
1304 Speeialia EXPERIENTIA 26/12 

E 4 isozyme. The  l a m p r e y  m a y  differ  f rom o the r  f ish in 
possess ing on ly  the  A 4 i sozyme in t h e  adu l t  t issues ~. 

I t  is no t  possible,  f rom our  da ta ,  to  exclude  the  hypo-  
thes is  t h a t  t he  E gene is p re sen t  b u t  i ts  p r o d u c t  is un-  
de t ec t ab le  in  some fish. F u t u r e  work  shou ld  revea l  
w h e t h e r  t he  exis tence  of a r e t ina l  specific L D H  E 4 iso- 
zyme  is ind ica t ive  of a f u n d a m e n t a l  d i f ference in t he  

Primitive fish which lack a functional LDH E locus 

Scientific name Common name 

Class Agnatha 
Order Myxiniformes 
Family Myxinidae Myxine glutinosa 
Family Petromyzontidae Polistotrema stoutii 

Petromyzon marinus 

Class Chondrichthyes 
Order Squaliformes 
Family Heterodontidae 
Family Scyliorhinidae 
Family Careharhinidae 

Order Rajiformes 
Family Rajidae 
Family Myliobatidae 

Class Osteichthyes 
Subclass Crossopterygii 
Order Dipnoi 

Subclass Aetinopterygii 
Superorder Chondrosteii 
Order Acipenaeriformes 
Family Polyodontidae 
Superorder Holosteii 
Order Semionotiformes 
Family Lepisosteidae 
Order Amiiformes 
Family Amiidae 

Heterodontus ]rancisci 
Cephaloscyllium uter 
Mustelus canis 
Trial~is semifasciata 

Ra]a eglanteria 
Myliobatis ]reminvillei 

Protopterus annectens 
Lepidosiren paradoxa 

Atlantic hagfish 
Pacific hagfish 
Sea lamprey 

Horn shark 
Swell shark 
Smooth dogfish 
Leopard shark 

Clearnose skate 
Bullnose ray 

African lungfish 
South American 
lungfish 

Polyodon spathula Paddlefish 

L@isos~eus pZatostomu.s Shortnose gar 

A mia calva Bowfin 

v i sua l  m e t a b o l i s m  be tween  te leosts  and  o the r  ve r te -  
bra tes .  

D u r i n g  t he  mid-Triass ic ,  t he  te leosts  b e g a n  to  success- 
ful ly compe t e  w i t h  t he  fresh w a t e r  hotos teans ,  and  t h e n  
u n d e r w e n t  a d a p t i v e  r a d i a t i o n  in b o t h  f resh w a t e r  and  
m a r i n e  e n v i r o n m e n t s  a2. The  E gene m a y  h a v e  ar isen in 
te leosts  p r io r  to  th i s  d ivers i f i ca t ion  t h r o u g h  a dup l ica t ion  
of t he  B geneS-7. Because  t he  fossil  record  is incomple te ,  
t he re  is some d i s a g r e e m e n t  a b o u t  t he  phy logene t i c  
a r r a n g e m e n t  of te leos t  orders  and  w h e t h e r  t h e y  arose 
m o n o p h y l e t i c a l l y  33, 3, or po lyphy le t i ca l l y  ~5. Never the less ,  
t he  orders  Cypr in i formes ,  Anguil l i formes,  and  some Clu- 
pe i fo rm famil ies  are  r ega rded  as p r i m i t i v e  te leos ts  33,~*. 
The  absence  of t h e  L D H  E~ isozyme in species of these  
orders  m a y  be  due to t he i r  be ing  in a n  evo lu t iona ry  l ine 
which  n e v e r  possessed t he  E locus. Al t e rna t ive ly ,  these  
orders  m a y  h a v e  lost  the  E gene func t i on  wh ich  t h e y  
once possessed. 

Th i s  p r e sen t  s t u d y  also suggests  t h a t  t he  use of iso- 
zymes  as genet ic  m a r k e r s  is a powerfu l  p rocedure  for t he  
i nves t i ga t i on  of e v o l u t i o n a r y  re l a t ionsh ips  36. 

