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mimic  t he  t e m p e r a t u r e  effect  for the  i nduc t i on  of the  new 
puff ing  p a t t e r n .  Since a good deal  of i n f o r m a t i o n  is 
ava i l ab le  on  the  chemica l  m e c h a n i s m s  b y  which  these  
subs t ances  act ,  we m a y  now s t u d y  the  me tabo l i c  var i -  
a t ions  t h a t  can  induce  t he  f o r m a t i o n  of these  puffs  ~8. 

di RNA. Si 6 n{}tat(} che I )NI '  e g a  sal ic i la to  t){}rtan(} a 
simili  var iaz ioni  di <, pu ffing p a t t e r n  ,. 

I". I~,I'r(}SSA 

Labora tor io  lnlernaziomde di (;enetica e l i i o / i s i ca ,  .Vapoti 
(llaly), j u l y  6, 1962. 

Riassunto. Si 6 n o t a t e  che shocks  di t e m p e r a t u r a  t){}s - 
sono i ndu r r e  u n a  va r i az ione  di ~, puff ing  p a t t e r n  ~> in gh ian-  
dote sa l ivar i  di  D r o s o p h i l a .  Tall  (,puffing~) sono pe r fe t t a -  
m e n t e  revers ibi l i  e r a p p r e s e n t a n o  zone di in t ensa  s intesi  

i~ "flu" a l i thor  wishes to thanlc l)r .  I. 1:.. RAsXli'SSl.;N and l'r~ff. 
(;. MA{INI of the (;en{'ti{'s InMi tu tc  *if t lw I ' n i vc rs i t y  {}f Pavia for  
{ql{'(i l lrab~Olli{qlt a l l d  c r i t i ca l  (li~;{.lls~,i{)li {hu ' i i i g  th{. c()lli'S{, o f  this 

w o r k ,  

0ber  Korrelationen zwischen der Hemmung des 
aktiven Na-Transportes  be\ Erythrocyten und 
der positiv-inotropen Wirkung von Digitalis- 

kfrpern nach Phenylbutazonschiidigung 

S C H A T Z M A N N  1, KAHN 2 , 3  S O L O M O N  et  a l . 4  ( ; L Y N N  5, 

MACHOV~ ~ und  REPKE et  al. ~ zeigten,  dass  l ) ig i ta l i sk6rper  
in n iedr igen  K o n z e n t r a t i o n e n  den  a k t i v e n  h m e n t r a n s p o r t  
k~iltegesch{idigter m e n s c h l i c h e r  E r y t h r o c y t e n  h e m m e n  
und  dass  diese F-ahigkeit  sich m i t  e inigen S t r u k t u r - \ V i r -  
k u n g s b e z i e h u n g e n ,  m i t  den  Tox iz i t / i t swer ten  und  de r  
H e m m u n g  de r  fiir den  h m e n t r a n s p o r t  v e r a n t w o r t l i c h e n  
ATP-ase  kor re l ie ren  1/isst. U n b e a n t w o r t e t  b l ieb  b i sher  die 
Frage ,  ob  auch  t h e r a p e u t i s c h e  K o n z e n t r a t i o n e n  w m  l)igi- 
t a l i sk6rpern ,  die a m  isol ier ten  t t e r z e n  e inen  pos i t iv  i no t ro-  
pen  Ef fek t  he rvo r ru fen ,  den  a k t i v e n  K a t i o n e n t r a n s p o r t  
h e m m e n .  I n  I r i iheren  U n t e r s u c h u n g e n  s ~ h a b e n  wir  ge- 
zeigt,  dass  zwischen e iner  Re ihe  w m  G en i nen  und  Glyko-  
s iden s t r u k t u r a b h / i n g i g e  q u a l i t a t i v e  W i r k u n g s u n t e r -  
schiede in d e m  Sinne  bes tehen ,  dass  K o n z e n t r a t i o n e n ,  die 
a m  ungesch / id ig ten  isot ier ten  Herzen  e i n e n / i q u i e f f e k t i v e n  
pos i t iv  i no t ropen  Ef fek t  he r vo r r u f en ,  eine e x p e r i m e n t e l l  
ausgel6ste  a k u t e  ~*Herzinsuffizienz~ un t e r s ch i ed l i ch  s t a r k  
k o m p e n s i e r e n  k6nnen .  Als vorl / iufige A r b e i t s h y p o t h e s e  
wurde  die V e r m u t u n g  ausgesp rochen  n, dass  e ine ver-  
sch ieden  s t a rke  H e m m w i r k u n g  auf  den  a k t i v e n  h m e n -  
t r a n s p o r t  u n d  d a m i t  au f  die von  SKOU nachgewiesene  
ATP-ase  fiir diese spez i f i schen  W i r k u n g s d i f f e r e n z e n  ver-  
a n t w o r t l i c h  sein k6nn te .  In  den  w)rl iegen(ten Ver suchen  
sol l te  diese Ar!ae i t shypothese  i iberpr i i f t  werden.  

