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Nel mentre i controlli eliminano il 50 %, dell’acqua som-
ministrata fra i 60 e 1 90 min, i ratti iniettati sottocute
con l'estratto corrispondente a 0,1 g (1), 0,2 g (2), 1 g (3),
3 g (4), 5 g (5) di tessuto salivare eliminano questo 509,
solo dopo 90-130 min (1), 120-200 min (2), 200-360 min
(3), 300-450 min (4), oltre 500 min (5).

In nessun caso l'effetto antidiuretico fu seguito da
poliuria secondaria, almeno nel periodo di tempo, 4-9
ore, per cui & stata protratta I'osservazione.

2.° 11 principio antidiuretico & stato finora riscontrato
solo nelle ghiandole salivari posteriori. Estratti acetonici
di intestino, epatopancreas, rene, branchia, testicolo e
muscolatura di Octopus vulgaris si sono infatti dimostrati
privi di qualsiasi azione sulla diuresi, almeno fino a dosi
corrispondenti a 1-2 g di tessuto fresco.

L’azione antidiuretica degli estratti salivari non ¢ im-
putabile al loro contenuto in sali. Persiste infatti in-
variata dopo precipitazione della massima parte di questi
sali a mezzo di alcool 95°. T sali precipitati non hanno,
d’altro canto, alcuna azione sulla diuresi neanche a dosi
relativamente elevate (10-50 mg/100 g), corrispondenti
a quelle contenute nell’estratto di almeno 1,5-7 g di tes-
suto salivare fresco.

3.° Gli estratti di ghiandola salivare posteriore di Octo-
pus macropus hanno costantemente spiegato, al posto
dell’azione antidinretica, una evidente e pronta azione
diuretica che forma oggetto di ulteriori nostre ricerche.

4.° 11 principio antidiuretico salivare presenta una no-
tevolissima termostabilitd, non solo in ambiente neutro
ma anche in ambiente fortemente acido o alcalino. Dopo
trattamento per 1 ora a 100° con NaOH n o con HCln
I’attivita antidiuretica permane infatti praticamente in-
variata. In qualche esperienza si & persino avuta l'im-
pressione di un leggero aumento di attivita.

Il principio antidiuretico sembra resistere al tratta-
mento a caldo con iodato di potassio in ambiente lieve-
mente acido (in seguito a questo trattamento gli estratti
assumono, per la presenza della sostanza enteraminosi-
mile, un intenso color violaceo, poi violaceo bruno). Esso
¢ totalmente adsorbito da carbone animale a qualsiasi py,.

5.° Dal principio antidiuretico dell'ipofisi posteriore
quello salivare si distingue gia fin d’ora per la sua termo-
stabilitd, per la sua azione pill protratta e per la man-
canza di una poliuria secondaria, facile invece a rilevarsi
dopo somministrazione di elevate dosi di preparati ipo-
fisari.
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Curve di eliminazione wrinaria dell’acqua in gruppi di ratti idratati
con somministrazione di acqua per bocca (5 ¢m®/100 g) e per via
sottocutanea (1 em®/100 g).

CO = Controllo (ratti iniettati con acqua distillata).

IP = Rattiiniettati con estratto ipofisario posteriore Upjohn (0,2
e 1 UI).

OCT = Ratti iniettati con estratto acetonico di ghiandola salivare

posteriore di Octopus vulgaris corrispondente n 0,2, 1 ¢ b g
di tessuto fresco.
Tuttii valori si intendono per 100 g di ratto.
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Prendendo come misura dell’attivita antidiuretica di
un preparato il ritardo, in confronto ai controlli, nell’eli-
minazione del 509; dell’acqua somministrata, possiamo
dire che l'estratto salivare corrispondente a 0,2-0,4 g di
tessuto fresco equivale a circa 1 UI di ipofisi posteriore.

6.° Il principio antidiuretico salivare € sicuramente di-
verso dall’acetilcolina e dalla colina, dalla murexinal,
dalla tiramina e dall’octopamina?, dalla moschatina3.

