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prfiften Substanzen sind autoxydabel, und der Verlauf 
ihrer Wirkung entspricht nicht v~511ig dem der Cortison- 
katalyse. 

Es schien uns von erhebliehem Interesse zu versuchen, 
einfachste Strukturmodelle aufzufinden, welche die cha- 
rakteristische katalytische Eigenschaft yon Cortison auf- 
weisen, ohne selbst autoxydabel  zu sein. In dieser Absicht 
haben wi r  unter anderen verschiedene o~-Hydroxy-aceto- 
phenonderivate, welche uns yon Herrn Prof. RmCHSTEIN ~ 
zur Verfiigung gestellt worden sind, hinsichtlich ihrer 
katalytischen "vVirkung auf die Linols~iureoxydation ge- 
prtift, und zwar: 

< / ~ - C - C H 2 - O H  
~o-Hydroxy-acetophenon : I I / II 

4 3 O 
Substituent: 4 3 Pr/ip. Nr. 

~o,3,4-Trihydroxy- acetophenon-OH -OH 18813/E 
w, 3-Dih ydroxy-4-methoxy-aeetophenon-OCHa-OH 17977/E 
(0,4-Dihydroxy-3-methoxy-aeetophenon-OH -OCH a 14601/E 
(o-Hydroxy-3, 4-dimethoxy-acetophenon-OCHa-OCH a 18815 ]E 
~o, 4-Dihydroxy- acetophenon-OH -H 18647/E 
w-Hydroxy-3-methoxy-4-acetoxy-acetophenon 

-OCOCH~OCH a 18646/E 

gleichen E. K. (1,6 x 10-~) wie die mit Cortison 
(2,5 x Io-~). 

Diskussion. Das e)-Hydroxy-acetophenon kata lys ier t  
die Linols~ureautoxydat ion s tarker  als Cortison, w/ih- 
rend ~o-Hydroxy-3,4-dimethoxy-acetophenon quan t i t a -  
l iv  und qua l i t a t iv  gleich wie Cortison katalysier t .  Das 
im Ring substi tuierte Der iva t  unterscheidet  sich yon 
den fibrigen nicht oder kaum katatytisch wirksamen 
Acetophenonderivaten hinsichtlich Ringsubst i tuenten da- 
durch, dass es in 3, 4-Stellung zwei Methoxygruppen und 
weder eine freie noch eine acetylveresterte Hydroxy-  
gruppe tragt. Offensichtlich vermag bereits ein derartiger 
Ringsubstituent die katalytische Wirkung v611ig oder 
nahezu vSllig aufzuheben, t rotzdem die eigentliche kata-  
lytische Wirkgruppe, die Seitenkette, unver~ndert  ist. 
Der Befund, dass komplexbildungsf~hige Substi tuenten 
im Ring die katalytische Aktiviti i t  der intakten, eigent- 
lichen Wirkgruppe derart stark zu beeinflussen verm6- 
gen, erscheint uns wichtig, denn dies k6nnte eine Erkl~- 
rung sein, warum dem Cortison verwandte  Cortico- 
steroide, trotz gleicher Seitenkette, katalytisch verschie- 
den wirksam sind% 

XV. SCHULER und 1{. I~Elt{I{ 

3"Iethode. Die LinolsS.ureoxydation wurde, wie beschrie- 
ben x, an Hand tier Sauerstoffaufnahme nach ~¥ARBUP, G 
bestimmt. Ges. Ftk. Vot. 2 ml, O 2 als Gas, 37°C, 20 rain 
Temperaturausgleich, sttindliche Ablesung, Versuchs- 
dauer 4 h, Substrat  5 mg/ml Linols~ure (Hoffmann-L~ 
Roche, Basel). IZatalysator: m/720 (analog Cortison). 
Puffer: 0,5 m. Phosphat pH 7,0 mit  1% Tween. Leer- 
versuche: Linols/iure allein, Cortison allein, Katalysator  
allein und Temperaturkontrolle.  

l~rgebnisse, Die katalytische ~Virkung der verschiede- 
hen Acetophcnonderivate auf den 4-h- Sauerstoffverbrauch 
der Linols~ure nnter den genannten Bedingungen ist in 
folgender Tabetle in Prozenten des gleichzeitig bestimm. 
ten Sauerstoffverbrauchs der Linols{ture mit  ~quimolarer 
Menge Cortison in der Reihenfolge der katalytischen 
Wirksamkeit  angegeben : 

Forschungslaboratorien der C I B A  AMiengesellscha[t, 
Basel, Pharmazeutische Abteilung, 16. Mai  1958. 

