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2 gr. de caryophyllhne ont 6tB coules peu It peu It Oo dans le melange de 1, l  gr. 
d‘acide sulfurique B 100 % et de 2 cm3 d’6ther. Le produit de la rbaction, trait6 par un 
courant de vapeur d’eau en milieu neutre, a livrB 0,35 gr. d’alcool caryophyllbnique p ,  qui, 
recristallis6 dans le mhthanol, puis dans l’6ther acBtique a F. 95-96O. Le rdsidu d’en- 
trabement, entrafn6 en pr6sence d’acide sulfurique, a donnd 0,2 gr. d’alcool caryophyll6- 
nique a, F. 117O l) aprAs recristallisations dans l’6ther de p6trole. 

Le produit presume renfermer du benzoate de benzyle (0,9 gr.) a BtB nit& selon 
Pfuu2); il a don& du m-nitrobenzoate de p-nitrobenzyle, F. 143-144O (essai de m6lange) 
aprb  cristallisations dans l’acide acbtiyue, puis dans l’alcool. 

RGSUMG. 
L’extrait obtenu en traitant les bourgeons floraux du giroflier par 

le benzkne ne renferme pas de caryophyllkne mais bien de 1’8poxy-di- 
hydrocaryophyllbe (Caryophyllenoxyd de Treibs), tandis que le 
tourteau lime, sous l’action de l’eau bouillante, une huile essentielle 
constitude en majeure partie de caryophyllbne. Ce dernier n’est donc 
pas un produit biologique. 

Laboratoires de Recherches de L. Givaudan & Gie, S.A., 
Vernier- Genbve. 

60. Die Aktivitat der Lipase und der Cholinesterase 
bei fettfreier Diat und bei E-Avitaminose. 

5. Mitteilung uber das Verhalten der essentiellen Fettsiiuren im Tierkorper3) 
von W. Hess und 6. VioMer. 

(24. I. 48.) 

In der vorangehenden Mitteilung wurde gezeigt, wie die Verabreichung von Sonnen- 
blumenol bei fettfrei erniihrten Ratten eine sehr ausgepragte Synthese von Fettsiiuren, 
vor allem von gesiittigten Fettsauren und von &lure, verursacht. Im Anschluss an diese 
Untersuchungen haben wir uns bemuht, einen Einblick in den Reaktionsmechanismus 
dieser Fettsynthese zu gewinnen. Dies wurde zunachst anhand von Lipasebestimmungen 
in der Leber von fettfrei ernahrten Ratten und von (auf Zuchtfutter gehaltenen) Kontroll- 
tieren zu erfassen versucht, ohne aber zu einem verwertbaren Resultat zu fuhren. Die 
Streuung der Werte war fur die Leberesterase - wie auch fiir die Pankreaslipase - so 
gross, dass die Unterschiede nicht als signifikant betrachtet werden konnten. Da die Leber- 
und Pankreasextrakte sich somit zur Erzielung einheitlicher Ergebnisse als ungeeignet 
erwiesen, wurden spiiter die Lipasebestimmungen mit Serum bzw. Plasma und auch mit 
Gehirnbreiextrakten ausgefuhrt. 

l) Asuhina, Tsukomoto, J. pharm. 800. Japan 1922, 463; cf. Ruzicka, Gibson, 

2, Helv. 21, 1529 (1938). 
3) 4. Mitteilung: Z. fur Vitaminforschung, im Druck. 

Helv. 14, 573 (1931); Shintre, RUO, J. Indian Inst. Sc. 15A, 86 (1933). 
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N eben der eigentliclien Lipase kommen im Plasma bekanntlich 
mch andere Esterasen Tor, die sich je nach Tierart durch einen 
wechselnden Spezifitlitsbereich unterscheiden. So vermag z. R. die 
, ,Pseudocholinesterase" nach LMendeZ, X u n d e l l  und R u d n e y  l) nebcn 
,1 cetylcholin auch Trihutyrin und Methylbutyrat zu hydrolysieren. 
Obschon auch die ,.Pseudocholinesterase" durch Eserin hemmbar 
ist, kann sie der eigentljchen ,,spezifischen" Cholinesterase gegenuber- 
gestellt werden. Each ZeZler und Bissegger2)  ist die Serumcholin- 
rsterase weitgehend unspezifisch. Rie wird durch verschiedene Phar- 
inaka (Lokalaniisthetiea, Sulfonamide und Bntipyrindtrivate) ge- 
hcmmt, .was hci den Esterasen vcrschiedener Organe nicht der Fall 
ist. M e n d e l  und Rzcdney3)  betrachten die Abnahme der Aktivitat mit 
steigendcr Substratkonzentration als eines der wichtigsten Kriterien 
tler echten Cholinesteiase. 

