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Kapitel 1.
Einleitung.

Das Blutplasma besteht aus einem komplizierten, kolloidalen
System, in welchem als Komponenten sowohl Kristalloide als auch
Kolloide enthalten sind. Letztere konnen in zwei Hauptgruppen ge-
teilt werden, Eiweiistoffe und Lipoide in weiterem Sinne, von welchen
die EiweiBstoffe spontane hydrophile Kolloide sind, wihrend die Lipoide,
die eine aus chemischen Gesichtspunkten besonders heterogene Gruppe
bilden, in Ubereinstimmung damit variierende kolloidchemische Ver-
hiltnisse aufweisen. Das Cholesterin und seine Ester, Neutralfette und
Fettsaduren, zeigen also in reinem Zustande kaum eine Spur von Hydro-
philie, wiahrend die Phosphatide eine Zwischenstellung zwischen
Emulsoiden und Suspensoiden einnehmen, da sie in Wasser auf-
schwellen, ohne bei gewohnlicher Temperatur in echte Lésung zu gehen.

In welcher Form die mehr oder weniger suspensoiden Lipoide in
dem beinahe optisch leeren Plasma enthalten sind, ist noch lange nicht
aufgeklirt ; hier bewegt man sich mit Termini wie ,,Adsorption‘, ,,Schutz-
kolloidwirkung®, ,lockere chemische Bindung” usw. Will man den
Effekt der experimentell hervorgerufenen Variationen in der Konzen-
tration der Lipoide im Plasma beurteilen, muB man, um einigermafien
sicher zu sein, dafl mit den nativen vergleichbare Verhéltnisse vor-
liegen, die Forderung aufstellen, daB sich die Lipoide in klarer Lisung
befinden miissen, da ja dies der fiir die nativen Plasmalipoide kenn-
zeichnende Zug ist.
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Bei dem Studium der Literatur in dieser Frage fand der Verfasser
diesen Gesichtspunkt eigentlich nirgends beobachtet, ebenso wie auch
kaum die Tatsache beriicksichtigt ist, dafl die Suspensionskolloide
gegen kleine Variationen in der Darstellungsweise der Sole &uBerst
empfindlich sind. Die in bezug auf das suspensoide Cholesterin ein-
ander widersprechenden Angaben der Literatur tiber den Effekt eines
experimentellen Lipoidzusatzes zum Plasma schienen hiernach leichter
begreiflich.

Verfasser machte es sich daher zur Aufgabe, zu versuchen, die
Konzentration der verschiedenen Lipoide des Plasmas unter méglichst
nativen Verhiltnissen zu variieren.

Beziiglich der Phosphatide war dies recht einfach zu erreichen
durch Zusatz eines Lecithinhydrosols oder eines Sols von aus Serum
extrahierten Lipoiden mit nachfolgendem Zentrifugieren, das ein klares
Plasma gab, in welchem der Lipoidphosphorgehalt gesteigert war, wihrend
der Cholesteringehalt wider Erwarten gesunken war. Auf diese Weise
war es also streng genommen unmdglich, nur die Phosphatidkonzen-
tration zu variieren, weil sich damit auch die Cholesterinkonzentration
dnderte.

Das Cholesterin bereitete anfangs unerwartete Schwierigkeiten,
da es trotz der Angaben in der Literatur hieriiber in absolut reinem
Zustande in kolloidaler Wasserlosung von einigermafen hoher Konzen-
tration nicht zu gewinnen war. Nach Zusatz einer sehr geringen Menge
Seife wurden jedoch gut reproduzierbare und haltbare, ziemlich konzen-
trierte Sole erhalten. Aus einer Mischung von Plasma und einem solchen
Cholesterinsol schied, in Kalte rascher als bei Zimmertemperatur, ein
Teil Cholesterin aus und konnte wegzentrifugiert werden. Mit einer
geniigend kriftigen Zentrifuge konnte iibrigens, schon bevor der Uber-
schufl an Cholesterin ausgefillt war, ein Teil Cholesterin abzentrifugiert
werden; in beiden Fillen konnte man wieder vollig klare Losungen
bekommen. In diesen erwies sich der Cholesteringehalt mehr oder
weniger gesteigert, wihrend der Phosphatidgehalt in den meisten
Fillen unverindert blieb. Bei angestellten Analysen an verschiedenen
EiweiBkorpern zeigte es sich, dal diese in ihrer Quantitit von der
Lipoidbehandlung vollig unbeeinfluffit blieben.

Die empfindlichste Art und Weise, Verinderungen in dem kolloi-
dalen Zustand des Plasmas nachzuweisen, besteht zweifelsohne darin,
deren Effekt an der Senkungsgeschwindigkeit aufgeschlemmter Blut-
korperchen zu bestimmen, die wohl wenigstens in der Hauptsache aus
der Groéfle ihrer elektrischen Ladung mit der sie begleitenden, mehr
oder weniger starken Aggregation bestimmt wird. Wie schon &ltere
Autoren hervorgehoben haben, ist es moglich, durch Variationen in
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der Senkﬁngsgeschwindigkeit so unbedeutende Verdnderungen im
Blutplasma nachzuweisen, wie sie auf keine andere Weise festgestellt
werden konnen.

Wenn Blutkérperchen in Plasma aufgeschlemmt wurden, in
welchem Cholesterin experimentell gelost worden war, zeigte es sich,
daBl die Senkungsgeschwindigkeit hier im Vergleich mit dem nicht
behandelten Plasma stark reduziert war. Fir die Senkungsgeschwindig-
keit war es jedoch, wie es sich herausstellte, gleichgiiltig, ob der Uber-
schu3 an Cholesterin weggeschafft wurde oder nicht; es war also un-
wirksam, eine Beobachtung, die die negativen Resultate mancher
Autoren bei dhnlichen Experimenten dirfte erkliren kénnen.