Slcm~;ttzyy 

Acetophenone derivatives with a cortisone-like skle 
chain have been investigated for their catalyt ic effect on 
the autoxydation of linolenic acid. ~o-Hydroxy-aceto- 
phenone and the subst i tuted m-hydroxy-3, 4-dimethoxy- 
acetophenone are the substances with the simplest struc- 
ture having a catalytic effect quant i ta t ively  and quali- 
tat ively similar to that  of cortisone. 

The significance of substituents in the ring for the 
catalytic activity of the side chain is discussed. 

Katalytische Wirkung 
ve~chiedener c0 -Hydroxy-acetophenonderivate 

Prozentualer 
Katalysator O2-Verbraueh in 4 h 

m/720 (Cortison = 100%) 

18813/E 
1460l/E 
17977/E 
18647/E 
18646/E 
18815]E 

Substitucnten 

in 4 in 3 

-OH -OH 
O H  -OCH a 

-OCH 3 --OH 
-OH -H 
-OCOCH a -OCH a 
-0CH a -OCH 3 
(o-Hydroxy-acetophenon 

0 
etwa 10 
etwa 20 
etwa 30 
etwa 30 

100 
140 

"W~hrend somit die meisten der geprfiften Acetophenon- 
derivate IlUr sehr geringe katalytische Wirkung auf die 
Linols~iureautoxydation zeigen, katalysier t  o~-Hydroxy- 
acetophenon Linols{iure st~irker ats Cortison uud ent- 
spricht das (o-Hydroxy-3,4-dimethoxy-acetophenon in 
iiquimolarer Konzentration quant i ta t iv  dem Cortison. 
Auch der zeitliche Verlauf der Katalyse mit  diesem Deft- 
vat entspricht v611ig dem mit  Cortison. Komplexon II1[ 
hemmt unter unseren Versuchsbedingungen die Oxyda- 
tionskatalyse mit  diesem Derivate zu 50% bei der 

9 Herrn Professor Dr. T. REteHsTEIN danken wir atmh an dieser 
Stelle bestens. 

Die Wirkung der Lipoid- und Polysaccharid- 
Komponente endotoxischer Lipopolysaccharide 
gram-negativer Bakterien auf die Leukozyten- 

kultur 

Extrakte  aus gramnegativen Bakterien vornehmlich 
polysaccharidischer Natur wirken auf die feste Leuko- 
zytenkultur bis zu hohen Vcrdfinnungen emigrations- 
f6rdernd 1. In vielen verschiedenen Testen an h6heren 
Tieren und klinisch am Menschen konnte gezeigt werden, 
dass die im Leukozyten-Emigrationstest  wirksamen Bak- 
terienstoffe die bekannten typischen endotoxischen Mani- 
Iestationen ausl6sen. Sie sind unter anderem die wirksam- 
sten bislang bekannten Pyrogene% SVEsTPHAL et al. haben 
1952 nachgewiesen, dass es sich dabei nicht um reine 
Polysaccharide, sondern um Lipopolysaccharide handelt  * 
und dass die Lipoid-Komponente (Lipoid A 4) fiir die Pyro- 

1 R. MEIER mid B. ScuXa, Hoppe-Seyl. Z. 307, 103 (1957). 
2 E. EICtlENBERGER, ~1". SCIIMIDtIAUSER-I(oPP~ H. HURNI, M. 

FRIcsAY und 0. WESTPHAL, Schweiz. reed. Wschr. 85, 1190, 1213 
(19s5). 