Rdsumd. U n  t ro is i~me locus g6n6t ique  ind ique  Ia pre-  
sence d ' u n  u n i q u e  i sozyme de d6shydrog6nase  l ac t ique  
ne f o n c t i o n n a n t  que dans  les t i ssus  n e u r a u x  des T6160s- 
t6ens,  s u r t o u t  d a n s  la  r6 t ine  neurale .  L a  fonc t ion  de g~ne 
ne  se man i f e s t e  pas  d a n s  les ordres  de  poissons  pr imi t i fs .  
Ces r6su l ta t s  sugg~rent  n n e  diff6rence de m6 tabo l i sme  
r6 t in ien  en t re  les T6160st6ens et  les classes de poissons 
p lus  pr imi t i fs .  
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( 3 b e r  d i e  S p e i c h e r u n g  v o n  L i p i d e n  d u r c h  K n a l l g a s b a k t e r i e n  

Dass  h6he re  O r g a n i s m e n  u n t e r  g i ins t igen  E r n ~ h r u n g s -  
b e d i n g u n g e n  Lipide,  in sbesondere  Tr iglycer ide ,  ffls 1Re- 
serves toffe  spe ichern  k6nnen ,  i s t  sei t  l a n g e m  b e k a n n t .  
Auch  B a k t e r i e n  v e r m 6 g e n  u n t e r  speziel len Ern/~hrungs-  
b e d i n g u n g e n  Reserves tof fe  zu b i lden  u n d  in t raze l lu l~r  
anzuh/~ufen. Viele B a k t e r i e n  a k k u m u l i e r e n  ein ungew6hn-  
l iches Lipid,  Po ly - f i -hydroxybu t t e r s / iu re  ( P H B S ) ;  es is t  
n u r  bei  P r o k a r y o n t e n  ge funden  worden.  Die Frage,  ob  
B a k t e r i e n  Tr ig lycer ide  oder  ande re  E s t e r  l a n g k e t t i g e r  
F e t t s ~ u r e n  als Speichers toffe  anh~Lufen k6nnen ,  is t  me i s t  
v e r n e i n t  worden.  Die F rage  n a c h  e iner  Spe iche rung  von  
E s t e r n  l angke t t i ge r  F e t t s ~ u r e n  d u r c h  B a k t e r i e n  is t  
a l lerdings  noch  n i c h t  s y s t e m a t i s c h  b e a r b e i t e t  worden.  
Zur  expe r imen te l l en  B e a n t w o r t u n g  dieser F rage  b i e t en  
sich K n a l l g a s b a k t e r i e n  an. 

K n a l l g a s b a k t e r i e n  k 6 n n e n  c h e m o l i t h o a u t o t r o p h  wach-  
sen, d h., sic v e r w e n d e n  die K n a l l g a s r e a k t i o n  ( O x y d a t i o n  
yon  m o l e k u l a r e m  Wassers to f f  d u t c h  m o l eku l a r en  Sauer-  
stoff) als Energ ieque l le  zur  Ass imi l a t ion  yon  CO~; sie 

k 6 n n e n  j edoch  auch  von  gee igne ten  o rgan i schen  Verb in -  
d u n g e n  h e t e r o t r o p h  leben,  z .B.  yon  dell u n t e r  g i ins t igen 
E r n ~ h r u n g s b e d i n g u u g e n  gespe icher ten  Stoffen.  D a  Knal l -  
ga sbak te r i en  aus  l e ich t  zug/ ingl ichem a n o r g a n i s c h e m  
Mate r i a l  organisches  Mate r i a l  a u f b a u e n  k 6 n n e n  u n d  weil  
sie eine gfinstige B i l anz  ihres  Gass toffwechsels  aufweisen,  
d i sku t i e r t  m a n  ihre  V e r w e n d u n g  in der  R a u m f a h r t -  
t e c h n i k  1. 

