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E:;:E Fiffekten, die nach elektrischer Reizung des zen-
erve bnfies dm:chschmttener. afferenter somatlsch.er
kun en ¢l verschiedenen Tierarten auftreten. Diese Wir-
als «g n bezexchr;eten WoopworTH und SHERRINGTONI®
ﬁergseudaffektwe& Reaktionen, da sie auch an decere-
sind en Katzen nach nociceptiven Reizungen auszulGsen
ph}a?;seg Yersuche deuten darauf hin, dass es in peri-
gibt g efgssen verschiedene Arten von Chemoreze_ptcren
stehs 1e mit der Schmerzauslosung in enger Verbindung
ﬂussbn‘ Sie sind pharmakologisch unterschlfzdl%ch beein-
cing 1\;’:Lr und wal}rscheinlich auch speziesabhéngig, so dass
riiht el'alIz‘ge.menm‘rung, wie Lim et al.® vo?schlagen, ver-
auch erscheint. Zu #hnlichen Erkenntnissen kommen
Gan CoLLIER et al.20, Bekanntlich ist die intravasale
ein %YOH l?henylbutazon am Menschen sehr schmerzhaft,
i Inweis, der die durch diese Substanz hervorgeru-
en reflektorischen Reaktionen zu erkliren vermag.
ﬂekllr Ausldsung des Blutdruckreflexes und anderer re-
N Orischer Reaktionen haben sich die Kinine von alle.n
Wirker untersuchten synthetischen Substanzen als die
Samsten erwiesen.

meé;umm‘ay,y‘ Synthetic kinins (bradykinin, kallidin and
-kallidin) administered via the femoral artery in the

Pr"toporphyrin und Himin in Kulturfiltraten
von Achromobacter metalcaligenes

pOPrOtOhﬁm und seine unmittelbaren Prikursoren, Proto-
*Phyrinogen und Protoporphyrin, sind in der Regel an
ga‘{t‘kulire Systeme gebunden?!; extrazellulire Dicarbo-
rizfp01'Phyrinderivate treten jedoch bei einigen Porphy-
—ormen des Menschen und unter experimentellen Be-
dmgungen bei Chlorella-Mutanten? sowie bei Vertretern
e fakultativ heterotrophen Athiorhodaceae® auf. Das
ceg*Hiimoglobin der stickstoffixierenden Wurzelkndll-
D Ist wahrscheinlich ein extrazelluldres Produkt des
aakterxellen Symbionten®. Zahlreiche cytochrombildende,
“Tobe Bakterien geben unter hypoxischen Kulturbedin-
§ungen einen makromolekularen, léslichen Faktor in das
di?dll}m ab, welcher das Wachstum protoporphyrinbe-
?ftlgelj Haemophiluskulturen, wie zum Beispiel Haemo-
a :1“3 _influenzae, ermoglicht (sogenannte X-Faktor-
glm““tat)f". Die Untersuchung der Produktionsbedin-
. tgen dieses Haemophiluswuchsfaktors bei Achromo-
Cler metalcaligenes®® zeigte, dass es sich hierbei um ein
Einy;m]‘)gischerweise freigesetztes Produkt, nicht aber nm
ext ellzerfallsprodukt handelt. 8-Aminoldvulinsiure for-
metaldle~ Produktion des Haemophilusfaktors durch 4.
2 ¢aligenes in definierten Medien® Mit Hilfe der
i barativen Diinnschichtchromatographie war es mog-
» I Rulturfiltraten von A. metalcaligenes, welche
nig:énophilus:X-Faktoraktivitéit zeigten, die den Ergeb-
rotn des biologischen Tests® entsprechenden Mengen
erkl.,oporphyrin und Himin zu erhalten. Diese Befunde
filtraien einerseits die biclogische Aktivitdt der Kultur-
reia ® und gestatten andercrscits die Annahme, dass die
eriesetzu?g von Protoporphyrin bei heterotrophen Bak-
N weit verbreitet ist.
gisclfmm?e' {1) Produktion und Anreicherung des biolo-
aktiven Materials: Dichte Suspensionen von 4. meial-
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isolated hindlimb of the cat elicits vasoconstriction, a
reflex on the systemic blood pressure, a stimulation of
respiration, and contraction of nictitating membrane.
Acetylcholine elicits these reflex reactions in the body too.
Atropine blocks this reflex, but not the reactions of
kinins. Phenylbutazone administered via the femoral ar-
tery blocks the reflex reactions of acetylcholine and
kinins as well as the vasoconstriction of histamine and the
kinins in the isolated hindlimb. Phenylbutazone elicits by
itself a reflex reaction. Of all the synthetic substances, the
kinins are the most specific drugs inducing reflex reac-
tions.
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caligenes (Nr. ST 661-K35) wurden in einem definierten
Medium (Na-p,r-Lactat 0,025M, Na-Fumarat 0,025M,
8-Aminoldvulinsdure® 0,002 M, Ferricitrat 10-5M, NaCl
0,03M, NH,Cl 0,02M, MgSO, 8,1 - 10~¢M, Na-K-Phos-
phat nach Sérensen, 0,067M, pH 7,2) mit méssiger Be-
liftung fiir 24 h bei 37 °C bebriitet, wie friiher beschrie-
ben®, und bei 10000 g {+ 5°C, 15 min) sedimentiert, Der
makromolekulare Anteil des zellfreien Uberstandes wurde
mittels eines LKB-Ultrafilters bei + 4°C auf etwa 19
des Ausgangsvolumens eingeengt und aui Sephadex G50
oder G75 in Phosphatpuffer (0,06734, pH 7,2} ange-
reichert®. Daneben wurde der Uberstand statischer
Kulturen von 4. wmetalcaligenes in einem komplexen
Medium (Proteose peptone Nr. 3 Difco 2%, NaCl 0,6%,
Tris(hydroxymethyljaminomethan q.s.,, pH 7,2, Gluo-
cose 0,5%, separat sterilisiert)® nach den gleichen Metho-
den aufgetrennt.

