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venousinjectionof100mg “Triton WR-1339""*** Electro-
phoresis was carried out in barbital buffer of pH 8-8 and
ionic strength 0-1 by the “Starch Block™ or ‘“‘Paper
Sandwich” techniques of Kunker and SraTeRrS. The
separation of the a-lipoproteins was better by the
“Starch Block” technigue since lipoproteins appear to
be adsorbed less on starch than on paper. With rat sera,
especially, good separations could not be obtained by
paper electrophoresis. 1 or 2 cm? of serum were used for
each experiment. Human serum albumin, when em-
ployed, was added to the barbital buffer to a concentra-
tion of 2-50 g%,. When albumin was present in the buffer
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the position of the albumins in the experimental serum
was marked by adding tracer amounts of I'3!-labelled
human serum albumin®, which was shown to be a satis-
factory marker for the animal albumins also. Electro-
phoretic separation was carried out for 24-38 h at room
temperature with a potential of 300 V and a current of
10 mA. The electropherograms were cut into 1 cm seg-
ments and protein was measured in saline eluates by the
Biuret reaction. Cholesterol was determined by the
methods of ZLaTKis? on aliquots of a Bloor extract.
Albumin-I3! was assayed with a scintillation counter
using a thallium-activated sodium iodide crystal, and
radiophosphorus was determined by Geiger counting of
a protein-free lipid extract.

Figures 1 to 3 show the results of typical experiments.
Our results differ from MAURER’s on two crucial points:
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We were able to demonstrate both «- and g-lipoprotein
peaks, but could not detect any albumin-induced shift
of either lipid phosphorus or cholesterol from the f-glo-
bulin to the albumin region of the electropherograms.

Several possible explanations of these differences can
be postulated. In our work much larger volumes of
serum were employed, and this tends to minimize ad-
sorption effects®. Lipoprotein denaturation appears
likely in MAURER’s experiments, judging from the
large amounts of lipid phosphorus remaining near the
origin and from diffuse distribution of the phospholipids
migrating in the absence of added albumin. We establish-
ed that albumin is capable of binding lipids by adding
the lipids from deproteinized human lipoproteins to rat
serum. Adding albumin to the buffer doubled the amount
of extraneous lipids which migrated in electrophoresis
with the rat proteins. ArmMsTRONG? has noted that partial
denaturation may increase the electrophoretic mobility
of human lipoproteins considerably, which may explain
the abnormally high electrophoretic mobility of “lipo-
proteins’ observed by Maurer! after the addition of
human «- and g-globulin. Denaturation also appears in-
dicated by the fact that MAURER was unable to demon-
strate two lipoprotein peaks in rabbit sera. The data
of LEwis!! show that at least a third of the total lip-
ids is carried as a §-lipoprotein in this species. We be-
lieve that under the conditions employed by MaURER
an almost complete denaturation of lipoproteins occurred,
and that the conclusions drawn by MAURER regarding the
nature of protein-lipid binding in serum lipoproteins are
therefore not sufficiently substantiated.

W. FrorsHEIM, B, DiMick, and
M. E. MorTtox

‘Radioisotope Service, Vetevans Administration Hospital,
Long Beach, California, and Department of Physiological
Chemistry, University of California Medical School, Los
Amngeles 24, California, June 4, 1956.

Zusammenfassung

Im Gegensatz zu MAURERS Angaben konnte keine
Wirkung des dem Puffer zugegebenen Serum-Albumins
auf die elektrophoretische Wanderung von Serumphos-
pholipiden und Cholesterin im menschlichen und tieri-
schen Serum festgestellt werden. MaureErs Befunde
scheinen auf einer durch Adsorptionseffekte bewirkten
Verdnderung der Lipoproteine zu beruhen.
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Hypertension expérimentale et protéines sériques

Différents groupes d’auteurs (Boucnwnutr, FROMENT
et GrAsSET!, PAGE et CorRCcORAN?, RaascHoUS, LoYKEY)
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ont observés que les patients atteints de cirrhose hépa-
tique ne souffraient que trés rarement d’hypertension
essentielle. Si la cirrhose guérit et que les protéines
sériques se normalisent (exprimées par le quotient 4/G),
une hypertension essentielle peut alors se manifester.
Par contre la cirrhose n’influerait pas I'hypertension
néphrogeéne.

