244

cases the HFC is elevated in the wound and granulation
tissue as compared with the respective controls.

Since human skin mast cells are known to form hista-
mine!?, it was essential to investigate possible changes in
the number of mast cells in the tissues under study. The
determinations summarized in Table 11 were done in the
laboratory of Dr. H. RorsMaN of the Dermatology Clinic
of the University of Lund and show that the number of
mast cells in the immediate region of the wound is not
higher than at the control sites. It should be mentioned
that in the rat the number of mast cells is reported to be
decreased in the region of skin wounds in the first 24 h's.

Table I. HFC expressed as counts per min per g tissue. In specimens

Nos. 1, 3, 4 and 7 tissues from two incisions, in No. b from three inci-

sions were pooled. Nos. 1-5 were excised 24 h after wounding,
Nos, 6-8 at 48 h

Patient

No. Tissue HFC Age Sex Diagnosis

1 Skin 30 67 4  Hyperplas. prostatae
Wound tissue <1 65 &  Adenocarc. prostatae
Granulation tissue 110

2 Skin 60 69 &  Cancer prostatae
Subeutis 15
Wound tissue 40

Granulation tissue 60

3 Skin + Subcutis = <1 62 Q@  Cancer ves. urin.
Wound tissue 4 40 69 3 Hyperplas. prostatae
Granulation tissue

4 Skin 110 45 &  Fistula urethrae
Subcutis 35 69 & Hyperplas. prostatac
Wound tissue 180
Granulation tissue 110

5 Skin <1 53 & Nephrolith. dx.
Subcutis 10 21 4 Haemangiom. scrot, dx.
Wound tissue <1 72 &  Papilloma ves. urin.
Granulation tissue 15

6 Skin 20 50 &  Cancer ves. urin,
Wound tissue + 30
Granulation tissue

7  Skin + Subcutis 110 16 & Nephrolith. dx.

Wound tissue + 160 44 @  Pyelonephr. chron. ren.
Granulation tissue dx.

8 Skin <1 64 Pyelonephr, chron.
Subcutis 15
Wound tissue 240

Granulation tissue <C1

Alkaloide aus Schizozygia caffaeoides
(Boj.) Baill.

Die Apocynacee Schizozygia caffacoides (Boj.) Baill,, ein
in Ostafrika heimischer Strauch, dient in der Volks-
medizin Tanganjikas zur Bereitung eines Absudes, der zur
Behandlung von Schwindelanfillen Verwendung findet.
Inhaltsstoffe dieser Pflanze sind bis jetzt nicht bekannt
geworden. Im Rahmen unserer Arbeiten iiber Apocyna-
ceenalkaloide untersuchten wir im Ulangadistrikt (Tanga-
njika) gesammelte! Wurzeln, Zweige und Bliatter von
Schizozygia caffaecoides? auf ihren Alkaloidgehalt. Aus der
von den einzelnen Pflanzenteilen gewonnenen Fraktion der
tertidren Basen liess sich durch Kristallisation ein einheit-
liches Hauptalkaloid abtrennen, das wir Schizozygin nen-
nen. Die Schizozygin-Mutterlaugen wurden durch 20-
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Table II. Number of mast cells per unit in tissues of the wound and
control sites

Patient Wound Control
Age Sex Diagnosis A B C A B C
45 & Fistula urethrae 238 713 262 152 262 279
69 & Hyperplas. prostatae 457 812 172 421 795 426
69 & Hyperplas. prostatae 437 1000 156 600 746 254
62 @ Cancer ves. urin. 388 1279 271 354 853 213

Mean: 380 951 215 382 664 293

A: Section through total cutis,
B: Section through uppermost dermis.
C: Section through lower dermis.

It thus appears that the elevated HI'C found in the
present experiments resides in cells other than mast cells.
The great range in the HFC of ‘normal’ skin tissues may
in part be due to the fact that the skin specimen excised
from the patient is small, particularly so in No. 4, and
therefore the control tissues obtained at sites rather near
the wound may represent different intermediary states.
Whatever the reason for the wide variations, it appears
that in man, as previously shown in the rat, elevation of
HFC is associated with reparative growth in healing skin
wounds.

