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P h y s i o l o g i s c h e s I n s t i t u t der J a g i e l l o n i s c h e n U n i v e r s i t ä t in K r a k o w ] . 

J e r z y K a u l b e r s z 

Blutuntersuchungen an Einheimischen und Einwanderern 
des südamerikanischen Hochplateau. 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Krakow der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 13.V.1938. 

Im Dezember 1937 und J a n u a r 1938 habe ich Gelegenheil 
gehabt in einigen südamerikanischen, hochgelegenen Orten (im 
bolivischen Potosi — 4100 M und peruvianischen Cuzco—3700 M 
und Cerro de Pasco — 4500 M) Blutuntersuchungen zu machen, 
und zwar Bestimmungen der Blutsätt igung mit 0 2 , des Färbein-
dexes, der Reticulozytenzahl, des weissen Blutbildes, der C0 2 -
Spannung in den Lungenbläschen, sowie seiner Konzentration 
im Blut. Die Hauptaufmerksamkei t wurde auf den Vergleich der 

b e k a n n t e n Blutänderungen im Höhenklima bei den Einheimischen 
und den Einwanderern gerichtet, mit der Absicht verschiedene 
Grade der Anpassung an das Höhenklima zu studieren. Als völlig 
in der Höhe akklimatisierter Organismus kann nur derjenige gel-
ten, der dort ebenso leistungsfähig ist, wie ein in der Ebene sich 

b e f i n d e n d e r , und das ist nur bei dem auf bedeutender Höhe ge-
b o r e n e m Einheimischen der Fall, ganz besonders dann, wenn 
s c h o n seine Vorfahren durch mehrere Generationen in grossen 

Höhen gewohnt haben. 
Bereits die letzten Expeditionen 1) i 1 l's und seiner Mitar-

b e i t e r (1)(2) in die chilenischen Anden, sowie der medizini-
s c h e n Fakultät zu Lima nach Oroya und Morococha (3—6) 
h a b e n die Blutsät t igungsverhältnisse bei den Einheimischen in 
h ö h e r e m Grade berücksichtigt, als die f rüheren Expeditionen, 
d e r e n Ergebnissen wir eine grosse Zahl von Blutdissoziations-
k u r v e n im Höhenklima verdanken. So hat H a 1 d a n e und 
M t a r b im Jah re 1912(7) auf Peak Pikes (4312 M) die Disso-
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ziationskurven unveränder t gefunden, während B a r c r i f t 
und Mtarb. (8) in Cerro de Pasco (ca. 4500 M) 1921—22 die-
selben nach links verschoben fanden. Die D i 1 l'sche Expedi-
tion (1) hat 1935 an den p h y s i o l o g i s c h e n Blutdisso:ia-
t ionskurven bis zu einer Höhe von 4500 Meter ebenfalls eine 
Verschiebung nach links festgestellt, dagegen ist oberhalb die-
ser Grenze eine Abweichung nach rechts zu verzeichnen gewe-
sen. Bei konstantem pH gemessen, sind laut den Untersuchin-
gen dieser Expedition die Hämoglobindissoziationswerte gfge-
niiber den normalen nicht geändert , es wird wohl keine nme 
Hämoglobinform gebildet, wie dies beim foetalen Blut vernu-
tet wird. 

Die 0 2 -Sä t t igung des Blutes bei ständigen Höhlenbewoh-
nern wurde von B a r c r o f t und Mtarb. nur an 3 Einheimi-
schen untersucht und dabei eine geringere Sättigung des Blu-
tes mit 0 2 im Vergleich zu den Einwanderern festgestellt. Lie-
se Tatsache fand aber in den Ergebnissen der Expedition keine 
besondere Berücksichtigung. In den letzten Jahren hat H u r-
t a d o (9) auf grossem Material in Morococha einen deutlichen 
Unterschied in der 0 2 - Sättigung zwischen Einheimischen und 
Einwanderern festtellen können. 

In den zunächst genannten Orten habe ich im Ganzen 30 
Menschen darunte r 25 Einheimische und 5 Einwanderer auf 
ihren Blutgasgehalt untersucht . Es wurde rasch fliessendes \ a -
pillarblut aus den Fingerbeeren verwendet das in einem klehen 
Gefäss mit einigen Körnchen Natr ium citricum unter flüssigem 
Paraf in gesammelt wurde. Nur diejenigen Proben wurden zur 
Untersuchung verwendet, wo nach einem Einstich Blut reichlich, 
und ohne Druck aus der Fingerbeere floss. Aus technischen 
Gründen und auch aus Bücksicht auf die starke Abneigung der 
einheimischen Kitschua und Aymara Indianer konnten keine 
Arter ienpunkt ionen durchgeführ t werden. Nach V e r z a r ( l O ) 
hat die Haut der Fingerspitzen eine so geringe Respiration und 
ist so stark durchblutet , dass das Blut hier nur sehr wenig 
ausgenützt wird und deshalb fast dieselbe Zusammensetzung 
hat, wie das arterielle Blut. Bei 32 normalen Menschen betrug 
die 0 2 - Sätt igung des Capillarblutes der Fingerbeere 82.4 — 
98.3% während im arteriellen Blute nach S t a d i e Schwan-
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kungen zwischen 85 und 98% vorkommen. Die Menge der Blut-
gase wurde im H a 1 d a n e'schen Apparat sowie in einem nach 
K 1 i s i e c k i angegebenen Blutgasbestimmer, der sich gut be-
währ t hat (Fig. 1), ermittelt. In ein kleines ca. 20 cm3 fassen-

des Gefäss a wird etwas 1% NaHCO s und etwas Saponin bei 
der 0 2 - Bestimmung, H 2 0 bei der Cü 2 Bestimmung gebracht 
und darunter 1 oder 2 cm3 Blut geschichtet. In die leicht zu 
reinigende Bohre e kommt ein Tropfen H 2 0 welcher sich bei 
Neigung der Bohre frei verschieben muss. In das Böhrchen d 
welches mitten in b eingebaut ist und welches nur bei Stellung 
f unten in c geöffnet, sonst geschlossen ist, wird Kaliumfer-
ricyanid ev. Weinsäure mit einer Pipette gebracht. Aus der 
Verschiebung des Tropfens in der Bohre e bei konstanter Tem-
peratur des Wasserbades wird die 0 2 ev. die C0 2 Menge be-
rech net. 

Der 0 2 Gehalt und die 0 2 Sättigung waren bei den Ein-
heimischen durchaus geringer als bei den Einwanderern. Fig. 2 
stellt die mittlere 0 2 - Sättigung des Blutes bei den einen sowie 
bei den anderen in Cuzco, Potosi und Cerro de Pasco dar. 
Während dieselbe bei den Einheimischen 84 — 86% beträgt, 
findet man bei den neu Angekommenen gegen 90%. In Fig Ii 
sind die Variationen der 0 2 - Sättigung in Cerro de Pasco bei 
17 Einheimischen und 4 Einwanderern aufgezeichnet, die auch 
auf eine ähnliche Differenz hinweisen. Gutes Selbstbefinden 
•steht sicher nicht in direkter Beziehung zum 0 2 - Sättigungs-
grad des Blutes. D i l l und Mitarb. haben auf einer Höhe von 

i 
b 

Fig. 1. Blutgasbestimmer nach K 1 i s i e c k i. 
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Fig. 2. Mittelere O2 - Sättigung des Blutes bei Einheimischen und Einwanderern. 
Einwanderer. 
Einheimische. 

5300 Meter oft bei sehr geringer Sätt igung keine Symptome der 
Bergkrankheit gefunden und oft bei Bergkranken hohe Sätti-
gungen gesehen. Ich habe bei einigen Einwanderern darunter 
bei mir selbst in Cerro de Pasco bei ausgesprochener Neigung 
zur leichten Ermüdung und zu Schleimhautschwellungen hö-
here Sätt igungswerte erhalten, als bei den vollständig leistungs-
fähigen Eingeborenen. Oft findet man bei Leuten mit gerin-
ger 0 2 - Sätt igung und guter Körperleistung eine ausgesproche-
ne Cyanose. Aus den Untersuchungen von L u n d s g a a r d ( l l ) 
wissen wir dass die Cyanose dann auf t r i t t wenn die Zahl des 

Untersuch. 
Zahl 

> / / \ { 
! ; \ f 

\ / 
: \ ! ii / 

\ / 
/ • • • 1 \ J 
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Fig. 3. Variationen der O2 - Sättigung des Blutes bei Einheimischen und Einwanderern 
in Cerro de Pasco. 

Einwanderer. 
Einheimische. 
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reduzierten Hämoglobins, die arteriovenöse Differenz und damit 
die Ausnützung hoch sind. 

Diese bessere Ausnützung des 0 2 ist wohl bei den Einge-
borenen das wichtigste Anpassungsmerkmal . Wenn man nähm-
lich diese geringere 0 2 - Sättigung bei den Einheimischen im 
Vergleich zu den Einwanderern feststellt und dabei ihre aus-
gesprochene Leistungsfähigkeit in Betracht zieht, so wird wohl 
die Annahme berechtigt, dass die entscheidende Bedeutung bei 
der Anpassung nicht der 0 2 - Zahl im Blute zukommt, sondern 

Hb. Blk. 

Fig. 4. 1—2 Potosi ; 3—8 Cuzco ; 9—29 Cerro de Pasco.f—R Blutkörperchen und Hämoglo-
binzahlen bei den Einheimischen in Potosi und Cuzco, sowie bei den Einheimischen und 

4 Einwanderen in Cerro de Pasco (Nr. 16, 22, 25 und 27). 

... . ? y. 
dass der Hauptort der Anpassung wo anders liegt. Die Unter-
suchungen von W h i p p l e (12) über das Muskelhämoglobin 
haben eine Erhöhung desselben nach intensiver oft durchge-
führ ten Muskelarbeit ergeben. Eine ähnliche Erhöhung der 
Myohämoglobinmenge wurde vor 2 J ah ren von H u r t a d o ( 1 3 ) 
an Hunden in den peruvianischen Anden gefunden und des-
halb liegt die Vermutung nahe, dass die Anpassung an das Hö-
henklima wohl auf dem Gewebeniveau einsetzt. Es sind aber 
entschieden weitere Untersuchungen über die Menge des Mus-
kelhämoglobins im Hochgebirge nötig um hier eine sichere Be-
hauptung aufstellen zu können. Eine richtige Anpassung stän-
diger Bewohner an sehr grosse bis 5000 Meter reichende Höhen 
ist mit M o n g e (3—6) entgegen B a r c r o f t (8) zu bejahen. 
Grosse körperliche Leistungen, die von Einheimischen in Cerro 
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de Pasco ohne Ermüdung vollbracht werden, sprechen entschie-
den dafür . 

Die Blutkörperchen und Hämoglobinzahlen bei den Ein-
heimischen und Einwanderern in Cerro de Pasco betrugen im 
Durchschni t t : rote Blk. 6 Millionen ( B ü r k e r ' s c h e Kammer) , 
Hb 110 (100 = 14% A u t e n r i e t h - K ö n i g s b e r -
g e r 'sches Hämometer „Neoplan", Hellige'sche Modification). 
Bemerkenswert war, dass in 20% der Fälle bei den Einhei-
mischen auf 4.500 Meter Höhe keine Erythrozytose vorlag. 
Fig. 4 stellt die Blutkörperchen und Hämoglobinzahlen bei 29 
Individuen in Cuzco, Potosi und Cerro de Pasco dar . Der Fär-
beindex ist fast in allen Fällen vermindert , das einzelne Blut-
körperchen hat weniger Hämoglobin, übere ins t immend mit 
H u r t a d o wurden die Blk. grösser gefunden, wodurch eine 
grössere Kontaktf läche fü r den Gasaustausch zur Verfügung 
steht. 

Hb. Blk. 
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Fig. 5. Eigene Blutkörperchen- und Hämoglobinzahlen während der Reise. 

Die eigene Blutkörperchenzahl ist während der viermaligen 
Hinauf - und Hinunterbeförderung auf grosse Höhen (Fig. 5) 
bedeutenden Schwankugen unterworfen gewesen. Am höchsten 
war sie bei dem erstmaligen längeren (der Beihe nach zweitem) 
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2 - wöchentlichen Aufenthalt (8—23 Dezember 1937) auf dem 
Hochplateau von Bolivien und Südperu (3300 — 4100 Meter). 
(Der erste Höhenaufenthal t dauerte nur einen Tag während 
der Fahr t durch die Anden von Valparaiso nach Buenos Aires). 
Die Blutkörperchenzahl erreichte in Cuzco — nach 9 Tagen 
6.800.000, während die Hämoglobinzunahme nicht über 20% 
betrug. Bei dem zweiten längeren Höhenaufenthal t (30 Dezem-
ber 1937 — 10 Janua r 1938) der nach einem einwöchentlichen 
Verbleiben auf dem Meeresniveau erfolgte war die Zunahme ge-
ringer, obwohl grössere Höhen erreicht wurden (4860 Meter in 
Ticlio, 4500 Meter in Cerro de Pasco, 3700 M. in Oroya) . Nach-
dem später wieder nach einer 3-tägigen Seefahrt und daran 
anschliesendem 3-tägigen Aufenthal t an der Meeresküste Hö-
hen von 2500 bis 3000 Meter im Equador erreicht wurden, ist 
bei ausgezeichnetem Wohlbefinden überhaupt keine Erythro-
zytose mehr zu verzeichnen gewesen. Die Reizbarkeit des blut-
bildenden Systems scheint nach wiederholter Beanspruchung 
geringer zu werden, was vielleicht mit dem Beginn der Anpas-
sung auf einem anderen Niveau zusammenhängt . 

Die Reticulozyten wurden in keinem Fall über 1.8% ge-
funden, bei mir während der grössten Blkvermehrung 0.9%. 
Die meisten Einheimischen hat ten 0.5 — 0.8%. 

Das weisse Blutbild stellte keine Besonderheiten dar, eine 
Lymphozytose konnte in keinem Fall festellt werden, die ein-
zige Abweichung von der Norm war eine Vermehrung der Mo-
nozyten bis zu 8%. 

C0 2 - Werte des Blutes und seine Spannung in den Lun-
genbläschen zeigten bei den Einheimischen höhere Werte als 
bei den Einwanderern, doch waren die Unterschiede nicht be-
deutend, so dass von deren graphischer Darstellung hier 
Abstand genommen wird. Die Zahlen schwakten zwischen 28 
und 38%. 

Der charakterist ische fassförmige Bau des Brustkorbes der 
südamerikanischer Höhenbewohner ist so auffal lend, dass man 
sich wundern kann wegen seiner so spät erst erfolgten Bes-
chreibung in der Li teratur . Fast jeder Einheimische hat die 
von B a r c r o f t beschriebene fassförmige Brust form, die um 
so ausgeprägter ist, je höher die Leute wohnen. Auch Trom-
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melfellfinger findet man sehr häufig. Bei den Messungen des 
Brustumfanges während der Ein - und Ausa tmung konnte 
ich bei den Einheimischen grössere Ein - und Ausatmungsdif-
ferenzen als bei den Einwanderern (darunter mir selbst) in 
Cuzco und Cerro de Pasco feststellen. Sie betrugen 7—10 cm. 
Bei der Sektion findet man nach H u r t a d o oft ausgedehnte 
Lungenbläschen mit normaler Wand. Falls solche Ausdehnun-
gen auch beim Lebenden bestehen sollten, dann wäre ein phy-
siologisches Emphysem vorhanden das einen besseren Kontakt 
zwischen Luft und dem kreisenden Blute ermöglicht und zu-
sammen mit der Vergrösserung der Oberfläche des einzelnen 
Blutkörperchen einen nicht unbedeutenden Anpassungsfaktor 
darstellen würde. 

Die verminderte 0 2 - Ausnützung der Gewebe bei den Ein-
wanderern im Vergleich zu den Einheimischen ist wohl auch 
die Ursache der Unfruchtbarke i t der ersteren in grossen Höhen, 
während die ständigen Bergbewohner sich gut vermehren. Pa-
ter Calancha hat in der Mitte des 17 Jah rhunde r t s in seinem 
Werke „Cronica Moralizada de la Orden de S. August in" da-
rüber berichtet, dass die spanischen Sieger mehr als x/i Jahr -
hunder t in Potosi keine Nachkommenschaf t gehabt haben. 
M o n g e (3—6) der dieser Frage in den letzten Jahren nach-
ging, hält diese Unfruchtbarkei t der Einwanderer fü r bewiesen. 
Aus eigenen Erkundigungen konnte ich er fahren, dass einge-
wanderte Männer mit einheimischen Frauen in Potosi und Cer-
ro de Pasco oft Nachkommen haben, ob aber Kinder von beiden 
eingewanderten Eltern in der Höhe geboren werden, darüber 
konnte ich keinen sicheren Fall e r fahren. Das foetale Blut, 
welches an sich 0 2 - arm ist, kann hier wohl nur bei einer 
guten 0 2 - Ausnützung durch den Foetus die nötige Menge 
0 2 liefern. Im Zusamenhang damit sollen Aborte bei den Ein-
wanderern häufig vorkommen. 
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s c h e i t - B o b b i n s F. S. Am. Journ. of P h y s i o l . 87, 1928, 185. -

13) H u r t a d o A l b e r t o . Amer. Journ . of the Medic. Science, 9í, 

1937, 708. 
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The e f f ec t of rancid fats on the sexual organs of rats. 
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A. S z c z y g i e ł (1) has shown that pathological symptoms 
and changes develop in rats which had been fed rancid fa ts for 
long periods of time. 

Vitamin E was not added to the experimental diets. Since 
among other symptoms, sterility and degenerative changes of the 
testes were present, it was of interest to establish whether these 
pathological changes were due to vitamin E deficiency, or whet-
her they were caused exclusively by a toxic agent forming in 
fats during development of rancidity. The present paper gives 
the results of a series of complementary researches under taken 
with the object of elucidating this problem. 

M a t e r i a l s a n d m e t h o d s . 

In e x p e r i m e n t I w e used f a t s a r t i f i c i a l l y r a n c i d i f i e d h y W h i p p l e ' s 
m e t h o d ( 2 ) w h i c h c o n s i s t s in a s p i r a t i n g air t h r o u g h m o l t e n c l a r i f i e d b u t t e r 
or lard at 60°. A s p i r a t i o n w a s c o n t i n u e d u n t i l t h e f a t s g a v e a p o s i t i v e 
Kreis r e a c t i o n f o r a l l y l i c a l d e h y d e s and k e t o n e s . 

T h e c h e m i c a l c o n s t a n t s of t h e b u t t e r f a t and lard , b e f o r e a n d a f t e r 
o x i d a t i o n , are g i v e n in t h e f o l l o w i n g tab le . 

Kind of fat Acid 
value 

Saponi-
fication 

value 
Iodine 
value 

Reichert-
Meissl 

number 
Polensky 
number 

Kreis 
test 

3.0° S - H 228.56 33.4 29.4 3.2 — 

Butter fat after oxid. 3.1° S - H 229.60 31.8 27.2 4.2 + 
Fresh lard 1.2° S - H 195.00 58.5 0.55 2.0 
Lard after oxid. 1.4° S - H 197.40 42.3 5.0 2.3 + 

In e x p e r i m e n t II t h e d ie t c o n t a i n e d b u t t e r f a t w h i c h h a d b e c o m e 
ranc id u n d e r t h e i n f l u e n c e of a ir and l i g h t , i. e., of t h e f a c t o r s w h i c h p l a y 
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the most important part in the na tura l process of r a n c i d i f i c a t i o n of fats . 
Butter w a s mel ted , f i l tered to r e m o v e case in and water , and poured into 
a s h a l l o w dish , so as to expose a large surface to the act ion of air and 
l ight . The dish w a s exposed to s u n l i g h t f i l t ered through ord inary g lass , 
and hence free f r o m u l t ra -v io l e t rays . In th i s w a y there w a s l i t t l e l ike l i -
h o o d o f ' f o r m a t i o n of excess ive a m o u n t s of v i t a m i n D, w h i c h might have 
exerted a h a r m f u l e f fec t on the rats . In order to ach ieve u n i f o r m ranc id i ty 
the butter fat w a s m i x e d and r e m e l t e d every f e w days , unt i l the undi luted 
fat gave a pos i t ive K r e i s react ion. The hutter fat w a s then co lour l e s s and 
looked and s m e l t l ike t a l l o w . 

In both e x p e r i m e n t s w e used a l b i n o rats bred in the B iochemica l De-
p a r t m e n t of our Inst i tute . T h e y w e r e f o u r weeks old and we ighed 45—55 gr. 
In the 1st exper iment o n l y f e m a l e s , and in the 2nd, o n l y m a l e s were used. 

T h e c o m p o s i t i o n of the diet w a s the s a m e as used by S z c z y g i e ł , 
viz . fat 10 or 25, case in 18, agar 2, rice s tarch 58.9 or 43.9, m i n e r a l sa l t s 
( m i x t u r e 51) 6.1, dry brewer's y e a s t 5. Dis t i l l ed w a t e r was a l l o w e d ad 
l i b i d u m . 

Salt m i x t u r e No 51 cons i s ted o f : 

CaC0 3 1.5 NaHCO:{ 0.7 MgO 0.2 F e c i trate 0.5 part s 
KC1 1.0 NaCl 0.5 K 2 H P 0 4 1.7 and Mn traces 

S ince the chief object of our e x p e r i m e n t s w a s to e x a m i n e the i n f l u e n c e 
of rancid fa t s on the s exua l organs , o n l y the tes tes , ovar ies and u terus 
were s u b m i t t e d to h i s to log ica l e x a m i n a t i o n . The organs were f i x e d in 
B o u i l l ' s s o l u t i o n and s ta ined w i t h h e m a t o x y l i n - e o s i n . In addi t ion to 
th i s , in e x p e r i m e n t II, t es tes w h i c h had been r e m o v e d by b i o p s y or ne-
cropsy were f i xed and then w e i g h e d on an ana ly t i ca l ba lance , according 
to B i i l b r i n g and B u r n ( 3 ) . T h e d iameter of the s e m i n i f e r o u s t u h u l e s 
w a s m e a s u r e d w i t h the aid of a Leitz micrometer , o n l y those t u b u l e s be ing 
c h o s e n in each f ie ld of v i s i o n the cross - sec t ion of w h i c h w a s perpendicular 
to the ir long axis . W h e r e the cros s - sec t ions w e r e no t exac t ly c ircular the 
s m a l l e r d i a m e t e r w a s taken into account . The v a l u e s g iven in the tab les 
represent the average of 50—60 m e a s u r e m e n t s m a d e for each tes t i s . 

Appart f rom this , e p i d i d y m a l smears were m a d e i m m e d i a t e l y a f t e r 
r e m o v a l of the testes , and were e x a m i n e d for presence and condi t ion o f 
s p e r m a t o z o a . 

E x p e r i m e n t I. 

The object of this experiment was to determine whe the r 
the degenerative changes in the germinal epithelium of the tu-
bules is at tr ibutable to vitamin E deficiency. 

The stock diet used in these experiments was supplemented 
with vitamin E. In addition cod-liver oil (vitamin A, D) and 
vitamin F were administered twice weekly. Addition of v i ta-
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min F is essential, according to G. O. B u r r and M. M. B u r r ( 4 ) , 
and M u r p h y , E v a n s and L e p k o v s k y (5), who have 
shown that an unsa tura ted fat ty acid, linoleic or linolenic acid, 
named vitamin F by American authors , is an indispensible fac-
tor of the diet of rats, in absence of which degenerative changes 
take place in certain organs, and which is essential for normal 
water metabolism. These unsa tura ted acids are normal consti-
tuents of but ter fa t and lard; in the conditions of our experi-
ment they might have been destroyed by oxidation, and in order 

fresh butter fj.t 

Ra.nc.icl buffer fat 

Ra.ncid lard 

to replace them each rat was given 0.1 ml linoleic acid once 
weekly. As a source of vi tamin E each rat received 2.5 g of 
lettuce daily, fed separately in order to ensure that the vita-
min E it contains was not destroyed. The necessity of this pre-
caution arises f rom O 1 c o t t 's work (6) which showed that 
whilst vi tamin E ist fairly resistant to the action of oxygen and 
heat, it is readily decomposed by rancid fat . 

The rats were divided into 3 groups, each group receiving 
a diet which differed solely in the na ture of the fat used. The 
groups were as follows: 

C r o u p 1 (10 rats ) w e r e g iven a diet c o n t a i n i n g 25% of rancid butter fat . 
„ 2 ( 5 ra t s ) „ „ „ „ „ f resh „ 
„ 3 (10 rats ) ,, „ „ „ „ rancid lard. 
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During the durat ion of the experiments (31—43 weeks) the 
rats were weighed twice weekly. The diagram shows the growth 
curves for the different groups. 

We found under our experimental conditions the same 
histopathological changes, consisting in gradual degeneration of 
the germinal epithelium of the testes. 

The following classification of the process, based on the 
histological pictures found, has been found convenient: 

Stage 0 — Normal state of the germinal epithelium and semi-
niferous tubules. 

Stage I — Spermiogenesis still normal . Mature spermatozoa 
part ly degenerated. Desquamated and imperfectly 
developed spermids with pyknotic nuclei in the lu-
men of the seminiferous tubules. Lacunae appear 
in the epithelial layers. 

Stage II — Chromolysis of nuclei in the spermids. In the lu-
men spherical, polynuclear syncytial masses for-
med by fusion of dead spermids are evident. 

Stage III — Degeneration of pr imary and secondary spermio-
cytes. Only the spermatogonia layer remains below 
the external membrane. The S e r t o l i cells are 
unaltered. The lumen of the tubules is greatly di-
minished. 

Stage IV — Germinal epithelium absent f rom tubules. Lumen 
occupied by connective tissue. The diameter of tu-
bules is reduced to half the normal size or less. In-
ter tubular spaces enlarged and abundant ly filled 
with exsudate. The interstit ial cells remain unal-
tered. 
Photomicrographs i l lustrate the above stages. 

E x p e r i m e n t a l . 
ai 

G r o u p 1. The rats grew satisfactorily, but a few weeks 
after the beginning of the experiment skin eruptions appeared 
in certain of the animals, which with time affected the entire 
group. The eruptions began as erythematous rashes, which in-
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Stage IV. Rancid replaced by fresh 
butter fat. 
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creased in number and size, and gave rise to dry scales. They 
were situated over the dorsal surfaces of the skin, occasionally 
also affecting the head. In some cases the lesions consisted of 
a confluent mass of scabs, but more often they were separate. 

T a b l e II. 

Rats State of spermatozoa Classification 
Kind of fat Fertility in epididymis of histological changes in epididymis in the sexual organs 

Gr No 

I 1 rancid butter fat Spermatozoa absent Testes: stage 0. III & IV 
w 2 .. .. III & IV 
t9 3 >> >. >. .. .. II & HI 
» 4 >> >• . . Sterile Ovaries: normal 
» 5 .. ». .. Very few & dead Testes: stage III & IV 
» G .. >• .. Sterile Ovaries: normal 

Uterus: brown, atrophic 
» 7 .. .. Numerous & dead Testes: stage IV 
V 8 » ». >• Testes: stage IV 
» 9 .. ». •> Sterile Ovaries: normal 
» 10 

" 
Uterus: brown, atrophic 

I I 11 fresh butter fat Litter of 14 Ovaries & uterus normal 
» 12 „ ,, ,, Numerous & motile Testes: stage 0 
» 13 >> . . »• Litter of 11 Ovaries & uterus normal 
>> 14 » . . >. Numerous & motile Testes: stage 0 
)y 15 Litter of 8 Ovaries & uterus normal 

I I I 16 lard rancid In small number & dead Testes: stage II. III & IV 
>» 17 Single motile .. 0, I & II 
»> 18 Single & dead .. II & HI 
u 19 Numerous & dead - » 
M 2 0 >» »» Very few & dead I l l & IV 
V 2 1 » •> Spermatozoa absent „ III & IV 
J> 2 2 »» «• Sterile Ovaries: normal 

Uterus: brown, atrophic 
» 2 3 Dead Testes: stage II, III & IV 
» 2 4 Numerous, dead IV 
I I 2 5 Spermatozoa absent IV 

The scabs eventually separated, and the lesions healed sponta-
neously leaving the skin reddened, and, in some cases bald. The 
period of scab formation was of varying duration, in some ca-
ses lasting though out the whole experimental period. 

Beginning with the 18-th week of the experiment, the fema-
les were mated, but in no case did pregnancy follow, although 
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they had a normal sexual cycle. Thi r ty one weeks af ter the be-
ginning of the experiment half of the rats were sacrificed 1 ) . 

The surviving rats were put together in one cage and given 
a diet in which rancid butter fat was replaced by fresh but te r fat. 

G r o u p 2. This group served as a control for group 1. 
The animals received a diet containing 25% of f resh but te r fat. 
The rate of growth of these rats was much higher than with 
rancid but ter fat . The skin lesions found in the previous group 
also appeared to a greater or lesser extent in this group. No irre-
gularities were observed in the sexual cycle of the females. Rat 
No 11 cast a litter of 14, No 13 of 11, No 15 of 8 young, all born 
alive. The females did not however suckle their young. All the 
rats were killed 31 weeks af ter the commencement of the expe-
riment. 

G r o u p 3. The growth curves and the clinical symptoms 
of these rats did not differ f rom those of group 1. After 18 weeks 
the only female in the group was mated with all the males in 
turn, but without effect. The rats were killed af ter 43 weeks. 

D i s c u s s i o n . 

It follows f rom experiment I that prolonged feeding with 
diets containing 25% of rancid fats leads to the development of 
the following pathological symptoms: arrest of growth, loss of 
hair, skin inf lammat ion and eruptions, and testicular degenera-
tion. The testicular changes develop in the following order : the 
spermatozoa in the epididymis lose their motility, undergo agglu-
tination and break down, finally disappearing entirely f rom the 
epididymis, which then contains only cell debris. At the same 
time the testes soften and diminish in size and large amounts of 
exsudate accumulate in the in ter tubular spaces. The diameter 
of the tubules diminishes, this being one of the earlier symp-
toms. Long before the appearance of histopathological changes, 
spermatogenesis is retarded, spermatozoa being produced in ve-
ry small quantit ies, with consequent diminution in the amount 

The sex organs of all rats k i l l ed w e r e subjec ted to h i s t o l o g i c a l 
e x a m i n a t i o n . (See Table II) . The resu l t s w i l l be d i scussed t o g e t h e r w i t h 
those of the r e m a i n i n g exper iment s . 
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of germinal epithelium. Histological changes in the epithelium 
appear fairly late, but , once initiated, their fu r the r progress is 
rapid. 

The control rats on the other hand, except for skin symp-
toms probably ascribable to a faulty proportion of fat in their 
diet, bred normally. Their epididymal smears showed viable 
spermatozoa, and spermatogenesis in the seminiferous tubules 
was normal . 

The possibility, that the effects obtained were due to vita-
min E deficiency is not excluded by our experiments, as it might 
be the case that 1) under the given experimental conditions vi-
min E requirements might be higher, 2) this factor might have 
been inactivated by consti tuents of rancid fat. In order to exclu-
de these possibilities the experiments were repeated on a group 
of rats to which a standardized commercial preparat ion of vita-
min E was administered orally and by in t ramuscular injection. 

E x p e r i m e n t II. 

In this experiment all the consti tuents of the diet were the 
same except for vi tamins E and F. A s tandard wheat germ oil 
preparat ion (Evipan B.D.H.) was given as a source of vitamin E. 
With regard to vi tamin F, it has been shown recently by O s m o 
T u r p e i n e n (7) that maximum growth of rats on fat - free 
diets was obtained when these were supplemented with about 
100 mg of methyl linoleate daily, corresponding with about 
95 mg of free acid. Accordingly, the daily ration of linoleic acid 
was raised for half of the rats of each group, in order to exclude 
the effect of possible vitamin deficiency on the sex organs of the 
experimental animals. 

Since the histopathological changes appeared only in the 
males of experiment I, whereas the females had normal sexual 
cycles, and as vi tamin E deficiency does not affect the normal 
sexual cycle of females, but is essential only for foetal develop-
ment, only male rats were taken in experiment II. These males 
were of proved fertility, as had been established by mating them 
with normal females bred in the laboratory, with subsequent 
examination of the females for presence of vaginal plug, and of 
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spermatozoa. Vaginal smears were also examined for a number 
of days after mating. 

The rats taken for this experiment were divided into the 
4 following groups: 
Group 1 (10 rats) received a diet containing 10% of rancid 

butter fat, supplemented by 150 ing of wheat germ 
oil per os daily, this amount ing to two preventive do-
ses of vitamin E. 

Group 2 (10 rats) received a diet containing 10% and Group 3 
(5 rats) 25% of rancid butter fat, and was given, once 
weekly, an in t ramuscular inject ion of 15 preventive 
doses of vitamin E. 

Group 4 (4 rats) were given a diet containing 10% of f resh 
butter fat and 2 preventive doses of vi tamin E per os 
daily. These rats served as controls. 

R e s u l t s . 

The rats were weighed once every week during the whode 
period of this experiment, which lasted f rom 100 to 190 days . 
Periodic examinations of the rats showed barely perceptible sk in 
lesions in only a few rats f rom group 1 and 2, and none in tlhe 
other groups. The rats exhibited neither sex interest nor fecuin-
dative ability, irrespective of the rancid but ter content of the diiet. 

After the experiment had lasted 100 days the left testis w a s 
removed under ether anaesthesia f rom about half of the rats of 
groups 1 or 2, which had been given preventive doses of vitta-
min E orally or parenterally, f rom all the rats of group 3 ("vi-
tamin E given parenteral ly) , and f rom one control rat. Wiith 
the exception of one rat (35) which died under anesthesia, mo 
untoward effects of the operation were noticed. 

On the same day rats No 30, 33, 38 and 45 were removed 
from group 1 and 2, and placed on a diet in which rancid buttter 
fat was replaced by fresh butter, and in which no vitamin suppde-
ments were given other than cod-liver oil. The object of the^se 
experiments was to determine whether a change in diet coudd 
by itself arrest the progress of the morbid processes in the sse-
miniferous tubules. 90 days later the right testis was removred 
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and examined histologically (see table III) . Two males, No 1 
and 2 f rom experiment I were also included in this group, as 
they had had rancid butter replaced by fresh on the 31 st day 
of feeding. 

T a b l e III. 

Rat 
After 100 days diet containing 

rancid butter fat 
L e f t t e s t i s 

After 90 days diet with fresh 
butter fat 

R i g h t t e s t i s 

Gr No 

E
xp

er
im

en
 

State of 
spermatozoa 

in epididymis 

Weight 
gr 

i 
Ol 
v 
s ci 
s C

la
ss

if
ic

a-
ti

on
 o

f 
hi

-
st

ol
og

ic
al

 
ch

an
ge

s State of 
spermatozoa 

in epididymis W
ei

gh
t 

gr
 

i . 
V 
Ol 
£ 
8 
5 

Classifica-
tion of hi-
stological 
changes 

I 30 Ii Many dead 1.5047 296 0 & I Spermat. absent — 175 IV 

» 33 Spermat. absent 0.8298 206 I & III • > >> — 180 III & IV 

II 38 Numerous dead 1.3273 289 I — 172 IV 

» 45 Majority dead 1.2600 277 0 >> >> — 233 0. I l l & IV 

I 

» 

1 
2 

i Both testes examined at the end of 
the experimental period 

— 

I 
0, III & IV 

III & IV 

The left testis was removed f rom the rats of groups 1 and 2 
in which the diet had remained unchanged throughout the whole 
course of the experiment. The right testis was removed f rom all 
the rats of group 3 as well as f rom the controls. After 190 days 
the right testis was removed f rom all rats of groups 1 and 2 as 
well as f rom control animals. The results of histological exami-
nation are given in table IV. 

D i s c u s s i o n . 

The results of histological examination (Table IV) indicate 
that wide individual variations in the intensity of the process 
of testicular atrophy exist. Moreover, in many cases various-
degenerative phases are observed in dif ferent tubules of the sa-
me testis. 

On the whole, however, and irrespective of whether vita-
min E had been administered orally and parenterally, the ana-
tomopathological changes found in the testes of the rats of both 
groups fed on a diet containing 10% of rancid butter fat dif-
fered but very slightly f rom one another at the various stages 
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of the experiment, and may be discussed jointly, with, of course, 
the exception of these animals given special t rea tment (Ta-
ble III) . . . 

After 100 days of the diet the epididymes of half of the 
ra ts belonging to groups 1 and 2 still contained live, motile sper-
matozoa, and 60% of the testes still exhibited apparent ly nor-
mal spermatogenesis. The changes in the testes of the other ani-
mals were, in most cases, just beginning to appear, and in only 
one case (No 40) was the germinal epithelium entirely altered. 
Neither did the weight of the testes deviate significantly from 
the normal (an average of 1.276 g as compared with the nor-
mal average of 1.350 g). On the other hand, the diameter of the 
seminiferous tubules was distinctly smaller; the average value 
fell f rom 344.2 /x for normal rats to 268 ¡x for groups 1 and 2, 
af ter 100 days of the diet. 

In no case were normal testes found in groups 1 and 2 af ter 
165 days. The histological picture corresponding with stage II 
(syncytial masses) was found only sporadically. The weight of 
the testes was distinctly smaller (0.7474 g on the average) and 
the lumen of the tubules was reduced to half the normal size 
(170.5 ¡x). 

The 3rd group receiving 25% of rancid but ter fat differed 
f rom the preceding groups by somewhat more rapid evolution 
of pathological changes. After 100 days only one animal in five 
had histologically normal testes, with motile spermatozoa in the 
epididymis. Moreover, the mean diameter of the tubules was 
much inferior to the normal (218.6 ¡x), and the weight of the 
testes had markedly diminished (1.055). 

After 165 days, the testes were completely sterile, weighing 
on the average 0.7718 g, and the diameter of the tubules was 
reduced to 155 /x. 

As was the case in experiment I the animals of group 4 re-
ceiving fresh butter fat, did not exhibit degenerative changes of 
the testes. 

It may, on the basis of the results of the curative experi-
ments (Table III) , be supposed that the changes occuring in all 
the layers of the germinal epithelium commence much earlier 
than may be detected microscopically. The degenerative process 
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T a b l e IV. 

L E F T T E S T I s R I G H T T E S T I S 

% 
Vi t . 100 day per iod 165 day pe r iod 165 day per iod 195 d a y per iod 

B u t t e r S t a t e of spe r - • D i a m e t e r Class i f ic . S t a t e of spe r - D i a m e t e r Class i f ic . S t a t e of spe r - D i a m e t e r Class i f ic . Class i f ic . D i a m e t e r S t a t e of spe r -
Gr . ! N o E m a t o z a in of t u b u - of h is t . m a t o z a in of t u b u - of h is t . m a t o z a i n of t u b u - of h i s t . of h is t . of t u b u - m a t o z a in Gr . ! N o E 

ep id idymis les c h a n g e s ep id idymis les c h a n g e s ep id idymis les c h a n g e s c h a n g e s les ep id idymis 

I 26 10 r anc id p e r os N u m e r o u s & S p e r m a t o z o a 
mot i l e 1.2365 252 0 a b s e n t 0.6087 191 I I I a I V 

27 S p e r m a t o z o a 1.0042 118 I V 

a b s e n t 0.8367 154 I V 

28 „ N u m e r o u s & 0.9433 176 IV 

mot i le 1.4769 298 0 

29 S p e r m a t o z o a 0.8287 117 I V 

a b s e n t 0.6619 167 I V 

31 „ N u m e r o u s & 0.6783 166 I V 

mot i l e 1.3178 310 0 

32 S p e r m a t o z o a 0.8339 129 I V 
a b s e n t 0.7889 159 I V 

35 „ Motile 1.3157 296 0 Removed a f t e r 100 d a y s ; his tological p i c t u r e n o r m a l 

1 1 Mean 1.3367 281 0.7625 160 0.8161 149.5 

I I 36 10 r a n c i d p a r e n t e r a l N u m e r o u s & S p e r m a t o z o a 
mot i le 1.5220 302 0 a b s e n t 0.9715 157 I I I a I V 

37 D e a d 0.7756 168 I V 0.7926 140 I V 

39 S p e r m a t o z o a „ 0.4759 150 I I I a I V 
a b s e n t 0.6311 183 I I I i I V 

40 S p e r m a t o z o a 
a b s e n t 0.6738 199 I V 

41 N u m e r o u s & 0.8314 157 I V 

mot i le 1.5638 274 0 

42 S p e r m a t o z o a 0.6669 148 I I I a I V 

a b s e n t 0.7718 202 I I , I I I i I V 

43 N u m e r o u s & ,, 0.5450 159 I V 
mot i le 1/2726 251 0 i I 

44 S p e r m a t o z o a 0.5779 136 I I I a I V 

a b s e n t 0.7516 171 I I I i I V 

¡ 1 M e a n 1.2580 256.5 ; 0.7324 181 0.6944 149.7 

S p e r m a t o z o a 
I I I 46 25 r a n c i d p a r e n t e r a l Dead 1.3161 237 I a b s e n t 0.7000 181 I V 

47 ,, 1.4067 261 I i I I 0.8651 131 I V 

48 S p e r m a t o z o a 

a b s e n t 0.6682 150 I I I i I V 0.5692 145 I V 

49 Motile 1.3963 289 0 0.9293 153 I V 

50 Dead 0.7424 156 II i I I I 0.7894 165 I V 

M e a n 1.1059 256.5 i 0.7718 155 

IV 51 10 f r e s h p e r os Motile 1.3276 353 Motile 1.4067 352 0 

52 25 „ Motile 1.4996 326 0 Motile 1.4996 326 0 

54 Motile 1.4115 346 0 1.3955 339 0 

1 
i 
1 

M e a n 1.3695 349.5 1.4996 326 1.4067 352 1.4121 337 
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proceeds unchecked not only in animals with testicular atrophy 
corresponding with phases III, II and I, but also in those with 
normal spermatogenesis. 

J . D. G r e a v e s and C. L. A. S c h m i d t (8), who in-
vestigated the influence of bile on absorption of vitamin E by rats, 
report a similar phenomenon. These authors found that al though 
large quanti t ies of vitamin E were given the pathological alte-
rat ions in the epithelium of the seminiferous tubules could be 
neither reversed nor checked; once the degenerative process had 
begun, it proceeded inexorably to complete sterility of the testes. 

The diminution in diameter of the seminiferous tubules in 
the very early stages of the process, and the impossibility of 
arrest ing the degenerative process by a change of diet, thus eli-
minat ing the pathogenic factor, afford evidence of the existence 
of some imperceptible change in the germinal epithelium. 

The histological picture of the testes of rats No 45 and 1 pro-
ve tha t a change of diet can prevent degeneration of only those 
tubules which were actually, and not merely apparently, normal . 

C o n c l u s i o n s . 

It may be concluded, on the basis of the results of our 
experiments (I and II) that , independently of the na ture of the 
vi tamin E preparat ion given (al imentary product or vitamin 
prepara t ion) , of its amount , and of mode of administrat ion (oral 
or paren tera l ) , inclusion of so little as 10% of rancid butter fat 
(art if icial or natural rancidification) in the diet is detr imental 
to the organism of the rat, causing pathological changes in the 
testes which lead to a complete disappearance of the germinal 
epithelium. 

These changes cannot be at tr ibuted to vitamin F deficiency 
as, in both experiments, and especially in experiment II, the 
ra ts received large doses of linoleic acid. In experiment II one 
half of rats in each group were on a much higher vi tamin F do-
sage level, yet the results of the experiment were the same in-
dependently of the amount of linoleic acid consumed. 

These changes cannot be at tr ibuted to a deficiency or to the 
destruct ion of vi tamin E by rancid fat or by some unknown 
oxidising agent in the digestive tract , since this vi tamin was 
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administered not only in the form of lettuce (experiment I) but 
also of standardised concentrates, and this not only orally, but 
also parenterally. In the latter case, vi tamin E did not come 
into contact with rancid fat or with the contents of the upper 
par ts of the digestive tract which might have had a destructive 
effect on it. Moreover experiment II proved that the time neces-
sary for development of pathological changes in the testes did 
not vary according to whether the animals were given vi tamin E 
parenteral ly or per os. Rancid fat in the diet is the only factor 
which could have provoked the above-mentioned alterations in 
the testes, as is borne out by the following data : 

In both experiments the control rats receiving a diet contai-
ning 10% or 25% of fresh instead of rancid but ter fat (other 
consti tuents remaining the same) consistently presented a nor-
mal histological picture. 

The f requency of incidence of the pathological changes and 
their gravity rose with increasing rancid butter fat content of 
the diet. After 100 days of feeding on a diet containing 10% of 
rancid butter fat (experiment II) the testes of 7 animals out of 
12 did not present any apparent changes, as compared with on-
ly one rat out of 5 when the diet contained 25% of rancid fat . 

Our conclusion is also supported by our at tempt at curing 
rats which had been fed diets containing rancid butter fat and 
vitamin E and F (Table III) during 100 days. During the next 
90 days, rancid was replaced by fresh but ter fat in the diet, and 
vitamin E and F administrat ion was discontinued. Histological 
examination showed perfectly normal spermatogenesis side by 
side with completely sterile tubules in the testes of two rats of 
that group; a similar effect was not observed in any of the ani-
mals which had not been given fresh butter fat, although their 
diets had been supplemented with vi tamins E and F. 

The experimental results show therefore that the h a r m f u l 
effect of rancid fat is due either to the formation of some toxic 
factor during artificial or natural rancidification, or else to the 
destruction of some factor indispensible for the vital funct ions 
of the rat. This factor is neither vitamin E nor F, the in take of 
which greatly exceeded the minimum requirements of the 
animals . 
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[ A u s d e m S t a a t s - I n s t i t u t f ü r H y g i e n e , K r a k o w ] . 

J . H e l l e r u n d W . S w i e c h o w s k a . 

Über die Reaktion des 3-4-Dioxyphenilalanins ( D o p a ) mit 
dem Kaliumferricyanid nach H a g e d o r n - J e n s e n . 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Krakow der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 15.11.1939. 

Dioxyphenilalanin reduziert quant i ta t iv die Zuckerreagen-
zien von F o l i n - W u , F o l i n , B e r t r a n d und von 
H a g e d o r n - J e n s e n . Das Glukoseäquivalent beträgt nach 
der Methode von B e r t r a n d 100%, nach den übrigen 
200 — 230%. Es wird hier über die Best immung von Dopa nach 
der Zuckermethode von H a g e d o r n - J e n s e n berichtet . 
Die Versuche wurden mit d: 1. 3-4-Dioxyphenilalanin, bezogen 
von Dr. F r a e n k e 1 und L a n d a u , Berlin, a u s g e f ü h r t 1 ) . 
Es wurde eine Stammlösung von 0.1 g Dopa in 100 ml gesättigter 
wässeriger Benzoesäurelösung mit 0.2 ml N/HCl vorbereitet . Zum 
Gebrauch wurde wöchentlich diese Lösung zehnfach mit desti-
liertem Wasser verdünnt . Während 7—10 Tagen hielt sich Do-
pa in dieser Verdünnung gut. Die Haltbarkeit während längerer 
Zeitperioden wurde nicht untersucht . Die konzentr ier te Lösung 
war während einiger Monaten (bis zum Verbrauch) unveränder t . 

1) D i e B e s t i m m u n g d e r D o p a i n r e i n e r , 
w ä s s e r i g e n L ö s u n g . Das abgemessene Volumen der 
Lösung, 0.01 bis 0.16 mg Dopa enthaltend, wurde mit destilier-
tem Wasser auf 10 ml ergänzt, 2 ml der Kaliumferricyanidlö-
sung nach H a g e d o r n - J e n s e n zugegeben, 15 Minuten 
im kochenden Wasser erhitzt und weiter nach der Originalvor-
schr i f t bearbeitet . Die N/200 Thiosulphat lösung wurde täglich 
auf Bijodat eingestellt. 

a ) N a c h D u l i e r e u n d R a p e r ( '30 ) b e n i m m t s i c h d - l - D o p a in 
O x y d a t i o n s v e r s u c h e n d e m n a t ü r l i c h v o r k o m m e n d e n 1 - D a p a g a n z g l e i c h . 
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Es wurde versucht die Alkalinität der Kaliumferricyanidlö-
sung zu erhöhen und die Kochzeit zu verlängern. Wi r gelangten 
auf diese Weise zu höheren Reduktionswerten, aber das Opti-
mum lag bei wechselndem Dopagehalt bei verschiedener Alkali-
nität und auch die optimale Kochzeit erwies sich als abhängig 
von Dopagehalt . Wir blieben also bei der Originalvorschrif t und 
erhielten dabei die Werte, welche in der Tabelle I zusammenge-
stellt s ind: 

T a b e l l e I . 
100° während 15 Minuten . 

0 .01 0 .02 0 . 0 3 0 .04 0 .05 0 .06 0.07 0 .08 0 .09 0 .10 0 .11 0 .12 0 .13 0 .14 0 .15 0 .16 

Verbrauch von N/200 Thiosulphat 
1.86 1 .70 1 .59 1.49 1.37 1.23 1 .14 0 .99 0 .88 0 . 7 3 0 .65 0 .55 0 .44 0 .28 0 .24 0 .15 
1.86 1 .76 1 .63 1 .50 1.37 1 .24 1.11 0 .98 0 .89 0 .73 0 .68 0 .53 0 .45 0 .35 0 .25 0 .19 
1.87 1.77 1 .61 1.50 1.36 1 .20 1 .11 0 .99 0 .91 0 .77 0 .66 0 .51 0 .41 0 .34 0 .23 0 .18 
1.87 1 .68 1 .61 1.47 1.31 1 . 2 0 1 .09 0 .96 0 .87 0 .73 0 .61 0 .53 0 .45 0 .28 0 .25 0 .12 
1 .89 1 .81 1 .64 1.42 1 .41 1 .18 1.08 0 .98 0 .82 0 .77 0 .63 0 .53 0 .38 0 .29 0 .20 0 .14 

1.87 1 .74 1.62 1.48 1.36 1.21 1.11 0 .98 0 .87 0 .75 0 .64 0 .53 0 .43 0 .31 0 . 2 3 0 .16 

2) D i e R e a k t i o n b e i Z i m m e r t e m p e r a t u r 
u n d b e i 37°. Die Reduktion ver läuf t auch in der Kälte, 
was bei manchen Fragestellungen von Vorteil sein kann, z. B. 
wenn man Dopa in Gegenwart von Glukose zu best immen hat. 
Bei 37° gelangt man nach 30 Minuten zu gut definierten Endwer-
ten die aber etwas niedriger, als beim Kochen, liegen. In der 
Tabelle II bringen wir eine Zusammenste l lung der Resultate die 
mit verschiedenen Dopamengen bei 37° nach 30 Minuten erhal-
ten w u r d e n : 

T a b e l l e II. 
370 während 30 Minuten 

D o p a mg 

0 .01 0 . 0 2 0 . 0 3 0 .04 0 .05 0 .06 0.07 0 .08 
1 

0 .09 0 .10 0 .11 0 . 1 2 0 .13 0 .14 0 .15 0 .16 

1.86 1.79 1.62 1.49 1 .43 1 .30 1.19 1 .08 1.01 0 .87 0 .74 0 .65 0 .57 0 .47 0 .44 0 .32 
1 .88 1 .78 1 .69 1.53 1.46 1 .30 1 .19 1 .08 0 .96 0 . 8 3 0 .78 0 .72 0 .58 0 .51 0 .36 0 .37 
1.86 1 .72 1 .61 1.49 1 .40 1 .26 1 .18 1.07 0 .91 0 .89 0 . 8 0 0 .66 0 .62 0 .47 0 .38 0 .27 
1 .86 1 .73 1 .63 1 .49 1.39 1 .28 1 .19 1.07 0 .98 0 .86 0 .78 0 .64 0 .54 0 .43 0 .44 0 .32 
1.87 1 .74 1 .60 1 .55 1 .39 1 .34 1 .23 1.08 1 .08 0 .88 0 .78 0 .66 0 .56 0 .49 0 .33 0 .25 

1.87 1 .75 1 .63 1.51 1.41 1 .30 1 .19 1.08 0 .97 0 .86 0 .78 0 .67 0 .57 0 .47 0 .39 0 .33 
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3) D i e E n t e i w e i s s u n g . Die Zinkfäl lung nach 
H a g e d o r n - J e n s e n eignet sich bei den Dopa-Bestim-
mungen nicht, weil dasselbe mit dem Niederschlag zum Teil aus-
fällt. Wir haben diese Fällung quant i ta t iv untersucht , um zu 
erfahren, in wieweit Dopa an der Beduktion verschiedener tie-
rischen Flüssigkeiten beteiligt sein könnte in dem Fällen, in 
welchen die Methode von H a g e d o r n - J e n s e n ange-
wandt wurde. Die Werte wurden als Glukoseäquivalente fü r 100 
ml auf Grund der Tabelle von H a g e d o r n - J e n s e n 
in der Tabelle III zusammengestellt . 

T a b e l l e III. 
Die Zinkfällung nach Hagedorn - Jensen. 