In bezug auf das Lecithin wurde prinzipiell dieselbe Erfahrung
gemacht, wenn auch hier die Verhéltnisse komplizierter waren: ein
direkter Zusatz von Lecithin hatte eine stark senkungshemmende
Wirkung. Wurde der UberschuB an Lecithin dagegen wegzentrifugiert,
wurde bald ein schwach senkungshemmender, bald ein schwach be-
schleunigender Effekt erzielt, der dahin gedeutet wurde, dafl der Wirkung
der zuriickgebliebenen Steigerung im Lecithingehalt seitens des in
diesen Fillen verminderten Cholesteringehalts entgegengearbeitet wurde.

Die Bestimmung der Oberflichenspannung ergab, dafl das Chole-
sterin dieselbe stark herabsetzte, das Lecithin aber weniger stark. Blut-
korperchen wurden nach Aufenthalt in mit Cholesterin versetztem
Plasma erst in vielfach hoherer Konzentration von Lanthannitrat
entladen als nach Aufenthalt in unbehandeltem Plasma; dieser Effekt
konnte unvermutet in bezug auf das Lecithin nicht konstatiert werden.
Durch quantitative Analysen an mit Lipoiden versetztem Plasma,
bevor und nachdem Blutkorperchen darin aufgeschlemmt und spéter
wieder wegzentrifugiert worden waren, konnte eine teilweise Adsorption
der neu hinzugekommenen Lipoide an die Blutkérperchen konstatiert
werden.

Somit war also der Mechanismus von theoretischen Gesichts-
punkten aus leicht zu erkliren. Kolloidal gelostes Cholesterin hat wie
ein neutraler Korper mit niedrigerer Dielektrizititskonstante als Wasser
im allgemeinen eine negative Ladung. Lecithin hat bei gewohnlichem pg
des Plasmas als amphoteres Elektrolyt mit seinem isoelektrischen
Punkte weit auf der sauren Seite eine negative Ladung. Da nun fiir
beide eine die Oberflichenspannung senkende Wirkung nachgewiesen
werden konnte, hatte man nach der Theorie von Gibbs-Thomson AnlaB,
in den Phasengrenzflichen eine positive Adsorption zu erwarten, unter
anderem in der Grenzschicht zwischen Plasma und Blutkérperchen,
d. h. gerade die Adsorption an Blutkorperchen, die experimentell nach-
gewiesen wurde. Die Bestimmungen der Entladung der Blutkérperchen

1*
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mit Lanthannitrat zeigten schlieflich eine Zunahme der negativen
Ladung infolge des zugesetzten Cholesterins.

Auf Grund der erwdhnten Resultate sollte man eine mehr oder
weniger strenge Proportionalitit zwischen Lipoidgehalt und Suspensions-
stabilitdt erwarten. Eine solche ist jedoch, wie mehrere Untersuchungen
bewiesen haben, nicht vorhanden. Meine nidchste Aufgabe war daher,
zu versuchen, diese eigentiimliche Inkongruenz zu erforschen. Zu diesem
Zwecke wurden zuerst die Verhiltnisse bei den durch Aussalzung oder
Elektrodialyse entstandenen Niederschligen von Eiweil und Lipoiden
studiert. Dabei wurde bestatigt gefunden, daB mit der Globulinfraktion
verhaltnisméBig mehr Cholesterin ausgefillt wurde als mit der Albumin-
fraktion. Die zugesetzten, klar gelosten Lipoide wurden sowohl mit
Fibrinogen wie mit Globulin ausgeschieden. Aussalzungsversuche bei
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration zeigten, dafl wenigstens ein
Teil des Cholesterins und Lecithins im Plasma in freier, von Eiweil3
ungebundener Form vorhanden ist, da bei 50 9, Sattigung mit Ammo-
niumsulfat bei pg = 4,8 ein eiweiBfreies, lipoidhaltiges Filtrat erhalten
wurde.

Da es infolge der starken Salzlésungen, welche bei oben be-
schriebenen Versuchen verwendet werden miissen, und die nicht nur auf
Eiweil}, sondern auch auf Lipoide in kolloidaler Losung stark fillend
einwirken, unmoéglich wird zu entscheiden, ob Lipoide und Eiweill
gleichzeitig gefdllt werden, weil sie chemisch aneinander gebunden
sind, oder, wenn sie voneinander unabhingig sind, weil sie mit derselben
Salzkonzentration ausgeschieden werden, schien es aussichtsreicher, zu
einer anderen Methode iiberzugehen.

In der Literatur (s. Kapitel II) findet man mehrere experimentell
mehr oder weniger wohlbegriindete Angaben, daf sowohl Cholesterin
als auch Phosphatide an die Globuline, besonders an das Euglobulin,
gebunden seien. (ébe es eine solche Verbindung, wire es ja nicht
unwahrscheinlich, daf3 sie bei dem isoelektrischen Punkte der Globuline
dissoziiert wiirde, wo ja ihr Minimum an elektrischer Ladung und
Hydratation zu finden ist. Handovsky hat schon frither nachgewiesen,
daf beim normalen ¢y des Serums nur ein Teil des Gesamtcholesterins
mit Ather ausschiittelbar ist; dieser Teil sollte dann auBerdem im groBen
und ganzen umgekehrt proportional zum Euglobulingehalt, oder pro-
portional dem Albumingehalt — was realiter dasselbe ist — im Serum
sein. Nun wurden Ausschiittelversuche des Plasmas mit Ather bei
verschiedenem cg gemacht. Dabei wurde obige Annahme bekraftigt
gefunden: am isoelektrischen Punkt der Globuline war das Cholesterin
quantitativ mit Ather ausschiittelbar, zu beiden Seiten desselben jedoch
nur teilweise. =~ Nachdem verschiedene EiweiBlfraktionen dargestellt
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worden waren, gaben die an. diesen vorgenommenen Ausschiittelungs-
proben mit Ather in allem das erwartete Resultat, d. h. Fibrinogen
hielt Cholesterin kriftig gebunden in einer Bindung, aus welcher Chole-
sterin in mit Ather ausschiittelbarer Form bei Pr = etwa 6 dissoziiert
wurde, wihrend Euglobulin dhnliche Verhiltnisse mit einem Optimum
der Cholesterinextraktion zwischen pg = 6 und 5,5 aufwies. Fiir Pseudo-
globulin und Albumin waren die Verhiltnisse ganz andere: hier war
das Cholesterin bei der Wasserstoffionenkonzentration des nativen
Plasmas ebenso leicht ausschiittelbar, wie bei pg = 5,5 bis 6. Die Ver-
bindung Cholesterin—Fibrinogen bzw. Euglobulin erwies sich auf der
alkalischen Seite von pg = 6 als reversibel, so daB experimentell zu-
gesetztes Cholesterin hier in einer mit Ather schwer ausschiittelbaren
Form gebunden wurde.