Les travaux de HANDLER et BERNHEIM® ont montré
gu'un rat rendu hypertendu par ischémie rénale rede-
venait normotendu s’il était soumis & un régime sans
choline,.

On sait que Vischémie rénale aigué produit une hyper-
tension par le mécanisme suivant: La rénine libérée par
Pischémie rénale aigué active 'hypertensinogéne fournie
par la fraction globulinique «, et donne naissance & Vhy-
pertensine. Ce mécanisme nevaut que pour ’hypertension
aigué. Par nos essais nous avons voulu voir si une modi-
fication de la fraction o, jouait un rdle d’une part dans
la genése de 'hypertension, et d’autre part dans la nor-
malisation de la tension artérielle par un régime sans
choline.

Essais. Groupe A. Sur 15 rats méles blancs de 200 &
220 g on procéde a I'ablation d’un rein. On entoure 'autre
rein d’une capsule en matiére plastique. On contréle ré-
gulidrement la tension de ces rats (méthode plethysmo-
graphique). Chez les animaux ainsi opérés on constate
bient6t une hypertension qui reste constante,

La tension étant demeurée constante pendant 4 &4 6
semaines, ces rats regoivent alors un régime sans choline.
La tension s’abaisse régulié¢rement et nos résultats cor-
roborent ceux de HanpLER et BErNHEIMS, Lorsque la
tension demeure définitivement basse (resp. normale)
nous sacrifions ces animaux. Nous étudions la réparti-
tion des protéines sériques par 1’électrophorése sur papier.

Groupe B. 10 rats méales de 200 & 220 g ont été opérés
de la méme fagon que ceux du groupe 4. Lorsque I’hyper-
tension demeure fixe, nous tuons ces animaux et étudions
la répartition des protéines sériques par I’électrophorése
sur papier.

Groupe C. Etude de la répartition des protéines séri-
ques (électrophorése sur papier) de 7 rats normaux.

Résultats (Tableaux I, IT1 et I1I). Nous avons comparé
statistiquement les résultats des 3 groupes A, B et C,
afin de savoir s’il y a une différence significative dans la
répartition des protéines sériques {Tableau 1V).

Discussion. On constate entre les groupes 4/C et B/C
une modification significative de la fraction «, Par
contre, il n'y a aucun écart significatif entre les globu-
lines «, des groupes 4 et B. Quant aux autres fractions
protéiniques des différents groupes, elles ne présentent
pas de variations significatives.

Si nous comparons les résultats enregistrés au cours
de ces essais avec ceux qui nous sont fournis par la
clinique, nous voyons que les patients porteurs de 1é-
sions rénales demeurent hypertendus malgré leur cir-
those, et qu'un retour des protéines sériques & la nor-
male peut, chez un cirrhotique, s’accompagner d’hyper-
tension essentielle.

Or les rats du groupe 4 sont hypertendus (lésions ré-
nalesj. Soumis & un régime sans choline, ils redeviennent
normotendus. La répartition des globulines «, ne différe
pourtant pas de celle des rats hypertendus (les autres
fractions sont également statistiquement semblables).

La comparaison entre les fractions «, des séries B et C
aurait pu nous faire croire que 'augmentation des globu-
lines «, jouait un role déterminant dans la genése de

3 F.BerNHEIM et Pu. HANDLER, Amer. J. Physiol. 162, 875 (1950).
§ Pu. HanpLer et F. BERNHEIM, Amer. ]. Physiol. 162, 368 {1950},
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I'hypertension, et qu’elles activaient un autre systéme
presseur. L'étude de ces globulines «, des rats du groupe
4 ne nous a pas permis de confirmer cette hypothése. Il
aurait fallu enregistrer dans ce groupe une diminution
de cette fraction u,, ce qui n'est pas le cas.