M e t h o d i s c h  h ie l t en  wir  uns  an  die l . i t e r a t u r a n g a b e n  
v o n  SCHATZMANN, KAHN et  al. ~ a. Nach  4-5t / ig iger  : \uf-  
b e w a h r u n g  des Blu tes  bet 4°C wurde  nach  R e i n k u b a t i o n  
bet  37°C die A b n a h m e  des a k k u m u l i e r t e n  N a t r i u m s  f lam-  
m e n p h o t o m e t r i s c h  gemessen,  l)ie H e m m w i r k u n g  auf  den  
N a - A u s t a u s c h  wurde  m i t  15 G en i nen  t~, de ren  pos i t iv  
i n o t r o p e r  E f f e k t  a m  ungesch / id ig ten  und  gesch~idigten 
i so l ie r ten  Meer schwe inchenvorhofp r~ ipa ra t  fes tges te l l t  
worden  war  u-~a, b e s t i m m t .  Die sich e r g e b e n d e n  Dosis- 
w i r k u n g s k u r v e n  w u r d e n  s t a t i s t i s ch  n a c h  de r  K o v a r i a n z -  
a n a l y s e  (BONNIER u n d  T E D I N  1~) auf  Para l le l \ t / i t  und  ge- 
m i t t e l t e n  m i t t l e r e n  A b s t a n d  i iberpri i f t ,  lq i r  (lie in deu 
p h a r m a k o l o g i s c h e n  V e r s n c h e n  a m  isol ier ten Vorhof-  
p r / ipa ra t  g e f u n d e n e n  / iqu ie f fek t iven  ( ; e n i n k o n z e n t r a t i o -  
nen  wurde  von  den  D o s i s w i r k u n g s k u r v e n  die p r ozen t ua l e  
H e m m w i r k u n g  auf  den  N a - A u s t a u s c h  abge lesen  und  eine 
K o r r e l a t i o n  zwischen  dieser  H e m m u n g s s t / i r k e  und  de r  
S tg rke  des pos i t iv  i no t ropen  Ef fek tes  de r  Gen ine  n a c h  
Chin \n-  u n d  P h e n y l b u t a z o n s c h & d i g u n g  aufgeste l l t .  

Die S t r u k t u r f o r m e l n  de r  u n t e r s u c h t e n  15 Gen ine  s ind  
in Tabe l le  I gegeni iberges te l l t .  

Ergebnisse. E n t g e g e n  den  B e f u n d e n  yon  KAHN 2,:1 und 
~IIACHOV~. 6, (tie fiir die H e I n m u n g  tles a k t i v c n  t(aliHm- 

