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Ein Beitrag zur Kenntnis  von  Lanatos id  D 

Im R a h m e n  von U n t e r s u c h u n g e n  fiber Nebenglykos ide ,  
die im nat t i r l ichen L a n a t o s i d - K o m p l e x  spurenweise  vor-  
h a n d e n  sind, haben  wir im vor igen J a h r  eine e inhei t l iche 
Frak t ion  gewonnen,  die nach  der  Kr is ta l l i sa t ion  aus w/iss- 
r igem Methanol  eine Subs tanz  vom Stop. 246,2-248,0°C 
korr. (Zers.) ergab,  deren  Z u s a m m e n s e t z u n g  mi t  de r  
Formel  C49HT~Oal f ibere ins t immte .  Diese W e r t e  und  das  
pap i e r ch roma tog raph i sche  Verha l t en  des Pr~iparates so- 
wie der  sp~itere u n m i t t e l b a r e  Vergleich h a b e n  gezeigt,  
dass  der  in unseren  Versuchen  isolierte Stoff  mi t  dem yon 
ANGLIKER et al.* kfirzlich beschr i ebenen  Lana tos id  D 
ident isch  ist ~. 

Nun  wurde  eine pr i ipara t ive  Me thode  ausgearbe i te t ,  
die uns  erm6gl ichte ,  eine gr6ssere Menge yon Lana tos id  D 
(1,04 g) in re ins ter  F o r m  zu gewinnen.  Aus dem rohen  
Lanatos id-C-Pr~ipara t  wurde  durch  Gegens t romver t e i -  
lung im S y s t e m  Chloro fo rm-Dich lo re than-MethanoI -  
VCasser (4 : 1 : 3 : 2) eine an st i t rker  polaren  Kardeno l iden  
relat iv  reiche F r a k t i o n  abge t r enn t .  Aus diesem Gemisch 
wurde  d a n n  du rch  V e r t e i l ungsch roma tog raph i e  an einer  
Kieselgursiiule (Wasser  als station~ire, wasserges~itt igtes 
Chloroform mi t  4 6 %  Bu tano l  als mobile  Phase)  Lana-  
tosid D in e inhei t l icher  F o r m  isoliert. 

Im Z u s a m m e n h a n g  mi t  d iesen Versuchen  wurde  auch 
durch  milde Verse i fung der  Ace ty lg ruppe  mi t te l s  K H C O  33 
kris tal l inisches Desace ty l l ana tos id  D vom Stop. 249,7 bis 
253,4°C korr.  (Zers.) darges te l l t .  

Zur besseren Beur te i lung  der  stS~ndigen Lanatos id-C-  
Begle i t subs tanz  wurden  e ingehende  pharmako log i sche  
U n t e r s u c h u n g e n  yon  Lana to s id  D herangezogen,  d e n n  
unseres  Wissens  wurde  b isher  nur  seine Toxizi t / i t  an der  
Ka tze  nach  der  modif iz ier ten  H a t c h e r s c h e n  Methode  be- 
s t i m m t L  Aus der  Reihe  von Versuchen,  die wir  mi t  unse-  
rem Lana tos id  D v o r g e n o m m e n  haben ,  k6nnen  b ier  kurz  
einige Resu l t a t e  refer ier t  werden.  

Am isolierten,  mi t  e lek t r i schem S t rom gere iz ten  K a t -  
zenpapi l la rmuske l  nach  CATTELL und  GOLD4 wi rk t  Lana-  
tosid D in einer  K o n z e n t r a t i o n  von  10 -7. Im  Vergleich 
mi t  Lana tos id  C betr~tgt dessen *Wirksamkeit 85%, mi t  
Verl~isslichkeitsgrenzen 65-105°~.  Die an Meerschwein-  
chen bes t immte ,  mi t t l e re  Ietale Dosis bei de r  Infus ions-  
geschwindigkei t  0,01 m g / m i n  war  1,976 4- 0,04 mg/kg,  die 
letale Dosis yon  Lana tos id  C war  0,757 ~ 0,02 mg/kg.  
S u b k u t a n  ve ru r sach t  Lana to s id  D in der  Dosis yon  
2,4 mg/kg  eine 100%ige Mortal i t / i t  innerha lb  von 60 bis 
70 min.  