Gefunden Sollwert V e r 1 u s t 

Dopa mg als mg % Dopa mg als mg % mg 
Glukose 

mg 
mg % % 

0 . 0 4 47 99 5 2 5 1 . 5 
55 9 9 4 4 4 4 . 5 

0 .06 6 2 1 3 8 76 5 5 . 0 
6 6 138 7 2 3 2 . 0 

0 . 0 8 9 5 1 7 3 78 4 5 . 0 

0 . 1 0 
1 0 0 173 7 3 4 2 . 0 

0 . 1 0 1 7 4 2 0 9 3 5 16 .7 
1 7 1 2 0 9 3 8 18 .2 

J» 1 7 0 2 0 9 3 9 1 8 . 6 
» 1 7 4 2 0 9 , 3i> 16 .7 
}» 1 0 9 2 0 9 1 0 0 4 8 . 0 
J» 131 2 0 9 7 8 3 7 . 5 

0 . 1 2 2 0 1 2 3 8 3 7 1 5 . 5 
1 6 9 2 3 8 6 9 2 8 . 9 

0 . 1 4 119 2 8 2 1 6 3 5 7 . 8 
1 9 3 2 8 2 8 9 3 1 . 5 

jy 196 2 8 2 8 6 3 0 . 4 
0 . 1 5 2 1 8 2 9 2 7 4 2 5 . 2 

2 7 2 2 9 2 2 0 6 .9 
0 . 1 6 2 3 0 3 1 4 8 4 2 6 . 6 

V 2 5 7 3 1 4 57 18 .1 

Aus den Zahlen der dritten Tabelle sehen wir, dass die Fäl-
lung beim gegebenen Dopagehalt nicht immer gleich ist. Im 
Allgemeinen näher t sich die Fällung eher einem konstanten Wer t 
von 66 mg% Glukose = 0.03 mg Dopa, als einem bestimmten 
Prozentwert der vorhandenen Menge. In eiweisshaltigen Flüs-
sigkeiten ist die Fäl lung ein wenig, aber nicht bedeutend, gros-
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ser. (Tabelle l i l a ) . Es kann also im Fall von Insektenhämolym-
phe ein bedeutender Teil der Reduktion nach H a g e d o r n -
J e n s e n von dem in diesem Blute anwesenden Dopa her rüh-
ren. Demgemäss stellten wir auch fest, dass die Reduktion mit 
den Fi l t raten aus diesem Blute zum grössten Teil auch in der 
Kälte ver läuf t . Die Frage über die Restreduktion des Insekten-
blutes und über den Anteil von Dopa daran wird von uns be-
sonders untersucht . 

T a b e l l e l i la . 
Fällung der Dopa durch Zinkhydroxyd in Gegenwart von Serum. 

Reduktion nach Hagedorn in mg % Glukose 

D 0 

Gefunden 

P a 

Gefällt 

0.1 Serum 17 
» » + 0.10 Dopa 121 104 105 

0.1 Serum 103 
•• + 0.10 „ 216 113 96 

0.1 Serum 76 
-F 0.10 „ 222 146 63 

0.1 Serum 55 
» + 0.10 „ 169 114 95 

Ohne Verlust an Dopa lässt sich das Blut und Hämolymphe 
nach der etwas modifizierten Vorschrif t von F o 1 i n ('28) entei-
weissen : 0.1 ml der untersuchten Flüssigkeit t ropft man in 10 ml 
verdünnter Wol f ramsäure lösung 1 ) schüttelt gut und fil triert 
nach einigen Minuten: das Filter wird mit verdünnter Wol f ram-
säure tropfenweise nachgewaschen bis das Filtrat 10 ml be-
trägt (meist genügt dazu 1 ml ) . Mit 0.7 ml N/10 NaOH versetzt 
kann das Fil trat unmit te lbar zur Best immung nach H a g e -
d o r n - J e n s e n benützt werden. 

4) Die obige Methode eignet sich gut zur Verfolgung der 
von A r n o w ('37) beschriebenen Bildung von Dopa aus Tyro-
sin unter dem Einfluss der ultravioletten Strahlung. Wir haben 

2 m l 1 0 % N a t r i u m w o l f r a m a t in e t w a 60 m l d e s t i l l i e r t e n W a s s e r 
w e r d e n t r o p f e n w e i s e m i t 2 m l 2 / 3 N S c h w e f e l s ä u r e u n t e r S c h ü t t e l n v e r s e t z t 

u n d m i t d e s t i l l i e r t e n W a s s e r auf 100 m l e r g ä n z t . 
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je 2 ml einer 0.15% Tyrosinlösung in gesättigter wässeriger 
Benzoesäurelösung in der En t fe rnung von 5 cm von der Quarz-
lampe ( fü r analytische Zwecke, Hanau) belichtet, mit 
2 ml N/200 Kaliumferr icyanidlösung versetzt und folgende Re-
dukt ionswerte als Dopa ausgedrückt ge funden : 

T a b e l l e IV. 

Nach 
Minuten 

der 
Belichtung 

B e s t i m m u n g Nach 
Minuten 

der 
Belichtung 

sofort bei 
1000 

nach 24 St. 
bei 370 

10 M i n . 0 .01 m g 0 . 0 1 6 m g 
20 „ 0 .015 „ 0 .05 „ 
30 „ 0 .023 " 0 . 0 4 3 „ 

Die viel höhere reduzierende W i r k u n g bei 24-stundigem 
Einwirken des belichteten Tyrosins auf Kaliumferr icyanid be-
weist, dass die durch die Strahlung induzierte Umwandlung im 
Dunklen weiter geht. 

Diese Ergebnisse bringen eine Erk lä rung fü r den Misserfolg 
einer Untersuchung, die von einem von uns (H) in den Jahren 
1933—34 gemeinsam mit Dr. A. F r i e d ausgeführ t wurde. Es 
wurde damals der Zusammenhang zwischen Restreduktion des 
Insektenblutes und seinem hohen Gehalt an Aminosäuren unter-
sucht . Neben einem Glukoseäquivalent fü r Dopa von 200% wur-
de ein solches f ü r Tyrosin von 50—56% gefunden. Da der letzte 
Befund an fr ischen Lösungen von Tyrosin nicht bestätigt wer-
den konnte, wurde die Untersuchung unterbrochen und nicht 
veröffent l icht . Die erst benutzte Tyrosinlösung wurde seit J ah -
ren auf einem gut besonnten Regal au fbewahr t und musste un-
ter dem Einfluss der Sonnenstrahlen zu etwa 20% in Dopa 
umgewandelt werden sein. 

Es sei hier angeführ t , dass nach unseren Versuchen auch 
eine Glukoselösung unter dem Einf luss der ultravioletten Strah-
len die Fähigkeit er langt , das H a g e d o r n'sche Reagens in 
der Kälte zu reduzieren. 

5) D e r M e c h a n i s m u s d e r R e a k t i o n z w i -
s c h e n D o p a u n d K a l i u m f e r r i c y a n i d . Um ei-
nen Einblick in den Mechanismus der Reaktion zu gewinnen, 
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hahen wir versucht durch Temperaturerniedr igung ihren Ver-
lauf zu verlangsmen. Die abgemessenen Lösungen wurden in 
Kühlschrank auf 0°—3° gekühlt, die gekühlte Ferricyanidlösung 
rasch zugesetzt und nach gewünschten Zeitintervall die ebenfals 
gekühlten Zink-Jodidlösung und Essigsäure zugefügt. So gelang-
ten wir zu den Werten der Tabelle V, die zum Vergleich auch 
den Reaktionsverlauf bei 37° bringt . 

T a b e l l e V. 

Reaktionsverlauf bei O" C bei 370 C 

nach als mg % Mikroäqui- als mg % Mikroäqui-
Verlauf von Glukose valente Glukose valente 

Sofort 8 6 4 .8 
1 Min. 77 4 . 3 
2 „ 86 4 .8 
4 9 0 5 .0 1 4 9 8 .3 
8 „ 8 6 4 .8 1 6 9 9 . 4 5 

15 „ 9 0 5 . 0 184 10 .2 
30 „ 9 5 5 .26 197 11 .0 
60 „ 1 2 2 6 .8 2 0 4 1 1 . 4 
90 „ 1 2 5 7 .9 

2 Stunde 150 8 . 3 2 0 4 11 .4 
3 148 8 .2 
4 154 8 . 5 
6 „ 175 9 . 8 

24 2 0 2 1 1 . 2 2 1 6 11 .8 

Nach dem Titrieren der Proben, bei welchen wegen der 
Kürze der Zeit bei der niedrigen Tempera tur die Reaktion nicht 
zu Ende verlaufen konnte, resultierte eine deutlich rosa gefärbte 
Flüssigkeit . Am deutlichsten war diese Färbung bei Proben, die 
sofort nach Kaliuinferricyanid mit Jodid und Essigsäure ver-
setzt wurden. Je länger die Reaktionszeit, desto blasser war die 
Farbe (am P u 1 f r i c h - Photometer gemessen). Wi r haben an 
das Hallachrom (5:6 - Chinon der Dihydroindol - 2 Carboxysäure, 
Farbstoff von Halla parthenopoea, einer Polichäte) gedacht, 
welches nach R a p e r ('32) als erstes sichtbare Produkt bei der 
Einwirkung der Tyrosinase auf Tyrosin oder Dopa entsteht. 

Aus dem angeführ ten Reaktionsschema sehen wir, dass 
eine Umsetzung von Dopa in Hallachrom eine Agliederung von 2 
Sauers toffa tomen erheischt, also viervalent ist. Ein Blick auf 
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II. III. IV. 
B C 

CH-2-CH-COOH 

N H 2 H O / \ C H 2 0 / \ ( : h 2 

1 + 0 [ j 
CH.COOH O , / \ / C H . C O O H 

OH 0 NH N H 
J. D o p a II. D o p a - C h i n o n III. 5-6 D i o x y - d i h y d r o - IV. H a l l a c h r o m 

i n d o l - 2 - c a r b o x y s ä u r e ( C h i n o n v o n III) 

S c h e m a der D o p a - U m w a n d l u n g u n t e r d e m E i n f l u s s der T y r o s i n a s e nach 
R a p e r. 

Umwandlung A: Tyrosinase notwendig, Verlauf ziemlich schnell. 
„ B: ,, überflüssig ,, schnell 
„ C: „ ,, „ ziemlich schnell 

die V Tabelle zeigt, dass der bei O4' momentan verlaufende Anteil 
der Reaktion, welcher zum Maximalgehalt am roten Körper 
führ t , auch vier Äquivalente von Kaliumferricyanid verbraucht . 
Es konnte aber die Rosafärbung auch von der V u 1 p i a n'schen 
Reaktion he r s t ammen: eine rote Färbung entsteht, wenn Dopa 
mit einer Jod-Jodkal iumlösung versetzt wird ( E v a n s und 
R a p e r '37), ein Umstand den wir uns in der Endphase un-
serer Best immung realisiert denken können. Um diese Möglich-
keit auszuschliessen, haben wir 1 ml einer 0.01% Dopalösung 
mit 2 ml N/200 Kaliumbijodatlösung versetzt und wie üblich 
jodometrisch t i t r ier t : Keine Spur einer Rosafärbung war zu se-
hen. Mit einer konzentrierteren Dopalösung (1 mg) gelingt der 
direkte Nachweis einer Indol-Ringschliessung unter dem Ein-
fluss der Kaliumferricyanids : die erhaltene burgundrote Lösung 
gibt, mit dem Aldehydreagens nach E h r l i c h erwärmt, nach 
vorübergehenden Verblassen eine prächtige Ametistfärbung. 
Nach vorsichtigem Zusatz einer sehr verdünnten Nitritlösung 
schlägt diese in Pu rpu r über. 

Wir dürfen also annehmen, dass der erste, momentan ein-
tretende Schritt in der Oxydation von Dopa in seiner Über-
f ü h r u n g ins Hallachrom besteht. Wi r haben hier mit einem 
Einstellen des Redox-Potentials zu tun und die Abhängigkeit 
dieser Umwadlung von der Wassers toff ionen - Konzentration 
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ergibt sich aus den rH-Werten der reagierenden Systeme. Nach 
E v a n s und R a p e r ('37) bestehen hier zwei Systeme : I : Do-
p a > j^Qpjj.^hinon und II : 5-6 Dioxydihydroindol-2-Carboxy-
säure ^ Hallachrom. Als drittes fungiert Ferricyanid <

 y Fer-
roeyanid. Nun zeichnet sich das letzte System durch die Unab-
hängigkeit seines Redox-Potentials von pH aus. Sein Potential 
im Bereich von pH 4 bis pH 10 beträgt E'0 = + 0.4 Y. Fü r das 
System I bei pH 4.6 — ist E'0 = + 0.511 V, für II bei demselben 
pH E'0 = + 0.170 V. Bei diesem Säuregrad kann also Dopa durch 
Ferricyanid nicht oxydiert werden, da sein eigenes Potential ge-
gen Dopa-Chinon positiver ist, als dasjenige des Fe • • • Cy'6 ^ 
F e " C y ' 6 — Systems. Fällt aber die H--Konzentration, so fällt 
auch gleichzeitig das Potential von (I) , bis bei dem pH 7 E'0 = 
+ 0.345 V wird. Dann ist es schon niedriger als dasjenige des 
Eisencyanids und kann von diesem oxydiert werden. Zwar ist 
der Unterschied der Potentiale nicht gross, aber der Ferroanteil 
des Eisensystems wird durch das Zinksulfa t (mit Kaliumjodid 
in der Endphase zugesetzt) gefällt. Zur Wiederherstel lung des 
F e " ' Cy'ß+Zl F e ' C y ' ( ; — Gleichgewichtes wird nun F e - - - re-
duziert und Dopa oxydiert, bis das letzte ganz in sein Chinon 
übergeht. Dieses oxydiert nun das viel negativere System II. 

T a b e l l e VI. 
Reaktionsverlauf mit Brenzkatechin (0.2 mg) bei 0" 

Nach 
Verlauf von 

Minuten 

Glukosewert 

mg % 

Reduziertes 
Kaliumferricyanid 

Äquivalente 

Sofort 143 2 . 1 5 
2 1 8 8 2 . 8 2 
5 2 2 6 3 . 4 0 

15 2 5 1 3 . 7 8 
2 0 2 5 7 3 . 8 6 
3 0 2 6 6 4 .0 

Zu Vergleichszwecken wurde eine 0.01% Brenzkateehinlö-
sung der Reaktion mit Kaliumferr icyanid unterworfen. In der 
Tabelle VI haben wir die Ergebnisse bei 0° zusammengestel l t : 
in der 1. Kollonne die dem Thiosulfa tverbrauch entsprechenden 
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Glukosewerte aus der Tabelle von H a g e d o r n , in der zwei-
ten die verbrauchten Äquivalente von Kaliumferr icyanid. 
Die momentan einsetzende Reaktion verbraucht zwei Mikro-
äquivalente, was einer Oxydierung des Brenzkatechins zum 
o-Chinon entspricht . Für diese Deutung spricht auch eine schwa-
che dunkle Färbung der Lösung. Dann beginnt ein anderer Pro-
cess, der in 30 Minuten ein zweites Atom Sauerstoff verbraucht , 
worauf die Oxydation bei 0° aufzuhören scheint. Beim Kochen 
werden zwei weitere Äquivalente von Kaliumferricyanid redu-
ziert. Beim Dopa werden sofort vier Äquivalente reduziert , zwi-
schen 30 und 60 Minuten die weiteren zwei. Es möge sich hier 
um denselben Vorgang wie bei Brenzkatechin handeln . Beim 
Kochen — (und bei 0° in etwa 24 St.) werden weitere sechs Äqui-
valente verbraucht . Der Mehrverbrauch beim Kochen beträgt 
also beim Dopa dreimal so viel wie bei Brenzkatechin. Neben-
bei wurde auch Hydrochinon untersucht und beim Kochen ein 
Verbrauch von 6 Äquivalenten an Kaliumferricyanid festgestellt. 

Die weitere Oxydation von Dopa scheint also nicht den Weg 
der Tyrosin - Tyrosinase Reaktion zu folgen, sondern in ähnli-
cher Weise wie bei den Diphenolen zu verlaufen. Nimmt man 
aber einen überschuss von Dopa im Verhältniss zur Kaliumfer-
ricyanidlösung, so kommt es zur Bildung dunkler Pigmente wie 
unter dem Einfluss von Tyrosinase. Die Substitution eines anor-
ganischen Oxydationsmittels f ü r Tyrosinase wurde von D u 1 i e-
r e und R a p e r ('30) versucht, welche mit frisch gefälltem 
Silberoxyd eine Umwandlung von Dopa und Epinin (Dioxyphe-
nil - ethyl - methylamin) in entsprechende Indolderivate erzielt 
haben. Bei der Oxydation nach B e r t r a n d , — mit Abschei-
dung des Kupferoxyduls — sind Dopa und Dioxyphenole äqui-
valent und ihre molare Reduktion entspricht der von Glukose. 
Es scheint hier also nur der Benzolkern beteiligt zu sein. 

6) Von anderen physiologisch vorkommenden Verbindun-
gen reagieren mit Kaliumferricyanid in der Kälte : Cystein, Glu-
tation, Thionein, Harnsäure, Polyphenole und Askorbinsäure. 
Von ersten drei kann Dopa durch Formalinzusatz unterschieden 
werden, weil dieses die Redukt ionskraf t jener, nicht aber die 
Redukt ionskraf t von Dopa hemmt . Die Harnsäure reagiert mo-
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mentan und verbraucht zwei Äquivalente. Es wurde nicht unter-
sucht, ob dabei Allantoin entsteht , oder die Reaktion bei der 
Bildung von Oxyacetylen-Diureinkarboxysäure stehen bleibt. Der 
momentane Verlauf der Reaktion lässt auch hier an das Vorkom-
men einer reversiblen Oxydationsstufe denken. Wir wollen die 
Frage in der Z u k u n f t näher untersuchen. Bei der Zink-Entei-
weissung nach H a g e d o r n wird die Harnsäure quant i ta t iv 
gefällt und kommt für die Bestreduktion des Blutes nach H a-
g e d o r n nicht in Betracht. Durch Formalin wird ihre Reduk-
tion nicht gehemmt. 

Von den Phenolen und Ascorbinsäure kann Dopa unterschie-
den werden, indem main das Kaliumferricyanid zu knapp bemisst 
und bei pH = 6 die Reaktion nicht über dass Stadium von Hal-
lachrom zu gehen erlaubt. Die Anwesenheit von Dopa verrät 
sich dann durch die rosa-Färbung. 

Z u s a m m e n f a s s u n g . 

Dopa reduziert die Kaliumferricyanid-Lösung nach H a g e -
d o r n - J e n s e n sowohl beim Kochen, wie in der Kälte. Bei 
37° ver läuf t die Beaktion in 30 Minuten zu Ende. 

Ein Mol Dopa reduziert 12 Mol Kaliumferricyanid, also 
zweieinhalbmal so viel wie Glukose. 

Die Reduktion von vier Mol erfolgt momentan und führ t 
zu einem rotgefärbten Stoff, welcher eine positive Indolreaktion 
mit dem Aldehydreagens nach E h r l i c h gibt und als Halla-
chrom angesehen wird. Die Reaktion wird auf Grund der Redox-
Potentiale der reagierenden Systeme gedeutet. 

O- und p- Dioxybenzene reduzieren Kaliumferricyanid in 
der Kälte. Sie sind dabei etwa 6-valent. Der momentan verläu-
fende Anteil der Reduktion verbraucht zwei Mol Ferricyanid 
(Chinon-Bildung). 

Harnsäure reduziert 2 Äquivalente. Die Reaktion verläuft 
momentan auch in der Kälte. Durch Zinkhydroxyd nach H a-
g e d o r n - J e n s e n wird Harnsäure quanti ta t iv gefällt. 

Die genannten Reduktionen werden durch Formalin nicht 
gehemmt. 

http://rcin.org.pl



L i t e r a t u r . 

A m o w E. D. 1937. The f o r m a t i o n of d o p a b y the exposure of tyro-

s i n e s o l u t i o n s to u l t rav io l e t radiat ion. J. Biol . Chem. 120 ( 151) . — D u 1 i è -

r e W. L. and R â p e r H. S. 1930. The t y r o s i n a s e - t y r o s i n e react ion . VII. 

B iochem. J. 24 ( 2 3 9 ) . — E v a n s W. Ch. and R â p e r H. S. 1937. The accu-

m u l a t i o n of 1 - 3 : 4 - d i h i d r o x y p h e n i l a l a n i n e in the t y r o s i n a s e - t y r o s i n e react ion. 

B i o c h e m . J. 31 (2162) . — R â p e r H. S. 1932. T yros inase . Erg. d. E n z y m -

forschung . 1 (270 ) . 

http://rcin.org.pl



[ D e p a r t m e n t of A n i m a l P h y s i o l o g y , F a c u l t y of Sc iences , J o s e p h P i ł s u d s k i 
U n i v e r s i t y of W a r s a w , and the ¡Marine B i o l o g i c a l S t a t i o n , R o s c o f f , F r a n c e ] . 

M. A . Z i e l i ń s k i . 

Carbohydrate metabol i sm and phosphorus compounds in 
the fert i l ized eggs of the sea-urchin (Paracentrotus livi-

dus Lm.). 

Received for publication 15.XII.1938. 

N e e d h a m and co-workers established ('37) that in the 
chick embryo, glucose and mannose are the only substrates 
which are converted into lactic acid if added to the tissue; be-
sides, the phosphorylated compounds known in muscle glyco-
lysis have been excluded as possible intermediates in this pro-
cess. The cycle of phosphorylating glycolysis, also possible in 
the embryo, has been found to have very low activity because 
some of its enzymes are deficient. If it be taken into conside-
ration that the glycogen content in the hen's egg is very small 
and the carbohydrate reserve consists chiefly of simple sugars 
(the analytical data are reviewed by N e e d h a m, '31), the 
question arises whether the occurence of that special type of 
non-phosphorylat ing glycolysis is a more general feature of 
the metabolism of the embryonic tissues or whether perhaps 
it is connected with the presence of simple sugars, as a carbo-
hydrate reserve. This question cannot, however, be settled be-
fore the processes of carbohydrate breakdown in the embryos 
will be known for different classes of animals. 

The present paper is concerned with the glycolysis of the 
eggs of Paracentrotus lividus Lm. Our information on the car-
bohydrate metabolism and lactic acid formation in the early 
development of the sea-urchin is very incomplete and rather 
inconsistent. It has been shown by various authors (P e r l -
z w e i g and B a r r o n , "28, on Arbacia; v a n H e r k, '33, 
on Sphaer echinus; R u n n s t r o m , '33, on Paracentrotus) 
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that the lactic acid content of the sea-urchin eggs is about 
1 — 2 mg. per 100 mg. nitrogen, provided the eggs are well 
aerated (this content is higher in anaerobic conditions) and 
that there is a slow lactic acid production after ferti l ization. 
According to R a p k i n e ( '31), the lactic acid content in Pa-
racentrotus eggs is considerably higher and it is s t rongly in-
fluenced by the mitotic cycle. According to that investigator 
(in agreement with other wri ters on the subject) lactic acid 
production is connected with glycogen breakdown. But in view 
of this, it would be rather hard to explain the considerable va-
riations in lactic acid content when compared with the insigni-
ficant changes in glycogen previously found by the same author 
(E p h r u s s i and R a p k i n e , '28) in the course of the first 
12 hrs. of development of Paracentrotus. A s h b e l ('29) and 
v a n H e r k ('33) reported that lactic acid can be produced 
by sea-urchin eggs f rom glucose added to their medium. But 
this result is regarded by L i n d a h l ('36) as caused by bac-
terial action, since the penetrat ion of glucose into the eggs is 
extremely slow ( T h o r n b l o m , '32). The role of phosphorus 
compounds in the glycolysis of developing sea-urchin eggs still 
remains uncertain. R u n n s t r o m and his school have 
presented evidence that hexosephosphoric esters, when added to 
the cytolysed eggs, take par t in their metabolism. But the same 
author was not able to detect any change in the content of 
phosphorus compounds af ter fertilization. 

In order to find out which carbohydrate should be regard-
ed as being the source of lactic acid, the present author 
effected simultaneous determinations of lactic acid, sugars and 
glycogen in samples of sea-urchin eggs at di f ferent stages of 
the first two mitoses. Secondly, in order to examine the point 
whether during the development phosphorylat ing glycolysis 
takes place, determinations of the phosphorus f ract ions were 
made in normal and monoiodoacetate-poisoned, developing eggs. 

M e t h o d s . 

Eggs of Paracentrotus lividus Lm., taken f r o m the ovar i e s and w a s h e d 
in the u s u a l w a y , were t rans ferred in to a r o u n d - b o t t o m m e d f la sk . Af ter 
the f irs t s a m p l e had been taken, the eggs were f er t i l i zed . T h e s u s p e n s i o n 
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of t h e d e v e l o p i n g eggs w a s st irred and aerated w i t h a w a t e r - p u m p b y 
a s t ream of air saturated w i t h s e a - w a t e r vapour . R o u n d - b o t t o m e d f l a s k s 
have been f o u n d to be more s u i t a b l e t h a n the u s u a l Drechsel bot t l e s , in 
which e m b r y o s se t t le in the corners at the b o t t o m and d e v e l o p a b n o r m a l l y 
owing to t h e i n s u f f i c i e n t access of o x y g e n . The concentra t ion of the suspen-
s ion of eggs w a s at f i r s t about 10%. Af ter the l a s t s a m p l e had been taken, 
more w a t e r w a s added to t h e eggs and the cu l ture w a s cont inued . Both 
cul tures f r o m w h i c h s a m p l e s w e r e taken for a n a l y s i s gave n o r m a l p lute i . 
Sample VIII ( J u l y 27th) w a s taken f rom a m i x t u r e of eggs extracted f r o m 
nearly e m p t y ovar ies of several f e m a l e s , but these eggs were able to deve lop 
n o r m a l l y , s ince f r o m another part of t h e m , a f t e r f e r t i l i z a t i o n , normal 
gas tru lae w e r e obta ined . 

T h e d e t e r m i n a t i o n of carbohydrates , lact ic acid, and to ta l p h o s p h o r u s 
f rac t ions were e f f ec ted on s a m p l e s of about 1—2 ml . of eggs. T h e s e w e r e 
f i xed w i t h a m o r e than t e n f o l d q u a n t i t y of b o i l i n g e thy l a l coho l and w e r e 
ana lysed , but a f t e r a cons iderab le l apse of t i m e . The eggs w e r e f i r s t sepa-
rated f r o m t h e a lcohol by cen tr i fug ing and t h e n ground up t h o r o u g h l y 
w i t h quartz - sand , a f t er w h i c h t h e y w e r e extracted three t i m e s w i t h cold 
96% ethy l a l coho l in the presence of one drop of 1 n H2SO4. The t h r e e 
extracts , j o i ned to the a l coho l in w h i c h the s a m p l e of eggs w a s f i x e d and 
kept, cons t i tu ted the f i r s t fract ion . Three ex trac t ions w i t h 60% a lcoho l 
were then m a d e ( e x c l u d i n g S a m p l e II of J u l y 27th, w h i c h w a s extracted 
d irec t ly w i t h 60% alcohol , w i t h o u t a n y 96% a lcoho l e x t r a c t i o n ) : these 
extracts w e r e accepted as the second fract ion . F i n a l l y , the m a t e r i a l w a s 
extracted thr ice w i t h ho t water in a cen tr i fuge tube, t r i ch loroacet ic acid 
bi>ing added before each centr i fug ing . The w a t e r (or rather tr ich loroacet ic 
acid) extract w a s the third fract ion , and the res idue , c h i e f l y c o n t a i n i n g 
prec ip i tated prote ins , cons t i tu ted the f o u r t h f rac t ion . 

The lact ic acid e s t i m a t i o n s were e f f ec ted on the 96% a lcoho l extract 
by t h e L i e b and Z a c h e r l m e t h o d ( '32) a f ter a l coho l evapora t ion and 
the u s u a l copper - l ime t r e a t m e n t . 

The reducing power of b o t h a lcoho l extracts w a s e s t i m a t e d b y the 
m e t h o d of F u j i t a and I w a t a k e ( '31) as m o d i f i e d by N i e-
m i e r i k o ( '38) , a f t er the p r e c i p i t a t i o n of m o s t of the reducing bodies 
( s u g a r s excepted) w i t h c a d m i u m hydrox ide . As it is p o s s i b l e that the accu-
racy of th i s prec ip i ta t ion depends on the a l coho l concentra t ion , t h e c a d m i u m 
t r e a t m e n t w a s a l w a y s e f f ec ted in the p r e s e n c e of the s a m e a lcoho l concen-
t r a t i o n (about 6 0 % ) . The reducing p o w e r e s t i m a t i o n s w e r e m a d e in s o m e 
por t ions i m m e d i a t e l y a f ter the c a d m i u m h y d r o x i d e h a d been separated, 
and in o ther port ions , af ter 0.6 n HC1 h y d r o l y s i s for 2 or 3 hrs. 

The g lycogen and dex tr ines in the w a t e r extract w e r e conver ted into 
g l u c o s e b y m e a n s of 3-hr h y d r o l y s i s w i t h hydroch lor i c acid. The g lycogen 
of t h e four th frac t ion (prec ip i ta ted p r o t e i n s ) , a f t e r a l k a l i - h y d r o l y s i s and 
prec ip i ta t ion by the m e t h o d of P f 1 ii g e r, w a s w a s h e d t w i c e w i t h 60% 
a l c o h o l and converted into g lucose . All g lucose e s t i m a t i o n s w e r e e f f ec ted 
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by m e a n s of t h e m e t h o d of F u j i t a and I w a t a k e ('31) after t h e pre-
c ip i ta t ion of p o s s i b l e i m p u r i t i e s w i t h c a d m i u m hydrox ide . 

In all f r a c t i o n s the ni trogen d e t e r m i n a t i o n s w e r e e f fec ted b y the 
K j e l d a h l m i c r o - m e t h o d w i t h the he lp of a P a r n a s - W a g n e r 
apparatus , w h i l s t the d e t e r m i n a t i o n s of the total p h o s p h o r u s w e r e m a d e 
by the K u t t n e r and C o h e n m i c r o c o l o r i m e t r i c m e t h o d ( '27) . The 
l ip id p h o s p h o r u s w a s e s t imated a f ter a lcohol w a s evaporated f rom a por-
t ion of the 96% alcohol extract and the l ip ids separated by d i s s o l v i n g in 
c h l o r o f o r m . O n l y the s u m of p h o s p h o r u s in the 60% alcohol and in the 
w a t e r extract is g iven in Table II as it w a s f o u n d that both f rac t ions con-
ta ined t h e s a m e p h o s p h o r u s c o m p o u n d s . 

For the d e t e r m i n a t i o n s of t h e acid s o l u b l e (phosphorus fract ions , f r e s h 
mater ia l w a s used. For that purpose , the eggs, separated by c e n t r i f u g i n g 
f r o m 10—20 m l . of egg- suspens ion , were t rans ferred to an ice-cold m o r t a r 
and ground u p w i t h sand and tr ich loroacet ic acid to a f i n a l concentra t ion of 
about 0.20 or 0.25 normal . The extract o b t a i n e d in such m a n n e r w a s d iv ided 
in to t w o iparts. One part, a f ter d i lu t ion to f i v e f o l d v o l u m e , w a s used d irec t ly 
for p h o s p h o r u s de terminat ions , w h i l s t t h e o ther part w a s separated in to 
t w o f rac t ions b y the b a r i u m - p r e c i p i t a t i o n m e t h o d ( E g g 1 e t o n and 
E g g 1 e t o n, '29) . The separated i n s o l u b l e bar ium sa l t s w e r e d i s s o l v e d in 
tr ich loroacet ic and hydroch lor ic acids and prec ipi tated once again. In s u c h 
w i se , a f t er t h e double prec ip i ta t ion both l iqu ids conta ined al l the s o l u b l e 
bar ium sa l t s and traces of the i n s o l u b l e ones . The s o l u b i l i t y o f t h e inorg-
anic b a r i u m p h o s p h a t e w a s the o n l y one taken in to account , w h i l e al l t h e 
f igures for inorgan ic p h o s p h a t e w e r e corrected for t h e s m a l l a m o u n t f o u n d 
in the s o l u b l e fract ion . All d e t e r m i n a t i o n s of inorganic p h o s p h a t e , p h o s p h o -
rus a f t e r n o r m a l HC1 h y d r o l y s i s ( b y the m e t h o d of L o h m a n n, '28), or 
tota l p h o s p h o r u s af ter H2SO4 digest ion , w e r e e f fec ted b y the a b o v e - m e n t i o n -
ed m i c r o c o l o r i m e t r i c method . In t h o s e cases w h e r e the Ba- ion w a s present 
in the s o l u t i o n , 0.85 n HC1 w a s used ins tead of 1 n H2SO4 as in the or ig in-
al m e t h o d . 

In cases w h e r e f i gure cited in t h e table is the m e a n of t w o or m o r e 
d e t e r m i n a t i o n s , t h e r o o t - m e a n - s q u a r e error of a s ing l e d e t e r m i n a t i o n i s 
g iven . 

R e s u l t s . 

I. C a r b o h y d r a t e s a n d l a c t i c a c i d . 

Table I summarizes the results of the determinations of 
reducing sugars, glycogen and of lactic acid in the samples of 
unfertilized and developing sea-urchin eggs obtained f rom one 
female and in one portion of unfertilized eggs f rom a number 
of females. It is evident that the alcohol-insoluble fraction, i.e., 
glycogen and dextrines, form a considerable par t (about 90%) 
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of the total carbohydrate content. About two-thirds of the su-
gars were found in the 96% alcohol extract. Probably this 
fraction consists chiefly of simple sugars, since its reducing 
power ranged f rom 70 to 100% of the value found after the 
acid hydrolysis. The remaining sugars passed into the 60% 
alcohol extract. Their low reducing power, ranging f rom 40 to 

T a b l e I. 
Lactic acid and carbohydrates in developing sea-urchin eggs, 

calculated for 100 mg. total nitrogen. 

Date 
and No 

of sample 

Time 
after 
fertil- Stage of Lactic 

Sugar in 96% 
ale. extract 

Sugar in 
60% ale. 

extract 

Total 
reducing 

sugar 
Glycogen 

and 
dextrine 

Date 
and No 

of sample 
ization 

min. 

development acid 

mg. 

Reducing power expressed in mg. 
of glucose (a) without hydrolysis, 

(b) after HCl hydrolysis 

in terms 
of glucose 

mg. 

27 .7 .1936 . 
I 0 unfertilized 

eggs 1 .3 a ) 3 .7 ± 0 . 5 
b ) 3 .8 ± 0 . 7 

0 . 7 ± 0 . 1 
1 . 7 ± 0 . 2 

4 . 4 ± 0 . 5 
5 .5 ± 0 . 7 

4 8 . 4 ± 0 . 8 

II 0 unfertilized 
eggs 1 . 5 ± 0 . 1 

a) -
b) - — 

3 . 9 ± 0 . 1 
5 . 8 ± 0 . 3 

4 8 , 9 ± 1 . 4 

III 8 
fertilization 
membrane 

raised 
1.5 ± 0 . 2 

a ) 3 . 3 - f c l . l 
b ) 3 . 5 ± 0 . 9 

0 .7 ± 0 . 0 
1 . 8 ± 0 . 0 

4 . 0 ± 1 . 1 
5 .3 ± 0 . 9 

4 7 . 7 ± 0 . 6 

IV 3 7 
beginning 
metaphase 1 . 8 ± 0 . 2 a ) 2 . 8 ± 0 . 1 

b) 3 .2 ± 0 . 3 
1 . 0 ± 0 . 1 
2 . 4 ± 0 . 1 

3 .8 ± 0 . 2 
5 .6 ± 0 . 3 

4 8 . 1 ± 1 . 2 

V 8 1 
formation of the 

first furrow 0 . 9 ± 0 . 1 
a ) 4 .0 ± 0 . 2 
b ) 4 . 0 ± 0 . 1 

0 . 7 ± 0 . 1 
1 . 5 ± 0 . 1 

4 .7 ± 0 . 2 
5 . 5 ± 0 . 2 46 .3 ± 0 . 2 

VI 106 
metaphase of 

the second 
cleavage 

1.5 ± 0 . 2 a ) 4 . 2 ± 1 . 0 
b ) 4 . 0 ± 0 . 5 

0 .8 ± 0 . 2 
1.6 ± 0 . 0 

5 .0 ± 1 . 0 
5 . 6 ± 0 . 5 

4 6 . 2 ± 1 . Q 

VII 125 formation of the 
furrow 1 . 9 ± 0 . 4 

a ) 2 .2 ± 0 . 0 
b ) 3 . 3 ± 0 . 3 

1 . 0 ± 0 . 1 
2 . 1 ± 0 . 1 

3 . 2 ± 0 . 1 
5 . 4 ± 0 . 3 

4 6 . 5 ± 0 . 6 

27 .7 . 
VIII 0 

unfertilized 
eggs 2 . 3 ± 0 . 3 a ) 3 . 6 ± 0 . 4 

b ) 5 . 1 ± 0 . 5 
1 . 1 ± 0 . 1 
2 . 1 ± 0 . 1 

4 . 7 ± 0 . 4 
7 .2 ± 0 . 5 5 3 . 2 ± 0 . 5 

50% of the value after hydrolysis, indicates the presence of 
di- or tri-saccharides, or other compounds which gained reducing 
properties by the acid hydrolysis. 

While the figure for total sugar is fairly constant (in terms 
of glucose, 5.5 mg. per 100 mg. total ni t rogen), there is re-
markable decrease in glycogen content, especially after the meta-
phase of the f irst cleavage (Fig. 1, full l ine). But if it be taken 
into consideration that the differences observed are not very 
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great when compared with the error in glycogen determina-
tion, the application of statistical methods for the calculation 
of the mean values is more suitable. The method of the least 
squares gave the glycogen content of 48.4 mg. at the start ing 
point (i.e., in the unfertilized eggs) and the average decrease 
of 1.14 mg. per hour in terms of glucose per 100 mg. ni trogen; 
hence the decrease during the first two cleavages is 2.3 mg. 
(Fig. 1, broken l ine). 

e o <$> 

0 60 mm. 120 

Fig. 1. Changes in glycogen content during the first two cleavages of the sea-urchin eggs. 

The figures yielded for the lactic acid are of the same 
order of magnitude as those of most of the above-mentioned 
authors . Its content af ter fertilization is higher (the difference 
ranges to 0.5 mg) or almost the same as in the unfertilized 
eggs. An exceedingly low value was obtained only for the 
formation of the first furrow, but the above results do not permit 
to settle whether there is really such a fall in lactic acid con-
tent in the eggs, or whether the result is caused by some im-
puri ty in the analysed extract. 

II. P h o s p h o r u s c o m p o u n d s . 

Table II contains the results of phosphorus determinations 
in the eggs fixed with alcohol. As no change in phophorus 
fract ions was observed during the f irst two mitoses, the means 
of phosphorus determinations in the unferti l ized and in the 
developing eggs f rom the same female are given in that table, 
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which also gives the results of the analysis of sample VIII of 
unfertilized eggs separately. It follows f rom these data that 
30.5% of the total phosphorus is contained in the phosphopro-
teins and in nucleic acids, and 22.5% in the lipids. The remain-
ing part, i.e. 47%, forms the so-called acid-soluble phosphorus . 

T a b l e II. 
Fractions of total phosphorus in sea-urchin eggs calculated for 100 mg. total nitrogen. 

Date 
and No 

of sample 

P in 96% ale. extract P in 60% 
ale. and in 

the 
CCI3COOH 

extracts 

P precipi-
tated with 
CCI3COOH 

Total P 
Inorg. 

and 
pyro-P 

Date 
and No 

of sample 
lipid non-lipid 

P in 60% 
ale. and in 

the 
CCI3COOH 

extracts 

P precipi-
tated with 
CCI3COOH 

Total P 
Inorg. 

and 
pyro-P 

Date 
and No 

of sample 
m g . o f t o t a l p h o s p h o r u s mg. 

27.7.1936. 
I — V I I 

27.7. 
VIII 

2 . 8 6 ± 0 . 1 2 

3 .06 

0 .18 ± 0 . 0 2 

0 .29 

5 . 7 9 ± 0 . 1 8 

6 .08 

3 . 9 7 ± 0 . 1 2 

4 .04 

1 2 . 8 0 ± 0 . 2 4 

13.47 

4 .74 ± 0 . 2 0 

5.08 

The determinat ions of inorganic phosphorus and pyrophos-
phate were made separately on f resh material . The results 
expressed as percentages of the total acid-soluble phosphorus, 
are shown in Table III. As no change in the content of both 
inorganic phosphorus and pyrophosphate could be found in 
the course of development, the mean values were calculated. 
In the case of inorganic phosphorus, est imated with greater 
accuracy than the pyrophosphate, the average change was cal-
culated by the method of the least squares, and a decrease of 
0.26 ± 0.47 per hour (in % of the acid-soluble P ) , lying within 
the limits of experimental error, was found. 

If there is any phosphagen in sea-urchin eggs, its phospho-
rus was included in the inorganic fract ion. Attempts were 
made to estimate the phosphangens separately, but no trace of 
phosphocreat ine could be detected, while about 1.5% of the to-
tal acid-soluble P was estimated as phosphoarginine. But this 
result is considered very uncer ta in since it could be caused by 
the part ia l hydrolysis of some other phosphorus compound. 

If the glycolysis in the sea-urchin eggs is connected with 
phosphorylat ion, more pronounced differences in the phospho-
rus compounds might be expected in the development of the 
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T a b l e III. 
Phosphorus fractions in developing sea-urchin eggs, expressed as percentages 

of acid-sol. P. 

Date 
and No 

of sample 

Time 
after 
fertil-
ization 
min. 

Stage of development 

Inorganic 
orthophos-

phate 

% 

Inorg. P 
after 

7 min. 
hydrolysis 

% 

29 .6 .1936 . I 0 unfertilized eggs 
57.1 
55 .6 

8 1 . 7 (?) 

II 8 fertilization membrane raised 
56 6 
54 .8 

74 .8 
74 .8 

III 38 metaphase 
54 .6 
57 .4 

7 3 . 2 
7 4 . 3 

IV 71 formation of the first furrow 
55 .4 
55 .3 

7 6 . 0 
7 6 . 6 

V 9 0 metaphase of the second cleavage . 
55 .7 
56.2 

74 .4 
79 .6 

5 5 . 9 ± 0 . 9 76.2 ± 2 . 8 

Pyrophosphate (P hydrolysed in 7 min, .) 20 .3 ± 2 . 9 

monoiodoacetate-poisoned eggs. Being a specific inhibitor of the 
phosphorylat ing glycolysis, the monoiodoacetate brings about 
the accumulat ion of the phosphorylated intermediates in the 
caise of vertebrate muscle ( L u n d s g a a r d , '30a). In order to 
find an adequate monoiodoacetate concentration, the fertilized 
eggs were kept in Petri dishes in sea water to which different 

T a b l e IV. 
Effect of monoiodoacetate on the development of fertilized sea-urchin eggs. 

Cone., of 
CHJ-COONa 

mol. 

Retardation 
of the 

1st cleavage 

Retardation 
of the 

2nd cleavage 
Observations after 6 hours 

Further 
develop-

ment 

0 — — young blastulae normal 

0.025 — 5 min. about 10 to 20 cells stopped 

0.05 — about 10 min. less than 10 cells stopped 

0.10 — about 10 min. 4 to 8 cells stopped 

0.15 7 min. more than 10 min. mostly 3 to 6 cells stopped 
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quantit ies of fresh, half-molar monoiodoacetate were added. 
A summary of the observations of their development is given 
in Table IV. The development of the eggs used for phosphorus 
determinations took place in bottles, as described above, in 
0.025 molar monoiodoacetate. It was supposed tha t in this con-
centration the first two mitoses would take place normally and 
in all cells simultaneously, while in the 0.05 molar concentra-
tion the lag in the second mitosis was not the same in all the 
cells. And in actual fact, as the aeration in the bottle culture 
was much better than in the Petri dish, the development was 
normal and very regular for about 4 hrs., a f ter which it stop-
ped suddenly at the stage of about 30 cells. 

T a b l e V. 
Phosphorus fractions in sea-urchin eggs developing in monoiodoacetate solution, expressed 

as percentages of acid-sol. P. 

Date 
Time 
after Stage of 

development 

P estimated 
without 

precipitation 
Ba-precipitable P * 

Organic 
Ba-non-prec. P 

and No 
of sample 

fertil-
ization 

min. 

Stage of 

development inorg. 
P 

org. P 
after 
3 hrs. 
hydrol. 

inorg. 
P 

inorg.P 
after 

7 min. 
hydrol. 

total 
prec. P 

total 
non-

prec. P 

org. P 
after 
3 hrs. 
hydrol. 

7 .7 .1936.1 0 unfertilized eggs 58 .5 15.9 59.7 74.7 83 .8 16.2 13 

II 2 fertilization 
membrane raised 5 8 . 2 13.9 57 .4 72 .3 82 .7 17.3 14 

III 38 metaphase of the 
first cleavage 58 .6 14.2 57 .3 73.7 80 .1 19.9 16 

IV 67 formation of the 
first furrow 5 6 . 5 15.1 55 .7 71 .0 81 .0 19.0 15 

V 90 metaphase of the 
second cleavage 56 .4 14.8 56 .9 7 3 . 4 78 .5 21 .5 — 

VI 105 formation of the 
furrow 56 .3 15.1 56 .1 — 80.7 19.3 15 

* Figures corrected for the solubility of inorganic Ba-phosphate. 

The average changes in the phosphorus compounds were 
calculated f rom the analysis of the tr ichloroacetic acid extracts 
of the poisoned developing eggs (Table V) . The decrease in 
the content of inorganic phosphate amounted to 1.39 ± 0.30% 
per hour (in % of acid-soluble P) and could be calculated with 
the greatest accuracy. As the change in the sum of inorganic 
phosphorus and pyrophophate (0.73 ± 0.90% per hour) and of 
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the to ta j Ba-precipitable phosphorus (1.99 ± 0 . 6 6 % per hour) 
was the same within the limits of experimental error, the con-
tent of the Ba-precipitable, other than inorganic, phosphorus 
is considered to be constant (Fig. 2) . On that assumption, the 
average pyrophosphate content was found to be 15.5%, and 
that of the more difficultly hydrolysable precipitable phosphorus 
8.4% of the total acid-soluble P. The ratio of these two percen-
tages being 1.85, i.e. nearly 2, indicates that in sea-urchin eggs, 

100 

'/o 

90 

HO 

70 

60 

SO 

*0 

30 

70 

to 

0 • o 60 •»'» 120 
Fig. 2. Phosphorus franctions in monoiodoacetate-poisoned eggs of the sea-urchin, expressed 

as percentages of the total acid-soluble phosphorus. 

as in most other animal tissues, the pyrophosphate is bound in 
the fo rm of adenosinetr iphosphate. The content in the Ba-non-
precipitable organic phosphorus was about 17% at the beginning 
and rose during the course of the experiment. A great par t of this 
f ract ion consists of very difficult ly hydrolysable esters; af ter 
3 hours of hydrolysis with normal hydrochloric acid, only one-
f i f th of the phosphorus was split f rom the whole fraction. 

Püa ra. 

• 

: 

O o 

http://rcin.org.pl



D i s c u s s i o n . 

According to the above-cited authors, glycogen is supposed 
to be the source of lactic acid in sea-urchin eggs. The present 
results (Table I) are in agreement with this view, the decrease-
in glycogen content being larger than lactic acid production. 
The difference in lactic acid at the beginning and af ter 2 hrs . 
of development is 0.5 mg. (per 100 mg. total n i t rogen) . The 
lactic acid production during this time was undoubtedly higher; 
taking the low value for the formation of the f irst furrow-
as correct, the total production for 2 hrs . can be evaluated as 
0.4 + 1.0 = 1.4 mg. This value is far f rom surpassing the maxi-
mal possible quanti ty, i.e. 2.3 mg., which could be produced 
f rom glycogen, whilst there was no discernible change in the 
content of sugars. 

Another question studied herein was the possible role of 
phosphorus in glycolysis in the fertilized sea-urchin egg. The 
phosphorus compounds concerned in the best-known cycle of 
muscle glycolysis pass, when analysed, into the acid-soluble 
fract ion. The average amount of phosphorus in the eggs 
passing to the trichloroacetic acid extract can be evaluated 
as being 6.3 mg. per 100 mg. total nitrogen. While under nor-
mal development no changes could be detected in the phospho-
rus compounds of this fraction, the influence of monoiodoace-
tate on phosphorus distribution was noticeable. 

If monoiodoacetate poisoning in sea-urchin eggs has the 
effect of accumulating phosphorylated intermediates of glyco-
lysis, their possible maximal production can be easily calculat-
ed. The glycogen decrease in 2 hrs. being equivalent to 2.3 mg. 
glucose per 100 mg. of nitrogen, the production of the ester 
would be equivalent to 0.40 mg. P if each glucose molecule 
were combined with one molecule of phosphoric acid. If the 
hexosediphosphate or phosphorylated tri - carbon - compounds 
were accumulated, their maximal production would be 0.79 mg. P. 
These quantities, expressed as percentages of total acid-soluble 
phosphorus are 6.3% and 12.5% respectively. 

The only change in phosphorus actually observed af ter the 
first two mitoses of the inonoiodoacetate-poisoned eggs was the 
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decrease of 2.4 ± 0.5% inorganic phosphate (as percentages of 
the acid-soluble P) and the increase in the Ba-non-precipitable 
esters. No change, quanti tat ive or qualitative, was found in the 
organic Ba-precipitable phosphorus. Two interpreta t ions of 
these results are possible. The absolute content of the inorganic 
phosphate being constant, the total acid-soluble phosphorus 
might have been raised by some products of hydrolysis of the 
acid-insoluble compounds. But here the other alternative is 
accepted as more probable, viz., that the inorganic phosphate 
was bound into a Ba-non-precipitable ester. 

It is of interest to compare the above results with the best-
known process of muscle glycolysis. In the case of this glycoly-
sis, the monoiodoacerate which inhibits the reactions of oxydo-
reduction between the tri-carbon compounds, brings about the 
accumulation of hexosediphosphate and a decrease in phospha-
gen and pyrophosphate ( L u n d s g a a r d , '30b; O s t e r n, '35). 
In sea-urchin eggs, if the hexosediphosphate is an intermediate 
product, inhibition by monoiodoacetate probably takes place at 
some earlier stage of glycolysis, since no change in hexosedi-
phosphate or pyrophosphate was ascertained. The effect of 
monoiodoacetate was here noticeable in the format ion of some 
non-precipitable ester. If this takes place at the expense of 
inorganic phosphate, it is probable that we have to do with 
the phosphorolysis of glycogen, this process being known in 
muscle glycolysis (P a r n a s and B a r a n o w s k i, '35; 
O s t e r n , G u t h k e and T e r s z a k o w e c , '36). In such 
case, hexosediphosphate formation during the first two mito-
ses would be equal to 2.4% of the total acid-soluble phosphorus, 
i.e. a little more than one-third of the calculated maximal va-
lue. Taking this into consideration, that the addition of hexose-
monophosphate to the cytolysed sea-urchin eggs increases the 
production of some acid (R u n n s t r o m, '33), the above-men-
tioned effect of monoiodoacetate seems to indicate that the nor-
mal course of the glycogen breakdown in the developing eggs 
is connected with phosphorylation and that the hexosemono-
phosphate is here an intermediate product . 

Summing up, it may be concluded that the carbohydrate 
metabolism in developing sea-urchin eggs is quite different f rom 
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that of the avian embryo. First of all, glycogen (but not the su-
gars) is metabolized here, and secondly, although the glycoge-
n o s i s of sea-urchin eggs is not identical with tha t of the 
muscle tissue, there is a body of facts which indicates that 
phosphorus plays some part in that process. 

S u m m a r y . 

1°. During the first two cleavages of the Paracentrotus 
lividus Lm. eggs, the average decrease in glycogen content is 
1.14 mg. (in terms of glucose) per hour per 100 mg. nitrogen, 
while no change in sugar content is detectable. 

2°. The lactic acid production af ter fertilization is lower 
than the metabolized quant i ty of glycogen. 

3°. The ratio of pyrophosphate to the total organic Ba-
precipitable phosphorus indicates that in sea-urchin eggs the 
pyrophosphate is bound as adenosinetr iphosphate. 

4°. The content in the inorganic phosphate is constant 
throughout the first cleavages. The changes in pyrophosphate 
likewise do not surpass the limits of experimental error . 

5°. In the developing monoiodoacetate-poisoned eggs, the 
format ion of Ba-non-precipitable phosphorus esters was detec-
table. Two interpretat ions are proposed: the esters can be pro-
duced by the breakdown of the acid-insoluble compounds, or, 
what is more probable, inorganic phosphate is bound into he-
xosemonophosphate. 

6°. No changes in pyrophosphate and hexosediphosphate 
were detectable in the monoiodoacetate-poisoned eggs. 
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[ I n s t i t u t f ü r p h y s i o l o g i s c h e C h e m i e der S t e f a n B a t o r y U n i v e r s i t ä t in W i l n o ] . 

L. W » j t u l e w s k i . 

Uber den Einfluss der Benzoesäure auf die Harnsäureaus-
scheidung be im Menschen. 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Wilno der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 24.11.1938. 

L e w i s und K a r r ('16) beobachteten, dass in den ersten 
vier Stunden nach Verabreichung von benzoesaurem Natr ium 
eine Verminderung der Harnsäureausscheidung e int r i t t ; nach 
diesem Zei t raum steigt die Harnsäureausscheidung wieder an 
und erreicht nach 24 Stunden dieselbe Intensität, wie vor der 
E i n f ü h r u n g der Benzoesäure. Diese Ergebnisse wurden von 
Q u i c k ('32, '34; daselbst ist auch die Literatur angegeben) 
bestätigt, der die Hypothese aufstellte, dass die Harnsäureaus-
scheidung von der Bildung einer Verbindung der Harnsäure mit 
einem Kohlenhydratkörper abhängig sei; Substanzen, die aus 
dem Körper als Kohlenhydratverbindungen ausgeschieden wer-
den, hemmen die Ausscheidung der Harnsäure. Eine derartige 
Verbindung ist auch die Benzoesäure, die aus dem Harn nicht 
nur in Form von Hippursäure, sondern auch als Benzoylgluku-
ronsäure ausgeschieden wird. Die experimentelle Begründung 
dieser Hypothese wurde freilich nicht durchgeführ t . Als erster 
Schritt zu einer solchen Begründung muss die Feststellung der 
quanti tat iven, gegenseitigen Abhängigkeit der Harnsäure- und 
Benzoesäureausscheidung betrachtet werden, was den Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit bildet. 