Die  v e r w e n d e t e n  B a k t e r i e n s t ~ m m e  H y d r o g e n o m o n a s  
H 16 u n d  S t a m m  l l / x  spe ichern  u n t e r  g i ins t igen Ern/~h- 

1 H. G. SCHLEGEL, Raketentech. RaumfForsch. 8, 65 (1964). - 
L. H. BONGERS, Aerospace Med. 35, 139 (1964). - L. H. BONGERS 
und B. KOK, Devs. ind. Microbiol. 5, 183 (1964). - J. F. FOSTER 
und J. H. LITCHFIELn, Biotech. Bioeng. 6, 441 (1964). - D. W. 
JENKINS, in Proc. 16th Int. Astronaut. Congr. (Gordon and 
Breach, NewYork 1966), Vol. 4, p. 229. - J. SHAPIRA und A. D. 
MANDEL, Nature, Loud. 217, 1061 (1968). 
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rungsbedingungen Poly-C/-hydroxybutters/~ure (PHBS):  
bzw. Kohlenhydrate (Polysaecharide) ~, die unter un- 
gtinstigen Ern~Lhrungsbedingungen oxydativ abgebaut 
werden. Hydrogenomonas H 16 ist ein gramnegatives, 
st/ibchenf6rmiges Bakterium und ist hinsichtlich seiner 
morphologischen, physiologischen und biochemischen 
Eigenschaften relativ gut untersucht worden 2. Stamm 
11/x ist erst kfirzlich isoliert worden und noch wenig 
erforscht; er ist als grampositives, sporenloses, beweg- 
liches Kurzst/ibchen beschrieben worden 4. 

Die Bakterienkulturen liess man unter reichlichem 
N/~hrstoffangebot und unter Begasung mit CO2, H~ und 
O 2 bis zum Ende der logarithmischen Phase wachsen. 
Dann teilte man den Ansatz in 3 Teile: ein Teil (I) wurde 
sofort der chemischen Analyse zugefiihrt, ein anderer 
Teil (II) wurde zun/~chst weiter mit CO 2 und Knallgas 
versorgt, um eine <~Speicherphase~> zu erhalten, und ein 
dritter Teil (III) wurde stark beliiftet, um einen oxyda- 
t iven Abbau der Reservestoffe zu erzwingen (,Ver- 
armungsphase ~>). 

Im folgenden wird der PHBS-Gehalt  mit  dem Gehalt 
an anderen Lipiden verglichen; diese werden der Ein- 
fachheit halber als Lipide schlechthin bezeichnet, die 
PHBS also als besondere Substanz nicht den Lipiden 
(im engeren Sinne) zugeordnet. Bei Stamm H 16 haben 
wir die Werte fiir den PHBS- und den Lipidgehalt auf 
die Bakterientrockenmasse abziiglich der jeweiligen 
PHBS- und Lipidmasse bezogen. W~hrend der Speicher- 
phase fanden wir eine Zunahme des PHBS-Gehaltes 
um das etwa 20fache, dann w~hrend der Verarmungs- 
phase eine Verminderung auf den etwa 50. Teil. Parallel 
mit der Deponierung von PHBS w~hrend der Speicher- 
phase war eine Zunahme des Totallipidgehaltes um das 
1,Sfache und in der Verarmungsphase ein Rtickgang auf 
den ursprfinglichen Wert festzustellen (Figur). 
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Bei Stamm l l / x  wurden die entsprechenden Werte 
auf den Proteingehalt bezogen. Man fand bei der Speiche- 
rung nebe n einer Zunahme des Kohlenhydratgehaltes auf 
das etwa 5fache eine Zunahme des Totallipidgehaltes auf 
das etwa 7fache. In  der Verarmungsphase erfolg~e wieder 
eine Abnahme des Totallipidgehaltes, die der Abnahme 
des Kohlenhydratgehaltes parallel ging. 

