o, XL oz

mimic the temperature effect for the induction of the new
puffing pattern. Since a good deal of information is
available on the chemical mechanisms by which these
substances act, we may now study the metabolic vari-
ations that can induce the formation of these puffs!®,

Riassunto. Si & notato che shocks di temperatura pos-
sono indurre una variazione di «puffing pattern» in ghian-
dole salivari di Drosophila. Tali «puffing» sono perfetta-
mente reversibili e rappresentano zone di intensa sintesi

Uber Korrelationen zwischen der Hemmung des

aktiven Na-Transportes bei Erythrocyten und

der positiv-inotropen Wirkung von Digitalis-
korpern nach Phenylbutazonschidigung

ScHaTzMANNY, KaAHNZ3 SorLoMmoN et al.%, GLYNNS,
MacHovA 8 und REPKE et al. 7 zeigten, dass Digitaliskérper
in niedrigen Konzentrationen den aktiven lonentransport
kdltegeschadigter menschlicher Erythrocyten hemmen
und dass diese FFahigkeit sich mit einigen Struktur-\Wir-
kungsbeziehungen, mit den Toxizitdtswerten und der
Hemmung der fiir den lonentransport verantwortlichen
ATP-ase korrelieren lasst. Unbeantwortet blieb bisher die
Frage, ob auch therapeutische Konzentrationen von Digi-
taliskrpern, die am isolierten Herzen einen positiv inotro-
pen Effekt hervorrufen, den aktiven Kationentransport
hemmen. In fritheren Untersuchungen®-1* haben wir ge-
zeigt, dass zwischen einer Reihe von Geninen und Glyko-
siden strukturabhidngige qualitative Wirkungsunter-
schiede in dem Sinne bestehen, dass Konzentrationen, dic
am ungeschadigten isolierten Herzen einen dquieffektiven
positiv inotropen Effekt hervorrufen, cine experimentell
ausgeloste akute «Herzinsuffizienz» unterschiedlich stark
kompensieren konnen. Als vorldufige Arbeitshypothese
wurde die Vermutung ausgesprochen'!, dass cinc ver-
schieden starke Hemmwirkung auf den aktiven lonen-
transport und damit auf dic von SkKou nachgewiesence
ATP-ase fiir diese spezifischen Wirkungsdifferenzen ver-
antwortlich sein konnte. In den vorliegenden Versuchen
sollte diese Arbeitshypothese Giberpriift werden.

Methodisch hielten wir uns an die Literaturangaben
von ScHATzMANN, Kanun et al.1-3. Nach 4-5tigiger Auf-
bewahrung des Blutes bei 4°C wurde nach Reinkubation
bei 37°C die Abnahme des akkumulierten Natriums flam-
menphotometrisch gemessen. Die Hemmwirkung auf den
Na-Austausch wurde mit 15 Geninen!s, deren positiv
inotroper Effekt am ungeschédigten und geschidigten
isolierten Meerschweinchenvorhofpraparat festgestellt
worden war!l-18 bestimnmt. Die sich ergebenden Dosis-
wirkungskurven wurden statistisch nach der Kovarianz-
analyse (BonNigr und TEDIN®) auf Parallelitit und ge-
mittelten mittleren Abstand iiberpriift. IFiir die in den
pharmakologischen Versuchen am isolierten Vorhof-
prdaparat gefundenen aquieffektiven Geninkonzentratio-
nen wurde von den Dosiswirkungskurven die prozentuale
Hemmwirkung auf den Na-Austausch abgelesen und cine
Korrelation zwischen dieser Hemmungsstirke und der
Stdarke des positiv inotropen Lffcktes der Genine nach
Chinin- und Phenylbutazonschidigung aufgestellt.

Die Strukturformeln der untersuchten 15 Genine sind
in Tabelle I gegeniibergestellt.