Bei der Ratte sind diese Verhiiltnisse noch nicht endgultig 
geklhrt . Xach Xu.ndeZZ4) sol1 die Acetylcholinsy altung des miinnlichen 
Rattenserums der ,,Pseudocholinesterase" zuzuschreiben sein, wlih- 
rend N n c h m u n n s o h n  und Rothenberg 5 ,  im Bervengewebe nur echte 
Cholinesterase fanden. Auf jeden Fall muss bei der Gntersuchung 
tler Tributyrinspaltung in Plasma und Gehimbreiextrakten von fett- 
frei ernghrten Ratten auch das Verhalt,en der Cholinesterase beruck- 
sichtigt werden. 

In dcn nachstehend beschriebencn Fermentbestimmungen wurden daher beide 
Substrate in parallelen Ansatzen mitgcfuhrt. Auf einc weitere Charakterisierurlg der 
Plasmachohncsterase der Ratte wurde verzichtet. I n  dieser Arbeit sollte lediglich fest- 
gestellt werdcn, ob bei einer bestimmten Substrat- und Enzymkonzentratlon zwischen den 
fettfrei und den normal ernahrten Ratten Unterschiede in der Spaltungsgeschwindigkeit 
yon Tributyrin und Acetylcholin durch verdunntes Plasma oder durch Gehirnbrei vor- 
handen sind, und ob nach Zufuhr von kleinen Mengen von Linolsaure (in Form von 
Sonnenblumenol) eventuell vorhandene Abweichungen wieder korrigiert werden konnen. 

Tatsiichlich sinkt nach langdauerndem, volligem Fettentzug das 
Tributyrinspaltungsvermiigen des Plasmas (gegenuber demjenigen 
von gleichaltrigen, mit gewohnlichem Zuchtfutter erniihrten 'I'ieren) 
etwa auf die Hiilfte herab, um nach Zusata von wochentlich 12 Tropfen 
Sonnenblumenol in 4-5 Wochen wieder nahezu den normalen Wert 
xu erreichen. Wir haben also hier zweifellos eine Anpassung der 
Gewebsenzyme an den gesteigerten Fettstoffwechsel zu verzeichnen, 
was mit der in der vorangehenden Mitteilung gegusserten Ansicht 
uber die Funktion der essentiellen Fettsguren im Tierkorper gut 
ubereins timmt . 

1) B. Mendel, D. B. Mundell und H .  Rudney ,  Biochem. J .  37, 473 (1943). 
2, 9. E .  Zeller und A.  Bissegger, Helv. 26, 1619 (1943). 
3, U .  Mende2 und R. Rudney ,  Science 100, 499 (1944). 
4, D. B. itfundell, Nature 153, 557 (1944). 
j) D. Nachmannsohn und M .  A. Rothenberg, Science 100, 454 (1944). 
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M e t h o d i k .  
Die Enzynibestimmungen wurden mit Hilfe der Warburg-8pparatur nach der 

manomctrischen Methode von Ammonl) durchgefiihrt. Die Ratten wurden durch Deka- 
pitieren gctotet, und das Blut in einem kleinen Stut,zen aufgefangen, in dem sich einige 
Krystalle Natrium citr. puriss. befanden. Es wurde unter rotierenden Bewegungen und 
leichtcm Schwenken gemischt, hierauf mit einer Vollpipette 2 em3 entnommen, in ein 
50 om3 Zentrifugenglas ubergefuhrt, 8 em3 Bicarbonat-Ringer (R2,) zugesetzt und wahrend 
10 Minuten zentrifugiert. Die Citratmenge war so gering, dass manchmal wahrend des 
ZenDrifugiercns des mit R,, verdunnten Plasmas Gerinnung eintrat. Von der uberstehenden 
Flussigkeit wurden zur Cholinesterasebestimmung 0,5 cm3 und zur Tributyrascbestim- 
mung 0,3 em3 verwendet. Die Enzymlijsung brachtcn wir in das Hauptgefass. I n  den 
Anhang kamen 0,5 em3 Substratlosung : Acetylcholin oder Tributyrin in R,,. Fliissig- 
keitsvolumen 2,5 cm3. Im Gasraum befand sich N,, dem 5% CO, beigemischt waren. 
Versuchsdauer 1 Stunde, Ablesung nach 15, 30, 45 und 60 Minuten. Die Leerwerte (Sub- 
strat allein und Enzym allein) wurden jedesmal von den eigentlichen Fermentspaltungs- 
wcrten (Enzym + Substrat) abgezogen. 

