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Besprechung der Ergebnisse.  M e h r e r e  F o r s c h e r  be-  
Iassten s ich  m i t  de r  F rage ,  ob  de r  T e m p e r a t u r a n s t i e g  
nach b a k t e r i e l l e n  P y r o g e n e n  p r i m e r  au f  e ine r  V e r m i n -  
derung de r  W ~ . r m e a b g a b e  ode r  au f  e ine r  S tof fwechse l -  
s te igerung b e r u h t  5. Die  s c h o n  y o n  a n d e r e n  A u t o r e n  be- 
schriebeneL h y p e r g l y k / i m i s i e r e n d e  W i r k u n g  de r  Py ro -  
gene sowie  die S e n k u n g  des  MilchsXurespiegels  s ind 
s ta t i s t i sch  s i g n i f i k a n t  u n d  weisen  au f  e ine  A k t i v i e r u n g  
des S to f fweehse l s  h in .  E s  i s t  d a b e i  a n  die A r b e i t  y o n  
HAMRICK et al. 7 zu e r i n n e r n ,  in  we lche r  f iber  e ine  Be- 
sch leunigung  des  S to f fwechse l s  i m  S p l a n c h i c u s g e b i e t  
ber ich te t  wird .  

Unse re  in  d iese r  A r b e i t  m i t g e t e i l t e n  U n t e r s u e h u n g e n  
zeigen, dass  d e r  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h  de r  L e b e r  n a c h  
P y r o g e n g a b e n  s i g n i f i k a n t  v e r g r 6 s s e r t  w i rd  u n d  zwar  
nicht  n u r  i n  vivo, was  u n t e r  U m s t ~ n d e n  e in  S e k u n d ~ r -  
effekt se in  k 6 n n t e ,  s o n d e r n  a u c h  i n  vitro, was m i t  S icher -  
heit au f  e i n e n  p r i m X r e n  A n g r i f f s p u n k t  h inwei s t .  Be-  
sonders i n t e r e s s a n t  e r s c h e i n t  uns ,  da s s  d e r  Sauer s to f f -  
m e h r v e r b r a u c h  n u r  s t a t t f i n d e t ,  w e n n  S e r u m  m i t  P y r o -  
gen i n k u b i e r t  w u r d e .  W i r  v e r m u t e n ,  dass,  wie s c h o n  
andere F o r s c h e r  a n n a h m e n  s, d ie  P y r o g e n e  a n  B l u t -  
e iweissk6rper  g e b u n d e n  w e r d e n  u n d  d a m i t  die e igen t -  
lichen, e n d o g e n e n  P y r o g e n e  e n t s t e h e n .  DaN F e h l e n  e ine r  
i ihnlichen X¥i rkung  a u f  die  Niere  ode r  sogar  e ine Ver -  
m i n d e r u n g  de r  A t m u n g  i s t  vor l i iuf ig  s ehwer  zu erkl~tren. 
Die y o n  u n s  e rz ie l t en  R e s u l t a t e  weisen  in  de r  R i c h t u n g ,  
dass de r  S t o f f w e c h s e l s t e i g e r u n g  eine w es en t l i che  u n d  
prim~Lre Rol le  b e i m  T e m p e r a t u r a n s t i e g  z u k o m m t .  

J .  VENULET u n d  ANNA DESPERAK 

K r e a t i n p h o s p h a t )  e i n t r i t t .  D a  die  H e r z g l y k o s i d e  u n d  
de ren  A g l y k o n e  den  a k t i v e n  K a l i u m - N a t r i u m - A u s -  
t a u s c h  d u r c h  die E r y t h r o z y t e n m e m b r a n  b l o c k i e r e n  2, 
wurde  zu r  w e i t e r e n  Kl i i rung  ih res  W i r k u n g s m e c h a n i s -  
mus  die F r a g e  geprf i f t ,  ob  a u c h  diese H e m m u n g  au f  e ine  
ene rge t i s che  In su f f i z i enz  de r  Zelle zu r i i ckzu f i i h r en  ist .  

