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sont des plaques de verre de 18 X 3 cm, ou des lames porte-
objet; les quantités de gélose coulées sur chaque lame sont
respectivement de 9 ml et 3,5 ml. Le sérum ou tout autre
échantillon est déposé directement sur la surface de la gé-
lose A l'aide d’une micropipette graduée, & extrémité
coudée et A pointe fine et rodée {Figure 1). La longeur du
trait de dépdt est de 5 & 8 mm. Il est possible de répartir
de fagon homogéne 1 4 20 pl del’échantillon, en ayant soin
de laisser absorber progressivement le lignide. Dans le cas
du sérum humain utilisé comme antigéne, les quantités
déposées sont généralement de 6 ypl pour les lames de
18 x 3 et de 3 pl pour les lames porte-objet. La migration
électrophorétique s’effectue dans une enceinte & atmo-
sphére humide et réfrigérée, selon un dispositif analogue a
ceux classiquement décrits. Aprés développement des arcs

STUDIORUM PROGRESSUS

Der Einfluss der experimentellen Leberschidi-
gung auf Gesamtfett und ungesittigte Fett-
séuren in Serum und Leber

Uber die Bedeutung der ungesittigten Fettsduren bei
der Prophylaxe und Therapie der Atherosklerose ist in
den letzten Jahren sehr viel verdifentlicht worden. Die
Zahl der Arbeiten, in denen, sei es auf experimentellem,
sei es auf klinischem Gebiet eine Herabsetzung des Blut-
cholesteringehaltes und der Neutralfette durch exogene
Zufuhr von Fettsduren mit zwei oder mehreren Doppel-
bindungen behauptet wurde, iiberwiegt bei weitem die-
jenige, in denen eine solche Wirkung bezweifelt oder gar
bestritten wird. In dieser Sitnation scheint es besonders
wichtig, auf die grossen Liicken hinzuweisen, cie heute
noch in unseren Kenntnissen iiber Stoffwechsel und Wir-
kungsmechanismus dieser Verbindungen bestehen. Weder
ist eindeutig festgelegt, wo der Ort der Sittigung bzw.
Entsittigung der Fettsiuren im Organismus zu suchen
ist — die Leber als das zentrale Stoffwechselorgan mit den
meisten Fermenten gilt als wahrscheinlichster Sitz dieser
biochemischen Prozesse — noch ist gekldrt, welche Rolle
der Grad der Entséttigung der Fettsiuren im Stoffwechsel
spielt,

Es ist bekannt, dass die einfach ungesittigte Olsdure
vom Organismus synthetisiert werden kann und dass die
zweifach ungesittigte Linolsdure, auch als essentielle
Fettsaure bezeichnet, nicht im intermedidren Stoff-
wechsel gebildet wird, sondern mit der Nahrung zuge-
fiithrt werden muss. Auch ist fiir die vierfach ungesittigte
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de précipitation, les plaques de gel sont lavées, déssé-
chées4, puis colorées selon la méthode d’UrieL’.

Résultats. La méthode d’application directe est utili-
sable pour l'étude immunoélectrophorétique de nom-
breuses variétés de protéines. Elle peut se préter, par
exemple, & la séparation des Immunoglobulines (24,
B2M et y Globulines). La Figure 2 reproduit deux immu-
noélectrophoréses. [Plaque 18 x 3, tampon Michaelis di-
Iué, immunsérum équin antisérum humain normal N° 223
(Serpasteur), coloration par l'azocarmin.] — En bas:
sérum provenant d’un sujet normal (ligne de la 22A, bien
distincte de celle des p globulines). — En haut: sérum d’'un
malade présentant une macroglobulinémie {double cour-
bure de la f2M, ligne de la §2A peu visible)10,

Summary. A method of immunoelectrophoresis by
direct application of the antigen on the surface of the gel
is described. By this mode of procedure, the layer of gel
presents no break. Consequently the electrophoretic mi-
gration and immunodiffusion are improved.

Pu. GouLLET

Laboratoive de la M.G.E.N., Service H. Kaufmann,
Institut prophylactique™, Paris (France),
le 27 septembre 1963.

