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Untersuchungen zur Wirkung der Nikotinsidure
auf die stimulierte Lipolyse

Studies on the action of nicotinic acid on stimulated lipolysis

Von P. ScuwaNDT und TH. HARTMANN

Ais der 1. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen
(Direktor: Prof. Dr. H. Schwiegk)

(Eingegangen am 22. Juni 1968)

Nikotinsdure ist in zahlreichen Untérsuchungen zur Hemmung
der Fettmobilisation verwandt worden; iiber die Angriffspunkte
dieser Substanz im lipolytischen System liegen z. T. widerspriich-
liche Angaben vor. So halten CarLsoN und Barry (1) sowie
BjornTROP (2) eine Hemmung der Lipase durch Nikotinsiure
genauso fiir moglich wie eine Begiinstigung der Reveresterung.
Stock und WESTERMANN (3) nehmen an, daB das lipolytische
System durch Nikotinsdure lipasendher blockiert wird als durch
Sympathicolytica. PETersoN und Mitarbeiter (4) konnten die
durch Theophyllin induzierte Lipolyse mit Nikotinsdure kompetitiv
hemmen und keine direkte Wirkung auf die Lipaseaktivitit nach-
weisen; sie vermuten, daB Nikotinsiure iiber eine Verinderung
des Spiegels von cyclischem AMP lipolysehemmend wirke.
KrisuNA und Mitarbeiter (5) konnten die Hemmwirkung von
Nikotinsiure auf die durch Theophyllin induzierte Lipolyse durch
Zugabe von cyclischem AMP aufheben und mit 10 nv Nikotin-
siure eine Aktivierung der Phosphodiesterase’) aus Fettge-
webe nachweisen; sie nehmen an, daB Nikotinsiure zumindest
teilweise iiber eine Aktivierung der Phosphodiesterase lipolyse-
hemmend wirkt. Im Gegensatz dazu fanden Kupreckr und MAr-
sHALL (6), daB Nikotinsiure in Konzentrationen von 10 um
bis 10 mM keinen EinfluB auf die Phosphodiesterase des Fett-
gewebes hat. Wir haben untersucht, ob Nikotinsiure die
lipolytische Wirkung von cyclischem AMP hemmt und ob sich
mit Theophyllin der Hemmeffekt von Nikotinsdure auf die mit
ACTH stimulierte Lipolyse aufheben 14Bt.

Methodik

Die Untersuchungen wurden in vitro am epididymalen Fettge-
webe von etwa 300 g schweren Wistar-Ratten (mit Altromin-
Pellets ad libitum gefiittert) entsprechend fritheren Angaben (7)
durchgefiihrt. In einer Versuchsreihe wurden pro Inkubations-
ansatz (3,0 m/) 1 mMol Dibutyryl-A-3',5-MP (Fa. Boehringer,
Mannheim) und 5, 50, 100 und 1000 ug Nikotinsdure (Fa. Merck
Darmstadt) zugesetzt. Bei den iibrigen Versuchen waren im Ansatz
folgende Substanzen ‘enthalten: 0,03 I. E. ACTH (Fa. Schering,
Berlin), 1 mMol Theophyllin (Fa. Homburg-Chemie, Frankfurt)
und 1 mMol Nikotinsiure. Bei einem Teil dieser Versuche wurden
Theophyllin und Nikotinsiure bei Inkubationsbeginn zusammen
zugesetzt und bei einem anderen Teil getrennt, d. h. zu Beginn
der Inkubation und 1 Std. danach. Die freien Fettsiuren im
Inkubationsmedium wurden einheitlich nach 3stdg. Inkubations-
dauer bestimmt.

Ergebnisse

Tabelle 1 zeigt, daB die mit 1 mMol Dibutyryl-A-3',5-MP von
1,564 0,74 mVal/l auf 4,714 1,43 mVal// stimulierte Frei-
setzung freier Fettsiuren auch mit hobhen Konzentrationen von
Nikotinsdure nicht zu hemmen war.

Die durch ACTH stimulierte Lipolyse war nach 3stdg. Inku-
bation mit Nikotinsiure um 29% gehemmt; im gleichen Zeitraum
lieB sich die ACTH induzierte Fettsiurefreisetzung mit Theo-
phyllin um 199, steigern, Wurden dagegen zu Inkubationsbeginn

1) Phosphodiesterase = Orthophosphorsiurediester  Phospho-

hydrolase (EC 3.1.4.1).
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Tab. 1
EinfluB verschiedener Nikotinsdurekonzentrationen auf die mit 1 mMol
Dibutyryl-A-3',6'-MP/Ansatz stimulierte Lipolyse in vitro. Die Mengen-
angaben beziehen sich auf 3 ml Inkubationsmedium. Die freien Fett-
sduren sind in mVal/l Inkubationsmedium/250 mg Fettgewebe/3 Stdn.