Methoden.  Mensch l i che s  de f ib r in i e r t e s  F r i s c h b l u t  o d e r  
~KXlteblut~> ( n a c h  HARRIS 3 6 Tage  bei  4°C a u f b e w a h r t )  
w u r d e n  n a c h  Z u s a t z  y o n  Glucose  (500 m g % )  u n d  T e s t -  
s u b s t a n z e n  in  g l e i chem G e s a m t v o l u m e n  a l le r  Ans/~tze 
(4,8 ml  B l u t  + 0,2 mt  L 6 s u n g s m i t t e l )  bei  37°C i n k u b i e r t .  
N a c h  d e r  I n k u b a t i o n  w u r d e  da s  B l u t  z e n t r i f u g i e r t  u n d  
das  S e r u m  d u r c h  A b s a u g e n  e n t f e r n t .  N a c h  z w e i m a l i g e m  
~Vaschen m i t  i s o t o n i s c h e r  MgCl~-L6sung w u r d e n  die 
E r y t h r o z y t e n  m i t  q u a r z d e s t i t l i e r t e m  W a s s e r  h / imoly -  
s ie r t  u n d  d e r  K a l i u m -  u n d  N a t r i u m g e h a l t  des  H ~ m o l y -  
s a t s  f l a m m e n p h o t o m e t r i s c h  b e s t i m m t .  A u s s e r d e m  w u r d e  
ffir j ede  I n k u b a t i o n s z e i t  de r  H ~ m a t o k r i t w e r t  gemessen .  
Die  A n a l y s e  d e r  e n e r g i e r e i c h e n  P h o s p h a t v e r b i n d u n g e n  
e r fo tg te  n a c h  d e m  v o n  FLECKENSTEIN et al.4 a n g e g e b e n e n  
V e r f a h r e n ,  w o b e i  d ie  E r y t h r o z y t e n  y o n  i m l  B l u t  be i  
0°C n a c h  A b z e n t r i f u g i e r e n  des  S e r u m s  z w e i m a l  m i t  
i s o t o n i s c h e r  NaC1-L6sung  g e w a s c h e n  u n d  a n s c h l i e s s e n d  
10 m i n  m i t  1,5 ml  5% iger  Tr ich lo ress igs / iu re  e x t r a h i e r t  
w u r d e n .  E i n e  we i t e r e  M o d i f i k a t i o n  b e s t a n d  da r in ,  dass  
be i  de r  C h r o m a t o g r a p h i e  n a c h  d e m  T r e n n u n g s g a n g  im 
e r s t e n  L 6 s u n g s m i t t e l  dan P a p i e r  in  g r 6 s s e r e m  A b s t a n d  
(8 cm) y o n  de r  S t a r t l i n i e  a b g e s c h n i t t e n  wurde .  D a d u r c h  
k o n n t e  die ' 2 , 3 - D i p h o s p h o g l y c e r i n s ~ u r e  ( 2 , 3 - D P G S )  
n a c h  A n w e n d u n g  des  z w e i t e n  L 6 s u n g s m i t t e l s  ebenfa l l s  
l oka l i s i e r t  u n d  b e s t i m m t  werden .  

Ans ta l t  / f ir  Pharmakologie ,  A rzne imi t te l /orschungs ins t i -  
tat, Warschau ,  den 3. J u n i  1957. 0 

S u m m a r y  
o,e 

I t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  p y r o g e n  causes  h y p e r -  
glycemia a n d  d i m i n u t i o n  of t he  l ac t i c  ac id  level  in  t h e  o,5 
blood. I n  in  vitro i n v e s t i g a t i o n s ,  o x y g e n  r e q u i r e m e n t s  
of the  l iver  slices show m a r k e d  increase .  T h e  r e s u l t s  a re  0,4 
regarded as s h o w i n g  a p r i m a r y  a c t i o n  of t h e  p y r o g e n s  on  
metabol i sm.  

o,~ 
5 E. ]~ICHENBERGER, M. SCttMIDHAUSER-KoPP, H. HURNI, M. 

FRICSAV und O. WESTPHAL, Schweiz. reed. Wschr. 85, 1213 (1955). o,a 
- R. GRANT und W. J. ~,VHALEN, Amer. J. Physiol. 173, 47 (1955}. - 
H. SIEDEK und H. H~.USLER, dtseh, reed. Wschr. 80, 1128 (1955). 

6 p. B. BEESON, J. exper. Ned. 86, 20 (19471. 
L. W. HA~IRICK jr. und J. D. MYERS, J. Lab. clin. Ned. 45, 

568 (1955). 
S R. GRANT llRd VV'. J.  WHALEN, Amer. J. Physiol. 173, 47 (1955). 