3 0 .  WESTPlIAL, O. LODERITZ, E. EICIIF.NBERGER nnd \V. KEI- 
DERLING, Z. Naturf. 7 B, 596 {1952). 

4 0 .  WESTPtIAL t.IIld O. LI)DERITZ, Angew. Chemic 66, 407 (1954). 

Exper. 19 
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5." :-" :" 

Leukotaktische Wirktmg von Lipoid A aus E. coli. 

Oben rechts Filterpapier mit aufgetrocknetem 
Lipoid A (L6sung 10 -4 in Chloroform), 

links Kontrolle (Chloroform). 

genitAt 4 und viele wei tere  endotoxischen  W i r k u n g e n  ver-  
an twor t l i ch  ist  (siehe zum Beispiel  auch  s). Auf  Grund  der  
nachs tehend  beschr iebenen Versuche  ergib t  sich, dass die 
L ipo idkomponen te  der  bakter ie l len  Lipopolysacchar ide  
auch fiir die leukozytenemigra t ionsfOrdernde  Wi rkung  
entscheidend ist. 

Material und Methodik. Die biologische Un te r suchung  
des isol ier ten Lipoids  A b ie te t  insofern Schwier igkei ten,  
als das hochgere in ig te  Mater ia l  in Wasser  nahezu unlSs- 
lich ist. W i r  haben  daher  die schon fr i iher  benu t z t e  Tech-  
n ik  4 (vgl. s) der  U m k u p p l u n g  angewand t :  das Lipopoly- 
saccharid wurde  an ein inertes  P ro te in  - im vor l iegenden 
Fal l  reines, pyrogenfreies  K a s e i n - H a m m a r s t e n  - ge- 
kuppe l t  (vgl. ~) und der  ki inst l iche K o m p l e x  mi t  ver-  
df innter  S~ure behandel t ,  derar t ,  dass das  Polysacchar id  
q u a n t i t a t i v  abgespal ten  wurde,  w~hrend Lipoid  A a m  
Pro te in  gebunden  blieb s, I n  d e m  so gewonnenen  wasser-  
15slichen, k/ inst l ichen Lipokasein is t  n u r m e h r  Lipoid  A 
bakter ie l len  Ursprungs ;  Kasein  fungier t  als lyophi ler  
TrAger. Mit  Hilfe des Phenol ]Wasser -Verfahrens  9 kSnnen  
Bakte r ien  so aufgearbe i te t  werden,  dass die endotoxisch  
wirksame L ipo idkomponen te  a m  Bak te r i enpro te in  ge- 
bunden  ble ib t  x°, wobei  s ta rk  pyrogene  bakter ie l le  Lipo- 
proteine (conjugated protein)  e rha l t en  werden,  die ke in  
Polysacchar id  enthal ten .  Re ine  Polysaccharide aus den 
Endo tox inen  g r amnega t i ve r  Bakte r ien  sind nur  als so- 
genannte  <~degraded polysaccharides,~ im Sinne von  
MORGAN 11 mi t  Molekulargewichten  in der  Gr6ssenord-  
hung von  20000 bis 30000 darstel lbar ,  weil  bei der  hydro-  
lyt ischen Abspa l tung  des Lipoids  A die hochmolekula ren  
Lipopolysacchar ide  in kleinere Unte re inhe i t en  zerfallen, 
die im genuinen Mater ia l  durch  l ipoidale Gruppen  zu- 
s ammengeha l t en  werden.  

J, G. HOWARD, D. ROWLEY und A. C. WARDLAW, Nature 179, 
314 (1957). 

6 y .  TAKEDA, N. KASAI, M. ARAKI und O. T. ODAKA, Hoppe- 
Seyl. Z. 3o7, 49 (1957). 

7 0 .  LOOERITZ, O. WESTPHAL, E. EICHENBERGER und E. •ETER, 
Biochem. Z. 330, 21 (1958). 

8 F. BINKLEY, W. F. GOEBEL und E. PERLMAN, J. exp. Med. 81, 
331 (1945). 

9 0. WESTPHAL, 0. LODERITZ und F. BISTER, Z. Naturf. 7B, 148 
(195~). 

