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benen Effekten, die nach elektrischer Reizung des zen- 
tralen Endes durchschnittener, afterenter somatischer 
Nerven bei versehiedenen Tierarten auftreten. Diese Wir- 
kungen bezeichneten WooI~wogr~ und S~ERRINarO~ 1~ 
als (~pseudaffektive, Reaktionen da sic auch an decere- 
brierten t(atzen nach nociceptiven Reizungen auszul/Ssen 
sind. 

Unsere Versuche deuten darauf hin, dass es in peri- 
pheren Gef~issen verschiedene Arten yon Chemorezeptoren 
gibt, die mit  der SchmerzausI6sung in enger Verbindung 
stehen. Sic sind pharmakologisch unterschiedlich beein- 
flussbar und wahrscheinlich auch speziesabhiingig, so dass 
eine Verallgemeinerung, wie LI~ et al." vorschlagen, ver- 
Iriiht erscheint. Zu /ihnlichen Erkenntnissen kommen 
auch COLLIER et al. ~0. Bekanntlich ist die intravasale 
Gabe yon Phenylbutazon am Menschen sehr schmerzhaft, 
ein Hinweis, der die durch diese Substanz hervorgeru- 
fenen reflektorischen Reaktionen zu erklliren vermag. 

Zur Ausl6sung des Blutdruekreflexes und anderer re- 
flektoriseher Reaktionen haben sich die Kinine yon alien 
bisher untersuchten synthetischen Substanzen als die 
Wirksamsten erwiesen. 

Summary. Synthetic kinins (bradykinin, kallidin and 
raet-kallidin) administered via the femoral artery in the 
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isolated hindl imb of the cat elicits vasoconstriction, a 
reflex on the systemic blood pressure, a st imulation of 
respiration, and contraction of nict i tat ing membrane. 
Acetylcholine elicits these reflex reactions in the body too. 
Atropine blocks this reflex, bu t  not  the reactions of 
kinins. Phenylbutazone administered via the femoral ar- 
tery blocks the reflex reactions of acetytcholine and 
kinins as well as the vasoconstriction of histamine and tile 
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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Protoporphyrin und Hiimin in Kulturfiltraten 
yon Achromobacter metalcaligenes 

Protoh/im und seine unmit te lbaren Pr/ikursoren, Proto- 
P°rphyrinogen und Protoporphyrin, sind in der I~egel an 
Partikulire Systeme gebunden~; extrazellulAre Dicarbo- 
r~Y!porphyrinderivate treten jedoch bei einigen Porphy- 
dY~°rmen des Menschen und unter  experimentellen Be- 
dmgungen bei Chlorella-Mutanten ~ sowie bei Vertretern 

er fakultativ heterotrophen Athiorhodaceae 8 auf. Das 
ci~g'H/~moglobin der stickstoffixierenden Wurzelkn611- 

en ist wahrscheinlich ein extrazellul~res Produkt  des 
bakteriellen Symbionten 4. Zahlreiche cytochrombildende, 
aerobe Bakterien geben unter  hypoxischen I(ul turbedin- ~ rlgen einen makromolekularen, 16slichen Faktor  in das 

ediura ab, welcher das Wachstum protoporphyrinbe- 
diirftiger Haemophiluskulturen, wie zum Beispiel Haemo- 
Philus in/luenzae, erm6glicht (sogenannte X-Faktor- 
aktivit~tt)~-7 ]Die Untersuchung der Produktionsbedin- 

l Ungen dieses Hacmophiluswuchsfaktors bei Achromo- 
acter rnetalcaligenese, 8 zeigte, dass es sich hierbei um ein 

metalcaligenes in definierten Medien 8. Mit Hilfe der 
• P.rAparativen Dtinnschichtchromatographie war es m6g- ~ h, in Kulturf i l t raten yon A. metalcaligenes, welche 
u.aemophilus-X-Faktoraktivit~t zeigten, die den Ergeb- 
mssea des biologischen Tests 5 entsprechenden Mengen 
e:~t°porphyrin and H~min zu erhalten. Diese Befunde 
f~,~aren einerseits die biologische AktivitAt der Kuttur-  
~ttrate nnd gestatten andererseits die Annahme, dass die 
t re lsetzung yon Protoporphyrin bei heterotrophen Bak- 
erlen weft verbreitet  ist. 