10 Nous remercions vivement Mesdames J. CHAPELLIER et C. GarL-
LARD de leur collaboration.
11 38, rue d’Assas,

Arachidonsiure die endogene Bildungsmdoglichkeit aus
Linolsdure, nicht aber aus Olsiiure, erwiesen. Fiir die
Linolensdure, auch eine sogenannte essentielle Fettsdure
mit 3 Doppelbindungen, ist ungewiss, wie weit ihre Zu-
fuhr lebensnotwendig bzw. wie weit sie den anderen un-
gesittigten Verbindungen gleichwertig ist. Das gleiche
gilt fiir die hohen ungesittigten Siduren mit 5 und mehr
Doppelbindungen.

Im folgenden soll {iber Experimente berichtet werden,
in denen das Verhalten der zwei- bis vierfach ungesit-
tigten Fettsiuren, quantitativ bezogen auf das Gesamt-
fett, nach experimenteller Leberschédigung untersucht
worden ist. Dabei interessierte einerseits der Eifekt der
Leberschidigung selbst anf den Fettstoffwechsel, der
durch Erfassung der Totalfette, des Cholesterins, und der
Linol-, Linolen- und Arachidonsdure verfolgt wurde.
Andererseits erwarteten wir, aus der parallelen Bestim-
mung dieser Stoffwechselgréssen im Serum und in der
Leber Anhaltspunkte iber die Herkunft der im Blut krei-
senden Fettsubstanzen zu gewinnen. Auch schien es auf-
schlussreich, die Beziehungen zwischen Grad der Ent-
sattigung der Fettsfuren und Schidigung ihres mutmass-
lichen Herkunftortes zu verschiedenen Zeitpunkten zu
studieren. Schliesslich haben wir durch gleichsinnige
Untersuchungen bei Tieren, die vor 2 Monaten einer
akuten Leberschidigung ausgesetzt waren, die Spatiolgen
dieser Vergiftung auf den Fettstoffwechsel gepriift.

Als Lebergift wurde von uns Tetrachlorkohlenstoff ver-
wendet. Der Angriffspunkt dieser fiir experimentelle
Leberschadigung oft benutzten Substanz, die je nach Do-
sierung von reversiblen Zellverinderungen bis zu ausge-
dehnten Nekrosen fithren kann, wurde frither in den Mito-
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chondrien gesehen, bei denen es zu einer priméren Struk-
turschadigung komme. Neuere Enzymuntersuchungen
haben jedoch ergeben, dass die erste Schiidigung einer
CCl,-vergifteten Leberzelle in einem Verlust cytoplasma-
tischer Enzyme besteht, und dass die Mitochondrienzer-
stbrung erst ein Spiteffekt ist, der der fettigen Degene-
ration nicht vorausgeht!. Mit einer geeigneten Dosis von
CCl, gelingt es sehr regelmissig, nicht-letale Leberschidi-
gungen zu erzeugen, die sich bei der zentralen Rolle dieses
Organs fiir alle Umsetzungen auch in Verdnderungen des
Fettstoffwechsels auswirken miissen.

Versuchsanovdnung und Methodik. Wir verwendeten fiir
die vorliegenden Versuche weisse, weibliche Laborato-
riumsratten im Gewicht zwischen 140 und 180g. Fiirdie 10
Versuche, in denen nur das Serum untersucht wurde,
kamen insgesamt 240 Tiere zur Anwendung. Die Tiere
erhielten 1mal 0,2 ccm/100 g Tier einer Paraffinldsung
von CCl, (15:100) intraperitoneal. Zu den Zeitpunkten 0,
6,12, 24, 48 und 72h wurden je 4 Tiere getttet, das Blut
gepoolt und im Serum folgende Bestimmungen vorgenom-
men: Gesamtfette gravimetrisch nach BrLoor et al.?, 2-
4fach ungesittigte Fettsduren spektrophotometrisch nach
Hers und RiEMENSCHNEIDER? in der Modifikation von
ScHRADE et al. 4, Cholesterin nach Scamipr-THoME et al.®
(dieses wurde nur im Serum bestimmt). Fiir die 3 Ver-
suche, in denen die genamnten Substanzen parallel in
Serum und Leber bestimmt wurden, bentitzten wir Grup-
pen von je 60 Tieren. Diese Versuche wurden mit gros-
serer Tierzahl angesetzt, weil die Lebereinzelwerte pro Tier
ausserordentliche Schwankungen aniwiesen. Um jahres-
zeitliche Einfliisse auszugleichen, wurden die Versuche
iiber das ganze Jahr verteilt.