Die vorliegenden Beobachtungen wurden an Gesunden bzgw. 
an Lungenabszess leidenden Spitalspatienten ausgeführ t . Den 
Gesunden wurde die Benzoesäure in Form einer wässrigen Na-
tr iumbenzoatlösung per os verbreicht, worauf deren Harn, in 
best immten Zeitabständen, auf Harnsäure- und Glukuronsäure-
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gehalt untersucht wurde. Den an Lungenabszess leidenden 
Kranken wurde das benzoesaure Nat r ium in einer 10% Was-
serlösung intravenös e ingeführt . Der Harn wurde in ein-bzw. 
zweistündigen Abständen gesammelt . Nach Enteiweissung des 
Harnes durch Kochen mit essigsaurem P u f f e r wurde die quali-
tative Reduktionsprobe nach B e n e d i c t und die Naphtore-
sorcinprobe nach T o 1 1 e n s f ü r Glukuronsäure durchgeführ t . 
Die Glukuronsäureauscheidung wurde nach der Betrandschen Me-
thode best immt und in Milligrammen des Traubenzuckers ausge-
d rück t ; die Harnsäure wurde nach der H o p k i n s'schen Me-
thode in C o l e ' s ( ' 3 3 ) Aus füh rung best immt. Die Gesammt-
menge der Benzoesäure wurde nach der kolorimetrischen Me-
thode von W a e i s c h und K 1 e p e t a r ('35) bzw. nach der 
Ti t r iermethode von W a e 1 s c h und B u s z t i n ('37) best immt. 
Zur Hippursäurebes t immung wurde die Q u i c k 'sche ('26) Me-
thode benützt . Die Durch füh rung der Beobachtungen über den 
Einf luss der Benzoesäure auf die Harnsäureausscheidung ermö-
glicht der Umstand, dass unter normalen Verhältnissen die 
Harnsäure gleichmässig ausgeschieden wi rd ; die Harnsäure-
menge, die vormittags (gerade in diesem Zei t raum führ te ich 
die meisten Best immungen aus) im Laufe einer Stunde aus-
geschieden wird, unterliegt nur unbedeutenden Schwankungen. 
Kontrol luntersuchungen an Tagen, an denen kein benzoesaures-
Nat r ium verabreicht wurde, bestätigten, dass in allen beobach-
teten Fällen der Verlauf der Harnsäureausscheidung gleich-
massig war, bloss gegen 10 Uhr liess sich eine leichte Zunahme 
mit darauffolgendem Herabsinken bemerken. Der Verlauf der 
Harnsäureausscheidung ist individuell verschieden und ist 
keineswegs von der Diurese abhängig. Die ersten Beobachtun-
gen sollten feststellen, ob die Benzoesäure die Harnsäureaus-
scheidung hemmt und welche Mengen von Benzoesäure deutliche 
Veränderungen im Harnsäuregehal t des Harns hervorrufen . 

Tabelle I verauschaulicht die Ergebnisse, die nach Verab-
reichung von 7 g benzoesäuren Natr iums per os bei einer ge-
sunden, 27-jährigen Person von einem Gewicht von 62 kg 
erzielt worden sind. Verabreichung von 7 g Natr iumbenzoat rief 
in diesem Falle eine Hemmung der Harnsäureausscheidung 
hervor, welche 4 Stunden andauer te und ihren Höhepunkt in 
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der dri t ten Stunde nach Verabreichung des benzoesauren Na-
t r iums erreichte; die Harnsäuremenge sank bis auf 4.5 mg/Stun-
de. Die Harnport ionen, die in den ersten Stunden nach Verab-
reichung der Benzoesäure gesammelt wurden, reduzierten das 
Kupferreagens (Glukuronsäure) . Am stärksten ist die Reduk-
tion in der Periode der grössten Hemmung der Harnsäure-
ausscheidung. 

T a b e l l e I . 

L. W. Cf 27 Jahre, Gewicht: 62 kg. 

Datum Stunde Harnmenge 
in ml 

Ur 
in mg 

Reduktion 
in mg 

Traubenzucker 
Ur mg% 
im Blute 

29 .IV.37. 

8 — 9 
9 — 1 0 

1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

28 
189 
171 
136 

60 

2 2 
29 
29 .5 
29 
2 4 

3 .69 
3 . 9 6 
4 .07 

90
0 
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8 — 9 
9 — 1 0 

1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

154 
134 

97 
102 

96 

26. 
11.9 

5.2 
4.5 

10.7 

71 
134.7 
122.5 
103 

4 .45 
4 .45 
4 . 6 2 
4 .54 

I . V . 

8 — 9 
9 - 1 0 

1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

44 
230 

57 
39 
24 ,5 

26 
29 .6 
23 .3 
26 .6 
20 

4 .22 
4 .08 
3 .98 

In den weiteren Experimenten wurde die Benzoesäure in-
travenös e ingeführ t . Tab. II verauschaulicht die Ergebnisse der 
Harnanalyse bei einer 40-jährigen, 74 kg wiegenden Person, 
der einmal 3 g und am nächsten Tage je 6 g benzoésaures 
Natr ium eingespritzt wurden. In den Tagen, in denen kein 
benzoésaures Natr ium verabreicht wurde, wurden ebenfalls Ana-
lysen ausgeführ t , um die Harnsäureausscheidung unter norma-
len Verhäl tnissen festzustellen. 

Nach Einspr i tzung von 3 g benzoesauren Nat r iums liess 
sich kein deutliches Ergebnis wahrnehmen. Nach Erhöhung der 
Benzoesäuredosis bis zu 6 g wurde eine Abnahme der ausge-
schiedenen Harnsäure beobachtet, die 2 bzw. 3 Stunden an-
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dauerte; alle Harnproben, die eine Verminderung der Harnsäu-
remenge aufweisen, reduzierten das Kupferreagens. 

Die Ergebnisse der Harnanalyse bei einem Menschen, der 
6 g und 8 g benzoesauren Natr iums eingespritzt erhielt, sind in 
Tab. III dargestellt. Auch in diesem Falle dauerte die Hemmung 
der Harnsäureausscheidung etwa drei Studen an. Bei Abnahme 
des Harnsäuregehal ts gewinnt der Harn reduzierende Eigen-
schaften, die im ersten Falle etwa 700 mg, im zweiten etwa 
800 mg Glukose entsprechen. In diesem Versuche wurden auch 

T a b e l l e II. 
K. H. Cf 40 Jahre, Gewicht: 74 kg. 

Datum Stunde 
Harn-
menge 
in ml 

Ur 
in mg Datum Stunde 

Harn-
menge 
in ml 

Ur 
in mg 

24.11.37. 

9 — 1 0 
1 0 — 1 1 
1 1 - 1 2 
1 2 — 1 3 

33 .5 
47 
42 
18 

22 .5 
2 8 
2 1 
19 

28.11. 

9 — 1 0 
1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

29 
34 
29 
41 

37 
4 0 
3 8 
40 

25.11. 
u "S 

.i. o 
u eo M 
a c 
» c 8 
•S > 1 
w § 

60 .2 § c £ 

- ! £ 

8 — 9 
9 — 1 0 

1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

100 
44 .5 
65 
43 
28 

2 3 
26 
21 
15 
2 0 

l . I I I . 
6o 'S 

.JL o h «O N Q, E » C »j 
•S ß 1 
w r i 60 .2 
~ c £ 
® 3 « 

£ Z 

8 — 9 
9 — 1 0 

1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

27 
56 
92 

106 
30 

32 
11 

6 .8 
2 2 
21 

26.11. 

9 — 1 0 
1 0 - 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

25 .5 
28 
26 
24 .5 

2 9 
2 4 
3 3 
33 

2.III. 

9 - 1 0 
1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

3 0 
35 
29 
27 

33 
35 
31 
3 3 

27.11. 
. t» « 

•r o 
CO N 

£ C 

C C S .5 o a > a 
_ m .2 
8 S £ 
2 3 | 

9 — 1 0 
1 0 - 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

51 
100 

95 
85 

3 4 
4 .6 
9 .8 

3 4 

3.III. 
60 "5 

. i o 1. e 5 a P S e ji 

.5 § 1 
w r i 

so .2 
2 c h - §2 

8 — 9 
9 — 1 0 

1 0 — 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 

40 
1 6 2 
108 

6 4 
54 

3 4 
15 

6 .8 
11 .8 
38 

der Harnstoff , die Chloride und das Kreatinin bes t immt; in der 
Periode der gehemmten Harnsäureausscheidung ist die Harn-
stoff und Kreatininmenge etwas verminder t ; die Chloride dage-
gen zeigen ausser einer Z u n a h m e infolge der verstärkten Diu-
rese keine charakterist ischen Veränderungen. 
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In der Tab. IV sind die Ergebnisse angegeben, die nach 
Einspri tzung von 9.5 g benzoesauren Natr iums bei einem 42-
jähr igen, 74 kg wiegenden Manne erzielt wurden. In diesem 
Falle wurde eine vier Stunden lang andauernde Hemmung der 
Harnsäureausscheidung beobachtet. Ein Vergleich der Harn-
säure- und Benzoesäureauscheidung ergibt, dass die Periode der 
s tä rks ten Benzoesäureausscheidung mit der Periode der Herab-

T a b e l l e III. 
K. J. Cf 70 Jahre, Gewicht: 68 kg. 

Datum Stunde 
Harn-
menge 
in ml 

Ur 
mg 

Harnstoff 
in g 

C1 
mg 

Reduktion in mg 
Traubenzucker 

Krea-
tinin 

in mg 

1.IX.37. 
1 

8 . 3 0 — 1 0 
1 0 - 1 1 . 3 0 
1 1 . 3 0 - 1 3 
1 3 — 1 4 . 3 0 

80 
92 
72 
60 

62 
60 
69 
56 

1.2 
1.9 
0 .97 
0 . 9 0 

3 2 0 
317 
248 
207 

Qualitative Trauben-
zuckerreduktionsprobe 

negativ 

80 
65 
72 
49 

2.IX. 

93
0 

E
in

sp
ri

-
tz

un
g 

vo
n 

6 
g 

N
at

ri
um

be
nz

oa
l 

8 — 9 . 3 0 
9 . 3 0 — 1 1 

1 1 — 1 2 . 3 0 
1 2 . 3 0 — 1 4 

46 
226 
108 

62 

25 
9 .2 
4 

2 1 

0 .85 
0 .77 
0 .56 
0 .45 

176 
463 
2 4 2 
2 0 0 

180 
3 2 0 
2 0 0 

76 
41 
30 
48 

3.IX. 

8 - 9 . 3 0 
9 . 3 0 — 1 1 

1 1 — 1 2 . 3 0 
1 2 . 3 0 — 1 4 

85 
74 

142 
90 

55 
40 
50 
3 3 

1 .45 
1 .09 
1.64 
0 .75 

2 1 1 
184 
3 5 2 
3 0 0 

Qualitative Trauben-
zuckerreduktionsprobe 

negativ 

78 
6 0 
74 
45 

4.IX. 

9^
0 

E
in

sp
ri

-
tz

un
g 

vo
n 

8 
g 

N
at

ri
um

be
nz

oa
l 

8 — 9 .30 
9 . 3 0 — 1 1 

1 1 - 1 2 . 3 0 
1 2 . 3 0 — 1 4 

60 
158 
115 
114 

41 
2 .3 
2 .9 

39 

0 . 9 9 
0 .88 
0 . 6 5 
0 .78 

123 
2 2 9 
166 
154 

2 0 
2 0 4 
3 1 0 
2 8 0 

78 
40 
2 8 
43 

Setzung des Harnsäuregehal tes zusammenfäl l t . Sobald der Ge-
halt der ausgeschiedenen Harnsäure seinen Normalwert wieder 
erreicht, n immt die Menge der Benzoesäure im Harn ab. Die 
Benzoesäure wurde im Harn hauptsächlich in Form von Hippur-
säure und etwa in 10% als Glukuronsäureverbindung ausge-
schieden. Tab. V stellt die Ergebnisse dar, die nach intravenö-
ser E in führung von 6.4 g Benzoesäure bei einer 26-jährigen Frau 
von einem Gewicht von 51 kg beobachtet wurden. In den ersten 
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50 Minuten wurden keine Abnahme der Harnsäureausscheidung 
beobachtet, in diesem Zei t raum wurden nur 33 mg Benzoesäure 
ausgeschieden. In der zweiten Periode, die bei dieser Person 
etwa 7 Stunden dauerte, t r i t t eine Hemmung der Harnsäureaus-
scheidung ein. Während dieser Zeit scheidet die Niere eine be-
deutende Menge Benzoesäure aus. Die Zunahme der Harnsäure-
menge im Harn bis zum Normalwert fällt in den Zei t raum, in 
dem der grösste Teil der Benzoesäure bereits ausgeschieden wor-
den is t ; nach der im Harn auf t re tenden Reduktion ist anzu-
nehmen, dass etwa 20% der Benzoesäure sich mit Glukuron-
säure, der Rest mit Glykokoll, verbindet. 

T a b e l l e IV. 
K. H. O* 42 Jahre, Gewicht: 74 kg. 

Datum Stunde 

01 
b£ B 
a> 
s _ C n 

Ür Ur 

0) M 
P § 
O N 

Hippursäure Benzoesäure 

Datum Stunde 

01 
b£ B 
a> 
s _ C n in mg mg/Stunde £ M * 3 ¿r 
E a 

SG.S 

• c E 3 

(S .Ei 
mg mg/Stunde mg mg/Stunde 

9 - 1 1 56 63 31 .5 20 

20.X.37. 1 1 — 1 3 101 59 29 .5 6 3 20.X.37. 
1 3 — 1 8 
1 8 — 6 

150 
3 7 0 

1 1 0 
2 3 5 

2 2 
19.5 

47 
65 

21.X. 
. M t e 

9 - 1 1 160 6 0 30 18 27 13.5 2 0 10 

I S s 11 — 13.50 316 18 .5 6 5 305 5 7 5 3 2 0 3 0 4 0 7 6 1438 
a E 

S e i 13.50-14.50 50 10 10 3 1 0 1470 1 4 7 0 1200 1200 

H £ E 14.50-18.30 140 120 32 .7 190 9 8 0 267 7 8 9 2 1 5 
3 1 8 . 3 0 — 7 295 2 7 0 2 1 . 6 95 1041 8 3 6 9 0 5 5 . 2 

rt 3 « 
sz 

7 — 9 28 5 4 27 10 76 38 51 2 5 . 5 

Tab. VI stellt die Ergebnisse einer Harnanalyse bei einem 
54-järigen Manne von einem Gewicht von 76 kg vor. Wir kon-
statierten hier ebenfalls, dass im Zei t raum der grössten, vier 
Stunden andauernden Benzoesäureausscheidung die Menge der 
ausgeschiedenen Harnsäure deutlich sich verminderte . Aus der 
Reduktionsfähigkeit des Harns ist anzunehmen, dass etwa 10% 
der Benzoesäure als Glukuronsäureverbindung ausgeschieden 
wurde. Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungen sind in 
Tab. VII dargestellt . Ihr Wer t liegt von allem darin, dass sie 
sichtlich die Abhängigkeit der Harnsäureausscheidung von der 
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T a b e l l e V. 
W. P. 9 26 Jahre, Gewicht: 52 kg. 

Datum Stunde 

« 
tu 
a 

Ur in 

t. a> M 
ü C S 

O N 

Hippursäure Benzoesäure 

Datum Stunde S _ 
E S 

33.2 
mg mg/Stunde B S mg mg/Stunde mg mg/Stunde 

3.X.37. 

8 — 1 0 
1 0 — 1 2 
1 2 — 1 4 
1 4 — 1 8 
1 8 — 6 

50 
58 
6 2 

120 
3 2 0 

42 
54 
41 
85 

235 

2 1 
27 
20 .5 
2 1 . 2 
19 .5 

25 
18 
35 
70 

105 

10
" 

E
in

sp
ri

-
tz

u
n

g 
vo

n 
6.

4 
g 

B
en

zo
sä

u
re

 
^ 

8 . 2 5 — 1 0 . 2 5 
1 0 . 2 5 — 1 1 . 1 5 
1 5 . 1 5 — 1 3 . 3 0 
1 3 . 3 0 - 1 5 . 3 0 
1 5 . 3 0 - 1 8 

1 8 — 6 

65 
73 

180 
78 
82 

135 

40 
25 

9 
17 .3 
28 

2 7 0 

2 0 
30 

4 
8 .6 

11 
22 .5 

40 
5 4 

4 0 0 
3 3 0 
310 
227 

93 
2 1 0 0 
1980 
2 1 7 5 

340 

111 
9 3 3 
9 9 0 
8 6 1 

2 8 . 3 

7 3 
1728 
1 6 8 4 
1710 

2 3 2 

87 
7 6 9 
8 4 2 
6 8 4 

19 

Auscheidung der Benzoesäure bestätigt. Trotz intravenöser Ein-
füh rung von 6 g benzoesauren Natr iums t ra t bei einer 52-
jährigen, 58 kg wiegenden Person in den ersten 2 Stunden eine 
Abnahme der Harnsäureausscheidung, die in diesem Zei t raum 
meist sehr deutlich ist, nicht ein. Die Hemmung tr i t t erst in 
der dritten und vierten Stunde ein, nach Ablauf derer das Harn-

T a b e l l e VI. 
S. T. cT 5 4 Jahre, Gewicht: 76 kg. 

Datum Stunde 
Harn-

Ur in 
S 
U 

a 3 
° a 

Hippursäure Benzoesäure 

Datum Stunde menge 
in ml 

mg mg/Stunde 

3 6*2 
' B s mg mg/Stunde mg mg/Stunde 

24.1. 
8 — 1 0 

1 0 - 1 2 
1 2 — 1 4 

60 
114 

65 

70 
75 
65 

3 5 
37 .5 
32 .5 

40 
3 9 
65 

25.1. 
, » * 

'S s ° 
a e 
£ c | 3 2 S 

3 
Is c 

iä Z 

8 — 1 0 
1 0 — 1 2 
1 2 — 1 4 
1 4 — 1 6 
1 6 — 2 0 

101 
2 5 5 
150 

65 
125 

6 0 
14 
2 4 
80 

1 2 0 

3 0 
7 

12 
4 0 
6 0 

70 
2 5 0 
420 
350 
2 1 0 

3 6 0 0 
5 2 5 0 
1330 

765 

1800 
2 6 2 5 

6 6 5 
191 

2 5 4 4 
3 7 0 0 
1027 

6 7 0 

1272 
1 8 5 0 

5 1 3 . 5 
167 
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säureniveau zu seiner Norm zurückkehr t . Die in Tab. VII auge-
führ ten Angaben beweisen, dass ein inniger Zusammenhang 
zwischen der Benzoesäure- und der Harnsäure-ausscheidung be-
steht. Die beobachtete Person schied 500—600 mg Benzoesäure 
während einer Stunde aus, ohne dass die Harnsäureausschei-

T a b e l l e V I I . 

P. B. CT 52 Jahre, Gewicht: 58 kg. 

Datum Stunde 
Harnmenge 

in ml 
Ur 
mg 

Ur mg% 
im Blut 

Benzoesäure 
mg 

7.IV.38. 
, M % 

. ¿ O l o 
ä ® s Ol <U 
C £> 

° e ja > B 
** 3 

a M 'S § e +3 
o> 3 CS 

¿3 fc 

8 — 9 
9 — 1 0 

1 0 - 1 1 
1 1 — 1 2 
1 2 — 1 3 
1 3 — 1 4 

56 
53 
62 
80 
6 1 
41 

2 6 
38 
2 3 

8 .6 
13 
31 .2 

2 .04 
2 . 0 6 
2 .28 
2 .30 
2 .15 

6 2 5 
8 5 5 

1 5 6 8 
1 4 8 2 

5 2 4 

dung dadurch beeinflusst wird; eine Hemmung der Harnsäure-
ausscheidung wurde erst dann beobachtet, als diese Quant i tä t 
überschri t ten wurde. 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die 
durch Benzoesäureeinführung hervorgerufene Hemmung der 
Harnsäureausscheidung von der Menge der ausgeschiedenen 
Benzoesäure abhängig ist. 
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t h o d e zur B e s t i m m u n g der f r e i e n u n d g e b u n d e n e n B e n z o e s ä u r e i m b i o l o g i -
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[ I n s t i t u t f ü r Z o o i p h y s i o l o g i e der J. P i ł s u d s k i U n i v e r s i t ä t , W a r s z a w a ] . 

K . B i a ł a s z e w i c z u n d J. W a j s b e r g . 

Über die Resorption der Azofarbstof fe im Dünndarm. 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Warszawa der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 9.III.1939. 

Zweck der vorliegenden Untersuchungen war die Auffin-
dung einer Farbstoffverbindung, die im Dünndarm keiner Re-
sorption unterliegt und demzuliebe gestatten würde, den Ver-
lauf der Wasse rau fnahme und der Resorption anderer mit der 
Farbs toff lösung in den Darm eingeführten Verbindungen durch 
die Schleimhaut genau zu verfolgen. 

Im Laufe unserer diesbezüglichen Versuche gelang es uns 
einige derartige Verbindungen unter den Azofarbstoffen auf-
zufinden. Analoge Versuche mit Farbstoffen von verwandter 
chemischen S t ruk tur füh r t en zur unzweifelhalfen Feststellung, 
dass zwischen der Konstitution der Farbs tof fe und ihrer Re-
sorptionsfähigkeit ein inniger Zusammenhang besteht. 

M e t o d i s c h e s . 

U n s e r e V e r s u c h e g r ü n d e n s i ch in P r i n z i p auf d e m k o l o r i m e t r i s c h e n 
b z g w . p h o t o m e t r i s c h e n V e r g l e i c h der Menge des i m D a r m n a c h der t e i l w e i -
s e n R e s o r p t i o n des W a s s e r s ü b r i g g e b l i e b e n e n F a r b s t o f f e s m i t der e i n g e f ü h r -
ten F a r b s t o f f m e n g e . 

A l l e V e r s u c h e w u r d e n an Katzen , d i e d u r c h 2 4 — 2 8 S t u n d e n n ü c h t e r n 
g e h a l t e n w u r d e n , in D i a l n a r k o s e a u s g e f ü h r t . N a c h Ö f f n u n g der B a u c h h ö h l e 
u n d H e r a u s n a h m e des D a r m e s w u r d e n an d e m s e l b e n v e r m i t t e l s s e c h s 
L i g a t u r e n drei D a r m s c h l i n g e n v o n j e 30 cm. L ä n g e a b g e s o n d e r t . D a n n 
w u r d e der D a r m in d ie B a u c h h ö h l e z u r ü c k g e l e g t u n d in j e d e D a r m s c h l i n g e 
m i t t e l s e i n e r S p r i t z e e i n e b e s t i m m t e M e n g e w ä s s e r i g e r , b i s 3 7 — 3 9 ° a u f -
g e w ä r m t e n F a r b s t o f f l ö s u n g e i n g e f ü h r t . D i e d a z u b e n u t z t e S p r i t z e b e s a s s 
e i n e m e t a l l e n e , m i t e i n e m D r e i w e g h a h n v e r s e h e n e A n s a t z v o r r i c h t u n g , d i e 
m i t t e l s e i n e s d ü n n e n , d i c k w a n d i g e n G u m m i r o h r e s m i t e i n e r N a d e l v e r b u n -
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den w a r . E ine g le i che Menge F a r b s t o f f l ö s u n g w u r d e für den k o l o r i m e t r i -
schen Vergle ich in ein-en Messkolben a b g e m e s s e n . 

Nach Sch l i e s sung der B a u c h h ö h l e w u r d e das Tier in R u h e g e l a s s e n 
und m i t t e l s e ines e lektr i schen Kis sens b i s zur n o r m a l e n Körper tempera-
tur erwärmt . 

Sobald der grössere Tei l des a n f ä n g l i c h e i n g e f ü h r t e n W a s s e r s in den 
D a r m s c h l i n g e n resorbiert wurde , w u r d e der Versuch unterbrochen . 

Der nicht resorbier te F a r b s t o f f w u r d e aus dem D a r m auf f o l g e n d e 
W e i s e ent fernt . Nach H e r a u s n a h m e des D a r m e s und D u r c h s c h n e i d u n g des 
g a n z e n M e s e n t h e r i u m s . w u r d e der Darm m i t des t . W a s s e r abgespül t , 
w o r a u f die durch die Ligaturen a b g e s c h l o s s e n e n D a r m s c h l i n g e n h e r a u s -
präpariert w u r d e n . Die Sch l ingen w u r d e n dann e inze ln an e iner Ste l l e 
g e ö f f n e t und der n icht resorbierte Inha l t ausgepress t , w o r a u f des sen V o l u -
m e n b e s t i m m t w u r d e . Dann w u r d e n die Sch l ingen l ä n g s g e ö f f n e t u n d d ie 
der S c h l e i m h a u t o f t sehr i n n i g a n h a f t e n d e n F ä r b s t o f f ü b e r r e s t e m i t t e l s 
e ines f e i n e n P i n s e l s und e ines S tromes dest . W a s s e r s en t f ern t . S c h l i e s s l i c h 
w u r d e d ie n icht resorbierte , berei ts f rüher a b g e m e s s e n e Lösung m i t s a m t den 
a b g e s p ü l t e n F a r b s t o f f ü b e r r e s t e n in e inen Messko lben ü b e r f ü h r t , dessen 
V o l u m e n dem des Verg l e i chsko lbens g le ich war , w o r a u f e ine e n t s p r e c h e n d e 
Menge e iner k lärenden und e n t e i w e i s s e n d e n F l ü s s i g k e i t zugese tz t wurde . 

E i n e be träch l i che Schwiergke i t bot in den ersten V e r s u c h e n d ie Be-
f r e i u n g der nicht resorbierten Reste v o n der Trübung , d i e s ich m e c h a n i s c h 
nicht e n t f e r n e n l i e s s und die F a r b s t o f f b e s t i m m u n g auf o p t i s c h e m W e g e s tark 
störte . Nach längeren B e m ü h u n g e n ge lang es u n s e ine opt i s ch v o l l k o m m e n 
leere F l ü s s i g k e i t dadurch zu er langen, d a s s w i r zu der F l ü s s i g k e i t in be iden 
Messko lben E t h y l a l k o h o l oder A c e t o n b i s zu 2 / 3 des Vo-
l u m e n s z u s e t z t e n und den Rest mi t dest. W a s s e r ergänzten . Jedes der er-
w ä h n t e n Reagent i en , in e iner Konzentra t ion benutz t , d ie e i n e v o l l k o m m e n e 
A u f l ö s u n g des F a r b s t o f f e s ermögl i cht , bes i t z t den Vorzug , dass es den 
D a r m s c h l e i m e n t w ä s s e r t und dadurch se ine A u f n a h m e f ä h i g k e i t gegenüber 
F a r b s t o f f e n v e r m i n d e r t ; ausserdem v e r m i n d e r n s i e auch den D i s s o z i a t i o n s -
grad der Salze und F a r b s t o f f e und g le i chen da'durch den Untersch ied z w i -
schen den F a r b e n n u a n c e n he ider v e r g l i c h e n e n F l ü s s i g k e i t e n aus. 

Nach A b z e n t r i e f u g i e r u n g des N iedersch lages w u r d e n be ide F l ü s s i g -
ke i ten i m B ü r k e r ' s c h e n Kolor imeter bzgw. P u 1 f r i c h ' schen S t u f e n p h o -
t o m e t e r verg l ichen . 

E x p e r i m e n t e l l e r T e i l . 

1. S c h w e r r e s o r b i e r b a r e F a r b s t o f f e . 

In einer Reihe von Voruntersuchungen über das Verhalten 
allerlei, zu verschiedenen Farbs tof fk lassen hingehörenden Farb-
s taf fe (Stilben-, Azo, Cairbonium-, Anthracenfarbs tof fe , iindi-
goide Verbindungen) wurde festgestellt, dass am mindesten die 
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Azofarbstoffe resorbiert w e r d e n 2 ) . Von den Azofarbstoffen er-
wiesen sich als sehr schwach resorbierbar vier saure Farbstoffe , 
von denen zwei (Doppel-Ponceau 4 R und Echtrot BT) die 
Gruppe der Monoazofarbstoffe der Naphthal in-azo-naphthal in-
reihe repräsentieren, während die zwei anderen (Congorot und 
Vitalrot) ein Produkt der Kupplung des tetraazotierten Benzi-
dins bzgw. o-Tolidins mit zwei entsprechend substi tuierten Na-
phtal inmolekülen sind. 

Die chemischen Formeln dieser vier schwer resorbierbaren 
Farbs tof fe stellen sich folgendermassen vor : 

O H 

• N = N — 

30 3Na 
Doppel-Ponceau 4 R 

H O — 

/ 
Echtrot B T 

S0 3 Na 

n h 2 

S0 3 Na 
Cönyorot 

S0 3 Na 

2 ) U n s e r e V e r s u c h e u m f a s s t e n f o l g e n d e F a r b s t o f f e : 
S t i l b e n f a r b s t o f f e : C u r c u m i n ; B e n z o l - a z o - n a -

p h t a l i n r e i h e : P o n c e a u PR, B r i l l a n t c r o c e i n , P a l a t i n s c h a r l a c h ; 
N a p h t a l i n - a z o - n a i p h t a l i n r e i h e : C h r o m o t r o p 10 B, 
A z o b o r d e a u x , B r i l l a n t b o r d e a u x S, K r i s t a l l p o n c e a u 6 B, D o p p e l - P o n c e a u 4 B , 
D o p p e l - P o n c e a u 6 B , B o r d e a u x B, E c h t r o t BT, P a l a t i n r o t A, L a n a c y l b l a u ; 
D i a z o f a r b s t o f f e d e ! r B e n z i d i n r e i h e : V i t a l r o t , C o n g o -
rot, B e n z o p u n p u r i n 4 B, B r i l l a n t c o n g l o b l a u 2 R, A z o b l a u , C h i c a g o b l a u B, 
C h i c a g o b l a u 6 B , D i a m i n r e i n b l a u F F , B e n z o i p u r p u r i n 10 B, D i a m i n b l a u AZ, 
Try, p a n b l a u ; C a r b o n i u m f a r b s t o f f e : F u c h s i n E, M a l a c h i t -
g r ü n I a, K r y s t a l l v i o l e t t , E r i o g l a u c i n , P a t e n t b l a u , W a s s e r b l a u , P h e n o l r o t , 
Kreso l ro t , E o s i n , B h o d a m i n B ; A n t h r a c e n f a r b s t o f f e : A n t r a -
c h i n o n v i o l e t t , A m i n o a n t r a c h i n o n , a l i z a r i n s u l f o s a u r e s N a t r o n . 
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Die erwähnten Farbs tof fe kennzeichnen sich somit durch 
die Anwesenheit zweier Naphthalinkerne^ die meistens eine 
verhäl tnissmässig kleine Anzahl e ingeführ ter Auxochromgruppen 
enthal ten. 

Diese ersten Voruntersuchungen wurden weiter ausgebaut. 
Vor allem handelte es sich um die Erforschung des Einf lusses 
gewisser, vom Gesichtspunkte der Versuchstechnik wichtigen 
Faktoren u. zw. um die Feststellung, inwieferne die Resorption 
der Farbs tof fe von der Konzentration derselben und von dem 
Darmabschni t t , in dem die Resorption stat t f indet , abhängig ist. 

In der ersten Versuchsserie (Tab. I) , die das Verhalten der 
einzelnen Darmabschni t te gegenüber den benutzten Farbs tof fen 
aufk lä ren sollte, wurden in die einzelnen, ca 30 cm langen 
Darmschlingen (I, II, III) Farbstoff lösungen von identischer 
Konzentration (0.05 oder 0.1%) eingeführt . In der zweiten Se-
rie dagegen (Tab. II) wurden in die drei Darmschlingen Farb-
stoff lösungen von verschiedener Konzentration (0.025 — 0.1%, 
bzgw. 0.05 — 0.2%) eingeführt . Diese Versuche sollten die Fra-
ge der Abhängigkeit der Farbs toff resorpt ion von der Konzen-
trat ion der Farbstoff lösung aufhellen. 

Die Versuche der ersten Serie, in denen — wie bereits f r ü h e r 
e rwähnt — als veränderliche Grösse die En t fe rnung des resor-
bierenden Abschnittes vom Duodenum auf t r i t t , ergaben über-
einst immend, dass ein sichtbarer und unzweifelhaf ter Zusam-
menhang zwischen dem Ort der Resorption und der Menge des 
resorbierten Farbs toffes sich nicht feststellen lässt. Das Re-
sorptionsepithel verhält sich gegenüber den aufgezählten, von 
uns als schwer resorbierbar befundenen Farbs tof fen auf der 
ganzen Länge des Dünndarmes auf die gleiche Art und Weise. 

Der Einf luss der Farbs tof fkonzent ra t ion auf die Aufnah-
mefähigkeit bildete den Gegenstand der zweiten Versuchsserie, 
in welcher in die einzelnen gleich langen Darmschlingen Färb-
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Stoffe von wachsender Konzentration der Reihe nach einge-
f ü h r t wurden. Diese Versuche (Tab. II) ergaben, dass die Per-
meabili tät des Dünndarmepi the ls gegenüber Farbs tof fen , deren 
Resorptionsgrad nicht einmal 2% der e ingeführ ten Menge be-
trägt, im grossen und ganzen von der Konzentrat ion der ein-
geführ ten Lösung vollständig unabhängig ist. Die Übereinstim-
mung der in Tab. II angeführ ten Resultate ist überdies ein Be-
weis der Genauigkeit der angewendeten Versuchstechnik und 
der Metoden der optischen Farbs to f fbes t immung und dür f te zu 
weiteren Versuchen in der Richtung der Herabsetzung der un-
teren Konzentrationsgrenze der zu Resorptionsversuchen be-
nutzten Farbs tof fe anspornen. 

Zusammenfassend stellen wir fest, dass das Dünndarme-
pithel gegenüber den erwähnten Azofarbstoffen der Napthalin-
reihe (Doppel-Ponceau 4 R, Echt rot BT, Congorot und Vital-
rot), unabhängig von ihrer Konzentration, sich auf seiner gan-
zen Fläche als fast ganz undurchlässig erwies. 

2. D i e F a r b s t o f f r e s o r p t i o n u n d d ie c h e m i s c h e K o n s t i t u t i o n 
d e r F a r b s t o f f e . 

Nach Feststellung der Tatsache, dass manche Farbs tof fe 
prakt isch genommen überhaupt nicht resorbiert werden, schien 
es uns interessant zu untersuchen, wie sich diesbezüglich an-
dere, zu denselben chemischen Klassen hingehörende Farbs toffe 
verhalten. Auf diesem Wege könnte möglicherweise ein Licht 
-auf die Frage geworfen werden, ob zwischen der chemischen 
Konstitution der Farbs tof fe und ihrer Aufnahmefähigkei t durch 
die Darmschle imhaut irgendein Zusammenhang besteht. 

Unsere diesbezüglichen Untersuchungen schreiten einstwei-
len über den Rahmen allgemeiner Orient ierungsversuche nicht 
hinaus. Wi r beschränkten uns nur auf eine Farbs tof fgruppe 
u. zw. auf die Naphthalin-azo-naphthalinreihe, zu der auch Dop-
pel-Ponceau 4 R und Echtrot B T gehören. Alle zu dieser Gruppe 
gehörenden Farbs tof fe sind ein Kupplungsprodukt einer und 
derselben Base u. zw. «-Naphthylamins mit den Derivaten von 
a-u. ß-Naphthol, die an verschiedenen Stellen des Ringes Hydro-
xyl- und Sulfogruppen besitzen. Ausser den bereits f rüher er-
wähnten nicht resorbierbaren zwei Farbs tof fen benutzten wir 
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zu diesen Untersuchungen die folgenden Farbs tof fe : Doppel-
Ponceau 6R, Palatinrot A, Brillantbordeaux S, Azobordeaux und 
Chromotrop 10B (a-Naptholderivate) sowie Bordeaux B und 
Kristallponceau 6 R, die eine Hydroxylgruppe in der Stellung ß 
enthalten. Alle erwähnten Farbs tof fe wurden in der gleichen 
Konzentration (0.1%) in die 30 cm langen Darmschlingen 
eingeführt . Sobald mehr als die Hälf te des anfangs eingeführ-
ten Wassers resorbiert wurde, wurden die Versuche unterbro-
chen. Die Untersuchungen ergaben, dass — wie aus Tab. III 
ersichtlich —- zwischen der chemischen Konsti tution der Mono-
azofarbstoffe und ihrer Durchdringunsfähigkei t durch das Dar-
mepithel ein ganz deutlicher Zusammenhang besteht. Verbin-
dungen die sich nur durch eine andere gegenseitige Stellung 
zweier Substituenten im Naphtha l inkerne unterscheiden, kön-
nen sich gegenüber der Adsorptionsfläche ganz abweichend 
verhalten. 

Wie aus unseren Versuchen zu entnehmen, hängt die Re-
sorptionsintensität der untersuchten Monoazofarbstoffe minde-
stens von drei Faktoren ab: 1° — von der allgemeinen Zahl 
der in die Kupplungskomponente eingeführten Gruppen: 2° — 
von der gegenseitigen Stellung dieser Gruppen im Molekül und 
3° — von der Anzahl der eingeführten Sulfogruppen. 

Vergleicht man die einen «-Naphtholkern enthal tenden 
Farbstoffe , so kann man vor allem feststellen, dass sie desto lei-
chter durch die Darmwand durchdringen, je mehr Hydroxyl-
und Sulfogruppen sie enthalten. Umgekehrt — alle schwer re-
sorbierbaren Farbstoffe kennzeichnen sich durch eine geringe 
Anzahl der in die Kupplungskomponenten eingeführten Atom-
gruppen. Diese Verhältnisse illustriert einerseits das schwer re-
sorbierbare Doppel-Ponceau 4 R, dessen Molekül 1-Naphthol-
4-sulfosäure enthält und andererseits das intensiv resorbierbare 
Chromotrop 10 B, das als Kupp 1 ungskomponemt 1 .8-Dioxy-
naphtalin-3.6-disulfosäure enthält . 

Der Einfluss der Stellung der Substi tuenten im Naphtalin-
kern auf die Resorptionsintensität drückt sich darin aus, dass 
bei sonst identischen Konsti tut ionseigenschaften diejenigen 
Farbs tof fe rascher aus dem Darmlumen verschwinden, in de-
nen die Sulfogruppe in grösserer En t fe rnung von der Hydroxyl-
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gruppe liegt. Von den diisulfonierten a- u. ß-Naptholderivaten 
kann man einerseits auf Palatinrot A, das zu 39% resorbiert 
wird und im Molekül l-Naphthol-3.6-disuIfosäure enthält , so-
wie auf Azobordeaux, das zu 52% resorbiert wird und 1-Na-
phthol-4.8-disulfosäure enthäl t und anderererseits auf Bor-
deaux B bzgw. Kristallponceau 6 R hinweisen, die 2-Naphthol-
3.6-disulfosäure bzgw. 2-Naphthol-6.8-disulfosäure enthalten und 
dementsprechend zu 22% bzw. 32% resorbiert werden. Be-
sonders bemerkenswert in dieser Hinsicht ist das Verhalten 
zweier isomeren Farbs tof fe wie Doppel-Ponceau 4 R und Doppel-
Ponceau 6 R, von denen der erste zu 3%, der zweite zu 27% 
resorbiert werden und die sich voneinander bloss durch die 
Lage der Sulfogruppe im Naphthal inr ing (Verschiebung um 
eine Stelle) unterscheiden. 

Nicht minder deutlich ist der Zusammenhang zwischen der 
Durchlässigkeit der Darmschleimhaut gegenüber Farbstoffen 
und der Anzahl der Sulfogruppen im Molekül. Je mehr Sul-
fogruppen der Farbstoff enthält , desto rascher dringt er durch 
die Darmwand durch. Den Einf luss der Sulfogruppenzahl auf 
die Aufnahme der untersuchten Farbs tof fe illustiert am besten 
ein Vergleich der Resorbierungsintensi tät derjenigen Farb-
stoffe, die l-NaphthoI-4-sulfosäure (Doppel-Ponceau 4 R) bzgw. 
l-Naphthol-4.8-disuIfosäure (Azobordeaux) oder 2-Naphtho]-6-
sulfosäure (Echtrot BT) oder schliesselich 2-NaphthoI-3.6-
disulfosäure (Bordeaux B) als Kupplungskomponenten enthal-
ten. Aus dem zitierten Beispiel sieht man, wie stark die Er-
setzung der Naphthal inkerne durch Sulforadikale auf die Dif fun-
dierbarkeit der Farbs tof fe durch das Darmepithel einzuwirken 
vermag. 

Im Zusammenhang damit wäre es vielleicht angezeigt, hier 
einige Angaben über den Einf luss des Sulfonierungsprozesses auf 
manche physikalisch-chemische Eigenschaften der Farbstoffe 
anzuführen . Vor allem seien hier die Untersuchungen über die 
Diffundierungsfähigkei t der Farbs tof fe durch Kollodiummem-
branen, insbesondere die Arbeiten von B i 1 t z u. P f e n -
n i g 1 ) sowie Z s i g m o n d y 2 ) e rwähnt . Die zitierten Auto-

1) B i 1 t z W. u n d F. P f e n n i g . 1911, Zei tschr . f. phys ik . Chem. 
A. 77 (91 ) . 

2) Z s i g m o n d y R. 1924, Zeitschr. f. phys ik . Chem. A. I i i (211) . 
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ren stellten auf Grund zahlreicher Untersuchungen fest, dass 
die E in füh rung neuer Sulfogruppen auf die Dialyse beschleuni-
gend wirkt . Nicht minder bemerkenswert sind andererseits die 
Ergebnisse der Untersuchungen über den Mechanismus der Sub-
s tant iv i tä ts färbung der Texti lfasern im Zusammenhang mit der 
räumlichen Konfigurat ion der in den Farbstoff e ingeführten 
Sulfogruppen; aus der Arbeit von G r i f f i t h s und N e a l e 3 ) 
über die Aufnahme gewisser Derivate o-Dionisins, das mit 
verschiedenartig substi tuierten Naphthal inkernen gekuppelt ist, 
durch Baumwolle und Celophan scheint unzweifelhaft hervor-
zugehen, dass paralell zur Vermehrung der Sulfogruppen die 
Substantivität der Farbs tof fe sich verringert und dass dieselbe 
in s tarkem Grade von der Stellung der Sulfogruppen im Na-
phthal inr ing abhängt . 

Diese bemerkenswerte Analogie könnte ein interessanter 
Ausgangspunkt f ü r weitere Untersuchungen über den Diffu-
s ionsmechanismus der Farbs tof fe durch lebende Tiermembra-
nen sein. 

Z u s a m m e n f a s s u n g . 

1°. Von der ziemlich grossen Anzahl der von uns unter-
suchten Farbs tof fe erwiesen sich als ganz unresorbierbar 
vom Dünndarm der Katze die folgenden Verbindungen der 
Naphthal in-azo-naphthal inrcihc und der Benzidinreihe: Doppel-
Ponceau 4B, Echtrot BT, Congorot und Vitalrot. Von der Ge-
samtmenge der in verschiedene Darmabschni t te eingeführten 
wässerigen, 0.025—0.2% konz. Farbs toff lösung bleiben am Ende 
des Versuches ca 98% noch im Darmlumen zurück. 

2°. Die Besorptionsfähigkeit der Farbs toffe der Ntptha l in-
azo-naphthalinreiihe, die ein Kupplungsprodukt a-Naphthyl-
arnins mit verschieden Sulfosäuren a- und ß-Naiphthols reprä-
sentieren, erwies sich von der Molekülkonstitution tbhängig 
und zwar steigt dieselbe paralell zu der Anzahl der Substituen-
ten, insbesondere der Sulfogruppen und ist ferner von ih re r 
Stellung im Naphthal inr inge abhängig. 

3) G r i f f i t h s L. H. and S. M. N e a l e . Trans . F a r i d a y Soc. 
1934. 30 (395 ) . Zi t iert nach V a l k ö : K o l l o i d c h e m i s c h e Grundlagen der 
T e x t i l v e r e d l u n g . Berl in 1937. 
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[ I n s t i t u t de P a t h o l o g i e Générale et E x p é r i m e n t a l e de l 'Un ivers i t é 

des J a g e l l o n s à Cracov ie ] . 

J . F e g l e r e t Z. L e l u s z - L a c h o w i c z . 

Nouvel les recherches sur les variations de la teneur en acetyl-
choline du système nerveux central des lapins dans les états 
de forte excitation, provoqués par la strychnine et la toxine 

tétanique ! ) . 

F e g l e r , K o w a r z y k et L e l u s z - L a c h o w i c z 
('38) ont montré que, administrée à doses qui déclenchent de 
violentes contract ions tétaniques, la s trychnine fait d iminuer 
chez les lapins la teneur du système nerveux central en acetyl-
choline ( t ronc cérébral et moelle épinière) . 

Au cours de leurs expériences sur l 'action exercée par la 
toxine té tanique sur la teneur du système nerveux central des 
lapins en acetylcholine, F e g l e r et ses collaborateurs ont éta-
bli que, à l ' inverse de la strychnine, cette toxine y fai t augmen-
ter la quant i té d'acétylcholine. Bien que les effets pharmaco-
dynamiques de la s t rychnine et de la toxine tétanique of f ren t 
beaucoup d'analogie, ce phénomène, suggère l'idée que les va-
riat ions de la quant i té d'acétylcholine dépendent du degré 
d 'augmentat ion de l'excitabilité et de la vitesse, avec laquelle ce 
phénomène se produi t . Nous savons que l 'accroissement de 
l 'excitabilité augmente plutôt graduellement sous l 'action de la 
toxine tétanique, tandis qu 'après l ' injection intraveineuse d 'une 
dose appropriée de s t rychnine, les crampes témoignant d 'une gé-
néral isat ion de l 'excitation réflexe apparaissent en très peu de 
temps. 

Les recherches de G a u t r e l e t et ses collaborateurs 
( '36—'37), de L o e w i ( '37), de M a n n , T e n n e n b a u m 

a ) Travai l présenté à l 'Academie Po lon . d. Se. et d. Lett., Cl. d. Méd. 

d a n s la séance du 18.XI.1938. 
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et Q u a s t e 1 ( '38), puis les investigations de F e g l e r , K o -
w a r z y k et R y m a r ('38a) ont fourni la preuve que le sy-
stème nerveux central renferme de l 'acétylcholine sous deux 
formes différentes, une libre, l 'autre liée („complexe" ou „pré-
curseur" de Q u a s t e 1). L'acétylcholine est libérée de ce 
„complexe" sous l ' influence de divers agents, tels que le chauf-
fage, les acides et le chloroforme. La cholinestérase ne décom-
poserait pas l 'acétylcholine liée (O. L o e w i ) . 

Ce complexe est évidemment d 'une grande importance, sur-
tout si l'on admet avec Qu a s t e 1 et ses collaborateurs que 
c'est par son intermédiaire que s'opère la synthèse de l'acétyl-
choline dans le système nerveux central . S'il en est réellement 
ainsi, la diminution de la quant i té totale d'acétylcholine dans ce 
système pendant l 'excitation aiguë, provoquée par la s t rychnine 
et, inversement l 'augmentat ion de la qualité d'acétylcholine sous 
l ' influence de la toxine té tanique pourra ient s 'expliquer par les 
variat ions que subissent l 'util isation et la synthèse du „com-
plexe" acétylcholinique. 

Dans les recherches dont nous donnons la description ci-
dessous, on se propose de trouver des données expérimentales 
susceptibles d'étayer l 'hypothèse suivante: les variat ions de la 
teneur du système nerveux central en acétylcholine dépendent 
de facteurs agissant sur la décomposition et la reconsti tution 
du complexe, auquel état l 'acétylcholine est emmagasinée dans 
ce système. Considérés de ce point de vue, les troubles de l'équi-
libre entre la décomposition et la reconsti tution de ce complexe, 
peuvent entra îner soit une diminution, soit une augmentat ion 
de la quant i té totale d'acétylcholine qu'il est possible d 'extraire 
du système nerveux central . La d iminut ion de cette quant i té 
provoquée par la strychnine, témoigne, à notre avis, des condi-
tions qui se produisent dans cet empoisonnement, par suite 
desquelles la décomposition l 'emporte sur la reconst i tut ion; par 
contre, la reconsti tut ion est plus forte dans l 'empoisonnement 
par la toxine tétanique, de sorte que la teneur du système ner-
veux central en acétylcholine accuse une augmentat ion. 
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L a t e c h n i q u e d e s e x p é r i e n c e s . 

N o u s a v o n s f a i t n o s e x p é r i e n c e s s u r l e s l a p i n s de 2 à 2.5 kg. La 

s t r y c h n i n e é t a i t i n j e c t é e d a n s u n e des v e i n e s a u r i c u l a i r e s à d o s e s de 0.1 

à 0.2 m g / k g , t a n d i s q u e s' i l s ' a g i s s a i t de l a t o x i n e t é t a n i q u e , o n en i n t r o -

d u i s a i t d a n s la v e i n e 1 cm3 , /kg, s o i t u n e q u a n t i t é é q u i v a l a n t à 20.000 d o s e s 

m o r t e l l e s p o u r s o u r i s . Les l a p i n s , e m p o i s o n n é s par l a s t r y c h n i n e , é t a i e n t 

d é c a p i t é s , o u b i e n on l e u r o u v r a i t l ' a o r t e avec un s c a l p e l , p l a n t é d a n s l e 

2 - e e s p a c e i n t e r c o s t a l g a u c h e . Les a n i m a u x é t a i e n t t u é s a p r è s de c o n t r a c -

t i o n s t é t a n i q u e s o u après q u e l q u e s a t t a q u e s s u i v a n t e s , p e n d a n t l e c o u r t i n -

t e r v a l l e e n t r e l e s c o n v u l s i o n s . Après a v o i r a d m i n i s t r é l e s d o s e s m e n t i o n n é e s , 

l a p r e m i è r e a t t a q u e de c o n t r a c t i o n s a p p a r a i s s a i t d a n s l ' e s p a c e d e 30" à l ' 3 0 " 

a p r è s l ' i n j e c t i o n de s t r y c h n i n e . Les c o n v u l s i o n s n e se p r o d u i s a i e n t q u e 4 8 

à 56 h e u r e s a p r è s l ' i n t r o d u c t i o n d e la t o x i n e t é t a n i q u e . 

L ' a n i m a l a y a n t é t é tué , n o u s e n l e v i o n s i m m é d i a t e m e n t la m o e l l e é p i -

n i ère , l e b u l b e e t le t r o n c du c e r v e a u , en l a i s s a n t de c ô t é l e s h é m i s p h è r e s . 

N o u s a p p l i q u i o n s la m é t h o d e des S t e d m a n ( '37 ) o u c e l l e d e 

O. L o e w i et s e s c o l l a b o r a t e u r s ( a l c o o l a c i d i f i é ) p o u r p r é p a r e r l e s e x -

t r a i t s . P o u r d o s e r l ' a c é t y l c h o l i n e d a n s l e s e x t r a i t s , n o u s n o u s s e r v i o n s d u 

m u s c l e d o r s a l de la s a n g s u e , s e n s i b i l i s é par l ' é ser ine . 

E n h y d r o l y s a n t l e s e x t r a i t s à c h a u d avec de l a s o u d e c a u s t i q u e , n o u s 

a v o n s c o n s t a t é d a n s u n e s é r i e de d o s a g e s , qu ' i l s p e r d a i e n t l e u r s p r o p r i é t é s 

a c t i v e s . L o r s q u ' o n p r é p a r e l ' e x t r a i t d 'après la m é t h o d e de S t e d m a n , s a n s 

t o u t e f o i s a j o u t e r de l ' é s é r i n e , on s 'aperço i t qu' i l perd é g a l e m e n t ces p r o -

p r i é t é s . Ces é p r e u v e s i n d i q u e n t par c o n s é q u e n t que l e s e x t r a i t s c o n t e n a i e n t 

r é e l l e m e n t de l ' a c é t y l c h o l i n e . 

A u s s i b i e n d a n s l e s e x p é r i e n c e s d o n t n o u s a v o n s p r é c é d e m m e n t p u b l i é 

l e s r é s u l t a t s , q u e d a n s c e l l e s d o n t n o u s n o u s e n t r e t e n o n s à p r é s e n t , la 

q u a n t i t é d ' a c é t y l c h o l i n e d a n s le s y s t è m e n e r v e u x c e n t r a l des l a p i n s accu-

s a i t d ' a s s e z f o r t e s f l u c t u a t i o n s . La t e n e u r en a c e t y l c h o l i n e des e x t r a i t s , 

p r é p a r é s d 'après S i t ' e d m a n n , v a r i e d e 4 y / g à 8 / g (21 e x p é r i e n c e s ) , 

t a n d i s q u e d a n s l e s e x t r a i t s de t i s s u n e r v e u x , t ra i té p a r de l ' a l c o o l a c i d i f i é , 

e l l e e n t r e 2.5 y/g et 5 / g ( 2 6 é p r e u v e s ) . 