angegeben
Nikotinsdure (ug/3 ml) n freie Fettsduren
0 16 4,71 41,43
5 10 4,56 + 0,85
50 6 4,86 + 0,44
100 10 4,83 + 1,01
1000 8 4,69 + 1,04

Theophyllin und Nikotinsiure in dquimolaren Konzentrationen
zugegeben, betrug die Hemmung der mit ACTH stimulierten
Lipolyse nur 5%,

In Abbjldung 1 sind die Differenzwerte der freien Fettsiduren
gegeniiber der Spontanlipolyse bei Zusatz von Theophyllin und
Nikotinsdure in verschiedener Reihenfolge zu dem mit ACTH
inkubierten Fettgewebe dargestellt. Wurde zuerst Theophyllin
zugesetzt, so war durch Nikotinsiurezusatz nach 1 Std. keine
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EigfluB von Theophyllin und Nikotinséure auf die mit ACTH sti-
mulierte Lipolyse in vitro

Die Differenzwerte der freien Fettsduren (4FFS) gegeniiber der

Spontanlipolyse sind in mVal/l Inkubationsmedium/250 mg Fett-
gewebe/3 Stdn. angegeben

1 0,03 1. E. ACTH
11 0,03 I. E. ACTH 1 mMol Theophyllin
111 0,03 I. E. ACTH 1 mMol Nikotinsaure; nach 1 Std. 1 mMol Theo-

phyllin

1V 0,03 1. E. ACTH 1 mMol Theophyllin; nach 1 Std. 1 mMol Niko-
tinsdure
Alle Mengenangaben beziehen sich auf 3 ml Inkubationsmedium.

signifikante Anderung (2,70 4- 0,38 mVal//; n = 6) gegeniiber
der mit Theophyllin und ACTH stimulierten Lipolyse (2,69 4
0,18 mVal//; n = 6) zu beobachten. Im Vergleich zu der nur
durch ACTH induzierten Fettsaurefreisetzung (1,99 4- 0,49 mVal/)
fanden sich hingegen immer noch signifikant hohere Werte freier
Fettsiuren (p<0,025). — Bei Zusatz von Nikotinsiure zu Beginn
der Inkubation und von Theophyllin nach 1 Std. war die mit
ACTH und Theophyllin stimulierte Lipolyse signifikant gehemmt
(1,55 4 0,49 mVal//; n = 9; p<0,005); der Unterschied zu der
nur mit ACTH stimulierten Freisetzung freier Fettsiuren war
dagegen nicht mehr signifikant (p<0,15).

Diskussion

Nach den gegenwirtigen Vorstellungen iiber das Lipolysesystem
(8) sind drei Angriffspunkte fiir die Hemmwirkung der Nikotin-
sdure denkbar:

1. Hemmung der Bildung von cyclischem 3',5-AMP iiber die
Adenylcyclase,

2. Stimulierung der Phosphodiesterase,

3, Hemmung der hormonempfindlichen Triglyceridlipase.

Gegen die erstgenannte Moglichkeit sprechen unsere Befunde, nach
denen durch Zusatz von Theophyllin die Hemmwirkung von Niko-
tinsiure auf die mit ACTH stimulierte Lipolyse annihernd aufge-
hoben wird; dabei besteht kein Unterschied, ob Nikotinsdure und
Theophyllin gleich bei Inkubationsbeginn zugesetzt werden oder
ob Theophyllin erst 1 Std. spiter zugegeben wird. ACTH erhoht
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bekanntlich iiber cine Stimulierung der Adenylcyclase den Spiegel
von cyclischem 3’,5-AMP; Theophyllin hemmt den Abbau dieses
cyclischen Monophosphats iiber eine Blockierung der Phospho-
diesterase (8). Nimmt man eine Hemmung der Adenylcyclase
durch Nikotinsidure an, dann miiBte auch nach Zusatz von Theo-
phyllin der AMP-Spiegel erniedrigt bleiben, da ja Theophyllin
nicht zu einer vermehrten Bildung von 3’,5-AMP fiihrt; das ist
nach unseren Befunden nicht der Fall. i

