
der Mortalitit.

Hausfliegenstimme, die widhrend 20 Generationen
hindurch im Chloressigsdurekontakt selektioniert wur-
den, weisen weder eine auffillige Resistenzzunahme ge-
gen diesen Stoff noch eine Steigerung von TPD in den
Extrakten dieser Fliegen anf.

Der Hyaluronsiuregehalt und die «Hyaluroni-
dase»r-Aktivitit der Leukozyten

In fritheren Mitteilungen haben wir bei mehreren Ge-
legenheiten darauf hingewiesen, dass die Hyaluronidase
{«Wyeth», Philadelphia) die Bakterienphagozytose der
iiberlebenden ILeukozyten von Kaninchen und Ratten
in vitro steigert. Der Effekt erreicht bei einer Konzen-
tration von 1 TRU sogar 60-65 % und tritt auch bei An-
wendung von zehnmal héherer Verdiinnung in Erschei-
nung. Inaktivierte (56C°) Hyaluronidaselésung ist un-
wirksam?.

Um die Erscheinung weiter zu kliren, haben wir den
Hyaluronsduregehalt der Leukozyten untersucht.

Drei bis vier hungernden Ratten von je 200 bis 250 g
Korpergewicht haben wir je Tier etwa 15 ml sterile
Bouillon in die Bauchhghle injiziert. Nach 6 h wurden
die Tiere durch Dekapitation verblutet. Die erdffnete
Bauchhshle wurde mit 20 mg9% Zitrat enthaltender
physiologischer Kochsalzlgsung ausgespiilt und die aus-
gewanderten Leunkozyten durch Zentrifugierung der
Spiilflissigkeit sedimentiert. Das Verfahren wurde mehr-
mals wiederholt und die Leukozyten so durchgewaschen.
Auf diese Weise konnten wir 500 bis 700 mg Leukozyten
(Nassgewicht) gewinnen.

Die Bestimmung des Hyaluronsduregehaltes geschah
in autolysierten Leukozyten. Zwecks Verdauung liessen
wir die Zellensuspension mit trikresolgesittigtem desti-
liertern Wasser vermischt 3 Tage bei Zimmertemperatur
stehen., Die Konzentration der Hyaluronsiure haben
wir mittels Turbidimetrie? festgestellt und nach der
Hyaluronidasewirkung («Wyeth») die Menge der {frei
gewordenen reduzierenden Stoffe bestimmt?. Fiir eine
Bestimmung verwendeten wir 200—-400 mg Leukozyten.

Unsere Versuchsergebnisse sind in der Tabelle I dar-
gestellt., Sie zeigen, dass in den Leukozyten sowohl tur-
bidimetrisch als auch oxydimetrisch eine ansehnliche
Menge Hyaluronsiure nachweisbar ist. Die auf das Nass-
gewicht berechnete Konzentration betrdgt im Mittel-
wert turbidimetrisch 0,8%, oxydimetrisch. — damit gut
iibereinstimmend — 0,7 %,.

Bei der Untersuchung der «Hyaluronidase »-Aktivitat
der Leukozyten konnten wir mittels der viskositdtredu-
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Tabelle 1

Zahl der Hyaluronsiuregehalt in 9 des Nassgewichtes
Versuche Turbidimetrisch Oxydimetrisch

1 1,33 -

2 0,37 —

3 0,80 —

4 0,45 0,40

5 0,80 0,74

6 1,01 0,89

zierenden Methode! eine ausdriickliche hyaluronsdure-
zersetzende Wirkung beobachten. Das Versuchssystem
bei den viskosimetrischen Bestimmungen war folgender-
weise zusammengestellt: Hyaluronsiure, 1%ige wisse-
rige Losung, 9 ml; Leukozytensuspension {enthaltend
150 mg Leukozyten) 2 ml; Azetatpuffer M/10 2 ml,
Ausflussdaner des Viskosimeters mit Wasser bei 18°C
42 s (Tab. II), Da der Effekt weder ein gut definier-
bares pH-Optimum noch ein Temperaturoptimum be-
sitzt, kann die Erscheinung nicht als Enzymwirkung
betrachtet werden. Demnach ist die «Hyaluronidase»-
Aktivitdt der Leukozyten ihrem relativ hohen (20 bis
30 mg %) Ascorbinsiuregehalt? zuzuschreiben. Bekannt-
lich kann ndmlich die Ascorbinsdure in Gegenwart von
Spuren von Cu*+ zwischen oxybiotischen Verhiltnissen
die Hyaluronsiure oxydativ abbauen?®; dieser Prozess
ist auch in dem Falle der Leukozyten nachweisbar. Der
Effekt lasst sich durch Oxin (8-Oxikinolin) und Semi-
carbazid hemmen.