T a b l e a u I . 

L'acétylocholine en Y / g dans les extraites du système nerveux central (s. n. c.) de 4 lots 
de lapins. Dans chaque lot l'acétylocholine était dosée sur le même muscle dorsal de la 

sangsue. 

No. du lapin dans chaque lot 
No. du lot Méthode d'extraction 

1. 2. 3. 4. 

I 4 .0 4 .3 4 .0 4.3 Alcool acidifié 

I I 5 .75 5.7 — — S t e d m a n 

I I I 5 .3 5 .5 5 .3 — » 
I V 7 .3 7.5 — — 

V 5.2 5 .2 — — 
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Ains i que l ' ind ique le tab leau I, l e s extra i t s , p r é p a r é s avec du t i s su 

nerveux des lap ins , et dont la q u a n t i t é d 'acé ty l cho l ine é t a i t d é t e r m i n é e 

à l 'a ide de la m ê m e préparat ion de sangsue , d o n n e n t des r é s u l t a t s con-

cordants . 

N o u s a p p u y a n t sur ces données , n o u s s o m m e s en droi t de s u p p o s e r que 

les f l u c t u a t i o n s de la quant i t é d 'acé ty lcho l ine , d é t e r m i n é e à l 'a ide de d i f f é -

rentes p r é p a r a t i o n s d e sangsue , dépendent sur tout des d i f f é r e n c e s que pré-

sentent ces préparat ions , et que ces f l u c t u a t i o n s ne re f l è tent pas l e s d i f f é -

rences rée l l e s de la concentra t ion d e l ' a c é t y l c h o l i n e d a n s le s y s t è m e n e r v e u x 

central des lap ins . Cette c o n s t a t a t i o n n o u s p e r m e t d 'évaluer d 'autre part 

l e s v a r i a t i o n s d e la t e n e u r en a c é t y l c h o l i n e dans les é ta t s de f o r t e exc i -

ta t ion centrale , à c o n d i t i o n de d i sposer en m ê m e t e m p s d'un m o y e n de 

contrô le , c o n s t i t u é par u n extrait' du s y s t è m e n e r v e u x central , p r o v e n a n t 

d'un l a p i n normal , cet extra i t a y a n t été contrô lé sur le m ê m e m u s c l e dorsa l 

de la sangsue . Il n o u s f a u t donc ins i s ter sur la c i rcons tance que n o s don-

nées se prê tent sur tout à u n e c o m p a r a i s o n , sans d o n n e r la p o s s i b i l i t é d'éta-

bl ir la q u a n t i t é a b s o l u e d 'acé ty lcho l ine d a n s le s y s t è m e n e r v e u x central 

des l ap ins . 

P a r t i e e x p é r i m e n t a l e . 

1. L a q u a n t i t é d'à c é t y l c h o l i n e l i b r e e t 
d'à c é t y l c h o l i n e t o t a l e d a n s l e s y s t è m e 
n e r v e u x c e n t r a l d e s l a p i n s e m p o i s o n n é s 

p a r l a s t r y c h n i n e . 

Le grand nombre d'expériences, effectuées jusqu 'à présent, 
nous apprend que, malgré la diminut ion de la teneur en acé-
tylcholine du système nerveux central , observée chez la plupart 
des lapins, le degré de cette diminution oscille notablement dans 
différentes expériences, il varie de 20 à 60%. Différents facteurs 
inf luencent donc probablement le phénomène que nous avons 
établi, qui est peut être l 'expression d 'une mobilisation de l'acé-
tylcholinine dans le système nerveux central, dans les états d'exci-
tation suraiguë, qui apparaissent au cours de l 'empoisonnement 
par la s trychnine. Si nous considérons comme très probable 
l 'existence du „complexe-precurseur" d'acétylcholine dont nous 
avons parlé ci-dessus, nous pouvons supposer que le dégré des 
variat ions que présente la concentrat ion de l 'acétylcholine à la 
suite d 'une excitation aiguë, dépend de di f férents facteurs qui 
décident du degré d'util isation de ce complexe et déclenchent 
des troubles de l 'équilibre entre l 'utilisation et la reconsti tution. 
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Les expériences de B r o w n et de F e 1 d b e r g ( '37), 
nous permet tent de supposer que cet équililbre entre ici réelle-
ment en j eu ; en effet, ces auteurs qui i rr i ta ient pendant un es-
pace de temps assez prolongé le ganglion cervical supérieur, 
purent établir qu'il libère de l 'acétylcholine, qui passe dans le 
liquide de perfusion. Ils établirent en outre que la quant i té totale 
d'acétylcholine qu'il est possible d 'ext ra i re de ce ganglion après 
la période d'excitation, correspondait à la quant i té de cette sub-
s tance qu 'on pouvait obtenir d 'un ganglion témoin qui n'avait 
pas été irrité. 

Les expériences si intéressantes que Q u a s t e 1 et ses col-
laborateurs ('36) ont été effectuées pour se rendre compte de 
la quant i té d'acétylcholine produite in vitro par le tissu nerveux 
vivant ; elles permettent de supposer que la synthèse de cette 
substance dans le système nerveux central , a lieu par l ' intermé 
diaire de la production du „complexe-precurseur" dont la dé-
composition donne naissance à de l 'acétylcholine libre. D'après 
les expériences de Q u a s t e 1 et ses collaborateurs, les résul-
tats des expériences de B r o w n et F e l d b e r g pourraient 
s 'expliquer peut être par des conditions optimales dans le gang-
lion cervical supérieur, à la suite desquelles la décomposition 
du „précurseur" , était en équilibre avec sa reconsti tut ion. 

Dans une série d'expériences, nous avons irr i té électrique-
ment les nerfs sciatiques des lapins, pour doser ensuite I'acé-
tylcholine de la moelle épinière. Même après une forte excita-
t ion qui dura i t jusqu 'à 1-heure, in terrompue par de courts in-
tervalles, excitation qui produisait des contract ions réflexes 
dans les extrémités postérieures et antérieures, nous n'avons 
observé aucune différence dans la quant i té d'acétylcholine, com-
paré avec la quant i té de ce corps chez un lapin témoin. Il nous 
fau t donc admett re que l 'empoisonnement par la s t rychnine 
crée des condit ions particulières, dans lesquelles une excitation, 
peut-être même forte, s 'accompagne d 'une diminut ion manifeste 
de la quant i té d'acétylcholine dans le système nerveux central . 

Nous avions observé jusqu 'a lors une diminution de la quan-
t i té d'acétylcholine après l 'administrat ion de s t rychnine chez 
les lapins, tués immédiatement après une ou plusieurs at taques 
d e convulsions. Il était donc intéressant de savoir combien de 

http://rcin.org.pl



temps après l'accès cette d iminut ion se maint ient . Nous avons 
dû surmonter de nombreuses diff icul tés en abordant cette série 
d 'expériences sur tou t parce qu'il fallait adminis t rer une dose de 
s t rychnine qu,i déclenchait une a t taque typique de convulsions, 
sans cependant tuer l 'animal. Nous (réussîmes toutefois à t rouver 
la dose appropr iée 0.1 mg/kg.) après avoir fait une 'sér ie d 'épreu-
ves. Les lapins étaient tués à d i f fé rents intervalles après des accès 
de convulsions, puis nous prépar ions des extraits du t ronc cé-
rébral et de la moelle épinière, après quoi nous comparions 
leur teneur en acétylcholine avec celle que nous avions trouvée 
dans le système nerveux d 'un lapin témoin. 

T a b l e a u II. 

L'acétylocholine en "(/g du s. n. c. des lapins tués à différents intervalles après les 
convulsions provoquées par la strychnine. 

Lapins témoins 

4 .5 
3 .4 
4 .1 
4 .8 

Lapins tués immé-
diatement après 
les convulsions 

3 .0 ; 1 .81) 
1 .3 
2.6 
3 . 3 

Lapins tués 20—30' 
après les con-

vulsions 

3 .7 
2.8 

3.8 

Lapins tués 1—2 h. 
après les con-

vulsions 

3 . 7 

4 . 0 
4 . 8 

i) Lapin mort après la première attaque de contraction. 

Il résulte des données du tableau II que la diminution de 
la teneur en acétylcholine, conséquence de l ' influence de la 
strychnine, disparaît relativement vite, dès que cessent les symp-
tômes aigus de l 'empoisonnement, ou du moins qu'elle tend 
à disparaître. Les données obtenues dans cette série d'expé-
riences parlent donc en faveur de la supposition que ce n'est 
que dans la phase des convulsions et peu de temps après, qu'il 
existe des conditions où la compensat ion de l 'utilisation de 
l 'acétylcholine est troublée. Lorsque ces phénomènes sont liés 
à la décomposit ion et à la reconst i tut ion du complexe dont se 
dégage l 'acétylcholine libre, le premier processus l 'emporte de 
beaucoup sur le second dans cette phase. 

Désirant appuyer cette hypothèse sur d 'aut res bases encore, 
nous avons fait des expériences en vue d'élucider la question, 
si les variat ions de la quant i té totale d'acétylcholine que pro-
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duit la s trychnine, s 'étendent également à l 'acétylcholine libre. 
Cette supposit ion serait fondée, s'il était possible d'établir que la 
quant i té d'acétylcholine libre augmente paral lèlement à la di-
minut ion de la quant i té totale de cette substance. Il ne faut 
cependant pas perdre de vue l'activité de la cholinestérase dont 
l ' influence pourra i t se t r adu i re par un accroissement relative-
ment peu sensible de la quant i té d'acétylcholine libre. 

Les expériences en question étaient précédées d 'une série 
d 'autres épreuves qui devaient nous renseigner sur les condi-
tions indispensables pour pouvoir doser l 'acétylcholine libre, et 
l 'acétylcholine liée. 

D'accord avec O. L o e w i , F e g l e r et ses collabora-
teurs ('38a) ont montré qu 'après avoir agité quelque temps une 
suspension de tissu nerveux avec de l'eau ou avec une solution 
saline, il se dépose dans le sédiment une certaine quant i té d'acé-
tylcholine qu'il est possible d'en extraire avec de l'alcool acidi-
fié. Cette quant i té correspond suivant O. L o e w i et G a u-
t r e 1 e t à la quant i té d'acétylcholine, qui est libérée d 'un 
complexe sous l ' influence de l'alcool acidifié et d 'une série d 'au-
tres agents, tels qu 'une température élevée, le chloroforme etc. 

Notons que l'eau dont se servaient F e g l e r et ses col-
laborateurs dans les expériences mentionnées ci-dessus, était 
portée à une tempéra ture de 18° à 20°. 

Désirant établir dans quelles condit ions il fallait procéder 
au dosage de l 'acétylcholine, tant libre que combinée, nous, 
avons fai t l 'expérience suivante: après avoir broyé le tissu du 
t roue cérébral et de la moelle épinière d'un lapin normal , on 
l'a t ra i té par de l 'ésèrine (0.5 mg par g de tissu) et exposé pen-
dant 2 à 3 h. à l 'action de différentes tempera tures (environ 
2° à la glacière, 20° dans une chambre, 37° à l 'étuve et 70° d a n s 
certaines épreuves) . Le tissu était soumis ensuite à l 'extraction 
par de la solution physiologique de sel refroidie à 2° et la sus-
pension fu t centrifugée. L'acétylcholine était dosée dans le li-
quide ainsi obtenu. L 'autre portion de tissu nerveux broyé était 
traitée selon la méthode des S t e d m a n, pour y doser l 'acé-
tylcholine totale. 
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T a b l e a u III. 

L'acétylcholine dans les extraits aqueux du tissu nerveux ésériné après une période de 
3 heures d'exposition à différentes températures. 

L'acétylcholine libre (extraits aqueux) en 
Y/K après exposition du tissu nerveux 

à une température de : 
Quantité totale 
d'acétylocholine 

en Y/8T 
20 20° 37« 700 

Quantité totale 
d'acétylocholine 

en Y/8T 

1.2 1.5 2.2 3.0 4.5 
1.5 2.1 2.6 — 6.3 

L'examen des données réunies dans le tableau III suggère 
l'idée que le t issu nerveux, addit ionné d'ésérine, laisse d i f fuser 
des plus fortes quant i tés d'acétylcholine libre, non seulement 
à une tempéra ture plus élevée, comme c'était le cas dans les 
expériences de G a u t r e l e t et ses collaborateurs, car à la 
tempéra ture de chambre et à 37°C, il en fourni t déjà des quan-
tités supérieures à celles qui sont libérées à 2°C environ. En 
nous référant aux résul tats des expériences de O. L o e w i et 
à ceux des épreuves de Q u a s t e l et ses collaborateurs, nous 
supposons que l 'augmentat ion de la quant i té d'acétylcholine li-
bre dans les conditions données, est une conséquence de la dé-
composition du „précurseur" acétylcholinique, qui se produi t 
sous l ' influence d 'une tempéra ture plus élevée, sans que la cho-
linestérase dont l 'action est inhibée par l 'ésérine, p renne par t 
à ce processus. 

Les données que nous avons obtenues s 'accordant avec les 
résul tats des dosages analogues de Q u a s t e l et ses collabora-
teurs, il s 'ensuit qu 'on doit procéder au dosage de l 'acétylcho-
line libre dans le tissu nerveux broyé à la t empéra ture voisine 
de 0°C. 

Il importe cependant d'établir que, bien que la désagréga-
tion du „précurseur" soit très sensiblement réduite dans ces con-
ditions, celles-ci ne sauraient la supprimer complètement . La 
décomposition se produit probablement déjà à la suite du bro-
yage du tissu et pendant qu'on l'agite à l 'occasion de l 'extraction 
pa r de l 'eau. C'est pourquoi le dosage de l 'acétylcholine libre 
dans les extraits ne peut donner que des valeurs relatives et 
non des valeurs absolues. 
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Nous donnons dans le tableau IV les résultats de la série 
d'expériences où nous avons dosé l 'acétylcholine libre et l'acé-
tylcholine totale chez des lapins tués après l 'apparit ion des con-
vult ions provoquées par la s t rychnine. L'acétylcholine totale 
a été dosée dans un extrait p réparé d 'après la méthode des 
S t e d m a n, tandis que pour procéder au dosage de l'acétylcho-
line libre, nous nous sommes servis d 'un extrait p réparé avec 
de la solution physiologique refroidie (5 cm3 par g de t issu) , 
pa r laquelle nous trait ions le tissu nerveux préalablement broyé 
et addit ionné d'ésérine. 

T a b l e a u IV. 

La teneur en acetylcholine libre et totale en f/g du s. n. c. des lapins témoins (t) et des 
lapins tués après les convulsions provoquées par la strychnine (s). 

Acetylcho-
line libre 

Quantité 
totale 

d'acétylo-
choline 

Valeur du 
rapport : 

acetyl, total 
acetyl, libre 

t. 1.2 6.0 5.0 
s. 1.7 4.0 2.4 
t. 1.0 6.3 6.3 
s . 1.2 5.1 4.3 
t. 1.3 6.3 4.7 
s. 1.6 2.5 1.5 

La concentrat ion de l 'acétylcholine libre démontre certaines 
différences dans ces épreuves. Ainsi, dans les expériences 1 et 3 
où la réduction de la quant i té totale d'acétylcholine était plus 
prononcée, la teneur en acétylcholine libre était plus forte. Les 
différences sautent aux yeux lorsqu'on considère la colonne 3, 

acétylcholine totale 
où nous donnons la valeur du rappor t : 

acétylcholine libre 
Dans les expériences 1 et 3, la quant i té d'acétylcholine libre 
correspondait , respectivement à 43% et à 64% d'acétylcholine 
totale; par contre, dans l 'épreuve 2 où la diminution de la te-
neur en acétylcholine totale n'était pas aussi manifeste, la quan-
ti té d'acétylcholine libre n'équivalait qu 'à 24% de la quant i té 
d'acétylcholine totale, de sorte qu'elle ne dépassait qu' insensi-
blement la quant i té de cette substance dans le tissu nerveux 
des lapins témoins. 
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Les expér iences que nous v e n o n s de décrire, mil i tent , à no-

tre avis, en faveur de l 'hypothèse que dans l ' e m p o i s o n n e m e n t 

par la s trychnine , il se produit une décompos i t i on du c o m p l e x e 

acé ty lcho l in ique , accompagnée d'une d i m i n u t i o n de sa recon-

st i tut ion. 

D a n s une autre série d 'expériences où notre at tent ion s'est 

é g a l e m e n t portée sur la manière dont se comporte l 'acéty lcho-

line libre dans le s y s t è m e nerveux centra l des lapins e m p o i s o n -

nés par la s trychnique , nous a v o n s dosé l 'acéty lchol ine totale 

et l 'acéty lchol ine libre chez des a n i m a u x , auxquels n o u s avons 

in jec té de l 'ésérine ( sa l icy late de p h y s o s t i g m i n e 0.3 m g par kg) 

avant d 'adminis trer de la s t rychnine . 

T a b l e a u V. 

Acetylcholine libre et totale dans le Acétylocholine libre et totale dans le 
s. n. c. des lapins témoins (t) et des s. n. c. des lapins traités "par la phy-
lapins intoxiciués par de la strychni- sostigmine (0.3 mg/kg) , intoxiqués en-

ne (s). suite par la strychnine. 

Acétylch. Acétylch. Acétylch. Acétylch. 
libre totale libre totale 

t. 4.2 4.1 
S. — 2.8 — 5.7 
t. — — 1.1 6.5 
s. 1.2 4.4 1.2 5.4 
t. 1.0 7.2 1.1 7.0 
s. 1.2 5.0 1.2 7.9 
t. 1.1 6.0 1.3 6.7 
s. 1.4 4.0 1.5 6.0 
t. — 5.0 — 5.3 
s. — 3.5 — 4.5 
t. — — — 4.7 
s. — — — 4.5 

Il résulte des ch i f f re s c i -dessus que la p h y s o s t i g m i n e modi -

fie le tableau que présente ord ina irement l ' e m p o i s o n n e m e n t par 

la s t rychnine . Dans une partie des expér iences , la teneur en 

acé ty lcho l ine non seu lement ne d iminua i t pas dans le s y s t è m e 

nerveux central des lapins a u x q u e l s n o u s av ions adminis tré de 

la p h y s o s t i g m i n e avant d' injecter la s trychnine , m a i s elle accu-

sait m ê m e une augmenta t ion par rapport à la quant i té d'acé-

ty l cho l ine chez les lapins t émoins . D a n s certa ines expériences , 

la d i m i n u t i o n était bien m o i n s p r o n o n c é e que chez les lapins 

q u i n'avaient pas été in tox iqués par la p h y s o s t i g m i n e avant l'in-
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ject ion de la s trychnine. Il s'agit donc en quelque sorte d 'une 
suppression ou du moins d 'une réduction de l 'action qu'exerce 
la s t rychnine sur le métabolisme de l'acétylcholine dans le sy-
s tème nerveux central . La physostigmine n'a pas fait augmen-
ter la quant i té d'acétylcholine libre, augmentat ion à laquelle on 
pouvait s 'a t tendre. Les différentes données que nous avons ob-
tenues dans ces expériences o f f ren t pour ainsi dire un tableau 
paradoxal ; en effet , quoique l 'action pharmacodynamique de la 
s t rychnine persiste, une diminution de la quant i té totale d'acé-
tylcholine fait défaut ou n'est que légèrement marquée, et une 
augmenta t ion de la quant i té d'acétylcholine libre ne se pro-
dui t pas non plus. 

Ces résultats réclament de nouvelles recherches. Il semble 
toutefois que l 'action de la physostigmine sur le système ner-
veux central in vivo n'est pas limitée à enrayer la décomposition 
de l 'acétylcholine, et il s'agit peut-être d'un processus plus com-
pliqué. On ne saurai t également exclure la possibilité qu'en 
inhibant la décomposition de l 'acétylcholine libre, la physosti-
gmine agit indirectement dans le sens d 'une inhibition de la 
décomposition du „précurseur" . Au cours des recherches sur 
le complexe acétylcholinique, F e g 1 e r et ses collaborateurs 
essayèrent d 'établir si l 'addition d'acétylcholine au tissu ner-
veux broyé n'exerce pas in vitro d'action inhibitrice sur la dé-
sagrégation de ce complexe. Les résultats de ces épreuves n'é-
taient cependant pas concluants. Dans les expériences de Q u a -
s t e 1 et collaborateurs, le fait d 'a jouter de la choline, avec ou 
sans addition d'ésérine, fait sensiblement augmenter in vitro 
la synthèse du „précurseur" dans le tissu nerveux isolé et sur-
vivant. Quoique ajoutée après addition préalable d'ésérine, 
l 'acétylcholine fasse également augmenter la synthèse, cette 
augmentat ion est cependant bien plus faible. Ce serait donc la 
choline et non l 'acétylcholine qui jouerai t le rôle principal dans 
la synthèse. Si l 'on tient compte des résultats obtenus par Q u a-
s t e 1 au cours des expériences effectuées in vitro, l 'action de 
la physostigmine que nous venons de décrire dans nos expé-
riences in vivo, est incompréhensible, de sorte qu'elle nécessi-
terai t des investigations ultérieures. 
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2. L'a c t i o n d e l a v e n t i l a t i o n d e s p o u m o n s 
a v e c d e l ' o x y g è n e s u r l a q u a n t i t é d'à c é t y 1-
c h o l i n e d a n s l e s y s t è m e n e r v e u x c e n t r a l 
d e s l a p i n s e m p o i s o n n é s p a r l a s t r y c h n i n e . 

Ainsi que nous l 'avons dit précédemment, il résulte du grand 
nombre de nos expériences que le degré, de la diminut ion de la 
quant i té d'acétylcholine dans le système nerveux central de di-
vers lapins empoisonnés par la s t rychnine subit de grandes va-
riations. Une diminut ion pareille fait cependant parfois défaut. 
En cherchant à expliquer ces différences, notre at tention s'est 
portée sur certains phénomènes qui ont lieu secondairement 
dans l 'empoisonnement par la strychnine, et qui peuvent avoir 
une répercussion sur le métabolisme de l 'acétylcholine dans le 
système nerveux central . 

Depuis longtemps nous avons observé la différence qu'of-
frai t l 'action pharmacodynamique de la s t rychnine chez des la-
pins normaux, comparée avec celle observée sur d 'autres lapins 
chez lesquels, avant d ' injecter de la strychnine, nous avions ven-
tilé les poumons avec de l'oxygène. Il arrivait que les doses de 
strychnine, administrées d 'ordinaire (0.15 à 0.20 m,g/kg) ne 
déclenchaient pas des convulsions typiques chez ces animaux, 
de sorte que maintes fois il fallait doubler les doses. Les con-
vulsions observées alors, différaient de celles qui apparaissaient 
chez les lapins dont les poumons n'avaient pas été ventilés; en 
effet, les at taques, surtout la première, provoquées par une 
dose plus élevée de strychnine, duraient plus longtemps. D'ac-
cord avec les données de la l i t térature (O s t e r w a 1 d '00), 
nous avons remarqué que les lapins qui avait respiré de l'oxy-
gène, supportent plus facilement l ' intoxication. 

Pendant l 'empoisonnement par la strychnine, l 'animal se 
trouve à l 'état d 'asphyxie prononcée. Nous nous sommes de-
mandés si cette asphyxie n'est pas en rapport avec la diminu-
tion de la concentrat ion d'acétylcholine dans le système nerveux 
central . 

Nous avons donc comparé dans une série d'expériences, 
l 'action qu'exerçait la s t rychnine sur la teneur en acétylcholine 
du système nerveux central chez les lapins normaux et chez 
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d 'au t res où, avant et pendant l 'a t taque de convulsions, nous 
avons ventilé les poumons par une canule introduite dans la 
trachée. Le tableau VI nous renseigne sur les résultats de cette 
série d'expériences. 

T a b l e a u VI. 

L'action de la ventilation des poumons avec de l'oxygène sur la quantité d'acétylocholine 
dans le s. n. c. des lapins empoisonnés par de la strychnine. 

Lapins 
témoins 

Lapins empoisonnés 
par de la strychn. 

sans ventilation des 
poumons avec de 

l'oxygène 

Lapins empoisonnés 
par de la strychn. 

avec ventilation des 
poumons avec de 

l'oxygène 

Méthode 
d'extraction 

5 . 0 2 .1 3 . 8 Alcool acid. 
5 . 6 2 .0 4 .1 JJ 
6 . 0 2 . 6 4 . 3 ÎJ 
3 . 0 2 . 0 3 . 2 )> 

4 . 4 2 . 8 4 . 9 S t e d m a n 
6 . 2 3 .6 ; 3 .2 1 4 . 4 ; 4 . 5 1 

6 .6 ; 6 . 8 1 4 . 2 ; 4 .0 1 5 .5 • 5 .1 1 

7 . 1 3 .9 5 . 0 » 

1) Dans cette expérience on a utilisé 2 lapins. 

Ces épreuves permettent d'établir que la strychnine fait di-
minuer moins for tement la quant i té d'acétylcholine dans le sy-
stème nerveux central des lapins dont les poumons ont été ven-
tilés avec de l'oxygène. Cette diminution fait même complète-
ment défaut dans certains cas. Par contre, l 'action pharmaco-
dynamique de la s trychnine administrée à doses appropriées se 
maintient comme d'ordinaire, ainsi que nous l 'avons déjà di t ; 
elle est même plus intense et les convulsion durent plus long-
temps. Les résultats de ces épreuves nous autorisent à admet t re 
par conséquent que, lorsque l 'organisme est suf f i samment pour-
vu d'oxygène, il peut contrebalancer la réduction de la quan-
tité d'acétylcholine que la s trychnine fait subir au système ner-
veux central . Nous en concluons que l 'asphyxie, dont l 'a t taque 
de convulsion s 'accompagne régulièrement, est un facteur im-
portant dans le mécanisme de cette diminut ion. 

Dans plusieurs épreuves exécutées dans les mêmes conditions, 
nous avons étudié la façon dont se comporte la quanti té d'acé-
tylcholine libre, comparée avec la teneur en acétylcholine to-
tale. Dans l 'expérience dont nous donnons les résultats ci-des-
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sous (tableau Vi t ) , l 'acétylcholine libre et l 'acétylcholine totale 
furent dosées chez deux lapins témoins, puis chez deux autres 
pendant les convulsions, enfin chez deux lapins tués pendant 
l'accès, mais dont nous ne cessions de ventiler les poumons avec 
de l'oxygène. 

T a b l e a u VII. 

L'acétylcholine libre et l'acétylcholine totale dans le s. n. c. des lapins empoisonnés par de 
la strychnine, sans ou avec ventilation des poumons avec de l'oxygène. 

Acétylcholine 
libre 

Acetylcholine 
totale 

Valeur du rapport: 
acétylcholine totale 
acétylcholine libre 

Lapins témoins 1.2; 1 .3 6 .2; 6 .2 5.2; 4 .7 

Lapins empois, par la strych. 1.5; 1.6 2 .7; 2 .5 1.8; 1 .5 

Lapins empois, par la strychn. 
avec ventilation des poumons 1.2; 1 .2 4 .2; 5 .0 3 .5; 4 .2 

Il résulte des donnés réunies dans le tableau VII, que la 
teneur en acétylcholine libre du système nerveux central cor-
respond chez les lapins témoins à 19 et 21% de la quant i té 
d'acétylcholine totale, qu'elle équivaut à 55 et 64% chez les la-
pins empoisonnés par la s trychnine et tombe à 30 et 24% chez 
les animaux intoxiqués dont les poumons étaient ventilés avec 
de l'oxygène. Ces résultats paraissent confirmer la supposit ion 
qu'en empêchant l 'asphyxie pendant les convulsions, on com-
pense en quelque sorte la décomposition du „complexe" acétyl-
cholinique en intensif iant peut-être sa réconstitution. Inverse-
ment, l 'augmentation de la concentration relative d'acétylcholine 
libre, accompagnée d'une diminution de la quant i té d'acétylcho-
line totale, comme c'est le cas chez les lapins dont les poumons 
n 'ont pas été ventilés, permet, de conclure à une plus forte dé-
composition du complexe, qui l 'emporte sur la reconsti tut ion. 

Les expériences que nous venons de décrire et les recherches 
de Q u a s t e l et ses collaborateurs, paraissent avoir donné des 
résultats concordants. Au cours des investigations sur le tissu 
nerveux survivant in vitro, ces chercheurs établirent qu'il pro-
duit, dans une atmosphère d'oxygène, une quant i té d'acétylcho-
line bien supérieure à celle qui s'en dégage dans une atmosphère 
d'azote. 
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La supposit ion que nous avons énoncée auparavant paraît 
fondée à la lumière des données de Q u a s t e l et des faits que 
nous avons établis nous-mêmes; le métabolisme de l'acétylcho-
line paraît en effet comprendre deux phases dont une corres-
pond à la décomposition du „complexe" avec dégagement d'acé-
tylcholine libre, l 'autre à la reconstitution parallèle de ce „com-
plexe". Comme dans les épreuves in vitro de Q u a s t e l , de 
même dans nos expériences in vivo, les processus liés au méta-
bolisme normal de l 'acétylcholine dans le système nerveux cen-
tral demandent que le tissu nerveux soit suf f i samment pourvu 
d'oxygène. 

Q u a s t e l et ses collaborateurs constatèrent également que 
la production d'acétylcholine augmente dans de fortes propor-
tifons^ I'orsque le milieu où se trouve le tissu nerveux, est addi-
tionné du glucose ou de certains produits de sa désagrégation, 
tels que l'acide pyruvique ou l'acide lactique. Ils en concluent 
(lue. la production d'acétylcholine dépend du métabolisme des 
glucides. 

Nous publierons prochainement les résultats de nos recher-
ches sur les relations entre le métabolisme des glucides et de 
l 'acétylcholine dans le système nerveux central. 

Nos expériences, exécutées jusqu 'à présent ont démontré que 
chez les lapins privés de nourr i ture pendant 5 à 7 jours, la strych-
nine fait bien plus fortement diminuer la teneur du système 
nerveux central en acétylcholine que chez des lapins nourr is 
abondamment . 

Chez ces deux catégories d 'animaux nous n'avons pas con-
staté de différences nettes dans la concentration du glucose 
sanguin. 

Les expériences peu nombreuses encore que nous avons 
exécutées sur des lapins intoxiquées par l ' insuline démontrent 
qu 'après les convulsions hypoglycèmiques, il se produit égale-
ment une d iminut ion de la teneur du système nerveux central 
en acetylcholine. 

T a k a h a s h i ( '24), W i n t e r s t e i n et H i r s c h-
b e r g ('25) ont constaté que la strychnine provoque dans le 
système nerveux central des lapins une diminution très nette 
de la teneur en glycogène. D'autre part , K e r r et ses collabo-
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ra teurs ('36, '37) ont constaté une diminution de la teneur en 
glycogène du système nerveux central des lapins à la suite des 
convulsions insuliniques. 

Les données de ces auteurs, ainsi que nos recherches en-
core peu nombreuses suggèrent l'idée, que chez les an imaux 
avec excitation centrale aiguë on pourra trouver peut être dans 
le système nerveux central une relation entre le métabolisme 
de l 'acétylcholine d 'une part , et les processus de la glycogénèse 
et 'la glycogénolyse de l 'autre. 

3. L e s v a r i a t i o n s d e l a t e n e u r d u s y s t è m e 
n e r v e u x c e n t r a l d e s l a p i n s e m p o i s o n n é s 
p a r l a t o x i n e t é t a n i q u e e n a c é t y l c h o l i n e 

l i b r e . 

Il résulte de nos expériences antérieures et des épreuves 
dont nous parlons à présent que, à l 'inverse de la strychnine, la 
toxine du tétanos fait augmenter la teneur en acétylcholine du 
système nerveux des lapins. 

La marche de l 'intoxication par la s trychnine et l 'évolution 
de l 'empoisonnement par la toxine du tétanos sont très diffé-
rentes. Tandis que l'action de la strychnine est violente et brus-
que, celle du tétanos commence à se manifester après une longue 
période latente. Cette différence de l 'augmentat ion progressive 
du degré d 'empoisonnement constitue probablement la cause de 
l'action différente de ces poisons sur la quant i té d'acétylcholine 
dans le système nerveux central des lapins. L 'empoisonnement 
par de la toxine du tétanos crée probablement des conditions 
favorables à une accumulation d'acétylcholine dans ce système. 

Nous avons étudié dans une série d'expériences la question 
de savoir, si cette accumulation n'a lieu qu 'au moment où l'in-
tensité de l 'empoisonnement a atteint le maximum, ou si elle 
se produit progressivement et parallèlement à la marche de 
l ' intoxication. Le tétanos apparaissait dans nos expériences 48 
à 56 heures après l ' injection intraveineuse de la toxine. Nous 
administr ions la toxine du tétanos à différents intervalles aux 
lapins que l'on sacrifiait, dès qu 'apparaissaient les convulsions 
chez le premier animal. Nous voulions étudier ainsi les différen-
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tes phases de l 'empoisonnement et connaître les variations de 
la quant i té d'acétylcholine dans le système nerveux central, qui 
les caractérisaient . On trouvera dans le tableau VIII les résul-
tats de deux de ces expériences. 

T a b l e a u VIII. 

Acetylcholine en Y /g dans le s. n. c. des lapins tués à différents intervalles après 
l'empoisonnement par la toxine du tétanos. 

Lapins 
témoins 

24 h. après 
l'empoison-

nement 

36 h. après 
l'empoison-

nement 

48 h. après 
l'empoison-

nement 

52—56 h. après 
l'empoison-

nement 

3 .1 3 . 1 3 .5 4 .4 5 .1 

4 .9 4 .5 — 6 .4 6 .9 

Nous voyons par conséquent que la teneur en acétylcholine 
du système nerveux central augmente progressivement à mesure 
que se suivent les phases de l 'empoisonnement. La manière dont 
se comportaient les animaux ne présentai t généralement rien 
de particulier 24 heures après l ' introduction de la toxine dans 
l 'organisme, et la quant i té d'acétylcholine dans le système ner-
veux central correspondait à celle qu'on trouvait chez les lapins 
témoins. Dans la phase suivante, les lapins manifestaient une 
certaine inquiétude motrice, tandis qu 'après 36 heures l'exci-
tabilité aux st imulus externes paraissait déjà augmentée. La te-
neur en acétylcholine du système nerveux central était déjà 
légèrement accrue dans cette phase, accroissement qui devenait 
de plus en plus marqué à mesure qu 'augmenta i t l ' intensité des 
symptômes d 'empoisonnement. L 'augmentat ion de la quanti té 
d'acétylcholine atteignait le maximum dans la phase des con-
vulsions tétaniques. 

L'intensité des convulsions, déclanchée par de la toxine du 
tétanos, différai t sensiblement dans nos expériences, de celle 
des contractions que produit la s trychnine. Les convulsions ap-
paraissaient plutôt sous l 'action d'excitations externes plus for-
tes, tandis que chez les lapins intoxiqués avec de la strychnine, 
de très faibles stimuli suff isaient à les déclancher, de sorte 
qu'elles faisaient l ' impression d'être spontanées. Quoique diffé-
rents muscles eussent régulièrement présenté des contractures 
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chez les lapins empoisonnés par la toxine tétanique (opistho-
tonos, extension des extrémités) , ils n 'étaient pas aussi rigides, 
que dans l 'empoisonnement par la strychnine. On s 'aperçut en 
outre que l 'animal ne cessait de respirer, même pendant l'accès 
de convulsions, et que la cyanose était moins prononcée que 
durant les at taques consécutives à l'emploi de strychnine. 

Il fallait encore répondre à la question, laquelle des deux 
formes d'acétylcholine, libre où liée, avait subi une augmenta-
tion dans le système nerveux central des lapins empoisonnés 
par de la toxine du tétanos. Pour t rancher cette question, nous 
avons procédé comme dans nos expériences où les lapins avaient 
été empoisonnés par de la strychnine. Nous avons donc préparé 
des extraits en nous servant d 'une solution physiologique re-
froidie, additionnée d'ésérine, pour déterminer la concentration 
de l'acétylcholine libre, tandis que nous appliquions la méthode 
des S t e d m a n pour doser l 'acétylcholine totale. 

T a b l e a u IX. 

Acétylcholine libre et l'acétylcholine globale en Y /fit dans le s. n. c. de 2 lapins empoisonnés 
par de la toxine du tétanos (Ti, T2), en comparaison avec un lapin témoin (t). 

Acetylcholine 
libre 

Acetylcholine 
totale 

Valeur du rapport: 
acétylcholine totale 
acétylcholine libre 

t . 1 .0 4 .5 4.5 
t , 1.2 6 .4 5 .3 
t 2 1.4 7.5 5 .3 

Cette expérience prouve que c'est plutôt l 'acétylcholine com-
binée qui augmente dans le système nerveux central des lapins 
empoisonnés par de la toxine tétanique. Nous pouvons en con-
clure que cet empoisonnement crée des conditions, dans les-
quelles la reconstitution l 'emporte sur la décomposition du 
complexe d'acétylcholinique. 

R é s u m é e t c o n c l u s i o n s . 

1°. La teneur du système nerveux central en acétylcholine 
totale diminue sous l'action de la s t rychnine; par contre, la 
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quant i té d'acétylcholine libre accuse une augmentat ion relative. 
Inversement, la toxine du tétanos fait augmenter la teneur en 
acétylcholine totale et entraîne une diminution relative de la 
quant i té d'acétylcholine libre. Dans le premier cas nous avons 
af fa i re par conséquent à une diminution, dans le second, à une 
augmentat ion de la quanti té d'acétylcholine liée dans le système 
nerveux central („complexe" ou „précurseur" acetylcholinique). 

2°. La diminution de la teneur en acétylcholine du système 
nerveux central des lapins, empoisonnés par la strychnine, est 
bientôt compensée après la phase d'excitation aiguë, ou du moins 
elle a une tendance à l'être. 

3°. L'accumulation d'acétylcholine dans le système nerveux 
central des lapins, empoisonnés par de la toxine tétanique,, 
augmente peu à peu, parallèlement au degré d 'empoisonnement. 

4°. L'ésérine, introduite chez des lapins avant l 'administra-
tion de la strychnine, empêche la diminution de la teneur en 
acétylcholine du système nerveux central. 

5°. La ventilation des poumons avec de l'oxygène pendant 
l 'empoisonnement par la strychnine, empêche également la quan-
tité d'acétylcholine de diminuer. 

6°. Dans les conditions normales, le métabolisme de l'acé-
tylcholine dans le système nerveux central est caractérisé par 
l 'équilibre entre la décomposition et la reconstitution du „com-
plexe" acetylcholinique. Une de ses conditions consiste à assu-
rer un apport suff isant d'oxygène au tissu nerveux. A l ' inverse 
de l'action de la toxine tétanique, l 'empoisonnement par la strych-
nine crée des conditions qui troublent cet équilibre, de sorte 
que la décomposition l 'emporte sur la reconstitution. 
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E. H i r s'c h b e r g. ( 1925) . Bioch. Z., 159, 351. 
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[ I n s t i t u t f ü r m e d i z i n i s c h e C h e m i e der U n i v e r s i t ä t L w ó w ] . 

P . O s t e r n u n d S t . H u b l . 

Darstel lung von Glykogen. 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Lwów der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 8.II.1939. 

Für die präpara t ive Darstel lung von Glykogen wird ge-
wöhnlich die Methode von P f l ü g e r benützt . Diese Methode 
ist in Bezug auf die Ausbeute e inwandfrei , aber sonst ziemlich 
umständl ich und auch kostspielig, da grosse Mengen von Ka-
liumjodid verbraucht werden. Infolge der zahlreichen Opera-
tionen zieht sich die Gewinnung von einem reinen Produkt 
über mehrere Tage hin. Für die Darstel lung von kleinen Gly-
kogenmengen ( f ü r Standardlösungen zur Nephelometrie) hat 
R o n a eine Extrakt ion von kleingeschnittenen und festgefro-
renen Leberstücken zunächst mit 3% Triehloressigsäure und 
dann mit Wasser vorgeschlagen. Das Glykogen wird dann mit 
Alkohol gefällt und durch 5-6 fache Umlösung in Wasser und 
Wiederfäl lung mit Alkohol gereinigt. 

Nun haben wir bei der Aufarbei tung der Phosphat f rakt io-
nen in der Leber gefunden, dass ohne irgendwelche besonderen 
Vorsichtsmassregeln das gesamte Glykogen dem Leberbrei durch 
entsprechend konzentr ier te Triehloressigsäure entzogen werden 
kann. Da keine Wasserext rakt ion erfolgt, so erhält man eiweiss-
freie, s ta rk saure Lösungen, aus denen das Glykogen ohne Ver-
unreinigungen durch Zusatz) desselben Volumens Alkohol ge-
fällt wird. In dem sauren Extrakt sind nämlich die üblichen 
Begleitstoffe des Glykogens (Phosphor- und Stickstoffverbin-
dungen) gut löslich und zeigen keine Tendenz zur Adsorption. 
Das mit Alkohol gefällte Produkt wird mit 50% und dann abso-
lutem Alkohol gewaschen und scharf abgenutscht . Man erhält 
in der Weise b innen weniger Stunden ein schneeweisses, feines, 
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in Wasser leicht lösliches Pulver, welches bei der quant i ta t iven 
Untersuchung fast theoretische Werte fü r Glykogen gibt. Die 
Aufarbei tung gestaltet sich, wie folgt: 

10 oder 20 Le'befrn von gut mit Möhren und Rüben ge-
nährten Kaninchen werden unmit telbar nach der Tötung der 
Tiere präpar ier t , gewogen und mit demselben Volumen 10% 
Trichloressigsäure in einem Mörser un te r Zusatz von etwas 
Quarzsand zerrieben. Nach Zusatz von weiteren 2 Volumina 5% 
Trichloressigsäure wird abgenutscht, der Niederschlag mit noch 
einem Volumen 5% Trichloressigsäure abermals zerrieben und 
abgenutscht. Die gelblichen, fluoreszierenden Fil trate werden 
mit Alkohol bis zu 50% Konzentration versetzt, worauf sich das 
Glykogen schnell als weisser Niederschlag absetzt. Der Nieder-
schlag wird zentrifugiert , zweimal mit 50% Alkohol gewaschen, 
in 50% Alkohol aufgeschwemmt, auf ein Büchner-Fil ter über-
tragen, scharf abgenutscht, mit absolutem Alkohol entwässer t 
und im Exsiccator getrocknet. Ausbeute an Glykogen: je nach 
dem Ernährungszus tand der Kaninchen 5 — 10% des Leber-
gewichtes. Die Methode eignet sich auch für quanti tat ive Gly-
kogenbestimmungen. 

Das in dieser Weise dargestellte Glykogen ist aschefrei, ent-
hält unter O.lo/00 N und keinen anorganischen Phosphor . Die 
optische Drehung und Reduktion nach Hydrolyse ist theoretisch. 
Der Gehalt an organischem Phosphor schwankt in verschiede-
nen Präpara ten zwischen 0.1—O.9o/00. Vieles spricht da für , dass 
dieser Phosphor ein Bestandteil des Leberglykogens ist, und es 
erscheint durchaus möglich, dass die Schwankungen in seinem 
Gehalt mit verschiedenen Abbau- oder Aufbauphasen des Gly-
kogens zusammenhängen. Wenn man auf Grund des Phosphor-
gehaltes das Molekulargewicht von Glykogen berechnet, so 
kommt man zu Minimal-Werten von 35.000—300.000, welche 
weit besser zur Formel von S t a u d i n g e r, als zu der von 
H a w o r t h passen. 
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[ P h y s i o l o g i c a l L a b o r a t o r y J. P i ł s u d s k i A c a d e m y of P h y s i c a l E d u c a t i o n , and 
D e p a r t a m e n t of P h y s i o l o g y , J. P i ł s u d s k i U n i v e r s i t y , W a r s z a w a ] . 

W . M i s s i u r o , S . N i e m i e r k o , A . P e r l b e r g a n d B. P a w l a k . 

Compensatory processes at rest and during work under 
conditions of lewered oxygen tension. 

Presented before the Polish Physiological Society, Warsaw, 15.XII.1938. 

Numerous observations suggest the possibility of augmenting 
the individual resistance of the organism to hypoxaemic in-
fluences af ter repeated a t ta inment of high altitudes in moun-
tains, by aeroplane, or af ter "high alt i tude t r a in ing" in low 
pressure chambers. The object of the present research was to 
find out what are the residual functional effects of previously 
acquired acclimatization to high altitudes. For this purpose, 
comparative studies were made of 8 experienced mountain 
climbers, who had taken part in expeditions in the Ta t ra Moun-
tains, the Alps, the Caucasian Mountains, the Atlas, in Norway, 
Spitzbergen, and the Andes, and of 8 healthy individuals, 
accustomed to systematic physical training. 

The funct ional characterisation of these groups was accom-
plished at rest, under normal respiratory conditions, and their 
reaction to breathing air of lowered 0 2 content (10%) at or-
dinary (sea-level) barometr ic pressure was determined. In ad-
dition, the effect of s tandardised physical effort , followed by 
recovery, were determined under the same conditons. Pulmonary 
ventilation was determined by the method of continuous regi-
strat ion, as well as respiratory exchange, pulse rate, blood 
pressure, and electrocardiograms were taken. The 0 2 and C 0 2 

contents of venous blood (v. brachial is) , its 0 2 combining ca-
pacity, alkali reserve (at a tension of 40 mm Hg of C0 2 in the 
tonometer) , and lactic acid content were determined, and the 
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pH of the blood was calculated f rom the H e n d e r s o n -
s 

H a s s e l b a l c h equation. 
The results of the examination of the physical state of the 

members of both groups, at rest, and under normal atmospheric 
pressure, revealed certain analogies between the funct ional cha-
racteristics of the mountain climbers and the state achieved 
following systematic t ra ining in prolonged physical effor t . We 
find more economic and efficient pulmonary ventilation, as ex-
pressed by a more efficient utilisation of the oxygen of the in-
spiratory air. W e found a tendency to systolic and diastolic 
hypotension, with slight enlargement of the left ventricle of 
the heart , and with a slightly slower respiratory rate, and 
a ra ther more slow basal pulse rate. To these changes should 
be added increased alkalinity of the blood, and a lowering of 
the basal metabolic ra te ; together, they give a picture similar 
to that characterist ic of funct ional adaptat ion of the trained 
organism to effor ts of long durat ion. 

It appears, f rom these observations, to be certain that the 
increase in fitness af ter t ra ining favours readier acclimatization 
and greater efficiency of muscular activity at high altitudes. 
The question remains whether this mechanism of adaptation to 
lowered atmospheric pressure is identical with the changes, of 
greater or smaller durat ion, produced by physical training. It 
should ra ther be thought that , apar t f rom those propert ies which 
are the natural consequences of systematic physical effort , as-
sociated with mountaineering, other specific mechanisms increas-
ing tolerance to low oxygen pressure may be created or per-
fected. 

A study of the reaction of the organism to lowering of the 
oxygen content of inspired air gave more reliable data for the 
appraisal of individual adaptabili ty. Abrupt t ransi t ion to an 
atmosphere containing 10% of 0 2 , answering to a barometric 
pressure of 370 — 385 mm Hg, corresponding with an altitude 
of 5500—5600 m., caused a typical increase in pulmonary ven-
tilation, compensating for the fall in the 0 2 tension of alveolar 
air. The rapidi ty wi'th which hypenpnoea develops, andi its per-
sistence in conditions of C0 2 loss and raised blood alkalinity, 
.are suggestive of the centrogenic na ture of this response. Ac-
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cording to W i n t e r s t e i n , H a l d a n e , G o l l w i t z e r -
M e i e r, and G e s e 1 1 even an inconsiderable oxygen deficit 
in the respiratory centre leads within it to augmented produc-
tion of acidic substances, with consequent hyperpnoea. On the 
other hand, the observation reported by L u t z and S c h n e i -
d e r , that the augmented pulmonary ventilation following 
breathing of air of low oxygen content may be initiated in less 
time than is required for one complete circulation of the blood, 
as also the relevant researches of H a s s e l b a l c h and 
L i n d h a r d , R e i n and N i e l s e n , afford evidence that 
hypoxemic hyperpnoea is connected with increased irr i tab-
ility of the respiratory centre. It is therefore possible that an 
important part in the phenomena of the initial hyperpnoea under 
discussion is also played by reflex impulses f rom nerve-endings 
in the chemo-sensory regions of the carotid sinus and aorta 
(C o r d i e r and H e y m a n s, and C o m r o e) . 

The increased lung ventilation, which is exceptionally great 
at the beginning of breathing air of low 0 2 content (amounting 
in one case to 245% of the initial value), as well as the succeed-
ing fall in ventilation to a constant value for the greater part 
of the duration of the hypoxaemia, did not reveal any features 
peculiar to the group of mountain-climbers, and the same applied 
to the mechanism of increase in minute volume of respiration, 
being in all cases due to greater depth of respiration. A larger 
respiratory amplitude, with less effective changes in both direc-
tions of the respiratory rate, not playing any great part in 
increasing pulmonary ventilation, appears to be the typical 
reaction to exposure of individuals to conditions of hypoxaemia. 

The absence of any correlation between increase in respi-
ratory amplitude and bet ter fitness for exposure to very low 
partial 0 2 pressures, emphasised by S c h n e i d e r , and des-
cribed by G r a y b i e 1 et al. in their comparison of healthy 
individuals and cardiac patients, should be ascribed to the greater 
efficiency of the function of external respiration due to training 
of the control subjects. Larger respiratory ampli tude as a res-
ponse to increased oxygen need is also the rule in such conditions.. 
Cases of diminished tidal air values observed during the expe-
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riments apply to individuals having a low resistance to 0 2 

deficiency. 
The more efficient intake of 0 2 per unit vol. of in-

spired air found in the group of mountain-cl imbers ensures the 
possibility of better utilization of Ol2 in the tissues, wi th at the 
same time, a smaller reduction in the H b 0 2 content of the 
efferent blood. The fall in the degree of saturat ion of venous 
blood with 0 2 in hypoxaemia is about the same in both groups, 
but the percentage saturat ion of Hb with oxygen, i. e., the H b 0 2 

content is higher in the group of mounta in cl imbers (22.2 — 
41.9%, as compared. with the control of 20.8—35.4%). These 
changes, which point indirectly to a smaller drop in the oxygen 
tension within the tissues, are in this case at the same time 
indicative of a higher HbOl2 content of arterial blood, and of 
better conditions for t ranspor t of oxygen f rom the lungs to the 
tissues; mobilisation of available reserves of blood, and increased 
functional activity of the hear t participate in effecting this 
change. 

T a b l e I. 

Certain properties of venous blood during breathing normal air (20.9% O2) 
and 10% oxygen mixture at rest and work. 

HbO^ o2 o2 
Content Content Capacity 

Subject 
% % % 

Subject 
p. 
3 

Rest Work Rest Work Rest Work 

20.9% 10.0% 10.0% 20.9% 10.0% 10.0% 20.9% 10.0% 10.0% 
O 0 2 O2 0 2 O2 O2 O2 0 2 O2 02 

01 Kar. 71 .28 41 .91 39 .42 15 .89 9 .53 9 .61 2 2 . 2 9 2 2 . 7 4 2 4 . 3 8 U 
Buj. 6 5 . 7 3 3 2 . 9 4 25 .37 15 .83 7 .38 6 .32 2 4 . 0 8 2 2 . 4 0 2 4 . 9 1 

s Nar. 41 .79 42 .27 2 1 . 6 3 9 .06 8 .92 4 .95 2 1 . 6 8 2 1 . 1 0 2 2 . 8 8 U 
Os. 52 .56 — — 11 .48 — 7 .24 2 1 . 8 4 2 4 . 0 8 — 

'3 Żuł. 37 .98 2 2 . 2 3 16.94 8 .19 4 .93 3 .66 2 1 . 5 6 2 2 . 1 8 2 1 . 6 0 
e Ber. 45 .61 32 .28 12 .71 9 .98 6 .38 3 .03 21 .88 19 .76 2 3 . 8 3 
0 Kaw. 56 .77 2 7 . 6 8 15 .21 12 .61 6 .18 3 .52 22 .21 2 2 . 3 2 2 3 . 1 4 s 

Groń. 4 5 . 5 0 — 2 8 . 2 9 9 .82 — 6 .76 2 1 . 5 8 — 2 4 . 0 4 

Maj. 44 .91 2 6 . 8 4 16.33 9 . 6 6 6 . 1 2 3 .86 21 .51 2 2 . 8 0 2 3 . 6 4 
0 Gab. 46 .86 35 .45 26 31 10 .76 8 .26 6 .56 22 .96 2 3 . 3 0 2 4 . 9 3 
c Mus. 52 .03 26 .96 12.28 11 .36 6 .12 2 .87 2 1 . 8 3 2 2 . 7 0 2 3 . 3 6 

Now. 47 .51 2 0 . 8 0 12 .42 10.78 4 .72 2 . 9 7 2 0 . 7 3 2 2 . 6 9 23 .91 
t' '. Tut. 52 .18 28 .77 — 11 .46 6 .60 — 2 1 . 9 6 22 .94 — 
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In accordance with the results of G r o 1 1 m a n, T a-
1 e n t i, E w i g and H i n s b e r g, and of C h r i s t e n-
s e n, it should be accepted that the cardiac output per minute 
is a decisive factor in increasing the blood flow during the 
period of adaptat ion to sudden reduction in the oxygen content 
of the inspired air. The ad jus tment of the circulation is achieved 
chiefly by augmentat ion of the cardiac output, and to a lesser 
extent by acceleration of the cardiac rate. As appears f rom the 
results of the present research greater capacity for adaptat ion 
to high altitudes lies in mobilisation of an appropriately increased 
cardiac output, since the increase of pulse rate, which is a con-
sequence of the lowered tonus of the vagus centres (G o 1 1 w i-
t z e r - M e i e r , O p i t z and T i 1 1 m a n n, B o r g a r d ) , 
with governing influences of the sympathetic nerve system, is 
less marked in the group of mountain climbers (up to 130% of 
the initial value) . 