Die Art der Aufarbeitung brachte es mit sich, dass die 
Lipide zweizeitig extrahiert wurden, und zwar zun/~chst 
mit einem st/irker apolaren L6sungsmittel (Chloroform), 
anschliessend mit  einem polaren L6sungsmittel (•thanol- 
Di/ithyl/ither 3:1, V/V). Es ist klar, dass die zun/~chst 
mit Chloroform extrahierbaren Lipide lockerer an Zell- 
bestandteile gebunden sind (<docker gebundene Lipide~>) 
als die anschliessend mit ~thanol-&ther extrahierten 
Lipide (<~fest gebundene Lipide~>). In  beiden F~llen han- 
delt es sich dennoch um <~freie Lipide~> im Sinne der fiir 
Bakterienlipide geltenden Nomenklatur, da zur Extrak- 
tion keine hydrolysierenden Massnahmen angewendet 
worden sind. Ahnliche Extraktionsverfahren werden ge- 
gebraucht, um Einblicke in die funktionelle Bedeutung 
der Lipide in Erythrocytenmembranen zu erhalten 5. Es 
ist zu vermuten, dass die lest gebundenen Lipide kon- 
stante Membranbestandteile sind, w~hrend die locker 
gebundenen Lipide entweder nut  oberflS.chlich an mem- 
bran6se Zellbestandteile gebunden oder als echte Reserve- 
stoffe anzusprechen sind. Wit  fanden eine Zunahme beider 
Lipidfraktionen w~hrend der Speiciaerphase beider Bak- 
terienst~mme. Hierbei ist in Stamm 11/x die Zunahme 
der locker gebundenen Lipide besonders ausgepr/igt 
(Figur); d.h., das Verh/~ltnis der locker gebundenen zu 
dell lest gebundenen Lipiden bleibt bei der Speicherung 
in Stamm H 16 etwa konstant, n immt abet bei der 
Speicherung in Stamm 11/x um mehr als das Doppelte zu. 
In  der Verarmungsphase kommt es zu einem Riickgang 
aller Lipidwerte auf etwa die ursprtinglichen Verh~iltnisse. 
Der Anteil der Phosphatide an den beiden Lipidfraktionen 
und den Totallipiden /inderte sich w/~hrend der Speiche- 
rung und Verarmung in Stamm H 16 nicht, w~thrend sich 
in Stamm l l / x  eine relative Abnahme des Phosphatid- 
gehaltes der Totallipide bei Speicherung ergab. Letzterer 
Befund ist auf die st~trkere Vermehrung der locker ge- 
bundenen Lipide zurtickzuftihren, die einen wesentlich 
geringeren Phosphatidgehalt aufweisen als die fest 
gebundenen Lipide. Da man Phosphatide ausschliesslich 
als Membranbestandteile ansehen darf, ist dieser 13efund 
ein Hinweis darauf, dass bei Stature 11/x tats/ichlich 
eine Speicherung von Depot-Lipiden erfolgt, w/ihrend 
die geringere Lipidzunahme bei Stamm H 16 auf eine 
vorwiegende Vermehrung yon Membranlipiden himveist. 

Diese Auffassung wird durch folgende Untersuchungs- 
ergebnisse gestiitzt. Locker und lest gebundene Lipide 
wurden vereinigt und s~ulenchromatographisch in 2 
Fraktionen zerlegt, n~Lmlich in die der Neutrallipide und 
die der polaren Lipide, die vorwiegend aus Phosphatiden 
besteht. In  alien Wachstumsphasen yon Stamm H 16 
macht der Neutrallipidanteil nur 4-5% der Totallipide 
aus, w/ihrend in der logarithmischen und in der Speicher- 
phase yon Stamm l l / x  die Neutrallipide etwa 70% und 
in der Verarmungsphase etwa 30% der Totallipide aus- 

Gehalt an Lipiden (ausser PHBS) in verschiedenen Waehstums- 
phasen. I, Ende des logarithmisehen Waehstums; II, Speieherphase; 
I I I ,  Verarmungsphase. Sehraffiert: locker gebundene Lipide; nicht 
schraffiert: fest gebundene Lipide. Bei Stamm H 16 ist der Lipid- 
gehalt in Prozent der Bakterientroekenmasse nach Abzug der Massen 
von PHBS und von anderen Lipiden angegeben, bei Stamm 11/x 
in Prozent des Proteingehaltes. 