Eine Stimulierung der Phosphodiesterase durch Nikotinsiure
erscheint aufgrund des Befundes einer fehlenden Hemmwirkung
von Nikotinsdure auf die mit Dibutyryl-A-3’,5-MP stimulierte
Lipolyse zunichst ebenfalls unwahrscheinlich. Es ist jedoch be-
kannt, daB8 Dibutyryl-A-3',5-MP von der Phosphodiesterase
nicht abgebaut wird (9). Das Acylderivat haben wir in Uberein-
stimmung mit anderen Autoren (9—11) deshalb zur Stimulierung
der Lipolyse verwandt, weil cyclisches 3',5-AMP wegen seiner
schlechten Membrangingigkeit kaum lipolytisch wirkt (9). Die
fehlende Wirkung von Nikotinsiure auf die mit Dibutyryl-A-3’,5'-
MP stimulierte Lipolyse spricht also keineswegs gegen die An-
nahme von KRisuNa und Mitarbeitern (5). Fiir eine Stimulierung
der Phosphodiesterase durch Nikotinsdure kénnte die Tatsache
herangezogen werden, daB die mit ACTH und Theophyllin
stimulierte Fettsdurefreisetzung durch Zugabe von Nikotinsiure
nach 1 Std. nicht gehemmt wird und daB die hierbei gemessenen
Fettsdurewerte sogar noch iiber denen bei der mit ACTH sti-
mulierten Lipolyse liegen: die Phosphodiesterase ist offenbar
durch Theophyllin so weitgehend blockiert, daB Nikotinsiure
nicht in der Lage ist, dieses 3/,5-AMP abbauende Enzym aus-
reichend zu reaktivieren.

Die dritte Méglichkeit — Hemmung der hormonempfindlichen
Triglyceridlipase — scheidet deshalb aus, weil sich die Hemm-
wirkung von Nikotinsdure mit Theophyllin aufheben lift. Zu
dem gleichen Ergebnis kommen PETERsoN und Mitarbeiter (4),

Spektrophotometrische Messung
von Porphyrinmethylester-Cu-Chelaten

Spectrophotometric measurement of porphyrin methyl
ester-Cu chelates

Von M. Doss

Aus dem FHygiene-Institut der Universitit Marburg a. d. Labn
(Direktor: Prof. Dr. R. Siegert)

(Eingegangen am 25. Juni 1968)

Uber eine diinnschichtchromatographische Methode zur Iso-
lierung und Bestimmung der Porphyrine als Methylester wurde
vor kurzem berichtet (1, 2). Die Auftrennung erfolgte an Kieselgel-
H-Platten in Losungsmittelsystemen, die sich aus Benzol, Essig-
saureithylester, Butanol und Methanol zusammensetzen (1). Aus
verschiedenem biologischen Material, wie Urin (1, 2), Erythrocy-
ten (3, 4) und Bakterien (5), konnten chromatographisch reine
Substanzen erhalten werden. Eine Rechromatographie lieB sich
oft nicht umgehen, wenn kleine Porphyrinmengen mit gréBeren
Anteilen anderer Chromogene im Chloroformextrakt vorlagen (2).
Beimischungen von Lipoiden wie Glyceride, Glycerinphosphatide,
Fettsduren und ihre Methylester sowie Cholesterin und Choleste-
rinester haben keinen EinfluB auf die Bestimmung der Porphy-
rine (6).

Bei Versuchen, die analytische Empfindlichkeit der Methode zu
verbessern, zeigte sich, daBl Porphyrinmethylester innerhalb von
15 Min. mit einer Losung von Kupfer(II)-acetat (0,05%, w/v) in
Chloroform-Methanol (1:1, v/v) Chelate bilden, die iiber Wochen
stabil bleiben. Nach Bildung der Chelate ist es nicht mehr er-
forderlich, die Proben vor Licht zu schiitzen (1, 7). Der Extink-
tionskoeffizient der einzelnen Porphyrinmethylester an der Soret-
Bande erhoht sich bei der Cu-Chelatbildung um 60 bis 1009,
gegeniiber der Registrierung in reinem Chloroform. Die Emp-
findlichkeit des spektrofluorometrischen Nachweisbereiches wird

die keine Nikotinsiurewirkung auf die hormonempfindliche
Lipase nachweisen konnten.

Zusammenfassend 1iBt sich sagen, daB aufgrund der z. Z.
giiltigen Vorstellungen {iber das lipolytische System eine Sti-
mulierung der Phosphodiesterase dutch Nikotinsiure als még-
liche Erklirung fiir die Hemmwirkung dieser Substanz auf die
hormonstimulierte Lipolyse diskutiert werden kann,
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Ziemssenstrafle 1

mit dem Porphyrinmethylester-Cu-Komplex jedoch nicht er-
reicht. Ein wesentlicher Vorteil der Messung besteht darin, daf3 die
schmalbasige und spitze Absorptionsbande der Prophyrinmethyl-
ester-Cu-Chelate bei 400 nm (Abb.) durch Beimischungen anderer
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Abb. 1

Absorptionsspektren der Cu-Chelate von
(P) Protoporphyrin-I1X-dimethylester (4,96 ux) aus Erythrocyten
(C) Koproporphyrin-III-tetramethylester (4,11 M) von Achromobacer
metalcaligenes und .
(U) Uroporphyrin-I11-oktamethylester (3,37 uM) aus Urin. Absorp-
tionsmaxima vgl. Tab. Spektrophotometer ,,Cary M 15¢.
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Substanzen (Chromogene) weniger storbar ist als die Soret-
Bande der Porphyrinmethylester in organischen Lésungsmitteln
(1, 2, 7). Damit wird eine Rechromatographie (2) zur Isolierung
der Porphyrinmethylester in reinster Form weitgehend iiber-
flissig.