The tendency towards some decrease of the resting pulse 
rate, which appeared after the initial phase of acceleration con-
sequent on respiration in an atmosphere containing 10% of 0 2 , 
took an extreme form in two members of the control group; this 
is evidence of augmented vagal tonus. Falling of the pulse rate 
below the initial value, together with arrhythmia, drop in blood 
pressure, and marked paleness of the skin, following cyanosis 
(a puce coloration), were signs of impending collapse, in such 
cases. This reaction, which hastens the onset of the critical 
phase of severe oxygen want and asphyxia, is the most charac-
teristic symptom of intolerance to more extreme degrees of 
hypoxaemia, and has also been noted by G o 1 1 w i t z e r -
M e i e r , S c h n e i d e r and T r u e s d e 1 1, M i s s i u r o, 
and G r a y b i e 1 et al. The more or less uni form fall in pulse 
rate found by us in certain of the subjects studied, and also 
reported by S c h n e i d e r , M a t e f f and S c h w a r z, 
is probably a result of st imulation of the vagus centres associated 
with more extreme anoxia. The electrocardiogram is in some 
cases symptomic of auriculo-ventricular heart block ( B o r -
g a r d ) . In some cases decrease of the pulse rate to sub-initial 
values may be a transient phenomenon ( H e r b s t, O p i t z 
and T i 1 m a n n and B e s s e r e r ) . 
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The symptoms noted during hypoxaemia under resting 
conditions, together with the c i rcumstance that experiments on 
physical effor t during anoxaemia had in certain cases to be 
abandoned solely owing to appearance of symptoms of acute 
hear t failure, point to the part icular importance of the circulatory 
funct ion for adaptative processes. Whils t we by no means a t tach 
to the Circulâtory funct ion such impor tance as to consider this 
alone to be the decisive factor in the mechan i sm of resis tance to 
hypoxaemia, we are of the opinion, conf i rming that of D i l l , 
that, together with the allied mechanisms of external respiration, 
internal respiration, and t ranspor t of oxygen, the activity of 
the circulatory system appears to be the first to suf fer deterio-
ration in acute 0 2 deprivation, in cases in which the efficiency 
of the hear t is const i tut ional ly ior a s a result of pathologic chan-
ges sub-normal. 

The gradual re turn to normal of the initially increased 
cardiac output per beat and per minute, at rest and dur ing 
physical effort , which takes place parallel to development of 
p'ol'ycythaemia dur ing acclimatization to high altitudes, does 
not, however, appear to be, as C h r i s t e n s e n supposes, 
i r refutable proof that the chief factor in compensation of oxygen 
deficit of the blood is that of pulmonary ventilation. Even af te r 
acclimatization the minute volume of the hear t may be 40% 
greater than during performance of the same effor t at sea level, 
as was shown by E w i g and H i n s b e r g. 

The significance of the greater possibility of accomodation 
of circulatory activities is obvious, in view of the necessity of 
compensating the fairly abrupt fall in 0,2 consumption which 
ensues during the initial phases of breathing 0 2 - impoverished 
air. The gradual rise in 0 2 consumption, which in most cases 
at tains, towards the close of the period of hypoxaemia, values 
not differ ing f rom the initial by more than the ordinary phy-
siological variation ( ± 15%), is the resultant of coordination 
of the increased ventilation of the lungs with increased respira-
tory surface of the blood (mobilisation of blood reserves), and 
its more rapid circulation. In certain exceptional cases, in indi-
viduals suffer ing f rom low 0 2 - tens ion (e. g., Ver. and Tut.) 
the rise in 0 2 consumption is part icular ly marked towards the 
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end of the hypoxaemic test. This effect may also be ascribed 
to increased work of the respiratory muscles ( L i l i e n s t r a n d , 
and S c h a d o w) during hyperpnoea. The slight rise in 
resting metabolism observed in our experiments corresponds 
with the analogous effect found dur ing adaptation to high al-
titudes. It was found that as acclimatization became more 
complete, the basal 0 2 consumption tended to fall to the sea-
level value ( H a s s e l b a l c h and L i n h a r d, H e r x h e 1-
m e r et al.). 

Cases of pronounced lowering of 0 2 consumption towards 
the close of the period of breathing 0 2 - impoverished air are 
indicative of decompensation of the funct ions of t ranspor t and 
t ransference of (X to the tissues. Such symptoms were observed 
in a few7 individuals hyperesthetic to low oxygen tension. 

A lower level of saturat ion of Hb with 0 2 , with an unchan-
ged degree of reduction of venous Hb0 2 , following breathing 
of air of low 0 2 content, is, in the control group, asociated 
with the occurence of certain differences in the typical changes 
of the ability of the blood to bind and t ransfer oxygen. Increase 
in the 0 2 combining capacity of the blood under conditions 
of hypoxaemia at high altitudes, reported by T a I b o t t, D i l l , 
and M c F a r l a n d , takes place chiefly as a result of increase 
in the number of erythrocytes in circulation, and in the Hb 
content . The phenomena of erythrocythaemia and increase in Hb 
concentration, connected with mobilisation of considerable 
amounts of blood from the natural reservoirs ( B a r c r o f t ) , 
as a direct reaction to the action of diminished atmospheric 
pressure, also take place following abrupt t ransi t ion to hypox-
aemia caused by sudden lowering of the ()2 tension of the insired 
ai r (D a 1 1 w i g, K e 1 1 s, L o e w e n h a r t , H e r b s t ) . 

According to the recently published results of H a l 1, 
K e y s , and B a r r o n , confirming those of D i l l et al., 
B a r c r o f t 's hypothesis of the possibility of increase in the 
af f in i ty of Hb for 0 2 , independently of change in pH of the blood, 
is definitely excluded. The results of these authors showed that 
the af f in i ty ot Hb for 0 2 , as determined at constant pH, is ac-
tually lowered at altitudes of over 4500 m. This effect, together 
with the observation of E w i g and H i n s b e r g tha t the 
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rise in alkalinity of venous blood is on the whole less t han in 
arterial blood, provides more favourable conditions for disso-
ciations of H b 0 2 . 

The rise in 0 2 combining capacity, found during hypox-
aemia in all control subjects without exception (Table I) , is 
probably one of the emergency compensational mechanisms, 
being in this case of greater importance than in individuals 
possessing better adaptative possibilities. To this may be ascrib-
ed the fact that the 0 2 -combining capacity of blood rose in only 
half of the group of mountain climbers. A similar incidence of 
such changes in the blood was found by G r a y b i e 1, M i s -
s i u r o , D i l l , and E d w a r d s , who compared the reac-
tions of cardiac patients and of healthy individuals to breathing 
air containing 12% of 0 2 . 

The typical changes in the C0 2 t ransport ing function, and 
the shif t ing of the acid-base equilibrium of the blood caused 
by breathing air containing 10% of 0 2 , also exhibit a certain 
dependence on the degree of individual tolerance to lowered 0 2 

tension. The rate of elimination of C0 2 f rom the blood due to 
hyperpnoea is approximately equal in both groups (mean fall 
in C0 2 content 2 % ) . The same applies to the fall in C0 2 tension 
(pC0 2 ) , and the corresponding fall in H 2 C 0 3 content oif venous 
blood. The total amount of alkalis released simultaneously, 
fu r the r augmented by greater reduction of Hb, is in spite of 
this, distinctly lowered, and this is more pronounced in the con-
trol group. The fall in alkali reserve is in these conditions a factor 
compensat ing for the effects of lowering of the bound C0 2 

content, and preventing the development of more pronounced 
alkalosis. The rise in alkalinity of venous blood, which was in 
spite of this a typical effect of our experiments, indicates that 
the rate of elimination of CO-2 exceeds that of fall in alka'.i 
reserve. 

The rise in the p h s of venous blood, by 0.03—0.07 in both 
groups, is of the same order as noted by most observers dur ing 
mountain expeditions or in low pressure chambers, with a fall 
in the 0 2 tension of the air to about 8%. The parallelism be-
tween the rise in pH^ of venous blood and the degree of reduc-
tion of Hb was especially well marked in the group of mounta in 
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climbers, in which increased alkalinity of the blood corresponded 
with a fall in H b 0 2 content of 29.1—32.8%, with, in some cases, 
an increased lactic acid content. The few cases in which lower-
ing of the pH s of the blood was, in both groups, associated with 
a considerable s imultaneous fall in alkali reserve, wi th an in-
considerable rise, or even a fall, in pulmonary ventilation (with 
subsequent rise in the C0 2 tension of the blood), should be 
ascribed to accumulation in the blood of acid metabolites, chiefly 
lactic acid. The above effects, developing parallel with progres-
sive anoxia and circulatory and respiratory decompensation are, 
in accordance with the researches of H e n d e r s o n and 
R a d 1 o f f, indicative of marked intolerance to exposure to 
low 0 2 tension. 

The rise in blood lactic acid, which was found when breath-
ing air of low 0 2 content , at rest, in most of the members of 
the control group (average rise 4.8 mg.%, max imum rise 7.6 
mg .%) , and in two of the mounta in climbers, having a low 
tolerance to hypoxaemic influences is par t ly the cause of the fall 
in alkali reserve. Increase in blood lactic acid, noted also by 
B a r c r o f t , H a r t m a n n and M u r a 1 t, and by E d-
w a r d s in the initial period of acclimatisation, may be con-
sidered as an auxiliary buffer ing mechanism protect ing against 
excessive alkalosis under conditions of hypocapnia. The possibi-
lity of development of this " thi rd line of buf fe r ing defence"" 
(A n r e p and C a n n o n , P e t e r s and V a n S 1 y k e) 
is supported by experiments showing that blood lactic acid rises 
during alkalosis due to hyperpnoea, or to injection of sodium 
bicarbonte ( M a c L e o d , E g g l e t o n and E v a n s , A n-
r e p and C a n n o n , L o n g ) . It appears that , apart from 
intensification of glycolytic process in the blood cells, as a source 
of the extra lactic acid ( H a r t m a n n and M u r a 1 t ) , par t 
of this rise is due to increased work of the respira tory muscles 
during hyperpnoea; indeed, B o c k , D i l l and E d w a r d s 
consider that this latter factor alone may account for increased 
blood lactic acid. Other mechanisms contr ibut ing to compen-
sation of hypoxaemic alkalosis are renal excretion of part of the 
alkalis ( B a r c r o f t , H a l d a n e , S i n g e r , H a r t m a n n , 
and M u r a 1 t ) , and passage of the bases liberated from com-
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bination with C0 2 into the tissues ( H e n d e r s o n and H a g -
g a r d ) . The insignificant changes in blood lactic acid in the 
group of mountain climbers, with a fall in alkali reserve little 
smaller t han in the control group (0.32—4.77 vols. % ) , are 
evidence of the greater efficiency of these compensatory mecha-
nisms in the group in question. 

T a b l e III. 
Comparison of gaseous metabolism during work breathing normal air and 

10% oxygen mixture. 

o2 
Content 

Ventila-
tion 

o2 
Intake 

Oxygen debt 

o2 
Intake Subject Date of 

inspir. 
air 

Ventila-
tion 

o2 
Intake 

ml 
% total 
excess 

o2 
Intake RQ 

% 1/min ml/min o2 ml/kgm 

Kar. 
16. VI 
23.111 

20.9 
10.0 

26.2 
38.8 

1627 
1332 

3119 
2982 

34.3 
40.8 

3.03 
2.43 

0.79 
1.12 

Buj. 
22.VI 
27.111 

20.9 
10.0 

22.7 
33.7 

1335 
1357 

2870 
3621 

33.3 
38.9 

3.19 
3.45 

0.82 
0.98 

Mus. 
8.VI 
6.V 

20.9 
10.0 

26.3 
37.2 

1480 
1109 

2884 
2086 

34.0 
34.2 

3.14 
2.27 

0.90 
1.07 

Now. 
14 V 
9.V 

20.9 
10.0 

21.5 
26.9 

1240 
909 

1111 
2265 

18.5 
42.3 

2.23 
1.98 

0.74 
1.64 

A physical effort equivalent to 540 kgm. per min., which 
under normal conditions raises pulmonary ventilation to 21.5— 
26.3 litres per min., and 0 2 consumption to 1.2—1.6 litres per 
min., makes far more pronounced demands on the compensatory-
regulatory arrangements when it takes place in a low (^-con-
taining atmosphere. The increased 0 2 requirements due to phy-
sical ef for t raise pulmonary ventilation to 26.9—41.4 litres per 
min. in both groups. The highest value for pu lmonary ventila-
tion, as well as for 0 2 intake, were found for those individuals 
who were least subject to hypoxaemia. In spite of the compen-
satory dilatation of the alveoli, observed by S c h u b e r t and 
C a m p b e l l , of the increased capillary surface of the lungs 
(K r o g h ) , and of the marked circulatory acceleration, together 
wi th increased supply of blood to the muscles, the minute 0 2 

in take is yet consistently lower than when the same effort is 
per formed under normal conditions. A direct result of the 
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lowering of the oxygen content of arterial blood during physical 
effort performed in an 0 2- impoverished atmosphere was also 
the sub-normal total excess 0 2 intake (the sum of that dur ing 
muscular effort and that of oxygen debt), found in every case 
but one. The amount of the oxygen debt as determined at re-
covery under the same conditions of lowered 0 2 tension, was 
not appreciably greater; E w i g and H i n s b e r g's view 
that a rise in the absolute 0 2 debt takes place at high al t i tudes 
(above 3500 m.), as a result of inadequacy of the compensatory 
increase in minute volume of the heart , is thus not conf i rmed. 
The state of oxygen debt found by us, and corresponding 
with the analogous observations of R ü h 1, does not represent 
the actual magnitude of the 0 2 debt, which could be determined 
only during rest in an ordinary atmosphere, or with O., admi-
nistrat ion. Only then, as has been shown by R ü h 1, does t h e 
additional excess 0 2 intake appear, raising the total 0 2 con-
sumption due to work. The smaller actual 0 2 intake dur ing 
physical activity in hypoxaemic conditions, with the higher 
values obtained according to R ii h 1 for the real 0 2 debt, a re 
indirect evidence that in muscular effort under hypoxaemic 
conditions an important par t should be ascribed to exothermic 
anaerobic processes, similar to those associated with energetic 
processes in muscles working in anaerobic conditions. 

A greater disproportion between 0 2 requirements and ac-
tual supply, characteristic of muscular effor t in an 0 2 - impo-
verished atmosphere, is part icularly clearly shown by the in-
crease in the amount of the relative 0 2 debt, expressed as 
a percentage of the total excess 0 2 intake dur ing work and rest 
(Table III). The lowering of the excess 0 2 in take during work, 
in relation to the amount of the 0 2 debt, is clear evidence of 
the inadequacy of the funct ion of oxygen supply, aggravated 
in hypoxaemic conditions by the additional stress of muscular 
effort . 

The fall in the rate of oxidation of the lactic acid formed, 
leading to an increase in its concentration in the blood, is a direct 
consequence of the greater 0 2 deficit dur ing muscular effort 
in hypoxaemia. The lactic acid content of the blood during work 
performed in a low 0 2 a tmosphere was 5.9—14.5 mg% higher 
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T a b l e IV. 
Changes in lactic acid content in venous blood during work 
when breathing normal air (20.9% O2) and 10% oxygen 

mixture. 

Subject 
Date 

1938 

O'j content 
of inspir. 

air 

% 

Lactic acid content 
of blood 
mg % 

Rest Work 

Kar. 
16.VI 20.9 16.34 24.44 

Kar. 23.111 10.0 15.18 34.20 

Buj. 
22.VI 20.9 14.18 17.42 

Buj. 27.Ill 10.0 10.13 28.76 

Mus. 
8.VI 20.9 11.87 21.81 

Mus. 6.V 10.0 20.45 36.31 

Now. 
14.V 20.0 18.23 22.34 

Now. 9.V 10.0 27.81 28.28 

than when the same effort was performed under normal con-
ditions. The rise in the respiratory quotient, typical for hypo-
xaemia, and in most cases exceeding the value of 1.0, occurs 
not at the beginning of the period of recovery, as under normal 
conditions, but dur ing the performance of the work. The high 
RQ is due both to the subnormal oxygen intake and to augmented 
C0 2 loss, resulting f rom elimination of C0 2 f rom bicarbonates 
by lactic acid di f fus ing into the blood stream f rom the muscles. 
During physical effort under normal conditions the supply of 
()2 is greater, so that oxidation of the lactic acid produced takes 
place part ly in the muscles, for which reason less enters the 
blood stream ( B a n g ) ; the RQ either does not vary in these 
conditions, or even exhibits a tendency to fall, in those cases 
in which it was initially high. In normal conditions it is only 
af ter cessation of muscular effor t that diffusion of lactic acid 
to the blood stream takes place to any considerable extent, 
leading to the expelling of C0 2 f rom bicarbonates, and to a cor-
responding rise in RQ. The inconsiderable fall in the high value 
of the respiratory quotient af ter cessation of muscular effort 
in hypoxaemic conditions would indicate that, in spite of pre-
viously greater diffusion of lactic acid to the blood stream, the 
process still continues at the beginning of the period of rest. 

The fall in blood C0 2 content caused by muscular effort is, 
s imilarly to the above described changes, more marked in hy-
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poxaemia, at taining values of 3.2—12.3% lower than the resting 
level in a normal atmosphere. An additional factor, increasing 
loss of C0 2 f rom the blood, and complementary to the process 
of expulsion of CO., f rom carbonates by lactic acid, is the 
hypoxaemic increase in pu lmonary ventilation. The influence 
of this factor is par t icular ly well marked in the group of moun-
tain climbers, in whom the higher values of pu lmonary ventila-
tiom for a given amount of work correspond with a parallel 
increase in sa turat ion of venous blood with 0 2 , and lowering 
of its C0 2 content. The phenomenon of hypocapnia caused by 
increased pulmonary elimination of C0 2 is here manifested by 
the lowering of the C 0 2 tension of the blood (by 1.4—16.7 mm. 
Hg). The lower blood C0 2 tension during effort in the group of 
mountain climbers (average 49.1 mm. Hg), as compared with 
the control group (average 55.0 mm.) , is due to more efficient 
pu lmonary ventilation (Table II) . 

The smaller degree of hyperpnoea, and the slower diffusion 
of lactic acid to the blood, together with the more rapid pro-
duction of C0 2 f rom oxidation of lactic acid in the muscles, 
are probably the reasons why, in contrast to work during hypo-
xaemia, the C0 2 tension of t he blood during per formance of 
the same amount of work effor t under normal a tmospheric 
conditions actually increases (by 1.4—7.1 mm. Hg) . The lower 
concentrat ion of blood lactic acid also explains the smaller fall 
in alkali reserve in th i s case, varying in both groups by 1.2— 
3.73%. As to the acid-base equil ibrium, the above changes find 
their expression in the lowering of blood pH (with one excep-
tion) to 7.26—7.29, as compared with 7.28—7.32 in resting 
conditions. 

Under conditions of hypoxaemia, the changes caused by 
performance of the same work as in normal condit ions lead to 
a greater fall in alkali reserve, amount ing in the group of moun-
tain climbers to 3.9—9.7% less than under resting conditions 
when breathing air containing 10% of 0 2 , and to 5.6—10% 
less than under resting condit ions in a normal a tmosphere 
(Table II) . 

The greater fall in alkali reserve during work in the group 
of mountain climbers (a fall of 4.28—8.37% of the resting 
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values in normal air, and of 3.47—6.87% of those in 0 2 im-
poverished air) should be ascribed to more efficient compensa-
tion of hypoxaemic alkalosis, by renal excretion of the liberated 
bases. This mechanism, which supplements the effect of lactic 
acid produced dur ing work, and acts in the same direction, 
only part ly compensates the symptoms of hyperpnoeic hypo-
capnia. The pHg of the blood, although lowered, exhibits in the 
group oi mounta in climbers (with one exception) a state of 
mild alkalosis, varying within the limits 7.28—7.38, as compared 
with the resting value of 7.27—7.35 in normal air (Table II) . 

The less uni form changes in acid-base equil ibrium of the 
blood of individuals of the control group breathing air con-
taining 10% of 0.2 may be ascribed to greater individual diffe-
rences in the degree of accumulation of lactic acid in the blood, 
and in the rate of elimination of C0 2 . A comparison of the ef-
fects of per formance of the same amount of work in ordinary 
and 0 2 impoverished air allows of the establishment of definite 
differences as compared with the group of mounta in climbers. 
In both individuals of the control group examined a more con-
siderable rise in blood lactic acid during work in hypoxaemic 
conditions caused lowering of the pHg of the blood, as compared 
with the init ial normal value in ordinary air. 

Not less characterist ic differences are observed during work 
in adaptat ional changes in the function of 0 2 t ranspor t and 
t ransference. The degree of saturation of blood with ()2 varies 
wi th in very wide limits, being more considerably lowered by 
wrork in hypoxaemic than under normal conditions, yet the sa-
tura t ion of venous blood is higher in mounta in climbers (17.0— 
39.4%, as compared with 12.4—26.3% in control individuals) . 
The more efficient utilisation of the 0 2 charge of the blood, 
toigether with the higher 0 2 content of venous blood (average 
0 2 content 4.9—9.5%) are indirect evidence of the higher 
sa tura t ion wi th 0 2 of the arterial blood of these individuals, 
and of its more efficient passage of 0 2 into the t issues; due to 
the greater efficiency of the heart, and to the better capillari-
sation of the working muscles. The greater demands made on 
the. available compensatory mechanism by muscular effort are 
evidenced by the increased 0._, combining capacity of the blood. 
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T a b l e V . 

Changes caused in certain properties of venous blood by work during 
breathing normal air and 10% oxygen mixture. 

lf3 
g'E 
O en 
« C 

02 
Capacity 

% 

co2 
Capacity 

(Alkali reserve) 

(T40) % 

co2 
Content 

% 

pCOo 
mmHg 

pHs 

p. 3 O 
t-O 

V 
'2 3 M 

O o 
% 

Rest Work Rest Work Rest Work Rest Work Rest Work 

m à 20 .9 21 .46 22 .44 44 .57 4 0 . 8 4 5 1 . 4 5 50 .48 53.1 59.6 7 .32 7.26 

S 
"u 

(S « 10 .0 22 .74 24 .38 45 .01 3 5 . 3 0 49 .94 39 .86 44 .3 39.7 7 .39 7 .34 

c 
' 3 
B 20 .9 21 .16 22 .82 47 .53 43 .87 54 .20 55 .76 56 .1 6 3 . 2 7 .32 7 .29 
0 S 3 ca 10.0 2 2 . 4 0 24 .91 4 6 . 4 0 41 .58 53 .46 51 .05 46 .8 47 .8 7 .40 7 .38 

i 20 .9 21 .46 2 2 . 5 3 44 .84 43 .64 52 .16 50 .36 54.7 56 .1 7 .31 7 .29 

"p 
o 
Z 10.0 22 .69 23 .91 43 .27 3 6 . 8 0 54 .28 50 .54 57 .5 63 .7 7 .24 7 .28 

c o U 2 0 . 9 21 .98 24 .14 47 .06 45 .66 6 0 . 8 4 59 .40 68 .9 52 .0 7 .27 7 .34 
3 
S 10.0 2 2 . 7 0 2 3 . 3 6 39 .27 38 .25 52 .17 49 .98 64 .0 57 .0 7 .32 7 .23 

This effect, which appears even at rest in cases of limited to-
lerance to hypoxaemia, becomes a typical response for all the 
members of both groups during muscular activity. (Table I ) . 

The greater rise in 0 2 combining capacity of the blood in 
the group of mounta in climbers (amount ing to 0.7—4.0%), con-
f i rming the analogous observations of D i l l and M c F a r-
1 a n d, complete the character is t ic set of signs of better adap-
tation to hypoxaemia. The increase in the 0 2 combining capacity 
of the blood, which also occurs to a somewhat lesser degree 
during normal work, is a result of the increased amount of Hb 
in circulation, and, to some extent only, of the lowering of the 
C0 2 tension of the blood ( B o h i r ' s e f fec t ) . The more intense 
degrees of hypocapnia are of far more definite importance 
during work in hypoxaemic conditions, still f u r the r raising the 
0 2 -combining capacity of the blood. 

The additional burdening of the circulatory function in 
hypoxaemia, connected with muscular effort , was manifested 
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during the recovery period (25 min.) by acceleration of the pulse 
rate, amount ing in the group of mounta in climbers to 125% 
of the resting value in low oxygen tension, and to 107% in the 
control group. Arrhythmia was noted in a few cases. Complete 
return to the initial pulse rate was not attained during the 
period of observation of recovery after work in conditions of 
hypoxaemia. The rise in arterial blood pressure, and the time 
required for the return to normal of the latter, following phy-
sical effort showed wide variations, probably due to increased 
lability of the vasomotor centre in hypoxaemia ( B a r c r o f t , 
E w i g and H i n s b e r g ) . In most cases systolic pressure fell 
during the last minute of the period of recovery (25 min.) , to 
values lower than those found towards the close of experiments 
on resting subjects in hypoxaemic conditions. Less un i form re-
sults were obtained for re turn to initial diastolic pressure (hy-
poxaemic) . 

No more considerable changes due to work under condi-
tions of 0 2 deficit were found in the electrocardiogram, 
probably owing to this being taken rather late (9—20 min.) 
af ter re turn to normal air. Apart f rom the prolongation of 
accelerated pulse rate, prolonged evolution of the hear t was 
observed in only four cases. The most typical changes are 
shortening of the S—T interval (prolongation in two cases). In 
most cases the T wave is prolonged. In two cases inversion of all 
the waves of the electrocardiogram took place. These changes 
allow7 us to draw the conclusion that any changes in the 
funct ioning of the auricular-ventricular system which might 
have been caused by the degree of hypoxaemia applied in our 
experiments must have undergone rapid regression in the indi-
viduals observed. 

A discussion of the physiological changes noted by us, 
rom the point of view of individual tolerance to lowering of 

the 0 2 tension in the air breathed, would not be complete 
without taking into consideration changes in the appearance 
and behaviour of the subjects, as well as their subjective ex-
periences. In this respect we are entirely in agreement with 
K e y s and his co-workers, who, in a paper we received af ter the 
conclusion of the present research, expressed the opinion tha t 
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•close observation of individuals exposed to low oxygen pressures 
affords very valuable complementary material as to the course 
of the process of adaptation, being on the whole in good 
agreement with objective data. Such data on the subjective 
•symptoms of hypoxaemia might be summarized as follows. 
•Certain of the control group reported that , with rapid transi-
tion to an atmosphere containing 10% of 0 2 , they experienced 
vertigo, a feeling of pressure in the frontal regions of the head, 
f requent visual disturbances in the form of motes appearing 
before the eyes, and darkening of the field of vision, feeling of 
cold, and somnolence. To these were added during muscular 
effort speedier or tardier muscular weakness, shortness of 
breath, palpitation, and copious perspirat ion. Objectively, cyano-
sis is observed, passing through various degress of intensity 
f rom a pink to a puce coloration, and changing to paleness 
in more acute anoxia. In some cases the subjects were agitated, 
or exhibited tonic and clonic contractions, not being able, for 
ins tance owing to contraction of the digital muscles, properly 
to hold or manipula te a pencil. After re turn to ordinary air 
a few cases were noted in which the subjects were unable to 
walk straight. The severity and frequency of incidence of these 
symptoms were distinctly greater in the control group. Readier 
adaptation to acute hypoxaemia of the group of mountain 
climbers was also evidenced by their higher output of s tandard-
ised muscular work. In spite of their superior physical training, 
3 individuals of the control group breathing 10% 0 2 at rest, 
and one af ter working for 68 sec., were obliged to in terrupt 
the experiment, owing to loss of consciousness and to develop-
ment of symptoms of acute decompensation. Only one such 
case (Kaw.) was noted in the group of mountain climbers, to 
whom ordinary air had to be given af ter he had been working 
for 1 min. 

C o n c l u s i o n s . 

1°. The physiological characteris t ic of individuals who had 
f requent ly been exposed to low atmospheric pressures whilst 
mountaineering resembles tha t typical of the condition of 
t ra ining for physical efforts of the endurance type. 
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A greater or smaller degree of similarity between the 
functional characterist ics (at rest, under ordinary atmospheric 
pressure) was manifes ted: (a) in the more economical, and the 
same t ime more efficient ventilation of the lungs, with a some-
what lower respiratory rate, (b) in the tendency to brady-
cardia and to systolic hypotension, with slight enlargement of 
the left ventricle of the heart , (c) higher alkalinity of venous 
blood, (d) lower blood lactic acid content, (e) lower basal me-
tabolic level. 

2°. Having ascertained the typical reaction of the organism 
to hypoxaemia, we found that the functional changes appearing 
in the group of mountain climbers when t ransfered to air 
containing 10% of 0 2 differed f rom those observed in the 
control group of healthy, well trained individuals in the follow-
ing respects: (a) better utilisation of 0 2 f rom inspired air, with 
a smaller rise in RQ, (b) a higher 0 2 content of the venous 
blood, at a higher degree of saturat ion with 0 2 , and a smaller 
rise in 0 2 -combining capacity, (c) a smaller fall in alkali re-
serve, (d) absence of significant changes in blood lactic acid 
content, (e) a greater rise in venous blood pH, (f) a smaller 
acceleration of the pulse rate, and less f requent cases of ar-
rhythmia . 

3°. The functional changes caused by standardised physi-
cal effor t performed in 10% 0 2 differed f rom those found in 
the control group in the following par t iculars : (a) a higher 0 2 

content of venous blood, with a higher degree of saturat ion 
with 0 2 , (b) a greater increase in blood 0 2 -combining capacity, 
(c) a more considerable lowering of the C0 2 tension of the blood, 
and a greater fall in alkali reserve. 

4°. The members of the group of mountain climbers showed 
higher ability to perform muscular work in hypoxaeinic condi-
tions, and had less marked signs of fatigue, cyanosis, dyspnoea, 
and hyperidrosis; a number of subjective signs of somatic and 
sensory disorders were also less evident. None of the members 
of this group exhibited signs of impending loss of consciousness, 
or of acute breakdown of the circulatory and respiratory func-
tions, when exposed to low oxygen tension. 
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[ I n s t i t u t d e P h y s i o l o g i e de l ' U n i v e r s i t é de C r a c o v i e ] . 

K o r n e l G i b i n s k i . 

L'influence du changement de milieu, spécialement de la 
pression atmosphérique et de la température, sur le sang de 

Rana escalenta. 

Présenté dans séance du 2.XII.1938 de la Société Polonaise de Physiologie, 
Section de Cracovie. 

I . 

Les expériences, que nous décrivons ci — après ont pour 
objet l 'action, qu'exerce le changement de milieu sur le sang 
de grenouille. Les animaux furent répartis en trois lots. Le pre-
mier lot était exposé à l'air, mais privé d'eau, le second — à une 
tempéra ture élevée dans l'eau et hors de l'eau, le troisième enfin 
subissait l 'action d 'une pression atmosphérique diminuée, soit 
dans l'eau, soit hors de l'eau. 

Vu le caractère cyclique des changements qui se produisent 
dans le sang des grenouilles, il importe de comparer les résul-
tats de toutes les expériences avec les épreuves exécutées à la 
même époque de l 'année dans les conditions normales. Désirant 
nous renseigner, si les grenouilles qui sé journent au laboratoire 
en hiver, ne présentent pas de différances avec celles qui pas-
sent la saison froide dans des conditions naturelles, nous avons 
également étudié un lot de grenouilles, vivant en hiver dans 
leur milieu habituel. 

Toutes les recherches concernant R. escalenta ont été exé-
cutées en été sur des grenouilles f ra îchement capturées, tandis 
qu 'en hiver on opérait sur des échantillons gardés au labora-
toire. Le sang était prélevé de la V. cutanea magna, et on évi-
tait de le mélanger avec les liquides tissulaires. Dans les re-
cherches cytologiques, je me servais de frot t is colorés d 'après 
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M a y - G r u n w a 1 d. Les prises quotidiennes de sang font di-
minuer le nombre des globules rouges; or, en allongeant succes-
sivement les intervalles entre les prises, j 'ai constaté qu 'après 
3—4 jours environ, le nombre d 'hématies revient au niveau con-
stant. Pour déceler les différences et les erreurs possibles des 
expériences j 'ai compté les hématies en employant divers mé-
langeurs et d i f férents appareils à compter de B ii r k e r, et sur-
tout en prélevant le sang à deux reprises chaque fois. La diffé-
rence n'était jamais supérieure à 15%. Les résultats obtenus 
dans la suite sont probablement plus exacts, car je me servais 
tou jours du même mélangeur et du même appareil. 

Des nombreux hématologues ont étudié la morphologie du 
sang de grenouille. Ils dis t inguent t rois genres d 'éléments mor-
photiques: les hématies, les globules blancs et les cellules fu-
selées. Les fonctions maximales de la moelle osseuse coïncident 
avec les dernières semaines du pr in temps et avec le commen-
cement de l'été. L'activité de la moelle diminue ensuite et cesse 
complètement en hiver d 'après M a r q u i s (1) ; selon N e u-
m a n n (1), les cellules fuselées peuvent être formées en hiver 
également. Tous les auteurs admettent enfin que les hématies 
peuvent se multiplier par division indirecte dans le sang pé-
riphérique. Au cours de mes expériences, j 'ai observé dans le 
sang des globules rouges sans noyaux, dont parlent certains 
t ravaux consacrés aux Batraciens. Selon les auteurs, on ne les 
rencontre chez R. esculenta, qu 'avant , jamais après la méta-
morphose. En décrivant le sang de R. esc., K l i e n e b e r g e r 
et C a r i (2) n'en font en général pas mention dans leur „Blut-
morphologie". 

Le nombre d 'hématies varie très sensiblement chez la gre-
nouille, suivant les auteurs qui les ont comptées. Z e p p (3) 
souligne l ' influence de la saison sur les variat ions qui se pro-
duisent dans le sang, mais c'est en définitive H e e s e n (4) qui 
réunît les résultats de ses longues recherches et traça une courbe 
des variat ions du nombre d 'érythrocytes dans le sang duran t 
toute l 'année (v. fig. 1). 

Après avoir examiné pendant deux ans plus de deux cents 
grenouilles, j 'ai obtenu une courbe qui se rapproche beaucoup 
de celle de H e e s e n (v. fig. 2). Nous y voyons deux élévations 
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Nomb r e 

Fig. 1. Variations du nombre de globules rouges chez Rana esculenta d'après H e e s e n . 

Nombre 

Fig. 2. Variations du nombre de globules rouges chez Rana esculenta dans les conditions 
naturelles et au laboratoire. Trait continu — grenouilles en liberté ; trait interrompu — 

grenouilles gardées au laboratoire. 

distinctes. La plus grande augmentat ion du nombre d 'hématies 
a lieu en mars et en avril, une autre, plus faible, se produit en 
août et en septembre. En comparant ces deux courbes avec celles 
que H e e s e n a tracées pour R. fusca et Bufo uulg., puis avec 
la courbe de H o l z a p f e l (5) pour R. pipiens, nous aboutis-
sons à la conclusion qu 'un tracé onduleux semblable est ca-
ractérist ique pour toutes les grenouilles. Il résulte de ces ta-
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bleaux cju'il faut tou jours tenir compte de la saison, lorsqu'il 
s'agit de déterminer le nombre de globules rouges. Il faut dire 
enfin, d'accord avec H o 1 z a p f e 1, que chez les grenouilles qui 
ont passé l'hiver au laboratoire le rythme saisonier est assez 
fidèlement conservé. 

Si l'on veut comprendre pourquoi le maximum de la pre-
mière onde coincïde avec les mois d'août et septembre, il suff i t 
de ne pas perdre de vue la 'périodicité de l'activité de la moelle 
osseuse. La seconde augmentat ion ne peut s'expliquer par l'hé-
matopoïèse augmentée. La prompte élévation et, plus encore, la 
baisse rapide de cette courbe, semblent indiquer qu'il s 'agit d 'un 
décalage de l'eau en deux sens. 

J 'ai remarqué la première fois les hématies dépourvues de 
noyaux dans le sang de grenouilles exposées à une pression at-
mosphérique réduite. Dans les expériences de contrôle, j 'en ai 
t rouvé également chez les individus qu'on n'avait pas soumis 
aux épreuves. On les décèle plus souvent en hiver qu'en été, 
quoique pas régulièrement et en petite quanti té . La quant i té de 

Fig. 3. Différentes formes de globules rouges, trouvés dans le sang de R. esculenta. 

ces globules augmente dans certains conditions physiologiques 
(v. plus bas) . Il faut donc les considérer comme des éléments 
morphotiques constants du sang de grenouille, comme le sont 
p. ex. les basophiles. On en distingue deux espèces: les uns cor-
respondent par leur forme et leurs dimensions aux globules 
rouges nuclés, tandis que les autres, plus petits, affectent des 
formes plus variées. 

Nous avons étudié l ' influence de la perte d'eau dans des 
conditions diverses; les voici: 1) les grenouilles privées d'eau 

§ ê i . « * 
Fig. 4. Globules rouges sans noyaux. 
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vivaient à l'air, à une température de laboratoire, 2) elles sé-
journa ien t dans une température de 30°C, 3) elles étaient expo-
sées à une pression atmosphérique réduite. Dans tous ces cas, 
où l 'évaporation était plus ou moins forte, on put constater une 
augmentat ion considérable du nombre d'hématies. Comme, 
outre la perte d'eau, d 'autres facteurs pouvaient intervenir dans 
ces conditions artificielles, j 'ai fait en même temps les expé-
riences de contrôle sur des grenouilles vivant dans l'eau. Ces 
dernières recherches, élargies dans la suite, ont également servi 
à étudier l ' influence de la tempéra ture seule, ou de la pression 
réduite. Étant donné que ce n'est qu'en privant les grenouilles 
de nourr i ture en été, que l'on parvient, à ce qu'il semble, à di-
minuer le nombre d'hématies, il fallait repartir les résultats en 
deux catégories dont une comprenait les résultats obtenus en 
été, l 'autre en hiver. La température élevée en été ne fait pas 
varier le nombre d'érythrocytes ; ce nombre subit néanmoins 
à cette saison une diminution parfois très sensible. Il faut attri-
buer ces variat ions au manque de nourr i tu re et en partie, à l'hy-
drémie, conséquence du métabolisme plus intense à une tem-
péra ture relativement élevée. 

Pour étudier l'action d 'une pression atmosphérique réduite, 
j 'a i gardé les grenouilles dans l'eau dans une caisse herméti-
quement close communiquant avec une pompe aspirante, munie 
d 'un mécanisme automatique, réglant la pression de l'air qui 
t raversai t la caisse. La baisse de la pression était de 300 mm de 
mercure dans le plus grand nombre d'expériences. Quant à la 
durée du séjour des animaux dans ces conditions, elle variait 
de deux heures à 14 jours. En outre, plusieurs grenouilles fu-
rent exposées pendant les mois d'été à une pression réduite de 
200 et de 400 mm Hg. Je n'ai pu déceler au cours de ces expé-
riences l 'érythrocytose (15—18%), constatée par B o n n e t et 
C a r d o t (6). Pendant les mois d'hiver, tout comme durant 
les mois d'été, il se manifeste plutôt une tendence à une dilu-
tion du sang, parfois assez considérable. Il n'y a pas de rapport 
exact entre la durée du séjour dans la caisse et les variations 
du sang. En contrôlant en même temps les poids des grenouilles 
on note une augmentat ion nette du poids chez les animaux 
gardés sous la pompe, tandis que d'ordinaire on observe une 
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diminution du poids par suite de l 'absence de nourr i ture . L'ab-
sorption et la rétention d'eau par la grenouille pourra i t expli-
quer cette augmentat ion de poids. Au cours de ces troubles du 
métabolisme hydrique, nous pouvons évidement observer de l 'hy-
drémie et s'il y avait une augmentat ion de l 'hematopoïèse, elle 
pourrai t ne pas se t raduire par le nombre de globules rouges 
dans le sang circulant. 

À une pression diminuée seulement de 200 m m Hg, je n 'ai 
pas trouvé des variations plus considérables. Nous n 'observons 
ici ni rétention d'eau, ni augmentat ion de poids, à l'exception 
d'un cas où cette augmentat ion est apparue à peine après une 
semaine, en même temps qu 'une forte dilution du sang. 

Dès que la pression fu t reduite de 400mm Hg, la plus g rande 
dilution du sang et l 'augmentat ion de poids s 'opéraient déjà 
après le premier jour et diminuaient de plus en plus pendant la 
prolongation de la durée des expériences. 

Les globules rouges anuclées, dont j 'ai parlé déjà, peuvent 
être observés plus souvent sur les frot t is de sang des grenouil-
les gardées à une pression réduite, que chez les animaux vivant 
dans les conditions ordinaires. Sur chaque frot t is ( j 'en ai fait 10). 
on voit un certain nombre de ces globules à côte de dif féren-
tes formes qui peuvent expliquer leur origine (v. fi g. 5). 

Fig. 5. Reconstitution de la division d'une hématie en deux parties, l'une avec noyau, 
l'autre sans noyau. D'après les différentes phases de la division fixées sur les frottis. 

On a observé également des globules pareils chez trois gre-
nouilles après une forte saignée. 

Après avoir coupé une des branchies d'Amblymostoma me-
xicanum, S ł o n i m s k i (7) a trouvé un plus grand nombre des 
ces „érythroplast ides". 
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Dans tous ces cas — là nous avons affaire à de l 'anoxémie 
qui semble augmenter ou favoriser la production des hématies 
privées de noyau. 

Tenant compte de cette circonstance, on prévoyait que chez 
les grenouilles qui passent l'hiver dans leur milieu naturel dont 
l 'action produit de l 'anoxémie, on découvrirait une plus grande 
quant i té d 'érythroplastides, croissante avec le temps. Ces pré-
visions se montrèrent jus tes ; on trouva en effet, vers la fin de 
l 'hiver une quanti té assez fortement augmentée de ces hématies. 
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[ P h y s i o l o g i s c h e s I n s t i t u t der U n i v e r s i t ä t K r a k o w ] . 

J e r z y K a u l b e r s z . 

Blut unter dem Einfluss klimatischer Änderungen. 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Krakow der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 24.VI.1938. 

Auf der Fahr t nach Südamerika sowie während der Rück-
reise und eines fast 5-monatlichen Aufenthal tes in verschiede-
nen klimatischen Zonen Südamerikas wurden Blutkörperchen 
und Hämoglobinbest immungen an einer und derselben Person 
(mir selbst) vorgenommen ( B i i r k e r ' s c h e Kammer, jede Be-
rechnung — Mittelzahl aus 3 aufeinanderfolgenden Zählungen, 
Hämoglobinometer nach A u t e n r i e t h - K ö n i g s b e r g e r , 
Heilige's Aus füh rung) . Rasch aufeinanderfolgende klimatische 
Änderungen auf See und Land, wie auch der Übergang von der 
Nordsee in die Tropen.- und Aequatorgegend, von den Tropen 
in das kühle Feuerland, die darauffolgende Rückkehr in die 
Tropengegend des nördlichen Argentiniens bei Tucuman, wur-
den als Wärme- und Kältereize mit event. Berücksichtigung des 
Einflusses des Meeresklima betrachtet und ihre Wi rkung auf 
die Blutzusammensetzung studiert . Da die Rückreise nach län-
gerem mehrmaligen Aufenthal t auf dem südamerikanischen 
Hochplateau erfolgte, wurde diesem Umstand bei Deutung der 
Zählungen in der Aequator- und Tropengegend Rechnung ge-
tragen. 

Aus den Arbeiten B a r b o u r 's und seiner Schüler (1 und 2) 
sind wir über den Einf luss den die W ä r m e auf den Wasser -
haushal t ausübt, unterr ichtet . Hunde, die im W a r m b a d von 
37—40° oder bei Luf t t empera tu r zwischen 27 und 39° gehalten 
wurden, wiesen bei konstanter Körper tempera tur Blutverdiin-
nung, in einem Bad dagegen über 42w und auch oberhalb der-
selben trockenen Luf t t empera tu r Blutverdichtung mit gleich-
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zeitiger Erhöhung der Eigentemperatur auf. Bei feuchter Luf t 
erfolgte Konzentration des Blutes und Steigerung der Körper-
tempera tur schon oberhalb 33°C. In einem kühlen Bad, in dem 
es nicht zum Abfall der Eigentemperatur kam, fand auch Blut-
verdichtung statt . Tiere, denen Wärmeregulat ionszentren zer-
stört worden sind, wiesen diese Blutänderungen nicht auf und 
wurden bald bei Änderungen der äusseren Tempera tur poikilo-
termisch. 

Auch bei Menschen ist eine Verdünnung des Blutes unter 
Wärmeeinf luss beobachtet worden, sowohl im Warmbad ( B a -
z e t t) wie in warmer Luf t ( B a r b o u r 3, 4) . Diese Verdünnung 
bezieht sich nicht nur auf das ganze Blut, sondern auch auf das 
Serum, wie aus gleichzeitigen Best immungen des Eiweiss-, Salz-
und ganzen Trockengehaltes des Serums sowie seines spezifi-
schen Gewichtes hervorgeht, kann somit nich auf einem Verlust 
der Blk. vom Kreislauf, sondern auf einer Vergrösserung der 
Gesamtmenge der Flüssigkeit in den Blutgefässen beruhen. 
B a r c r o f t und M i t a r b. (5) haben solche Vergrösserung der 
Gesamtmenge des Blutes in der Tropengegend mit Hilfe der 
Inhalat ionsmethode bei den Teilnehmern der Andenexpedition 
festgestellt. Unmittelbar nach grossen körperlichen Anstrengun-
gen konnte ich (6) beim Menschen sowohl in der Ebene, wie 
im Höhenklima, Blutverdiinnung bei konstanter Körpertempe-
ra tur und Blutverdickung bei Erhöhung derselben finden. 

Da während meiner Reise verschiedene klimatische Zonen 
auch auf dem Meere passiert wurden, muss der Einfluss des 
Meeresklimas auf das Blut mitberücksichtigt werden. Dieses ist 
vor allem durch eine intensivere Strahlung ausgezeichnet, indem 
die von der Wasserf läche reflektierten Strahlen sich zu der di-
rekten Bestrahlung hinzuaddieren. Es kommt unter dem Einf luss 
des so verstärkten Ultraviolettlichtes zu einer Vermehrung der 
roten Blk. und des Hb., die aber bei Gesunden nicht bedeutend 
ist, dagegen bei anämischen Kindern recht gross sein kann (7) . 
Diese, die blutbildenden Organe erregende Wi rkung tri t t aber 
nur an den nördlichen Meeren zu Tage, an den südlichen Seen 
stört der Wärmefak to r diese Wi rkung und es kann im Gegen-
teil zur Erniedrigung des Stoffwechsels und zur Verdünnung des 
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Blutes kommen, wodurch eine Senkung der Blkzahl und des Hb. 
eintri t t . 

Auf der Fahr t von Gdynia nach Bio de Janeiro habe ich 
nach normalen an der Ost- und Nordsee erhaltenen Werten zu-
nächst eine deutliche Blk.- und Hämoglobinsenkung schon von 
der Gibraltarbreite beginnend gefunden. Während an der Nord-
see 4.900.000 Blk. und 100% Hb. gemessen wurden (s. Figur 1), 
fielen die Zahlen vor Dakar auf 4.400.000 Blk. und 88% Hb., 
stiegen dann wieder am Aequator auf 4.600.000 Blk. und 90% Hb. 
Wenn man bedenkt dass im August zur Zeit meiner Beise die-
jenige stelle, in der die Mittagssonne am Zenit steht, zwischen 
Aequator und dem Wendekreis des Krebses liegt und die Tem-
pera tur bei Dakar am höchsten war (28* in der Cabine), wäh-
rend es in der Aequatorgegend schon etwas kühler geworden 
ist (25°C.), wird man geneigt sein zu schliessen, dass hier dem 
Wärmefac to r der entscheidende Einfluss zukommt. 

Weiter im Innern Brasiliens nahe der Paraguay — Brasi-
lianischen Grenze an den Parana — Wasserfäl len Sete Quedas, 
die etwas südlich vom Wendekreis des Stiers liegen, habe ich 
während eines wöchentlichen Aufenthal tes Ende September 1937 

Hb. Blk. 

Fig. 1. Blk. und Hb-Änderungen auf der Reise durch die Tropen. 

http://rcin.org.pl



bei einer äusseren Tempera tur von 20°C. mehrere Untersuchun-
gen an mir vornehmen können. Als Mittel von 15 Zählungen 
ergab sich 4.750.000 Blk. und 95% Hb. Bald darauf Anfang 
Oktober südlich von den Iguassu Wasserfä l len in Missiones (Ar-
gentinien) und im Paraguay stieg die Tagestemperatur auf 
26°C. und ich erhielt in Possadas 4.600.000 Blk. und 92% Hb., 
in Asuncion (Paraguay) sogar nur 4.450.000 Blk. und 89% Hh. 

In Buenos Aires Mitte Oktober bei einer mitt leren Tempe-
ratur von 16° fand ich 4.950.000 Blk. und 98% Hb., Ende Okto-
ber im Feuerland (Rio Grande) bei einer Tempera tur von 8°C. — 
5.200.000 Blk. und 105% Hb., was eine bedeutende Vermehrung 
im Vorgleich zu den in den Tropen gewonnenen Werten dar-
stellte. Noch etwas höhere Zahlen konnten Anfang November 
auf dem Dampfer zwischen Magallanes und Puerto Montt (südl. 
Chile) während der Fahr t durch die südl. Pacif ikkanäle bei einer 
Tempera tur von 5°C. ermittelt werden — 5.250.000 Blk. und 
106% Hb. Möglich, dass hier der Einf luss des kühlen südlichen 
Meeresklima auch mitgewirkt hat . Dagegen ist schon bei der 
Ankunf t in Valparaiso mit der Bahn von Puerto Montt aus — 
am 22. November bei 20°C. eine Senkung der Blk. auf 5.050.000 
und des Hb. auf 102% zu verzeichnen gewesen. Als ich später 
Anfang Dezember via Mendoza, Buenos Aires, Cordoba, nach 
Tucuman im nördlichen Argentinien kam, sind die Werte bis 
auf 4.750.000 Blk. und 97% Hb. weiter gesunken. 

Die darauffolgenden Blutuntersuchungen, die im grösseren 
Umfange ausgeführ t wurden und hauptsächlich die Blutgase bei 
den Einheimischen und Einwanderern betrafen, beziehen sich 
auf die Bewohner des südamerikanischen Hochplateau Boli-
v i e n s und Peru 's , worüber in einer anderen Arbeit berichtet 
wurde (8) . 

Auf der Rückreise ist der Aequator auf dem Stillen Ocean 
am 3 Tag nach letztem Höhenaufenthal t (in der Republik Equa-
dor) bei einer Tempera tur von 24° durchquer t worden und es 
wurden 5.200.000 Blk. und 103% Hb. gezählt. Die verhältniss-
mässig hohen Zahlen sind wohl noch auf den unmit telbar 
vorausgegangenen Höhenaufenthal t zu beziehen. Fast dieselben 
Wer te hielten noch nach 2 weiteren Tagen während der Durch-
fahr t durch den Panama-Kanal (5.150.000 Blk. und 102% Hb.) 
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an, doch ist schon 2 Tage später am Karaibischen See Anfang 
Februar bei einer Tempera tur von 26°C. eine Senkung auf 
4.850.000 Blk. und 95% Hb. eingetreten, die bis zur überque-
rung des Wendekreises des Krebses am Atlantischen Ozean an-
hielt. Später auf der weiteren Fahr t nach Europa Mitte Fe-
bruar 1938 folgte bei gleichzeitig bedeutendem Tempera tu r s tu rz 
eine Erhöhung : in Genua bei 13° — 4.950.000 Blk. und 98% Hb. 
In Wien zählte ich einige Tage später bei1 + 4° 5.050.000 Blk. 
und 100% Hb. 

Der Färbeindex blieb bei allen diesen unter dem Tempera-
ture inf luss s ta t t f indenden Abweichungen unveränder t im Gegen-
satz zu seiner deutlichen Erniedrigung im Höhenklima. 

Meine E r n ä h r u n g während der Reise ist keinen grösseren 
Schwankungen unterworfen gewesen. 

Ausser den an mir selbst in verschiedenen klimatischen Zo-
nen vorgenommenen Untersuchungen habe ich in den subtro-
pisch gelegen polnischen Kolonien Nordargentiniens (Missiones) 
an 8 Kolonisten und seinen Kindern (alle männlichen Geschlech-
tes) Blk. und Hb. — mengen untersucht und beide niedriger 
als es der Norm entspricht , gefunden. Blk. werte schwankten 
zwischen 4.500.000 und 4.750.000 Hb. werte zwischen 82 und 
95%. Obwohl E i j k m a n , v a n d e r S c h e e r u. a. (9) 
bei den Malaien und anderen Tropenbewohnern keine Abwei-
chungen von der Norm in den Blk. und Hb. werten im Vergleich 
zu den Bewohnern der massigen Zonen vorfanden, so sind doch 
diese niedrigen Zahlen bei den polnischen Kolonisten bemer-
kenswert . Bei vielen unter ihnen, besonders bei den dort gebo-
renen Kindern fällt oft die blass-gelbe Gesichtsfarbe und nicht 
selten eine mangelhaf te Entwicklung auf. Es ist doch möglich, 
dass die Blutkörperchenarmut hier eine wesentliche Ursache 
darstellt . Interessant wäre bei allen diesen Untersuchungen 
gleichzeitige Best immung der Gesamtblutmenge. 