t r a n s p o r t c s  bet a l lcu u n t e r s u c h t c n  l) igi tal isk6rl}ern par-  
allel  verlaufen{te l ) o s i s w i r k u n g s k u r v e n  feststel l ten, fan{ten 
wir fiir (lie H o l n r n l l n g  (les ,\'(llriltlll-Austallsches signifi- 
k a n t e  s t r u k t u r a b h t i n g i g e  l rn t e r sch iede  e iniger  Regres- 
s ionskoeff iz ienten .  I)iN I )o s i sw i rkungsku rven  der  be iden  
3, 14-1) ihydroxygenine  ( l ) ig i tox igen in  un¢l Bufal in)  ver- 
laufen f lacher  als (lie K u r v e n  der  3, 14, 12- und  3, 14, l()- 
T r i h y d r o x y g e n i n c  ( P  0,02). ])ie S u b s t i t u t i o n  e iner  
Aldehyd-  s t a t t  (h ' r  M e t h y l g r u p p e  in C10 (Str{}t}hanthi(lin:  
l}erit)h}genin) vernunder t  ebenfalls (h'n . \nst iegswinkel .  
l )er lq, influss des I A t k t { ) l i r i n g e s  ist unterschie{ l l ich: bei (len 
3, 14, l {>-Tr ihydr i )xygenir ien besitzcn {lie drei  l /ufadien{)- 
lide (lluft}talin, l ) c sace ty lbu fo t a l i u  lind Cinobufagiu)  
h6here  Regress ionskoef f iz ien teu  als die be iden  Cardeno-  
lide {Gitoxigenin  und  ( ) leandr igen in) .  Bet den  3 ,5 ,14-  
Tr ihydrc~xygeninen ist  das  u m g e k e h r t e  V e r h a l t e n  festzu- 
s te l len ( lqgur  l). Se tz t  man  /.thnlich wie bet MACHOVX die 
El)a0- \Verte  der  l ){}siswirkungskurven zu den Toxiz i tMs-  
wer ten  bet de r  Katze  in Beziehung,  st) ist t ier Kor re la t ions -  
koeff iz ient  hoch s ign i f ikan t  ( P  < 0,001). 

In  Tabel le  II s ind (lie H e m m u n g  des a k t i v e n  Na-Aus-  
t ausches  und  die K o m p e n s a t i ( m  nach Chin in-  un{l Pllenyl-  
bu tazonsch~( l igur ig  du rch  (lie a m  ungesch~tdigten Herzen 
/ iqu ief fek t iven  l (onzent ra t i {men der  ( ;enine gegeni iber-  
gestel l t .  
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Tab. I. Strukturformetn der untersuehten Genine 

/ O . .  O Cardenolid " ~ ] =  

lo O H  

Bufadienolid ~ O ' ~  = O  

I, 0 Io" 
H O - / ~ . / > ' - ~ /  

A u s  S p a l t e  3 d e r  T a b e l l e  I I  e r g i b t  s i ch ,  d a s s  a l te  a m  
H e r z e n  p o s i t i v  i n o t r o p  w i r k s a m e n  K o n z e n t r a t i o n e n  a u c h  
a n  m e n s c h l i c h e n  E r y t h r o c y t e n  d e n  I o n e n a u s t a u s c h ,  w e n n  
a u c h  in  U l l t e r s c h i e d l i c h e r  S t ~ r k e ,  h e m m e n .  U n t e r s u c h t  
m a n  d ie  B e z i e h u n g  z w i s c h e n  d e r  I o n e n h e m m w i r k u n g  u n d  
d e n  p o s i t i v  i n o t r o p e n  G e n i n e f f e k t e n  n a c h  H e r z s c h ~ t d i g u n g ,  

100 

lhO 

120 

100 

80 

3,14-Dihydroxy-10-Methyi: Digitoxigenin (Cardenolid) ~0 
Bufalin (Bufadienolid) 

3,14,5-Trihydroxy-10-Methyl: Periplogenin (Cardenolid) 
Teloeinobu fagin (Bufadicnolid) 40 

3, 5-Dihydroxy- 14,15-Epoxi-10-Methyl: 
Marinobufagin (Bufadienolid) 

3,14,5-Trihydroxy-lO-Aldehyd: Strophanthidin (Cardenolid) g0 
3,14, 5-Trihydroxy-10-Carblnol : Strophanthidol (Cardenolid) 
3,14,12-Trihydroxy-10-Methyl: Digoxigenin (Cardenolid) 

12fl-Hydroxybufatin (Bufadienolid) 0 
13,14,16-Trihydroxy-10-Methyl: Gitoxigenin (Cardenolid) 

Desaeetylbufotalin (Bufadienolid) 
3,14-Dihydroxy- 16-Aeetoxy- 10-Methyl : 

Oleandrigenin (Cardenolid) 
Bu/otalin (Bufadienolid) 

3-ttydroxy-14,15-Epoxi- 16-Aeetoxy- 10-Methyl: 
Cinobufagin (Bufadienolid) 

1,3,5,11~, 14- Pcntah ydroxy- 10-Carbinol : 
Ouabagenin (Cardenolid) 