Zwecks Erfassung moglicher Spitwirkungen der CCly-
Vergiftung auf den Fettstoffwechsel wurden schliesslich
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in 3 Versuchen an je 10 Tieren im Serum und in der Leber
wiederum die Gesamtfette, die 3 Polyensduren und im
Serum auch das Cholesterin bestimmt. Verglichen wurden
hierbei die Werte vor und 2 Monate nach der CCl,-
Vergiftung.

Versuchsergebnisse. Betrachtet man die in Figur 1 zu-
sammengefassten Durchschnittswerte fiir die Serumbe-
stimmungen bei 10 Versuchen, so ergibt sich hinsichtlich
der Gesamtfette nach einem initialen Absinken in den
ersten 6 h eine kriftige Vermehrung des Serumfettes mit
einem Maximum bei 24 h. Auch nach 72 h liegen die Werte
noch erheblich iiber dem Ausgangsniveaun. Der anfingliche
Abfall des Pettgehaltes im Serum ist nicht eine zufillige
Folge der Durchschnittsberechnung, sondern eine regel-
missige Beobachtung in allen Versuchen gewesen.

Unter den 3 untersuchten Polyenfettsduren ldsst sich
fiir die Linolsdure eine missiggradige Vermehrung mit
einem Maximum nach 48 h feststellen. Die Schwan-
kungen der Linolensiurewerte sind innerhalb der Be-
obachtungszeiten nur geringfiigig. Eindeutig ist aber das
kontinuierliche Absinken der Arachidonséure im Gefolge

1 K. R. Rees, Ciba Foundation Symposium: Engymes and Drugs
Action (1961), p. 344,
2 W, R, BLoor, K. F, PELkax und P. M, ArLreN, J. biol, Chem. 52,

201 (1922).

8 &, F. Hers und R. W. RIEMENSCHNEIDER, Analyt. Chem, 25, 953
(1958).

4 W, ScuraDE, R. BiecLEr und C. Orr, Klin. Wschr. 34, 1242
(1956).

& J. Scumipt-THomE und H. AucustiN, Z. physiol. Chem, 275, 190
(1942).
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der CCl,-Vergiftung zu Versuchsbeginn mit einem Mini-
mum bei 24 h und langsamem Wiederanstieg zum Aus-
gangswert nach 72 h (P = < 0,001).

In Figur 2 sind die Werte fiir die Gesamtfette und die
Polyenfettsduren der 3 Versuche zusammengestellt, in
denen Parallelbestimmungen in Serum und Leber ausge-
fithrt wurden. Aus der kurvenmdssigen Darstellung wird
klar ersichtlich, dass fiir alle untersuchten Stoffwechsel-
griéssen ein weitgehender Parallelismus besteht, Die abso-
luten Fettmengen in der Leber betragen pro Gewichts-
einheit rund das 10-fache der Serumwerte. Die Linol-
sdurewerte haben im Serum und in der Leber ein ver-
schieden hohes Niveau -~ die Leberwerte liegen deutlich
hoher. Sie zeigen im Ablauf der CCl;-Vergiftung gering-
fiigige, meist gleichsinnige Schwankungen. Die leichte
Linolsdurevermehrung mit Maximum nach 48 h, die fiir
die vorigen Versuche beschrieben wurde, ist in den vor-
liegenden 3 Versuchen nur angedeutet. Die Linolensdure
zeigt wiederum nur unbedeutende Verschiebungen und
zwar identisch in Leber und Serum. Ubereinstimmend
verlanfen schliesslich auch die Kurven fiir Leber- und
Serum-Arachidonsidure mit deutlich parallelen Tiefwerten
bei 12 bis 24 h und nachfolgendem Wiederanstieg zum
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Anfangsniveau. Der anfingliche Abfall der Arachidon-
sdurewerte ist fiir das Serum (P = > 0,025) bzw. fir
die Leber (P = < 0,001) hoch signifikant.