Methode. (1) Produktion und Anreicherung des biolo- 
gisch aktiven Materials: Dichte Suspensionen yon A. metal- 

caligenes (Nr. ST 661-K35) wurden in einem definierten 
Medium (Na-D,L-Lactat 0,025M, Na-Fumara t  0,025M, 
6-AminolAvulinsiiure ~ 0,002M, Ferricitrat 10-SM, MaC1 
0,03M, NH4C1 0,02M, MgSO, 8,1 . 10-¢M, Na-K-Phos- 
phat  nach S6rensen, 0,067M, pH 7,2) mit  mltssiger Be- 
liiftung ftir 24 h bei 37 °C bebrtitet, wie frfiher beschrie- 
ben 8, und bei 10000 g (+ 5°C, 15 rain) sedimentiert. Der 
makromolekulare Anteil des zellfreien Oberstandes wurde 
mittels eines LKB-Ultrafil ters bei + 4°C auf etwa 1% 
des Ausgangsvolumens eingeengt und auf Sephadex GS0 
oder G75 ill Phosphatpuffer (0,067M, pH 7,2) ange- 
reichert 8. Daneben wurde der ~[berstand statischer 
Kul turen yon A. metatcaIigenes in einem komplexen 
Medium (Proteose peptone Nr. 3 Difco 2%, NaC1 0,6%, 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan q.s., pH 7,2, Glu- 
cose 0,5%, separat sterilisiert)s nach den gleichen Metho- 
den aufgetrennt. 

(2) Biologiseher Test: I4. in/luenzae (Nr. 218/63 HIH) 
wurde als Indikator  fiir Protoporphyrin, H. aegyptius 
(Nr. 15 Leidy x°) zum Nachweis yon Protoham benutzt  
unter  Bedingungen, bei denen diese Substanzen das 
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W a c h s t u m  l imit ieren;  Akt iv i t~ t smass  war  das turb id i -  
met r i sch  bes t immte  Gesamtwachs tum,  vergl ichen mi t  
dem Gesamtwachs tum in Gegenwar t  yon  H ~ m i n  ~-s. 

(3) Dars te l lung  der  Porphyr ine  und des H~mins :  Das 
lyophil is ier te  Mater ia l  wurde  m i t  Methanol-HeSO~ (5 
V o l . ~ )  ve rse tz t  und fiir 48 h bei  + 4°C gehal ten.  U n t e r  
diesen Bedingungen  werden die ro t f luoresz ierenden Por-  
phyr ine  prak t i sch  vol ls t~ndig in die Methyles te r  (ME) 
fiberffihrt. Die Po rphy r in -ME wurden  in Chloroform aus- 
geschfl t tel t  und  d i innsch ich tchromatograph i sch  analy-  
s ier t  und pr~ipariert. Die  A u f t r e n n u n g  wurde  an Kiesel-  
g e l - H ~ t - P l a t t e n  yon  0,5 m m  Schichtdicke  in e inem LS- 
sungsmi t te l sys tem B e n z o l / A t h y l a c e t a t / M e t h a n o l / B u t a n o l  
82: 14:3 : 1 (V/V) v o r g e n o m m e n  (Figur  1). Die R f - W e r t e  
der  im UV-Lich t  (355 nm) ro t i luoresz ierenden Porphyr in -  
ME wurden  nach 10 cm Laufs t recke  (12 min) mi t  denen  
der  Tes t subs tanzen  ( P r o t o p o r p h y r i n - I X - d i - M E  *~, Copro- 
p o rp h y r in - I - t e t r a -ME ~, U r o p o r p h y r i n - I - o k t a - M E  z~) ver-  
glichen. Die mark ie r t en  Kieselgelzonen wurden  mi t  e inem 
Schichtabsaug-  und Elu t ionsger~ t  ~s abgenommen,  die 
Po rphyr in -ME mi t  Chloroform eluier t  und spekt rophoto-  
met r i sch  bes t immt .  