Tab. II. Gegenfiberstellung der Stfirke der t Iemmwirkung gqui- 
effektiver Konzentrationen der Genine auf den aktiven Na-Transport  
und der posit.iv inotropen Effekte nach Chinin- und Phenylbutazon- 

sch~digung 

Aqui- Na-Gehalt der Positiv inotrope 
effektive Erythrocyten Wirkung nach 
Konzen- nach Reinku- Phenyl- Chinin- 
trationen bat ionbei37 °C butazon- sehSdi- 
am (Wfix'mewert sch~idi- gung 
isolierten = 0%, KMte- flung 
Hel~zen wert = 100%) 
g/n'd % % % 

12fl-HydroxybufMin5.10 -7 
Digoxigenin 
Strophanthidin 
Gitoxigenin 
Desacetylbufotalin 
Strophanthidol 
Ouabagenin 
Cinobufagin 
Oleandrigenin 
Digitoxigenin 
Bufotalin 
Telocinobufagin 
Marinobufagin 
Periplogenin 
Bufalin 

2 '  10 -~ 
2 • 10 -a 
3 - 10  - ~  

1 10 -7 
8 10 -7 
5 10 -7 
1 10 -7 
1 10  - 7  

3 10 -7 
1 10  - 7  

5 10 - s  
1 I 0  - e  

5 10 -~ 
2 10 - s  

158 83 32 
144 52 11 

95 93 13 
90 43 1 
83 73 8 
74 30 30 
72 28 3 
65 32 6 
60 15 --7 
58 51 7 
57 33 23 
51 32 27 
39 24 - -2  
38 25 2 
30 31 0 

i0-~ I0-7 10 -0 10-Sg/m[ 

Fig. 1. Einfluss von 15 Geninen auf den aktiven Natr iumtransport  
k/iltegeschfidigter menschlieher Erythroeyten naeh Reinkubation bei 
37 ° C. Ordinate : Natriumgehalt  der Erythroeyten naeh Reinkubation 

bei 37°C (W~irmewert = 0%, KMtewert = 100%). 
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20 

io ..... 6'o 8'o 
Fig. 2. Korrelation zwischen der Hemmwirkung auf den aktiven 
Natr iumtransport  bei Erythrocyten und dem positiv inotropen 
Effekt nach Phenylbutazonsch5digung. Ordinate:  Na-Gehalt der 
Erythroeyten in % nach/iquieffektiven Konzentrationen der Genine 
(V¢~irmewert = 0%, K~iltewert = I00%). Abszisse :  Positiv inotro- 

per Effekt nach Phenylbutazonschtidigung in %. 
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so e rg ib t  s ich fiir die Chin inef fek te  ke ine  Kor re l a t i on ,  ffir 
die K o m p e n s a t i o n  der  P h e n y l b u t a z o n s c h ~ d i g u n g  dagegen  
is t  der  Kor re l a t ionskoe f f i z i en t  s ign i f ikan t  ( P  < 0,01). Die  
Regress ions l in ie  is t  in  F i g u r  2 darges te l l  L 

