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In einer Reihe von Versuchen wurden die Hypothalami
mit EDTA (10-3M) vorbehandelt und anschliessend in
Ringer-Lésung suspendiert. Die spontane Amin-Frei-
setzung ist unter diesen Bedingungen etwas geringer,
wihrend die Wirkung des Carbachols auf die Nor-
adrenalin-Freisetzung praktisch aufgehoben wird. Car-
bachol ist also auch in der Lage, die Amin-Abgabe zu
erhéhen ; seine Wirkung ist jedoch kalziumabhingig.
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Einfluss von Kalzium und Acetylcholin auf die Noradrenalin-
Freisetzung. K, Kontrollen; Ca*tt, 53x107*M Kalzium-Chlorid;
CAR, 1,4 x10*M Carbachol. EDTA, 10~3M. Inkubation: 20 min
bei 37°C. Mittelwerte von 4-5 Versuchen und deren mittlere Fehler.

Kinins and Kininogen in Endotoxin Shock!?

The main pharmacological effects of kinins are: smooth
muscle contraction?, vasodilatation3, increase of micro-
vascular permeability ¢, production of pain®, and perhaps
the emigration of leukocytes®. There have been numerous
investigations to determine whether kinins can be re-
sponsible for similar conditions in the presence of certain
physiological or pathological situations?.

The participation of kinins in the normal vasedilation
mechanism of the salivary glands and the pancreas, and
in thermal vasodilatation has been postulated?®-19.
Thermal vasodilation and exercise in human beings do
not increase the content of kinins in the venous effluent
from the vasodilated areall:1%, An increase of plasma
kinins has been reported in acute necrosis of the pancreas 2.
In patients with the carcinoid syndrome, the vasodilata-
tion flush was accompanied by an increase of kinins in
hepatic venous blood 4.

In 1950, BERALDO reported the presence of the free
bradykinin in the blood of dogs previously injected with
peptone. Since then, although much research has been
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Demnach setzen Kalzium-Tonen und Acetylcholin
nicht nur aus subzelluliren Partikeln, sondern auch aus
den intakten Zellen des Hypothalamus Amine frei. Auf
Grund der vorliegenden Versuche kann die Moglichkeit
nicht ausgeschlossen werden, dass durch diese Stoffe
auch zytoplasmatisches Amin freigesetzt wird. Es ist
jedoch wahrscheinlich, dass die durch Acetylcholin
bedingte Depolarisation der Zellmembran den Einstrom
von Kalzium-Tonen ermdéglicht, die dann das subzelluldre
gespeicherte Noradrenalin freisetzen?®. Fiir diese Annahme
spricht auch die Tatsache, dass im Hypothalamus Nor-
adrenalin zum grossten Teil  subzelluldr gespeichert
vorliegt?> 1.

Da in vivo Kalzium und Acetylcholin die Abgabe von
Noradrenalin aus dem Hypothalamus ebenfalls stark
erhéhen®, kann angenommen werden, dass auch im
Zentralnervensystem das aus den cholinergen Neuronen
freiwerdende Acetylcholin die Abgabe des Amins aus den
noradrenergen Neuronen erhéht.

Summary. Rat hypothalami were isolated and incu-
bated at 37°C in Ringer solution. Both calcium and
acetylcholine enhance the release of noradrenaline. The
effect of acetylcholine is dependent on the presence of
calcium. ions. :
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done to elucidate the role of the kinins in shock, results
have been contradictory18-18, This study further investi-
gates the possible role of the kinin system in shock pro-
duced by endotoxin in dogs.