10 O. WESTPHAL, O. Lf~DERITZ und W. KEIDERLING~ Zbl. Bakt. I. 
Orig. 158, 152 (1952). 

11 W. T. J. MORGAN urtd S. M. PARTRIDGE, Biochem. J. 34, 169 
(1940); 3 G 1140 (1941); Brit. J. exp. Path. 23, 151 (1942). 

Nach  
monella 
Kr6ger,  
s tanzen 

diesen Pr inzip ien  wurden  aus Sal- 
abortus equi und  E. coli (Stamm 
Serogruppe 08) die folgenden Sub- 

in hochgere in ig ter  F o r m  dargestellt:  

a) Lipopolysacchar id ;  
b) Bakt .  L ipopro te in  ; 
c) Lipokase in ;  
d) Lipoidfreies Polysacchar id ;  
e) Lipoid A. 

Bei der  Pr i i fung der  Emigrations/Srderung an der 
Hi~hnerleukozytenkultur hie l ten  wir  uns an  die Angaben 
von  MEIER, DESAULLES und  SCH:~R 1~. Die Mutterst i icke 
der  K u l t u r  wurden  v o r  der  Bebrf i tung  w~hrend 30 min 
in mindes tens  3 S tandard-Verdf innungen  der  wasser- 
16slichen Pr i ipara te  a bis d gebadet .  Die Ku l tu ren  wurden 
nach  12stiindiger I nkuba t i on  bei 37°C photographier t  
und die W a c h s t u m s z o n e n  p lan imet r ie r t .  Fi i r  j eden  Weft  
wurdert  10-20 Ku l tu r en  ausgemessen.  

Zur  Pr i i fung der  l eukotak t i sehen  W i r k u n g  von  Lipoid A 
wurden  kre is runde Fi l t r ie rpapiers t i ickchen yon  5 mm 
Durchmesser  in eine L6sung yon  Lipoid A in reinem 
Chloroform eingelegt  und nach  sorgfi i l t igem Trocknen in 
einer  E n t f e r n u n g  von  e twa  3 m m  v o m  Mut ters t i ick  auf 
den NAhrboden gebracht .  

Emigrationswirkung verschiedener Komponenten bakterieller 
Endotoxinc 

S. abortus equi 

. . . . . . . . . . . .  i10-'1'0-'110-'  

Lipopolysaccharid . . . + ~ (~ )  
Bakt. Lipoprotein . . . + 
Lipokasein . . . . . .  + 
Lipoid fr eies Polysaccharid 0 ~ 00 
Lipoid A . . . . . . .  leukotaktisch 
Kasein . . . . . . . .  0 I 0 [ 0 

+ = signifikant vergriSsserterAuswanderungshof; 
(+) ~ nicht signifikant vergrSsserter Auswanderungshof; 

0 = ohne Wirkung. 

E.  coli 08 

1o-. lO-, 11o-  

+ 

; 0 g 
leukotaktisch 

II 

Ergebnisse und Diskussion. Die in der  Tabel le  zusam- 
mengeste l l ten  Resu l t a t e  zeigen erhebl iche quant i ta t ive  
Unterschiede  zwischen den einzelnen Pri tparaten.  Alle 
diejenigen,  welche Lipoid  A en tha l ten ,  wi rken  mehr  oder 
weniger  s t a rk  emigra t ionsf6rdernd,  w~hrend  das lipoid- 
freie Po lysacchar id  beider  Ke ime  ohne Einfluss auf die 
Leukozy tenku l tu r  ist. Reines  Lipoid  A wi rk t  deutlich 
l eukotak t i sch  (siehe Abbildung).  Diese Wi rkung  ist mit 
Sicherhei t  n ich t  auf e twa  vo rhandene  Spuren begleiten- 
den  Lipolysacchar ids  zurfickzufiihren,  was durch  die Art 

t2 R. MEIER, P.A. DESAULLES und B. SCH£R, Arch. exp. Path. 
Pharmak. 22d, 104 (1955). 