Dishussion. ZusammenhS.nge  zwisehen  de r  pos i t i v  ino- 
t r o p e n  Dig i t a l i sw i rkung  u n d  in t raze l lu l i i ren  Ionenve r i i nde -  
r u n g e n  w e r d e n  se i t  l a n g e m  d i s k u t i e r t  (L i t e ra tu r f ibe r -  
s i c h t n ) .  Die  y o n  e in igen  A u t o r e n  nachgewiesene  A b g a b e  
in t r aze l lu l~ ren  t (+  wurde  n e u e r d i n g s  d u r c h  B e f u n d e  yon  
KLAUS, KUSCHINSKY u n d  LULLMANN 17 in F rage  gestel l t .  
Sie f a n d e n  d u t c h  t h e r a p e u t i s c h e ,  pos i t i v  i n o t r o p  wi rk-  
s ame  D i g i t o x i g e n i n - K o n z e n t r a t i o n e n  eine e t w a  2 0 % i g e  
A b n a h m e  des  intrazel lul~iren N a - G e h a l t e s  u n d  para l le l  
dazu  eine e t w a  30%ige  A b n a h m e  des  Ca-Geha l tes .  Sie 
folgern aus  i h r e n  B e f u n d e n ,  dass  e ine H e m m u n g  des  
I o n e n t r a n s p o r t e s  ode r  e ine A b n a h m e  des  K-  u n d  Na-  
G r a d i e n t e n  bei  de r  Herzmuske lze l l e  n i c h t  die U r s a c h e  fiir 
den  t h e r a p e u t i s c h e n  E f f e k t  de r  Herzg lykos ide  sein k a n n ,  
s o n d e r n  n u t  m i t  t o x i s c h e n  G l y k o s i d w i r k u n g e n  kor re l i e r t  
ist.  D e m g e g e n i i b e r  zeigen unse re  Be funde ,  dass  die H e m -  
m u n g  des  a k t i v e n  I o n e n t r a n s p o r t e s  a m  E r y t h r o c y t e n  
n i c h t  n u r  m i t  d e n  Tox iz i t~ t swer t en ,  s o n d e r n  a u c h  m i t  den  
t h e r a p e u t i s c h e n  E f f e k t e n  kor re l i e r t  we rden  k a n n ,  u n d  
dass  da r f ibe r  h i n a u s  diese H e m m w i r k u n g  die yon  uns  
n a e h g e w i e s e n e n ~ V i r k u n g s u n t e r s c h i e d e  ve r sch i edene r  Ge- 
n ine  u n d  Glykos ide  n a c h  Sch~tdigung zu erkl~.ren g e s t a t t e t .  
t3ei de r  U n t e r s u c h u n g  des  E inf lusses  v e r s c h i e d e n e r  herz -  
sch i id igender  V e r b i n d u n g e n  f a n d e n  wir  n n a c h  P h e n y l -  
b u t a z o n  eine s ign i f ikan te  Z u n a h m e  des  Na-  u n d  K-Geha l -  
tes,  die m i t  k l in i schen  B e r i c h t e n  f iber e ine  v e r m i n d e r t e  
N a - A u s s c h e i d u n g  im U r i n  t i b e r e i n s t i m m t  ( L i t e r a t u r  be i  
RECHENBERGI8). N a c h  C h i n i n  dagegen  k o m m t  es zu e iner  
N a - A b n a h m e  bei  g le ichzei t iger  K - Z u n a h m e .  E s  is t  d a h e r  
verst~indlich,  dass  in  u n s e r e n  V e r s u c h e n  die H e m m w i r -  

k u n g  au f  den  N a - T r a n s p o r t  n u r  m i t  den  pos i t iv  i n o t r o p e n  
E f f e k t e n  n a c h  P h e n y l b u t a z o n - S c h ~ i d i g u n g  kor re l i e r t  war,  
n i c h t  dagegen  m i t  den  E f f e k t e n  nac.h Chinin .  WIL- 
BRANDT 19'20 v e r t r i t t  die Auffassung ,  dass  ein gemein-  
sames  C a r r i e r s y s t e m  fiir Na+  u n d  Ca++ ex i s t i e r t  u n d  die 
V e r s e h i e b u n g e n  be ide r  I o n e n  g le ichs innig  erfolgen.  

Fi i r  die E rk l / i r ung  de r  W i r k u n g s u n t e r s c h i e d e  zwischen  
den  D i g i t a l i s k 6 r p e r n  df i rf te  urs-~chlich e in  u n t e r s c h i e d -  
l icher  E f f e k t  au f  den  Ca l c iumgeha l t  wah r sche in l i ehe r  sein,  
de r  j edoch  a n  den  g le ichs inn igen  N a - V e r ~ n d e r u n g e n  
le ich te r  zu messen  ist~L 

Summary. F o r  t h e r a p e u t i c  hea r t - equ i e f f ec t i ve  con-  
c e n t r a t i o n s  of 15 genins ,  t h e r e  is a co r r e l a t i on  b e t w e e n  t h e  
i n h i b i t i o n  of t h e  s o d i u m  t r a n s p o r t  in  co ld-s to red  red  cells 
of m a n  a n d  t he  pos i t ive  i no t rop i c  a c t i o n  on  t he  i so la ted  
aur ic le  p r e p a r a t i o n  of t h e  g u i n e a  pig, d a m a g e d  b y  p h e n y l -  
b u t a z o n e .  
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A c i d - S o l u b l e  Purine  and P y r i m i d i n e  C o m p o u n d s  
of M a m m a l i a n  S p e r m a t o z o a  