Zur Gewinnung der Gehirnsuspension wurde wie folgt verfahren. Das Gehirn 
wurde aus der Schadelhohie herausgenommen, gewogen, mit der funffachen Menge glas- 
destilliertcn Wassers und feinem Seesand verrieben, zentrifugiert, und das uberstehende 
vorsichtig abpipetticrt. Nach nochmaliger Zugabe von glasdestilliertem Wasser (und 
zwar genau die gleiche Menge wie abpipettiert) wurde mit einem Glasstab gut aufge- 
wirbelt und von dieser Suspension je 0,2 em3 verwendet - sowohl zur Cholinesterase- 
bestimmung als zur Tributyrasebestimmung, 

Die Substratlosung wurde folgendermassen hergestellt : Eine Trockenampulle von 
0,I g dcetylcholinhydrochlorid ,,Roche" wurde in 5 em3 R,, aufgelost. Von dieser Losung 
wurden fur jeden Versuch 0,5 em3 beniitzt. Auf ein Flussigkeitsvolumen von 2,5 em3 
gebracht, ergibt dies eine Konzentration von 0,4% Acetylcholinhydrochlorid. Die Losung 
wurde fur  jeden Versuch frisch bereitet, Tributyrin (saurefrei) wurde in 4-proz. Emulsion 
in R,, verwendet (0,5 em3 Tributyrin auf 12,s em3 Bicarbonat-Ringer). Die Emulsion 
kann im Eisschrank 8-10 Tage aufbewahrt werden und ist vor Gebrauch jedesmal gut 
zu schutteln. Fur  jeden Versuch wurden 0,5 em3 dieser Emulsion beniitzt. 

Untersucht wurden mannliche Albinoratten, die wahrend 3-4 Monaten ein fett- 
freies Burr-Futter erhalten hatten. Die B-Vitamine wurden in folgenden Wochendosen 
verabreicht: 50 y Aneurin, 100 y Lactoflavin, 100 y Adermin, 150 y Pantothensaure, 1 mg 
Nicotinsaureamid, 20 mg Cholinchlorid. Die fettloslichen Vitamine wurden wie ublich in 
wenig Cocosol gelost, so dass die Tiere wochentlich hochstens 10 Tropfen der Losung er- 
hielten. Die Menge der pro Woche verfiitterten fettloslichen Vitamine betrug: 280 y 
Carotin, 35 y Calciferol, 140 y Tocopherol. Als Kontrolltiere dienten ebenfalls Mannchen 
der gleichen Zucht und gleichen Alters, welche wahrend 3-4 Monaten normales Zucht- 
futter erhielten. 

Ergebnis  se. 
Aus den Werten der Tabelle 1 geht hervor, dass bei volligem Fettentzug aus der 

Sahrung die Lipasewerte im Plasma der weissen Katte eine auffallende Senkung er- 
fahren. Der durchschnittliche Lipasewert der normalen Tiere betragt 135, der der fettfrei 
ernahrten 73 mm pro Stunde. Keinen Unterschied zeigt hingegen die Cholinesterase. 

>fit dieser Senkung der Lipasewerte ist erwiesen, dass bei Mange1 
an essentiellen FettsBuren der Fettsioffwechsel in einer Weise beein- 
flusst wird, die mit unseren Fett,s&ureanalysen des Kijrperfettes von 
Ratten bei fettfreier DiSt iibereinstimmt. 

I )  R. drrhmon, Pfluger's Arch. Physiol. 233, 486 (1933). 
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Tabelle 1. 
Verhalten der  Plasmaesterasen bei fe t t f re ie r  Diiit und  nach Zufuhr von 

Sonnenblumenol. (mm3 CO, pro Stunde.) 
I i Ach.* Trb.** Art und Zahl r der Tiere , 

I 135 f 14,3 I 1 (30-42) I (95 - 182) 
6 normale 8 ~ 31 f 2,8 

und Behandlung und Behandlung 
~ 

ernahrt 

* Acetylcholinspaltung. ** Tributyrinspaltung. 