Jetzt wurden eine Serie Extraktionsversuche an Menschenplasmen,
von verschiedenen rasch sedimentierenden Blutproben herstammend,
ausgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, daB die normalen, suspensions-
stabilen, fibrinogen- und ‘globulinarmen Blutproben Cholesterin in
einer mit Ather leichter extrahierbaren Form enthielten als die patholo-
gischen, stark sedimentierenden, fibrinogen- und globulinreichen.

Spiter wurde durch Ausschiittelversuche mit Ather nachgewiesen,
daBl das zugesetzte Cholesterin wenigstens teilweise in freier Form
vorhanden ist, und daB Lecithin aus dem Plasma ausschlieBlich freies
Cholesterin adsorbiert. Dies, zusammen mit den Resultaten aus den
Senkungsversuchen, fithrt zv der schon an und fiir sich wahrscheinlichen
Auffassung, dal nur von KEiweil ungebundenes, freies Cholesterin
und Lecithin die Senkungsgeschwindigkeit in negativer Richtung
beeinflufit. Damit ist auch eine Moglichkeit gegeben, zu verstehen,
dall der Gesamtlipoidgehalt in rasch oder weniger rasch sedimen-
tierenden Blutproben derselbe sein kann: je rascher die Sedimentation,
desto mehr Globulin; aber je mehr Globulin, desto mehr gebundene, un-
wirksame Lipoide, und desto weniger freie, wirksame, senkungs-
hemmende Lipoide.

Man diirfte im groBen und ganzen annehmen koénnen, dafl die
Eiweillstoffe sicher fiir die Senkungsgeschwindigkeit eine sehr wichtige,
aber nicht die ausschlaggebende Rolle spielen. Die Ladung der Blut-
korperchen, die wahrscheinlich fiir deren Suspensionsstabilitit die
entscheidende Rolle spielt, wird hinsichtlich ihrer Gréfle durch ein
Zusammenwirken aller elektrisch geladenen Partikelchen des Plasmas
bestimmt: positiv geladene sind direkt entladend, schwach negativ
geladene wirken relativ entladend, sowie stark negativ geladene wirken
ladend auf die Blutkérperchen. Unter diesen letzteren spielen sicher
die Lipoide eine bedeutende Rolle.
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Kapitel II.
Literaturiibersicht.

Die auBerordentlich ausgiebige Literatur tiber die von dieser Arbeit
beriihrten Gebiete wird zwecks Raumersparnis nur in beschrinktem
Mafe beriicksichtigt.

Physikalische Chemie kolloidaler Lipoidlosungen.

Koch (44) beschéaftigte sich als erster mit kolloidalen Lecithinlésungen,
in welchen er die negative Ladung der Partikel durch Salzausfallungs-
versuche bewies. Iscovesco (37) zeigte, dal reines Cholesterin in wasseriger
Suspension die Oberflachenspannung bedeutend herabsetzte, ein Effekt,
der nach Berczeller (2) nur in geringem Grade vorhanden ist; Berczeller
teilt ferner mit, daBl in einem seiner Merck-Cholesterinpraparate ein wasser-
16slicher, oberflaichenspannungsherabsetzender Stoff zu finden war (vgl. S.16).
Porges und Neubauer (73) haben die Salzstabilitdt der Lecithin- wund
Cholesterinsuspensionen (die Herstellung derselben wvgl. S. 16) ausfiihrlich
bearbeitet; sie wiesen auch die sensibilisierende Wirkung des Eiweil3es
nach. Aus Neuschlosz’ (67) Untersuchungen {iber ionenantagonistische Effekte
auf die Oberflichenspannung von Lecithinsuspensionen scheint hervor-
zugehen, daf Lecithin in einer Salzmischung von der Zusammensetzung
des Blutplasmas die Oberflachenspannung bedeutend erniedrigen diirfte.
Fujii (21) zeigte, dal Lecithin nur unter gewissen dehydratisierenden Ein-
fliissen aus wésseriger Loésung mit Ather ausschiittelbar ist; der iso-
elektrische Punkt des Lecithins wird als pg = 2,7 angegeben. Rona und
Deutsch (77) und Stern (83), (84) studierten den koagulierenden Einflu3
der H-Ionen auf Cholesterinsolen (Herstellung vgl. S.16). Lecithin und
Cholesterin wirkten aufeinander gegenseitig schiitzend (Rona und Deutsch),
Tauro- und Glykocholsédure, sowie Cholesterinester wirkten auf Cholesterin
schiitzend, verschiedene Eiweistoffe hingegen sensibilisierten. Remesow (75)
teilt neuerdings die Resultate umfangreicher, physikalisch-chemischer Unter-
suchungen iiber Cholesterin-, Cholesterinester- und Lecithinsole mit. Alle
diese Sole erwiesen sich bei Salzausfallungs- und Kataphoreseversuchen
als in den weit tiberwiegenden Fillen negativ geladen. Nicht nur Eiweil3,
sondern auch Glucose sensibilisierte die Cholesterinsole. Lecithin zeigte
ein Ausflockungsoptimum bei pg 2,0 bis 2,8 (vgl. Fujit, 1.c.). Die Di-
elektrizitétskonstante der Cholesterin- und Lecithinsole sank mit steigender
Konzentration; ein geringer Zusatz von Glucose wirkte auf die Di-
elektrizitdtskonstante der Cholesterinsole herabsetzend.