- V. MENKIN, J. Lab. din.  Ned. 46, 423 (1955). 

~ 3 b e r  d i e  H e m m u n g  d e s  a k t i v e n  

K a t i o n e n t r a n s p o r t e s  d u r c h  H e r z g l y k o s i d e  

Aus d e n  U n t e r s u c h u n g e n  v o n  FLECKENSTEIN et al. ~ 
geht he rvo r ,  da s s  bei  H e m m u n g  des  a k t i v e n  K a t i o n e n -  
t r anspor tes  d u r c h  Z e l l m e m b r a n e n  u n t e r  de r  E i n w i r -  
kung yon  A t m u n g s - ,  G l y k o l y s e -  u n d  P h o s p h o r y l i e r u n g s -  
giften g le ichze i t ig  e ine  E r s c h 6 p i u n g  des Z e l l vo r r a t e s  
an e n e r g i e r e i c h e m  P h o s p h a t  ( A d e n o s i n t r i p h o s p h a t ,  

I A. FLECKENSTEIN, Der Kalium-Natrium-Austausch (Springer 
Verlag, Berlin 1955). - E. GERLACII, Arch. exp. Path. Pharmakol. 
e28, 128 (1956). - A. FLECKENSTEIN, E. GERLACH and J. JANKE, 
Schweiz. reed. Wschr. 86, 1041 (1956). 

meq Nail 
meq K/I 

M 5 • 10 -4 m 

S 1,15. 10 -5 m 

o K  

4 0 12 t 6  2 0  24  ~ h 

Abb. 1. Hemmung des aktivcn Kationentransportes bei Inkubation 
yon Frischblut. Ordinate: Q gibt das Verhfiitnis Natriumgehalt]Ka- 
liumgehalt der Erythrozyten an, gemessen in Milli5quivalenten pro 
Liter Zellen. Abszisse: Inkubationszeit in Stunden. K = Kontrotl- 
ansatz, M = Monojodacetat 5 -10  -4 m, S = k-Strophanthosid 

1,15.10 -5 In (10 -5 g/ml). 

Resultate .  Bei  d e r  I n k u b a t i o n  v o n  F r i s c h b l u t  ( A b b .  1) 
b l e i b t  de r  n o r m a l e  E l e k t r o l y t g e h a l t  de r  E r y t h r o z y t e n  
w i i h r e n d  24 h u n v e r R n d e r t  e r h a l t e n .  D u t c h  a k t i v e n  
T r a n s p o r t  wi rd  also d a u e r n d  N a t r i u m  n a c h  a u s s e n  u n d  
K a l i u m  n a c h  i n n e n  b e f 6 r d e r t .  Be i  H e m m u n g  des  a k t i v e n  
K a t i o n e n t r a n s p o r t e s  d u t c h  Monojodess igs /~ure  ( M J E )  
oder  k - S t r o p h a n t h o s i d  t i be rwiegen  die  <,passiven,~ I o n e n -  
v e r s c h i e b u n g e n  e n t s p r e c h e n d  d e m  K o n z e n t r a t i o n s -  

2 H.-J. SCHATZMANN, Helv. physiol. Acta 11,346 (1953). 
a j .  E. HAnRtS, J. biol. Chem. 141,579 (1941). 

A. I;LECKENST~]N, Der Kalium-Natrium-Austausch (Sprmger- 
Vcrlag, Berlin 1955). - E. GERI.AC~L A. FLECKENSTEIN und K. J. 
FREU•DT, Pfliigcrs Arch. gcs. Physiol. Z63, 682 (1957). 
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Tabelle I 

Inkubation you Frisehblut. Gleieher Versuch wie Abl~ildung 1 und '2. Die Werte sind in ),/ml Erythrozyten angegeben, l~brige Angaben 
siehe Abbitdung 1 und ~. 

ATP 
ADP 
2,3-DPGS 
Anorganischer P (HaPO~) 

K o M~ 

171 179 
96 94 

585 500 
13 20 

S~ 

185 
89 

552 
17 

Ks 

212 
22 

542 
16 

M s S s K~  

- -  227 238 
24 15 
28 525 69 

180 19 219 

S~4 

249 

204 

Tabelle 1I 
Inkubation yon (~ K~lteblut,~. Gleicher Vcrsuch wie Abbildung 3. Die Werte sind in y/ml Erythrozyten angegeben, l~'Ibrige Angaben siehc 

K0 

104 
42 

973 
59 

310 

98 
37 

956 
62 

Abbildung 1 und ~2. 