Es war nach diesen Ergebnissen von Interesse, das Verhalten 
der Plasmslipase auch nach der Heilung, d. h. nach Zufuhr von 
Sonnenblumenol zu studieren. Wir haben deshalb 5 Tiere untersucht, 
die zu dem fettfreien Grundfutter wochentlich 1 2  Tropfen Sonnen- 
blumenol erhielten. Dabei zeigte sich, dass nach 3 Wochen die Lipase- 
werte nahezu die Norm erreicht hatten. Aus diesem Heilungsversuch 
ist also deutlich zu entnehmen, dass die beobachtete Stoffwechsel- 
anomalie bei Zufuhr von mehrfach ungesattigten Fettsauren wieder 
hergestellt werden kannl). 

BZoeh2j3) hat vor einiger Zeit nachgewiesen, dass bei weiblichen 
Ratten das Vitamin E einen ausgesprochenen Einfluss auf das Ver- 
halten der Cholinesterase besitzt, indem bei E-avitaminotischen 
Ratten die Cholinesterasewerte des Serums gegenuber der Norm deut- 
lich vermindert sind. Diese herabgesetzte Enzymaktivitat wird, wie 
Bloch (1. c.) gezeigt hat, durch Zugabe von Tocopherolacetat wieder 
anntihernd normalisiert . Um einen Vergleich dieser Feststellungen 
mit unseren 3eobachtungen uber die Beeinflussbarkeit der Plasma- 
lipase durch essentielle Fettsauren durchfuhren zu konnen, haben Wir 
in gleicher Weise das Verhalten der Cholinesterase und der Plasma- 
lipase bei E-avftaminotischen Ratten untersucht. 

In der Tabelle 2 sind die Resultate der Untersuchung von 22 E-avitaminotischen 
und von 18 gleichaltrigen weiblichen Ratten gegenubergestellt. Die Tiere wurden wiihrend 
5-6 Monaten Vitamin E-frei ernahrt und waren E-avitaminotisch, wie durch Kontroll- 
versuche festgestellt werden konnte. Aus den gefundenen Werten ist die Beeinflussung 

1) Die mittleren Abweichungen E der Mittelwerte in Tabelle 1 wurden aus der 
Differenza media A von Corrado Cini (zitiert nach H.Schorer, Statist&, Bern 1946, 

S. 157) nach der Formel e = - berechnet. 

z, H. Bloch, Helv. 25, 793 (1942). 
3, H .  Bloch, Helv. 26, 733 (1943). 
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der Plasniaesterasen und der Gehirnlipase bei E-Avitaminose deutlich zu ersehen. Wahrend 
aber bei den fettfrei ernahrten mannlichen Ratten niir die Lipase des Plasmas absinkt 
und die Cholinesterasespaltung unbeeinflusst bleibt, ist bei den E-avitaminotischen Weib- 
chen such eine deutlirhe Verniinderung der Plasmacholinesterasr festzustellen. 

Tabelle 2. 
V e r h a l t e n  d e r  E s t e r a s e n  i m  P l a s m a  u n d  G e h i r n  bei  f e t t f r e i e r  D i a t  u n d  

E-Avi taminose .  (mm3 CO, pro Stunde.) 

Tieqruppen 

- ~ ~ ~~ ~- _ _  _ _  __ 

Xormale J . . . . 

Fettfrei ernahrte 8 . 

Mit 12 Tr. Sonnen- 
blumenol proworhe 
behandelted . . . 

Fettfrei ernahrte 8 . 

Normale 9 . . . . 

E-Avitaminotische 9 

Anzahl 
Tersuchs- 

tiere 
- ~- - -~ 

10 

12 

9*"* 

6 

18 

22 

P1 a s ni a 

Ache* 

55 
(34-65) 

58 
(51-73) 

~. -~ ~ 

59 
(3!3-78) 

57 
(37-82) 

96 
(61-145 

59 
(39-82) 

Trb.** 

168 

_ _  ~ ~ _ _  _. ~-~ 

(129-241) 

76 
(45-94) 

133 
(82-1 68) 

83 
(70-97) 

145 
(107-192) 

88 
(45-155) 

G e h i r n  

Ach.* ~ Trb.** 

262 1 165 

237 ' 153 

- - - - 
~ ~- - 

(21 2-360) (100-255) 

(159-314) 1 (114-225) 
I 

238 I 154 
(213-288) (121-198) 

246 
(203-265) 

253 
(223-31 1) 

238 
(I 60-31 9) 

167 
(135-204) 

163 
(135-229) 

124 
(72-179) 

* Acetvlcholinslnaltune. ** Tributvrinmaltune. 
" I  %, *** Wahrend 4-5 Wochen mit Sonnenblurneniil behandelt. 

