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Besprechung dev Evgebnisse. Mehrere Forscher be-
fassten sich mit der Frage, ob der Temperaturanstieg
nach bakteriellen Pyrogenen primir auf einer Vermin-
derung der Wirmeabgabe oder auf einer Stoffwechsel-
steigerung beruht®. Die schon von anderen Autoren be-
schriebene®, hyperglykimisierende Wirkung der Pyro-
gene sowie die Senkung des Milchsiurespiegels sind
statistisch signifikant und weisen auf eine Aktivierung
des Stoffwechsels hin. Es ist dabei an die Arbeit von
HAMRICK et 4l.7 zu erinnern, in welcher iiber cine Be-
schleunigung des Stoffwechsels im Splanchicusgebiet
berichtet wird.

Unsere in dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen
zeigen, dass der Sauerstoffverbrauch der Leber nach
Pyrogengaben signifikant vergrissert wird und zwar
nicht nur » vive, was unter Umstdnden ein Sekundér-
effelkt sein kénnte, sondern auch in vitro, was mit Sicher-
heit auf einen primiren Angriffspunkt hinweist. Be-
sonders interessant erscheint uns, dass der Sauerstoff-
mehrverbrauch nur stattfindet, wenn Serum mit Pyro-
gen inkubiert wurde. Wir vermuten, dass, wie schon
andere Forscher annahmen$®, die Pyrogene an Blut-
eiweisskérper gebunden werden und damit die eigent-
lichen, endogenen Pyrogene entstehen. Das Fehlen einer
dhnlichen Wirkung auf die Niere oder sogar eine Ver-
minderung der Atmung ist vorlaufig schwer zu erkliren.
Die von uns erzielten Resultate weisen in der Richtung,
dass der Stoffwechselsteigerung eine wesentliche und
primdre Rolle beim Temperaturanstieg zukommt.

J. VENULET und ANNA DESPERAK

Amnstalt fiiv Pharmakologie, Avzneimitielforschungsinsti-
ut, Warschau, den 3. Juni 1957.

Summary

It has been established that pyrogen causes hyper-
glycemia and diminution of the lactic acid level in the
blood. In im vitro investigations, oxygen requirements
of the liver slices show marked increase. The results are
regarded as showing a primary action of the pyrogens on
metabolism.
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Uber die Hemmung des aktiven
Kationentransportes durch Herzglykoside

Aus den Untersuchungen von FLECKENSTEIN ef al.l
geht hervor, dass bei Hemmung des aktiven Kationen-
transportes durch Zellmembranen unter der Einwir-
kung von Atmungs-, Glykolyse- und Phosphorylierungs-
giften gleichzeitig eine Erschopfung des Zellvorrates
an energiereichem Phosphat (Adenosintriphosphat,
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Kreatinphosphat) eintritt. Da die Herzglykoside und
deren Aglykone den aktiven Kalium-Natrium-Aus-
tausch durch die Erythrozytenmembran blockieren?,
wurde zur weiteren Klirung ihres Wirkungsmechanis-
mus die Frage gepriift, ob auch diese Hemmung auf eine
energetische Insuffizienz der Zelle zuriickzufiihren ist.

Methoden. Menschliches defibriniertes Frischblut oder
«Kilteblut» (nach Harris? 6 Tage bei 4°C aufbewahrt)
wurden nach Zusatz von Glucose {500 mg%,) und Test-
substanzen in gleichem Gesamtvolumen aller Ansitze
{4.8 ml Blut + 0,2 m]l Losungsmittel} bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das Blut zentrifugiert und
das Serum durch Absaugen entfernt. Nach zweimaligem
Waschen mit isotonischer MgCl,-Losung wurden die
Erythrozyten mit quarzdestilliertem Wasser hamoly-
siert und der Kalium- und Natriumgehalt des Himoly-
sats flammenphotometrisch bestimmt. Ausserdem wurde
fiir jede Inkubationszeit der Himatokritwert gemessen.
Die Analyse der energiereichen Phosphatverbindungen
erfolgte nach dem von FLECKENSTEIN ¢f al.angegebenen
Verfahren, wobei die Erythrozyten von 1 ml Blut bei
0°C nach Abzentrifugieren des Serums zweimal mit
isotonischer NaCl-Losung gewaschen und anschliessend
10 min mit 1,5 ml 59 iger Trichloressigsdure extrahiert
wurden. Eine weitere Modifikation bestand darin, dass
bei der Chromatographie nach dem Trennungsgang im
ersten Losungsmittel das Papier in grosserem Abstand
(8 cm) von der Startlinie abgeschnitten wurde. Dadurch
konnte die 2, 3-Diphosphoglycerinsiure (2,3-DPGS)
nach Anwendung des zweiten Losungsmittels ebenfalls
lokalisiert und bestimmt werden.
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Abb. 1. Hemmung des aktiven Kationentransportes bei Inkubation

von Frischblut, Ordinate: Q gibt das Verhiilinis Natriumgehalt/Ka-

liumgehalt der Erythrozyten an, gemessen in Millidiquivalenten pro

Liter Zellen. Abszisse: Inkubationszeit in Stunden. K = Kontroll-

ansatz, A = Monojodacetat 5-107% m, § = %-Strophanthosid
1,15+ 1078 m {1075 g/ml).