[15. VIII. 1958] Kurze Mitteilungen - Brief Reports 291 

der Reinigung yon Lipoid A ausgeschlossen ist. Die quan- 
ti tativen Unterschiede k6nnen nicht auf einen wechseln- 
den Lipoidgehalt  der einzelnen Pr~parate zuriickgefiihrt 
werden, sondern sind offenbar dutch die physikalisch- 
chemischen Eigenschaften der Tritgersubstanzen mit- 
bcdingt. Polysaccharide als lyophile Triiger scheinen in 
dieser Beziehung besonders gtinstig, wie wir auch am Bei- 
spiel anderer biologischer Wirkungen (Pyrogenit~tt u.a.) 
zeigen konnten. 

Die durchweg etwas geringere Wirksamkeit  der PrA- 
parate aus S. abortus equi gegeniibcr denjenigen aus 
E. coli 08 s t immt mit  unserer Erfahrung fiberein, wonach 
das Lipoid A aus S. abortus equi gegen Hydrolyse und 
andere chemische Einfliisse weniger stabil ist als das- 
jenige aus E. coli. 

Der Polysaccharidanteil in den bakteriellen Lipopoly- 
sacchariden vermit te l t  die WasserlSslichkeit der Pr~pa- 
rate und damit  den hohen Dispersionszustand des Li- 
poids A in L6sung; das Polysaccharid ist iiberdies Tr~ger 
der immunspezifischen Eigenschaften (0-Antigen) der be- 
treffenden Bakterienart  ~3. Demgegentiber enth~lt der 
Lipoid-Anteil (Lipoid A) die fiir die endotoxischen Wir- 
kungen wesentlichen Wirkgruppen ~a. Auf Grund der vor- 
liegenden Versuche fiber die leukotaktische Wirkung der 
bakterielten Lipopolysaccharide kann geschlossen werden, 
dass hier[i~r ebenfalls Wirkgruppen im ]eweiligen Lipoid-A - 
Anteil wesentlich sind. 

GISELA SCHMIDT, E. EICHENBERGER 
und O. WESTPHAL 

with 44.7% dienoic and 2.6% trienoic, whereas Fleisch- 
mann 50B, which did not  produce exudates, contained 
almost no polyenoic fa t ty  acids. Torula 3,east extracted 
with alcohol still contained 2.7% total  fa t ty  acids with 
45.3% dienoic and 3.6% trienoic 1, and gave rise to exu- 
d a t e s  (BIERI, POLLARD, a n d  BRIGGS~). 

Therefore, in analogy with previous experiences with 
casein-cod liver oil diets, it seems reasonable to assume 
that, also in the experiments with Torula yeast, the 
polyenoic fat ty acids are an impor tant  factor in the de- 
velopment of exudative diathesis. 

In a search for possible additional factors, we have 
examined a series of different yeasts with respect to their 
fat content and ability to produce exudat ive diathesis in 
chicks. Among these yeasts we have found one which is of 
particular interest, because, as in Fleischmann yeast 50B, 
the content of polyenoic fa t ty  acids is practically nil, and 
nevertheless it produces exudates in chicks when fed 
without vitamin E. This yeast is a dried Saccharomyces 
cerevisiae obtained from The Distillers Company Ltd., 
London under the designation 'Flake Yeast ' .  I t  contained 
4.4% total fatty acids and 2.0% unsaponifiable matter .  
The content of dienoic fa t ty  acids in the total  fa t ty  acids 
was 0.6%. The amounts of trienoic, tetraenoic, penta- 
enoic, and hexaenoic acids were nil. No significant amount  
of trans fatty acids could be detected by means of infra- 
red spectrophotometry. 

Composition of basal diets, g per 100 g 

Dr.-A .-Wander-Forschungsinstitute, Bern und Freiburg- 
Zahringen, den 8. Apr i l  1958. 