In  e inem wei teren  Versueh  wurde  Lana tos id  I) Meer- 
schweinchen s u b k u t a n  in einer  Menge, die 15% der  in t ra -  
ven6sen,  das heiss t  12,5% der  sicher le ta len s u b k u t a n e n  
Dosis en t spr ich t ,  wg.hrend 5 Tagen  inj iziert .  Am 6. Tage 
wurde  die mi t t le re  letale Dosis b e s t i m m t  ; es konn t e  keine 
s ta t i s t i sch  auswer tba re  K u m u l a t i o n  nachgewiesen  werden  
wie bei Lana tos id  C. Die en te ra le  Reso rp t ion  war  un-  
zuverl/issig, da  4 h nach  in t r aduodena l e r  Verab re i chung  
der in t raven6sen  letalen Dosis nur  10% resorbier t  wurden .  

Der  chronische Versuch wurde  in drei  Gruppen  mi t  je 
5 Tieren eingetei l t .  Die Meerschweinchen  e rh ie l ten  23 
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Tage lang dre imal  w6chent l ich  s u b k u t a n  36, bzw. 18 oder  
o/ 9/o der  i n t r aven6sen  letaten Dosis, was  30, bzw. 15 u n d  

7,5°.0 der  s icher  le ta len s u b k u t a n e n  Dosis en t sp r i ch t .  
Nach  den hOchsten Dosen wurde  1 h nach  der  In j ek t ion  
Muskelschw/~che und  Zi t t e rn  beobach te t ,  das  his 4 h lang 
andauer t e .  Nur  in dieser  Gruppe  s t a rb  nach  der  10. In jek -  
t ion ein Tier. Der  Gewich t sans t i eg  war  in allen G r u p p e n  
e twas  ger inger  als bei den Kont ro l l t i e ren .  Auf Grund  des 
Vergleichs mi t  den  R e s u l t a t e n  von  SUTTER 5 und  ROTH- 
LIN 6, bei welchen die K a t z e n  du rchschn i t t l i ch  4,7 In jek-  
t ionen  der  36°~oigen Ha tche r -Dos i s  und  4,7 In j ek t i onen  
der  28,6%igen letalen Dosis yon Lana to s id  C f iberlebten,  
sche in t  es uns, dass  im chron i schen  Versuch  Lana to s id  I) 
weniger  tox isch  wirkt .  

Die b isher igen U n t e r s u c h u n g e n  zeigen, dass  die Eigen-  
s cha f t en  yon  Lana tos id  D i m  Tierversuch  er fo lgverspre-  
chend  sind. 

ALENA KOVA~.iKOV2{, J. PITRA und  Z. CEKAN 
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slowakei), ]3. Oktober 1958. 

S~tmr~layy 

A prepa ra t i ve  m e t h o d  for the  isolat ion of lana tos ide  D 
bas been  developed,  and  f u n d a m e n t a l  pharmaco log ica l  
charac te r i s t ics  of the  pure  c o m p o u n d  have  been  es tab-  
lished. 

The genuine  glycoside has  been conve r t ed  to  desace ty l -  
lanatos ide  D. 
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Product ion  of Spinal  Curvatures  in Rats  

by Chemica l ly  D i s s i m i l a r  Substances '  

Severe kyphoscol iosis  is a p r o m i n e n t  fea ture  of osteo-  
l a thy r i sm 2 p roduced  in weanl ing  ra ts  by  feeding diets  con- 
ta in ing  sweet  peas (Lathyrus odoratus), f l -aminopropio-  
nitr i le (BAPN),  or aminoace toni t r i l e .  P e r t i n e n t  refer-  
ences are given in recen t  reviews e-4. Re c e n t l y  it has  been 
d e m o n s t r a t e d  t h a t  f l -mercap toe thy lamine  5-7, cy s t amine  6 
semicarbaz ide  ~,9, and  ace tone  semica rbazone  9, w h e n  fed 
to  weanl ing  rats ,  p roduce  skeleta l  and  aor t ic  lesions re- 
sembl ing  those  of os teo la thyr i sm.  All these  subs tances  

1 This investigation was supported in part by Research Grant 
A-1427 from the National Institute of Arthritis and Metabolic 
Diseases, National Institutes of Health, U. S. Public Health Ser- 
vice. The authors also gratefully acknowledge generous gifts of 
BAPN acid fumarate by Dr. D. V. FROST of Abbott Laboratories, 
North Chicago, Ill. - These results were presented in part at the 
annual meeting of the American Institute of Nutrition, April 1958: 
W. DASLER and R. V. MILLISER, Fed. Proc. I7, 474 (1958). 