E probabile che esso sia diverso anche dalla sostanza
enteraminosimile?, ma sull’argomento necessitano an-
cora ulteriori, pilt decisive ricerche.

7.° Finora il principio antidiuretico salivare & stato
sperimentato clinicamente in due casi di diabete insi-
pido. In entrambi si ebbe, per dosi di estratto corrispon-
denti a 1,5-7 g di tessuto fresco iniettate intramuscoli,
una evidente riduzione della poliuria (da 7-8 1 quotidiani
a 4-3) e della polidipsia. In paragone con gli estratti di
ipofisi posteriore I'azione degli estratti salivari si & rive-
lata anche nell’'uomo diabetico, come gid nell’animale
normale, notevolmente piit duratura.

I la prima volta che nel campo degli Invertebrati viene
segnalata la presenza di un principio antidiuretico. Ed
¢ interessante rilevare come gquesto principio sia localiz-
zato in quelle ghiandole salivari posteriori che, in base
alle pit ricerche di uno di noi (ERSPAMER), vanno sempre
pitt acquistando la fisionomia di un vero e proprio magaz-
zino di sostanze attive, alcune delle quali verosimilmente
di tipo ormonico. V. ErRsPAMER e L. PEROSA

Istituto di Farmacologia dell’Universita di Bari, il 1
settembre 1948,

Summary

Acetone and alcohol extracts of the posterior salivary
glands of Octopus vulgaris, Eledone moschata and Eledone
Aldrovandi contain a principle which strongly reduces
the diuresis in hydrated rats.

The antidiuretic principle is absent in all other Octopus
tissues as well as in the salivary glands of Ocfopus
macropus.

It shows a high termostability and is strongly adsorbed
by animal charcoal at any reaction.

The salivary antidiuretic substance is not identical
with the posterior pituitary principle nor with the other
active substances found in the salivary glands of Octo-
poda.

The injection of salivary extracts satisfactorily re-
duces polyuria and polydipsia in human diabetes in-
sipidus.

1 v, ErspaMER, Exper. 4, 226 (1948).
2 V. ERsPAMER, Acta pharmacol. 4, in stampa {1948)
3 V. ErsPAMER, Exper. 5, in stampa (1919).

Darstellung doppelbrechender Lipoidtropfen
aus dem Serum

Nachdem bei der Lipoidnephrose und andern Nieren-
krankheiten die Hypercholesterindmie als wichtiges Sym-
ptom erkannt wurde, brachte man die Lipoidurie, d.h.
das Auftreten doppelbrechender Substanzen im Urin
damit in Verbindung und suchte den Durchtritt durch
die Niere zu erkliren. Dafl die Tropfen als solche die
Niere, d.h. den Glomerulus passieren koénnen, schien von
vorneherein wenig wahrscheinlich. Man dachte deshalb
eher an einen Durchtritt durch die Glomeruli in anderer
Form, gelost oder in Verbindung mit Eiweiflen als sog.
Lipoproteine. Durch Riickresorption in die Tubulusepi-
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. . Blutcholesterin Lipoide im Lipoide im Alkoholither-
Patient Diagnose . Atherextrakt extrakt
Gesamt Ester
1 Normal . . . . . . . . oo oo 204 153 keine massenhaft
11 Kardiosklerose, Thrombophlebitis, In-
farktpneumonie . . . . . . . . ., 371 283 keine massenhaft
III Cholelithiasis e e e e e e 384 322 keine massenhaft
v Kardiosklerose, Bronchiektasien, Ver-
dacht auf Amyloidose RN 385 300 keine massenhaft
v Diabetes, Glomerulosklerose mit Hyper-
tension . . . . . .. . .. .., 333 277 keine massenhaft
V1 Diabetes mellitus. 285 219 keine massenhaft
ViI Arteriosklerose. e e e e 322 294 keine massenhaft
VIII Chronische Nephritis mit nephrotischem 247 196 keine massenhaft
Einschlag . . . . . . . e 312 280 keine massenhaft

thelien wiirden diese mit Fetttropfen iiberladen, es tri-
ten die doppelbrechenden Tropfen darin aus und die Zel-
len gingen zugrunde, wodurch die Tropfen in den Urin
gelangten. Diese Aunffassung vertrat vor allem RaNDE-
RATH! aunf Grund der Versuche von GERARD und CoRr-
DIER? wie auch von Havemann?, die bei Salamandern
in den offenen Nephronen eine Riickresorption der in
das Coelom injizierten Fettstoffe sahen. BING und Srta-
rUP? kamen aus Clearanceversuchen zum gleichen
Schluf}, ebenso GRross®, AMBARD® und OERTEL? mehr
auf Grund klinischer Auffassungen.