Zusammenfassung. Wund- und Granulationsgewebe bil-
det beim Menschen nach Hautschnitt in den ersten Tagen
erhebliche Mengen von Histamin durch Dekarboxylicrung
von Histidin. Diese Fahigkeit zur gesteigerten Histamin-
bildung kann dabei nicht den Mastzellen zugeschrieben
werden.

G. Kanrson, ErLsa ROSENGREN,
and CLAUDIA STEINHARDT

Instituie of Physiology, University of Lund (Sweden),
January 71, 71963.

12 g E. Linpert, H. Rorsman, and H. WESTLING, Acta Dermato-
vener. 41, 277 (1961).
13 B. WICKMANN, Acta path. microbiol. scand. Suppl. 708, 1 (1955).

stufige Craig-Verteilung bei pH 3,4 in vier Fraktionen
zerlegt, von denen jede durch Chromatographie an Alu-
miniumoxyd weiter aufgetrennt wurde. Die physikali-
schen und analytischen Charakteristika der dabei isolier-
ten Nebenalkaloide sind mit denjenigen des Schizozygins
in der Tabelle zusammengefasst.

Die Mehrzahl der Schizozygia-Alkaloide sind strukturell
offenbar nahe verwandt. Mit Ausnahme von Schizophyllin
und Tabernoschizin besitzen sic die fiir N-Acyl-indolin-

1 Herrn Apotheker F. HAErDI danken wir bestens fiir das Sammeln
des Pflanzenmaterials.

2 Die botanische Identitit wurde am East African Herbarium,
Nairobi, unter der Leitung von Dr. VERDECOURT gepriift und be-
stétigt.
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derivate charakteristischen UV-Spektren® und die einer
tertidaren Amidgruppierung entsprechende IR-Bande im
Bereich von 5,9-6,1 p. Durch alkalische Verseifung der
Amidgruppierung entstehen aus Schizozygin und iso-
Schizogamin Aminosiuren, die in saurem Milieu leicht die
Alkaloide zuriickbilden. Die Amidgruppierung ist daher
mindestens bei dicsen beiden Alkaloiden Teil eines Lac-
tamringes.

Die UV-Spektren von Schizozygin, o- und g-Schizo-
zygol, Schizolutein und Caffaeoschizin sind einander sehr
dhnlich; eine gewisse Ahnlichkeit der Spektren mit dem-
jenigen des Brucins?® deutet darauf hin, dass in diesen
Alkaloiden der N-Acylindolinchromophor in 5, 6-Stellung
durch Alkoxylgruppen substituiert ist. Fiir Schizozygin
und «-Schizozygol konnte dementsprechend die Teil-
struktur des 5, 6-Methylendioxy-N-acylindolins durch die
Protonenresonanzspektren? gesichert werden, in denen
die —-O-CH,~O-Gruppierung durch ein Singulett bei 7 =
4,08 und die zwei nicht miteinander koppelnden aroma-
tischen Protonen in 4- und 7-Stellung des Indolinsystems
durch Singulette bei 7 = 2,32 und 3,37 in Erscheinung
treten. Zusdtzlich wurde bei Schizozygin die Methylen-
dioxygruppe auch durch Farbreaktion mit Gallussdure-
Schwefelsdure (I.abat-Test) nachgewiesen. Bis jetzt waren
in der Indolreihe keine Alkaloide dieses Substitutions-
typus bekannt. «- und §-Schizozygol, Schizolutein und
Caffaeoschizin® unterscheiden sich von Schizozygin formal
durch zusitzliche Sauerstoffunktionen, die durch die IRR-
Spektren bei «- und fg-Schizozygol als Hydroxylgruppen
gekennzeichnet sind, wihrend im IR-Spektrum des Schi-
zoluteins ® eine zweite Carbonylbande (vermutlich Keton)
bei 5,87 p. sowie eine Hydroxylbande bei 2,83 p auftreten.