Das Hauptergebniss dieser Mitteilung ist der Befund 
einer parallelen Blk- und Hb-senkung in warmen, einer Erhö-
hung in kühlen Gegenden. Die höheren Zahlen auf der Rück-
reise sind wohl als Folge einer noch nicht ganz abgeklungenen 
Höhenwirkung zu deuten. 
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[ I n s t i t u t f ü r m e d i z i n i s c h e C h e m i e der U n i v e r s i t ä t in L w ó w . 

D i r e k t o r : Pro f . Dr. J. K. P a r n a s ] . 

T a d e u s z B a r a n o w s k i . 

Über die Krystallisation von Myogen. 
Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Lwów der Polnischen Physiologischen Gesellschaft am 4.II.1939. 

Die vorliegende Arbeit enstand im Laufe von Versuchen 
zur Frakt ionierung von phosphatüber t ragenden Muskelenzymen. 
Wässerige Extrakte aus Kaninchenmuskula tur wurden mit Am-
moniumsulphat ausgesalzen und von einem Teil des Eiweiss 
durch Koagulation bei 52<J befre i t ; der so gereinigte Extrakt 
wurde mit Ammoniumsulphat gesättigt, das gefällte Eiweiss in 
einer kleinen Menge Wasser gelöst, so dass die Konzentration 
20-fach höher war, als zuvor. Der konzentrierte Extrakt blieb 
im Eisschrank au fbewahr t ; nach drei Wochen hat te sich in 
ihm ein Niederschlag gebildet, welcher sich bei der mikrosko-
pischen Untersuchung als krystal l is iert erwies. Diese Krystalle 
•erinnerten an die S u m n e r 'schen Ureasekrystalle, waren aber 
bedeutend grösser. Da der Extrakt Nichts ausser Eiweiss und 
Ammoniumsulphat enthielt, letzteres in einem Sättigungsgrad 
von nur 0.45, so erschien es wahrscheinl ich, dass die Krystalle 
aus Eiweiss bestehen. Der krystalline Niederschlag wurde ab-
zentrifugiert und f ü n f m a l mit Ammoniumsulphat (Sättigungs-
grad 0.5) bei Z immer t empera tu r gewaschen. Die gewaschenen 
Krystalle lösten sich leicht im Wasser ; die klare Lösung gab 
-selbst nach grosser Verdünnung starke Eiweissreaktionen. 

Ein Teil dieser Lösung wurde 18 Stunden gegen destillier-
tes Wasser dialysiert, das pH der Lösung dann auf 5.9 gebracht 
und Ammoniumsulphat in Substanz bis zur leichten Trübung 
zugesetzt ; diese enstand in der Regel bei einem Sättigungsgrad 
»der Lösung vom 0.45. Nach Impfung mit den ursprünglichen 
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Krystallen und Kühlung im Eisschrank, fiel bereits nach weni-
gen Stunden ein krystall inischer Niederschlag aus, dessen Menge 
im Laufe der nächsten Tage sich bedeutend vermehrte. Die er-
haltenen Krystalle waren identisch mit den zuerst dargestellten 
und Hessen sich in der gleichen Weise mehrmals umkrysta l -
lisieren. Die Form der Krystalle ist aus der Mikrophotographie, 
deren Ausführen , ich Herrn Prof. B. J a ł o w y vom Universi-
tä ts ins t i tu t für Histologie verdanke, deutlich ersichtlich. Die 
Vergrösserung ist 265 — fach. 

Die Darstellung dieses krystallisierten Eiweisses gelang im 
jedem Fall von mehreren Versuchen, wobei sich manchmal eine 
Impfung als notwendig erwies. Die Extrakte wurden stets in 
derselben Weise bereitet und zwar: Kaninchenmuskelbrei wurde 
mit dem gleichen Volumen Wasser bei 0° vermischt, abgepresst, 
der Ext rakt 6 Stunden bei Z immer tempera tur autolysiert und die 
Globuline mit Ammoniumsulphat bei einem Sättigungsgrad von 
0.4 ausgefäll t . Aus dem Fil t rat wurde das Eiweiss durch voll-
ständige Sättigung mit Ammoniumsulphat gefällt und der Nie-
derschlag in einer geringen Menge Wasser gelöst. Die Lösung 
wurde 15 Minuten auf 52° erwärmt , fi l triert , das Filtrat mi t 
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Ammoniumsulphat gesättigt und der Niederschlag im möglichst 
wenig Wasser gelöst. Nach Zusatz von Ammoniumsulphat bis 
zur schwachen Trübung wurde die Lösung mit Krystallen 
geimpft und einige Tage im Eisschrank aufbewahr t . Nach Ab-
t rennung der krystall isierten Niederschlages konnten weitere 
Krystallmengen durch weitere Sättigung mit Ammoniumsulphat 
gewonnen werden. Nach mehrmaligem Umkrystall isieren erhält 
man ganz einheitliche, sehneeweisse Krystalle. Ihre Grösse 
schwankt zwischen 5 und 75 Mikronen, aber es lassen sich auch 
bedeutend grössere Krystalle darstellen. Man erhält kleinere 
Krystalle, wenn die Eiweisslösung besser gereinigt ist. 

Die krystallographische Untersuchung verdanke ich Herrn 
Prof. Dr. C h r o b a k vom Universi tätsinsti tut fü r Krystallo-
graphie. Die Krystalle gehören zum hexagonalen System, haben 
die Form von Doppelpyramiden (doppelte Rauten) und sind 
s tark l ichtbrechend. Im polaris ier ten Licht zeigen sie eine deut-
liche, wenn auch schwache Doppelbrechung. Bei Zusatz von 
Wasser trit t der Auflösung eine Quellung der Krystalle ein. 

Diese Erscheinungen sprechen fü r den Eiweisseharakter der 
erhaltenen Krystalle, welcher durch die chemische Untersuchung 
bewiesen wurde. Die umkrystal l is ierten und mit Aminonium-
sulphat lösung (Sätt igungsgrad 0.5) gewaschenen Krystalle 
(150 mg) wurden im Piatintigel verascht . Der Ascherüokstand 
betrug 0.08% des Trockengewichtes der Krystalle. Mehrfach um-
krystallisierte und gewaschene Krystalle geben Eiweissreaktio-
nen: einen weissen Niederschlag mit Salpeter- und Sulfosalicyl-
säure, die Xanthoproteinreakt ion, die Reaktion von M i 1 1 o n 
und die Tryptophanreakt ion von A d a m k i e wr i c z und 
H o p k i n s . Die M o 1 i s c h 'sche Reaktion ist negativ. Durch 
Zusatz von Alkohol und Aceton bis zur Konzentration von 40% 
wird das krystallisierte Eiweiss denaturier t , bei Zusatz von Al-
kohol bis zu 60% wird das Eiweiss quant i ta t iv gefällt. Trockene 
Krystal lpräparate enthalten noch ziemlich viel Ammoniumsul-
phat, da es mir bis jetzt noch nicht gelungen ist, ein Lösungs-
mittel zu finden, um es ohne Denatur ierung des Eiweisses zu 
entfernen. Das Eiweiss, welches aus der wässerigen Lösung der 
Krystalle mit Alkohol gefällt und mit 60 prozentigem Alkohol 
von Ammoniumsulphat freigewaschen und dann getrocknet 
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wurde, enthäl t ungefähr 16% Stickstoff und keinen Phosphor . 
Diese Untersuchungen beweisen also, dass es sich um ein kry-
stallisiertes Muskeleiweiss handelt . Es ist nach dem Myoglobin 
das erste krystallisierte Muskeleiweiss. 

Die Krystalle zeigen einige bemerkenswerte Eigenschaften. 
Wenn sie in konzentrierten Lösung auf 35° erwärmt und dann 
langsam abgekühlt werden, so erhält man Krystalle, bis zu 400 
Mikronen, welche aber — im Gegensatz zu den kleinen Krystal-
len-unstabil sind. Geringe Tempera turänderungen oder der Druck 
des Deckglases ru f t einen charakterist ischen Zerfall hervor. 
Zunächst zerspringen die Krystalle in zwei oder mehrere Stücke, 
welche mit den Brücher aneinander liegen, dann zerfallen sie 
zu einer Unmenge von krystall inen Bruchstücken, welche manch-
mal symmetrische Formen bilden. Die krystallinen Bruchstücke 
können abzentrifugiert und dann wieder zu normalen Krystal-
len umkrystal l is ier t werden. 

Die Eiweisskrystalle scheinen zu den Albuminen zu gehören. 
Sie lösen sich ausgezeichnet in destilliertem Wasser und werden 
durch Ammoniumsulphat erst bei einem Sättigungsgrad von 
über 0.45 gefällt. Ihre Löslichkeit ist sehr gross: man kann 
20-prozentige Lösungen des Eiweisses erhalten. Den isoelektri-
schen Punk t habe ich noch nicht bestimmt, aber da es am leich-
testen zwischen pH 5.9 und 6.3 gefällt wird, so dür f te der iso-
elektr ischer Punkt innerhalb dieser Grenzen liegen. Die Ausbeute 
an krystalli isertem Eiweiss aus Muskelextrakt ist ziemlich gross 
und es erscheint wahrscheinlich, dass es gelingen wird, einen 
grossen Teil der Albuminfrakt ionen von Muskeleiweiss zu kry-
stal l is ieren. Alle bisherigen Beobachtungen sprechen da fü r , dass 
es sich um krystall isiertes Myogen handelt . Die Untersuchungen 
werden fortgesetzt. 

Herrn Professor Dr. J. K. P a r n a s, dem ich Anregungen 
und Ratschläge verdanke, möchte ich an dieser Stelle herzlichst 
danken . 
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[ L a b o r a t o i r e de P h y s i o l o g i e G é n é r a l e , LTniversi té Libre de P o l o g n e , Ł ó d ź ] . 

J . R o s e n b e r g . 

Cultures pures des infusoires sur les souches pures 
des microbes. 

Présenté dans la séance de la Société Polonaise de Physiologie, Section de Varsovie, 
le 3.III.1938. 

P l u s i e u r s a u t e u r s o n t t e n t é d ' o b t e n i r l e s c u l t u r e s des p r o t o z o a i r e s s u r 
les m i l i e u x s y n t h é t i q u e s , ne c o n t e n a n t p a s des m i c r o b e s en v u e de l ' e x a -
m e n des p r o c e s s u s b i o c h i m i q u e s v i t a u x des p r o t o z o a i r e s . Ces a u t e u r s l u t -
t a i e n t avec m a i n t e s d i f f i c u l t é s , car l o r s q u ' o n r e p i q u a i t l e s p r o t o z o a i r e s d e s 
m i l i e u x o r d i n a i r e s on n e p a r v e n a i t p a s à é l i m i n e r l e s m i c r o b e s qu i l e s 
a c c o m p a g n a i e n t . Ce n'est que l ' a m é l i o r a t i o n de la t e c h n i q u e de s t é r i l i s a t i o n 
des a n i m a u x m o n o c e l l u l a i r e s o b t e n u e grâce a u x t r a v a u x de H a r g i t t et 
F r e y ( ' 1 7 ) , de P a r p a r t ( ' 2 8 ) , d 'E 1 1 i o t ( ' 3 3 ) , et d e H e t h e -
r i n g t o n ( '34) qui a rendu p o s s i b l e l ' o b t e n t i o n des s o u c h e s s t é r i l e s d e 
p r o t o z o a i r e s . 

P e t e r s ( '20, '21, '22 ) , f u t un des p r e m i e r s qui s ' occupa de l ' a s s i m i -
l a t i o n par l e s p r o t o z o a i r e s de c e r t a i n e s s u b s t a n c e s o r g a n i q u e s c o n t e n u e s 
d a n s l e s m i l i e u x s t ér i l e s . Ses c u l t u r e s n ' é t a i e n t c e p e n d a n t p a s c o m p l è t e m e n t 

l i b r e s des m i c r o b e s ( c i t é d ' a p r è s J o h n s / o n ( ' 3 5 / 3 6 a ) . E n m ê m e t e m p s 

q u e P é t e r s un a u t r e c h e r c h e u r O e h 1 e r ( '19, '20, '24 ) , qu i a p p l i q u a i t 

u n e m é t h o d e de s t é r i l i s a t i o n qu' i l a p r o p o s é , p a r v i n t à c u l t i v e r l e s p r o t o -

z o a i r e s d a n s l e s m i l i e u x c o n t e n a n t de p e t i t e s q u a n t i t é s de c e r t a i n e s s u b -

s t a n c e s o r g a n i q u e s et s o u v e n t a u s s i de la l e v u r e . 

D ' a u t r e s a u t e u r s r é u s s i r e n t à c u l t i v e r l e s d i f f é r e n t s p r o t o z o a i r e s d a n s 

les m i l i e u x l i b r e s de m i c r o b e s ( s o l u t i o n de p é p t o n e , s é r u m , e x t r a i t de l e -

v u r e e tc . ) . 

E n ce qu i c o n c e r n e la c u l t u r e des i n f u s o i r e s , p r o t o z o a i r e s e m p l o y é s 

l e s p l u s s o u v e n t d a n s l e s l a b o r a t o i r e s b i o l o g i q u e s , on t r o u v e d a n s la b i -

b l i o g r a p h i e des d o n n é e s p l u t ô t c o n t r a d i c t o i r e s . A i n s i G l a s e r ( ' 3 2 ) , G 1 a -

s e r et C o r i a ( '33 ) n e p a r v i n r e n t p a s à o b t e n i r des c u l t u r e s de Para-

mecium caudatum sur l e s m i l i e u x p r i v é s des m i c r o o r g a n i s m e s v i v a n t s ; i l s 

en o n t o b t e n u p o u r t a n t sur l e s m i l i e u x c o n t e n a n t la l e v u r e o u l e s m i c r o b e s 

v i v a n t s . D a n s l e s e x p é r i e n c e s q u ' i l s o n t e n t r e p r i s p l u s tard ces a u t e u r s 

c u l t i v a i e n t l e s P a r a m é c i e s d a n s l e s m i l i e u x c o n t e n a n t d i f f é r e n t s e x t r a i t s 
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et de p lus l e s microbes ou la l evure tués. D'autres auteurs c o m m e E l l i o t 

( '33) et L o e f e r ('34 et '36) obt inrent des cu l tures de Paramecium et de 

Colpidium ( E l l i o t '35) sur les m i l i e u x d é p o u r v u s des microbes . Q u o i q u e 

l'on obt ient des cu l tures de certa ins protozoaires sur les m i l i e u x sans m i -

crobes, les bactér ies s emblent const i tuer la m e i l l e u r e et la p lus n a t u r e l l e 

nourr i ture de ces a n i m a u x . Grâce à l ' amél iorat ion de la t e c h n i q u e de sté-

r i l i sa t ion des protozoa ires , m e n t i o n n é e plus haut , on a pu aborder la que-

s t ion des espèces m i c r o b i e n n e s qui cons t i tuent une nourr i ture s u f f i s a n t e 

pour les protozoa ires . 

La p lupart des auteurs cu l t iva ient les protozoa ires sur les s u s p e n s i o n s 

d'une souche m i c r o b i e n n e pure. Le l iquide a m b i a n t éta i t c o m p o s é de la 

s o l u t i o n s a l i n e add i t ionnée des substances o r g a n i q u e (peptone , t ryptone , 

ex tra i t s d 'organes etc . ) . H a r g i t t et F r e y ( '17) , R a f f e 1 ( '30) , 

L u c k , S h e e t s et T h o m a s ( '31) , P h i l l i p s ( '34) , G i e s e 

et T a y 1 o r ( '35) ont d é m o n t r é qu'une souche m i c r o b i e n n e ne c o n s t i t u e 

pas une nourr i ture s u f f i s a n t e pour certaines souches des protozoa ires , m a l -

gré que les s u s p e n s i o n s de ces microbes étaient add i t i onnées des s u b s t a n c e s 

o r g a n i q u e s m e n t i o n n é e s . G i e s e et T a y l o r prétendent qu'un m é l a n g e 

des souches m i c r o b i e n n e s s u f f i t pour les in fuso i re s , t and i s que chacune de 

ces souches e m p l o y é e séparément ne const i tue pas une nourr i ture s u f f i s a n t e . 

P h i 1 p o t t ( '28) n'est pas d'accord sur ce point , il croit que le Para-

mecium se d é v e l o p p é m i e u x sur les souches pures du li. pyocyaneus que 

sur les cu l tures m i x t e s . Cet auteur i n d i q u e auss i que les pro tozoa ires 

peuvent s ' accoutumer à l 'act ion tox ique des microbes . 

C u t l e r et C r u ' m p ('35) publ i ent que l ' amibe Hartmanella hyalina 

peut s 'accoutumer de se nourr ir de H. prodigiosum. 

Il mér i te d'être noté que beaucoup d'auteurs qui s ' interessent à la 

v a l e u r a l i m e n t a i r e d'une souche microbienne s o u t i e n n e n t que les m i c r o b e s 

tués ne cons t i tuent pas une nourr i ture s u f f i s a n t e . 

O e h 1 e r ('20) rapporte qu'il a réussi de cu l t i ver l es i n f u s o i r e s (Col-

poda steini) sur les s u s p e n s i o n s du co l ibac i le tué par le c h a u f f a g e . E. et M. 

C h a t t o n ( '23 et '29) cu l t iva ient Glaucoma scintillans et piriformis sur 

les bactér ies tués . O e h 1 e r et M. C h a t t o n prépara ien t l es s u s p e n s i o n s 

m i c r o b i e n n e s dans les s o l u t i o n s sa l ines addi t ionnées des subs tances orga-

n iques , l e s q u e l l e s , c o m m e le dit J o h n s o n dans le cas de Glaucoma fi-

caria, c o n s t i t u e n t déjà par e l l es m ê m e s une nourr i ture s u f f i s a n t e . J o h n -

s o n ('35,/36b) a e s s a y é de cu l t iver Glaucoma ficaria sur les s u s p e n s i o n s 

des microbes v i v a n t s ou tués , m a i s ne contenant pas ces subs tances orga-

n iques . Ces expér iences ava ient pour but de p r o u v e r que beaucoup d'espèces 

m i c r o b i e n n e s qu'il e m p l o y a i t peuvent servir c o m m e source de nourr i ture 

a u x protozoaires . J o h n s d n appl iquait la m é t h o d e de „migra t ion" pour 

la s t ér i l i sa t ion des protozoa ires (d'après O g a t a) et f a i sa i t les cu l tures 

en m a s s e , m e t t a n t à la fo i s que lques centa ines d ' ind iv idus dans un m i l i e u 

de cul ture . On ne peut pas comparer dans ces c o n d i t i o n s les résu l tats de 

cet auteur avec ceux des auteurs cités précédemment car la cu l ture en 

m a s s e se déve loppe d i f f é r e m e n t de cel le qui part d'un seul ind iv idu . 
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Il nous semblait intéressant de vérifier si la suspension 
d 'une souche microbienne pure constitue pour le Paramecium, 
le Colpidium et le Colpoda une source suff isante des substances 
organiques pour les cultures par tant d 'un seul infusoire . Si les 
souches vivantes consti tuent une source suff isante , il nous sem-
blait incopréhensible pourquoi les souches mortes ne le seraient 
pas. II fallait supposer que si l'on ne fournissait que les micro-
bes morts aux infusoires ces derniers f iniraient par s 'accoutu-
mer à cette sorte de nourr i ture . 

Matér i e l e t m é t h o d e . 

Les expér iences é ta ient fa i t e s sur les i n f u s o i r e s Paramecium cauda-

tam, Colpidium colpoda et Colpoda cucullus. Les i n f u s o i r e s on t é té ob tenus 

d 'une i n f u s i o n du f o i n ; i ls en é t a i e n t i so lé s et cu l t i vé s dans u n e i n f u s i o n 

f i l t r ée du fo in . 

Les s u s p e n s i o n s m i c r o b i e n n e s é ta ient préparés du c o l i b a c i l l e et de 

R. pyocyaneus ; l e s souches p r o v e n a i e n t de l ' Inst i tut d 'Hyg iène de l 'Etat 

à Varsov ie . J'ai chois i le co l ibac i l l e et le B. pyocyaneus parce que le 

premier est assez f réquent dans les eaux s t a g n a n t e s et l e H. pyocyaneus 

fu t p lus i eurs fo i s i so lé des cu l tures des i n f u s o i r e s dans notre laborato ire . 

La s tér i l i sa t ion des i n f u s o i r e s était e f f ec tué se lon la m é t h o d e de F a r -

p a r t , compte tenu des remarques des auteurs c i tés p lus haut . Je n 'a jou-

ta i t les microbes au l iqu ide s tér i l i sant , car j e p laçai t l es i n f u s o i r e s s tér i l i -

sés dans les s u s p e n s i o n s de d i f f é r e n t e s espèces m i c r o b i e n n e s . Pendant la 

s t é r i l i s a t i o n les i n f u s o i r e s é ta ient pr ivés de nourr i ture ce qui causa i t sou-

vent chez les Colpodes un e n k y s t e m e n t iprécoce. 

C o m m e s o l u t i o n sa l ine on u t i l i s a i t la s o l u t i o n de Ringer d'après M-me 

V i e w e g e r ( '30) , d i luée 1:10 (R2) et s tér i l i sée à l ' autoc lave . Les i n f u -

s o i r e s (Co lpodes ) v ivent très bien dans cette so lu t ion . 

Je préparais l es s u s p e n s i o n s m i c r o b i e n n e s en é m u l s i o n n a n t avec 10 c m 3 

d e R2 u n e cu l ture de 24 h sur gé lose inc l inée . Une part ie de cette suspen-

s ion était c h a u f f é e a f i n de tuer les microbes . J ' a j o u t a i s 0.2 c m 3 de s u s p e n -

s ion v i v a n t e ou tuée aux tubes à essai contenant 10 c m 3 de R 2 . Les t u b e s 

é t a i e n t bouchés avec du coton. P o u r q u e l q u e s expér i ences j 'ai e m p l o y é des 

pe t i t s tubes c o n t e n a n t 1 c m 3 de s u s p e n s i o n d i luée m o r t e ou v i v a n t e . 

Je p laça is d a n s chaque tube un ou deux i n f u s o i r e s s t ér i l i s é s . Les tubes 

c o n t e n a n t 10 c m 3 de s u s p e n s i o n é ta ient gardées p e n d a n t 5 j o u r s ; au bout 

de ce t emps j e m é l a n g e a i s s o i g n e u s e m e n t l e contenu et j e c o m p t a i s les i n f u -

so ires dans une ce l lu l e avec un quadr i l l age graudé. Les tubes c o n t e n a n t 

1 c m 3 é ta ient contrô l é s chaque jour . 

J ' ensemença i s le contenu de q u e l q u e s tubes de c h a q u e série sur la 

gé lose pour en v é r i f i e r la s tér i l i té . Les cu l tures é t a i e n t en général s tér i les . 

pH du m i l i e u avant l ' expér ience éta i t égal à 7.1—7.2, après 10 j o u r s 

de cu l ture — à 7.3—7.4. 
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R é s u l t a t s des e x p é r i e n c e s . 

J 'ai commencé mes expériences avec les colpodes. Après la 
stéril isation je les plaçais séparément dans les tubes contenant 
10 cm;! de suspension des microbes vivants ou morts. Au bout 
de 5 jours j 'ai constaté que la suspension contenant les micro-
bes vivants était moins trouble; l 'opacité de la suspension des 
microbes morts ne changeait pas. Dans les tubes contenant le 
colibacille vivant le nombre de protozoaires atteignait 3000. 
Quelques cultures des colpodes cultivés sur le b. pyocyanique 
vivant at teignaient aussi ce nombre. Par contre dans les milieux 
contenants les bacilles morts je m'ai trouvé ni des protozoaires 
vivants, ni des kystes. Après de nombreux essays de culture des 
colpodes sur les microbes morts, j 'ai t ransporté 0.5 cm3 d 'une 
cul ture des infusoires (à peu près 100 individus) sur des bacil-
les vivants dans un milieu contenant les mêmes bacilles morts. 
Après 5 jours l'opacité des suspensions est devenue moindre; 
le nombre de microbes diminua et l'on pouvait observer des in-
fusoires en mouvement. 

Les colpodes obtenues sur le milieu aux bacilles morts 
étaient soumises de nouveau au précédé de stérilisation et en-
suite placées séparément dans les suspensions de bacilles morts 
de la même espèce sur laquelle elles étaient cultivées précédem-
ment. Au moins dans 50 p. c. des cultures j'ai obtenu le nombre 
de colpodes oscillant de 40 jusqu 'à 4500 dans un tube. Ce 
nombre n'était pas très différent de celui des tubes témoins con-
tenant les bacilles vivants. (Le tableau I ne contient que les ré-
sultats des premières expériences). Les colpodes qui se déve-
loppaient bien sur les microbes morts repiqués sur d 'autres 
milieux aux bacilles morts s'y développaient également bien. 

Si dans les tubes, dans lesquels on n'a pas constaté des 
colpodes, on ensemençait des colpodes provenant des cultures 
se développant bien on réussissait parfois à obtenir les cultures 
à une population dense. Dans beaucoup de cas on pouvait con-
stater l 'enkystement de tous les infusoires ou d 'une part ie seu-
lement (tableau I ) . Parfois l 'enkystement avait lieu au cours 
des dernières étapes de la stérilisation, ce qui rendait impossible 
le continuation de l'expérience. Ce fait pourrait être expliqué 
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T a b l e a u I . 

La multiplication des Colpodes dans les suspensions microbiennes pendant 5 jours. 

Suspension du Colibacille i Suspension du B. pyocyanique 

vivant | mort vivant i mort 

N o m b r e d' n f u s o i r e s 

initial final initial final initial final initial final 

1 2190*) 1 2 3 8 0 1 1150 1 60*) 
1 1680 1 1720 2 3 6 0 0 1 2380*) 
1 2 3 9 0 1 2 8 9 0 2 4 6 0 0 1 7 2 0 
1 1670 1 1700 2 . 3 2 4 0 1 45*) 
1 3 5 2 0 3 4 4 2 0 1 740 1 4 3 0 
2 2 3 4 0 1 2 0 7 0 2 1100 1 8 6 0 
1 2 0 0 1 180 1 3100*) 1 2 4 5 0 

2 7 9 6 0 
3100*) 

1 2 3 6 0 
1 3 7 8 0 1 1 4 0 0 
1 990 1 2 8 0 
1 720 1 2 6 2 0 
1 190 1 40*) 

*) La majorité ou tous enkystés. 

en admettant qu 'une partie de protozoaires subit l 'enkystement 
immédiatement après l 'ensemencement et ne t rouvant pas dans 
le milieu des conditions favorables ne quitte pas les kystes et 
ne donne pas naissance à une cul ture normale. Les produits du 
métabolisme microbien selon P e n n ('35 et '36/37) peuvent 
causer ou faciliter l 'enkystement. En se basant sur les obser-
vations de P e n n ont peut expliquer le fait qu'on trouve un 
petit nombre d' infusoires, enkystés pour la plupar t , dans quel-
ques suspensions des B. pyocyaniques morts. La constatation 
d'une grande quant i té des kystes à côté des colpodes qui subis-
sent des divisions dans une cul ture très dense fait penser qu 'en 
ces cas l 'enkystement est causé par une croissance rapide de la 
population (T a y 1 o r et S t r i c k l a n d '35/36). Pour se 
rendre compte si vraiment les processus de l 'enkystement ont 
lieu après l 'ensemencement, j 'ai procédé à une nouvelle série 
d'expériences. 

J 'ai fait les cultures dans de petits tubes et je les obser-
vais à la loupe. Dans la major i té de cas je n'ai pas remarqué 
des infusoires mobiles les deux premiers jours . Le troisième 
jour on pouvait remarquer dans la plupar t de tubes quelques 
infusoires mobiles qui se mult ipl iaient rapidement . Cette ob-
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servatlon plaide en faveur de la supposition, que dans ces con-
ditions les colpodes s 'enkystaient au début de l'expérience. 

J 'ai essayé aussi de cultiver les colpodes provenant des mi-
lieux aux colibacilles morts sur les milieux aux bacilles pyocya-
niques et vice versa avec des résultats favorables; dans les cul-
tures âgées de 5 jours on trouvait parfois 2000 des protozoaires. 
Il en ressort que si les protozoaires „s 'habi tuent" à utiliser des 
microbes morts d'u n e espèce microbienne déterminée ils peu-
vent également utiliser d'à u t r e s espèces. 

Dans les expériences avec les paramécies je plaçait ces der-
nières dans de grands tubes. Au bout de quelques jours les ob-
servations à la loupe ne revelaient pas d 'augmentat ion du nom-
bre de protozoaires et la suspension gardait son aspect trouble. 
Après 14 jours on pouvait trouver encore dans quelques tubes 
des infusoires mobiles. Les expériences portaient toujours sur 
quelques dizaines des tubes de colibacille et des b. pyocyaniques. 
Je n'ai jamais observé cependant ni l 'éclaircissement du liquide, 
ni l 'accroissement du nombre d^infusoires. 

T a b l e a u II. 

Les Paramécies dans les suspensions du Colibacille (nombre d'infusoires). 

h 
3 
0 

^ 

Suspension des bacilles morts Suspension des bacilles vivants N 

N 

h 
3 
0 

^ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 lOj 
X/X o 
= Z 11 12 13 14 15 X'/X'0 

— Z' 

N 

N 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

1 
1 
2 
2 
2 
3 
0 
0 

1 
1 
1 
2 
1 
2 
2 
0 

1 
1 
3 
3 
4 
4 
4 
2 

1 
1 
2 
1 
2 
2 
4 
0 

1 
1 
2 
2 
2 
3 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
0 
0 
0 

1 
1 
2 
2 
2 
2 
2 
0 

l 
1 
l 
1 
2 
2 
0 
0 

1 
1 
2 
1 
1 
2 
0 
0 

1 
1 
2 
2 
4 
4 
0 
0 

1 .0 
1.8 
1.7 
2 . 1 
2 . 4 
1 .3 
0 . 3 

1 
2 
2 
2 
1 
2 
2 
0 

1 
1 
2 
2 
1 
1 
0 
0 

1 
1 
1 
1 
2 
2 
1 
0 

1 
1 
2 
2 
1 
1 
2 
2 

1 
1 
2 
3 
5 
5 
0 
0 

1 .2 
1 .8 
2 . 0 
2 .0 
2 . 2 
1 .0 
0 .4 

0 . 8 3 
1 .00 
0 . 8 5 
1 .05 
1 .09 
1 .30 
1.75 

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 — — 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 .0 2 1 1 1 1 1.2 0 . 8 3 
2 2 1 3 2 2 1 2 1 2 2 1 .8 2 2 1 2 2 1 .8 1 .00 
3 2 2 3 1 2 1 2 1 1 2 1.7 2 2 1 2 3 2 .0 0 . 8 5 
4 2 1 4 2 2 1 2 2 1 4 2 .1 1 1 2 1 5 2 . 0 1 .05 
5 3 2 4 2 3 0 2 2 2 4 2 . 4 2 1 2 1 5 2 . 2 1 .09 
6 2 2 4 4 2 0 2 2 2 2 2 . 2 2 0 1 2 3 1.6 1 .38 
7 0 2 4 4 1 0 2 0 0 0 1 .3 2 0 1 2 0 1-0 1 .30 
8 0 2 2 2 1 0 2 0 0 0 0 . 9 1 0 0 2 0 0 .6 1 .50 
9 0 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 . 5 0 0 0 2 0 0 .4 1.25 

1 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 . 3 0 . 0 0 2 0 0 . 4 0 . 7 5 
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J 'ai fai t donc 2 séries d'expériences avec des cultures con-
tenant peu de milieu de cul ture (1 cm3) (tableau II — 13). Les 
tableaux démontrent que les infusoires peuvent rester en vie 
dans ces conditions pendant plusiers jours, mais leur faculté de 
multiplication est complètement ou partiellement entravée. J 'ai 
observé parfois (tab. II, tube 2, 4, 14, 2 série et tab. III, tube 5, 
14, première série et 2, 11 de la deuxième série) les infusoires 
en vie pendant 14 jours sans division dans la deuxième semaine. 

T a b l e a u III. 

Les Paramécies dans les suspensions de B. pyocyaniques (nombre d'infusoires). 

S* 
3 
O 

1-5 

Suspension des bacilles morts Suspension des bacilles vivants N 

N 

y 'u 

A 

S* 
3 
O 

1-5 1 2 3 4 : 5 6 7 8 9 10 x /x , 
= Z 11 12 13 14 15 x'lx'0 

= Z' 

N 

N 

y 'u 

A 

0 
1 
2 
:Î 

4 
5 

1 
1 
1 
1 
2 
2 

1 
1 
1 
1 
2 
1 

1 
1 
1 
2 
2 

2 

1 
1 
0 

0 

0 
0 

1 
1 
0 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
2 
2 
0 

1 
1 
1 

1 
2 
1 

1 
1 
1 
2 
2 
2 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
2 
2 
2 

1 .00 
0 . 8 0 
1 . 3 0 
1 .60 
1 .20 

1 
1 
1 
2 
2 
2 

2 
2 
3 
2 
1 
1 

1 
1 
1 
2 
4 
2 

1 
1 
2 
2 
4 
2 

1 
1 
1 
2 
1 
2 

1 . 0 0 
1 .33 
1 .66 
2 . 0 0 
1 .50 

1 .00 
0 . 6 0 
0 . 7 8 
0 . 8 0 
0 . 8 0 

1 .00 
0 . 9 3 
1 .66 
1 .33 
1 . 5 0 

(M 

0 
1 
2 
3 
4 
5 

1 
1 
3 
3 
3 
2 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
0 1 
0 0 
0 0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
2 
0 
0 
0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
0 
0 

1 
1 
1 
1 
1 
0 

_ 
1 . 0 0 
1 . 3 0 
1 .00 
0 . 8 0 
0 . 6 0 

1 
1 
2 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
0 
0 

1 
1 
1 
0 

0 
0 

1 
1 
1 
0 
0 
0 

1 
1 
2 
1 
2 
1 

1 . 0 0 
1 . 4 0 
0 . 6 0 
0 . 6 0 
0 . 4 0 

1 .00 
0 . 6 0 
0 . 7 8 
0 . 8 0 
0 . 8 0 

1 .00 
0 . 9 3 
1 .66 
1 .33 
1 . 5 0 

(M 

Pour se rendre compte de la fréquence des divisions il faut 
recourir au rapport x : x<> = z pour la série d'expériences (x — le 
nombre d ' infusoires constatés le jour donné; x 0 — le nombre 
d ' infusoires pris pour l 'expérience). Ce rapport ne dépasse 
pas 2.4 pour les cultures aux colibacilles morts et 2.2 pour les 
cul tures aux colibacilles vivants ; 1.6 pour les cultures aux 
b. pyocyaniques vivants et 1.66 pour les b. pyocyaniques morts. 

Le rapport z : z' (z correspond au x : x0 dans les cultures 
aux microbes morts, z' — aux microbes vivants) nous permet 
d'établir quels microorganismes (vivants ou morts) se prêtent 
mieux pour garder les infusoires en vie. Pour le colibacille z : z' 
oscille entre 0.83 et 1.3 les 6 premiers jours de l 'expérience, 
mont ran t dans les deux séries une égalité surprenante (fig. 1). 

http://rcin.org.pl



En se basant sur ces données on ne peut pas décider laquelle 
des deux suspensions est meilleure pour les paramécies. Le rap-
port z : z' dans le cas du b. pyocyanique dans les deux séries 
est complètement différent (fig. 2 ) ; on ne peut en conclure non 
plus laquelle des deux suspensions donne des résultats plus fa-
vorables. Si l'on t ranspor te les infusoires qui ont resté 7 jours 
dans un milieu aux microbes dans un milieu frais , on observe 
le même tableau que nous avons décrit dans nos expériences. 

Fig. 1. Le rapport z :z' dans les cultures des paramécies sur les suspensions des colibacilles 
vivants et morts. 

Fig. 2. Le rapport z:z' dans les cultures des paramécies sur les suspensions des bacilles 
pyoycaniques vivants et morts. 
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A titre de contrôle j 'ai placé des infusoires séparés stérili-
sés dans un bloc excavé contenant le milieu ordinaire au foin. 
Dans quelques cas les deux premiers jours je n'ai pas observé 
des protozoaires mobiles, ce n'est que le troisième jours et par-
fois même le quatr ième que l'on trouvait les infusoires mobiles, 
qui se divisaient ensuite d 'une manière normale. Parfois les 
protozoaires témoins étaient mobiles mais ne se divisaient pas 
pendant quelques jours . Il est donc fort probable, que le procé-
dé de stérilisation inhibe la faculté de se diviser, et que cette 
inhibit ion disparai t lorsque la paramécie est placée dans des 
conditions normales. 

J 'a i placé aussi les colpides dans des tubes contenant 10 cm3 

d'un milieu-aux microbes. Au bout d 'une semaine la suspension 
ne devenait pas moins trouble. J 'a i répété ces expériences plu-
sieurs fois en employant les suspensions du colibacille et du 
b. pyocyanique mort et vivant. Je pouvais distinguer à la loupe 
des protozoaires très peu nombreux. Les expériences dans les-
quelles je plaçait les colpides isolés dans des petites quant i tés 
du milieu présentèrent les mêmes résultats que ceux avec les 
paramécies. Le nombre des divisions ne dépassait pas 4 pen-
dant une semaine. Au bout de 5 jours les colpides qui n 'étaient 
pas t ransférés dans un autre milieu commencèrent à périr , 
quelques unes restaient en vie encore une semaine sans se di-
viser. Le rapport z : z' ressemblait à celui paramécies dans 
les suspensions du b. pyocyanique. On peut en conclure que les 
suspensions du b. pyocyanique et de colibacille morts et vivants 
peuvent garder en vie les colpides tout en inhibant leur faculté 
de division. 

R é s u m é . 

1°. Les infusoires des espèces Colpoda cucullus, Parame-
cium caudatum et Colpidium colpoda peuvent être cultivées sur 
les suspensions des colibacilles ou b. pyocyaniques morts ou 
vivants. 

2°. On n'a pas remarqué des différences dans le compor-
tement des Paramecium et des Colpidium cultivés sur des suspen-
sions des microbes vivants ou morts . Les Colpodes demeurent 
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v i v a n t s sur les suspens ions des microbes morts mais exigent 

qu'on les cul t ive préa lablement sur la suspens ion de ces m ê m e s 

microbes v ivants . 

3°. Le choc causé par la s tér i l i sat ion exerce une inhibi t ion 

des proces sus de divis ion chez les in fuso ires qui n'ont pas subi 

l ' enkys tement . La mult ip l icat ion des Paraméc ies et des Colpides 

es t inhibée au m ê m e degré dans les s u s p e n s i o n s des baci l les 

mort s et des baci l les v ivants . Par contre les Colpodes se mul t i -

pl ient très i n t e n s e m e n t après la stéri l i sat ion. Il est poss ible que 

cet fait est en rapport avec la période du repos ( e n k y s t e m e n t ) 

qui neutra l i se l 'effet du choc traumat ique . 

4°. On peut accoutumer les in fuso ires à uti l iser c o m m e 

nourr i ture certa ines espèces microbiennes , de m ê m e que les 

microbes tués . 

5°. L'habi tude d'uti l iser les col ibaci l les mort s permet éga-

l ement l 'ut i l i sat ion du b. p y o c y a n i q u e mort et inversement . 
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[ I n s t i t u t f ü r p h y s i o l o g i s c h e C h e m i e der S t e f a n B a t o r y U n i v e r s i t ä t in W i l n o ] , . 

W . M o z o l o w s k i u n d P . R o g o w s k i . 

Über die Anwendung der Naphtoresorcinprobe für die 
guantitative Bestimmung der Glukuronsäure. 

Vorgestellt in der Sitzung der Polnischen Physiologischen Gesellschaft am 17.11.1939. 

Es gibt bisher keine einfache und sichere Methode für die' 
Best immung der freien und gebundenen Glukuronsäure. Im Zu-
sammenhang damit ist es verständlich, dass immer wieder Ver-
suche unternommen werden, um die Naphtoresorcinprobe von 
B. T o l l e n s ('08) zu einer kolorimetrischen, quanti tat iven 
Best immungsmethode auszubauen. Der erste Versuch in dieser 
Richtung s tammt von C. T o l l e n s ( '09), wurde aber von 
C. N e u b e r g ('10) einer scharfen Kritik unterworfen. Auch 
spätere Bemühungen endeten immer wieder mit der Feststel-
lung, dass die Reaktion fü r quanti tat ive Zwecke zu unsicher ist 
( S a l t '36; F ü r t h und P e s c h e k '36; M o z o l o w -
s k i '37), weil sich keine experimentellen Bedingungen finden 
Hessen, um die Farbintensi tä t der Glukuronsäurekonzentrat ion 
streng proportional zu gestalten. F 1 o r k i n ('37) versuchte sol-
che Bedingungen zu schaffen, indem er den beim Kochen der 
Glukuronsäure mit Naphtoresorcin und Salzsäure entstehenden 
Niederschlag abfil tr ierte und nach dem Auswaschen und Trock-
nen zur kolorimetrischen Bestimmung in Benzol löste; diese 
Methode soll f ü r reine Glukuronsäurelösungen gute Resultate 
geben, es fehlen aber die Angaben über ihre Anwendbarkeit f ü r 
Bestimmungen im Blute und Harn. 

In der letzten Zeit berichteten M a u g h a n , E v e l y n 
und B r o w n e ('38) dass es ihnen gelungen sei die an Pregnan-
diol gebundene Glukuronsäure mit der Naphtoresorcinprobe 
quant i ta t iv zu bestimmen und zwar sowohl in reinen Lösungen,. 
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als auch im Harn. Ihre Methode enthält zwei wichtige Modifi-
kat ionen: an Stelle der üblichen alkoholischen Naphtoresorcin-
lösung wird eine wässerige Lösung benutzt und der Äther zur 
Farbstoffextrakt ion von Peroxyden befreit . Da die Autoren ihre 
Bestimmungen ausschliesslich mit der an Pregnandiol gepaarter 
Glukuronsäure aus führ ten , hielten wir es für zweckmässig, diese 
Methode auch an anderen Glukuronsäureverbindungen (Borneol-
Glukuronsäure, Benzoyl-Glukuronsäure) und an der freien Glu-
kuronsäure und an Glukuron zu prüfen . Unser Verfahren ent-
sprach genau der Vorschrif t von M a u g h a n , E v e l y n und 
B r o w n e ('38) mit dem Unterschied, dass die Naphtoresor-
cinlösung stets f r isch bereitet wurde (am Vortag der Bestim-
mung wird Naphtoresorcin im Wasser aufgeschwemmt, die Sus-
pension 24 Stunden bei 37*' gehalten und unmit telbar vor der 
Best immung f i l t r ie r t ) . Der Ext inkt ionskoeff iz ient der ätheri-
schen Farbs toff lösung wurde im Pulfr ich-Photometer gegen die 
Kontrollprobe ohne Glukuronsäure gemessen (Filter S. 57, Kü-
vetten von 20 mm Dicke). Die Farbintensi tä t ist bei diesem Ver-
fahren der Konzentration der Glukuronsäure — und zwar so-
wohl der freien als auch gebundenen — s t r e n g p r o p o r -
t i o n a l , vorausgesetzt, dass der Gehalt der Glukuronsäure in 
der untersuchten Probe nicht mehr als 0.05 mg beträgt. So fan-
den wir innerhalb dieser Grenze folgende Extinktionswerte für 
steigende Glukuronsäurekonzentra t ionen: 

mg Glukuronsäure : 0.0125 0.025 0.0375 0.050 
Ext inkt ion: 0.11 0.22 0.33 0.44 

Die Schwankungen in den Extinktionswerten betrugen ca 
0.01. Bei höheren Glukuronsäurekonzentrat ionen (über 0.05 mg) 
entstehen während des Kochens mit Salzsäure und Naphtore-
sorcin Niederschläge und die Farbintensi tä t der Ätherlösung ist 
dem Glukuronsäuregehal t nicht mehr proportional. So erhiel-
ten wir z. B. in Proben der untersuchten Substanzen mit je 
0.1 mg Glukuronsäuregehal t folgende Ext inkt ionswerte: 0.44; 
0.42; 0.31; 0.28. Diese Wer te differieren sehr stark unterein-
ander und ausserdem sind sie niedriger als die Extinktionen, 
-welche viel kleineren Glukuronsäurekonzentrat ionen entspre-
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chen. Es ist demnach klar, dass eine Einzelbest immung fü r die 
Ermit t lung des Glukuronsäuregehaltes einer unbekannten Lö-
sung ganz unzureichend ist. Eine genaue Best immung der freien 
und gepaarten Glukuronsäure lässt sich nur in der Weise durch-
führen, dass man zunächst eine Verdünnungsreihe der unter-
suchten Lösung bereitet, und nur diejenigen Extinktionswerte 
als reell betrachtet , welche nach oben und unten dem Ver-
di inungsgrad der Lösung s t reng propor t ional sind. Wir ver-
fuhren bei den Best immungen folgendermassen. 

Die unbekannte Lösung wurde unverdünnt , in 10-und 
100-facher Verdünnung geprüf t ; aus allen 3 Lösungen wurden 
je 2, 1 und 0.5 ccm Lösung entnommen, auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefül l t und die Best immung vorgenommen. Mass-
gebend f ü r die Berechnung war nur diejenige Reihe, innerhalb 
welcher die Extinkt ionswerte proport ional dem Verdünnungs-
grad abfielen und Glukuronsäuremengen von 0.01—0.05 mg ent-
sprachen. 

In dieser Weise stellten wir fest, dass die Methode von 
M a u g h a n, E v e l y n und Br o w n e ( '38), die von die-
sen Autoren nur an einer Glukuronsäureverbindung geprüft 
worden ist, auch fü r die Bes t immung einer Reihe anderer Glu-
kuronsäureverbindungen und der freien Glukuronsäure anwend-
bar ist, vorausgesetzt dass gewisse Kautelen dabei beobachtet 
werden. Als wichtigste Fehlerquelle betrachten wir die Vernach-
lässigung der Tatsache, dass in Glukuronsäurelösungen eine 
Proport ional i tä t zwischen Farbe und Konzentrat ion nur inner-
halb gewisser Grenzen besteht. Erst wenn diese Proport ionali tät 
durch die Wahl entsprechender Verdünnungen erreicht worden 
ist, lassen sich sichere Wer te fü r den Glukuronsäuregehal t der 
geprüf ten Lösungen gewinnen. 
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[ L a b o r a t o i r e de P h y s i o l o g i e de l ' I n t s i t u t N e n c k i , V a r s o v i e ] . 

J . K o n o r s k i e t L. L u b i ń s k a . 

Sur un procédé nouveau d'élaboration et ref lexes condition-
nels du II type et sur les changements d'excitabilité du contre 

cortical moteur au cours de l'apprentissage. 

Reçu le 9.III.1939 

Lorsqu 'on oblige un chien d'effectuer, dans certaines cir-
constances expérimentales, un mouvement déterminé et lorsque 
l'execution de ce mouvement est renforcée par la nourr i ture , 
l 'animal se met à effectuer s p o n t a n é m e n t le mouvement 
en question. C'est la format ion d'un reflexe conditionnel du 
II type ( M i l l e r et K o n o r s k i '28, K o n o r s k i et 
M i l l e r '33). 

Pour obliger l 'animal d'executer le mouvement que l'on vou-
lait renforcer on a eu recours jusqu 'à présent à un des procé-
dés suivants : soit on faisait subir à l 'animal un mouvement 
passif, soit on provoquait le mouvement reflexe en por tan t la 
s t imulat ion sur un endroit approprié de la surface cutanée, soit, 
f inalement, on attendait que l 'animal effectuât accidentellement 
ce mouvement pour le renforcer. 

Nous avons cru intéressant essayer d'obtenir le reflexe con-
ditionnel du II type en utilisant au lieu du mouvement passif 
ou reflexe une réaction provoquée par la st imulation directe 
de la zone motrice du cerveau. Ce procédé offrai t à côté de cer-
tains autres avantages (la réduction du nombre de fac teurs in-
tervenant clans l 'élaboration du reflexe par suppression de tous 
les influx centripètes autres que les proprioceptifs provenant 
du membre en mouvement) la possibilité d'accès direct aux cen-
tres du reflexe en voie d'élaboration et d'étude des var ia t ions 
d'excitabilité dont il peut être siège au cours du processus d 'ap-
prentissage. 
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T e c h n i q u e . 

Les expériences ont été effectuées sur les chiens auxquels 
on avait inséré 1 ) au préalable des électrodes dont les pointes 
dénudées étaient posées directement à la surface de la pie-
mère dans la zone motrice. Les animaux étaient par fa i t ement 
rétablis après l 'opération et l 'expérience avait lieu dans les cir-
constances habituelles de l 'étude des reflexes conditionnels. La 
stimulation électrique de l'écorce était faite par la méthode mo-
nopolaire (l 'anode dans le rec tum) . Le circuit d'excitation com-
prenait un générateur des décharges rythmiques des condensa-
teurs à travers la lampe au néon (montage d 'après B r i s c o e 
et L e y s h o n '29). On utilisait pour ces expériences la lampe de 
Philips 4378 alimentée par un courant constant de 125 V et le 
condensateur de 0.2 /x F ce qui donnait le rythme de décharges 
de 20 par seconde environ avec le système des résistances de no-
tre circuit. La fréquence ainsi que la durée de chaque décharge 
étaient maintenues constantes dans toutes les expériences. On ne 
faisait varier que le voltage et le nombre de stimuli appliqués. 

P a r t i e e x p é r i m e n t a l e . 

Ces recherches ont été effectuées sur deux chiens que nous 
allons décrire séparément à cause de certaines différences dans 
la marche des expériences. 

I. ,,Macaire", cf., poids 9 Kg; animal tranquil le et pas très 
vorace. Mise en place des électrodes sur la zone motrice de 
l 'hémisphère gauche le 6.XII.1938. Anesthésie au Dial - Ciba 
(0.6 cnv! par Kg). Comme l 'animal était malade après l 'opéra-
tion, les expériences n'ont commencé que le 15.XII. La st imu-
lation au point d ' impact de l 'électrode provoquait la f l e x i o n 
d e l a ]) a t t e p o s t é r i e u r e d r o i t e . L'expérience se 
déroulait dans les conditions suivantes: on mettait l 'animal dé-
bout sur le support et on choisissait le voltage du st imulus de 
façon à ce qu'il provoque au bout de quelques secondes la fle-
xion de la patte. Une fois ce mouvement executé, on donnait 

! ) La t e c h n i q u e de la m i s e en place des é lectrodes sera décrite a i l l e u r s 

dans ce recuei l . 
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à l 'animal un morceau de boudin. On répétait ces st imulations 
renforcées par la nourr i ture toutes les 0.5 à 1.5 minutes. La 
première séance comportait une vingtaine de ces associations. 
Vers la fin de cette période la latence est tombée à 1—-2 secondes 
des 3 ou 4 initiales. La séance suivante avait lieu le même jour, 
6 heures plus tard. C'est à cette séance, au bout de 45 associa-
t ions (y compris celles du mat in ) que l 'animal leva pour la pre-
mière fois spontanément la patte postérieure droite. Le mouve-
ment avait exactement la même allure que les réactions déclen-
chées par la st imulation électrique du cortex et il fu t également 
renforcé par la nourr i ture . Les jours suivants les expériences 
avaient la marche semblable, on constatai t cependant une di-
minution de plus en plus rapide des latences et l 'apparit ion bien 
plus précoce des mouvements spontanés. La fig. 1 illustre l'évo-
lution de ces phénomènes au cours de la Il l-me, IV-me et V-me 
séances expérimentales. 

II. On procédait de façon un peu différente pour établir le 
reflexe conditionnel du II type chez l 'autre animal. 

C'était une chienne ,,Aza", de 10.6 Kg, très vive et vorace. 
La mise en place des électrodes avait lieu le 1.II.1939. Anesthé-
sie au Dial-Ciba, 0.5 cm3 par Kg. 

La st imulation au point d ' impact d 'une des électrodes pro-
voquait la f l e x i o n d e l a p a t t e a n t é r i e u r e 
d r o i t e . C'est cette électrode qui fu t utilisée dans la suite. Les 
expériences ont commencé le 3.II.1939. Elles se passaient ainsi: 
on faisait voir à l 'animal un morceau de boudin (ce qui con-
stituait un st imulus conditionnel „na ture l" ) et on stimulait 
l'écorce. Lorsque le mouvement de flexion de la patte antér ieure 
droite fu t effectué, on donnait à l 'animal un bout de boudin. On 
a élaboré de la sorte un reflexe conditionnel du II type au sti-
mulus conditionnel qu'était la présentat ion de la nourr i ture . 
De temps en temps on portai t une st imulation sur l'écorce 
entre les présentat ions successives du boudin, mais on ne ren-
forçait pas les mouvements effectués alors. On avait ainsi des 
segments de temps pendant lesquels l 'animal avait tendance de 
fléchir la patte et d 'autres où il restait par fa i tement tranquille. 