(2) Biologischer Test: H. influenzae (Nr. 218/63 HIH)
wurde als Indikator fiir Protoporphyrin, H. aegyptius
{Nr. 15 Leidy'®) zum Nachweis von Protohidm benutzt
unter Bedingungen, bei denen diese Substanzen das
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Wachstum limitieren; Aktivititsmass war das turbidi- .

metrisch bestimmte Gesamtwachstum, verglichen mit
dem Gesamtwachstum in Gegenwart von Himin6-8,

(3) Darstellung der Porphyrine und des Himins: Das
lyophilisierte Material wurde mit Methanol-H,SO, (5
Vol.9%) versetzt und fiir 48 h bei 4 4°C gehalten. Unter
diesen Bedingungen werden die rotfluoreszierenden Por-
phyrine praktisch vollstindig in die Methylester (ME)
iiberfiihrt. Die Porphyrin-ME wurden in Chloroform aus-
geschiittelt und diinnschichtchromatographisch analy-
siert und pripariert. Die Auftrennung wurde an Kiesel-
gel-Ht-Platten von 0,5 mm Schichtdicke in einem L&6-
sungsmittelsystem Benzol/Athylacetat/Methanol/Butanol
82:14:3:1 (V/V) vorgenommen (Figur 1), Die Rf-Werte
der im UV-Licht (355 nm) rotfluoreszierenden Porphyrin-
ME wurden nach 10 cm Laufstrecke (12 min) mit denen
der Testsubstanzen (Protoporphyrin-1X.di-ME12, Copro-
porphyrin-I-tetra-ME 12, Uroporphyrin-I-okta-ME!2) ver-
glichen. Die markierten Kieselgelzonen wurden mit einem
Schichtabsaug- und Elutionsgeritl® abgenommen, die
Porphyrin-ME mit Chloroform eluiert und spektrophoto-
metrisch bestimmt.

Die mit Methanol-H,SO, ebenfalls entstehenden
Himin-di-ME, welche eine Peroxydasereaktion mit o-
Tolidinreagens® geben, wurden aus dem Kieselgel mit

&
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Fig. 1. Diinnschichtchromatogramm der Porphyrin- und Eisen-
protoporphyrin-Methylester (ME): (a) Test Eisenprotoporphyrin-di-
ME; (b) Test Protoporphyrin-IX-di-ME; (c¢) Test Coproporphyrin-
I-tetra-ME; (d) Test Uroporphyrin-I-okta-ME; (e) Protoporphyrin-
IX-ME aus der biologisch aktiven Fraktion; (f) Uroporphyrin-ME
aus der inaktiven Fraktion, am Start Eisenprotoporphyrin-ME.
Ldsungsmittel: Benzol/Athylacetat/Methanol/Butanol 82:14:3:1.
Aufnahme unter UV-Licht (355 nm).
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ExPERIENTIA 23/1