Wir haben in den wiedergegebenen Kurven die Werte
fiir die Polyenfettsduren in Prozenten des Gesamtiettes
angegeben. Diese Darstellung haben wir gewdhlt, weil
unter Zugrundelegen der berechneten Absolutwerte in mg
flir die Polyensduren die Verschiebungen der einzelnen
Gréssen weniger anschaulich zum Ausdruck kommen. In
den Tabellen I und I1I, die das gesamte Zahlenmaterial der
10 Serumversuche und der 3 kombinierten Serum-Leber-
versuche mit der Streuung wiedergeben, sind die Absolut-
werte jeweils in Klammern gesetzt. In Tabelle I sind aus-
serdem die Cholesterinwerte angegeben, die bis zur 24,
Stunde leicht ansteigen und dann langsam wieder ab-
sinken.

Um von moglichen Spétfolgen der CCl-Vergiftung im
Fettstoffwechsel ein Bild zu erhalten, haben wir in 3 ge-
trennten Versuchen wiederum Gesamtfett und die 3
Polyenfettsiuren parallel in Serum und Leber bestimmt.
Die Tiere wurden nach Uberstehen der akuten Vergiftung
2 Monate lang auf Normalkost gehalten. Sie liessen dus-
serlich keine Schidigungszeichen erkennen, ihre Gewichts-

Tabelle I. Durchschnitiswerte von 10 Versuchen im Serum
Gesamifette in mg%, ; Polyensduren in %, der Gesamtfette und in Absolutwerten (mg) mit Angabe der Streuung

Zeit Gesamtiette Linolsdure Linolensdure Arachidonsiure Cholesterin
mg% % mg % mg % mg mg%
0 442,5 (38,0} 6,67 (-£0,8) 28,7 (42,87) 2,96 ({4-0,4) 13,1 (1,8 5,54 (0,4} 24,1 {4+ 1,8) 55,1 (+£2,2)
[} 336,0 (4 18,8) 7,23 (40,8} 24,0 (2,0 2,97 (£ 0,3) 9,8,{+0,9) 545 (40,3} 18,8(- 1,8} 55,1 {+1,7)
12 512,0 (++31,2) 6,60 (- 0,5) 82,8 (-+1,3) 2,62 {+0,3) 12,9{+0,9) 4,34 {4 0,3) 21,7 {4 1,6} 60,8 {+ 3,6)
24 605,1 {-+ 61,0) 6,92 (+0,2) 42,1 (4:6,1) 2,08 (+0,3) 17,0(4+1,9) 4,25 (+0,4) 262 (+1,9) 64,4 (43,3}
48 546,3 (- 39,1) 7,62 (+0,6) 40,1 (1-2,6) 3,24 (£0,5) 17,0 (+2,3) 4,60 (4 0,4) 24,9 (41,9 62,0 (4+4,1)
72 566,0 (- 38,0) 7,30 (++0,8) 40,7 (+2,5) 3,25 (+0,5) 17,7 (4 1,8) 5,39 (+0,3) 32,7 (41,0 59,4 (+7,7)

Tabelle II. CCl,-Vergiftung bei Ratten. Untersuchung nach 2 Monaten. Durchschnittswerte fiir Serum (A) und Leber (B). Anfangsgewicht
180-200 g; Endgewicht 290-310 g

(A) Gesamtfette in mg%, ; Polyensduren in %, der Gesamtfette

Gesamtfette Linolsiure Linolensiure Arachidonsiure
mg % % % %

Kontrolle 385 7,8 2,6 5,3

Versuch I 300 6,7 7,3 3,1

Versuch II 376 2,0 8,3 8,1

Versuch 111 831 8,7 8,3 2.9

Gesamtfette in % des Lebergewichts und in Absolutwerten (mg); Polyensiuren in % der Gesamtfette und in Absolutwerten {mg)