Resultate. Bei der Inkubation von Frischblut (Abb. 1)
bleibt der normale Elektrolytgehalt der Erythrozyten
wihrend 24 h unveridndert erhalten. Durch aktiven
Transport wird also dauernd Natrium nach anssen und
Kalium nach innen beférdert. Bei Hemmung des aktiven
Kationentransportes durch Monojodessigsdure (M JE)
oder &-Strophanthosid iiberwiegen die ¢passiven» Ionen-
verschiebungen entsprechend dem Konzentrations-
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Tabelle I

Inkubation von Frischblut. Gleicher Versuch wie Abbildung 1 und 2. Die Werte sind in yp/ml Erythrozyten an
siehe Abbildung I und 2.

[ExrerienTIA VoL, XI11/9]

gegeben. Ubrige Angaben

K, M, Se Ky M, Sq Ko, My, Sy

ATP . . . . . . L. 171 179 185 212 — 227 238 e 249

ADP . . ... Lo L 96 94 89 22 24 15 — e —

2,3-DPGS. . . . . . .. 585 500 552 542 28 525 69 R 77

Anorganischer P (H;PO,) . 13 20 17 16 180 19 219 330 204
Tabelle 11

Inkubation von « Kiltebluts, Gleicher Versuch wie Abbildung 3.

Die Werte sind in y/ml Erythrozyten angegebeun.

(Tbrige Angaben siehc

Abbildung 1 und 2.

K, M, Sa K, M, S, Kg My 54
ATP . . . . . . . ... 104 98 113 82 — 86 95 — 87
ADP . . . . . . . ... 42 37 47 — — — — — —
2,3-DPGS. e e e e 973 956 930 552 573 570 565 156 551
Anorganischer P (H,PO,) . 59 62 54 153 242 139 171 314 152

gradienten zwischen Serum und Erythrozyten, was sich
in einer Erhdhung des intrazellularen Natriums und einer
Abnahme des Kalinms dussert (Zunahme von Q). Aus
Abbildung 2 und Tabelle T ist ersichtlich, dass der Stoff-
wechsel des energiereichen Phosphats in den Erythro-
zyten nur durch MJE, nicht aber durch das Herz-
glykosid beeinflusst wird. Innerhalb der Genauigkeit
der Methode besteht eine vbllige Ubereinstimmung
zwischen Kontroll- und k-Strophanthosidanséitzen: der
Gehalt an Adenosintriphosphat (ATP) steigt im Laufe
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Abb. 2. Chromatogramme der Erythrozyten-Extrakte nach Entwicklung

der Inkubation iiber 24 h sogar noch an, wihrend er
unter der Einwirkung von M JE nach 8 h auf Null abge-
sunken ist. Ebenso verschwindet die 2,3-DPGS in den
MJE-Ansitzen schneller, da sie infolge der Hemmung
der Oxydation des Phosphoglycerinaldehyds durch
MJE gar nicht mehr gebildet wird. Nach 24 h sind aber
auch in den Kontrollansitzen nur noch Spuren von
2,3-DPGS - bei gleichzeitig erhdhtem ATP-Gehalt -
vorhanden. Dieser Befund zeigt {ibrigens mit aller Deut-
lichkeit, dass der aktive Kationentransport der Erythro-
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mit Molybdatreagens nach Haxes und IsHERwOOD®.

Gleicher Versuch wie Abbildung 1. Dic Indices von K, M und S geben die Inkubationsdauer in Stunden an. ATP = Adenosintriphos-
phat, ADP = Adenosindiphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, 2,3-DPGS = 2,3-Diphosphoglycerinsaure, {Ubrige Angaben
siehe Abbildung 1.

5 C. 8. Haxges und F, A, Isuerwoop, Nature 164, 1107 (1949),
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zyten in unmittelbarer Weise vom ATP abhingt®. Das
anorganische Phosphat steigt beim Verschwinden der
organischen Phosphorverbindungen entsprechend an.
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Abb. 3. Hemmung des aktiven Kationentransportes bei Tnkubation

von « Kalteblut» (gleiches Blut wie Versuch der Abbildung 1, 6 Tage

bei 1°C aufbewahrt). S = k-Strophanthosid 1,15+ 1077 m {1077
g/ml). Ubrige Angaben siehe Abbildung 1.