In der alteren Literatur findet man nur &auBerst spéarliche Angaben
uiber den kolloidalen Zustand der Blutlipoide und deren Verhalten Eiweil3-
stoffen gegeniiber. Hardy (31), Haslam (32) und Chick (13) weisen auf
den immer vorhandenen Gehalt an Phosphor in Globulin hin; Chick be-
hauptet, da der Unterschied zwischen Euglobulin und Pseudoglobulin
von dem Phosphatidgehalt des ersteren bedingt sei. Mayer und Terroine (62)
erzeugten bei saurer Reaktion aus einer Mischung der Komponenten den
Niederschlag eines positiv geladenen Albumin-Lecithinkomplexes; diese
Vereinigung kommt néaher am Neutralpunkt nach Handovsky und Wagner (29)
nicht zustande. Diese Verfasser brachten auch in Wasser suspendierte
Serumlipoide mit Serum zusammen, doch ohne zu bestimmen, ob dabei
etwas von den Lipoiden in Lésung ging. Handovsky, Lohmann und Bosse (30)
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fanden in der ausgesalzten Globulinfraktion 259% des Totalcholesterins
wieder, dagegen keine Phosphatide, was im Vergleich mit den iibrigen
zitierten Autoren und auch dem Verfasser (90) eigentiimlich erscheint. Die
Atherausschiittelungsversuche mit Serum von Handovsky und seinen Mit-
arbeitern sind fiir die vorliegende Arbeit von dem groBten Interesse. Sie
fanden zwischen dem mit Ather ausschiittelbaren Anteil des Cholesterins
und dem Euglobulingehalt des Serums eine, wenn auch lange nicht strenge,
umgekehrte Proportionalitit, aus welchem Verhalten sie auf das Vor-
handensein zweier verschiedener Cholesterinformen in Serum schlieBen:
eines ,freien‘, biologisch aktiven und eines ,,gebundenen*, biologisch
unwirksamen. TUnter Einhaltung mdglichst konstanter Bedingungen be-
stimmten sie den EinfluB verschiedener Faktoren, wie Salzzusatz, Ein-
trocknen, Altern des Serums, auf die in einer gewissen Zeit ausschiittelbare
Cholesterinmenge. Der EinfluBl verschiedener H-Konzentrationen und
verschiedener Ausschiittelzeiten wurde doch nicht studiert. Die von hier
gefundenen Tatsachen stiitzen unzweifelhaft die Theorie von zwei Serum-
cholesterinformen. Marie (60) konnte aus gewissen Seren den gréBten
Anteil des Cholesterins durch Chamberlandfilter wegschaffen. — Franken-
thal (19) und Troensegaard und Koudahl (92) kamen bei Lipoidanalysen
der aus Serum ausgesalzten EiweiB3fraktionen zu verschiedenen Ergebnissen:
Frankenthal fand bisweilen sémtliche Serumlipoide in der Globulinfraktion,
wahrend T'roensegaard und Koudahl in derselben Fraktion etwas Cholesterin
erst nach Acetylieren nachweisen konnten. Infolge der Verschiedenheit
der angewandten Sera sind doch wahrscheinlich die Resultate miteinander
nicht ganz vergleichbar. Neuschlosz (68) (69) nimmt auf Grund einiger Modell-
versuche an (Atherausschiitteln sowie Tierkohleadsorption von Albumin-,
Cholesterin- und Lecithingemischen), dal physikalische Verbindungen von
Cholesterin mit den beiden tbrigen aufkommen kénnten. Da Neuschlosz
indessen nur 5 Minuten mit Ather schiittelte, stehen seine Resultate zu
den meinigen (Versuch 24) in keinem Gegensatz. Aus einer Reihe von
Cholesterinanalysen an ausgesalzten Eiweilfraktionen zieht er den SchluB-
satz, daf3 Cholesterin in Globulin kolloidal gelést sei. Neuerdings ist es
Macheboeuf (58) gelungen, durch mehrfaches Auflésen und Umféllen der
Serumalbuminfraktion bei verschiedenen py einen stark lipoidhaltigen, in
Wasser Kklar loslichen Albumin-Lecithin-Cholesterinesterkomplex herzu-
stellen, den Macheboeuf als eine chemische Verbindung zwischen den
Komponenten auffaBt. {Uber die Verhaltnisse zwischen Seifen und Serum
berichten z. B. Matsumura (61) und Jarisch (39). Die Bedeutung der Lipoide
fiir die Hémolyse darf nunmehr als ziemlich klar angesehen werden [siehe
u. a. Hattori (33), Brinkmann und Wastl (9) und die kurze Ubersicht
bei Leathes und Raper (49, S. 214 ff.)]. Von Versuchen, Lipoide in Serum
klar zu l6sen, ist mir ein einziger bekannt: es gelang Lapponi (47), das
Auflésen aus Mehl extrahierter Lipoide im Serum sowohl mikro- als
makroskopisch festzustellen.

Einige Berihrungspunkte der Senkungsfrage mit dieser Arbeit.