H. G. SCI-ILEGEL, Adv. eomp. Physiol. Bioehem. 2, 185 (1966). 
3 D. HERMANN, unverSffentlicht (1967). 
4 U. EBERHARDT, Arch. Mikrobiol. 55, 91 (1969). 
5 A. K. PARPART, J. Cell. eomp. Physioh 19, 248 (1942). - B. ROE- 

LOFSON, Thesis, Utrecht (1968). - J. SCHROFFEL, O. W. TmELE 
und J. KOCH, XI I th  Internatl.  Conf. Animal Blood Groups, 
Budapest, 1970. 
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machen. Die geringfiigige Vermehrung der Lipide in der 
Speicherphase von Stamm H 16 betrifft also alle Lipid- 
klassen ann~thernd gleichm/issig, zumal such bei der 
diinnschichtchromatographischen Auftrennung der Neu- 
trallipide und der polaren Lipide keine wesentlich ver- 
schiedenen Lipidmuster in den verschiedenen Wachstums- 
phasen zu finden waren. Wit  m~Schten daher annehmen, 
dass die Lipidvermehrung bei Stamm H 16 nicht auf 
einer echten Speicherung beruht, sondern auf einer Neu- 
bildung yon Membranlipiden. Eine solche Neubildung 
wird notwendig, da die bei Speicherung angeh~iufte 
PHBS in intrazellulS~ren, wahrscheilllich mit  Membranen 
umgebenen Grana deponiert wird. Bei Stamm H 16 
sind solche Granamembranen bisher zwar noch nicht 
gesichert worden, abet in anderen Bakterienarten (B. ce- 
reus und B. megaterium) wurden sic elektronenmikrosko- 
pisch nachgewiesen ~. Aus elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen an Stamm H 167 geht hervor, dass sich bei 
beginnender Speicherung die einzelnen PHBS-Grana 
vergr6ssern und erst bei fortschreitender Speicherung 
miteinander verschmelzen. Bei beginnender Speicherung 
diirften sich daher die Granamembranen vergr6ssern, 
wfihrend bei der sp~teren Verschmelzung der Grana keine 
weitere Vergr6sserung der Granamembranfl~che statt-  
findet. Diese Vorstellung steht im Einklang mit unseren 
Befunden; denn wir fanden zu Beginn der Speicherphase 
die grSsste Lipidzunahme, die um so geringer wird, ~e 
stiirker die PHBS-Speicherung zunimmt. 

Die betrttchtliche Lipidvermehrung bei Stamm 11/x 
bei gleichzeitiger Speicherung von Kohlenhydraten sehen 
wit als echte Speicherung yon Depot-Lipiden an. Denn 
die ill der Speicherphase angeh/tuften Lipide bestehen 
iiberwiegend aus Neutrallipiden und diese zu fiber 80% 
aus Triglyceriden. Die Triglyceridnatur dieser Haupt-  

komponente wurde durch ihre Verseifbarkeit, ihr diinn- 
schichtchromatographisehes und sgulenchromatographi- 
sches VerhalteI1 sowie durch die enzymatische Glycerin- 
bestimmung gesichert. Triglyceride sind im Bakterien- 
reich durchaus selten; mit  Sicherheit wurden sic bisher 
nur in Mycobakterien gefunden. 