Die m i t  Methanol-H~SO~ ebenfalls  en t s t ehenden  
H~.min-di-ME, welehe eine Pe roxydase reak t ion  m i t  o- 
Tol idinreagens *~ geben, wurden  aus d e m  Kieselgel  m i t  

• Chloroform-Methanol  1:1 (V/V) eluiert .  Als Vergleichs- 
subs tanz  d ienfe  ein aus P r o t o h ~ m i n '  hergeste l l ter  Methyl-  
ester.  Dieser  l iegt  in d e m  obengenann ten  L6sungsmit te l -  
sys t em nahe a m  S t a r t p u n k t  (Figur  1), wande r t  aber  in 
Benzo l /Methano l  4: 1 (V/V) und  kann  so auch yon  Spure~ 
unve res t e r t en  Uroporphyr ins  ge t renn t  werden.  Auf  der 
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Fig. 2. Absorptionsspektren yon Protoporphyrin-IX-di-ME(P) und 
Eisenprotoporphyrin-di-ME(E). Messger~it: Zeiss registrierendes 
Spektralphotometer RPQ 20 AV TM. (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 zT, Das Ab- 
sorptionsmaximum yon (4) und (5) liegt bei 401--403 nln. Lbsungs ° 

mittel : Chloroform. 

Hfimophilus-X-Faktoraktivit~it, Protoporphyrin- und Eisenproto- 
porphyringehalt der biologisch aktiven Fraktion eines Kulturfiber- 

stands (definiertes Medium} yon Achromobacter melalcaligenes 

H~imin~iquivalent- H. in/lue,zae (Indikator 0,54 nM/ml 
werte im fttr Protophorphyrin und 
biologischen Test Eisenprotoporphyrin) 

H. aegyptius (Indikator fiir 0,14 nMlml 
Eisenprotoporphyrin) 

Pr§parativ Protoporphyrin 0,14 nMlml 
ermittelte Werte~ Eisenprotoporphyrin 0,24 nM/ml 

"Messung am Spektrophotometer Zeiss PMQ II: Protoporphyrin- 
Methylester bei 407 nm, Eisenprotoporphyrin-Methylester bel 403 
nm; L0sungsmitteh Chloroform. Berechnung fiber den molaren 
Extinktionskoeffizienten (Protoporphyrin I~) und im Vergleich zu 
Einwaagea (H~imindimethylester). 

a b c d e f 

Fig. 1. Dflnnschichtchromatogramm 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 blologisch aktiven Fraktion; (f) Uroporphyrin-ME 
aus der inaktiven Fraktion, am Start Eisenprotoporphyrin-ME. 
LSsungsmittel: Benzol/Athylacetat/Methanol/Butanol 82:14:3:1. 

Aufnahme unter UV-Licht (355 nm). 
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Dtinnschichtplatte sind unter  UV-Licht  0,05 /~g Proto-  
P~]rphyrin-ME und mi t  o-Tolidinreagens 0,001/~g Hiimin- 

och gut  erkennbar.  . . 
~, (4) ~berf i ihrung yon Eisenprotoporpnyrin-d~-ME in 
rrotoporphyrin-di_ME: Die Eisensulfatmethode *~ ist  
Such auf die Hitmin-ME anwendbar,  wobei die LSsung 
der H~min-ME und die Ex t rak t ion  der Protoporphyr in-  
MR in Chloroform erfolgt. Die Methylesterbindung wird 
W~hrend der kurzen S~ureeinwirkung (10 rain) nicht  oder 
nut in geringem Umfang angegriffen, 

I~esultate. Die gesamte X-Faktorakt ivi t~i t  des Kul tur-  
iiberstandes yon A. metalcaligenes wird durch LKB-  
Ultrafil tration in der  makromolekularen Frak t ion  (Mole- 
kulargewicht > 30000) konzentriert .  Die auf Sephadex- 
SAUlen raschlaufenden, biologisch akt iven Frakt ionen des 
Dberstandes yon Kul turen im synthet ischen Medium 
weisen eine schwache, die spAter eluierten, biologisch 
inaktiven Frakt ionen zum Teil s tarke Rotfluoreszenz auf. 