Auch ein Durchtreten im tubuldren Bereich der Niere
kommt aber durchaus in Frage, wobei durch das Zu-
grundegehen der Epithelien diese Fettstoffe im Proto-
plasma in Tropfenform auftreten, ohne daf3 die Lipoide
durch die Glomeruli hindurchgetreten und vom Lumen
der Kanilchen her in die Tubulusepithelien riickresor-
biert worden sind. Diese Auffassung der Pathogenese der
Lipoidurie teilten wvor allem Muxk, BENATT und
FLOCKENHAUSS, weiter auch HAEN und WoLFF?, BiURr-
GER!?, GAALY und ScHALLY!Z,

Unter Lipoidurie verstehen wir hier in dieser Arbeit
das Auftreten von doppelbrechenden Substanzen im
Urin. Die Ausscheidung solcher geht wahrscheinlich mit
der chemischen Cholesterin- und Phosphatidurie nicht
parallel.

Weder in normalem noch in Blut von Kranken mit
einer Lipoidnephrose konnten bisher mikroskopisch dop-
pelbrechende Lipoidtropfen nachgewiesen werden. Auch
bei stark milchig getriibten Seren ist das nicht der Fall,
und es findet auch kein Aufrahmen statt (VorLHarD!3),

1 E. RanvperATH, Klin. Wechr. 20, 281, 305 (1941).

2 P. GErARD, C.r. Soc. biol. Paris 70, 998 (1911). — P, GERARD
und R. Corbigr, C.r. Soc. biol. Paris 115, 199 (1934); Arch. int.
Med. exp. §, 225 (1933).

3 HAVEMANN, cit. nach RANDERATH.

4 1. Bing, Studies on Proteinuria (Diss., Copenhagen 1936), -
J. Binc und V. Srarup, Acta med. Scand. 86, 12 (1935).

5 0. Gross, Dtsch. Arch. klin. Med. 133, 9 (1920); Verh, Disch.
Ges. inn. Med. 33, 348 (1921).

§ L. AMBARD, Arch. Mal. Reins 10, 545 (1936); ref. Zentr. Bl. inn.
Med. 93, 192 (1938).

7 E. OerTEL, Dtsch. Arch. klin. Med. 185, 357 (1940).

8 F. Munk, Pathologie und Klinik der Nierenkrankheiten (Berlin
1918}, — F. Munk, A. Benart und M. FLockeNHAUS, Klin. Wschr,
£, 883 (1925).

9 A. Hann und E. Worrr, Z. klin. Med. 92, 393 (1921).

10 M. BURGER, Erg. inn. Med. 34, 583 (1928).

11 A. M. GaArv, Z. ges. exp. Med. 71, 690 (1930).

12 A, Q. ScuaLLy, Erg. inn. Med. 50, 480 (1936).

18 ¥ VoLuARD, Brightsche Nierenkrankheit (Berlin 1914).

Die Annahme einer bloflen Emulgierung des Fettes im
Serum ist wenig wahrscheinlich, weshalb man eher an
eine Veranderung der gesamten kolloidalen Struktur
glaubte, was durch die verdnderten BluteiweiBwerte und
andere Befunde gestiitzt wird. WriL! und BERNERT?
nahmen Verdnderungen der Serumglobuline an, aber
wahrscheinlich betrifft es nicht nur diese Fraktion der
Serumeiweille.