Matevials and methods. In Vitro Experiments. 3 aliquots
of 50 ml heparinized venous blood were incubated with
2 mg of endotoxin?® at 37°C for 0, 2.5 and 15 min. Two
50 ml aliquots which did not contain endotoxin were in-
cubated for 0 and 15 min at 37°C to serve as controls.
Following the incubation period we took small aliquots
from each sample and determined the bradykininogen
content of the plasma, according to the method of
FascloLo et al.?2®, The remainder of each sample was then
precipitated with 4 vol. of 969, ethanol and processed to
estimate the concentration of kinins after the method of
Binia et al.?l,

In Vivo Experiments. 9 mongrel dogs were anaesthe-
tized i.v. with Nembutal, 30 mg/kg of body weight. Blood
pressure was recorded with a mercury manometer con-
nected to the carotid artery. Blood samples were ob-
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tained from a polyethylene catheter whose tip lay
adjacent to the right atrium.

Shock was induced in 5 of these dogs by injection of
endotoxin (2 mg/kg, i.v.). From samples of venous blood
taken before, and at 10, 60 and 120 min after the endo-
toxin injection, we estimated the kinins and brady-
kininogen content.

To determine whether the kinins estimation method
could effectively detect the release of these substances in
circulatory blood, 2 dogs were injected with hog pancreas
Kallikrein (Padutine, Bayer). One was injected with 40
units, the other with 80 unitsi.v. Venous blood was drawn
before, and at 3, 7 and 15 min after injection for kinins
estimation.

The effect of blood sampling on plasma kinin and
bradykininogen levels was determined by drawing 50 ml
aliquots of venous blood from 2 dogs at 0, 10, 60 and
120 min. A small blood sample was taken before each
blood-drawing and its bradykininogen concentration
estimated.

Results. In the in vitro experiments, when blood was
incubated with or without endotoxin, no significant dif-
ference in the bradykininogen content of plasma existed.
No detectable amounts of kinins were found in any of the
samples.
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Fig. 1. Plasma bradykininogen and arterial pressure, before endo-
toxin injection, and at 10, 60 and 120 min after endotoxin injection.
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Fig. 2. Arterial pressure and blood kinins before and at 3, 7 and 15
min afterinjection of 80 and 40 U of hog pancreas Kallikrein (HPK).
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In the in vivo experiments, a rapid fall in mean arterial
pressure occurred after endotoxin administration, fol-
lowed by a period of increase in arterial pressure to sub-
normal levels, and then a second decrease in mean pres-
sure. In all blood samples, we found no detectable kinins,
nor were there significant differences in the kininogen
content of plasma obtained before and after endotoxin
injections, though a wider dispersion was found after
endotoxin injection (Figure 1). Kallikrein injection pro-
duced a profound fall in arterial pressure which coincided
with a release of kinins (Figure 2). Blood sampling did not
affect the bradykininogen and kinin content.

Discusston. Incubation of endotoxin with blood samples
failed to release kinins. Furthermore, we found no amount
of kinins released after i.v. injection of endotoxin in the
dog. The kinin content of venous blood was below the
sensitivity of the method employed (0.1 ug/100 ml of
blood). The experiments involving i.v. injections of
Kallikrein demonstrated that the method used in detect-
ing release of kinins in circulating blood was reliable. No
significant differences in the kininogen content of plasma
were noted at various intervals following onset of shock.
Perhaps we could not confirm the finding of increased
circulating polypeptide-like substances as reported by
KoBoLD et al.22-22 because of differences in the specificity
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of the methods employed. Therefore, we may conclude
that if kinins are released during endotoxin shock in dogs,
the concentration  does not seem sufficiently large to
ascribe a physiologic role to them. Following similar
hypotensive episodes produced by Kallikrein injection,
we detected considerable amounts of kinins. Our study
showed no significant participation of the plasma kinins
in endotoxic shock in the dog.