Die dfinnschichtchromatographische Trennung der aus 
dem lyophilisierten Riickstand hergestell ten Porphyrin-  
Methytester zeigte, dass nur die biologisch akt ive  Frak-  
tion ein Dicarboxylporphyr in  sowie wechsetnde Mengen 
einer peroxydase-posi t iven Substanz enthfitt, die biolo- 
gisch iuaktiven Frakt ionen dagegen re la t iv  grosse Mengen 
Yon Uroporphyrin fiihren. Die Porphyr ine  und die per- 
°Xydase-positive Substanz k6nnen auch durch Aus- 
schiitteln mit  Athylacetat-Essigsi~ure 4:1 (V/V) leicht 
aus ihrer Assoziation mi t  dem makromolekularen Antei l  
gel6st werden. Der Porphyrin-Methylester  aus der akt iven 
Fraktion konnte aufgrund des chromatographischen Ver- 
haltens (Figur 1) und der Absorpt ionsmaxima (Figur 2) ~ 
~ i t  Pro toporphyr in- IX-dimethyles ter  identifiziert  wet- 
den. Die peroxydase-posi t ive Substanz verhiel t  sich im 
Chromatogramm und spektrophotometr isch wie Eisen- 
protoporphyrinmethylester ,  das daraus gewonnene me- 
tallfreie Produkt  erwies sich ebenfalls als Protoporphyr in-  
dimethylester. 

Die Darstel lung der Protoporphyr indimethyles ter  (Ver- 
esterung, Extrakt ion ,  Chromatographie,  Elution) wurde 
quanti tat iv i iberprtift ;  es ergab sich eine Ausbeute yon 

9%. Die im biologischen Test  ermit te l ten Werte  ftir 
rotoporphyrin und Protohi~min korrelieren mi t  den aus 

dem akt iven  Material  durchgefiihrten Analysen (Tabelle). 
Daraus is t  die Folgerung bereehtigt ,  dass der  Protopor-  
phyrin-  und Eisenprotoporphyr in-Gehat t  des Pri~parats 
flit die gesamte biologische Akt iv i t~ t  aufkommt.  

Die entsprechende Aufaxbeitung eines Peptonkul tur-  
f i l t rats  yon A. metalcaligenes ergab eine biologisch aktive,  
makromolekulare Frakt ion,  die Protoporphyrin ,  neben 
Spuren yon Uroporphyr in  und H~min, enthielt .  Da  der 
H~min-Gehalt  des aus dem komplexen Medium gewonne- 
nen Pr~parats  vernachl~ssigt werdcn kann, is t  Proto-  
porphyr in  - oder seine reduzierte,  nichtfluoreszierende 
Vorstufe, Protoporphyr inogen (cf. ~.~,s) _ als die physio-  
logische Ausscheidungsform des akt iven  Prinzips zu 
betrachten.  

Summary. A macromolecular  fraction from the culture 
fluid of Achromobacter maalcaligenes showing the ac t iv i ty  
of the  Haemophi lus-X factor was invest igated for its 
content  of porphyr in  derivatives.  Porphy.rin methylesters 
were direct ly prepared from the lyophilized mater ial  and 
then separated by  thin  layer  chromatography.  Protopor-  
phyrin and iron pro toporphyr in  could be isolated in 
amounts  which correlated with the  growth-promoting 
ac t iv i ty  for Haemophilus in/luenzae. 
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Autoradiographic S t u d y  o n  I n c o r p o r a t i o n  of  
Leucine-H s in Peripheral Nerves During 

Regeneration 

The proximal  s tumps of regenerating nerves show 
Various characterist ic changes. Apar t  from swelling, the 
axons show an increased a c t i v i t y  of oxidat ive and 
hydrolytic enzymes1-6. The morphological substra te  of 
these histochemical changes, on the electron microscopic 
1 evel, is an impressive accumulation of mitochondria,  
Ysosomes, vesicles and tubular  structures Q-n. The mas- 

sive occurrence of these organelles and structures raises 
p~ll e question as to whether they  are t ranspor ted  b y  axo- 

asmic flow mechanisms or arise from local processes~n~, ~8. 
A local bui ld  up of these structures, if i t  is possible, would 
be only by  a high localpr0tein synthesis. Such an hypothesis  
Can be tested b y  fine resolution autoradiography using 
!eucine.H~ as a precursor of protein synthesis, and allow- 
mg very short  survival  t ime after injection of the radio- 
chemical in order to eliminate the possibi l i ty of axe- 

plasmic flow. The purpose of this  investigation was to 
localize the site of protein  synthesis in regenerating 
nerves and to evaluate differential ly such a protein 
metabolism. 
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