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2-days explants were inoculated with 0.5 ml undiluted
Type I poliovirus (Mahoney strain) exhibiting a titer of
8.6 ID;,/ml. Direct adsorption of the virus was allowed
for 30 min. The unadsorbed inoculum was decanted,
the cells were washed 3 times with physiological salt
solution (PBS) and incubated with complete medium,
containing 1.5 pg colchicine/ 1.5 ml. Controls were in-
oculated with pseudo-inoculum containing no virus3.
40 tube cultures were used for an experiment, 20 were
inoculated with virus, 20 served as uninoculated controls,
without colchicine, to compare virus production in un-
medicated Hela cells. Coverslip cultures were processed
by vital staining, or the usual histological techniques at
various time intervals. The cytological findings will be
reported separately. The supernatant media of the
infected cell cultures, exhibiting 3 to 4 + cytopathic
effect, were pooled 24 h after infection. Titration of the
two infected groups was carried out on tube cultures of
Hel.a celis. The virus production is illustrated in the
Table.

The results of two assays are tabulated for each group.
Both the colchicine treated and untreated systems
produced large amount of poliovirus. The titers, in con-

Effect of colchicine on poliovirus production in tissue culture

Materials Repeated Virus growth?
titrations= in presence in absence
of colchicine
Pooled supernatant of 10
HeLa cell tube cultures Assay 1 7.60 7.75
Same as above Assay 2 8.25 8.20

* On tube cultures of HeLa cells. * Titers as negat. logarithms TDgy/ml.

Aktivititsinderungen der Lactatdehydrogenase

im Miuseplasma durch Beimpfung mit virus-

haltigen Geschwulstfiltraten oder virushaltigen
Gewebekulturent

Durch tierexperimentelle und elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen wurde gesichert, dass in einigen
Impfgeschwiilsten der Maus virusartige Korper enthalten
sind, die bei neugeborenen Miusen myeloische Leukdmien
verursachen 22. Wihrend der monatelangen Latenzzeit bis
zur Entwicklung der Leukidmien gibt es praktisch keine
Nachweismoglichkeiten des Virus oder seiner. Infektions-
folgen. In diesem Zusammenhang sind Untersuchungen
von Bedeutung, in denen auffallende Erhthungen der
Fermentaktivitit von Lactatdehydrogenase (LDH) nach
Injektion von Geschwulstfiltraten berichtet wird4; die
Autoren wurden durch ihre Ergebnisse veranlasst, ein
iibertragbares Agens in den untersuchten Geschwiilsten
anzunehmen.

Aus einer der Leukdmien, die wir durch virushaltige
Geschwulstfiltrate des Mauseimpftumors Sa I erzeugt ha-
ben, konnten wir, Ahnlich anderen Autoren?®.®, ein Virus
in vilro isolieren und ziichten’. Es lag deshalb nahe, die
Wirkung beider virushaltiger Extrakte, der lenukimogenen
Geschwulstfiltrate und der Kulturfliissigkeiten des in
vitro gehaltenen Virus, auf die Aktivitit der Plasma-LDH
zu untersuchen.

Methodik. Vom Tier wurden Viruslésungen durch Her-
stellung zellfreier Filtrate aus dem Miuseascitestumor
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trast to previous experiments in Maitland cultures of
Rhesus kidney cortex!, were high. There was about the
same or even higher virus growth in the presence of
colchicine as in untreated cultures. The difference,
however, was within the error of the titration techniques
used.

The findings described are of some importance. They
suggest that the biochemical set-up of the mitosis may
be selectively inhibited, without interferring with the
synthesis of an RNA virus. Especially the spindle for-
mation, the point of attack of colchicine, is fully inde-
pendent from processes leading to the propagation of polio-
virus. Thus not all the physiological functions of a cell are
necessary for the biosynthesis of a virus, but there is
certain selectivity in this phenomenon.

Systematic exploration of the behaviour of DNA-con-
taining viruses in regard to colchicine treatment is
planned, together with pertinent biochemical studies.