M4 

573 
242 

$4 

86 

57O 
139 

K 8 

95 

565 
171 

ATP 
ADP 
2,3-DPGS 
Anorganischer P (H~PO4) 

S o A" 4 

113 82 
47 --- 

930 552 
54 153 

Ms 

156 
314 

S 8 

87 

551 
152 

g r a d i e n t e n  zwischen  S e r u m  u n d  E r y t h r o z y t e n ,  was  sich 
in e iner  E r h 6 h u n g  des intrazellul~tren N a t r i u m s  und  e iner  
A b n a h m e  des K a l i u m s  ~tussert (Zunahme  yon  Q). Aus  
A b b i l d u n g  2 und  Tabel le  I ist ers icht l ich,  dass  der  Stoff -  
wechse l  des  ene rg ie re ichen  P h o s p h a t s  in  d e n  E r y t h r o -  
z y t e n  n u r  d u r c h  M J E ,  n i c h t  abe r  d u t c h  das  Herz -  
g lykos id  bee in f luss t  wird.  I n n e r h a l b  de r  Genau igke i t  
de r  M e t h o d e  b e s t e h t  eine v/511ige ( J b e r e i n s t i m m u n g  
zwischen  Kon t ro l l -  u n d  k-St rophanthos idans~i . tzen :  de r  
Geha l t  an  A d e n o s i n t r i p h o s p h a t  (ATP) s te ig t  im Laufe  

der  I n k u b a t i o n  t iber 24 h sogar  noch  an,  wXhrend er 
u n t e r  der  E i n w i r k u n g  y o n  M J E  n a c h  8 h auf  Null abge- 
s u n k e n  ist. E b e n s o  v e r s c h w i n d e t  die 2 ,3 -DPGS in den 
M J E - A n s / i t z e n  schnel ler ,  da  sic infolge der  Hemmung 
der  O x y d a t i o n  des P h o s p h o g l y c e r i n a l d e h y d s  durch 
M J E  gar n i ch t  m e h r  gebi lde t  wird.  N a c h  24 h sind aber 
auch  in den  Kon t ro l l ansXtzen  nu r  noch  Spuren yon 
2 , 3 - D P G S  - bei  g le ichzei t ig  e r h 6 h t e m  A T P - G e h a l t -  
v o r h a n d e n .  Dieser  B e f u n d  zeigt  t ibr igens  mi t  aller Deut- 
l ichkei t ,  dass  der  ak t ive  K a t i o n e n t r a n s p o r t  der  Erythro- 

AMP 

ADP 

ATP 

%3-DP GS 

S t a r t l i n i e - - ~  . ' " 

Testsubstanzen 

anorganischer P 

t ATP 
ADP 

t AMP 
H~PO~ 

t ": :.: " .*2:.? 

Ko M. 

AMP 
t 

'i' , "~"" ' " t ADP 

S o Ks Ms 

, . j " , "  

~ .  2,3-DPGS 

$8 K2~ M~4 Sz4 ADpATP } 

AMP Testsubstanzen 
t-IaPO 4 

anorganischer P 

Abb. 2. Chromatogramme der Erythrozyten-Extrakte nach Entwicklung mit Molybdatreagens nach HAtC~s und ISHERWOOD ~, 
Gleicher Versueh wie Abbildung I. Die Indices yon K, M und S geben die Inkubationsdauer in Stunden an. ATP ~ Adenosintriphos- 
phat, ADP = Adenosindiphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, ~,3-DPGS = ~,3-Diphosphoglycerinsfiure. Ubrige Angaben 

siehe Abbildung 1. 

5 C. S. HA.~Es und F, A, ISHERV¢OOD. Nature I64, 1107 (1949). 
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zyten in u n m i t t e l b a r e r  Weise  v o m  A T P  abh / ing t  *. Das  
anorganische P h o s p h a t  s t e ig t  be im V e r s c h w i n d e n  der  
organischen P h o s p h o r v e r b i n d u n g e n  e n t s p r e c h e n d  an.  