Tabelle 1T

Rel. Viskosititsabnahme in %

Zahl der Versuche wahrend 1 h

15
18
14

9
13
17

[ S T S

Demnach steigert die Hyaluronidase die Phagozytose
der Leukozyten auf dem Wege ihrer auf die Leukozyten
ausgeiibten Wirkung. Durch Enzymwirkung kann die
Hyaluronsiure der Leukozyten abgebaut werden. Die
Viskositiat des Protoplasmas der Zellen nimmt dadurch
ab, infolgedessen die amdboide Bewegung und die
Durchginglichkeit der Zellen und damit die Phagozytose
erleichtert wird.

An dieser Stelle danken wir Herrn Prof. R. Meigr (Ciba, Basel}
und Herrn Dir. Dr. J. SetfrerR {Wyeth, Philadelphia} fiir die uns
freundlichst zur Verfiigung gestellte Hyaluronsiure bzw, Hyaluroni-
dase.
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Summary

The hyaluronic acid content of leucocytes from the
peritoneum of rats shows a significant concentration
when measured either turbidimetrically or oxydimetri-
cally, the average valuc calculated for wet weight being
0-7-0-8%. The hyaluronic acid break down capacity
of the leucocytes is not a specific enzyme action but can
be attributed to their high ascorbic acid content. The
phenomenon has no well defined pH or temperature
optimum and can be inhibited by oxine and by semi-
carbazide.

Die Wirkung von Kalium und Calcium auf das
Treppenphiinomen am Froschherzen!

In friitheren Untersuchungen? war gezeigt worden,
dass die zeitliche Entwicklung der Herzglykosidwirkung
am elektrisch gereizten Froschventrikelpriparat von der
Zahl der wihrend der Einwirkungszeit des Glykosids er-
folgten Herzkontraktionen abhédngt, was auf eine Be-
einflussung der Ionentransporte im Erregungs- und Er-
holungszyklus zuriickgefithrt wurde. Diese Deutung
wurde weiter gestiitzt durch den Nachweis, dass die
Herzglykosidwirkung in ausgesprochener Weise vom
Konzentrationsverhiltnis der Ionen in der verwendeten
Ringerlésung abhingt?. Erhoéhung der Calciumkonzen-
tration oder Verminderung der Kaliumkonzentration
wirken verstirkend und umgekehrt. Im Hinblick auf die
bekannte, von LoEwI? beschriebene Sensibilisierung des
Herzmuskels gegeniiber Calciumionen und auf den Be-
fund von ScHATZMANNS, dass Herzglykosid den aktiven
Kalium-Natrium-Austausch am Erythrozyten hemmt,
wurde angenommen, dass die Herzglykosidwirkung in
einer Hemmung von Ionentransporten durch die Muskel-
zellmembran besteht, auf Grund derer sich die Calcium-
ionenkonzentration im Inneren der Zelle erhéht.

SzeNT GyORGYIS, der ebenfalls die Ionentransporte
durch die Membran als den Angriffspunkt des Herz-
glykosids betrachtet, hat als Kriterium das Phinomen
der Bowditchschen Treppe eingefiihrt. Er zeigte, dass
die Treppe sowohl durch Digitalis als auch durch kalium-
freie Ringerlosungen unterdriickt werden kann. Er
nahm danach an, dass sie auf Anhdufung von Kalium im
Inneren der Muskelfaser wihrend der Ruheperiode be-
ruht und dass Digitalis den Kaliumeintritt hemmt.

Die von uns bevorzugte Annahme, das fiir die mus-
kulire Glykosidwirkung Wesentliche sei die Innenkon-
zentration der Calciumionen, stiitzte sich einmal auf dic
genannte Beziehung zur Calciumsensibilisierung durch
Herzglykoside, dann aber auch auf die Tatsache, dass am
Aktomyosinsystem Kalium und Natrium sich dhnlich
verhalten®, so dass eine Beeinflussung des Aktomyosins
von dieser Seite aus weniger wahrscheinlich erschien, da
sowchl beim Erregungsvorgang als beim Erholungsvor-
gang die Gesamtbilanz in erster Annidherung ein Aus-
tausch von Kalium gegen Natrium zu sein scheint.
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Dagegen iibt Calcium eine sehr ausgesprochene Wir-
kung auf Aktomyosin schon in niedrigen Konzentratic-
nen aus!, die als kontraktions- und kontrakturbegiin-
stigend bezeichnet werden kann.