(B}

Gesamtfette Linolsiure Linolensdure Arachidonsiure

% mg Y% mg % mg % mg
Kontrolle 2,7 318 18,1 42,6 4,9 15,3 7,8 28,2
Versuch I 3,8(4+0,4) 361 (4-41,5) 10,5 (4-0,9) 38,3 (4 5,8) 9,8 (+0,5) 35,9 (4 5,4) 5,3 (+0,4) 18,4 (4 1,4)
Versuch IT 3,1 (40,2) 312 (4 20,4) 11,5 (4-0,9) 35,5 (+2,2) 7,6 (4 0,5) 21,8 (4 2,6) 5,7 (4+0,6) 17,6 (4-1,2)
Versuch 111 2,8 (40,2) 245 (4 21,5) 13,1 (+0,8) 32,1 (+3,5) 6,9 (£0,4) 16,9 (4 1,6) 5,4 (40,2) 15,8 (41,7
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nichts Gesichertes aussagen. Es ist immerhin sehr auf-
fallig, dass der Leberschidigung eine Verminderung der
hoch ungeséttigten Arachidonsiure parallel geht. In
diesem Zusammenhang interessiert das Ergebnis von
Fiitterungsversuchén bei Ratten, die 3% Cholesterin, 1%
‘Cholséure und 309, Rahm, ein Fett mit vorwiegend ge-
sittigten Fettsiuren, in ihrer Kost erhielten. Nach
zweimonatiger Beobachtungszeit haben wir bei unver-
dnderten Linol- und Linolensiurewerten ebenfalls einen
sehr betréichtlichen Riickgang des Arachidonsiuregehaltes
im Serum festgestellt — 5,6mg% vor und 1,8 mg% im
Durchschnitt wack der Rahmperiode. Von Beobachtungen
am Menschen sei nur die Arbeit von NoTHMAN und
PRrROGER® angefiihrt, die nach Zufuhr von Arachidonsiure
eine wesentlich stirkere und in kleineren Dosen wirksame
Senkung der Serumlipoide gefunden haben als nach
Linol- und Linolensdure. Wir méchten aber die Schluss-
folgerung, dass den hochungesittigten Olen in der Prophy-
laxe und Therapie der Atherosklerose der Vorzug zu geben
sei, solange offen lassen, bis die postulierte Steigerung der
Fettumsetzungen ~ Senkung der Lipoide und Neutralfette
im Blut - durch die ungesittigten Fettsiuren in Ab-
hidngigkeit von ihrem S#ttigungsgrad experimentell und
klinisch eindeutig erwiesen ist?.

Zur kristallmorphologischen Eiwelsstestung
von Samen

Als Testmethode fiir Eiweisubstanzen ist die Pfeiffer-
sche Kupfer-II-chlorid-Kristallisation?! von der diagnosti-
schen Blutuntersuchung her bekannt (SeELawry? dort
weitere Literatur). Bei missigem Aufwand ist das Ver-
fahren fiir eine grosse Probenzahl geeignet. Das vorhan-
dene Erfahrungsgut beweist, dass die Reproduzierbarkeit
bei normierter Technik gut ist. NEuHAUS®¢ nimmt an,
dass sich die Methode «vom kristallographischen Blick-
punkt fiir den Versuch einer systematischen, kristall-
morphologischen Eiweisstestung empfiehlts. Inwiefern
diese Amsicht von biologischer Seite bestitogt werden
kann, lisst sich beurteilen, wenn einige wohl definierte
Objekte vielseitig durchuntersucht sind.