Zusammenfassung. Die Vermehrung des Poliovirus in
Hela Zellen war in Gegenwart oder Abwesenheit starker
Colchicindosen gleich hockh. Die biochemischen Prozesse
bei der Spindelbildung sind scheinbar unabhingig von
denen der Biosynthese eines RNA-Virus.
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Sa I, wie frither angegeben, gewonnen?®, Aus virushaltigen
Suspensionskulturen von L-Zellen wurden auf dem Hoéhe-
punkt der cytopathogenen Verinderungen Zellhomogenate
hergestellt und deren Uberstand nach Zentrifugierung
bei 1560 g fiir 20 min verwendet. Aus normalen virus-
freien Kulturen von L-Zellen wurden ebensolche Homo-
genatiiberstinde fiir Kontrollversuche hergestellt. 3 Ver-
suchsgruppen ausgewachsener Handlermause wurden mit
jeweils 0,2-0,5 ml einer der Lésungen intraperitoneal
beimpft. 48-72 h nach Beimpfung erfolgte die Blutent-
nahme teils durch Herzpunktion, teils durch Orbitalent-
nahme. Im abzentrifugierten Plasma wurde die LDH-
Aktivitit durch den DPN-H-Test im UV-Spektrophoto-
meter (Eppendorf) gemessen und in Einheiten nach Bii-
cher berechnet (Tabelle).

Es fand sich eine Erhthung der LDH-Werte nach Ga-
ben von Geschwulstfiltraten auf das 3fache der Norm im
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Mittelwert. Nach Injektion virushaltiger Zellhomogenate
mit nachgewiesenem cytopathogenem Effekt erfolgte eine
Erhohung der LDH-Aktivitit auf mehr als das Doppelte.
Hier streuten die Werte etwas stirker, was aus den unter-
schiedlich stark ausgeprigten cytopathogenen Veridnde-
rungen der verwendeten Zellkulturen zu versiehen ist.
Kontrolluntersuchungen mit normalen, nicht virushalti-
gen Zellhomogenaten ergaben keine Anderung der Fer-
mentaktivititen. Alle gefundenen Werte sind statistisch
gesichert und hoch signifikant (Tabelle mit Angabe des
mittleren Fehlers des Mittelwertes).

In weiteren noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen
iiber den Verlauf und die Dauer des LDH-Anstieges fand
sich folgendes: 24 h nach Beimpfung ist die Aktivitit
normal; sie steigt dann kontinuierlich an und erreicht am
4, Tag mit 265 E den 6-7fachen Normwert. Die vorlaufi-

LDH-Aktivitit im Plasma bis zu 72 h nach Gaben virushaltiger
Lésungen (Rubrik IT und ITI) im Vergleich zu virusfreien Losungen
(Rubrik IV) und Normalwerten {Rubrik I}.

1 11 111 v

Normalwerte Geschwulst- Virusinfizierte Normale I-Zellen
ausgewachsener filtrate aus L-Zellen

Miuse Sal

{15 Tiere) {22 Tiere) (12 Tiere) {14 Tiere}

40,81 (2,25)% 122,1 (8,51)2 93 (11,8)% 43,5 (12,4)2

& Mittlerer Fehler des Mittelwertes = Gu in Klammern

Flavonoide aus Vitex agnus castus L.