Bei Inkubation von «Kilteblut» (Abb. 3) wird die
normale Kationenverteilung zwischen Zellen und Serum
durch aktiven Transport wieder hergestellt, das heisst,
der anfianglich hohe Quotient Q der relativ natrium-
reichen und kaliumarmen «Kalteerythrozyten» fillt im
Laufe der Inkubation ab und nihert sich wiederum dem
«Normalwert». In Gegenwart von MJE oder k-Stro-
phanthosid bleibt dieser Abfall von ¢ aus. Auch beim
«Kilteblut» ldsst sich keine Wirkung des Herzglykosids
auf den Phosphatstoffwechsel nachweisen (Tab. I1):
ATP verschwindet wiederum nur in den M JE-Ansétzen.
Die «Kilteerythrozyten» enthalten weniger ATP und
Adenosindiphosphat (ADP), hingegen mehr 2,3-DPGS
und anorganisches Phosphat. Ebenso nimmt der Gehalt
von 2,3-DPGS bei Zusatz von M JE schneller ab,

MJE und Herzglykoside greifen also an zwei ganz ver-
schiedenen Stellen in den Ablauf der Reaktionen ein,
welche dem aktiven Transport zugrunde liegen, Die vor-
liegenden Befunde weisen darauf hin, dass die Hem-
mung des aktiven Kalium-Natrium-Austausches durch
Herzglykoside nicht auf einer Blockierung energie-
liefernder Vorginge, sondern auf einer direkten Wirkung
auf den Membrantransporimechanismus, das «Carrier-
Systemy», beruht.

Beim Abschluss der Arbeit erhielten wir Kenntnis vom Autor-
referat von R, Wuittam fir das Programm der Englischen Physio-
logentagung vom 29. bis 3U. Marz 1957, auf welcher er iiber dhnliche
Untersuchungsergebnisse berichtet hat.

H. A. Kunz und F, SULSER

Pharmakologisches Institut dev Untversitit Bevn, 31. Mai
1957,

Summary

Inhibition of active cation transport through the red
cell membrane by cardiac glycosides is not accompanied

$ (. Garpos, Acta physiol. Acad. Sci. Hungar, 6, 191 (1954).
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by alteration of phosphate metabolism (ATP, ADP,
2, 3-diphosphoglyceric acid) in contrast to the action
of iodoacctate. This fact suggests that the cardiac
glycosides act directly on the membrane transport
mechanism.

Studies of Lipid Extracts from Red Blood Cells

A lipid extract obtained from Rh positive human red
blood cells was reported by the writer in 1947 and other
findings have been published since? Recently a study?
of the specificity of such an extract was made by means
of quantitative nitrogen assays of Rh antibody adsorbed
on to the lipid particle. It has been suggested* that the
amount of specific substance produced by the methods
employed is so slight as to be negligible. Since other
findings tend to refute this?, it was resolved toinvestigate
use of identical methods with other than human red cells
in order to see if comparable specific material could be
derived by the same techniques.

Accordingly, it was decided to choose for this purpose
beef red cells and to attempt to extract from them the
lipid-carbohydrate complex which has been characteriz-
ed® as the antigen reacting with antibody produced in
the human as a result of infectious mononucleosis. The
use of beef rather than sheep cell extractives rules out
the Forssman antigen, which complicates the picture in
red cell agglutination tests with antibody from infectious
mononucleosis patients. The surface blood cell antigens
have been described? as chemically similar to the hetero-
phile antigens. Therefore, methods of extraction and
assay for the one might prove valid for the other.
Although the main objective was to test the value of the
extraction method, it was hoped also that an assay
using complement fixation technique might be derived
which would detect the presence of heterophile antibodies
earlier in the course of disease than is now possible.

BarNarD® has confirmed the specificity of the hapten
extracted from human red cells. This hapten was assayed
by him, as well as in this laboratory, through comple-
ment fixation techniques. The sample studied by Bar-
NARD was prepared by the writer using techniques
reported elsewhere®. Beef cclls were treated in an identi-
cal manner, i.e., one volume of fresh cells is precipitated
by two volumes of 959, ethyl aleohol. This is allowed to
stand over night at room temperature, then the precipi-
tate is separated by filtration and added to two volumes
of dichloromethane. This is mixed and kept at room
temperature for 6 h or longer. The lignid is evaporated,
leaving a lipid fraction.

The residue is dissolved in a proportion of 100 mg
lipid per 1 ml alcohol. This is stable for several months
at room temperature. For a complement fixation assay,
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