Lorsque le reflexe fu t entièrement formé la présentation de 
la nourr i ture déclenchait immédiatement le mouvement de la 
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patte, il était alors très difficile d'étudier l'excitabilité du centre 
à ce moment. Mais lorsque le reflexe était en voie d'élaboration 
il était possible de saisir des changements d'excitabilité pendant 
le processus d 'apprentissage, en comparan t l'état du centre pen-
dant la présentat ion de la nourr i ture et dans les intervalles entre 

Fig. 1. Évolution des latences de la réaction motrice à la stimulation électrique du cortex 
au début de trois séances expérimentales III, IV et V, et le moment d'apparition du 

premier mouvement actif à chaque séance (indiqué en pointillé). 
En abscisses: les stimulations successives de l'écorce à 1 minute d'intervalle environ. 
En ordonnées : les latences correspondantes en secondes. 

les présentat ions. Le seuil de la st imulation électrique dimi-
nuait sensiblement pendant l 'application du s t imulus condition-
nel. Une étude détaillée nécessitait cependant la mesure d'une 
grandeur dont la détermination ne génat pas la marche de l'ex-
périence, en particulier il fallait maintenir constant le s t imulus 
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électrique appliqué. Nous avons choisi la durée de la période 
latente qui satisfait à cette condition. Nous rapportons un ex-
trait de procès-verbal portant sur la période initiale de l 'appren-
tissage. 

Extra i t du procès-verbal du 3.II.1939. 

Minute 
de l'ex-

périence 

Stimulus 
conditionnel 

Voltage du 
stimulus 

électrique 

Latence 
en se-
condes 

Réaction 
Renfor-
cement 

37 7 3 Mt de la patte ant. dr. 
3 8 — 7 3 Mt de la patte ant. dr. — 

41 Présentation 7 3 Mt de la patte ant. dr. 
4 3 — 7 5 Mt de la patte ant. dr. — 

4 5 — 7 3 Mt de la patte ant. dr. 

+ 47 Présentation 7 5 Mt de la patte ant. dr. + 
5 3 Présentation 7 5 Mt de la patte ant. dr. + 
57 Présentation 7 2 Mt de la patte ant. dr. + 
6 1 Présentation 7 3 Mt de la patte ant. dr. 
6 3 Présentation 7 3 Mt de la patte ant. dr. + 
6 5 Présentation 7 3 Mt de la patte ant. dr. + 
6 8 Présentation 7 3 Mt de la patte ant. dr. + 
7 1 Présentation 7 3 Mt de la patte ant. dr. + 
7 2 — 7 3 Mt de la patte ant. dr. — 

7 5 Présentation 7 4 Mt de la patte ant. dr. -f 

7 6 7 3 Mt de la patte ant. dr. + 
7 7 Présentation 7 2 Mt de la patte ant. dr. + 
8 0 Présentation — — — — 

8 1 Présentation 7 2 Mt de la patte ant. dr. + 
8 2 Présentation 7 2 Mt de la patte ant. dr. 4-
8 3 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
8 5 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
86 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
87 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
8 8 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. 4 -
8 8 . 5 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
8 9 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. 
9 0 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
9 1 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
9 2 Présentation — — Mt de la patte ant. dr. + 
9 3 Présentation — 

On voit que dans cette expérience les st imulations électri-
ques agissant seules donnent lieu à une latence identique à celle 
que l'on observe lors d'application simultanée du st imulus con-
ditionnel et de la st imulation électrique. Après 12 associations 
le s t imulus conditionnel présenté seul ne provoque pas encore 
de mouvement de la patte. A cette époque à peu près on voit 
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cependant la latence à la st imulation simultanée tomber de 3 
à 1 seconde. Vers la 25-me association la présentation de la 
viande a déterminé la flexion caractérist ique de la patte anté-
rieure en absence de la st imulation concommitante de l'écorce. 
C'était la première apparit ion du reflexe conditionnel du II type 
qui ne s'est d'ailleurs pas répetée une minute plus tard. 

Le lendemain l 'expérience continuait de la même façon et 
a permis de saisir certains côtés plus intimes du processus d 'ap-
prentissage. 

Extra i t du procès-verbal du 4.II.1939. 

Minute 
de l'ex-

périence 

Stimulus 
conditionnel 

Voltage du 
stimulus 

électrique 

Latence 
en se-
condes 

Réaction 
Renfor-
cement 

1 7 2 Mt de la patte ant. dr. — 

2 — 7 2 Mt de la patte ant. dr. — 

3 Présentation 7 2 Mt de la patte ant. dr. + 
5 Présentation 7 1.5 Mt de la patte ant. dr. + 
6 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
8 

10 
Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. 8 

10 Présentation 7 1 . Mt de la patte ant. dr. + 
11 — 7 3 Mt de la patte ant. dr. — 

12 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. M 

13 — 7 1.5 Mt de la patte ant. dr. — 

14 — 7 1 Mt de la patte ant. dr. — 

15 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. + 
17 Présentation 7 1 Mt de la patte ant. dr. 4 -
18 — 6 2.5 Mt de la patte ant. dr. — 

19 — 5 7 Mt de la patte ant. dr. — 

22 5 7 Mt de la patte ant. dr. — 

23 6 4 Mt de la patte ant. dr. — 

24 6 3.5 Mt de la patte ant. dr. — 

25 — 6 4 Mt de la patte ant. dr. — 

26 Présentation 6 1 Mt de la patte ant. dr. 4 -
28 Présentation 6 1 Mt de la patte ant. dr. i 

29 Présentation 6 1.5 Mt de la patte ant. dr. 4 -
31 6 3.5 Mt de la patte ant. dr. — 

32 6 3 Mt de la patte ant. dr. — 

34 Présentation 5 2.5 Mt de la patte ant. dr. + 
36 5 4.5 Mt de la patte ant. dr. — 

37 5 4 Mt de la patte ant. dr. — 

39 Présentation 5 1.5 Mt de la patte ant. dr. + 
41 Présentation — 4*) Mt de la patte ant. dr. 4 -
42 Présentation — 2*) Mt de la patte ant. dr. 4 -

*) C'est la latence à partir du moment de la présentation de la nourriture. 
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La latence était cette fois un peu plus petite qu'au début 
du jour précédent et tomba bientôt à une seconde environ pour 
la présentat ion du boudin accompagnée de la st imulation élec-
tr ique. La st imulation électrique appliquée seule à la 11-me, 
13-me et 14-me minute de l 'expérience a donné 2 fois sur trois 
une latence plus prolongée que celle que l'on observait lorsque 
le s t imulus conditionnel était appliqué également. Pour avoir 
su r ce point des résultats plus nets, on a étudié l ' influence des 
st imuli plus faibles qui n 'engendrent le mouvement qu 'après 
une latence plus longue. Entre la 18-me et la 25-me minute on 
déterminai t les latences correspondant à ces st imuli plus faibles 
(sans les accompagner du st imulus condit ionnel) . On voit qu'el-
les diminuaient sensiblement pendant la présentat ion de la nour-
r i ture et qu'elles avaient en outre une tendance à diminuer 
avec le nombre d'associations effectuées. À la 41-re et 42-me 
minu te de l 'expérience on a fait agir le s t imulus conditionnel 
seul et on a obtenu les réactions reflexes (après des latences de 
4 et 2 secondes). 

Dans une des étapes plus avancées de l 'apprentissage lorsque 
les mouvements spontanés sont devenus très f réquents on a pu 
saisir une période où la st imulation électrique déclenchait des 
mouvements plus amples qu'elles ne les déterminait auparavent 
et plus amples que les mouvements spontanés. On avait l'im-
pression d 'une sommation d 'effets de l 'excitation conditionnelle 
et du st imulus électrique. Plus tard dans la même séance les 
mouvements spontanés ont atteint eux aussi cette amplitude plus 
grande qui s'est maintenue dans la suite. 

D i s c u s s i o n des r é s u l t a t s . 

Il résulte de nos expériences que le chien peut „apprendre" 
à executer spontanément un mouvement que l'on provoquait 
par la stimulation électrique d 'un centre moteur cortical en ren-
forçant par la nourr i ture la réaction motrice ainsi ob tenue 2 ) . 

2 ) Les résu l ta t s e x p é r i m e n t a u x s e m b l a b l e s s u r ce po in t on t été ob tenus 

par L o u c k s ( '36) . Le po in t de départ de cet a u t e u r a ins i que son inter-

p r é t a t i o n sont très d i f f érent s . M a l h e u r e u s e m e n t le m é m o i r e de L o u c k s 

n o u s est parvenu après la correct ion des épreuves et il n o u s est i m p o s s i b l e 

d e l e d iscuter à présent . 

http://rcin.org.pl



Le reflexe conditionnel du II type que l'on obtient par ce pro-
cédé ne diffère à aucun point de vue des reflexes semblables 
élaborés à l'aide d 'autres procédés. Ainsi il subit une extinction 
(les mouvements spontanés disparaissent) , lorsqu'on cesse de 
le renforcer par la nour r i tu re ; un renforce m enlt unique fai t régé-
nérer le reflexe éteint etc. Les propriétés des reflexes condition-
nels du II type ont été décrites ailleurs ( K o n o r s k i et M i l -
l e r '33 et '36), il nous semble donc superf lu d'en reparler ici. 
Nous nous bornerons donc à discuter à présent certains pro-
blèmes qui se posent à propos des reflexes obtenus par le pro-
cédé que l'on vient de décrire. 

1°. Le reflexe conditionnel du II type formé au moyen de 
la stimulation directe du cortex moteur est-il établi plus rapi-
dement que les reflexes formés par les autres procédés (mou-
vements passifs ou reflexes)? On pourrai t le penser à priori car 
dans les autres circonstances il y a tou jours un certain nom-
bre de facteurs supplémentaires (divers stimuli cutanés par 
exemple) qui sont conditionnés en même temps que les inf lux 
proprioceptifs du mouvement executé et doivent être différen-
ciés pour que le reflexe moteur puisse être formé. Tandis que 
dans notre cas c'est probablement le mouvement pour ainsi dire 
à l 'état pur qui est condit ionné. Nous ne pouvons cependant 
pas encore donner à cette question une réponse expérimentale. 
Les différences individuelles entre les animaux sont très grandes 
et les conditions expérimentales jouent un rôle impor tant dans 
la vitesse d'établissement du reflexe, de sorte que nos résultats 
expérimentaux sont insuff i samment nombreux pour décider ce 
problème. Nous pouvons a f f i rmer cependant que l 'élaboration 
du reflexe conditionnel du II type au moyen de la st imulation 
directe du cortex moteur n ' e s t p a s p l u s l e n t e que 
l 'élaboration par les autres moyens. 

2°. Le mouvement spontané de l 'animal est-il exactement 
identique au mouvement provoqué par la st imulation de l'écorce? 

Sur nos deux animaux (dont un fléchissait la pat te anté-
rieure et l 'autre postérieure) ces mouvements semblaient abso-
lument identiques de sorte que l 'observateur était incapable de 
discerner s'il s'agit du mouvement spontané ou provoqué par 
la stimulation. Il faut être moins aff i rmatif en ce qui concerne 

http://rcin.org.pl



la période tout à fait initiale de l 'apprentissage. L'animal ma-
nifeste généralement une inquiétude motrice au début d'établis-
sement de tout reflexe conditionnel c'est pourquoi il est diffi-
cile de savoir si la réaction reflexe n'est pas constituée alors par 
le mouvement un peu plus généralisé que la réaction à la sti-
mulat ion électrique. 

3°. Pendant l 'élaboration des reflexes on a observé chez les 
deux an imaux une diminution de la latence de réaction qui 
précédait l 'appari t ion des mouvements spontanés. Il semble que 
cette diminut ion s 'accentue davantage après la formation du re-
flexe, ce fait est cependant assez difficile à établir parce que, 
comme nous l 'avons déjà mentionné, les mouvements spontanés 
ne di f fèrent en rien des mouvements déclenchés par la st imu-
lation électrique de l'écorce, on n'est donc jamais certain d'avoir 
af fa i re à la réaction au st imulus électrique et non à un mouve-
ment spontané. 

Il fau t remarquer que nous avons observé par ailleurs 
l 'augmentat ion d'excitabilité du centre cortical moteur lorsque 
l 'animal passai t de l 'état d ' indifférence ou de somnolence à l 'ani-
mation (comp. L u b i ń s k a et K o n o r s k i '39). On pour-
rait donc supposer que la diminution de la latence dans les 
expériences rapportées plus haut soit due à l 'animation pro-
gressive du chien à la suite d 'offres répétées du boudin. Cette 
hypothèse nous parai t cependant peu vraisemblable à la lu-
mière des procès verbaux d',,Aza". Dans le stade initial de l'ap-
prentissage (procès-verbal du 3.II.39) les latences ont été identi-
ques pour les st imulations électriques seules et accompagnées 
de la présentat ion du boudin, malgré l'excitation de l 'animal par 
la nourr i ture . Ce n'est qu'à mesure de l 'établissement du reflexe 
conditionnel à la présentat ion de la nourr i ture que les diffé-
rences sont apparues (procès-verbal du 4.II). 

Nous sommes ainsi amenés à penser que l 'élaboration du 
reflexe conditionnel du II type (qui est à la base du comporte-
ment moteur acquis) est int imement liée à un accroissement 
d'excitabilité des centres moteurs corticaux correspondants. Les 
recherches en cours ont pour but d'analyser ce problème de 
plus près. 
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R é s u m é e t c o n c l u s i o n s . 

1°. En renforçant par la nour r i tu re un mouvement déclen-
ché par la st imulation d 'une aire motrice du cerveau chez le 
chien on fait apparaî t re le reflexe conditionnel du II type, c'est 
à dire l 'animal apprend à effectuer spontanément ce mouvement 
dans les circonstances expérimentales données. 

2°. Lorsqu'on renforce sys témat iquement par la nour r i tu re 
la réaction motrice provoquée par la s t imulat ion portée sur un 
point moteur de l'écorce, on observe une diminution de la la-
tence et un abaissement du seuil de ce mouvement ce qui indi-
que l 'accroissement d'excitabilité du centre cortical stimulé. Ce 
fait est probablement étroi tement lié au processus d 'appren-
tissage. 
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[ Inst i tut für p h y s i o l o g i s c h e Chemie der S t e f a n Batory U n i v e r s i t ä t in W i l n o ] . 

A . W i g u r a . 

Über den Einfluss von Insulin auf den endogenen Alkohol-
gehalt im Blute des Menschen. 

Vorges te l l t in de r S i t z u n g de r Po ln i schen Phys io log i schen Gese l l schaf t a m 17.11.1939. 

Durch die Arbeiten vieler Forscher insbesondere von G e 11-
l e r , N i e d e r 1 und B e n e d e t t i - P i c h l e r ('32) ist in 
tierischen Geweben und im Blute Alkohol nachgewiesen worden, 
welcher aus Stoffwechselvorgängen s tammt. Nach den Angaben 
der oben zitierten Autoren beträgt der endogene Alkoholgehalt 
im menschlichen Blute ca 4 mg%, nach F r i e d e m a n n und 
K l a a s ('36) Ü.4 mg%. Nach meinen Untersuchungen schwankt 
beim Menschen die Blut-Alkoholkonzentration zwischen 0.9 — 
1.2 mg%. 

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich den Einfluss von 
Insulin auf den endogenen Alkoholspiegel im Blute des Men-
schen. Die Arbeiten f rüherer Forscher (K a n i t z '36; S i e-
g m u n d u. F 1 o h r '37; Wi d m a r k '35) bezogen sich 
hauptsächl ich auf den Einfluss von Insulin auf den exogenen 
Blut-Alkoholgehalt; die Wirkung des Insulins auf den endoge-
nen Blut-Alkohol wurde nur von A o k i ( '25; '26; '27) studiert, 
welcher bei Vögeln nach Insul inzufuhr einen Abfall der Blut-
alkoholkonzentrat ion beobachtete. Seine Wer te weichen jedoch 
nur wenig von denen der Norm ab und da auch die nötigen Kon-
trollen fehlen, so erscheinen die Resultate seiner Untersuchun-
gen nicht ganz sicher. 

In meiner Arbeit bestimmte ich den Alkohol nach F r i e-
d e m a n n und K l a a s ('36) d. h. durch doppelte Destillation 
des untersuchten Materials einmal aus saurer, das andere Mal 
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aus alkalischer Lösung. In dieser Weise werden nämlich an-
dere flüchtige und reduzierende Substanzen von basischem und 
saurem Charakter ausgeschaltet. Der abdestillierte Alkohol wird 
mit Permangana t oxydiert und der Überschuss von Permanga-
nat jodometrisch titriert. Die Fehlergrenze der Methode ist aus 
folgenden Werten ersichtlich, welche an demselben Hinderblut 
in 6 Paral lelbest immungen ermittelt wurden : 

0.99; 0.92; 0.88; 0.85; 0.80; 0.74mg%. 

Meine Untersuchungen wurden an dem Krankenmater ia l der 
Universi tätsklinik fü r Nerven- und Geisteskranken (Wilno) 1) 
durchgeführ t , und zwar an Patienten, welche mit grossen Insu-
lindosen behandelt wurden. 

Das Blut (5—8 cm3) gewannen wir aus der Kubitalvene, 
nach Beinigung und Desinfektion der Haut mit Seifenlösung 
und 1 % Sublimat. Die erste Blutprobe wurde den Kranken un-
mittelbar vor der in t ramuskulären Injekt ion von Insulin ent-
nommen, die zweite auf der Höhe der hypoglykämischen Symp-
tome (diese Symptome bestanden entweder in vollständigem Kol-
laps oder in Benommenheit je nach der Insulindosis und der 
individuellen Empfindlichkeit der Kranken) , die drit te nach 
dem Abklingen der Insulinwirkung. Der hypoglykämische Kol-
laps wurde durch intravenöse Glucoseinjektion und perorale 
Z u f u h r von Kohlehydraten (Obstsaft , Marmelade und Brot) auf-
gehoben. Zum entnommenen Blut wurde Kaliumoxalat und Na-
t r iumfluor id zugesetzt. Die Zeitintervalle zwischen der ersten 
und zweiten Blutentnahme betrugen durchschnit t l ich ca 3 Stun-
den, zwischen der Z u f u h r von Kohlenhydraten und der dri t ten 
Blutentnahme etwa 1 Stunde. 

Die Besultate meiner Versuche sind aus der Tabelle er-
sichtlich. 

Aus den mitgeteilten Versuchen zeigen nur Versuche 3a, 6a 
und 8 Differenzen im Blut-Alkoholgehalt (vor und nach Insu-
l inzufuhr) welche die Fehlergrenze der Methode übersteigen. 
Diese Differenzen scheinen aber in keinem Zusammenhang mit 

Der Lei tung der Kl inik danke ich bes tens f ü r die f r e u n d l i c h e Er-
l a u b n i s zu d ie sen Untersuchungen . Herrn Dr. O l s z e w s k i bin ich für* 
die e r w i e s e n e H i l f e sehr verbunden . 
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T a b e l l e . 

Protokoll-
Nummer 

mg o/c 
Alkohol 

vor 
Insulin 

Insulin-
dosis 

Zeit der 
II. Blut-

entnahme 
nach In-
sulin in 
Minuten 

mg % 
Alkohol in 

der II. Blut-
portion 

(nach 
Insulin) 

Zeit der 
III. Blut-
entnahme 
nach Zu-
fuhr von 
Kohlen-

hydraten 

mg % 
Alkohol 

in der III. 
Blutprobe 

1. Terl. 1 .82 150 150 1 .74 
2. Ter. 1 .14 40 180 1 .04 
3. Tem. a. 1 .00 5 2 180 2 5 8 

b. 0 . 6 7 8 8 180 0 . 5 0 
4. Kos. 1 .27 6 0 180 1.00 60 1.00 
5. Pasz. 0 . 9 2 4 0 120 1 .23 6 0 1.20 
6. Łasz. a. 1 .70 40 120 0 . 8 6 

b. 1 .20 40 150 1.20 
7. Bier. 1 .07 50 180 1 .06 
8. Kit. — 40 180 1 .03 6 0 1 .48 
9. Sch. 0 .97 50 2 1 0 0 . 8 2 9 0 1 .20 

10. Łab. 1 .00 50 2 1 0 1 .24 9 0 1 .13 

dem Kohlenhydratstoffwechsel zu stehen, was daraus hervor-
geht, dass bei denselben Kranken schon 4 Tage später (Ver-
suche 3b und 6b) keine nennenswerten Unterschiede im Blut-
alkohol vor und nach Insul inbehandlung auf t re ten, übr igens 
sind die Unterschiede in 3a und 6a nicht gleich gerichtet : im 
Falle 3a ist ein Anstieg, im Falle 6b ein Abfall der Alkoholkon-
zentration zu beobachten. Wi r haben es also entweder mit ir-
gendeinem individuellen Faktor , oder aber — was nicht aus-
zuschliessen ist — mit einem Versuchsfehler zu tun. 

Die Kranken Nr. 1, 5, 7, 8, 9 und 10 befanden sich nach 
Insul inzufuhr im Kollapszustand, wenn ihnen die zweite Blut-
probe entnommen wurde; die übrigen Kranken waren nur be-
nommen. Der Blutzucker solcher Kranken fällt nach den Unter-
suchungen von I. R o s e ( '35), aus derselben Klinik, unmittel-
bar nach der Insul inzufuhr während der ersten 30—40 Minuten 
sehr schroff , später nur langsam ab. Der Kollaps t r i t t bei einem 
Blutzuckerspiegel von 20—40 mg% ein. Nach intravenöser Glu-
coseinfusion und peroraler Kohlenhydra tzufuhr steigt der Blut-
zucker schon nach 30 Minuten auf 120—130 mg% an. 

Aus den oben mitgeteilten Versuchen geht eindeutig hervor, 
dass Insulin keinen Einfluss auf den endogenen Alkoholspiegel 
im Blut des Menschen ausübt. 
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[ M e d i z i n i s c h - C h e m i s c h e s I n s t i t u t der U n i v e r s i t ä t L w ó w ] . 

T . K o r z y b s k i u n d J. K . P a r n a s . 

Über den Umsatz der Adenosintriphosphorsäure im lebenden 
Tier. 

Vorgestellt in der Sitzung der Abteilung Lwów der Polnischen Physiologischen 
Gesellschaft am 8.II.1939. 

Diese Untersuchung schliesst an eine Frühere a n 1 ) in wel-
cher wir untersucht haben, ob der an Pentose direkt gebundene 
Phosphor der Adenylsäure in den Muskeln eines lebenden Tie-
res ausgetauscht wird, und in welchem Zeitmass. Kleine Men-
gen von N a 2 H P 0 4 , die durch radioaktives 32 p gezeichnet 
waren, wurden Kaninchen injiziert , nach verschiedenen Zei-
ten wurden die Kaninchen getötet; aus ihren kurz autoly-
sierten Muskeln, wurde die Inosinsäure als Bariumsalz prä-
pariert , schliesslich im Phosphor der Inosinsäure die Aktivität 
best immt. Die Aktivität dieses Phosphors, der aus dem Phos-
phor der Adenylsäure hervorgeht, wurde in jener Arbeit mit 
der Aktivität des Phosphors verglichen, der im autolysierten 
Muskelbrei als anorganischer Phosphor enthalten ist, und der 
aus dem wirklich anorganischen Phosphat , aus dem Phospho-
kreat in und den Zuckerestern abstammt, so wie aus den bei-
den labilen Phosphoren derselben Adenosintr iphosphorsäure, 
aus welcher der in Form von Inosinsäure isolierte Phosphor 
s tammt . Das Ergebniss jener Arbeit lässt sich kurz dahin zu-
sammenfassen , dass der Phosphor der Adenylsäure im Ver-
häl tniss zum Phosphor der anderen Verbindungen sehr lang-
sam ausgetauscht wird. 

! ) T . K o r z y b s k i u n d J. K. P a r n a s . Z. p h y s i o l o g . C h e m . 
255. 195. 1938. Vgl . a u c h : G. H e v e s y , T. B a r a n o w s k i , A. J _ 
G u t h k e, P. O s t e r n , u n d J. K. P a r n a s . Acta Bio l . E x p e r i m e n -
t a l i s . 12. 34. 1938. 
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In der vorliegenden Arbeit wollten wir den Austausch der 
Phosphoratome, die im Molekül der Adenosintr iphosphorsäure 
enthalten sind, im Muskel des lebenden Tieres genauer verfol-
gen. Wi r haben also die Adenosintr iphosphorsäure unter Vor-
sichtsmassregeln isoliert, welche postmortale Umsetzungen 
weitgehend einschränken muss ten; wir haben die beiden Phos-
phore, die gegenüber chemischen Reagenzien und Enzymen des 
Muskels labil sind, durch alkalische Hydrolyse abgespalten; die 
dabei enstandene Adenylsäure enzymatisch desaminiert und als 
Inosinsaures Barium isoliert und igereinigt. Magnesium-Ammo-
niumphosphat aus Pyrophosphat , das bei alkalischer Hydrolyse 
das ATP abgespalten war, und das gleiche Phosphat aus der 
Inosinsäure, beide aus demselben Molekül des ATP s tammend, 
wurden verglichen, und ausserdem wurde als Vergleichssubstanz 
das anorganische Phosphat , das in den Muskeln enthalten war, 
verwendet. Wi r haben in diesen Versuchen die Kaninchen nur 
kurz nach der Phosphat in jekt ion leben lassen. Die Versuche 
dauerten 30, 60 und 120 Minuten. Diese Versuchsanordnung ging 
auf Folgendes aus : den Austausch des Phosphors IV (Fig. 1) in 
den kleinsten Grenzen zu ha l ten; dadurch den Austausch der 
Phosphore V und Va um so reeller erscheinen zu lassen; aus-
serdem aber die Zeit kennenzulernen, in welcher der ers taun-
lich schnelle Austausch der labilen Phosphore zwischen der 
Adenosinpolyphosphorsäure einerseits, ihren Phosphatdonato-
ren — dem anorganischen Phosphat und dem Phosphokreat in -
anderersei ts s ta t t f indet . 

Die Versuchsanordnung war die folgende: Kaninchen von 
etwa 2 kg Gewicht erhalten in die Ohrvene eine Injektion von 
N a 2 H P 0 4 das 32 p enthält . Sie werden dann in einem klei-
nen Käfig ruhig gehalten. Nach Verlauf der Zeit, die für den 
Versuch bestimmt war, wurden die Tiere durch Nackenschlag 
und Entblu tung getötet, sehr schnell gehäutet, sofort in Eis 
gelegt und die Bauchhöhle mit Eiswürfeln ausgefüllt . Nach 
Abkühlung werden die Muskeln schnell und möglichst ohne 
Querschnit te präpar ie r t und durch eine grosse Wurs tmaschine , 
die durch hindurchgetriebenes Eis abgekühlt war, durch das 
feinste Sieb (F rankfu r t e rwürs t chen ) in kalte 10% Triehlo-
ressigsäure getrieben. 
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Gegen diese Procedur wäre noch ein Bedenken zu erheben. 
Schon beim Zerreiben der Muskeln konnten jene Reaktions-
ketten in Gang kommen, durch welche die ATP in die Glyko-
genolyse eingreif t , und in welchen die Phosphatdonatoren — 
anorganisches Phosphat und Phosphokreat in — in der Resyn-
these der Adenosintr iphosphorsaüre teilnehmen. Durch diese 
postmortalen Vorgänge konnte die Rejuvenierung der Adeno-
sintr iphosphorsaüre, die wir feststellen, vorgetäuscht werden 
sie könnte postmortal und t raumatisch sein, und nicht physio-
logisch. Um diese Fehlerquelle zu verringern, haben wir sofort 
nach Tödtung und Häutung des Tieres grosse Adduktoren der 
Oberschenkel möglichst verletzungsfrei präpar ier t und in flüs-
sige Luf t geworfen, um sie später im gefrorenen Zustande in 
Trichloressigsäure zu fixieren. Diese Muskeln wurden nicht auf 
Inosinsäure verarbeitet, sondern es wurde anorganisches Phos-
phat und das labile Phosphat der Adenosintr iphosphorsaüre 
isoliert. Es ist zu bemerken, idass das Verhältniss dieser Frak-
tionen in diesem Versuch und in ungefrorener Muskelmasse 
verschieden ist, aber nur auf einen Anteil der postmortal- t rau-
mat ischen Vorgänge an der Rejuvenierung der Phosphore V 
uind Va hinweist . 

I. A d e n o s i n t r i i p h o s p h o r s ä u r e . 

l l . A d e n y 1 s ä u r e. 

-PO3H- -PO3H2 

N H a -

III. I n o s i n s ä u r e . 
OH 

-PO3H- -PO3H2 

N H a -
V 

—> C 
• \ 

N C—N x 
!| JCH 

H—C C—N 
% / 

N 

0 — 

O-H 0-H H 

c—c—c—c—c—o 

H H H H H 

-PO.jH- -PO3H- -PO3H2 

N H a -

Purin Ribose IV. V. Va. 

Fig. 1 
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Über die chemische Beziehungen der Adenosint r iphosphor-
s ä u r e 2 ) , ihrer Derivate und Frakt ionen gibt das Sche-
ma eine Übersicht (Fig. 1), in welchem wir die L o h m a n n-
s c h e Formel der Adenosint r iphosphorsäure verwenden. Es 
würde an den Beziehungen der Phosphore nicht viel ändern, 
wenn eine andere Formul ierung der ATP und der Adenosin-
polyphosphorsäuren sich richtig erweist. W i r werden in der 
Folge bei der Darstellung der Methode und der Bezeichnung 
der Frakt ionen uns an dieses Schema halten. 

Die chemische Verarbei tung des Trichloressigsäure-extrakts 
ist im Schema (Fig. 2) dargestellt, das wir aber in seinen ein-
zelnen Phasen er läutern wollen. Der Extrakt wird auf pH = 6 
gebracht und mit Essigsaurem Barium gefällt. Der Niederschlag 
enthält ATP-Bariumsalz und anorganisches Bar iumphospha t ; 
im Fil trat ist das anorganische Phosphat als Bariumsalz ent -
halten. Aus der Lösung wird das Barium niedergeschlagen, ab-
filtriert und das Phosphat mit Magnesia-Mischung gefäll t ; man 
erhält so den grössten Teil des anorganischen Phosphats (VI) 
der Muskeln. Anorganisches Phosphat ist jedoch auch im Nie-
derschlag des ATP-Ba enthal ten: wir lösen den Niederschlag in 
kalter 0.2 n H N 0 3 auf, ent fernen das Bar ium und fällen das 
anorganische Phosphat als Magnesium- Ammoniumphospha t , 
welches dann umgefäll t wird. In einigen Versuchen wurde diese 
Frakt ion gesondert gemessen (VII), weil darin auch Phosphat 
enthalten sein kann, das aus der Adenosint r iphosphorsäure 
hydrolytisch abgespalten ist. Aus dem Fil t rat der Phospha t -
fällung wird jetzt die Adenosintr iphosphorsäure mit Essigsau-
rem Barium gefällt, der gewaschene Niederschlag wird bei 100° 
mit Ba(OH),2 behandelt , wobei die Reaktion so gehalten wird, 
dass Phenolphthalein gerade maximal gerötet wi rd ; die alka-
lische Reaktion verschwindet zunächst , dann wird Barium-
hydroxyd zugefügt. W i r haben in besonderen Versuchen aus-
probiert, dass unter diesen Bedingungen 90 Minuten lang er-
hitzt werden muss (es wurde dabei dauernd ge rühr t ) , um einen 
maximalen Gehalt an Adenylsäure in der heissen Lösung zu er-
reichen, ohne dass eine Spaltung der Adenylsäure zu Adenosin 

2) J. K. P a r n a s . Erg. d. E n z y m f o r s c h u n g . 6. 57. 1937. 
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Trich lores s ig saures Extrakt 
des Muske lbre ies 

N = Niedersch lag 
L = Lösung Ess igsaures B a r i u m ; pH = 6 

_ L 

ATP— Ba 

i 
A T P 

S 
ATP. 

H y d r o l y s e durch 
B a ( O H ) 2 , bei 100«. 

B a 3 ( P 0 4 ) 2 B a 3 ( P 0 4 ) 2 

F ä l l u n g des B a S 0 4 

und F ä l l u n g des 
P h o s p h a t s im Fi l -
trat mi t Magnes ia-

v Mischung. 
N H 4 M g P 0 4 

VI. Anorganisches Phosphat. 
N 

VII. \H4M(iP04. 

F ä l l u n g und Ent-
f ernung des BaSOj. 

- f H; ,P0 4 

F ä l l u n g mi t Ma-
g n e s i a m i schung. 

II. Adenylsaures Barium. 
E n z y m a t i s c h e D e s a m i n a -
t ion nach E n t f e r n u n g des 
B a r i u m s . 

III. Inostnsäure. 
^ E s s i g s a u r e s Blei 

Inos insaures Blei 
E n t f e r n u n g des Pb m i t 

Y S c h w e f e l w a s s e r s t o f f 
Inos insäure 

Sä t t igung mi t BaCO;j und 
v He i s s - Filitrierung 

I n o s i n s a u r e s B a r i u m 
U m k r y s t a l l i s i e r u n g 
Veraschung 
E n t f e r n u n g des Ba 

, F ä l l u n g des P h o s p h a t s 
v m i t Magnes iamischung . 

IV. \H4MyPO4 Phosphat der Adenylsäure. 

Pyrophos-phorsaures Bar ium 
E n t f e r n u n g des Ba, 
H y d r o l y s e m i t n HCl 100° 
F ä l l u n g des P h o s p h a t s 

v mi t Magnes iamischung . 
N H 4 M g P 0 4 

V. und Va. Phosphat der 
labilen Gruppen von ATP. 

Fig. 2. 

erfolgt. Die Lösung enthält dann — nach mehr-maligem Aus-
waschen — Barium-adenylat (also den Phosphor, der zuletzt 
als Phosphat f rak t ion IV isoliert wird) . Der Niederschlag aber 
enthält Pyrophosphat , also die Phosphorfrakt ionen V und Va. 
In diesem Niederschlage ist stets noch adenylsaures Bar ium 
adsorbiert . Diese Verunreinigung ist aber unerhebl ich: der in 
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ihr enthaltene Phosphor fehlt zwar in der Endausbeute an Ino-
sinsäure, geht aber nicht in das Phosphat V und Va ein, denn 
er wird bei der 10-MinutenhydroIyse in n-HCl bei 100° nicht 
abgespalten, durch welche das Pyrophosphat (V und Va) in 
Orthophosphat übergeführ t wird. Das Pyrophosphat wird also 
in HCl aufgelöst, die 10-\Iinuten-Hydrolyse ausgeführt , das Ba-
r ium entfernt , dann wird das MgNH 4 P0 4 . 6 H 2 0 niedergeschla-
gen, in dem die Phosphore V7 und Va enthalten sind. Das Amrao-
nium-Magnesiumphosphat wird 1 bis 2 mal umkrystall isiert , 
um es von der Verunreinigung mit Inosinsäure zu be f r e i en 3 ) . 

Bei allen diesen Operationen erwies sich die Schnellmethodo 
fü r die Bestimmungen der Verunreinigungen mit Pentosederi-
vaten sehr nützlich, die von W a n d a M e j b a u m in diesem 
Laborator ium ausgearbeitet worden ist (Z. physiol. Chern. 25S, 
117, 1939): man kann sich schnell darüber orientieren, wieviel 
Adenylsäure oder Inosinsäure in den Fällungen noch steckt. In 
Anbetracht dessen, dass der Phosphor IV entweder überhaupt 
nicht, oder aber sehr viel schwächer durchaktiviert ist, als die 
Phosphore V und Va, sind die an der Pentosebest immung 
ermittelten kleinen Verunreinigungen mit dem Phosphor IV 
unerheblich. Die vom Pyrophosphat V und Va getrennte Lö-
sung wird vom Barium befreit und enzymatisch desaminiert . 
Wi r verwenden fü r diesen Zweck einen nach L o h m a n n 
(Biochcm. Z. 272. 24, 1934) bereiteten Extrakt aus mehrfach 
gewaschenem Muskelbrei, der in den Versuch keine Phosphate 
und keine Inosinsäure e in führ t . Durch Inkubat ion mit diesem 
Extrakt wird die Adenylsäure in Inosinsäure übergeführt , wo-
bei die Desaminierung durch die Bestimmungen der NH3-Bildung 
kontrolliert wird. Die Inosinsäure wird als Bleisalz gefällt, 
der Niederschlag entbleit, mit BaCOs gesättigt, fil triert und 
durch Eindampfen eingeengt, schliesslich das Inosinsäure Ba-
rium zur Krystallisation gebracht, abfiltriert und umkrystalli-
siert. Das Inosinsäure Barium wird dann mit Soda und Salpeter 
verascht, aus der vom Barium befreiten Lösung der Schmelze 
das Ammonium-Magnesiumphosphat gefällt, welches den Phos-

3 ) G. /H e v e s y , T. B a r a n o w s k i, A. J. G u t h k e, P. 
O s t e r n , und J. K. P a r n a s. Acta Biol . Kxper. 12. 34. 1938. Punkt V. 
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phor IV enthäl t . Es konnte keinen schärferen Nachweis der 
Sauberkeit dieser Verarbeitung geben, als die Feststellung, dass 
dieses Ammonium-Magnesiumphosphat im 30-Minuten-Versuch 
völlig inaktiv war, während die Frakt ionen V und Va sowie 
VI stark aktiv sind. 

Vgl. die Be-
Phosphatfraktionen 

A k t i v i t ä t nach 
zeichnungen 
Fig. 1 u. 2 

Phosphatfraktionen 
30' 30' 

1 *) 
30' 
1 *) 

eo' 120' 

VI Anorganisches Phosphat 100 100 100.8 100 149.5 100 100 

IV Phosphat aus Inosinsäure 0 0 — 0 — 4 3 

V u. Va. 
Leicht abspaltbare 
Phosphatgruppen 

aus ATP. 
79 70.7 68.2 105 88 82 86 

VII 
Phosphat mit dem 
ATP-Ba zusammen 

gefällt, dann als 
MgNH-tPO-i abgeschieden 

— 70.7 80.0 92.6 129.0 — — 

A B B, c c, D E 
*) Gefrorene Muskeln. Die Aktivitaet des anorganischen Phosphats aus dem nicht ge-

frorenen Muskel ist in den Versuchen gleich 100 gesetzt. Die Versuche B und Bi, sowie 
C und Ci gehören zusammen, und die Werte für das anorganische Phosphat, sowie die an-
deren Fraktionen in diesen Versuchspaaren sind miteinander vergleichbar. 

Fig. 3. 

Die Ergebnisse dieser Versuche (Fig. 3) können wir fol-
gendermassen zusammenfassen : Es zeigt sich mit aller Schärfe, 
dass im Kaninchen nach 30 Minuten der Phosphor der Adenyl-
säure (IV) überhaupt nicht nachweislich ausgetauscht wird. 
Nach 60 Minuten und nach 2 Stunden sind die Aktivitäten die-
ser Frakt ionen bereits feststellbar, aber die Zahlen haben keine 
reelle Bedeutung, denn sie entsprechen sehr schwachen Akti-
v i tä ten : die Durchakt ivierung und ihr Verlauf in so kurzen 
Zeiten müsste in grösseren Versuchsreihen und aus grösseren 
Mengen von Material gemessen werden, wenn dies von Bedeu-
tung wäre. 

Ganz anders fü r die Phosphore V und Va. Sie erweisen sich 
in den Versuchen so durchaktiviert , dass sie zwischen 70 und 
über 100% der Aktivität des wirklich anorganischen Phosphats 
des Muskelgewebes aufweisen. Um feststellen zu können, in wel-
cher Zeit nach der Injekt ion dieser Zustand bereits hergestellt 
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ist, miisste man Versuchsreihen aus führen , die sich auf viel 
kürzere Zeiten erstrecken. Die Phospha t f rak t ionen VII, die in 
einigen Versuchen bestimmt worden sind, stehen in ihrer Ak-
tivität dem Phosphor V und Va, oder dem anorganischen Phos-
phor nahe, oder sie liegen zwischen beiden. Wähl t man das. 
anorganische Phosphat der in flüssiger Luf t gefrorenen Mus-
keln als gleich 100, so erweist sich die Aktivität des anorga-
nischen Phosphors der nicht gefrorenen Muskeln gleich oder 
geringer, die Aktivität der Phosphore V und Va etwas grösser 
als in den durch Gefrieren fixierten Muskeln. Dies beweist,, 
dass die ipostmortal-traumatischen, mit intensiver Glykogeno-
lyse verbundenen Umsetzungen des Phosphors in der Durch-
aktivierung der Phosphore V und Va wohl in Gewicht fallen, 
aber nur einige Prozente dieser Durchakt iv ierung ausmachen. 
Die beweglichen Phosphore der Adenosint r iphosphorsäure sind 
im Muskel des Kaninchens in 30-Minuten-Versueh drei Minu-
ten nach Tödtung — zu mindesten 60% mit dem anorganischen 
Phosphat des Muskels im Gleichgewicht. Dabei kann man — 
hier wollen wir die Vorstellungen zur Hilfe nehmen, die sich 
auf enzymchemische Versuche stützen, — annehmen, dass die 
in der kurzen Zeit zurückgebildete Adenosin t r iphosphorsäure 
ihre Phosphore V und Va aus dem Phosphokreat in hat , und 
nicht aus dem anorganischen Phosphat , und dass in diesem 
Zustand des Muskels noch wenig Milchsäure gebildet worden ist. 

Die hier beschriebenen Versuche erscheinen uns in folgen-
dem Zusammenhang nicht unwichtig. Die Entwicklung der 
Vorstellungen über die chemischen Vorgänge im Muskel, — ähn-
lich auch in der alkoholischen Gärung und wahrscheinl ich auch 
in anderen gewebschemischen Vorgängen — hat zu einem sehr 
komplizierten Bild geführt , auch in Vorgängen, die f rüher 
viel einfacher erschienen. Diese Vorstellungen stützen sich aber 
notwendigerweise auf Versuche an gestörten Systemen: Gewebs-
extrakten, in verschiedenem Grade gereinigten Enzymen, ver-
gifteten Geweben. Es fehlt an physiologischen Versuchen, wel-
che die Anwendung der gewebschemischen Resultate aus dem 
lebenden Organismus stützen würden. Die Anwendung der sta-
bilen und der radioaktiven Isotopen zur Bezeichnung von Sub-
stanzen in physiologisch-chemischen Versuchen hat eine neue 
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Ära eröffnet . So konnten in der Physiologie des Eiweissstoff-
wechsels die fundamenta len Ergebnisse der Arbeiten von 
K n o o p , von K r e b s , von B r a u n s t e i n durch einige 
Experimente von B. S c h o e n h e i m e r c. s . 4 ) am leben-
den Tier b e w i e s e n werden, in welchen der schwere 
Stickstoff 15N zur Bezeichnung von Ammoniak und von Amino-
säuren verwendet worden ist. Ganz ähnlich ist die Lage auf dem 
Gebiet der Glykogenolyse und der Glykolyse: die zentrale Bolle 
der Adenosintr iphosphorsäure ist aus Versuchen an Enzym-
ext rakten in durchaus widerspruchsfre ier Weise erschlossen, 
es fehlte aber bis jetzt vollständig an einem physiologischen 
Stützpunkt für die Übertragung auf den lebenden Organismus. 
Es ergibt sich daraus oft eine Erschwerung der Verständigung 
zwischen den Vertretern der Gewebschemie einerseits, Physio-
logen anderer Gebiete anderseits. 

In der hier mitgeteilten Versuchen ist zumindesten der 
Nachweis auch an lebenden Tier geführ t , dass vom Molekül der 
Adenosint r iphosphorsäure zwei Phosphatgruppen i m l e b e n-
d e n Tier im lebhaften Austausch mit dem anorganischen 
Phosphat stehen, während die dritte, die der Adenylsäure, wäh-
rend längerer Zeiten keinem Austausch unterliegt. Es ist da-
mit ein Versuch gemacht, zumindesten f ü r einen Punkt der 

• Lehre vom intermediären Stoffwechsel der Kohlehydrate und 
f ü r die Koenzymfunkt ion der Adenosintr iphosphorsäure und 
der Adenylsäure einen p h y s i o l o g i s c h e n Nachweis 
zu erbringen. 

S c h o e n h e i m e r R. c. s., J. b io l . Chem. 127. 285—344. 1939. 

http://rcin.org.pl



[ I n s t i t u t de P h y s i o l o g i e , U n i v e r s i t é J e a n C a s i m i r de L w ó w J. 

M. W i e r z u c h o w s k i e t Z. B i e l i ń s k i . 

Influence du C 0 2 gazeux sur le sinus carotidien 
circulatoirement isolé. 

Présenté à la séance de la Société Polonaise de Physiologie, Section de Lwów, le 8.II.1939. 

On a isolé circulatoirement chez les chiens anesthésiés à la 
chloralosane un sinus carotidien, laissant intact, ou presque in-
tact, son nerf sino-carotidien. Après la ligature de la carotide 
commune on a fait communiquer vers le sinus une canule avec 
la carotide commune et une autre avec la carotide externe. On 
rinçait le sang et on faisait circuler par le sinus sous pression 
les gaz 0 2 , CO,2 et parfois l 'acétylène. Le manque de phéno-
mènes d'embolie gazeuse qui apparaî t , quand même le plus petit 
vaisseau communique avec la circulation générale, prouvait 
l 'exactitude de l 'isolation vasculaire. On a tracé la pression cen-
trale dans l 'artère fémorale, la pression à l ' intérieur du s inus * 
carotidien, pa r lequel on laissait passer les gaz, et on enregi-
strait aussi les respirations. Le sinus, dépourvu de tout liquide, 
était soumis pendant des heures aux perfusions gazeuses. 

Les gaz étaient employés dans des conditions rigoureuse-
ment identiques et sous la même pression. On a observé à cette 
occasion: a) des réflexes pressosensibles provenant de la pres-
sion du gaz exercée sur les terminaisons nerveuses pressoré-
^eptrices, de même que b) des réflexes chémosensibles dont 
l 'apparit ion doit être attribuée à l 'action spécifique du gaz don-
né sur les terminaisons spécifiques. En outre on pouvait remar-
quer des différences dans l'action de certains gaz sur les termi-
naisons presisosensibles, qu'on at t r ibuai t à leur influence chi-
mique sur ces terminaisons. 

L e s r é f l e x e s p r e s s e r é c e p t e u r s. Pendant 
le passage du C0 2 par le sinus carotidien les réflexes au fac teur 
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„pression" étaient souvent plus faibles que pendant le passage 
de l '0 2 . Pendant une augmentat ion de pression du COl2 j u squ ' à 
200 mm Hg duran t 30 secondes non seulement la pression arté-
rielle ne baissait autant que pendant l 'action de l '0 2 , mais la 
chute de la pression ne durai t souvent que pendant la première 
dizaine de secondes de la pression, et dans la phase suivante de 
sa durée la pression artérielle générale retournai t au niveau 
d'avant la pression, ou montai t parfois au-dessus de ce niveau. 
Le cas ne se présentait pas pour l ' 0 2 ni pour l 'acétylène. 

Quand on perfuse duran t une dizaine de minutes le sinus 
avec un courant de C0 2 , on arrive même à la disparit ion com-
plète des réflexes pressorécepteurs, tandis que la perfusion du 
sinus par l ' 0 2 conserve les réflexes pendant une période al-
lant ju squ ' à 10 heures ou plus ( B i e l i ń s k i 1 ) ) . Si on laisse 
passer le C 0 2 par le sinus sous une pression même relative-
ment assez basse, ou si on en remplit le sinus et on l'y laisse 
sans exercer aucune pression, une introduction postérieure de 
l ' 0 2 sous haute pression semble donner des résultats moins 
prononcés d 'une diminut ion réflexe de la pression artérielle 
générale, que celle qu'on obtiendrait sans l 'action antér ieure 
du COo. 

Au f u r et à mesure qu'on sectionne successivement les trois 
nerfs f réna teurs restants (les deux dépresseurs de l 'aorte et l 'au-
tre nerf s inusien) , les réflexes pressorécepteurs du nerf sino-
carotidien intact augmentent d'intensité, mais leur relation reste 
semblable, puisque le réflexe amené par la pression du C0 2 est 
tou jours plus faible que celui provoqué par l ' 0 2 et l 'acétylène. 

Quand dans le sinus n'étaient conservées que les fibres pres-
soréceptrices, le C0 2 entraînai t une diminution de la respira-
tion, de même que l ' 0 2 et l 'acétylène. Mais l ' influence du CO.> 
sur la respiration était — ainsi que celle sur la circulation — 
manifes tement p lus faible qu'avec les deux autres gaz, ce qui 
apparaissai t avec une évidence particulière après la section des 
deux nerfs dépresseurs de l'aorte et du second nerf sino-earo-
tidien. L'action du C0 2 d iminuant la sensibilité des terminai-

Z. B i e l i ń s k i . 1938. Acta B io log iae E x p e r i m e n t a l i s , 12, 165. 
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sons nerveuses pressoréceptrices, ai)paraît donc également dans 
les réflexes circulatoires que dans les réflexes respiratoires. 

R é f l e x e s c h é m o r é c e p t e u r s. Dans certaines 
expériences on a réussi à obtenir duran t l ' introduction du 
C0 2 sous pression de 200 mm Hg une accélération et un 
approfondissement considérable de la respiration, qui avaient 
comme effet une augmentat ion de ventilation pulmonaire al-
lant jusqu 'à quelques cents p. 100. En des conditions identi-
ques l ' 0 2 ne provoquait dans la même préparat ion qu 'un ralen-
tissement de la respirat ion. La pression artérielle tombait pen-
dant l 'augmentat ion de la ventilation amenée par le C0 2 . 

Quand on exclue les autres zones vasculaires chimico-
sensibles par la section des vago-sympathico-dépresseurs et du 
second nerf sino-carotidien, on obtient pendant la perfusion du 
sinus isolé par le C 0 2 une augmentat ion de la respiration de 
caractère semblable qu 'avant la section. De basses pression du 
C0 2 , voisines pour tan t de celles qui régnent dans le sang, n 'ont 
déterminé pendant la perfusion du s inus par le C0 2 aucun ou 
rien qu 'un léger changement de respirat ion. Une augmentat ion 
de la respiration sous l 'action du C 0 2 se déclarait immédiate-
ment, quand on exerçait une pression considérable, et cessait 
d 'un coup, ou ne durai t encore qu 'un court moment, quand la 
pression s ' in terrompai t . 

D i s s o c i a t i o n d e s a c t i o n s p r e s s o- e t 
c h é m o r é c e p t r i c e s. L ' inf luence des réflexes déclen-
chés mécaniquement et de ceux provoqués par voie chimique 
sur la respiration est antagoniste, car les premiers ralentissent 
la respiration et les autres l 'accélèrent. Si on agit donc au 
moyen d 'un facteur réflexogène qui excite s imul tanément les 
deux genres de filets nerveux, ce qui est le cas pour l'action 
du C0 2 , on déclenche l ' interférence des deux actions. 

La préparat ion qu'on obtient f réquemment par la l igature 
successive des vaisseaux sinusiens est dépourvue de réflexes 
chémorécepteurs et ne déclenche que les réflexes pressorécep-
teurs. C'était la cause de l'échec de M i e s 2 ) , qui n'a pas ob-
tenu d'action chimique à l'aide du C 0 2 introduit dans le s inus 

2) H. M i e s . 1932. Zei tschr . ges. exper . Med., 85, 282. 
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carotidien, et, se basant sur ces observations, a nié que ce gaz 
pût exercer une action chimique sur le sinus. Cet auteur 
a pour tan t obtenu d 'une façon incontestable une action du C0 2 

dépr imant les réflexes réagissant à la pression. Même après 
l'exclusion des autres nerfs f rénateurs les réflexes chémosensi-
bles n 'apparaissent pas dans une telle préparat ion. 

La manière d'écarter les réflexes presisosensibles en pré-
sence de réflexes chémosensibles à l'aide d 'une perfusion avec 
le C 0 2 s'est révélée particulièrement commode. Après un séjour 
d 'une dizaine de minutes, ou plus bref, dans le sinus le C0 2 pa-
ralyse les fonctions pressosensibles sans entraver les fonctions 
chémosensibles. Après une insuff lat ion du sinus avec du gaz 
C0 2 la chute de la pression ne se manifeste plus, par contre 
l 'accélération et l 'approfondissement de la respiration se main-
t iennent avec évidence incontestable. Par une perfusion posté-
rieure du sinus par l ' 0 2 on réussit parfois à ressusciter les fi-
bres pressosensibles, sur tout après la section des autres dé-
presseurs . 

Il ein résulte, que les filets chémosensibles du sinus caro-
tidien résistent spécialement à l 'action du C0 2 , ce qui est une 
preuve de leur rapport part iculier avec la fonction respiratoire. 
Elles doivent donc posséder une faculté éminente de vi^ 
anaérobe sous forte pression de C()2. Quoique ce soient des fi-
bres nerveuses situées dans le glomus carotidien en contact 
très intime avec le sang, elles sont au cours de nos recherches 
du ran t de longues heures peu sensibles à une anémie complète, 
à une absence totale de sang et autre liquide nourr issant , 
demeuran t dans un milieu gazeux de composition variable. 

C o n c l u s i o n s . 

1) Pendant la perfusion gazeuse du sinus carotidien isolé de 
la circulation, le C0 2 gazeux agit comme dépresseur de la sen-
sibilité des fibres pressosensibles. Cette inhibition atteint au 
même degré les réflexes pressorécepteurs dirigés vers la cir-
culat ion que ceux concernant la respiration. Elle est réversible 
pa r l 'action de l ' 0 2 gazeux pe r fusan t le sinus. 
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2) Les fibres chémosensibles du glomus carotidien dé-
clenchent sous l ' influence de fortes pressions du C0 2 une au-
gmentation intense de la respiration, caractérisée par une accé-
lération et un approfondissement des mouvements respiratoires, 
même après la section des nerfs vago-sympathico-dépresseurs 
et de l 'autre nerf sino-carotidien. Ce fait abolit l 'objection 
émise contre le rôle du C0 2 dans le sinus carotidien, modif iant 
d'une façon réflexogène la respiration, rôle découvert par H e y-
m a n s et ses collaborateurs (H e y m a n s, B o u c k a e r t 
et I) a u t r e b a n d e 3) , H e y m a n s et B o u c k a e r t 4 ) ) . 