Stud ies  on  t h e  free nuc leo t ides  a n d  r e l a t ed  c o m p o u n d s  
of smal l  mo lecu l a r  we igh t  c o n t a i n e d  in s p e r m a t o z o a  h a v e  
b e e n  so fa r  conf ined  to  bul l  ~-~, rama,% b o a r  a a n d  sea- 
u r c h i n  s p e r m a t o z o a  7,8. I n  th i s  c o m m u n i c a t i o n ,  we r e p o r t  
t he  resu l t s  of e s t ima t ions ,  ca r r i ed  o u t  as desc r ibed  
ear l ie r  4, ol  the  i n t r ace l lu l a r  pool  of free nuc leo t ides  a n d  
r e l a t ed  c o m p o u n d s  in  t h e  s e m e n  of goat ,  buf fa lo  a n d  
seve ra l  ind igenous  b reeds  of bull .  

Severa l  worker s  h a v e  s h o w n  t he  p resence  of a s izable  
pool  of adenos ine  t r i p h o s p h a t e  (ATP)  in bul l  TM, r ama ,  ~, 
b o a r  e, a n d  s e a - u r c h i n  7,s s pe r m a t ozoa ,  a n d  of a d e n i n e  
di- a n d  m o n o p h o s p h a t e s  ( A D P  a n d  AMP,  respec t ive ly)  
in  bu l l  5 a n d  s e a - u r c h i n  s s p e r m a t o z o a ;  t h e  ac id-so luble  
f r ac t i on  of bu l l  s p e r m a t o z o a  h a s  also been  r e p o r t e d  to  
c o n t a i n  inosine  a n d  inos in ic  acid s T he  presence  of a pool  
of ac id-soluble  guan ine ,  cytos ine ,  uracil ,  o r / a n d  t h y m i n e  
de r i va t i ve s  in  s p e r m a t o z o a  has ,  however ,  n o t  b e e n  re- 
p o r t e d  so far,  e x c e p t  in  t h e  case  of s ea -u rch in  s p e r m a -  
t o z o a  8, w h i c h  h a v e  b e e n  s h o w n  to  c o n t a i n  a l m o s t  ha l f  as  
m u c h  u r id ine  t r i p h o s p h a t e  (which,  a cco rd ing  to  t h e  
a u t h o r ,  m a y  h a v e  c o n t a i n e d  some  guanos ine  t r i phos -  
p h a t e )  as  A T P .  Since bu l l  a n d  buf fa lo  s p e r m a t o z o a  h a v e  
been  s h o w n  to  syn thes ize  r ibonuc le ic  ac id  (RNA)  9, i t  
s eemed  to  be  of i n t e r e s t  to  d e t e r m i n e  if t h e  n o r m a l  com-  
p l e m e n t  of free nue leo t ides  is p r e s e n t  in  b o v i n e  s p e r m a -  
tozoa.  M a m m a l i a n  s p e r m a t o z o a  wil l  be  e x p e c t e d  to  
c o n t a i n  t h e  t r i p h o s p h a t e s  of  cy tos ine  a n d  guanos ine  in 

a d d i t i o n  to A T P  1°, also in v iew of t h e i r  ab i l i t y  to  incor-  
p o r a t e  r a d i o a c t i v e  a m i n o  acids  in to  t h e i r  p ro t e in s  9m-x4. 
I n  th i s  c o m m u n i c a t i o n ,  we also show t h a t  bul l  a n d  buffa lo  
s p e r m a t o z o a  c o n t a i n  s ign i f i can t  a m o u n t s  of ac id-soluble  
d e r i v a t i v e s  of adenos ine ,  guanos ine  a n d  cy tos ine ;  urac i l  
a n d  t h y m i n e  d e r i v a t i v e s  are  no t  p resen t ,  excep t  p e r h a p s  
in t races .  

Materials and Methods. The  semen  was o b t a i n e d  f rom 
3 bu l l s  (Kerry ,  Deoni  a n d  H a n u m a n  breeds) ,  a buf fa lo  
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