Tableau I. A. Capsule périrénale 4 régime sans choline

Albu-
mine | * %2 s s AlG
36,0 13,0} 10,0} 2831} 127 0,50
2581 189} 16,5} 2231 16,5} 0,30
19,21 30,6 16,3 | 24,2 971 0,22
36,81 10,2 13,2 253 | 14,5} 0,50
2501 160} 2481 21,2 13,0} 0,30
334 84 13,2 21,6 | 234 ] 0,50
42,0 | 159 96| 220 10,5 | 0,70
moyenne arith. x]31,17 /16,14 | 14,80 |23,56 |14,33 | 0,431
dispersion s* 64,59 153,66 126,72 139,36 121,25 | 0,37
écart standard s 8,03 7,321 5,16 ] 6,56 { 4,61 | 0,61
Tableaw 11. B. Capsule périrénale
Albu-
mine % o2 B L 4[G
38,8 15,1 11,2 23,0 11,9 0,63
26,2 120,9 (12,1 234 (174 0,36
32,3 10,3 13,5 |[26,3 17,6 0,48
35,0 15,2 10,3 |252 |14,3 0,54
29,0 (23,0 (12,7 |254 9,7 0,41
35,8 16,1 98 (21,8 16,5 0,35
35,0 |14,2 9,8 1242 |17,5 0,54
29,5 (18,6 8,2 30,4 [13,3 0,42
moyenne arith. ¥{32,7 16,7 (10,95 (24,9 [14,7 0,48
dispersion s* 17,65 118,57 | 3,08 | 8,69 10,08 | 0,015
écart standards | 4,20 | 4,83 | 1,75 | 2,94 | 3,17 | 0,12
Tableau 111, C. Rats normaux
Albu-
mine % %2 B Ls AlG
38,9 9,6 7,2 26,6 17,7 0,64
44,6 7.9 6,6 (26,8 14,1 0,81
35,0 (14,5 7,5 1226 (204 0,54
36,8 16,0 92 (21,9 (16,1 0,58
30,6 10,0 8,2 (32,8 [18,4 0,44
294 1238 (10,0 (24,7 12,1 0,42
40,5 |17,1 7,9 (21,6 (12,9 0,68
moyenne arith. ¥}36,54 {14,12 | 8,09 |25,29 {1596 | 0,59
dispersion s* 29,27 130,53 | 1,34 {15,38 | 9,35 | 0,016
écart standards | 5,41} 5,52 1,15} 3,92 3,51 | 0,13

Des auteurs? ont démontré expérimentalement qu’il y
avait dans 'hypertension un hyperaldostéronisme chro-
nique. Nous savons que les stéroides sont liées aux albu-

7 J. Gengst, Science 123, 503 (1956).
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Tableaw IV
Signification de la différence entre les moyennes des 3 groupes
Albumine o o B Y Y
A|B t = 0,326 t =0,13 t =1,36 t = 0,371 t = 0,128 t = 0,153
n=13 P <08 P <09 P 0,2 P <09 P <09 P <09
A[C t = 1,037 t = 0,408 t =2,371 t = 0,462 t = 0,550 t = 0,151
n=12 P <04 P <07 P < 0,05 P < 0,7 P < 0,6 P <09
B/C t =1,85 t =0,713 t = 2,647 t =0,151 t = 0,552 t =1,22
n =13 P <01 P <05 P < 0,05 P <09 P <06 P <03

mines sériques®. Il pourrait'y avoir un trouble de la liai-
son protéines/aldostérone lorsque la répartition des pro-
téines est altérée.

Peut-étre pourrait-on expliquer l’action de ’ACTH
qui, injectée A des rats néphrectomisés, provoque une
hausse transitoire de la tension artérielle (HANDLER et
BEeErNHEIM®), par une décharge passagére d’aldostérone.
Nous constaterons que seules les globulines «, sont modi-
fiées dans nos essais et qu’en particulier le quotient 4/G
est inchangé dans les 3 groupes. En conclusion, nous
pouvons dire que, si chez le rat hypertendu la fraction «,
s'éléve de fagon significative, le retour 4 la normale par
régime sans choline ne s’accompagne pas d’'une diminu-
tion de la fraction «, mais que celle-ci demeure pratique-
ment la méme que chez les rats hypertendus.

C. Jacor et H. Staus
Clinique médicale universitairve, Bdle, le Ter juin 1956.

Summary

The authors investigated the distribution of serum
proteins, especially the «, fraction, in rats with artifi-
cially induced hypertension (4), in similar rats made
normotone by choline-free diet (B), and in a control
group {C). A rise in the «, fraction of group 4 and B was
found, without a significant change of the other serum
proteins.

8 K. E1s-NEs, J. A. ScueLiman, R, Lumry ct L. SamuEeLs, J.
biol. Chem. 206, 411 (1954).

Differenzierungsmethode metachromatischer
Zellen nach ihrem S#uregrad

Bei histochemischen Untersuchungen der Gewebs-
mastzellen, die zusammen mit LENNERT und BoRSTELL
durchgefiihrt wurden, erschien es verlockend, die pH-
Abhingigkeit der metachromatischen Fiarbbarkeit quan-
titativ zu erforschen. Dazu wurde folgende Methode ent-
wickelt.