Die Lipoproteine, d.h. Verbindungen physikalischer
oder chemischer Natur zwischen Eiweillen einerseits und
Fett, Cholesterin oder Phosphatiden andererseits sind
schon lange bekannt. Die Fette wie auch das Cholesterin
und zum Teil die Phosphatide lassen sich ja in einer
wilrigen Losung, wie es das Serum darstellt, nicht lésen
und wir miissen deshalb annehmen, daB alle diese Sub-
stanzen irgendwie gebunden im Blutserum vorhanden
sind. Diese Bindung besteht hauptsichlich an Eiweille.
Durch die Atherextraktion wird nur ein Teil dieser Li-
poide aus ihren Bindungen mit dem Eiweill abgespalten.
Es handelt sich hier offenbar um lockere Bindungen,
wihrend die festeren dieser Atherextraktion widerstehen.
Um eine vollige Extraktion zu errcichen, muf3 das Serum
mit einer Mischung von Ather und Alkohol 1:3 behan-
delt werden. Dabei werden offenbar alle Verbindungen
zwischen Fett und Eiwcill gelost und das Eiweill selbst
wird gefillt.

Zuerst wurde dic Frage, ob solche doppelbrechende
Lipoide, wie sie im Urin vorkommen, aus dem Blute dar-
stellbar seien, angegangen. Wir bedienten uns dabei fol-
gender Methodik:

Normales oder pathologisches Serum wurde mit einem Uberschuld
von Ather wiihrend einer Stundc in der Schiittelmaschine extrahiert.
Dann wurde der iiberstehende Ather dekantiert und cingedampft,
wobei fast zuletzt etwa 2-3 Tropfen destillierten Wassers beigegeben
wurden, damit sich die im Ather gelésten Fette und Lipoide nach
Abdampfen des Athers in Tropfenform im Wasser emulgieren. Von
den gleichen Sera wurde in_einem Para]lel\./_ersuch cine Menge von
3-5 cm® mit einem groBen Uberschuf von Atheralkohol unter Auf-
kochen nach der Methode von BLoor? extrahiert, filtriert, und dieser
Alkoholdther wiederum unter Zugabe von einigen Tropfen Wasser
auf die gleiche Weise eingedampft wie der Atherextrakt. Der Riick-
stand, der in einigen Tropfen Wasser alle extrahierten Fettstoffe in
Tropfenform enthielt, wurde mikroskopisch auf doppelbrechende Li-
poide untersucht.

Daraus ergibt sich, daB bei normalen wie bei pathologi-
schen Seren durch Alkoholdtherextraktion sich stets dop-
pelbrechende Lipoidtropfen darstellen lassen, jedoch

1 F. WEIL, Miinchner med. Wschr. §9, 2096 (1912).

2 R. BERNERT, Arch. exp. Path. Pharm. 49, 32 (1903).

3 'W. R. Broor, Biochemistry of the fatty acids and their compound,
the lipids (New York, 1943).
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nicht mit der Atherextraktion allein. Wir schlieBen also
daraus, daB bei der Atherextraktion wohl Fette aus dem
Serum abgespalten werden, jedoch keine mit Doppel-
brechung, und daf die doppelbrechenden Substanzen
fester an Eiweifl gebunden sind und erst durch eine v6l-
lige Denaturierung des Eiweifles durch Alkohol abge-
spalten werden.

Es hat sich bei andern Versuchen ergeben, daB sich die
doppelbrechenden Tropfen nur dann gut darstellen las-
sen, wenn sie aus Alkoholither, nicht aber aus Ather
allein durch Abdampfen ausgefillt werden, Wenn man
sicher lipoidhaltiges Material in Ather auflést und diesen
Ather wieder abdampit, so erbalten wir keine oder nur
wenige doppelbrechende Tropfen, wohl aber sehr viele
Tropfen, wenn sie aus Alkohol (oder aus Atheralkohol,
wobei der Ather zuerst abdampft) ausgefillt werden.

Der vorangehende Versuch wurde deshalb nochmals
kontrolliert, indem zum Atherextrakt nach Trennen vom
Serum noch Alkohol beigegeben wurde. Das negative Re-
sultat dnderte sich indessen aber nicht.