H. SELVE, Rev. canad. Biol. 16, 1 (1957). 
a W. DASLER, Chicago Med. School Quart. 18, 1 (1957). 
4 F. ~I. STRONG, N u t r i t i o n  Rex'. 14, 65 (1956). 
5 W. DASLER, Proc. Soc. exp. Biol. Med., N. Y. 88, 196 (t955}. 
6 W. I)ASLER and R. V. MILLISER, Proc. Soc. exp. Biol. Med., 

N. Y. 9g,, 759 (1958). 
7 p. RA.~tA.~IURTI and H. E. TAYLOR, Amer. Med. Assoc. Arch. 

Path. 66, "271) (1958). 
a \V. 1)ASLER, Proc. S,)c. exp. Biol. Med. 97, 112 (1958). 
s R. V. 3hLLtSER and \V. I)ASLER, Amer. Med. Assoc. Arch. Path., 

In press. 



[15. I I I .  1959] Kurze  Mi t t e ihmgen  - Brief Rvpo r t s  113 

give rise to  sp ina l  c u r v a t u r e s  s imi la r  to  those  p roduced  
b y  B A P N  (Figure) .  

1)ASLER: unpub l i shed) .  Some  e x o s t o s i s ' f o r m a t i o n  on  t h e  
media l  aspec t s  of t h e  f emurs  was also e v i d e n t  grossly .  

W e  h a v e  e n d e a v o u r e d  to  f ind a c o m m o n  d e n o m i n a t o r  
for t h e  s imi la r  effects  on ske le ton  a n d  a o r t a  of such  dissi-  
mi lar  chemica l s  as B A P N ,  m e r c a p t o e t h y l a m i n c ,  a n d  semi-  
carbaz ide .  Much  of the  senior  a u t h o r ' s  ear l ie r  w o r k  on  
p ro tec t ive  agen t s  a g a i n s t  swee t  pea  a n d  B A P N  t o x i c i t y  ~°,3 
was based  on  t h e  p remise  t h a t  B A P N  ac t ed  as a c o m p e t i -  
t ive  a n t i m e t a b o l i t e .  Th i s  poss ib i l i ty  n o w  a p p e a r s  r emo t e .  
We  now feel t h a t  co o rd i n a t i o n  complex-  or  c h e l a t e - f o r m a -  
t ion  m a y  be the  c o m m o n  m e c h a n i s m  b y  m e a n s  of w h i c h  
these  subs t ances  induce  s imi la r  toxic  effects.  All of t he se  
subs tances  do form chela tes .  T h u s  far, however ,  we h a v e  
been unab le  e i t h e r  to  p rove  or  to  d i sp rove  th i s  h y p o t h e s i s .  
T h e  feeding of d i sod ium (e thy lene-d in i t r i lo )  t e t r a a c e t a t e  
(EDTA)  a t  levels of 0-5% of t h e  d ie t  n e i t h e r  acce l e r a t ed  
nor  de layed  t h e  progress  of the  disease  in B A P N - f e d  ra ts .  

W. I)ASLER a n d  R. E. STONER 

Department o/ Biochemistry, Chicago Medical School, 
Chicago (Illinois), October 20, 1958. 

X-ray photographs of rat spines. Right-hand colmnn, top to bott~ml : 
normal; 0.175% BAPN.H.Fumarate for ,37 days; 0.3°0 cyst- 
amine,gHC1 for 37 days; 0'2e',o semicarbazide. HC1 for ,I1 days; 
0"1% acetone semicarbazone for 31 dab's, l.eft-hand column, tt~p to 
bottom: 0.1% p-hydrazinobenzoic acid for al  days; l-0~.o l,.l-di- 
phenylsemicarbazide for 44 days; 0.2°..; 1,5-dipheuyl carbazide for 
49 days; 0-1~4 1,3-diethyl-2-thiourea for-19 days; 0-1');~ thiosemi- 

carbazide for 31 days. 

Zusammen[assung 

Starke  Kyphoskol iosen  werden  in R a t t e n  d u r c h  F i i t t e -  
r ung  von  os t eo l a thy rogen i schen  S u b s t a n z e n  wie 2 -Amino-  
propioni t r i l ,  Aminoace ton i t r i l ,  2 - M e r c a p t o e t h y l a m i n ,  Cy-  
s t amin ,  Semicarbaz id  u n d  A c e t o n s e m i c a r b a z i d  induz ie r t .  
Kyphosen  k6nnen  auch  d u r c h  p -Hydraz inobenzoes~ iu re ,  
4, 4-1) iphenylsemicarbazid ,  t ,  5 -1) iphenylcarbaz id ,  I, 3-Di- 
~ i thyl -2- th ioharns toff  u n d  T h i o s e m i c a r b a z i d  h e r v o r g e r u -  
fen werden .  Es  wird v e r m u t e t ,  class derse lbe  tox i sche  Me- 
chan i smus  dieser chemisch  ung le ichen  S u b s t a n z e n  d u r c h  
Bi ldung  von  K o o r d i n a t i o n s v e r b i n d u n g e n  oder  C h e l a t e n  
tx~dingt ist. 
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The Effect of Lipid E m u l s i o n s  on  the 
Blood Lipoprote ins  of A t h e r o m a t o u s  Rabbi t s  