Q 

i 

0,71 

0,6 

0,5 

0,4 

meq Na/1 
meq K/1 

o A[ 5 ' 10 -4  r~ 
S 1 ,15"  10 -7  m 

i i i i I I ' _  t i 

1 a 3 4 5 6 ;' e ~ h  

Abb. 13. l-Ielnrntlng des aktiven Kationentransportes bei Inkubation 
v0n ,, K~ilteblut,, (gleiches Blut wie Versuch der Abbildung 1, 6 Tage 
bei .1:C aufbewahrt). S = k-Strophanthosid 1,15. 10 '7 m (1O -7 

gfinl), fJbrige Angaben siehe Abbildung 1. 

Bei I n k u b a t i o n  von  (,K~ilteblut~ (Abb. 3) wird  die 
n0rmale K a t i o n e n v e r t e i l u n g  zwischen  Zellen und  Se rum 
durch a k t i v e n  T r a n s p o r t  wieder  herges te l l t ,  das  heisst ,  
der anf~tnglich hohe  Q u o t i e n t  Q der  re la t iv  n a t r i u m -  
reichen und  k a l i u m a r m e n  <(K~ilteerythrozyten~ f/ilK im 
Laufe der  I n k u b a t i o n  ab  und  n~ihert sich w i e d e r u m  d e m  
~Normalwert)~. In  G e g e n w a r t  von  M J E  oder  k -S t ro-  
phanthosid  b le ib t  d ieser  Abfal l  yon  O aus. Aueh  be im 
,K&lteblut~} liisst s ich keine W i r k u n g  des Herzg lykos ids  
auf den  P h o s p h a t s t o f f w e c h s e l  nachwe i sen  (Tab.  I I ) :  
ATP v e r s c h w i n d e t  w i e d e r u m  nur  in den  MJE-AnsS,  tzen.  
Die ~ ,K~l teery throzy ten~  e n t h a l t e n  wen ige r  A T P  und  
Adenos ind iphospha t  (ADP) ,  h ingegen  m e h r  2 , 3 - D P G S  
und anorgan i sches  P h o s p h a t .  E b e n s o  n i m m t  de r  Geha l t  
yon 2, 3 - D P G S  bei  Zusa tz  y o n  M J E  schne l le r  ab.  

M J E  u n d  Herzg lykos ide  gre i fen  aIso an  zwei ganz  ver-  
schiedenen Stel len in den  Ab lau f  de r  R e a k t i o n e n  ein, 
welche d e m  a k t i v e n  T r a n s p o r t  z u g r u n d e  liegen. Die vor-  
Iiegenden B e f u n d e  weisen  d a r a u f  h in ,  dass  die H e m -  
rnung des a k t i v e n  K a l i u m - N a t r i u m - A u s t a u s c h e s  d u r c h  
Herzglykoside n i c h t  auf  e iner  B lock ie rung  energie-  
liefernder Vorg/inge,  s o n d e r n  auf  e iner  d i r e k t e n  W i r k u n g  
auf den M e m b r a n t r a n s p o r t m e c h a n i s m u s ,  das  ,Car r i e r -  
Sys tem ~, b e r u h t .  

Beim Abschtuss der Arbeit erhielten wir Kenntnis vom Autor- 
referat von R. WII1TTAM fiir das Programm der Englischen Physio- 
10gentagung vom ~9. bis 30. M~irz 1957, auf weleher er fiber 5hntiehe 
Untersuehungsergebnisse beriehtet hat. 

H. A. K u x z  u n d  F, SULSER 

Pharm akologisches I n s t i t u t  der Univers i td t  Bern,  3 I. M ai 
1957. 

S u m m a r y  

Inh ib i t ion  of ac t ive  ca t ion  t r a n s p o r t  t h r o u g h  the  red  
cell m e m b r a n e  by  ca rd iac  g lycosides  is no t  a c c o m p a n i e d  

6 (j. GARDOS, Acta physiol. Acad. Sci. thmgar, a, 191 (1954). 

b y  a l t e r a t i on  of p h o s p h a t e  m e t a b o l i s m  (ATP,  A I ) P ,  
2, 3 -d iphosphog lyce r i c  acid) in c o n t r a s t  to  t he  ac t ion  
of iodoace ta tc .  This  fac t  sugges t s  t h a t  t h e  ca rd i ac  
g lycosides  ac t  d i r ec t ly  on  the  m e m b r a n e  t r a n s p o r t  
mechan i sm.  