Katz und Leffkowitz (42) schreiben in ihrer Monographie auf S.295:
,,Nicht nur in den rein klinischen Arbeiten, sondern auch in den theore-
tischen finden wir so viel dilettantische Angaben, wie kaum auf einem
anderen Gebiet der Medizin.** Sie weisen da mit Recht auf das auffallende

MiBverhiltnis zwischen Qualitit und Quantitit der in Rede stehenden
Literatur hin.
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In den Tagen der Humoralpathologie standen die hierhergehérigen
Phénomene im Brennpunkt des Interesses, was ein Studium der glénzenden
Arbeit von Nasse (66) schlagend beweist; sie enthélt in der Tat den grofiten
Teil von dem, was wir in der betreffenden Frage noch heute wissen. Nach
einer Periode verminderten Interesses begannen einzelne Autoren im An-
fang des 20. Jahrhunderts sich wieder mit der Blutkérperchensenkung zu
beschiftigen: Héber (35) und Mangin und Henri (59), welche die negative
Ladung der Blutkérperchen gleichzeitig entdeckten, spater Weil und
Claude (96), Sellards (82), Wiltshire (99), Berczeller und Stanker (3). Nach
der groBen Arbeit von Fahraeus (23), die das Interesse fiir das Blutkorperchen-
senkungsphédnomen kraftig belebte, folgte eine rasch anschwellende Literatur,
deren allseitige Beleuchtung aufBlerhalb des Rahmens dieser Arbeit fallt.
Es moge geniigen, noch auf die Arbeiten von Wiechmann (98), Linzenmeier
und Hirsch (56) und Westergren (97) zu verweisen. Entgegen anderen
Erkldrungsgrinden, z. B. die ,,Stalagmon‘‘-theorie wvon Schemensky (80),
Bechhold und Reiner (1), v. Oettingen (71), fiir die Anderungen der Senkungs-
geschwindigkeit scheinen nunmehr allgemein Variationen der Ladung der
Blutkérperchen dafiir verantwortlich gemacht werden. Eine Abnahme
dieser Ladung bei gesteigerter Senkungsgeschwindigkeit wurde zuerst von
Fahraeus (1. c.), dann von Linzenmeier (54) (55), Kanat (41) u. a. gefunden.
Nach Hober und Mond (37) ist die Ladung der Blutkérperchen von der
Zusammensetzung ihrer adsorbierten Eiweiflschicht abhangig [vgl. auch
Herzfeld und Klinger (34), Rossier (78)]. Im schnell sedimentierenden
Plasma liegt nun teils eine Vermehrung der Globuline (Fahraeus, 1. c.),
teils eine des Fibrinogens vor [Frisch und Starlinger (20) u. a., vgl. auch
Nasse, 1. c.]. Nun ist es wenigstens von Globulin bekannt, da seine iso-
elektrische Reaktion nidher am Neutralpunkt als der des Albumins liegt,
und es miiBte somit im Blute schwicher als Albumin geladen sein. Hdéber (36)
nimmt zwar an, dal3 Fibrinogen noch schwicher als Globulin geladen wiére,
aber dies ist wenigstens aus den verschiedenen Angaben iiber die iso-
elektrische Reaktion des Fibrinogens schwer -ersichtlich: Resch (76) fand
zwischen py = 5 und 8 keine kataphoretische Wanderung. Funck (22):
zwischen pg 4 und 9 Ausflockung, Stuber und Funck (86): Maximum der
Ausflockung bei pg 5,0, Kugelmass (45): der isoelektrische Punkt bei
pa = 8,0(!), Wdihlisch (102): 4,85, Wohlisch und Schloss (103): 4,46,
Quagliarello (74): 4,9, de Waele (94): 6,9, Nordbo (70): 5,5. — Trotz oder
vielleicht eben aus der fast exempellosen Gegenstreitigkeit dieser Angaben
scheint hervorzugehen, dal3 das Fibrinogen im Plasma wenigstens sehr
schwach geladen ist (vgl. auch Versuch 28), was also die Hobersche Ladungs-
theorie gewissermaflen bekraftigt.

Uber die isoelektrischen Reaktionen des Albumins (4,7 bis 4,8) und
des Globulins (5,4 bis 5,5) herrscht ziemliche Einigkeit.

Die Einwirkung experimenteller Lipoidzusdtze auf die Senkungsgeschwindigkeit.

Auf diesem Gebiete herrscht ein heilloses Durcheinander. Man ist
daher einigermaflen verwundert, bei Katz und Leffkowitz (1. c.) als Ab-
schluBl ihrer Anfiihrung eine ganze Reihe einander auffillig wider-
sprechender Resultate zu lesen: ,,Die Theorien von Hdéber sowie von Brink-
mann und Wastl und Linzenmeier scheinen fiir das Phénomen eine hin-
reichende Erklirung zu liefern®. Indessen scheint mir die [nach Lewis (50)]
zitierte Formel mit aller wiinschenswerten Klarheit darzutun, daB nicht nur
Lecithin, sondern auch Cholesterin die Suspensionsstabilitit erhéhen muf3;
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denn beide sind negativ geladen und erniedrigen die Oberflichenspannung
und die Dielektrizitatskonstante. Wenig beweiskraftig fiir die entladende
Fahigkeit der ,,Cholesterin-Phosphatidfraktion* scheint mir weiter Brink-
mann und Wastls Versuch (8. 35): hier dirfte in der Tat eine Salz-
ausféllung der Lipoide in den engen Versuchsréhrchen eine priméire
»Agglutination* vorgetduscht haben.