Chloroform-Methanol 1:1 (V/V) eluiert. Als Vergleichs-
substanz diente ein aus Protohimin ? hergestellter Methyl-
ester. Dieser liegt in dem obengenannten Losungsmittel-
system nahe am Startpunkt (Figur 1), wandert aber in
Benzol/Methanol 4:1 (V/V) und kann so auch von Spuren
unveresterten Uroporphyrins getrennt werden. Auf der
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Fig. 2. Absorptionsspektren von Protoporphyrin-1X-di-ME(P) und
Eisenprotoporphyrin-di-ME(E). Messgerat: Zeiss registrierendes
Spektralphotometer RPQ 20 AV, (1) P aus E der aktiven Frak-
tion; (2) Test P; (3) P aus der aktiven Fraktion; (4) E aus der
aktiven Fraktion; (5) Test E. (2) und (3) sind identisch und weisen
die bekannten Maxima bei 407, 505, 541 und 575 nm auf!?, Das Ab-
sorptionsmaximum von (4) und (5) liegt bei 401-403 nm. Lésungs-

mittel: Chloroform.

Hamophilus-X-Faktoraktivitit, Protoporphyrin- und Eisenproto-
porphyringehalt der biologisch aktiven Fraktion eines Kulturiiber-
stands (definiertes Medium) von Achromobacier metalcaligenes

Himindquivalent-  H. influensae (Indikator 0,54 nM jml
werte im fiir Protophorphyrin und
biologischen Test Eisenprotoporphyrin)
H. aegyptius (Indikator fiir 0,14 nM [m}
Eisenprotoporphyrin)
Priparativ Protoporphyrin 0,14 nM [ml
ermittelte Werte® Eisenprotoporphyrin 0,24 nM[ml

s Messung am Spektrophotometer Zeiss PMQ II: Protoporphyrin-
Methylester bei 407 nm, Eisenprotoporphyrin-Methylester bei 403
nm; Losungsmittel: Chloroform. Berechnung iiber den molaren
Extinktionskoeffizienten (Protoporphyrin'?) und im Vergleich zu
Einwaagen (Himindimethylester).
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D“nnschichtplatte sind unter UV-Licht 0,05 ug Proto-
Porphyrin-ME und mit o-Tolidinreagens 0,001 ug Hamin-
noch gut erkennbar,

(4) Uberfiihrung von Eisenprotoporphyrin-di-ME in

fotoporphyrin-di-ME: Die Eisensulfatmethode?s ist
ZUCh é}uf die Himin-ME anwendbar, wobei die Losung

€ Hamin-ME und die Extraktion der Protoporphyrin-

E in Chioroform erfolgt. Die Methylesterbindung wird
Wa-hl_'end der kurzen Sdureeinwirkung (10 min) nicht oder
UT in geringem Umfang angegriffen.

. Besuitate. Die gesamte X-Faktoraktivitit des Kultur-
Uberstandes von 4. metalcaligenes wird durch LKB-
Yrafiltration in der makromolekularen Fraktion {Mole-
ulargewicht > 30000) konzentriert. Die auf Sephadex-
dulen raschlaufenden, biologisch aktiven Fraktionen des
erstandes von Kulturen im synthetischen Medium
Welsen eine schwache, die spiter eluierten, biologisch
mak’tiven Fraktionen zum Teil starke Rotfluoreszenz auf.

Die diinnschichtchromatographische Trennung der aus

€m lyophilisierten Riickstand hergestellten Porphyrin-
t,ethy}ester zeigte, dass nur die biologisch aktive Frak-
'9n ein Dicarboxylporphyrin sowie wechselnde Mengen
Siner Peroxydase-positiven Substanz enthélt, die biolo-
8isch inaktiven Fraktionen dagegen relativ grosse Mengen
Yon Uroporphyrin fiihren. Die Porphyrine und die per-
OX}ffiase-positive Substanz kénnen auch durch Aus-
sch“.tteln mit Athylacetat-Essigsiure 4;1 (V/V) leicht
3us jhrer Assoziation mit dem makromolekularen Anteil
8elost werden. Der Porphyrin-Methylester aus der aktiven
hraktion konnte aufgrund des chromatographischen Ver-
3ltens (Figur 1) und der Absorptionsmaxima (Figur 2)17
Mt Protoporphyrin-IX-dimethylester identifiziert wer-
0. Die peroxydase-positive Substanz verhielt sich im

Tomatogramm und spektrophotometrisch wie Eisen-
fr‘)toporphyrinmethylester; das daraus gewonnene me-
?«Hfreie Produkt erwies sich ebenfalls als Protoporphyrin-
dlm(?thylester.