Die Annahme einer Beteiligung der Calciumionen
wurde weiter gestiitzt durch den Nachweis, dass der
Austritt von %%Ca aus dem Ventrikelpriparat durch
Herzglykosid gehemmt werden kann?2.

In bezug auf die Bowditchsche Treppe ware dann mit
einiger Wahrscheinlichkeit zu erwarten, dass sie durch
Erhshung der Calciumionenkonzentration dhnlich unter-
driickt oder vermindert werden sollte wie durch Kalium-
mangel. Die hier mitgeteilten Versuche dienen der Prii-
fung dieser Folgerung.

Methodik. Die Versuche wurden am elektrisch gereiz-
ten, isotonisch arbeitenden Froschventrikelpriparat
durchgefiihrt, das in einem offenen Kreislauf arbeitet
(Doppelkaniile und Ventile). Das Schlagvolumen wurde
mit spdter ausfithrlicher zu beschreibenden pneumati-
schen Ubertragungsmethoden am freischlagenden Herzen
(ohne Serrefine) registriert. Die Reizung erfolgte mit
rechteckigen Stromstdssen (Grass-Stimulator, 45 V,
5 ms) alle 3 s. Zur Entwicklung der «Treppe» wurden
reizfreie Pausen von 10 min eingeschaltet.

Resultate. Abbildung 1 zeigt einen Versuch, in dem die
Treppe durch Verdoppelung der Calciumionenkonzen-
tration der Ringerlosung fast aufgehoben wird, in Uber-
einstimmung mit der Erwartung.

Zum quantitativen Vergleich zwischen der Wirkung
von Kaliummangel und Calciumiiberschuss wurden
alternierende Reizperioden (mit 10 min Reizpause) in
normaler Ringerlésung, Ringerldsung mit vermindertem
Kaliumgehalt und Ringerlésung mit erh6htem Calcinm-
gehalt durchgefiihrt, wobei die beiden Ionenkonzentra-
tionen in gleichen Verhiltnissen (mit p bezeichnet)
abgestuft wurden (zum Beispiel p = 1,4: Kalium 1/1,4-
fach, Calcium 1,4fach).

Als Mass der «Treppe» wurden aus V;, dem Schlag-
volumen der ersten Kontraktion nach der Reizpause
(tbzw. V,_,, dem mittleren Schlagvolumen der ersten
sieben Kontraktionen), und ¥, , dem maximalen Schlag-
volumen der gleichen Reizperiode, Treppenquotienten T°
gebildet:

L= Y VI’}i/I und Ty ;= ,V""I;l/,lfV
m m

In Abbildung 2 ist ein solcher Versuch wiedergegeben.
Er zeigt, dass bei gleichem p Calciumiiberschuss starker
wirkt als Kaliummangel. — Er zeigt ausserdem, dass der
Treppenquotient in Ringerlésung T'g zeitlich nicht kon-
stant ist, so dass es zweckmaissig scheint, die Quotienten
T auf den jeweiligen (durch Interpolation zu ermitteln-
den) Quotienten zu beziehen und relative Quotienten
T’ = T/Tg zu beniitzen.

Abbildung 3 zeigt im Mittel ans zwei dhnlichen Ver-
suchsreihen 7' als Funktion von p fiir Calciumiiber~
schuss und Kalinmmangel, getrennt fiir 77, und 77;_,.

Vergleicht man Kalium- und Calciumkonzentrationeu
gleicher Wirksamkeit (das heisst mit gleichen Werten
von T7) durch die Reclation logpx = # - logpca oder
PK = Ppca”, so ergibt sich aus diesen Versuchen fiir 7,
ein Wert von # = 4,8, fiir T’;_, ein solcher von » = 3,25.

Das Verhiltnis der Wirkung von Calciumiiberschuss
und Kaliummangel hingt danach davon ab, ob T oder
T’,_,; als Mass beniitzt wird. Da T{ nur oder vorwiegend
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