Methodik

Vorbereitung zur Bestimmung der Porplyrine als Methylester aus bio-
logischem Material

Die Porphyrine werden, wie beschrieben (2, 3), in gefrierge-
trocknetem Material zu Porphyrinmethylestern verestert und
extrahjert. Fiir die Aufarbeitung einer Reihe von Proben (Leber-
zellkulturen (8), Erythrocyten aus 1 bis 2 m/ Vollblut, Bakterien
bis zu 20 mg Trockengewicht und baktericlle zellfreie Systeme
mit einem Proteingehalt von 3 bis 8 mg (5)) wird ein Reagenzgefi3
mit Schliff (9) verwendet. Gelangen gréBere Volumina zur Ana-
lyse, empfiehlt sich die Adsorption der Porphyrine an Talk (7).
Nach Adsorption der freien Porphyrinsiuren (10 Min.) wird dic
Fliissigkeit iiber eine mit Filterpapier bedeckte Porzellannutsche
abgesaugt, wobei sich das Filterpapier mit Talk beschichtet.
Dieses wird anschlieBend bei 35° etwa 12 Stdn. getrocknet und
mit Methanol-Schwefelsdure (59, v/v) zur Veresterung der
adsorbierten Porphyrine versetzt.

Die Chromatographie erfolgt an DC-Fertigplatten (Schichtdicke
0,25 mm) Kieselgel Fo5, (E. Merck) im L&sungsmittelsystem
Benzol-Essigsiureithylester-Methanol (85:13,5:1,5 v/v). Die Te-
trapyrrolmethylester werden aus den abgenommenen Kieselgel-
zonen iiber Papierfilter mit Chloroform bzw. Chloroform-Metha-
nol (1) eluiert, und das Lésungsmittel wird verdampft. In Kom-
bination mit anderen L&sungsmittelsystemen kann auf demselben
Chromatogramm auch Protohiminmethylester herausfraktioniert
(8) und durch das Differenzspektrum (reduziert minus oxydiert
(10)) bestimmt werden (8).

Spektrophotometrische Analyse
Kupfer(Il)-acteat-Losungen:

a) Stammldsung 0,2%, (w/v):400 mg (CHy;COO0),Cu - H,O werden .

in 100 m/ Methanol p. a. bei Raumtemperatur gelst (Magnet-
rithrer) und mit 100 m/ CHCl, p. a. versetzt. Aufbewahrung der
Lésung bei +4°.

b) Gebrauchslésung 0,05% (w/v): Die Stammlésung wird mit
CHCl,-CH,OH(1:1 v/v) 1:4 verdiinnt.

Die Porphyrinmethylester werden in der 0,05proz. Kupfer- -

acetatldsung sorgfiltig gelost. Die Losung bleibt zur Bildung der
Cu-Chelate mindestens 10 Min. bei Raumtemperatur stehen. Die
Substanzen werden zwischen 600 und 370 nm’ spektrophoto-
metrisch gegen die Kupferacetat-Gebrauchslésung registriert
(Abb.). Fiir Serienbestimmungen reicht die Schreibung ab 500 nm

Mehrzweck-Kiivette fiit Immunodiffusionspriparate
Multipurpose cuvette for immunodiffusion preparations

Von M. PErez-MiraNDAY) und HiLpe GO1Z

Aus der Abteilung fiir klinische Immunologie des Universitits-

krankenbauses Erlangen-Niirnberg
(Vorstand: Prof. Dr. F. Scheiffarth)
(Eingegangen am 8. August 1968)

Komplette apparative Ausriistungen fiir die heute im klinischen
und experimentellen Laboratorium weit verbreiteten Agar-
techniken, wie Immunodiffusions- und Elektrophoresetechniken
auf Objekttrigern, stehen heute bereits von namhaften Firmen in
verschiedener Ausfithrung zur Verfiigung. Im Zuge der fort-
schreitenden Automatisierung laboratoriumstechnischer Ver-

1y Stipendiat der Alexander von Humboldt-Stiftung.
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bis zum jeweiligen Absorptionsmaximum aus. Die Eichkurve
von Proto-, Kopro- und Uroporhyrinmethylester-Cu-Chelaten
verlduft bis zu einer Extinktion von 1,2 linear. Der Verlauf der
Eichkurve iiber diesen Bereich hinaus wurde nicht gepriift. Zur
Berechnung werden ‘millimolare Extinktionskoeffizienten an-
gegeben (Tab.). Die Isolicrung der verwendeten Substanzen

Tab. 1
Absorptionsmaxima und millimolare Extinktionskoeffizienten (d =
1 cm) von Porphyrinmethylester-Cu-Chelaten
Darstellung und Messung in einer Losung von Kupfer(Il)-acetat
0,059% (v°/v) in Chloroform-Methanol 1:1