Auch Schizogalin und Schizogamin scheinen dem Schi-
zozygin nahe verwandt zu sein, wie man auf Grund von
Ahnlichkeiten der 1R-Spektren, der optischen Drehung
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und der pK-Werte vermuten kann. Sie unterscheiden sich
von Schizozygin offenbar hinsichtlich der Substitution am
Benzolring des Indolinsystems, wobei auf Grund der UV-
Spektren und der OCH ;-Bestimmung dem Schizogalin das
chromophore System des Strychnospermins? (6-Methoxy-
N-acylindolin), dem Schizogamin dasjenige des Brucins?
(5,6-Dimethoxy-N-acylindolin) zuzuordnen ist. Das Pro-
tonenresonanzspektrum¢ des Schizogalins bestétigt den
aus dem UV-Spektrum abgeleiteten Substitutionstypus
(ABX-Spektrum der aromatischen Protonen mit zy =
2,29, v4= 3,38, 13 = 2,95; Jup = 8 cps, Jax =3 cps,
Jrx = 0 cps; Singulett der OCH,;-Gruppe bei T = 6,20).
Im iibrigen ist das Spektrum demjenigen des Schizozygins
sehr dhnlich, so dass man vermuten kann, dass es sich um
Substitutionsanaloge desselben Strukturtypus handelt.
Isomer zu den beiden letztgenannten Methoxyindolin-
derivaten sind iso-Schizogalin und iso-Schizogamin, die
sich durch ihre stark negative Drehung, etwas hoheren
pK-Wert und kiirzerwellige Lage der Amidcarbonylbande
im IR-Spektrum von den Alkaloiden der Schizozygin-

8 Vgl. N. Neuss, Physical Data of Indole and Dikydroindole Alkaloids,
5th ed. (Lilly Research Laboratories, Indianapolis, Indiana, Nov.
1961).

4 Aufgenommen bei 60 MHz (Varian A 60-Spektrometer), CDCly
(c = 109%,), innerer Standard Tetramethylsilan (zrpms = 10,00).

5 Nach Mitteilung von Prof. K. BiIEMANN, Massachusetts Institute of
Technology, enthilt Caffaeoschizin (massenspektrometrisch be-
stimmtes Molgewicht 334) eine zwcite Komponente vom Mol-
gewicht 320, vermutlich ein Substitutionsanaloges mit ciner
~OCH,;-Gruppe anstelle der ~-O-CH,-O-Gruppicrung. Wir danken
Prof. BiEManN fiir die Aufnahme der Massenspektren und die Mit-
teilung seiner LErgebnisse.

¢ Das massenspektrometrisch (vgl. 3} bestimmte Molekulargewicht
des Schizoluteins betriigt 366.

UV-Spektrumd

Charakteristische Gruppen-Analysen

Alkaloid Smp. °C2 {a]p® PK*ncs® Amax log ¢ IR-Banden [p]® Summenformelt OCH, NCH, C-CH,

Schizozygin 192-94  415,5° (1) 4,29 269 3,99 6,05 (C = 0) CogHpyN, O, 0 0 (4]
313 3,97

o-Schizozygol — 210-11  +51,3° (I} 4,80 267 4,01 2,96 (OH) CyoHy N0, 0 0 0
313 3,97 6,11 (C = O) [Nujol]

p-Schizozygol — 247-50 — 4,47 267 4,00 2,78 (OH) [CH,Cl,, ¢ = 0,03] C,3H,,N,O, - - -
313 3,96 6,11 (C = O) [KBr]

Schizolutein 210-12 — 2,5-3 231 4,24 2,83 (OH) - - - -
272 3,89 5,87 (C = O, Keton)
317 3,95 6,02 (C = O, Amid)