Etwas frither veroffentlichte Kiirten (46) einige Versuche, in welchen
bei Zusdtzen in vitro durch Lecithin Hemmung, durch Cholesterin Be-
schleunigung der Senkung stattfand. Letzteres ist von keinem spéteren
Autor, mit Ausnahme von Grossmann (26), bestétigt worden. Kiirten
nimmt eine (nicht bewiesene) entladende Wirkung des Cholesterins an;
eine solche scheint indessen unwahrscheinlich nach Brinkmann und
van Dam (8), die die elektrisch isolierende Wirkung des Cholesterins auf
die Blutkoérperchen entdeckten. Die Ergebnisse von Grossmanns (l. c.)
Cholesterinausfiitterungsversuchen, daf3 Cholesterin senkungsbeschleunigend
wirke, sind wenig beweiskraftig wegen des kleinen Materials (neun Falle)
und der unzuverldssigen Bestimmungen (Rohrers EiweiBmethodik). Ein
nicht naher beschriebener in-vitro-Zusatz von Cholesterin wirkte senkungs-
beschleunigend. Beschleunigte Senkung nach Cholesterinfiitterung wurde
ferner von Lasch (48) nachgewiesen; nach Saponininjektionen erhielt er
indessen eine Vermehrung des Blutcholesterins und eine Verminderung
der Senkungsgeschwindigkeit. Bei Infektionskrankheiten sah er erhdhte
Senkungsgeschwindigkeit und meistens erniedrigten Cholesteringehalt.
Ley (51) und Gyérgy (28) fanden beide durch sowohl Lecithin- als auch
Cholesterinzusatz eine etwas verminderte Senkungsgeschwindigkeit. Die
Versuche diirften kaum einer Kritik standhaft sein: so z. B. zieht Gydrgy
nicht in Bedenken, den zur Herstellung der kolloidalen Cholesterinlésung
verwandten Alkohol oder Aceton nicht wegzuschaffen; tat er so, blieb der
senkungshemmende EinfluB aus (vermutlich weil das Cholesterin dann
durch Salzwirkung ausfiel). Véllig negative Resultate bei in-vitro-Zusatzen
von Lipoiden erhielt Clemente (14). Gabbes (24) Versuche konnen auch
nicht als einwandfrei gelten: er schiittelte Serum mit Ather, worauf eine
verminderte Senkungsgeschwindigkeit resultierte, die doch durch Zusatz
der extrahierten Lipoide wieder beschleunigt werden konnte. Indessen
wirkt die Atherbehandlung denaturierend; ferner wird nicht angegeben,
wie der Zusatz des wasserunldslichen Cholesterins geschah. Léhrs und
Windaus [zitiert nach Linzenmeier und Hirsch (1. ¢.) und Salomon, de Potter
und Valtis (79)] finden keinen Zusammenhang zwischen Cholesteringehalt
und Senkungsgeschwindigkeit (vgl. Versuch 26).

Kapitel III.
M ethodik.
Quantitative Lipoidanalysen.

A. Die Extraktion der Lipoide wurde zu Beginn in einer Reihe von
Fillen mit der Methode von Bloor (5) ausgefiihrt, besonders in solchen Fillen,
wo es sich nur um Cholesterin handelte. Dies soll nach Bloor (l.c.),
H.J. Miller (64) u. a. auf diese Weise quantitativ extrahiert -werden.
Um aber betreffs einer quantitativen Extraktion absolut sicher zu sein,
zog ich im allgemeinen die sicherere Extraktion in Soxhletapparaten vor.
Es wurde also folgendermafien vorgegangen: Die Fliissigkeit, im allgemeinen
Plasma oder Serum, das extrahiert werden sollte, wurde direkt in einen
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groBen UberschuB absoluten Alkohols hineinpipettiert, wobei das Eiwei3
in feinverteiltem Zustand ausschied. Dann wurde durch eine Extraktions-
hiilse direkt in den Soxhletapparat hineinfiltriert, der danach mittels
elektrischer Erwarmung auf Sandbad in Funktion gesetzt wurde. Eine
Mehrzahl Proben ergab, daB eine Extraktionszeit von 2 Stunden sicher
ungeniigend war, weil mehrere Prozent Lipoide dann noch unextrahiert
zuriickgeblieben sein konnten, wihrend eine Zeit von 4 Stunden in jedem
Falle eine vollstandige Extraktion sowohl des Cholesterins als auch der
Phosphatide herbeifiihrte.

Der Alkoholextrakt wurde nach beendigter Extraktion quantitativ in
einen Fraktionskolben iibergefiihrt und im Vakuum eingedunstet. Dabei
ist darauf zu achten, daf3 der Extrakt nach Verdunsten bis zur Trockne
nicht allzu lange auf dem kochenden Wasserbade bleibt, denn die Tempe-
ratur steigt nahezu bis 100°C, und dies hat oft eine leichte briaunliche
Verfarbung zur Folge, die bei den Cholesterinanalysen verdrieBlich ist.

Der absolut trockene Riickstand wird durch Aufnahme in Chloroform
von anhéngenden Salzen und adhnlichem gereinigt. Dann wird das Chloro-
form zum Sieden erwarmt und sofort durch ein Faltenfiltrum in einen
50-ccm-MeBkolben filtriert (soweit hierfiir keine andere Gréfle angegeben
ist). Vakuumkolben und Filter werden nach drei- bis viermaligem Ge-
brauch mit Chloroform ausgespiilt. Der so hergestellte Chloroformextrakt
eignet sich ausgezeichnet zum Abpipettieren aliquoter Teile und ist lange
haltbar. In gut verschlossenen Kolben 1483t sich ein solcher Extrakt mehrere
Monate unverandert aufbewahren.

B. Die Cholesterinanalysen wurden zuerst spektrophotometrisch nach
H. Theorell (90) mit den von Lifschiitz (52) angegebenen Proportionen
zwischen Chloroform, Essigsiureanhydrid und Essigsdure-Schwefelsdure-
mischung ausgefiihrt, um eine Liebermann- Burchard-Reaktion zu erzielen.

Spéter ging Verfasser dazu iiber, dieselben Reaktionsmischungen im
.sStufenphotometer‘‘ von Pulfrich abzulesen. Dieses Instrument gab eine
groBartige Ubereinstimmung der Doppelwerte, selbst in weit verschiedenen
Konzentrationen. Mit nur einer 10-mm-Kiivette konnten Konzentrationen
von 1 bis 0,05 mg Cholesterin in 3,25 cem Reaktionsmischung genau und
ohne Schwierigkeit bestimmt werden. Die Benutzung anderer Kiivetten
von verschiedener Dicke erweiterte selbstverstandlich das Verwendungs-
gebiet.