Protoporphyrin-I1X Amax 404 530 568 nm
emar 277 12,1 27,9

Koprophorphyrin-I(111) 2max 397 523 559 nm
emy 381 13,3 26,8

Heptacarboxyporphyrin Amax 402 529 567 nm
ey 368 12,9 243

Uroporphyrin-I1(111) Amax 401 526 562 nm
emy 398 12,7 24,2

erfolgte nach 1. c. (1). Der Zeitpunkt der spektrometrischen
Messung der Chelatlésung kann den Gegebenheiten angepal3t
werden. Bei +4° aufbewahrte Losungen zeigten nach 15 Tagen
keine, nach 30 Tagen eine sehr geringe Erhdhung des Extinktion.
Qualitative Verschiebungen der Absorption entstanden in diesem
Zeitraum nicht. Anderungen in der Konzentration des Kupfer(II)-
acetats zwischen 0,05 und 0,19, hatten keinen EinfluB auf die
Hohe der millimolaren Extinktionskoeffizienten der Porphyrin-
methylester-Cu-Chelate.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft durchgefihrt.
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Pilgrimstein 2

fahren stellen derartige Angebote eine wahre Bereicherung dar.
Es ist jedoch aufgefallen, daB in keinem der entsprechenden An-
gebote und auch in keiner der uns zuginglich gewordenen Ar-
beiten iiber Methodik und technische bzw. apparative Voraus-
setzungen fiir Analysen im Agargel, eine Kammer fiir das schwebe-
sichere Wissern oder fiir das Eintauchen von Agarplittchen in
Inkubationslésungen angegeben ist.

Im folgenden soll deshalb eine Kiivette beschrieben werden, die
eine zuverlissige Behandlung von Agargelpriparaten auf Objekt-
trigern gestattet. Die Konstruktion dieses u. E. platzsparenden
und handlichen Behilters ist so beschaffen, daB3 vor allem ein
Hinwegschwimmen der Agarschichten von den Glasplittchen
mit Umkehren der Schichtseite und mit Vermischen der mit
Analysen versehenen Agarstreifen mit Sicherheit vermieden wird.

Beschreibung

Die Kiivette besteht aus zwei sich komplementierenden Teilen,
einem Gestell und einer eng umschlieBenden Hiille mit Deckel-
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Abb. 1

Gehduse (li.) und Objekttrdgergestell (re.) der Mehrzweck-
Kivette

verschluBB (Abb. 1). Das Gestell dieser Mehrzweck-Kiivette ver-
mag insgesamt optimal 12, maximal 14 Objekttriger zu fassen.
Das Gestell besteht aus zwei 12 cm langen Doppel-Leiterchen aus
Kunststoff oder rostfreiem Stahl (Abb. 2—L), die einander im
Abstand von 3,5 cm gegeniiberstehen, und die durch vier kleine
waagerechte Stangen (Abb. 2—S) an den oberen und unteren
Enden verstrebt sind. An den oberen Enden befinden sich dar-
iiber hinaus zwei Griffe zum Einsenken bzw. Herausnehmen. des
Gestelles aus seiner Hiille. Die Querstangen haben die Linge eines
Objekrtragers, d. h. 7,6 cm; sie konnen diese Linge auch um
2 mm iiberragen. Die Zwischenriume zwischen den Leiter-
sprossen betragen etwa 3x 1,6 cm.

Der viereckige Behilter kann aus dutchsichtigem Kunststoff,
Plexiglas oder Glas hergestellt werden. Seine inneren Abmessungen
betragen etwa 8 7 cm (Bodenfliche) X 12,5 cm (Hohe).

Der Deckel muBl luftdicht zu verschlieBen sein. Er besteht aus
demselben Material wie der Behilter.

Verwendung

Die Konstruktion der Mehrzweck-Kiivette erlaubt, wie der Name
besagen soll, eine vielseitige Verwendbarkeit: sie bewihrt sich also
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Technische Angaben zum Aufbau einer Mehrzweck-Kiivette fiir
Agartechniken auf Objekttragern

nicht nur als zuverlissiges Gehiuse fiir alle Wisserungsprozesse
von agarbeschickten Objekttrigern, sondern sie eignet sich in
gleichem MaBe auch als Inkubationskammer wie als Kiihlraum,
wobei die jeweils erforderlichen Temperaturen lediglich tber
einen Wirme- oder Kiihlmantel eingestellt zu werden brauchen.
Im einzelnen kommen folgende Verwendungsmoglichkeiten in
Frage:

Verwendung als Inkubations- bzw. Feuchtekammer

Verwendet man die Kiivette als Inkubations- bzw. Feuchtekammer,
etwa zum Ausprizipitieren von diffundierten Antigen- und Anti-
kérpersystemen, so werden die “einzelnen Priparate waagerecht
auf die Sprossen der beiden Leiterchen gelegt. Im Falle der noch
notwendigen Beschickung der Agaraussparungen bzw. Kanile
(Immunoelektrophorese) kann diese mithelos mit den entspre-
chenden Lésungen bzw. Antiseren vorgenommen werden (Abb. 3).
Das GefiB wird nach den entsprechenden Vorbereitungen mit
10 bis 20 m/ dest. Wasser gefiillt, mit dem Deckel luftdicht ver-
schlossen und entweder bei Zimmertemperatur auf dem Labo-
ratoriumstisch stehen gelassen oder in den Wirmeschrank ge-
bracht.