Caffaeoschizin  208-12  +25,6° (II) 4,10 264 3,96 6,03 (C = O) [ KBr] CooHpaN,O, (7) O 0 )
307 3,83

Schizogalin 156-57  -28,8° (ITI) 4,32 219 4,32 6,04 (C = O) CyHge N0, 1 0 0
255 3,97
295 3,86

sh300 3,85

Schizogamin 123-26 —7,9° (I1]) 4,35 264 4,09 6,07 (C = 0) Co Hgy N, Oy 2 0 0
302 4,00

iso-Schizogalin  110-12  —262,3° (III} 4,56 217 4,47 5,89 (C = O) CuoHeN,0, 1 0 0
250 4,02
286 3,67
203 3,67

iso-Schizogamin 184-85  —239° (III) 4,58 259 4,12 5,93 (C = O) Cy,HyyN,O, 2 0 0
290 3,87

Schizophyllin ~ 129-30  —64,0° (II) 6,13 251 3,89 2,94 (NH); 5,78 (C = O)  C,yHyN,Oy 2 0 0
299 3,61

Tabernoschizin 198-99  —138,2° (III) 7,26 303 4,26 2,91 (NH, Indol) CigHagN, 0 0 1

6,10 (C = C) [KBr]

s auf dem Koflerblock bestimmt; » in Chloroform, ¢ = 1, bei 23°C (I), 24°C (II) bzw. 25°C (III); ¢ in 80% Methylcellosolve, nach W.
Simon, Helv, chim. Acta 41, 1835 (1958); ¢ in Methanol; ¢ wo nichts anderes vermerkt, in CH,Cl, (¢ = 59%); * die angegebenen Formeln sind
analytisch gesichert.
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gruppe unterscheiden. Der Substitutionstypus dieser
beiden Alkaloide entspricht auf Grund der UV- und Pro-
tonenresonanzspektren demjenigen von Schizogalin bzw.
Schizogamin, wobei Unterschiede in der Lage und Ex-
tinktion der UV-Maxima auf eine Behinderung der Kon-
jugation bei den Alkaloiden der iso-Reihe hindeuten.

Im Gegensatz zu den bis jetzt erwdhnten Alkaloiden ist
das nur in den Blittern vorkommende Schizophyllin ein
am N(a) unsubstituiertes Methoxy-indolinderivat, dessen
IR-Spektrum statt einer Amid- eine Estercarbonylbande
bei 5,78 . enthilt.

Tabernoschizin nimmt als sauerstofffreies Indolderivat
im Rahmen deriibrigen Schizozygia-Alkaloide cine Sonder-
stellung ein. Wie der Name andeuten soll, kommt dieses
Alkaloid als Spurenalkaloid auch in Apocynaceen des
Subtribus Tabernaemontaninae vor. Es erwies sich ndmlich
als identisch mit dem von uns frither aus Conopharyngia
duvissima isolierten Alkaloid E7 und wurde inzwischen
von uns auch in Bliattern von Conopharyngia holstii auf-
gefunden. Summenformel und UV-Spektrum dicses Alka-
loids konnten eine Beziehung zu Ulein® vermuten lassen.
Im Gegensatz dazu enthilt Tabernoschizin jedoch keine

Infective ‘Ribonucleic Acid’ Extraction from
Poliovirus by Sodium Dodecylsulfate

Recently? it has been shown that heat, in presence of
sodium dodecylsulfate (SDS), releases infective nucleic
acid from foot and mouth disease virus. In order to estab-
lish whether this treatment could be applied to other
RNA viruses, we tested it on a strain of type 1 polio virus.

Methods and Materials. HeLa cell cultures, at complete
confluence (106 cells), maintained in a serum-free lactalbu-
mine hydrolysate medium {0.5%,) were infected with 10%
cytopathic units (CPU) of polio 1 (Bruncnders).