In einem Falle (Versuch 19) wurde die Digitoninbestimmungsmethode
Windaus’ [(100), (101)] angewendet. Wo es sich um einen Cholesterinester
enthaltenden Extrakt handelt, wird die Bestimmung jedoch infolge der
Notwendigkeit, diesen vor dem Ausfillen mit Digitonin zu verseifen, recht
miihsam, zumal wenn die Anzahl der Analysen grof ist.

Gegen eine kolorimetrische Bestimmung mit Liebermann- Burchard-
Reaktion wurde aber der Einwand erhoben [H. J. Miiller (64), E. Muller (65),
Gardner und Williams (25), Fex (17) u. a.], daB sie infolge einer brdunlichen
Verfarbung die Werte unsicher macht. Sie vernichtet die Farbenahnlichkeit
zwischen der Versuchslésung und der Cholesterin-Standardlésung, weshalb
ein gewohnliches kolorimetrisches Ablesen strenggenommen unmdéglich
wird. Im Spektrophotometer oder ,,Stufenphotometer‘ erzielt man da-
gegen eine Farbendhnlichkeit, die ein Ablesen ermdglicht. Der gefundene
Wert wird indessen eine Summe der Lichtabsorption der griinen Cholesterin-
farbe und der Verfarbung bei der benutzten Wellenlinge. Es war daher
notwendig, die Absorption des Cholesterins und der Verfarbung innerhalb
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gewisser Teile des Spektrums, je fiir sich, zu untersuchen. Diese Unter-
suchung wurde vom Verfasser zusammen mit Q. Widstrém ausgefiihrt.
Die Resultate derselben diirften von allgemeinem Interesse sein, zumal die
kolorimetrische Bestimmung des Cholesterins vielfach in Verruf gekommen
ist [s. Birger (11), Weidmann und Sundermann (95)], und sollen in aller-
nichster Zeit vertffentlicht werden. Da es in einem Falle (Versuch 15)
sich als notwendig erwies, der Verfarbung wegen zu korrigieren, sei hier
in Kiirze das Prinzip fiir diese Korrektion mitgeteilt.

In drei Extrakten, welche durch sehr unvorsichtiges Verdunsten stark
verfarbt waren, ungefahr wie mittelstarker-starker Tee, wurden zuerst
die Extinktionskoeffizienten in allen Spektralfiltra des ,,Stufenphotometers*
fiir die unbehandelten, verfarbten Chloroformlésungen bestimmt. Dann
wurde eine Teil zur Trockne eingedunstet und mehrmals mit absolutem
Ather extrahiert; hierbei ging das ganze Cholesterin, aber nur wenig von
der Verfarbung, in Losung. Danach wurden alle Extinktionskoeffizienten
fir den Atherextrakt und die Verfarbung, je fiir sich, bestimmt; alle in
der gewohnlichen Lifschitzschen Mischung fiir Cholesterinanalyse nach
13 Minuten bei 35°C. Schlielich wurden die Extinktionskoeffizienten
fiir eine Liebermann-Burchard-Reaktion an reinem Cholesterin mit groBter
Sorgfalt bestimmt, und zwar in neun Proben mit Konzentrationen von
0,05 bis 1 mg Cholesterin in 3,25 ccm in einer 10-mm-Schicht. In den Spektral-
filtra, S 50 und 47, war eine gewisse Verschiedenheit in den Farbentonen
zwischen beiden Hilften des Gesichtsfeldes vorhanden, weshalb die Ab-
lesung hier unsicherer wurde. Der besonders wichtige Extinktionskoeffizient
fiir reines Cholesterin in S 61, wo iibrigens die Farbengleichheit zwischen
den beiden Halften des Gesichtsfeldes, selbst in hohen Cholesterin-
konzentrationen, véllig iibereinstimmt, wurde wiederholt mit verschiedenen
Cholesterin-Standardlésungen in zusammen 25 Proben zu 1,592 4 0,0051
bestimmt ; demnach ungefahr derselbe Wert, den Verfasser 1926 spektro-
photometrisch gefunden hat. Der durchschnittliche Fehler einer einzelnen
Bestimmung in diesen 25 Proben war = + 1,60%.

Nachstehend folgen die Durchschnittswerte der Extinktionskoeffizienten
fiir 1 mg Cholesterin in den acht Spektralfiltra des ,,Stufenphotometers‘:

S | s | se | ss1 | s | ss0 | sa7 S 43
0238 | 0440 | 1502 | 0702 | 0374 | 0593 | 1,130 | 1,824

Diese Werte liegen den Kurven fiir ,,reines Cholesterin‘‘ in Abb. 1
zugrunde, doch so, da8 sie fiir jeden Extrakt mit einem Faktor multipliziert
wurden, damit der Wert in S 61 mit dem gefundenen Wert fiir ,,entférbten
Extrakt‘‘ iibereinstimmt; dies, um die Abbildung iibersichtlicher zu gestalten !

Die drei Extrakte weisen auflerordentlich gleichartige Verhiltnisse
auf. Der Extinktionskoeffizient fiir die Verfarbung + der Extinktions-
koeffizient fiir den entfirbten Extrakt sind durchweg gleich mit dem
Extinktionskoeffizienten fiir den verfiarbten Extrakt. Dies zeigt, dal sich
die Verfarbung wihrend der Atherbehandlung nicht gedndert hat.