3) Les filets nerveux chémosensibles gardent leur sensibilité 
au C0 2 , même après une action ininterrompue duran t environ 
une dizaine de minutes, tandis que les terminaisons nerveuses 
pressosensibles ont déjà beaucoup plus tôt arrêté leur acti-
vité. On réussit de la sorte à appliquer le cri térium de la ré-
action au C0 2 à la classification et à la différentiat ion des termi-
naisons nerveuses de la b i furcat ion de la carotide commune. 
Il existe: 

a) des récepteurs résistant en une certaine mesure au C 0 2 

(chémosensibles du glomus carotidien), et 
b) des récepteurs nonrésis tants au C0 2 (pressosensibles du 

sinus carotidien sensu stricto). 

3 ) C. H e y m a n s, J. J. B o u c k a e r t et L. D a u t r e-

b a n d e. 1930. Arch. Internat , de P h a r m a c o d y n . et de Therap. 39, 400. 
4 ) C. H e y m a n s et J. J. B o u c k a e r t. 1938. Kongressber icht 

II des XVI. In terna t iona l en P h y s i o l o g e n k o n g r e s s e s , 14—19 August 1938» 

Zürich, p. 305, 
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[ I n s t i t u t de P h y s i o l o g i e , U n i v e r s i t é J e a n C a s i m i r de L w ó w ] . 

Z. B i e l i ń s k i . 

Influence de quelques facteurs sur les terminaisons 
nerveuses du sinus carotidien chez les chiens. 

Présenté à la séance de la Société Polonaise de Physiologie, Section de Lwów, le 8.11.1939. 

Pour examiner l ' influence exercée par les agents physiques 
et chimiques sur le sinus carotidien, on a appliqué une méthode 
permet tant la perfusion successive du sinus avec les liquides 
contenant le facteur examiné et avec des gaz divers. On a con-
staté cpie le milieu liquide n'est pas absolument nécessaire à la 
vie des terminaisons nerveuses du sinus carotidien, car ce si-
nus, per fusé même exclusivement avec l ' 0 2 ou de l'air pur , 
accomplit ses fonctions réflexogènes plus de 10 heures après 
avoir été vidé de sang ( B i e l i ń s k i ) 1 ) . 

À l'aide d 'un simple système de canules et d 'un robinet en 
verre on pouvait facilement chez le chien anesthésié à la chlo-
ralosane perfuser le sinus carotidien, isolé au point de vue 
vasculaire, avec les liquides agissants, ou bien immédiatement 
après avec les gaz au moyen desquels on exerçait dans le sinus 
la pression nécessaire à provoquer les réflexes. Un manomètre 
à mercure à t ransmission aérienne enregistrait la pression in-
t ransinusienne. S'il fallait pour des raisons comparatives appli-
quer constamment une pression endosino-carotidienne du gaz 
identique, on employait un automate à mercure approprié. On no-
tait les respirations et la pression artérielle. Pour provoquer les ré-
flexes on n'employait que de l ' 0 2 et exceptionnellement le C0 2 . 
On enregistrait cons tamment la température in t r a s inus iennc 

i ) Z. B i e l i ń s k i . 1938. Acta B i o l o g i a e E x p e r i m e n t a l i s , 12, 165.. 
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à l'aide d'un thermomètre à mercure très sensible. On s 'effor-
çait de la main teni r égale, excepté une série d'expériences où 
on la modifiait exprès. 

I. F a c t e u r s p h y s i q u e s . 

V i s c o s i t é . — On introduisait dans le sinus carotidien 
une solution de 5 et 10 p. 100 de gélatine à la tempéra ture 
du corps et on comparai t son action avec l'action de la solution 
physiologique du ehloride de sodium. On n'obtint aucun chan-
gement notable ni dans la pression ni en respiration par le 
changement de la viscosité du liquide employé à la perfusion. 
Une solution de 20 p. 100 du glucose ne produisit non plus 
aucun effet . 

T e m p é r a t u r e . .— L'influence de violents change-
ments de la tempéra ture du liquide introdui t dans le s inus sans 
aucune pression, se déclare avec une netteté particulière. Une 
température de 42° amenait une grande chute de pression ar-
térielle, si la t empéra ture dans le sinus était inférieure à la 
tempéra ture du corps (p. e. 30°). Si on voulait faire disparaî t re 
immédiatement la chute de la pression, on injectai t dans le si-
nus du liquide à une tempéra ture de 10° lau-dessus du zéro. Une 
perfusion a l ternante avec de la solution physiologique de 50° et 
avec de l'0,2 gazeux déclenche parallèlement une diminution de la 
réaction à la t empéra ture et une diminution de la réaction à la 
pression au cours d 'une expérience de longue durée. On n'a 
pas pu dissocier les fibres nerveuses en agissant sur elles par la 
température . 

II. F a c t e u r s c h i m i q u e s e t c h i m i c o - p h y s i q u e s . 

P i p é r i d o m é t h y l - 3 - b e n z o d i o x a n e , préparé 
par F o u r n e a u (F. 933), introduit dans le sinus isolé en 
concentration de 0.15 p. 100, n'exerce pendant son séjour 
aucun effet sur la pression artérielle ni sur la respiration. Mais 
une perfusion postérieure du sinus avec du gaz sous pression 
ne déclanche plus aucun réflexe dépresseur, car le pipéridomé-
thyl-3-benzodioxane a paralysé les terminaisons pressoréceptrices 
sino-carotidiennes. Le nerf sino-carotidien lui-même continue 
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à réagir normalement à l 'excitation par courant faradique. Nous 
constatons donc ici une influence sur les terminaisons senso-
rielles du nerf sino-carotidien pareille à celle exercée par la 
cocaïne. 

Il était évident que le pipéridométhyl-3-benzodioxane agis-
sait non seulement sur les pressorécepteurs, mais aussi sur les 
terminaisons chémosensibles. Si le C0 2 déclenchait avant l'ac-
tion de F. 933 les réflexes indiquant la s t imulat ion de tou-
tes les deux espèces de terminaisons ( W i e r z u c h o w s k i 
et B i e l i ń s k i - ) , les uns et les autres disparaissaient après 
l ' introduction de la solution de 0.15 à 0.25 p. 100 du F. 933 
en solution physiologique d'ans le sinus isolé. Cette paralysie des 
fibres nerveuses ne se déclare pas à de plus faibles concentra-
tions du F. 933, même si le séjour de la solution par exemple 
de 0.1 p. 100 de F. 933, dans le sinus est prolongé jusqu 'à 
15 minutes . 

On connaît de nombreux types de l 'action du F. 933 sur 
les neurones postganglionnaires, les synapses et les neurones 
préganglionnaires du système autonome sympathique. Les 
recherches actuelles apportent un type d'action sur les récep-
teurs du système cholinergique, qui peut être bien placé dans 
le schéma de l'action du F. 933 pubilé par W i e r z u -
c h o w s k i 3 ) . 

L'a 1 c o o 1 é t h y 1 i q u e en solution de 0.5, 1 et 50 
p. 100 paralyse progressivement les fibres sensible à la pression, 
l'alcool de 100 p. 100 enfin les détruit après un court séjour 
dans le sinus. 

L ' inject ion de n/10 NaOH, des solutions n/100 HC1, ainsi 
que des mélanges de p h o s p h a t e s à pH = 5 et pH = 8 
n 'endommage aucunement les filets réagissant à la pression. 
De même l'a d r é n a 1 in e en concentration de 1/1000 n'a nulle-
ment influencé les réflexes. La perfusion du sinus avec KCN 

2 ) M. W i e r z u c h o w s k i et Z. B i e l i ń s k i . 1939. Acta 

B i o l o g i a e E x p e r i m e n t a l i s 13, 166. 
3 ) M. W i e r z u c h o w s k i. 1938. Arch, internat , de Pharmaco-

dyn. et de Thérap. , 59, 1. 
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de 2 p. 100, avec l'h i s t a m i n e à 0.15 p. 100 et avec 
la n i c o t i n e même en grandes concentrat ions ne détermine 
au moment de son application aucune action directe déclenchant 
des réflexes. Elle ne provoque non plus dans la susceptibilité 
des terminaisons nerveuses aucun changement qu'on pourrai t 
constater par l'action du s t imulant provoquant la pression 
intrasinusienne. On peut conclure à une résistance assez pro-
noncée du sinus contre les actions chimiques et pharmacodyna-
miques. 
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[ I n s t i t u t de P h y s i o l o g i e , U n i v e r s i t é J e a n C a s i m i r d e L w ó w j . 

E . N i k o d e m o w i c z e t M. W i e r z u c h o w s k i . 

Injections continues du glucose à vitesses croissantes 
chez la poule. 

Présenté à la séance de la Société Polonaise de Physiologie, Section de Lwow, le 8.II.1939. 

Les résultats présents forment une suite des recherches sur 
le problème de la t ransformat ion du glucose introduit par voie 
intraveineuse à vitesse constante chez différentes espèces ani-
males. Jusqu 'à présent on a décrit les lois observées en ces cir-
constances chez le chien ( W i e r z u c h o w s k i 1 ) ) . Les re-
cherches actuelles apportent des données sur la poule. 

On choisissait des femelles mûres, pas trop vieilles, pesant 
enviroin 2 kg et on les nourr issai t uni formément de grain de 
f roment . 36 heures avant l ' injection du glucose on cessait de 
leur présenter la nourr i ture . La solution du glucose était intro-
duite dans la veine de l'aile à vitesse constante comportant dans 
les expériences particulières de 1 à 7 g/kg/heure pendant une 
période de 6 heures. Avant l ' injection et au cours d'elle on 
prélevait deis échantillons de sang de la veine jugulaire et on 
recueillait l 'urine de la cloaque d 'une manière continue à l'aide 
d 'une canule à forme appropriée. On déféquait l 'urine des corps 
réducteurs non-sucrés. La méthode de l ' injection du glucose 
ressemblait à celle employée dans les recherches précédentes 
sur le chien. 

S u c r e d u s a n g . — Le niveau de glycémie compor-
tai t à jeûne en moyenne 190 mg p. 100. Quand la vitesse 
de l 'apport était moindre et comportait jusqu 'à 2 g /kg/heure , 
la glycémie se stabilisait dès la 3-me heure d 'administrat ion 

i ) M. W i e r z u c h o w s k i . 1936. J o u r n . of P h y s i o l . 87, 311 ; 1937. 

90, 440 ; 91, 140. 
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continue à un niveau en proportion à la vitesse de l 'apport et 
se plaçait au-dessus de 600 mg p. 100. Quand l 'apport du 
glucose s 'accomplit à une vitesse de 3 g /kg/heure , le sucre du 
sang commence à augmenter de plus en plus dans la seconde 
moitié de l 'apport de 6 heures et atteint 1200 mg p. 100. 
A cette vitesse l 'équilibre dynamique entre l 'apport du glucose 
et son élimination est rompu, et le sucre commence à s 'accu-
muler dans l 'organisme. Quand l 'apport s 'effectue à de plus 
grandes vitesses, le glucose commence à s 'amasser dans l'or-
ganisme de plus en plus rapidement , et s'il at teint enfin dans 
le sang la teneur moyenne de 4300 mg p. 100, l 'animal suc-
combe. À mesure que pendant un aipport de 5 à 7 g /kg/heure 
la vitesse de l 'apport augmentai t , l 'animal atteignait plus ra-
pidement la glycémie létale. Pendant la première heure de l'ap.-
port du glucose on peut souvent constater au commencement 
une plus forte augmentat ion du sucre du sang, qui baisse dans 
les quar ts-d 'heure suivants. C'est la phase initiale qui se pré-
sente si dist inctement chez le chien. 

G l u c o s e d a n s l'u r i n e. — La vitesse de l 'apport 
1 g/kg/heure, la plus faible qu'on ait appliquée dans cette série 
de recherches jusqu 'à présent, était encore de beaucoup au-
dessus de la limite de tolérance intraveineuse. Au fur et à me-
sure qu 'augmente la teneur du sucre du sang et la vitesse de 
l 'apport du glucose, augmente aussi son élimination avec l 'urine 
de 18 p. 100 de la quant i té introduite à la vitesse de 1 g/kg/-
heure jusqu 'à 40 p. 100 à des plus grands taux d' introduc-
tion. Aux vitesses d 'apport les plus basses (1 à 2 g/kg/heure) 
les courbes de la glycosurie démontrent une baisse vers la fin 
de la période des 6 heures. Les plus hautes valeurs de l'élimi-
nation du glucose comportent 3 g/kg/heure. 

Quand on applique les plus grandes vitesses d ' inject ion du 
glucose, l 'élimination du glucose n 'at teint pas les vitesses ma-
xima qu'on remarque à de moindres vitesses d 'apport , car l'ex-
erétio/n est limitée dès le début de l ' introduction intraveineuse 
de ce sucre. Dans la courbe de glycosurie apparaî t au début 
une „phase init iale" caractérisée par une plus grande élimina-
tion du glucose que la phase suivante. 
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D é b i t u r i n a i r e. — L'élimination de l 'urine est pro-
portionnelle à la quant i té du sucre éliminé. Les valeurs de la 
diurèse se stabilisent à un certain niveau pendant les vitesses 
minima. Quand l 'apport du glucose s 'accroît , la glycosurie au-
gmente, mais vers la fin de la période de 6 heures il y a une 
baisse de diurèse accompagnée d 'une baisse de glycosurie, 
tandis que le taux du sucre du sang commence à augmenter rapi-
dement. C'est donc une rétention rénale du sucre. L'élimination 
maxima de l 'urine comporte environ 70 cm'Vkg/heure ou même 
plus. Pendant l ' injection du glucose à vitesse maxima (7 g/kg/-
heure) la diurèse était limitée dès le début et n 'at teignait pas 
le maximum d'intensité. 

A s s i m i l a t i o n d u g l u c o s e i n j e c t é . — Le 
reste non-éliminé du glucose injecté était assimilé. À une vi-
tesse d 'apport de 1 g/kg/heure 82 p. 100 du glucose injecté 
était assimilé, à l 'apport de 4 à 5 g/kg/heure — 60 p. 100. 
À des vitesses élevées se déclarait la rétention pré-létale du glucose 
d'origine rénale mentionnée ci-dessus, qui pouvait sembler être 
une augmentat ion de l 'utilisation. Si on calculait la vitesse d'assi-
milation d'après la formule publiée an té r i eu remen t 1 ) au moment 
où le glucose s'était stabilisé, on obtenait la valeur de 1.6 g/kg/-
heure à une vitesse d 'apport de 3 g /kg/heure . Cette valeur ne su-
bissait aucune augmentat ion ultérieure, lorsque l 'apport du glu-
cose s'accroissait. C'était donc la limite du métabolisme des 
tissus, qui n 'augmentai t plus avec l 'accroissement de la teneur 
du glucose à l ' intérieur de l 'organisme. De cette manière on 
a at teint et dépassé la limite de l 'appari t ion du diabète „par 
surabondance", constatée antérieurement chez le chien. Cette 
limite apparaît chez la poule comme chez le chien aux environs 
de 1000 mg p. 100 de tenneur du sucre dans le sang. 

P h é n o m è n e s t o x i q u e s . — Pendant l 'apport du 
glucose à vitesse minima employée l 'animal est tout-à-fait nor-
mal. À de plus grandes vitesses il respire profondément , le bec 
grand ouvert, et reste étendu les paupières closes, dans un état 
voisin d'un léger degré de narcose. Il f r issonne de temps en 
temps. Si la température du liquide injecté se rapproche de 
la température du corps de la poule, on réussit à maintenir la 
tempéra ture du corps pendant l ' injection au niveau normal. 
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Une salivation et des vomissements légers apparaissent . Immé-
diatement avant le décès l 'animal devient inquiet, s'agite plu-
sieurs fois. S'ensuit la cessation de la respirat ion et enfin le 
décès. À des vitesses élevées de l 'apport du glucose apparaî t la 
forme t ranssudat ive de l 'intoxication, caractérisée par une accu-
mulat ion dans l 'abdomen du liquide qui contient à peu près la 
même concentration du sucre que le sang. 

P a r a l l è l e a v e c l e c h i e n . — Dans nos condi-
tions de recherches la vitesse d'assimilation du glucose est chez 
la poule deux fois plus faible par kg de poids de corps que 
chez le chien, et par mètre carré de surface du corps — même 
trois fois plus faible. Il est possible que la composition du ré-
gime, d iminuant l 'assimilation, y jouait un certain rôle, ce qui 
fera encore l 'objet d 'une étude. L'élimination du glucose avec 
l 'urine est aussi plus faible. De même les vitesses d ' injection 
tolerées avec survie des animaux sont plus basses que chez le 
chien. La capacité de rétention assimilative du glucose par 
l 'organisme de la poule dans les conditions décrites est assuré-
ment de beaucoup plus faible que celle de l 'organisme du chien. 

Les phénomènes toxiques chez la poule sont beaucoup moins 
prononcés que chez le chien. Il n'y a chez la poule presque pas 
de phénomènes d'excitation motrice, presque pas de convulsions 
et point de nystagmus, si caractérist ique pour le ch ien 2 ) normal . 
Chez la poule c'est l'action narcot ique du glucose qui est domi-
nante. Le décès chez la poule se présente à une glycémie sem-
blable à celle du chien. La forme transsudat ive de l 'intoxica-
tion apparaî t chez les deux espèces animales. 

2 ) M. W i e r z u c h o w s k i . 1936. Journ. of Phys io l . , 87, 85 P. 1937. 

Po l ska Gazeta Lekarska, 16, 1. 
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[ F r o m t h e B i o c h e m i c a l L a b o r a t o r y , J. P i ł s u d s k i U n i v e r s i t y and t h e 
B i o c h e m i c a l L a b o r a t o r y of t h e P e d i a t r i c C l i n i c , J. P i ł s u d s k i U n i v e r s i t y ] . 

E . M. M y s t k o w s k i , Ch . O l s z y n a , a n d D . L a s o c k a . 

Binding of polysaccharides by certain serum globulin 
fractions of immunised and non-immunised animals. 

Presented before the Polish Physiological Society, Warsaw, 16.III.1939. 

The question whether two basic types of globulin, eu- and 
pseudo-globulin, exist in serum has been debated almost as long 
as the existence of serum proteins has been known. These 
f ract ions have been separated, and identified on the basis of 
their solubilities, i. e., their tendency to precipitation dur ing 
dialysis, or as the concentration of salts, such as ammonium 
sulphate or sodium sulphate, is increased. However, considera-
ble confusion arose during the very first a t tempt at application 
of these solubility funct ions . The fract ions obtained by dialysis 
were not identical with those obtained by salting out. These 
discrepancies are well presented by C. S a n d o r ('34) in his 
paper : ,,Le problème des protéides". Today, the most common 
classification is tha t based on precipitation by V3 saturat ion 
with ammonium sulphate (euglobulin), and V2 saturat ion 
(pseudoglobulin). The shortcomings of such a classification are 
obvious, and its continued survival may be ascribed to didactic 
reasons. 

The difference between eu- and pseudo-globulin f ract ions 
depends on the arbi t rar i ly selected concentrat ion of V3 sa tura-
tion with ammonium sulphate ; actually no clar-cut theoretical 
or practical delimination between these fract ions exists. For th is 
reason we cannot imagine that these f ract ions are actually 
present as preformed individual substances in blood - se rum. 
Applying steadily increasing concentrat ions of various salts, 
any desired number of protein f ract ions may be obtained. 
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A. S c h m i t z ( '31), on this basis, studied the solubility of 
individual fract ions, and was unable to establish any definite 
demarcat ion between the f ract ions precipitat ing at V2 and at V3 
saturat ion. Similarly to the f ract ions obtained at higher and 
lower concentrat ions, the transit ion f rom one fract ion to 
another is quite continuous, no abrupt changes in turbidi ty 
being found as the concentrat ion of salt is varied. S c h m i t z 
hence drew the conclusion that serum globulin can, by gradual 
increase in the concentrat ion of the precipitat ing salt, be sepa-
rated into any desired number of f ract ions. Chemical differences 
between eu- and pseudo-globulin are even less probable. 

This is indicated by the work of L u s t i g ( '30), who 
showed that both eu- and pseudo-globulin may be separated 
into a series of sub-fractions, differ ing in solubility; both frac-
tions contained sub-fract ions soluble and insoluble in water . 
Water-soluble euglobulins consti tute about 29% of total serum 
proteins, and soluble pseudoglobulin about 18%. Certain of the 
insoluble fract ions may be dissolved in NaCl solutions, others 
in Na2CO s or NaOH. These globulin sub-fract ions exhibit 
a number of chemical differences. 

A number of other workers, who attempted to demonstrate 
differences between eu- and pseudo-globulin, other than that 
they are precipitated at Vs and y2 saturat ion, have also shown 
that a number of different sub-fract ions are to be found in 
serum globulin. Following the work of B i e r r y and B a-
t h e r y, and of B i m i n g t o n, at tention was directed 
chiefly to investigation of the carbohydrate content of the f rac-
tions, in the hope that in this way it would be possible to 
establish clear-cut differences between the individual f ract ions. 
L u s t i g reports that the carbohydrate content of his protein 
f ract ions varied according to their solubility, and it is in this 
connexion of interest that eu- and pseudo-globulin fract ions of 
similar solubility had similar carbohydrate contents. Thus 
L u s t i g found a greater difference between englobulin soluble 
in water (0.8% of carbohydrates) and in aq. NaOH (8.5%) 
than between water- soluble eu- and pseudo-globulin (0 .98%). 
The individual sub-fract ions of euglobulin (and of pseudoglo-
bulin) thus differ more f rom each other than do the correspon-
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ding sub-fract ions of these two proteins. The t ryptophan con-
tent of L u s t i g's f ract ions varied analogously. 

H e w i t t ' s researches ('38) showed that more soluble 
euglobulin fract ions have a higher carbohydrate content than 
the less soluble ones. 

The most interesting researches on the f ract ionat ion of 
s e rum protein are those conducted at the Physical Chemistry 
Dept. at Upsala. T i s e l i u s ('37) was able, using an electro-
phoresis method, to demonstrate the existence of four protein 
fract ions, differ ing in their rate of mobility in an electric field. 
Of these f ract ions the albumin fract ion (35.6%) moves fastest , 
then three globulin f ract ions a, (3 and y (12.3, 18.7, and 33 .4%). 
The most mobile globulin fract ion is a, the least mobile y. The 
four th , least mobile component, globulin probably originates 
f r o m others present in undiluted, or little diluted serum. The 
carbohydrate contents of the fract ions were not equal. 

These researches were conducted both on isolated proteins 
and on diluted sera, and it was found that the mobilities of 
the isolated proteins were not identical with those in native 
sera. This is of importance, inasmuch as it shows that proteins 
behave different ly according to the nature of the medium in 
which they are dissolved, and, fur ther , this is evidence that con-
clusions as to the behaviour and s t ructure of native proteins 
cannot be drawn without reservation f rom studies of prepara-
t ions of proteins isolated f rom serum. 

These studies also give certain indications as to the na ture 
of the heterogeneity of eu- and pseudo-globulins isolated f rom 
se rum by salting out wi th ammonium sulphate. The precipitate 
obtained by adding ammonium sulphate to 30% saturat ion 
consisted of globulin with a fairly considerable admixture of 
a lbumin, whilst the superna tan t liquid obtained by 55% satu-
rat ion with ammonium sulphate still contained 25% of globulin. 

Pseudoglobulin prepared by electrodialysis contained 85% 
of the most mobile const i tuent (globulin a). Similarly euglobulin 
was found not to be homogeneous, in spite of repeated puri-
f icat ion. 

Of extreme interest are the data presented by T i s e l i u s 
concerning the effect of immunisat ion on the protein com-
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position of serum. Thus the albumin fraction of rabbit serum 
protein fell f rom 66.2 to 51.2% following sensitisation to 
protein, whilst the fraction of least mobility rose f rom 17.2 to 
33%. This fraction, both from normal and immunised animals,, 
had an isoelectric point of 6.1, as compared with 5.1 for the 
other fract ions. The fract ions separated by electrophoresis 
were subjected to sedimentation analysis in the ultra centr i fuge, 
and exhibited a high degree of homogeneity. 

T i s e 1 i u s' work constitutes an important complemen-
tation of ul t ra-centr ifuge studies. These were conducted chiefly 
by M u t z e n b e c h e r ('33) and by M c F a r 1 a n e ( '35), 
and established the existence in serum of two chief f ract ions — 
albumin and globulin. These workers did not succeed in de-
monst ra t ing the existence of fract ions corresponding with eu-
or pseudo-globulin, either by centr ifuge studies of diluted serum 
or of solutions of proteins isolated f rom serum. Whilst neither 
the albumin nor the globulin fract ions were ideally homo-
geneous, each containing a certain amount of components of 
lower and higher sedimentation constants, yet those differences 
did not appear to stand in any relation to the classification in 
question. 

The researches conducted in S v e d b e r g's laboratory 
were performed both on serum and on preparat ions of isolated 
proteins. In part icular , researches performed on diluted serum 
involve the least modification, in the present conditions of ex-
perimental technique, of so complicated a system as is blood 
serum. The major i ty of other researches have been per formed 
on proteins isolated f rom serum by methods which were in 
most cases somewhat drast ic; these preparat ions were studied, 
and the results thus obtained served for the drawing of con-
clusions as to the existence and behaviour of the corresponding 
fract ions in serum. If, as was pointed out both by T i s e 1 i u s 
and by P e d e r s e n, the fract ions obtained by their methods 
are in all probability not chemical units, and since determinat ion 
of the molecular weight of a given protein can in no case serve 
for its chemical identification, there is all the less just if icat ion 
for regarding eu- and pseudo-globulin, the separation of which 
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depends on so arbi t rary a procedure, as being chemical indi-
viduals. 

The question of the classification of serum protein fract ions 
becomes still fu r the r complicated when we pass f rom normal 
animals to those in pathological conditions. B i e r r y and 
B a t h e r y give in their monograph a number of morbid chan-
ges affect ing the amount of carbohydrate combined with protein. 
Unfor tuna te ly these researches were performed on serum pro-
tein as a whole, so that they throw no light on the more int imate 
na ture of these changes. 

A number of workers engaged in the s tudy of immuno-
chemistry have at tempted to find changes in serum proteins 
related to the immunisa t ion of the animal. It has long been 
known that both the absolute globulin content, and the globulin/ 
a lbumin ratio, rise in the blood serum of animals following 
immunisat ion. This f inding has been confirmed by a number 
of au thors ; we shall here cite only the most recent work of 
H e w i t t ( '34). H e w i t t found that the total serum protein 
content rose in horses f rom 7.2 — 7.5% to 11.2% following 
immunisat ion to diphtheria, and to 9.8% following immunisa-
tion to haemolytic streptococcus; the corresponding rise in the 
globulin fract ion was f rom 4.1 to 9.1 or 7.9%, respectively. 
Although no sat isfactory interpretat ion of this f inding has been 
advanced, yet it is of importance inasmuch as immune properties 
are connected in some as yet unexplained way with serum 
globulins, so that the discovery of differences between the 
proteins of immunised and non-immunised animals might per-
mit of a closer analysis of the mechanism of immunisat ion. 

A study of eu- and pseudo-globulin fract ions, conducted 
in this direction has not furnished any definite indications. In 
the same way as no definite chemical differences have been 
found between eu- and pseudo-globulins, so also have they not 
been demonstrated between the proteins of normal and immu-
nised animals. Only the analysis of a whole series of s u b t r a c -
tions allows of the hope that those differences will ul t imately 
be apprehended, and will permit of the elucidation of this 
problem. 

http://rcin.org.pl



No differences in chemical composition have been found . 
The differences in digestibility of the serum proteins of i m m u -
nised and nonimmunised animals are not s ignif icant; the 
results obtained were probably connected with a certain limited 
resistance of the antitoxin fract ion to digestive factors. Certain 
researches indicating definite differences in the behaviour of 
the proteins of immunised animals have ¡been performed at 
Upsala by H e i d e l b e r g e r , T i s e l i u s , and P e d e r -
s e n ('36 and '37). These workers showed that pneumo-
coccus antibodies in horse serum have a higher sedimentat ion 
constant than has the chief globulin fract ion of the serum of 
non-immunised animals. The same fract ion is also present in 
normal sera, but its content is far smaller. However, a s tudy 
of the sera of other animals did not reveal such differences, 
except in the shif t ing of the isoelectric point, f rom 5.7 for nor-
mal globulin to 5.0 for anti-bodies. The mol. wt. of this f rac t ion 
was three times as high as that of normal globulin. 

A quanti tat ive determination of the distr ibution of globulin 
fraction, based by T i s e l i u s on differences in rate of t rans -
port in an electric field, showTed that the content of the least 
mobile fraction (fraction S + y) rises f rom 17.2% in normal 
serum to 33.0% in immune sera. This change is associated with 
fall in albumin content, and with insignif icant variat ions in the 
remaining fract ions. The antibody funct ion was associated in 
its entirety with this least mobile f ract ion. 

The object of the present research was to isolate serum 
globulin fract ions by a procedure depending on differences in 
solubility. The characterisat ion of the f ract ions obtained was 
based on a samewhat different property than those ordinari ly 
applied, viz., on their capacity for combining with polysaccha-
rides. It was, on the basis of the results reported by P r z y -
l é c k i et al. ( '38), supposed that this is a na tura l property of 
native prote ins; it was lipped that differences in the behaviour 
of the various f ract ions obtained might thus be revealed, wi thout 
the necessity of applying the ordinari ly used more drastic pro-
cedures. That such a possibility might actually exist was shown 
by the work of A s s e n h a j m (cf. P r z y t q c k i, '38), 
who found considerable differences between the capacity for 
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combination with carbohydrates of the serum globulins of 
different animals. At the same time we attempted to find an 
explanation of the changes taking place in the serum of im-
munised animals, based on the supposition that the changes 
in binding power found would apply not only to binding of an-
tigens but also of carbohydrates . 

The researches described in this communicat ion are con-
nected with those in progress at the Biochemical Laboratory of 
the J . Pi łsudski University, conducted by Prof. St. P r z y-
ł ę c k i ( A s s e n h a j m and K o c i ę c k i, unpublished 
w o r k ) ; a short review of these researches is to be found in the 
paper by P r z y ł ę c k i , cited. 

E x p e r i m e n t a l m e t h o d s . 

Serum of normal a n i m a l s (oxen, swine , horse ) w a s obtained from 
the munic ipa l abbatoir , f rom b lood collected i m m e d i a t e l y a f ter the an imal s 
were s laughtered. I m m u n e sera (of horses o n l y ) w a s generous ly supplied 
u s by Dr. Józef Gelarek, of the State Hygiene Inst i tute . 

T h e sera were w i t h o u t de lay subjected to d i a l y s i s against dis t i l led 
water in ce l lophane sacs, the w a t e r being changed 2—3 t imes dai ly , and 
the d ia lys i s l a s t ing 3—4 days . A precipi tate appeared during the f irst 
day of d ia lys i s , and cont inued to increase in bu lk to the end of the second 
day, a f ter which it did not appear further to increase. The pH fel l f rom 
7.56—7.64 in i t ia l ly to a f ina l v a l u e of 5.9—6.0, indicat ing a qui te de f in i t e 
ac idi f icat ion. The dia lysed l iquid w a s centr i fuged, and the precipi tate w a s 
taken as being the f irst prote in fract ion, and des ignated b I. 

0.1 N-H2SO4 was added to the centr i fúgate (be ing serum di luted w i t h 
water entering during d ia lys i s ) to format ion of a m a x i m u m a m o u n t of pre-
c ipi tate (pH 4.84—4.87), w h i c h was col lected in the centri fuge, and 
des ignated as b 2. The centr i fúgate w a s subjected to e lectrodialys is in 
a P a u 1 y apparatus, dur ing 3—4 days. A b u l k y precipitate col lected at 
the bot tom of the central chamber, w h i l s t the supernatant f lu id s trat i f ied 
into a -number of layers , of w h i c h the upper ones were quite clear, w h i l s t 
the lower ones were increas ingly turbid. The prec ipi tate (b 3) w a s col lected 
on the centr i fuge, a f t er s iphon ing of f the c lear upper layers . The cen-
tr i fúgate were s trongly opalescent . The prote ins thus obtained were dried 
in vacuum at 37°, and stored in the dry state. 

Further protein f rac t ions were obta ined by fract ional precipitat ion 
of the e lectro-dialysed sera w i t h a m m o n i u m sulphate . This w a s added to 
Vi3 saturat ion, and the prec ip i ta te w a s col lected b y centri fuging, re-dis-
solved in water, and dia lysed for 3 days against tap-water , and for 1 day 
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against d i s t i l l ed water . The prec ip i ta te w a s removed by c e n t r i f u g i n g , and 
t h e prote ins in t h e c e n t r i f ú g a t e ( d e s i g n a t e d b 4) w e r e prec ip i ta ted by ad-
d i t i o n of 0.1 N H2SO4. The s u s p e n s i o n w a s centr i fuged , and a m m o n i u m 
s u l p h a t e w a s added to the c e n t r i f ú g a t e to % sa turat ion , and the s a m e 
procedure of success ive d ia lys i s , centr i fug ing , and p r e c i p i t a t i o n b y H2SO4 
w a s appl ied. The p s e u d o g l o b u l i n f rac t ion thus obta ined w a s des ignated b 5. 
Both f rac t ions b 4 and b .5 conta in prote ins w h i c h were not prec ip i ta ted dur ing 
d i a l y s i s and b y ac id i f i ca t ion . These f r a c t i o n s were a l so s tored as dry 
powders . 

The p r o t e i n f r a c t i o n s were d i s so lved in water , g iv ing c o n c e n t r a t i o n s 
o f 100 mg. of pro te in in 2.5 ml . of water , f or t h e purpose of t e s t ing t h e i r 
c o m b i n i n g capac i ty for carbohydrates . S ince t h e s o l u b i l i t y of the f r a c t i o n s 
w a s not u n i f o r m , v a r i o u s a m o u n t s of 0 . 1 N NaOH w e r e added to the 
s u s p e n s i o n s of dry pro te in , so that the f i n a l pH w a s 8 — 9 ; t h i s had the 
object of s tandard i s ing c o n d i t i o n s of prec ip i ta t ion . The s u s p e n s i o n s w e r e 
a l l o w e d to s tand for 10—20 hours , a f t e r w h i c h t h e y no l onger s h o w e d any 
trace of u n d i s s o l v e d prote in . S y s t e m s cons i s t ing of 2.5 m l . of w a t e r or of 
a s o l u t i o n c o n t a i n i n g 100 mg. of p r o t e i n and 2 ml . of a p p r o x i m a t e l y 2% 
a m y l o s e w e r e then prepared, and a l l o w e d to s tand for 20 min . , a f t e r w h i c h 
0.1 N H2SO4 w a s added drop by drop to m a x i m u m f o r m a t i o n of prec ip i ta te , 
and the s y s t e m s were centr i fuged af ter 20 m i n . Further por t ions of H2SO4 
w e r e added to certa in of the tubes , in order to t e s t c o m p l e t e n e s s of pre-
c ip i ta t ion . 

T h e c e n t r i f ú g a l e s w e r e then poured o f f , d i lu ted to 10 ml . , 1 m l . of 
conc. HC1 w a s added, and the s y s t e m s w e r e h y d r o l i s e d f o r 3 hr. at 100°, 
a f t er w h i c h t h e s o l u t i o n s were m a d e neutra l , and reduc ing sugars w e r e 
d e t e r m i n e d b y B e r t r a n d ' i s m e t h o d . T h e r e s u l t s are g iven as mg. o f 
c o m b i n e d carbohydrate , i. e., as the d i f f e r e n c e s b e t w e e n the contro l s y s t e m s 
not c o n t a i n i n g p r o t e i n ( a m y l o s e and w a t e r ) and t h o s e c o n t a i n i n g prote in . 
T h e d i f f e r e n c e s w e r e taken to represent the a m o u n t of c a r b o h y d r a t e b o u n d 
b y prote in . Percentage b i n d i n g of carbohydrate , as g iven in t h e tab le s , 
represents t h e rat io of t h i s d i f f erence to the sugar c o n t e n t of the contro l 
s y s t e m s , t a k i n g th i s la t ter to be 100 mg. 

R e s u l t s . 

Three protein fract ions were isolated, viz.: Globulin I, 
precipitat ing during dialysis against distilled water, at pH 5.9. 

Globulin II, precipitated by acidification to pH 4.8 of the 
centr i fúgate Globulin I. 

Globulin III, precipitaing at pH 3.5 dur ing electrodialysis 
of the residual solution af ter precipitation of f ract ions I and II. 
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C h a r a c t e r i s t i c s of the f r a c t i o n s o b t a i n e d . 

The dry fract ions obtained differed in solubility and ap-
pearance. The most readily soluble was globulin III, which 
gave a perfect ly clear solution; globulin II solutions were 
somewhat turbid, and globulin I solutions were more so. The 
high solubility of globulin III is somewhat unexpected, inasmuch 
as this fract ion was obtained by electrodialysis, during which 
no precautions were taken to prevent denaturat ion due to aci-
dification. This fract ion had, fur ther , a definitely green colour, 
both in the dry state and in soluction, whilst fraction II was 
yellow. These colorations are ascribed to binding of blood 
pigments by the various fract ions. This effect was also reported 
by P e d e r s e n , who found that bilirubin moves together 
with albumin during cataphoresis, and by T i s e 1 i u s, whose 
globulin B fract ion moves together with the yellow pigment of 
serum (he did not identify this with bi l i rubin) . 

The amounts of each fract ion so obtained were different , 
a l though the relative amounts of the individual f ract ions ob-
tained in a series of experiments did not deviate greatly. The 
yields of globulin III were the highest, and of globulin II the 
least. The sum of the fract ions so obtained amounted to a con-
tent of 1.32 to 2.19% in serum, corresponding with Vs to Ms of 
the total serum protein content. 

The amounts of proteins obtained by V3 to V2 saturat ion 
are greater when the ammonium sulphate solution is added 
directly to the serum. Applying our experimental technique, the 
amoun t of globulins obtained af ter dialysis of the dissolved 
precipitate is very small, being 0.02—0.9 for y3 , and 0.03—0.17 
for V2 saturat ion. 

The fract ions described in this paper were isolated on the 
basis of their solubility, and no at tempt is made to define their 
relation to pseudo- and eu-globulin. Whils t globulin I would 
appear to correspond most closely with euglobin, fraction II, 
precipitating at pH 4.8, is quite certainly not euglobulin. That 
globulin III is not a homogeneous product was shown quite 
clearly by its behaviour dur ing electrodialysis, when 4—5 layers 

http://rcin.org.pl



differing in coloration and turbidi ty were obtained af ter 12 h r . 
in the P a u 1 y appara tus . No definite opinion can be expressed 
as to the existence of our f ract ions in native serum. 

The binding of carbohydrates, on which we at tempt to base 
our characterisat ion of the protein f ract ions obtained by us, 
depends quanti tat ively on the concentrat ion of protein in so-
lution, as is shown by the following experiment, in which the 
concentration of amylose was maintained constant, and that of 
protein varied. 

T a b l e I. 

Dependence of binding on protein concentration. 

Amount of 
protein 

mg. 

Non-immune 
bound 

Immune 
bound Amount of 

protein 
mg. 

mg. % mg. % 

2 5 3 . 4 11 .5 
5 0 2 . 0 4 .9 5 . 1 2 1 . 9 

100 3 . 2 5 7 .9 — — 

2 0 0 6 .0 14 .6 10 .1 3 4 . 5 

It appears f rom Table I that the amount of amylose bound 
rises with increasing concentrat ion of protein. The maximum 
saturat ion of protein with amylose was not at tained. It should 
be noted tha t protein concentrat ions both higher and lower than 
those ordinari ly applied in our experiments were taken. 

Whether this is evidence that not all of the micelles of 
protein present in the solution were saturated with amylose, or 
that not all the groups of individual micelles capable of com-
bining were so saturated ( taking into account also the relative 
aff ini ty of the individual groups present in a single micelle, 
viz., of certain aminoacids, of which some might have a greater, 
and others a smaller, af f ini ty to amylose), cannot, on the basis 
of our experimental material , be stated with any certainty. 
There can, however, be no doubt that protein present in the 
solution is capable of combining with greater amounts of amy-
lose than was actually the case. 
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B i n d i n g of d i f f e r e n t c a r b o h y d r a t e s . 

The next series of experiments had as their object the com-
parison of the combining capacity of proteins for dif ferent 
carbohydrates , viz., amylose, starch, and glycogen. Amylose 
has a greater aff ini ty for protein than starch, whilst glycogen 
has only a very small aff ini ty . Thus 6.48 mg. of amylose, 5.16 
mg. of s tarch, or 1.22 mg. of glycogen were bound by 100 mg. 
of globulin I. The amount of amylose bound varies with dif-
ferent preparat ions, and falls with time elapsing af ter its pre-
para t ion ; thus , in exp. 10, 21,% of amylose prepared on the 
previous day was bound, whilst a sample which had been stored 
ad 0° for 22 days was bound to the extent of only 11.2%. 

Considerably greater percentage binding of glycogen by 
serum protein was reported by one of us in a previous paper 
('M y s t k o w s k i '36). We ascribe this difference to dif-
ferences in the protein preparat ions used in the previous and 
the present experiments. The earlier ul t ra-centr ifuge experiments 
showed tha t protein not separated f rom serum combined most 
strongly with glycogen, whilst the present experiments were 
performed with isolated, redissolved proteins. 

B i n d i n g b y d i f f e r e n t f r a c t i o n s . 

These experiments consisted of two groups, of which the 
f i rs t refered to horse serum proteins, and the second to t h e 
serum proteins of horses and other animals. 

The results obtained with horse serum proteins are presented 
in Table II. It was not possible to express the results for per-
centage binding by any par t icular f ract ion as mean values for 
all experiments performed in a given group, since the experi-
ments were not performable under strictly comparable condi-
tions. The reason for this is that the aff ini ty of the proteins 
for amylose depends on a number of factors which could not 
be s tandardised, such as the exact concentrat ion of the amylose 
solutions, the f reshness of its solutions, etc. For this reason 
only those obtained in a single given experiment should be com-
pared with each other ; in such an experiment the protein 
f ract ions originated f rom a single animal, and their carbohy-
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drate-binding capacity was tested on the same solution of 
amylose. The results given in Table II refer to globulins ob-
tained f rom normal and immune sera. 

We see that in both these cases, and for all the samples . 
taken, the binding capacity of the fractions falls in the order 
globulin II > I > III, globulin II being far superior in this 
respect to the remaining fractions. 

Similar effects were not found in the case of other animals. 
Thus, in the case of swine serum proteins, the following results 
were obtained: fract ion I, 33.2 and 26.2% binding, fract ion II, 
8.4 and 107%, and fract ion III, 60 and 63% binding. The cor-
responding values for ox serum proteins were: fraction I 16.6%, 
II 25.0%, III 21.0%. 

T a b l e II. 
Binding of amylose by individual protein fractions. 

A. serum proteins from non-immunised horse sera, 
B. serum proteins from immunised horse sera. 

The figures I, II and III in the first column refer to globulin I, II and III. 
The numbers at the head of the columns indicate corresponding pairs of experiments. 

A. 

I 2 3 4 5 6 

N N i N i No N3 N4 N4 N5 

mg. % mg. % mg. % mg. % mg. % mg. % mg. % mg. % 

I 8.0 25.3 2.1 2.8 4.5 14.5 3.0 7.1 5.4 6.0 9.75 15.6 8 . 1 11.0 12.8 26.5 

II 11.1 38.1 13.9 19.0 9.9 32.0 4.0 9.6 22.9 25.3 32.5 53.3 35.6 48.2 24.0 49.8 

I I I 6.5 20.3 0.5 — 1.5 4.9 2.0 4.8 9.6 10.3 5.0 8.2 6.4 8.7 10.S 22.3 

B. 

l 2 3 4 5 6 

U i U2 u3 u4 u4 U5 

mg. % mg. % mg. % mg. % mg. mg. % 

I 4.6 21.0 11.2 33.3 10.4 11.5 6.0 9.8 64 8.7 5.3 10.9 
II 19.4 58.8 14.8 44.1 39.6 43.8 24.8 40.6 27.1 36.7 27.3 56.5 

III — — 4.8 14.3 9.6 10.6 2.3 3.7 7.4 10.0 11.5 23.7 
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D i f f e r e n c e s in b i n d i n g p o w e r of s e r u m g l o b u l i n s f r o m n o r m a l 
a n d i m m u n i s e d a i m a l s . 

It appears f rom Table II that the absolute amount of amy-
lose bound, as well as percentage binding, are higher for serum 
proteins derived f rom immunised than f rom ordinary animals. 
The binding capacity of all f ract ions is not increased to the 
same extent. Thus fract ion II, which has the greatest binding 
power normally, shows the greatest increase in binding power 
in the case of immune sera. The binding power of globulin III, 
which is normal ly the lowest, is increased to a relatively greater 
extent than fract ion I in immune sera. 

The differences between the binding power of the proteins 
of ord inary and immune sera are best contrasted by comparing 
the results obtained for pairs of experiments, performed si-
multaneously, and refering to one set of normal , and to one set 
of immune serum proteins, with the same amylose solution; 
the variabil i ty of this latter factor is thus excluded. Such pairs 
of experiments are designated by the numera ls at the head of 
each column. 

In two experiments, performed on one pair of sera (N4 and 
U 4 ) , the normal serum proteins had a greater binding power 
than the immune ones, and greatly exceeded that found for 
other normal sera. It might here be supposed that the serum 
of the animal in question possessed immune properties, possibly 
acquired as a result of some infection which it had undergone. 
As appears f rom certain unpublished results of A s s e n h a j m 
and of C e 1 a r e k, certain inoculations, such as, for example, 
te tanus, increase binding power to a far greater extent than do 
others, such as diphtheria. The normal sera at our disposal ca-
me f rom the municipal abbatoir, no data being available as to 
the previous his tory of the animals slaughtered. 

E f f e c t of d i p h t h e r i a t o x i n o n b i n d i n g . 

A number of experiments were carried out, with the object 
of investigating the specificity of binding by proteins f rom im-
mune and non- immune sera. In these experiments the protein 
solutions were incubated with diphtheria toxin before addition 
of amylose. 
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It was hoped in these experiments to determine to what 
extent combination between toxin and anti-toxin, i. e., serum 
protein of the immunised animals, should this take place, might 
affect the binding power of the protein for amylose. Positive 
results might be expected only in the event that the same groups 
present in serum proteins are responsible for combination with 
both toxin and amylose. We do not wish here to enter into any 
profound discussion of the na ture of anti-toxins, but shall as-
sume merely that the anti-toxic funct ion of immune sera is in 
some way connected with their proteins. 

Incubation with concentration of 1/100 to 1/1,000,000 of 
toxin did not in any way affect the binding power for amylose 
of either immune or non- immune sera proteins. 

The antitoxic properties of the immune serum proteins 
were tested by the J e n s e n method on rabbits, and by the 
lethal dose method on guinea pigs. These tests, performed to-
gether with Mr. H e l l e r , showed that antitoxic propert ies 
were possessed to a marked degree by all fractions, including 
globulin I, which corresponds most closely to euglobulin. Yet 
it is generally supposed that the anti-diphtheri t ic funct ion of 
horse serum anitoxin is bound up with the pseudoglobulin 
fract ion. This observation affords fu r the r evidence against the 
rigid demarcat ion of eu- f rom pseudoglobulins, and indicates 
the necessity of a more rational classification. 

T o t a l c a r b o h y d r a t e c o n t e n t . 

B i e r r y and B a t h e r y have shown that serum pro-
tein is combined with a carbohydrate, consisting of mannose, 
galactose and glucosamine, and these authors report a number 
of morbid conditions in which they find variat ions in the contend 
of this serum protein consti tuent . It appeared to us to be of 
interest to determine whether the content of this carbohydrate 
varies according to the protein fract ion studied, and to establish 
whether immunisa t ion has any effect on the carbohydrate 
content . 

Table IV gives the carbohydrate contens of the f ract ions in 
•question. It appears that the carbohydrate contens of globulins 
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T a b l e III. 

Carbohydrate content of individual globulin fractions (I, II and III), from non-immune 
(N3 and N4) and immune sera (Uo). 

N 3 N 4 N 4 UG 

Globulin fraction I 2 .77 2 .57 3.07 2 .85 

II . . . . 3 .35 3 .39 3 .58 3 .75 

I l l . . . . 3 .50 3 .32 3 .39 3 . 4 2 

II and III differ only very slightly, and are much higher than 
of globulin I. This result is in agreement with H e w i t t 's results, 
in that solubility and carbohydrate content vary parallely. Our 
figures are on the whole higher than those reported by 
H e w i t t , possibly owing to differences in the methods applied 
for determination of the carbohydrates ( H e w i t t used a colo-
r imetr ic method, whilst we applied B i e r r y and R a t h e r y's 
reduction method) . No very significant differences between 
immune and non- immune serum proteins were found. 

B i n d i n g b y t h e f r a c t i o n s p r e c i p i t a t e d a f t e r r e m o v a l o f t h e f i r s t 
3 g l o b u l i n s f r o m s e r u m . 

The yields of globulins obtained by Vs and % saturat ion 
with ammonium sulphate, af ter removal of globulins I, II, and 
III f rom serum, differed very widely, as did also their solu-
bility, as to render it impossible to draw any conclusions as to 
their amylose binding capacity. 

D i s c u s s i o n . 

The globulin fract ions obtained differed in solubility, in 
carbohydrate content, and in carbohydrate binding power. These 
fract ions do not probably represent chemical uni ts pre-existent 
in the sera, and are complex products, the na ture of which 
depends on the mode of securing them. 

Fract ionation performed in this way does not represent 
an at tempt at the establishment of any part icular scheme of 
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classification of proteins, based on the characteristic proper ty 
of binding carbohydrates, since such a classification would, 
similarly to all those previously proposed, be based on one 
property only, entirely inadequate for the characterisat ion of 
serum proteins, as certain type of uni ts of invariable propert ies . 
The object of the present research was to demonstrate tha t one 
of the properties of serum protein is that of binding carbo-
hydrates, and that this property may in certain c i rcumstances 
be of importance for physiology and pathology. 

The present paper, together with those cited in the introduc-
tion, show clearly that the (present division of serum globulins 
into eu- and pseudo-globulin fract ions is unsubstant ia ted, and 
that each of these fract ions consists of a number of s u b t r a c -
tions, having the most diverse properties. 

An ever-increasing number of authors now hold the view 
that fract ions of the type of eu- and pseudo-globulin do not 
exist at all. The attempted preparat ion of a ,,pure pro te in" is 
an anachronism, leading methodically to the production 
of ar tefacts not encountered within the organism. Taking 
as an example serum protein, we can envisage on the 
one hand the possibility of prepar ing a large number of f ract ions 
differ ing in their properties, and in the readiness with which 
these properties undergo change, and on the other hand in the 
readiness with which they enter into combination with non-
proteins, leading to the format ion of complexes of a mosaic 
type, and of very diversified properties ( P r z y l ^ c k i and 
his school). The modern conception of the na ture of serum 
proteins corresponds most closely with that of S o r e n s e n, 
who postulated the existence of polypeptide chains bound 
together in micelles, possessing considerable plasticity and 
possibility of exchange of individual components. The Upsala 
school is of similar opinion, P e d e r s e n supposing that the 
larger protein molecules consist of smaller units interconnected 
by carbohydrates, phosphatids, nucleic acids, etc. Certain que-
stions are still debatable, such as the size of these smaller units, 
the way in which they are bound together, the labileness of 
individual combinations both with other proteins and with 
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non-proteins, and the elucidation of their role. In accordance 
with this conception the different polypeptide chains may have 
different properties, and hence carbohydrate binding capacities. 
Hence the isolation f rom serum of a protein fraction charac-
terised by its greater or smaller aff ini ty for carbohydrate may 
depend on the predominance of a peptide chain having a strong 
carbohydrate binding capacity. 

A second problem studied in the present research was that 
of the possibility of modification of serum globulin not only 
in the direction of binding of specific antigen (diphtheria toxin) . 
We were able to demonstrate that this is actually the case — 
immune serum globulin has a greater aff ini ty for carbohydrate 
than has ordinary serum globulin, this applying part icular to 
the fraction precipitating at low pH. We may on this basis 
assert that binding of antigen is not the only feature distin-
guishing these two types of protein; parallel with this is the 
rise in af f in i ty to carbohydrates. W e were not successful in 
establishing any relationship connecting these two propert ies: 
the toxin did not prevent binding of carbohydrate. A certain 
analogy exists, however, between these processes, inasmuch as 
ordinary serum proteins possess an aff ini ty not only for car-
bohydrates, but also for toxin, of which they are able to neutra-
lize small amounts . Both of these funct ions are enhanced in 
immune serum proteins, that of binding toxin to an incomparably 
greater extent. 

S u m m a r y . 

1°. Globulin fractions differing in their aff ini ty for carbo-
hydrates and in their carbohydrate content may be isolated 
f rom serum by dialysis, acidification, and electro-dialysis. 

2°. The aff ini ty for carbohydrates is greater in immune 
than in ordinary serum proteins. 

3°. The question of the existence of eu- and pseudo-
globulin fractions in serum is discussed. 
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