W e  h a v e  also p r o d u c e d  kyphos i s  b y  feeding the  follow- 
ing d i e t a r y  levels of va r ious  chemica l s  to  r a t s  weighing  
50-60  g (F igure) :  0.1g~ p - h y d r a z i n o b e n z o i c  acid,  i - 0% 

• o j 4, 4 -d ipheny t s emica rbaz ide ,  0 2 /o  1 ,5 -d ipheny lca rbaz ide ,  
0-1% i,  3 -d ie thy l -2 - th iourea ,  a n d  0 .1% th iosemica rbaz ide .  
Of these  subs tances ,  p - h y d r a z i n o b e n z o i c  acid caused 
sp ina l  c u r v a t u r e s  m o s t  s imi la r  to  those  p roduced  by  
B A P N .  Thorac i c  cage de fo rmi t i e s  were also presen t ,  b u t  
exos tos is  f o r m a t i o n  on  m a n d i b l e s  a n d  femurs  was sl ight.  

T h e  sp ina l  c u r v a t u r e s  caused  b y  4 ,4 -d ipheny l semica r -  
bazide ,  1, 5 -d ipheny lca rbaz ide ,  and  1, 3 -d ie thy l -2 - th iourea  
were less severe,  b u t  de f in i t e ly  pa lpab le  a f t e r  3-5  weeks 
of feeding.  No gross ev idence  of exostos is  f o r m a t i o n  was 
seen in  these  an imals .  T h e  d i p h e n y l c a r b a z i d e ,  however ,  
gave  rise to  m a r k e d  splenomegaly a n d  anemia. 

T h e  sp ina l  c u r v a t u r e  p r o d u c e d  b y  t h i o s e m i c a r b a z i d e  
was  d i f f e ren t  in  c h a r a c t e r  f r o m  t h a t  of o s t e o l a t h y r i s m  
(Figure) .  Th i s  was  p r o b a b l y  due  to  the  occur rence  in these  
an ima l s  of a v e r y  severe atrophy o/ the muscles and  a 
s h o r t e n i n g  of t he  t i ssue  e l emen t s  s u r r o u n d i n g  the  spine. 
T h a t  t h i o s e m i c a r b a z i d e  t o x i c i t y  is p r o b a b l y  re la ted  to 
B A P N  t o x i c i t y  is e v i d e n c e d  b y  the  fac t  t h a t  damage to 
the aortic media occur red  in these  a n i m a l s  (MIcmsER a n d  

In  the  s t u d y  of the  effect  of g lucocor t ico ids  on  exper i -  
m e n t a l  r a b b i t  a t he roma tos i s ,  it was found  a r e t rog res s ion  
of aor t ic  a t h e r o m a t o s i s  in r a b b i t s  r ece iv ing  a p h o s p h o l i p i d  
emuls ion,  whereas  u p o n  n e u t r a l  fa t  in fus ions  no  such  
changes  in a t h e r o m a t o s i s  c(mld be  o b s e r v e d L  

In  the  p r e s en t  work  i t  was i n t e n d e d  to  a s c e r t a i n  (1) 
whe the r  a t h e r o m a t o u s  r abb i t s ,  a f t e r  in fus ions  of l ipid 
emulsions,  show changes  in blood t ipopro te ins  as well  as 
changes  in blood lipids, (2) in w h a t  respec t  would  c h a n g e s  
in the  blood l ipopro te in  s p e c t r u m  af fec t  the  p r o p e r t i e s  of 
cholesterol  of the  l ipoprote ins ,  (3) r e l a 0 o n s h i p  of such  
changes  to the  re t rogress ion  of t h e  a t h e r o m a t o u s  process.  
A t h e r o m a t o u s  r a b b i t s  were g iven  infus ions  of emuls i f ied  
neu t r a l  fa t  c o n t a i n i n g  ()live oil (7°0), T w e e n  80 (0 .6%),  
an d  monog lyce r ide  K (t°.~). The  p h o s p h o l i p i d  emu l s ion  
c o n t a i n e d  c rude  soya  lec i th in  (4° ; ) .  Co n t ro l  r a b b i t s  re-  
ce ived  s tab i l i se rs  in  5% glucose or  glucose alone.  3"he 
d u r a t i o n  of the  i nd iv idua l  infus ions  was 9 -10  h. L ipo-  
p ro te in  changes  were s tud ied  b y  p a p e r  e lec t rophores is .  
The  i nd iv idua l  f r ac t ions  were ana ly sed  for cho les te ro l  
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