Résumé. Aucune quantité détectable de kinines ne fut
trouvée aprés administration d’endotoxine et 1'on
n’obtint pas de différence significative dans le contenu
plasmatique en kininogénes aprés l'injection. Nos résul-
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tats n’attribuent aux kinines aucune participation
significative a I’hypotension du choc endotoxique.
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Fehlerkorrekturen bei stereologischen Messungen an menschlichen Plazenten: 3. Der Holmes-Effekt

‘Wenn an Paraffinschnitten von menschlichen Plazenten
Zottenvolumen und -oberfliche mit Hilfe des Integra-
tionsokulares bestimmt werden sollen, so muss ausser der
Schrumpfung und der Schnittstauchung! auch eine
weitere Fehlerquelle beriicksichtigt werden: Im Gegen-
satz zu Anschliffen in der Petrographie kann bei dickeren
histologischen Schnitten das Messergebnis zu hoch sein,
da auch nicht direkt in der optischen Ebene gelegene
Teile mitgemessen werden. Diese Erscheinung wird als
Holmes-Effekt bezeichnet? Fiir kugelige Objekte sind
Korrekturfaktoren bekannt, die es erlauben, den Einfluss
des Holmes-Effektes auszuschalten? 2. Die Plazentarzot-
ten jedoch sind eher aus zylindrischen Abschnitten auf-
gebaut. Es galt daher festzustellen, inwiefern im Falle der
menschlichen Plazenta das Messresultat bei verschiedener
Schnittdicke durch den Holmes-Effekt beeinflusst wird.

Matevial wund Methode. Als Untersuchungsmaterial
dienten die bei der Untersuchung der Schnittstauchung
bereits beschriebenen Paraffinschnitte menschlicher Pla-
zenten!. Die Messung von Zottenvolumen und -ober-
fliche erfolgte bei einer Vergrosserung von 320X mit
Hilfe des Integrationsokulares nach MEgrz% Fir jede
Schnittdicke wurden 30 Bildfelder aus dem gleichen
Schnitt vermessen, und zwar in drei voneinander unab-
hingigen Serien und in unregelmissiger Reihenfolge der
Schnittdicken. Die Erfahrung hatte gezeigt, dass bei
dieser Aufgliederung der durch den Messenden verur-
sachte systematische Fehler am kleinsten gehalten
werden kann.

Evgebnisse und Diskussion. Es wire zu erwarten, dass
infolge des Holmes-Effektes die gemessenen Werte von
Zottenvolumen und -oberfldche bei den dicken Schnitten
hoéher liegen wiirden. Dies ist aber nach dem Ergebnis
unserer Messungen nicht der Fall (Figuren 1 und 2). Fiir
die Oberflichenmessung scheinen sogar die Werte fiir die
dickeren Schnitte bedeutend niedriger zu liegen als fiir
die diinnen Schnitte. Nach der in diesem Fall jedoch
-unerldsslichen Korrektur des Einflusses der Schnitt-
stauchung? ergibt sich sowohl fiir das Zottenvolumen als
auch fiir die Zottenoberfliche eine Regressionsgerade, die
nur um einen geringen, statistisch nicht signifikanten,
Betrag von der Horizontalen abweicht.

Die Erklarung fiir das Fehlen eines Anstieges der Werte
in Richtung der dickeren Schnitte ist darin zu suchen,
dass es bei zunehmender Schnittdicke vermehrt zu
Uberlagerungen von Zottenanschnitten kommt, die das
Erfassen des Gesamtvolumens und der Gesamtoberfliche
erschweren. Bei der Volumenmessung beispielsweise

wurden pro Bildfeld durchschnittlich 20 Trefferpunkte
gezihlt. Wenn nun in jedem Bildfeld durch Uberlagerung
von Zottenanschnitten 2 Trefferpunkte der Zdahlung ent-
gehen, so entspricht dies einem Verlust von 10%. Ein
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Fig. 1. Einfluss der Schnittdicke auf die Messung des Zotten-
volumens. Die anhand der gezihlten Trefferpunkte berechnete

Regressionsgerade des Volumens zeigt keinen Anstieg in Richtung
der dickeren Schnitte (Regressionskoeffizient b = — 0,036).
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Fig. 2. Einfluss der Schnittdicke auf die Messung der Zottenober-
fliche. Die berechnete Regressionsgerade zeigt keinen Anstieg in
Richtung der dickeren Schnitte {Regressionskoeffizient 4 = — 0,11,

ohne Stauchungskorrektur sogar b = — 0,28, siehe gestrichelte
Gerade).
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