Summary. The ability to accumulate lipids was investi- 
gated in two strains of hydrogen oxidizing bacteria 
(Hydrogenomonas H 16 and strain 11/x). Along with the 
deposition of poly-fi-hydroxybutyrate the amount of other 
lipids is shown to increase 1.8 times in strain H 16. I t  is 
suggested that  the increase of the latter lipids is due to 
the formation of membrane lipids that  are needed for 
the formation of membranes around the intracellular 
globules of poly-fl-hydroxybutyrate. In strain 11/x the 
amount  of iipids increases 7 times along with the storage 
of carbohydrates. In this case, the majority of lipids 
consists of triglycerides. I t  is suggested that  there is a 
true storage of neutral fat in strain l l / x .  
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Effect of a -Tocopherol  and Tocopheronolactone on 

The ethanol-induced fatty liver is inhibited by ~-toco- 
pherol and it is assumed that  this inhibition mechanism 
is probably developed by the antioxidant activity inherent 
in ~-tocopherol 1,2 Tocopheronolactone, a water-soluble 
active metabolite of ~-tocopherol, was found to increase 
the tissue ubiquinone level and to prevent the lipid 
peroxidation 3. Thus, tocopheronolactone may also modify 
the ethanol-induced fat ty liver. The present paper reports 
an a t tempt  to elucidate the effects of e-tocopherol and 
tocopheronolactone on the fat ty liver as well as the 
triglyceridemia after ethanol administration. 

Female Wistar strain rats with all average weight of 
200 g, kept on Clea MF rat diet, were used for the study. 
The animals were fasted for 8 h prior to receiving a single 
oral dose of ethanol (0.6 g/100 g of body weight as a 
50% solution). Control rats were given an equivalent 
amount of either saline or isocaloric glucose. 10 mg/100 g 
body weight of ~-tocopherol acetate and 6 mg/100 g body 
weight of equimolar tocopheronolactone (a synthetic 
product from the Eizai Co., Ltd., Tokyo, Japan) were 
dissolved in 0.1 ml of propyrene glycol and administered 
i.p. at 26, 12 and 2 h prior to the administration of 
ethanol. In this case, control rats received propylenglycol 
i.p. The animals were sacrificed 10 h after the ethanol 
administration. In the Triton experiments, the animals 
were treated in the same manner as described above, 
except that  e-tocopherol acetate dissolved in saline was 
administered i.m. 60 min before being sacrificed, the 
animals were given i.v. 50 mg/100 g body weight of 

Ethanol Induced Fatty Liver and Triglyceridemia 

Triton (Triton W R  1339, Winthrop Lab., NewYork). 
Triglycerides in liver and plasma were determined by 
the method of SARDESAI and 1V[ANNING 4. Serum lipo- 
proteins were separated using agarose gel electrophoresis 
according to the method of I~OBLE 5. Hepatic contents 
of NAD and NADH 2 were determined by the method of 
CIOTTI and KAI~LAN 6 

Following the administration of ethanol, as seen from 
Table I, liver triglyceride levels were significantly elevated 
(p < 0.01). I t  was =-tocopherol that  caused an inhibition 
of liver triglyceride accumulation as well as a hyper- 
triglyceridemia. Tocopheronolactone did not show such 
activities. To investigate the cause for the elevated levels 
of serum triglycerides, serum lipoprotein patters were 
observed by agarose gel electrophoresis. As shown in 
Figure 1, pre-~-lipoprotein and in a less degree chylo- 
micron became larger in the ethanol plus c~-tocophero] 
group. The results indicate that  the most part  of elevated 

1 N. R. DiLuz lo ,  Life Sci. 3, 113 (1964). 
N. R. DiLlJzlo,  Lab.  Invest .  15, 50 (1966). 

s j. GREEN, A. T. DIPLOCK, J. BUNYAN, E. E. EDWIN and D. 
McHALE, Nature, Lond. 190, 318 (1961). 

4 V. IV[. SARDESAI and J.  A. MANNING, Clin. Chem. ld, 156 (1958). 
5 R. P. NOBLE, J.  Lipid  Res. 9, 539 (1968). 

M. M. CIOTTI and  N. O. KAFLAN, in Methods in Emymology (Ed. 
S. P. COLOWlCK and N. O. KAPLAN; Academic Press, N e w Y o r k  
1957), vol. 3, p. 890. 