Zur Veranschaulichung der letzteren Beobachtung er-
wahnen wir folgenden Versuch:

Etwa 100 em?® Serum wurden mit 500 cm® Atheralkohol unter
Aufkochen ausgezogen und filtriert:

1. Von diesem Extrakt A wurden 100 cm® nach der iiblichen
Weise eingedampft und mikroskopisch untersucht: massenhaft Li-
poidtropfen.

2. Weitere 100 cm® des Extraktes A wurden eingedampft, dann
mit heilem Petroldther zur Abtrennung der Salze und des Zuckers
ausgezogen und wiederum mit einigen Tropfen Wasser aus dem
Petrolather eingedampit: ganz vereinzelt Lipoide. Wurde jedoch die-
ses untersuchte Material nochmals in Atheralkohol geldst und wieder
eingedampft: massenhaft Lipoidtropfen sichtbar.

3. 100 cm® von A wurden véllig eingedampft, mit Chloroform aus-
gezogen und die Lipoide aus dem Chioroform gefillt: einzelne Lipoid-
tropfen, Wurde aber der Extrakt wieder in Atheralkohol gelést und
eingedampft: massenhaft Lipoide.

4. 100 cm® von A eingedampft, mit Petrolither ausgezogen, auf
elwa 6 cm® eingeengt und zur Fillung der Phosphatide 14 em®
Aceton und 6 Tropfen Magnesiumchlorid zugesetzt, zentrifugiert und
die iiberstehende Flissigkeit, dié die Neutralfette und das Cholesterin
enthilt, eingedampft: keine Lipoide. Wieder in Atheralkohol gelst
und nochmals eingedampft: massenhaft Lipoidtropfen.

5. Nach dem Zentrifugieren bei der Zubereitung des vorigen Ex-
traktes {4) blieb ein Satz zuriick {Phosphatide}, der nun mit feuch-
tem Ather gelést und wieder eingedampft wird: keine Lipoidtropfen.
Auch nach Lésung in Athteralkohol und nochmaligem Eindampfen
negativ.

Wir sehen aus diesen Versuchen, daBl sich doppelbre-
chende Substanzen also ¢n vitro nur bei der Ausfillung
aus Atheralkohol oder Alkohol nachweisen lassen, nicht
aber oder nur spirlich bei der Ausfdllung aus Petrol-
dther, Chloroform, Aceton oder Ather. Zugleich erken-
nen wir, daB uberall dort doppelbrechende Substanzen
nachweisbar waren, wo die Cholesterinfraktion noch ent-
halten war. Die Phosphatide allein zeigten keine Doppel-
brechung. Dieses Resultat unserer Untersuchungen deckt
sich mit demjenigen von Kawamural, Bei den doppel-
brechenden Substanzen handelt es sich in erster Linie

um Cholesterinester. R. CAVELTI

Medizinische Klinik der Universitit Bern, den 8. Juni

1948,
Summary

{1) Doubly refracting lipoid droplets can be demon-
strated in normal and pathological sera by means of
alcohol ether extraction. This is not possible with ether
extraction alone.

(2) These lipoid droplets can be demonstrated only,
or almost only, when they are precipitated out of alcohol
or ether alcohol.

1 R, KawaMmuURa, Die Cholesterinesterverfettung { Jena 1911).
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Darstellbarkeit doppelbrechender Lipoidtropfen
aus dem Urin und pathogenetische Auffassungen
der Lipoidurie