Die Darstellung der Protoporphyrindimethylester (Ver-
®Sterung, Extraktion, Chromatographie, Elution) wurde
Quantitativ {iberpriift; es ergab sich eine Ausbeute von

% Die im biologischen Test ermittelten Werte fiir

fotoporphyrin und Protchimin korrelieren mit den aus

Autoradiographic Study on Incorporation of
Leucine-H?® in Peripheral Nerves During
Regeneration

v T‘he proximal stumps of regenerating nerves show
aar’OUS characteristic changes. Apart from swelling, the
h"OHS show an increased activity of oxidative and
Ydrolytic enzymesi-5. The morphological substrate of
®se histochemical changes, on the electron microscopic
®vel, is an impressive accumulation of mitochondria,
sysc’SOmes, vesicles and tubular structures®-11, The mas-
Ve occurrence of these organelles and structures raises
© question as to whether they are transported by axo-
Plasmic flow mechanisms or arise from local processes® 12,13,
local build up of these structures, if it is possible, would

c Only by ahigh local protein synthesis. Such an hypothesis
an .be tested by fine resolution autoradiography using
ii“mD&Ha as a precursor of protein synthesis, and allow-
c § very short survival time after injection of the radio-
®mical in order to eliminate the possibility of axo-
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dem aktiven Material durchgefiihrten Analysen (Tabelle).
Daraus ist die Folgerung berechtigt, dass der Protopor-
phyrin- und Eisenprotoporphyrin-Gehalt des Priparats
fiir die gesamte biologische Aktivitit aufkommt.

Die entsprechende Aufarbeitung eines Peptonkultur-
filtrats von A. metaicaligenes ergadb eine biologisch aktive,
makromolekulare Fraktion, die Protoporphyrin, neben
Spuren von Uroporphyrin und Hémin, enthielt. Da der
Hémin-Gehalt des aus dem komplexen Medium gewonne-
nen Priparats vernachlissigt werden kann, ist Proto-
porphyrin — oder seine reduzierte, nichtfluoreszierende
Vorstufe, Protoporphyrinogen (cf. 57-8) — als die physio-
logische Ausscheidungsform des aktiven Prinzips zu
betrachten.

Swummary. A macromolecular fraction from the culture
fluid of Achromobacter metalcaligenes showing the activity
of the Haemophilus-X factor was investigated for its
content of porphyrin derivatives. Porphyrin methylesters
were directly prepared from the lyophilized material and
then separated by thin layer chromatography. Protopor-
phyrin and iron protoporphyrin could be isolated in
amounts which correlated with the growth-promoting
activity for Haemophilus influenzae.
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plasmic flow. The purpose of this investigation was to
localize the site of protein synthesis in regenerating
nerves and to evaluate differentially such a protein
metabolism.

1 R. L. Friepg, Expl. Neurol. 7, 441 (1959).

¢ G. KrREUTZBERG and W, WECHSLER, Acta Neuropath. 2, 349 (1963).

#C. O. HesB and A. S1LvER, Nature 789, 123 (1961},

4 1. ZerENA and L. Lusinska, Physiologia bohemoslov. 77, 261
(1962). :

& ¥, HanereLp, Dt. Z. NervHeilk. 788, 357 {1966).

& P.Wrxiss, A.C.TAvLog, and P, A, Pinral, Science 736, 330 {1962).

7 W. WecnsLER and H. Hacer, Acta Neuropath. 7, 489 (1962).

& R, WerTsTEIN and J. R, Sorero, Z. Zellforsch. 59, 708 (1963).

® W. ScHLOTE, Acta Neuropath, 4, 138 (1964).

10 ¥, HortzMmAN and A, B, Novikorr, J. Cell Biol. 27, 651 (1965).

1 S, BuiMmcke and H, R. NIEDORF, Beitr. path. Anat. 730, 133 (1964).

12 H, Hacer, Die feinere Cytologie und Cytopathologie des Nerven-
systems (G. Fischer, Stuttgart 1964).

1# 1., LuBINSKA, Progr. Brain Res. 73, 1-71 (1964).