Abb. 3aund b

Beschicken der Agarplattchen
auf Objekttrdgern nach deren
Auflegen auf die Sprossen des
Gestelles einer Mehrzweck-Kii-
vette. Die vorbereiteten Agar-
plattchen bleiben in gleicher
Position (Abb. 3a); nach dem
Beschicken wird das Gestell
insgesamt in die Kiivette (z. B.
als feuchte Kammer) einge-
lassen (Abb. 3b)

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. / 6. Jahrg. 1968 / Heft 6




Kurzmittéilungen

501

Verwendung als Inkubationskammer mit Substratlosungen fiir Ferment-
nachmeis-Reaktionen

Die Agarplittchen werden nach abgeschlossener einfacher Elcktro-
phorese wicderum auf dic einzelnen Sprossen des Gestelles ge-
legt, mit dem Gestell in dic Kiivette cingebracht und danach mit
der crforderlichen Inkubationslésung beschickt, wobei die Trin-
kung entweder iiber doppelte Schichten von Filtrierpapier oder
durch Anfiillung der Kammer erfolgt. Dic Kiivette kann nunmehr
in cinc fiir den Ablauf der Fermentreaktion erwiinschte, konstant
zu haltende Umgebungstemperatur gebracht werden. In diesem
Falle besteht der Vorteil dieser Kiivette darin, daB dic
Bewegung des Behilters vom Laboratoriumstisch in den Wirme-
schrank bzw. Inkubator und wicder zuriick keine Verschiebung
der Agarschichten von jhrer Unterlage mit sich bringt.

Veerwendung der Kiivette xur Wisserung byw. Entfirbung oder Fixierung
von Fraktionen im Agarmilien

Hierfiir eignet sich die Kammer insofern in ganz besonderem
Ma@Be, als sie ein mehrfaches Wechseln durch cinfaches Heraus-
nchmen des gesamten Gestelles aus der Kiivette gestattet ohne Ver-
schiebung der aufgelegten Agarplittchen und wiederum ohne cin
Hinwegschwimmen der Agarschichten von den Objekttrigern.
Sic erlaubt sogar cinen leichten Durchflu von Spiilflissigkeit oder
Entfirbeldsungen, wodurch zugleich dic cinzelnen Arbeitsginge
wesentlich verkiirzt werden kénnen.

Verwendung der Mebrzweck-Kivette als Farbebad

In gleicher Weise kann die Kiivette als Firbebad Verwendung
finden, wobei hier neben den bereits crwihnten allgemcinen

Die Eisenbestimmung
in frischen und gelagerten Seren

Determination of iron in fresh and stored sera

Von K. Bonrrz und G. RoGGe
Aus dem Zentrallaboratorium (Chefargt: Dr. K. Bonitg)
des Allg. Krankenhauses Hamburg-Eilbek
(Argtlicher Direktor: Prof. Dr. P. Laurentius)

(Eingegangen am 14. August 1968)

Dic ersten Arbeiten iiber einen Gehalt des Serums an Eisen,
welches nicht aus dem Himoglobin stammt, gehen auf BARkAN
zuriick (1, 2). Der gréBte Teil dieses Eisens ist an die Serum-
ciweiBfraktion IV-7, die hauptsichlich aus §,-Globulinen bestcht,

" gebunden. Ublicherweise bezeichnet man dieses Eisentriger-

protein Siderophilin oder Transferrin (3, 4).

Die meisten Bestimmungsmethoden beniitzen zur Spaltung dieses
Eisen-Eiweifl-Komplexes Salzsiure, wobei die Reaktionszeit von
der Siurekonzentration abhingig ist. Insbesondere bei Seren, die
lingere Zeit aufbewahrt wurden, kdnnen nach Behandlung mit
verdiinnter Salzsiute mitunter nur 75—809% des Serumcisens
vom Eiweil3 abgespalten werden (5). Auch eine Behandlung mit
Trichloressigsdure allein bei Raumtemperatur geniigt nicht zur
vollstindigen Freisetzung (6).