Kiirzlich berichteten Beric, BeERGANT-DoOLAR und
MorTon? iiber die Isolierung einer bisher unbekannten
Variante der Flavonoidreihe (5,3’-Dihydroxy-3,6,7,4"-
tetramethoxyflavon), die sie Casticin nennen. Bei der
Fortfithrung fritherer Arbeiten? iiber die Inhaltsstoffe von
Vitex agnus castus sind wir ebenfalls auf diesen Inhalts-
stoff gestossen und zu den gleichen Ergebnissen gelangt?.
In seiner Verbreitung beschrinkt sich das Casticin nicht
nur auf die Friichte von Vitex agnus castus; in den Blit-
tern der zu den «Terminales» gerechneten Vitex-Arten
V. agnus castus, V. trifolia und V. negundo wurde es auch
gefunden. Aus dem Chloroformextrakt der Blitter ldsst
sich Casticin leicht durch Schiitteln mit 59 iger Natron-
lauge in die wisserige Phase bringen; nach dem Ansduern
mit verdiinnter Salzsdure scheiden sich nach einigen Stun-
den lange, blassgelbe Kristallnadeln des Flavons ab. Um-
kristallisation der Kristalle aus Methanol fiihrt zu gelben
Prismen (Smp. 188-189°). Eigentiimlicherweise liegt das
Casticin auch in den Bldttern als Aglykon vor, widhrend
zwei weitere Nebenflavone in glykosidischer Bindung vor-
kommen. Das eine Begleitflavon (C,,H,,0,;; Smp. 258°;
UV-Spektrum: Maxima bei 4 256 my [espez. = 44,0] und
bei A 350 my [éspez. == 46,3]; Aglykon: Smp. 328-330°)
wurde als Luteolin-7-glukosid4 erkannt; die genaue Kon-

Studies on the Antibody Content of Anacid
Gastric Juices

In our previous investigations it was observed that the
Coli bacilli are living in the juices of the stomach, duo-
denum, jejunum and ileum of achlorhydric humans in an
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gen Ergebnisse zeigen weiter, dass die Aktivitit bis zum
15. Tag nach Beimpfung in dieser Hohe konstant bleibt.
Die gleichen Verdnderungen finden sich nach Injektion
zellfreier Organhomogenate der genannten tumortrager-
den Maiause. Alle Werte stiitzen sich auf wenigstens 10
Einzelwerte und sind hoch signifikant. Auch bei Unter-
suchung 9-12 Monate alter Tiere, die als neugeborene mit
dem virushaltigen Geschwulstfiltrat beimpft wurden und
sich in der Latenzperiode vor der Leukidmiemanifestation
befinden, konnten wir die gleiche signifikante Erhohung
der LDH-Aktivitit feststellen.

Wir schliessen aus diesen Ergebnissen, dass ein Virus
die auffallende permanente LDH-Erh6hung verursacht.
Die Ergebnisse mit dem iz vifro gehaltenen Virus bekrif-
tigen diese Vorstellung. Die geringere Aktivititssteigerung
der LLDH nach virushaltigen Kulturflissigkeiten kann
durch eine Inkonstanz der Virusfreisetzung in vitro er-
klirt werden, auf die wir friither hingewijesenhaben?. Esist
weiter zu priifen, ob der LDH-Test ein Gradmesser fiir
den Virusgehalt in Kulturen mit isolierten Leukimieviren
ist.

Summary. Inoculation of adult mice with filtrates of
ascites-tumor Sa I and extracts of virus-inoculated tissue-
cultures of strain L-cells causes a significant and perma-
nent increase of LDH in plasma of animals,

A. Georari, M. JAGeR, H, KroTH
und H. BAYERLE

Pathologisches Institus dey Universitat Miinchen (Deutsch-
land), 29. September 1961,

stitution des anderen (C,,H,,04,; Smp. 245°; UV-Spek-
trum: Maxima bei 1 258 mp [spes, = 41,6] und bei 4 350
my {sspez. = 47,2]) steht noch aus, wahrscheinlich handelt
es sich um das D-Glukosid eines Tetrahydroxy-mono-
methoxy-flavons.

Summary. Leaves of Vitex agnus castus L. and of related
species which are said to have hormonelike activities con-
tain three flavonoids: casticin and luteolin-7-D-glucoside
and a D-glucoside of an unknown 5-hydroxy-flavone deri-
vative.
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order of magnitude of about a million per 1 mlt. However,
according to our further observations, the coli antibody
level of the serum of achlorhydrics was not considerably

1 V. VARRG, F. Szarvas, 1. CsEruaTi, and V., BavAzs, Gastroentero-
logia 94, 315 (1960).