In der ersten Mitteilung wurde festgestellt, daB sich

aus normalen wie aus pathologischen Seren mittels der
Alkoholdtherextraktion immer doppelbrechende Lipoid-
tropfen nachweisen lassen. Nun interessiert uns die
Frage, ob sich aus dem Urineiwei3 auch solche Tropfen
darstellen lassen.
. Zu diesem Zwecke wurden eiweiBhalitige Urine einerseits mit
Ather, andererseits mit Alkoholather mit der gleichen Methodik wie
beim Serum extrahiert. Da die Konzentration des EiweiBes irn Urin
fast immer wesentlich geringer ist als im Serum, muBte bedeutend
mehr Urin angesetzt werden: pro Versuch 100 bis 400 em®. Das Ein-
dampfen der groBen Mengen bei der Alkoholitherextraktion geschah
im Wasserbad unter Vakuum. Da die groflen Salzmengen bei der
mikroskopischen Untersuchung stark stdrend wirkten, wurde bei den
meisten Versuchen bei der Alkoholdtherextraktion die Fettfraktion
durch Ausziehen mit heiflem Petrolither von den Salz.f‘:n getrennt,
der Petrolither eingedampft und die Fette wieder in Atheralkohol
gelost. Bei der Extraktion mit Ather allein wurde nach Abtrennen
vom Serum Alkohol hinzugegeben (Tab. I).

Teilweise wurde auch eine andere Methodik angewendet: Aus gro-
Ben Mengen Urin (800 cm®) wurde zuerst das UrineiweiB entweder mit
Essigsiure und Kochen, mit Esbach-Reagens oder auch mit Natrium-
wolframat und Schwefelsidure gefillt. Dieses Eiweill wurde durch Zen-
trifugieren von der Fliissigkeit getrennt und beide fiir sich mit der
vorangehenden Methode untersucht (Tab. IT).

Bei den Patienten VIII und X1 wurden bei der gewbhnlichen Sedi-
mentuntersuchung mit den Nicoleschen Prismen mehrmals Lipoid-
tropfen nachgewiesen. Es handelt sich dabei also um eine klinisch
nachweisbare Lipoidurie.

Wir sehen aus diesen Versuchen, dal} auch bei teil-
weise sehr groBer UrineiweiBausscheidung keine oder nur
ganz vereinzelte Lipoidtropfen nachzuweisen waren.
Wenn wir die groBe Urinmenge, die wir zur Extraktion
verwendeten, in Beriicksichtigung ziehen, so sind diese
vereinzelten Tropfen im Konzentrat in quantitativer
Hinsicht zu vernachldssigen. Zum Beispiel hat es in einer
Urinmenge von 800 cm? bei 5%/, Eiweillgehalt 4 g Ei-
weill, wobei keine oder nur ganz vereinzelte Tropfen im
Extrakt gefunden werden konnten, wihrend in 3 cm?
Serum bei 7% Eiweiflgehalt nur 0,21 g Eiweif} enthalten
sind, wir aber im Extrakt das ganze Gesichtsfeld mit
doppelbrechenden Tropien vollig iibersit haben.

Das Auftreten von einzelnen doppelbrechenden Sub-
stanzen bei der Extraktion erkldrt sich wohl am einfach-
sten dadurch, daf3 diese Cholesterinester aus den Lipo-
proteinen der Leukozyten und Epithelien, die in diesen
pathologischen Urinen in verschieden grofer Menge stets
vorhanden waren, stammen. Weiter ist zu beriicksich-
tigen, daB diese vereinzelten Tropfen sich fast nur bei
der Patientin VIII fanden, die schon klinisch eine Lipoid-
urie zeigte.

Man kann iibrigens, um die obenerwidhnte Herkunft
aus dem zelligen Material zu belegen, bei der Extraktion
von Organen, die von ausgebluteten Tieren stammen,
leicht beweisen, daB das Gewebe und wahrscheinlich
jede Kdorperzelle solche doppelbrechende Lipoide am ehe-
sten in der Form der Lipoproteine besitzt. Um sichtbar
zu werden, miissen die Lipoide nur vom EiweiB irgend-
wie getrennt werden.

Wir haben eine Atheralkoholextraktion an gesunder
Kaninchenleber, -niere und -milz nach Zerreiben mit
Sand durchgefiihrt und erhielten dabei aus allen Or-
ganen ganz massenhaft doppelbrechende Tropfen. Wir
glauben also, daf} bei dem durch die Glomeruli durchge-
tretenen Eiwei sich offenbar keine Lipoproteine befin-
den, die als Fettanteil Lipoide von doppelbrechendem
Charakter tragen. Wenn tatsichlich solche Lipoproteine
durchtreten und von den Tubuli wieder aufgenommen