Der nichste Schritt der Bestimmung ist bei vielen Modifikationen
dic Abtrennung des EiweiBes. Eine Fillung mit Trichloressig-
siurc birgt mehrere Fehlerquellen in sich: Eisen kann mit in den
Niederschlag gerissen wetden (7, 8), oder es wird kein optisch
klates Filtrat erzielt (9), oder es werden dutrch dic Vielfalt der
Einzeloperationen Eisenspuren cingeschleppt.

In letzter Zeit wurden einige Methoden beschricben, die eine
EiweiBfillung vermeiden und das Scrumeisen dirckt mit einem
Farbreagenz bestimmen.

Dutch Zugabe eines Detergens kann Eisen vom Eiweil3 abgelost
wetden und Farbkomplex sowie EiweiB in Losung gehalten
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Sicherheitsfaktoren fiir das Haftenbleiben der Agarschichten an
ihren Objckttrigern der Vorteil darin bestcht, daBl im Vergleich
zu offenen Kiivetten der Verdunstungseffekt der Firbelosung
weitgehend herabgesetzt werden kann. Dariiber hinaus kdnnen
Firbelésungen unter Beriicksichtigung der Tatsache, daB dic
Kiivette belicbig hoch angefiillt werden kann, rationcll aufge-
braucht werden. Es sei schlicBlich darauf hingewiesen, daB selbst-
verstindlich die Kiivette fiir eine Viclzahl aufcinanderfolgender
Vorginge gecignet ist, ohne daB dic beladenen Gestelle in ihrer
Anordnung verindert zu werden brauchen.

Besprechung der Konstruktion

Die wesentlichen Vorteile der Kiivette sind bercits im vorange-
gangenen Abschnitt iiber dic Verwendungsméglichkciten er-
ldutert worden. Es sci hier in Kiirze auf cinige andere, vorwicgend
technische, Vorteile hingewiesen.

Die Kiivette besteht aus transparentem Material. Thr Hochformat
bei kleinem GrundriB nimmt wenig Platz am Laboratoriumstisch
bzw. im Inkubator ein. Ihre vielfiltige Anwendbarkeit, mog-
licherweise sogar im Verlaufe cines Arbeitsganges, gestattet ein
rationelles Verarbeiten der agarelcktrophoretisch oder im Rahmen
der Immunodiffusionstechniken angesetzten Analysen. Sie er-
scheint uns deshalb unentbehrlich in einer modernen Ausriistung
fur Immunoclektrophorese und Immunodiffusionstechniken.

Dr. M. Pérez-Miranda und
Priv. Doz. Dr. Hilde Goétz
8520 Erlangen, KrankenhausstraBe 12

werden (10—12). Dic Auswahl des gecigneten Detergens und die
Abhingigkeit von wechselnden Qualititen cinzclner Chargen ist
kritisch (13, 14). Ein bestimmtes Mengenverhiltnis Serum zu
Detergens muB cingchalten werden, die Einwirkungsdauer darf
nicht zu kurz sein, mitunter trcten EiweciBfillungen auf oder
das im Detergens geldste Reduktionsmittel neigt zur Zersetzung
(15, 16).

Ebenfalls in letzter Zcit wurden Methoden bekannt, bei welchen
Eisen in cinem bestimmten pH-Bereich vom Eiweif3 abgespalten
wird und ohne EnteiwciBung direkt mit einer Farbreaktion be-
stimmt wird. Verwendet wird z. B. cin Acetatpuffer von pH
4,5—5,5; dic Ubereinstimmung mit Werten in enteiweifitem
Serum ist gut (17—19). A. L. ScHADE und Mitarbeiter fanden, daf3
in 0,2v Phosphatpuffer pH 6,8 der Eisen-Siderophilin-Komplex
vollstindig dissoziiert (20—22). Je niedriger das pH und je
konzentrierter der Puffer, um so sicherer wird das Eisen abgc-
spalten. D. E. ScuwARTz hat auf diesem Prinzip cine Methode auf-
gebaut, bei der das freigesetzte Eisen mit Ascorbinsiure reduziert
und dann mit sulfoniertem Bathophenanthtolin zu cinem Farb-
komplex umgesetzt wird, der photometrisch bestimmt werden
kann (23, 24). Fir die Durchfiihrung der Eisenbestimmung
nach dieser Methode sind gebrauchsfertige Reagenziensitze im
Handel.

In jiingster Zeit wurde mitgeteilt, da8 bei ilteren Seren die Be-
stimmung des Eisens ohnc vorhergehende EnteiwceiBung infolge
Auftretens von Tritbungen beim Pufferzusatz gestort wird,
wihrend mit frischen Seren die mit verschiedenen Methoden mit
und ohnc Enteiweiung gewonnenen Ergebnisse gut iiberein-
stimmen (25).

Um festzustellen, wie oft im Durchschnitt mit Stérungen bei der
Analysc von gelagerten Seren zu rechnen ist, wurde Eisen ohne
EnteiwciBung jeweils in frischem Scrum, nach 4 Tagen und nach
8 Tagen bestimmt (Merckotest Eiscn, Art. Nr. 3307).