Eygebnisse. Entgegen den Befunden von Kanx®3 und
MacHovAS, die fir die Hemmung des aktiven Kalium-
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di RNA. 51 ¢ notato che DNP ¢ Na salicilato portano a
simili variazioni di «puffing patterns,
I, RiTossa

Laboratovio Internasionale di Genetica e Biofisica, Napoli
(7talyy, July 6, 1962,

¥ The anthor wishes to thank v b ED Rassessen and Profl
G Maont of the Geneties Institute of the University of Pavia for
cncouragement and critical discussion during the course of this
work.

transportes bei allen untersuchten Digitaliskdrpern par-
allel verlaufende Dosiswirkungskurven feststellten, fanden
wir fiir dic Hemmung des Natrinm-Nustausches signifi-
kante strukturabhdngige Unterschiede ciniger Regres-
stonskoeffizienten. Die Dosiswirkungskurven der beiden
3, 14-Dihydroxygenine (Digitoxigenin und Bufalin) ver-
laufen flacher als die Kurven der 3,14,12- und 3, 14,16-
Trihydroxygenine (P 0,02). Die Substitution ciner
Aldehyd- statt der Methylgruppe in C,,, (Strophanthidin:
Periplogenin} vermindert ebenfalls den Anstiegswinkel.
Der Einfluss des Laktonringes ist unterschiedlich: bei den
3,14, 16-Trihydroxygeninen besitzen die drei Bufadieno-
lide (Bufotalin, Desacetylbufotaling und  Cinobufagin)
hshere Regressionskoeffizienten als die beiden Cardeno-
lide (Gitoxigenin und Oleandrigenin). Bei den 3,5, 14-
Trihydroxygeninen ist das umgekehrte Verhalten festzu-
stellen (Figur 1). Setzt man dhnlich wie bei MacHovaA die
EDy,-Werte der Dosiswirkungskurven zu den Toxizitits-
werten bei der Katze in Bezichung, so ist der Korrelations-
koeffizient hoch signifikant (P <7 0,001).

In Tabelle I1 sind die Hemmung des aktiven Na-Aus-
tausches und die Kompensation nach Chinin- und Phenyl-
butazonschidigung durch die am ungeschadigten Herzen
dquicffektiven Konzentrationen der Genine gegeniiber-
gestellt.
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B Die verwendeten Genine wurden uns freundlicherweise zur Ver-
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Tab. I. Strukturformeln der untersuchten Genine
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Cardenolid

/’OW=O

12N

PN\
S8

HO™ AN

Bufadienolid

[J
S
12\

NSNS
’ 5‘ OH
HO™ " ™

3, 14-Dihydroxy-10-Methyl: Digitoxigenin (Cardensolid)
Bufalin {(Bufadienolid)
Periplogenin {Cardenolid)
Telocinobufagin (Bufadicnolid)
3,5-Dihydroxy-14, 15-Epoxi-10-Methyl:

Marinobufagin (Bufadienolid)
3,14, 5-Trihydroxy-10-Aldehyd: Strophanthidin (Cardenolid)
3,14,5-Trihydroxy-10-Carbinol: Strophanthidol (Cardenolid)
3,14,12-Trihydroxy-10-Methyl: Digoxigenin {Cardenclid)

1283-Hydroxybufalin (Bufadienolid)
13, 14, 18-Trihydroxy-10-Methyl: Gitoxigenin {Cardenolid)
' Desacetylbufotalin (Bufadienolid)
3, 14-Dihydroxy-16-Acetoxy-10-Methyl:

Oleandrigenin (Cardenolid)

Bufotalin (Bufadienolid)
3-Hydroxy-14, 15-Epoxi-16-Acetoxy-10-Methyl:

Cinobufagin (Bufadienolid)
1,3,5, 11z, 14-Pentahydroxy-10-Carbinol:

Ouabagenin (Cardenolid)

3,14,5-Trihydroxy-10-Methyl:

Tab. I1. Gegeniiberstellung der Stirke der Hemmwirkung &dqui-
effektiver Konzentrationen der Genine auf den aktiven Na-Transport
und der positiv inotropen Effekte nach Chinin- und Phenylbutazon-

schidigung

Aqui- Na-Gehalt der  Positiv inotrope

effektive  Erythrocyten  Wirkung nach

Konzen-  nach Reinku-  Phenyl-  Chinin-

trationen bation bei37°C butazon- schidi-

am {(Wirmewert schaidi- gung
isolierten = 09%, Kilte- gung

Herzen wert = 100%)

g/ml % % %%
12f}-Hydroxybufalin 5 - 10™7 158 83 32
Digoxigenin 2 10™¢ 144 52 11
Strophanthidin 2108 95 23 13
Gitoxigenin 3-10"¢ 90 43 1
Desacetylbufotalin 1 - 107 83 73 8
Strophanthidol 8- 107 74 30 30
QOuabagenin 5« 10~7 72 28 3
Cinobufagin 1107 65 32 6
Oleandrigenin 1107 60 15 —7
Digitoxigenin 3-10™7 58 51 7
Bufotalin 1-10™7 57 33 23
Telocinobufagin 5108 51 32 27
Marinobufagin 1-10¢ 39 24 —2
Periplogenin 51077 38 25 2
Bufalin 2+10™8 30 31 V]

ExperientIA XVIIIf12

Aus Spalte 3 der Tabelle II ergibt sich, dass alle am
Herzen positiv inotrop wirksamen Konzentrationen auch
an menschlichen Erythrocyten den Ionenaustausch, wenn
auch in unterschiedlicher Stirke, hemmen. Untersucht
man die Beziehung zwischen der Ionenhemmwirkung und
den positiv inotropen Genineffekten nach Herzschiddigung,
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Fig. 1. Einfluss von 15 Geninen auf den aktiven Natriumtransport

kiiltcgeschadigter menschlicher Erythrocyten nach Reinkubation bei

37°C. Ordinate: Natriumgehalt der Erythrocyten nach Reinkubation
bei 37°C {(Wirmewert = 0%, Kaltewert = 100%).
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Fig. 2. Korrelation zwischen der Hemmwirkung auf den aktiven

Natriumtransport bei Erythrocyten und dem positiv inotropen

Effekt nach Phenylbutazonschidigung. Ordinate: Na-Gehalt der

Erythrocyten in % nach dquieffektiven Konzentrationen der Genine

{Warmewert = 0%, Kiltewert = 100%). Abszisse:. Positiv inotro-
per Effekt nach Phenylbutazonschiidigung in %.
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so ergibt sich fiir die Chinineffekte keine Korrelation, fiir
die Kompensation der Phenylbutazonschiddigung dagegen
ist der Korrelationskoeffizient signifikant (P < 0,01). Die
Regressionslinie ist in Figur 2 dargestellt.

Diskussion. Zusammenhinge zwischen der positiv ino-
tropen Digitaliswirkung und intrazelluliren Ionenverinde-
rungen werden seit langem diskutiert (Literaturiiber-
sicht1). Die von einigen Autoren nachgewiesene Abgabe
intrazelluliren K+ wurde neuerdings durch Befunde von
Kraus, KuscrHiNsKy und LULLMANNY in Frage gestellt.
Sie fanden durch therapeutische, positiv inotrop wirk-
same Digitoxigenin-Konzentrationen eine etwa 20%ige
Abnahme des intrazelluliren Na-Gehaltes und parallel
dazu eine etwa 309%ige Abnahme des Ca-Gehaltes. Sie
folgern aus ihren Befunden, dass eine Hemmung des
Tonentransportes oder eine Abnahme des K- und Na-
Gradienten bei der Herzmuskelzelle nicht die Ursache fiir
den therapeutischen Effekt der Herzglykoside sein kann,
sondern nur mit toxischen Glykosidwirkungen korreliert
ist. Demgegeniiber zeigen unsere Befunde, dass die Hem-
mung des aktiven Ionentransportes am Erythrocyten
nicht nur mit den Toxizititswerten, sondern auch mit den
therapeutischen Effekten korreliert werden kann, und
dass dariiber hinaus diese Hemmwirkung die von uns
nachgewiesenen Wirkungsunterschiede verschiedener Ge-
nine und Glykoside nach Schidigung zu erkldren gestattet.
Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener herz-
schadigender Verbindungen fanden wir!® nach Phenyl-
butazon eine signifikante Zunahme des Na- und K-Gehal-
tes, die mit klinischen Berichten iiber eine verminderte
Na-Ausscheidung im Urin iibereinstimmt (Literatur bei
RecueENBERG!®). Nach Chinin dagegen kommt es zu einer
Na-Abnahme bei gleichzeitiger K-Zunahme. Es ist daher
verstdndlich, dass in unseren Versuchen die Hemmwir-