Das zu untersuchende Gewebe — in unserem Falle
Knochenmark - wird nach Paraffineinbettung 4 p dick
geschnitten, sorgfiltig entparaffiniert und in Aqua dest.
gebracht. (An Stelle von Schnitten lassen sich auch Aus-
striche verwenden.)

Anschliessend firben wir den Schnitt unter gleich-
missigem Schwenken 5 min in einer 0,1%,igen, wisseri-
gen, gepufferten Toluidinblaulésung und differenzieren
ihn 5 min in gepuffertem Aqua destillata der gleichen

Wasserstoffionenkonzentration. Das pH der Farb-
lésung und der Spiilflissigkeit soll so niedrig sein, dass
sich eben einige metachromatische Zellen anfirben. Bei
dem Fall der Mastzellen des Knochenmarkes geniigt cin
pH von 2,62, Als Puffer eignet sich am besten das
Veronalnatrium-Azetat-Gemisch von MICHAELISs.

Zum Entwdissern wird der Schnitt 2 min in 969%,igem
Athanol und 2 min in einmal gewechseltem Isopropyl-
alkohol hin und her geschwenkt. Nach dem Isopropyl-
alkohol trocknen wir ihn zwischen Fliesspapier ab und
decken ihn in reines Zedernholzél ein.

Das jetzt untersuchungsfertige Priparat wird unter
dem Mikroskop mit einem Kreuztisch auf eine giinstige
Stelle eingestellt. In einem durch den Kreuztisch genau
definierten Bezirk werden bei starker Vergrosserung alle
Zellen mit metachromatischen Granula ausgezihlt,

Danach entfernen wir das Deckglas — durch das nicht-
erhiartende Zederndl bleibt das Priparat unbeschidigt -
und wiederholen den Farbevorgang bei einem pH einer
hoheren Stufe. Anschliessend zdhlen wir wieder die
gleiche Stelle bei der gleichen Vergrosserung aus. Diese
Prozedur wird mit stufenweise zu erhohendem pH so oft
wiederholt, bis die Zahl metachromatisch tingierter
Zellen einen Hochstwert erreicht. Er soll 200 Zellen nicht
unterschreiten, um die Fehlerbreite moglichst klein zu
halten. Der erzielte Hochstwert wird gleich 1009, ge-
setzt. Die bei den niedrigeren pH gewonnenen Zahlen
rechnet man in Prozentzahlen um und tridgt sie mit den
ihnen zugehdrigen pH-Werten in ein Koordinatensystem
ein.

Vor dem Firbegang kénnen wir noch Reagenzien ein-
wirken lassen, die Beziehungen zur metachromatischen
Substanz haben, zum Beispiel Hyaluronidase, Ribo-
nuklease, Wasser, organische Losungsmittel usw. Das
Ergebnis kann dann unter Umstinden die Wirkungs-
weise der angewandten Losung erkldren.

In der Abbildung ist an Hand ciniger Beispiele dic
pH-abhdngige Farbbarkeit der Gewebsmastzellen des
menschlichen Knochenmarkes dargestellt. Es wurden
dazu Fille ausgewadhlit, die mit einer starken Mastzellen-
vermehrung einhergehen: 3 Kurven stammen von Kran-
ken mit Morbus Waldenstrém (zum Teil verdffentlicht
von LENNERT!) und eine Kurve von einer Mastzellen-
retikulose (LENNERT?Z).

Die Kurven I und II sind vollig gleich, obwohl sie von
2 verschiedenen Fillen von Morbus Waldenstrém stam-
men und unterschiedlich, ndmlich in Formol bzw. Blei-
azetat, fixiert sind. Die Kurve IIT ist von dem gleichen
Fall gewonnen, der in Kurve IT dargestellt ist, wurde
aber nach zweistiindiger Luronasebehandlung erzielt.
Man sieht, dass die sauren Mukopolysaccharide von der
Aziditdt der Hyaluronsiure nicht mehr firbbar, also

1 K. LENNERT, Frankf. Z, Pathol. 66, 201 (1955).
2 K. LennErtT, Europ. Hamatol. Kongress, Freiburg 1955,