Summary 

Highly purified lipopolysaccharides derived from gram- 
negative bacteria (endotoxins) stimulate the migration 
of leucocytes from cultures of chick leucocytes. This 
effect, as well as many  endotoxic manifestations of the 
preparations in vivo (pyrogenicity, toxicity, etc.), is in- 
duced by their lipid fraction (lipid A), while the respective 
species-specific polysaccharide functions as lyophilizing 
carrier which, fundamentally, can be substituted by 
other inert carriers (e,g. protein). 

la O. ~)V]BSTPHAL und O. LODERITZ, Angew. Chemie 66, 407 
(1954). - Siehe zum Beispiet A. M. STAU~ und R. TINELLI, Bull. Soc. 
Chim. biol., Paris 39, Suppl. I, 65 (1957). 

14 E. NETER, O. WESTPHAL, O. LODERITZ, E. A. GORZYNSKI und 
E. Ema~NBERGER, J. Immunol. 7a, 377 (1956), - O. WESTPHAL, 
O. LODgRITZ, E. EICHENBEROER und E. NETER in Chemistry and 
Biology o/Mucopolysaccharides, Ciba Found. Syrup. (J. & A. Church- 
ill Ltd., London 1958), p. 187. 

Exudative Diathesis  Produced by Vitamin 
E-Deficient Diets Without Polyenoic Fatty Acids 

In earlier studies (DAM, KOFOED NIELSEN, PRANGE, 
and SONDERGAARD I) we  have examined the content  of 
polyenoic fa t ty  acids in two kinds of yeast, viz. Torula 
3N and Fleischmann 50B, used as the source of protein 
in vi tamin E-deficient diets for chicks. Torula 3 N, which 
gave rise to exudates, contained 5.3% total  fa t ty  acids 

1 H. DAM, G. KOFOED NIELSEN, I. PRANGE, and E. SONDER- 
GAARD, Exper. 13, 493 (1957). 

Flake yeast . . . . . . .  
Gelatine . . . . . . . .  
Salt mixture a . . . . . .  
Vitamin mixture ~ . . . .  
Choline chloride . . . . .  
Sucrose . . . . . . . . .  

40.00 
3.00 
5.17 
0.10 
0.20 

51 '53 

60,00 
3-00 
5-17 
0.i0 
0.20 

31,53 

Plus 0.001 g dicaleium salt of 2-methyl-l ,4maphthohydroquinone 
diphosphoric acid ester (Synkavit 'Roche') per 100 g diet. 

Vitamins A and D a were given in aqueous solution 4, 0-1 ml twice a 
week. 

When fed at a 40%, resp. 60% level in a diet of the 
composition indicated in the Table, 'Flake yeast '  caused 
exudates in 9, resp. 5 out  of 10 chicks within 29 days. In 
a repetition of the experiment,  8, resp. 6 out  of 10 chicks 
showed exudates within 33 days. These results suggest 
that  'Flake yeast '  contains an insufficient amount  of a 
protective factor, The exudates were less severe than 
those produced by corresponding Torula yeast diets. 

One more peculiarity was noted in the feeding experi- 
ments with 'Flake yeast ' .  Fa t  tissue in which exudate had 
occurred contained, in 19 out of 23 cases, no peroxide de- 
tectable by the method of KING, ROSCHEN, and IRWIN 5, 
modified by DAM and GRANADOS ~, 

This might indicate tha t  the in vivo peroxidation of 
body fat usually observed in connection with exudat ive 
diathesis produced by casein-cod liver oil diets and (to a 

2 j .  G. BIERI, C. J. POLLARD, and G. M. BRIGGS, l~'cd. Proe. 16, 
381 (1957), 

3 H. DAM and E. SONDERGAARD, Acta pharm, tox., Kbh. 9, 131 
(1953). 

4 H. DAM, S. HARTMANN, J. E. JACOBSEN, and E. SONDERGAARD, 
Acta physiol, seand. 41, 149 (1957), Table 2. 

5 A. E. KINe,, H. L. ROSCHEN, and W. H. IRWIN, Oil & Soap 10, 
1o5 (1933). 

e H. DAM and H. GRANADOS, Acta physioL scand. 10, 162 (1945). 
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