S t u d i e s  of Lipid E x t r a c t s  f r o m  Red B l o o d  Cel l s  

A lipid e x t r a c t  o b t a i n e d  f rom Rh  pos i t ive  h u m a n  red  
b lood  cells was r e p o r t e d  by  the  wr i te r  in 1947 ~ a n d  o t h e r  
f indings  have  been  pub l i shed  since 2. R e c e n t l y  a s t u d y  a 
of t he  specif ic i ty  of such  an  e x t r a c t  was made  by  m e a n s  
of q u a n t i t a t i v e  n i t rogen  assays  of R h  a n t i b o d y  a d s o r b e d  
on to  the  lipid par t ic le .  I t  has  been  sugges ted  4 t h a t  t he  
a m o u n t  of specif ic  s u b s t a n c e  p r o d u c e d  by  the  m e t h o d s  
e m p l o y e d  is so sl ight  as to be negligible.  Since o the r  
f indings  t e n d  to  re fu te  th is  ~, it  was  reso lved  to  inves t iga te  
use of ident ica l  m e t h o d s  wi th  o t h e r  t h a n  h u m a n  red cells 
in o rde r  to  see if c o m p a r a b l e  specif ic  ma te r i a l  could  be 
de r ived  by  the  s ame  t echn iques .  

Accord ingly ,  i t  was  dec ided  to choose for this  pu rpose  
beef  red  ceils and  to  a t t e m p t  to e x t r a c t  f rom t h e m  the. 
l i p i d - c a r b o h y d r a t e  c o mp l e x  wh ich  has  been  cha rac te r i z -  
ed 6 as the  an t igen  reac t ing  wi th  a n t i b o d y  p r o d u c e d  in 
the  h u m a n  as a resu l t  of infec t ious  mononucleos i s .  The 
use of beef  r a t h e r  t h a n  sheep  cell e x t r a c t i v e s  rules ou t  
t he  F o r s s m a n  an t igen ,  wh ich  compl i ca t e s  t he  p ic tu re  in 
red cell agg lu t ina t ion  t e s t s  w i t h  a n t i b o d y  f rom infec t ious  
mononuc leos i s  pa t i en t s .  The  surface blood cell an t igens  
have  been  desc r ibed  7 as chemica l ly  s imilar  to t he  he t e ro -  
phile  an t igens .  Therefore ,  m e t h o d s  of e x t r a c t i o n  and  
a s say  for t he  one  m i g h t  p r o v e  val id for t he  o ther .  
A l t h o u g h  the  ma in  ob jec t ive  was to t e s t  the  value  of t he  
e x t r a c t i o n  m e t h o d ,  it  was  h o p e d  also t h a t  an  assay  
using c o m p l e m e n t  f ixa t ion  t e c h n i q u e  m i g h t  be de r ived  
wh ich  would  d e t e c t  the  p resence  of he t e roph i l e  an t i bod i e s  
ear l ier  in the  course  of disease  t h a n  is now possible.  

BARNARD s has  c o n f i r m e d  the  spec i f ic i ty  of the  h a p t e n  
e x t r a c t e d  f rom h u m a n  red  ceils. This  h a p t e n  was  as sayed  
by  h im,  as well as in th i s  l abo ra to ry ,  t h r o u g h  comple -  
m e n t  f ixa t ion  t echn iques .  The  sample  s tud ied  b y  BAR- 
NARD was  p r e p a r e d  b y  the  wr i t e r  us ing t e c h n i q u e s  
r e p o r t e d  e lsewhere  3. Beef  cells were  t r e a t e d  in an  iden t i -  
cal m a n n e r ,  i.e., one v o l u me  of f resh  cells is p r e c i p i t a t e d  
b y  t w o  v o l u me s  of 95% e t h y l  alcohol .  This  is a l lowed to 
s t a n d  over  n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e n  t h e  precipi -  
t a t e  is s e p a r a t e d  b y  f i l t r a t ion  a n d  a d d e d  to  two  v o l u me s  
of d i c h l o r o m e t h a n e .  This  is mixed  and  k e p t  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  for 6 h or longer.  The  l iquid is e v a p o r a t e d ,  
l eav ing  a l ip id  f rac t ion .  

T h e  res idue  is d issolved in a p ropo r t i on  of 100 mg  
l ipid per  1 ml  alcohol.  This  is s tab le  for severa l  m o n t h s  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  Fo r  a c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  assay ,  
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