Es wird hier fiber 3818 Serien mit mehr als 22800
Einzelplatten berichtet, die Untersuchungen aus den
Jahren 1957-62 entstammen. Wir verwendeten Samen
und Samenteile einer Reihe von Leguminosen und Gra-
mineen, aus denen nach vorhergehender Zerkleinerung
wissrige Extrakte hergestellt wurden. Im iibrigen wurde
die in der Literatur beschriebene Versuchsanstellung bei-
behalten®8,

Die Krlstalllsatlonsplatten wurden nach morphologi-
schen Merkmalen vergleichend ausgewertet. Bekanntlich
zeigt ein normales Kristallisationsbild Kristallnadelziige,
die von einem oder einigen wenigen Keimpunkten aus-
gehend, mit wechselnder Textur, Nadelung, Kriimmung,
Verzweigungswinkel usw. zum Rande der Platte hin ver-
strahlen. Man unterscheidet daher fiir die Auswertung
zwischen Keim-'oder Zentralzone, Mittel- und Randzone,
mit ihren jeweils charakteristischen Eigenschaften. Fiir
die einzelnen Objekte besteht ein optimales Verhiltnis
von Menge an Zusatz (0,02 g}: Menge an Kupferchlorid
{0,2 g) je Platte, das erforderlichenfalls im Vorversuch
ermittelt wird,

Ergebnisse. (1) Leguminosen- und Gramineen-Typen:
Samen von Leguminosen (Bohne, Phaseolus vulgaris L.;
Erbse, Pisum sativum L.,; Esparsette, Onobrychis vitiae-

ExperienTiA XX/1

Summary. In experiments on rats with CCl,-induced
liver damage the total lipids and the di- to tetra-enoic
fatty acids were estimated. The acute experiment of 72 h
duration showed a strong augmentation of total lipids
and a transitory diminution of arachidonic acid in serum
and liver which two months after the intoxication still
persisted together with a marked rise in linolenic acid.
The parallelism of changes of saturation of the fatty
acids in serum and liver being statistically significant
indicates that the process of desaturation is most probably
localized in the liver itself.

8. MARKEES

Medizinische Polikitnik Basel (Schweiz),
25. September 1963.

§ M., M. Norumax und S. ProGeR, Fed. Proc. 19, 221 (1960).

7 Die Untersuchungen wurden durch ein Forschungsstipendium der
Ciba ermdglicht. Die Cholesterinbestimmungen wurden in den
Ciba-Laboratorien (Prof. ScHurLeRr, Dr. ALBrRrCHT) ausgefithrt.
Frl. M. Scur.ucuTer bin ich fiir die sorgfiitigen librigen Bestim-
mungen zu grésstem Dank verpflichtet.

Gehalt der Extrakte in mg je g Ausgangssubstanz, Mahlung: 2 min
Schwingmiihle, Substanz: Wasser =110, 2 mal Filtration

Trockensubstanz N % N in der
Saatgut mg mg Trockensubstanz
Weizen 45,5 1,66 8.6
Hafer 55,7 1,76 3,2
Gerste 69,6 1,67 2,3
Erbsen 124,2 6,27 5,0
Bohnen 176,9 6,70 3,8
Keimlings- mg Trocken- mgNjeg % Nin der
reihe substanzje  Einwaage Trocken-
g Einwaage substanz
5 h Quellung Embryo 57,8 2,62 4,6
Cotyledonen 69,6 1,77 2,5
nach 4 Tagen Keimling 49,7 2,62 5,3
Cotyledonen 62,8 2,83 4,5
nach 8 Tagen Keimling 42,9 2,83 6,6
Cotyledonen 54,5 2,85 5,2

1 Kupfer-II-Chlorid wird im Text als CuCl, abgekiirzt.

2 A, Serawry und O. SErawry, Kupferchlorid-Krisiallisation in
Naturwissenschaft und Medizin (Gustav-Fischer-Verlag, Stuttgart
1957).

% A, NEUHAUS, in SELAWRY, Kupferchlorid-Kristallisation in Natur-
wissenschaft und Medizin (1957).

4 A. Neunaus, Umschau 16, 486 (1960).

5 A, SeLAwry, Hippokrates 31, 454 (1960).

8 A, SELAWRY, Newe Einblicke in die Samenketmung (Dornach 1961),