Minimum of suspended

CPE on and infected cells neces-

Treatment of polio 1 cul- HeLa sary for transimission of

tures after their cryolysis cells CPE to Hela cultures
65°C — > 50,000
75°C — = 50,000
85°C — > 50,000
90°C — > 50,000
100°C — > 50,000
65°C + SDS + 1,843
75°C + SDS + 1,843
85°C + SDS + 5,530
90°C + SDS + 5,530
100°C + SDS — = 51,000
65°C + SDS + RNAse — > 50,000
75°C + SDS + RNAse — > 50,000
853°C + SDS + RNAse — > 50,000
90°C 4+ SDS + RNAse — > 50,000
100°C + SIIS + RNAse — > 50,000

The RNA nature of the infection was demonstrated with controls
in which the viral extracts were treated at 20°C for 15 min with
0.5 p/rul ymol of RN Ase before the addition to the cell sediments (for
maore details see the previous papers!—3).
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N-Methylgruppe und liefert beim Hofmannabbau kein
Carbazolderivat.

Summary. From Schizozygia caffaeoides (Boj.) Baill.
(Apocynaceae), one major and ten minor new alkaloids
have been isolated and characterised. Most of them are
N-acylindoline derivatives, partly with the hitherto un-
known 5, 6-methylendioxyindoline system. Some possible
correlations between these alkaloids are discussed.

U. RENNER und P. KXERNWEISZ?

Forschungslaboratorien dev J. R. Geigy AG, Basel (Schweiz),
6. Februar 1963.

7 U. RENNER, D. A. Prins und W. G, Storr, Helv. chim. Acta 42,
1572 (1959).

8 G. Boucur und E. W, WaRrRNLOFF, J. Amer, cheni. Soc, 817, 4434
(1959).

9 Den Herren Dres. H. Frirz, R. W. Scavip und H. WAGNER und
ihren Mitarbeitern danken wir fiir Spektren und Mikroanalysen,

After 12 h at 37°C from the infection, when the cells
were completely destroyed, the cultures were frozen at
—30°C and thawed at +20°C and then heated for 5 min
at various temperatures in a medium containing, or not,
0.19, SDS and finally stored for less than 20 min at
—30°C.

The infectivity of the extracted RNA was evaluated
according to our modification? of the ErLLem and CoL-
TER’s method3: viral extracts were diluted 1/30ina 0.8 M
NaCl; 0.2 ml of this solution was added to a sediment of
200,000 Hel.a cells, obtained from 2 days’ stationary cul-
tures trypsinized, washed in 0.85% NaCl and centrifuged.

After 15 min at 35°C (with continuous shaking), 1 ml of
growth medium (Hank’s balanced solution containing
lactalbumine hydrolysate 0.59% and calf serum 59,) was
added to the cells and the suspension so obtained was
added to 2 days’ HeLa cell cultures (kept at 37°C in
tubes).

The cytopathic effect (CPE) was controlled every 24 h
for 5 days at 35°C.

Resulis. The Table shows the infectivity of cultures in-
fected with Polio 1, after cryolysis and heating at various
temperatures in presence or not of 0.1%, of SDS.

The cultures heated at 65° C to 90°Cin presence of SDS
are infective for HeLa cells; this infectivity is destroyed
by RNase.

Heating in absence of SDS destroys the infectivity.

Riassunto. 11 dodecilsolfato di Sodio (SDS) si & dimo-
strato capace di estrarre, se fatte o agire a temperature di
65°-90°C, acido ribonucleico infettivo da culture di cellule
Hela infettate con estratte da inocula massivi di polio-
virus 1.

B. l.oppo, B. Scarpa, and 5. MunTONI

Istituto d’ Igiene, Universitd di Cagliavi (Italy),
January 8, 1963.

1 H. I.. BAcHRACH, Proc. Soc. exp. Biol, Med. 107, 610 (1961).

2§, Muntontg, G. Brorzu, and B. Loppo, Boll. Soc. Ital. Biol.
sperim., in press (1963).

3 K, Ao. ELLEnm and J. S. CoLTER, Virology 15, 113 (1961).