Die dutchschnittliche Strcuung der Werte (Prizision von Tag zu
Tag) als Standardabweichung ausgedriickt, betrug 4-3,0 ug Eiscn
pro 100 m/. Von 100 Seren zeigten am 4. bzw. 5. Tag gegeniiber
dem Ausgangswert 9 Seren cine signifikante (gréBer als 4-5%)
Abweichung, davon waren 7 Wette crhdht und 2 Werte erniedrigt.
Am 8. Tag waren 12 Seren signifikant verindert, davon 9 erhdht



502 ' h Mitteilungen

‘Tab. 1
Eisenbestimmung in gelagerten Seren
Serum I 1. Tag 4. bzw. 5. Tag . 8. Tag .
r ug Fe/ ug Fe 4 pg Fel 4% ug Fe/ 4 pg Fe/ 4% +8 +59%
160 m! 160 m/l 166 mt 100 m! 16§ mi

36 31 32 +1 3,2 40 +9 22,5 4,9 14,4
39 294 301 +7 2,4 309 +15 5,1 1,5 2,5
41 88 82 —6 -1,5 70 —18 —25,7 9,2 11,5
48 96 120 +24 20,0 101 +5 5,0 12,7 12,0
56 68 86 +18 26,5 85 +17 25,0 10,1 12,7
63 156 167 +11 7,1 162 +6 3,8 5,5 3,4
64 32 30 —2 —6,2 18 —14 —43,7 7,6 28,4
66 31 31 0 42 +11 26,2 6,4 18,3
69 63 15 +12 19,0 65 +2 3,2 6,4 9,5
71 74 73 —1 1,4 82 +8 9,8 4,9 6,5
13 184 193 +9 4,9 209 +25 13,6 12,7 6,5
80 47 48 +1 2,1 -13 —21,7 1,8 18,2
82 82 87 +5 6,1 95 +13 15,9 6,6 15
89 32 42 +10 31,2 +8 20,0 5,3 13,9
97 152 167 +15 9,9 173 +21 13,8 0,8 6,6

—

und 3 erniedrigt. 3 Seren zeigten am 4. Tag einen Anstieg und

‘waten am 8. Tag wieder abgefallen. Alle weiteren Einzelheiten.

konnen aus der Tabelle 1 entnommen werden.

Es zeigte sich damit, daB8 nur bei.einem geringen Prozentsatz der
auf Eisen untersuchten ilteten Seren eine Erhdhung des MeB-
wertes zu erwarten ist. Unserer Meinung nach ist es fiir ein Routine-
laboratorium nicht zu vertreten. daB auf die vereinfachte Ausfiih-
gung der Eisenbestimmung verzichtet witd, nur um auch bei
lingere Zeit gelagerten Seren diejenigen (gréBenordnungsmiBig
109%,) richtig zu bestimmen, in welchem andetnfalls um bis zu
25 ug pro 100 m/ (absolut) zu hohe Eisenwerte erhalten werden.
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MITTEILUNGEN

Deutsche Gesellschaft fiir Himatologie

Auf der 13. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie
in Ulm/Donau wutde Prof. Dr. K. LENNerT (Kiel) zum neuen
KongreB-Prisidenten fiir 1969 gewihlt. Die nichste Tagung der
Gesellschaft wird in der ersten Septemberwoche 1969 in Kiel
stattfinden. .

Prof. Dr. W. Sticu (Miinchen) wurde fiir die Zeit von 1968—1970
zum Vorsitzenden der Gesellschaft wiedergewihlt.

Dr. K. G. von Boroviczeny (Freiburg/Breisgau) wurde zum
neuen Sekretir der Gesellschaft gewihlt.

Auf der Tagung wurde auBerdem ein AusschuB fiir die Vor-
bereitung des XIII. Kongresses der Internationalen Gesellschaft
fiir Himatologie gebildet, der 1970 in Miinchen unter dem Pri-
sidium von Prof. Dr. L. HEILMEYER (Ulm) stattfinden wird.

Es wird auf die Neugriindung der
Europidischen Vereinigung fiir Krebsforschung

(European Association for Cancer Research) aufmerksam ge-
macht.

Zweck dieser Vereinbarung ist es, alle zwei Jahre einen wissen-
schaftlichen KrebskongteB abzuhalten; der erste wird im Oktober
1969 in der Schweiz stattfinden.

Anmeldeformulate und weitere Informationen koénnen vom
Sekretir der Vereinigung, Herrn Dr. G. J. V. SWAEN, Academisch
Ziekenhuis Wilhelmina Gasthuis, Pathologisch-Anatomisch La-
boratorium, Amsterdam-Oud West, Eerste Helmersstraat 104,
Niederlande, erhalten werden.
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