Diskuss ion .  
Die Ahhangigkeit der Enzymal-tivitat vom Erniihrungszustand 

ist besonders ausfuhrlich bei l'flanzen studiert worden. Ein o f t  ge- 
iianntes Beispiel ist das dea ruhenden Samens. Tn diesein findet mart 
bekanntlieh keine oder sehr schwache Fermentwirkungen. Beim 
Keimen, wenn der Embryo die bereitgestellten Reservestoffe ver- 
wenden soll, beginnen die niitigen Enzyme in Erscheinung zu treten : 
Proteasen, Amylasen, Lipasen usw. Dass wuch Tiere bei fleisehfreier 
bzw. bei susschliesslicher Rrotnahrung aihnliche Anpassungserschei- 
nungen zeigen, hat Pawlowl) am Verhalten der Enzyme des Magen- 
saftes und des Pankreassekretes, d. h. also an Fermenten, die von den 
Zellen nach ,,amsen" abgegeben werden, nachgewiesen. Aus unseren 
Versuchen geht hervor, dass auch Gewebsenzyme in1 gleichen Sinne 
beeinflusst, werden konnen. 

l) I .  P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen, Wiesbaden 1898. 
25 
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Das Absinken der Lipasewerte des Plasmas bei fettfreiem putter 
und ihr Ansteigen nach Zufuhr von essent'iellen Fettsauren schienen 
uns deshalb einer besonderen Mitteilung wert, weil diese Ferment- 
untersuchungen mit unseren in der vorangehenden Arbeit beschrie- 
benen Ergebnissen weitgehend ubereinstimmen. Sie bilden gewisser- 
massen das enzymatische Spiegelbild der durch Analyse der Korper- 
fette festgestellten Fettsaurensynthese nach Verfiitterung von Sonnen- 
blumenol. Ausserdem bilden diese Lipasebestimmungen einen weiteren 
Hinweis auf die Funktion der mehrfach ungesattigten hochnioleku- 
laren Fettsauren im Organismus der weissen Ratte. 

Die hier mitgeteilten Versuche zeigen, dass entweder die Cholin- 
esterase und die Tributyrase des Rattenplasmas nicht identisch sind 
oder dass das Enzym ,,Pseudocholinesterase" von Murtde l l l )  durch lang- 
dauerndcn Fettmangcl so verindert wird, dass die Rffinitat zum Tribu- 
tyrin abnimmt, ohm dass diejenige zum Acetylcholin beeinflusst wird. 

Ferner geht aus den mitgeteilten Resultaten hervor, dass die 
Plasmalipase durch Vitamin E-Mange1 in ahnlicher Weise wie durch 
ctas Fehlen der mehrfach ungesiittigten Fettsauren beeinflusst wird. 

Man konnte daran denken, dass bei Mange1 an Vitamin E die 
ungesattigten Fettsauren im Korper der Versuchstiere durch Oxy- 
dation rascher zerstort wurden, und dass deshalh die IJipaseaktivitat 
bei E-Mange1 vermindert sei. Doch ware damit noch nicht erkliirt, 
weshalb bei E-Avitaminose auch die Acetylcholinspaltung herab- 
gesetzt ist. Ein endgiiltiger Entscheid in dieser Frage kann durch 
weitere Untersuehungen der Tributyrin- und Acetylcholinspaltung bei 
fettfrci erniihrten weiblichen Ratten - oder bei E-avitaminotischen 
Minnchen - erreicht wertlen. 

Z u s a m m e 11 f a s s u n g . 
1. 32s wird der Lipase- und Cholinesteresegehalt in1 Plasma von 

fettfrei ernahrten miinnlichen Ratten untcrwcht. Dabei zeigt sich, 
dass Fei volligem Fettentzug die Lipnseaktivitat (gemessen an der 
Tributyrinspaltung) gegenuber der Norm stark herabgesetzt ist. 

2. Nach Zufuhr von 12  Tropfen Sonnenblumenol pro Woche wird 
diem verminderte Lipaseaktivitat wieder snniihernd normalisiert . 

3. Der Cholinesterasegehalt im Plasma von fettfrei ernahrten 
miinnlichen Ratten wird - im Gegensatz zur Lipase - nicht ver- 
mindert gefunden. 

Lipase- als auch die Cholinesterasewerte (gegenuber gleichaltrigen 
normalen Weibchen) deutlich herabgesetzt. 

4. Bei E-avitaminotischen weiblichen Ratten sind sowohl die 

Medizinische Klinik und Chirurgische HLinik 
der Universitat Basel. 

l) D. B. Handell, Nature, 153, 557 (1944). 