Acid-Soluble Purine and Pyrimidine Compounds
of Mammalian Spermatozoa

Studies on the free nucleotides and related compounds
of small molecular weight contained in spermatozoa have
been so far confined to bulll-5, ram38, boar® and sea-
urchin spermatozoa”$, In this communication, we report
the results of estimations, carried out as described
earlier4, of the intracellular pool of free nucleotides and
related compounds in the semen of goat, buffalo and
several indigenous breeds of bull.

Several workers have shown the presence of a sizable
pool of adenosine triphosphate {(ATP) in bull?-%5, ram 3.8,
boar® and sea-urchin?® spermatozoa, and of adenine
di- and monophosphates (ADP and AMP, respectively)
in bull® and sea-urchin® spermatozoa; the acid-soluble
fraction of bull spermatozoa has also been reported to
contain inosine and inosinic acid®. The presence of a pool
of acid-soluble guanine, cytosine, uracil, or/and thymine
derivatives in spermatozoa has, however, not been re-
ported so far, except in the case of sea-urchin sperma-
tozoa®, which have been shown to contain almost half as
much uridine triphosphate (which, according to the
author, may have contained some guanosine triphos-
phate) as ATP. Since bull and buffalo spermatozoa have
been shown to synthesize ribonucleic acid (RNA)?, it
seemed to be of interest to determine if the normal com-
plement of free nucleotides is present in bovine sperma-
tozoa. Mammalian spermatozoa will be expected to
contain the triphosphates of cytosine and guanosine in
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kung auf den Na-Transport nur mit den positiv inotropen
Effekten nach Phenylbutazon-Schidigung korreliert war,
nicht dagegen mit den Effekten nach Chinin. WiL-
BRANDT 920 vertritt die Auffassung, dass ein gemein-
sames Carriersystem fiir Nat und Catt existiert und die
Verschiebungen beider Tonen gleichsinnig erfolgen.

Fiir die Erkldrung der Wirkungsunterschiede zwischen
den Digitaliskérpern diirfte ursichlich ein unterschied-
licher Effekt auf den Calciumgehalt wahrscheinlicher sein,
der jedoch an den gleichsinnigen Na-Verinderungen
leichter zu messen ist 2L

Summary. For therapeutic heart-equieffective con-
centrations of 15 genins, there is a correlation between the
inhibition of the sodinm transport in cold-stored red cells
of man and the positive inotropic action on the isolated
auricle preparation of the guinea pig, damaged by phenyl-
butazone.
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addition to ATP, also in view of their ability to incor-
porate radioactive amino acids into their proteins?®11-14,
In this communication, we also show that bull and buffalo
spermatozoa contain significant amounts of acid-soluble
derivatives of adenosine, guanosine and cytosine; uracil
and thymine derivatives are not present, except perhaps
in traces.

Materials and Methods, The semen was obtained from
3 bulls (Kerry, Deoni and Hanuman breeds), a buffalo
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