Die Verfiarbung 148t fiir alle drei Extrakte eine gleichméafige Steigerung
der Absorption nach der violetten Seite hin mit einem rascheren Anstieg
bei S 43 erkennen (S 43 hat maximale Lichtpermeabilitdt bei einer Wellen-
lange von 430 uu, S 61 bei 610 upu usw.). Trotzdem man bei dem reinen
Cholesterin die groBte Absorption gerade in S 43 erhilt, ist dieser Filter
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fiir Cholesterinbestimmungen im Extrakt besonders ungeeignet, da sich
hier gerade auch eine leichte Verfirbung sehr stark geltend macht und
das Resultat verschiebt. Giinstiger stellen sich die Verhaltnisse nach der
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roten Seite hin: in S 75 und S 72 gibt die Verfarbung kaum eine meBbare
Absorption; trotzdem sind diese Filter ungeeignet, da auch das Cholesterin
hier eine relativ unbedeutende Absorption hat. Am besten ist § 61, wo
das Cholesterin eine sehr kriftige Absorption erleidet, wihrend die der
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Verfarbung noch ganz gering ist. So macht der Extinktionskoeffizient (E)
in S 61 fiir die Verfarbung in dem sehr stark verfarbten Extrakt Nr. 1
nur 179, des verfirbten Extraktes ES 61 aus. Dies 143t sich aber im
Apparat folgendermaBen direkt korrigieren, ohne daB eine Entfarbung mit
Ather vorgenommen zu werden braucht:

Die Kurve fiir reines Cholesterin ist, wie oben erwihnt wurde, so ein-
gelegt, daB ihr ES 61 = ES 61 des entfarbten Extraktes entspricht. Die
Kurve fiir letzteres liegt nach der violetten Seite hin etwas iiber der Kurve
des ersteren, was darauf hindeutet, dafl die Entfirbung nicht vollig ge-
lungen ist. Die Bezeichnungen wurden wie folgt verkiirzt:

Verfarbter Extrakt = a
Entfarbter b
Verfarbung =c

d

’

Reines Cholesterin =

z. B.: Der Extinktionskoeffizient der Kurve d im Spektralfiltrum S 53
= ES 53d; der Extinktionskoeffizient der Kurve ¢ im Spektralfiltrum
S 61 = ES 61 ¢ usw.

Aus den Kurven findet man, da@:

E S 53d

ESeé61d 0,24
und

E S 53¢

Eseic — %

Setze = = ES 61 fiir das reine Cholesterin in Extrakt Nr. 1.
,»» Yy = ES 6l fir die ganze Verfirbung in Extrakt Nr. 1.

Da ES 61 a = 0,505
und ES 53 a = 0,370,

so erhélt man folgende Gleichung:

z + y = 0,505,
0,24 x + 2,6 y = 0,370,
was ausgerechnet ergibt:
xz = 0,395,
y = 0,110.

Gefunden ES 61 fiir die Kurven b und c, bzw. 0,425 und 0,080, d. h. die
Entfarbung ist sonach nicht véllig gelungen; dies war auch der Fall.

Durch dieses Verfahren, die Reinheit der griinen Reaktionsfarbe durch
einen Vergleich mit ES 53 und ES 61 zu kontrollieren, scheint es mir
moglich, in einer einfachen Weise die mehr oder weniger miihevollen Proze-
duren, wie sie in der Literatur vorgeschlagen sind: Verseifung, Entfirben
mit absolutem Ather, mit Ather 4 Natriumsulfat usw., zu vermeiden.

Kontrollen .an einer Mehrzahl farbloser Plasmaextrakte ergaben, daf}
fiir diese keine Korrektion ausgefiihrt zu werden brauchte. Selbst bei
sichtlich verfarbten Extrakten, obgleich lange nicht so stark verfiarbt wie
die oben mitgeteilten, war die Korrektion konstant unter 59,. Nur in
einem Falle (s. Versuch 15) war eine Korrektion notwendig.



Die vom Verfasser (90) vorgeschlagene Bestimmung von, eventuell
Korrektion fiir, Oxycholesterin ist hier nicht ausgefiihrt worden, aber
ihre Bedeutung wurde dadurch reduziert, da eine Erhitzungszeit von
13 Minuten anstatt 15 in 35° Wasserbad angewandt wurde.

C. Phosphorbestimmungen.

1. In einer Reihe von Fillen wurden P-Analysen nach Pregl vor-
genommen.

2. In einem Falle (Versuch 1) titrimetrische Bestimmung nach
Macheboeuf (57) mit der Modifikation nach 7'. Teorell [s. Jorpes (40)].

3. In einem Falle (Versuch 18) nach einer noch unverdffentlichten
Methode von T. Teorell: mach Verbrennung mit Schwefelsiure wurde das
Phosphat als Ammoniumphosphormolybdat nach Pregl ausgefillt, filtriert,
gewaschen, in Lauge gel6st, worauf das Ammoniak im Niederschlag nach
T'. Teorell bestimmt wurde.

4. In Versuch 17/18 nach Kleinmann (43) nephelometrisch durch
Ausfallen mit Strychninmolybdat. Die Verbrennung konnte nicht direkt
nach Kleinmann ohne Zusatz im Platinatiegel gemacht werden, denn da
positive Tonen nach der Verbrennung der Lipoide fehlen, wird die Phosphor-
séure frei und verbindet sich mit dem Platina, so daB zu niedrige Werte
erhalten werden. Deshalb wurde erst nach Zusatz von 1 cem Lésung mit
69 Soda -+ 19, Salpeter verbrannt. Sodann wurde genau nach Kleinmann
weitergearbeitet, mit der Modifikation von Pincussen-Juliusburger (72),
nach welcher die Ausflockung nach einer gewissen Zeit, hier 45 Minuten,
durch Zusatz von Gummiarabikum gehemnmt wurde. Die Ablesung ge-
schah im Stufenphotometer mit dazugehoérigem ,,Triibungsmesser’ durch
das rote Filtrum LI. Diese Methode war in der Hand des Verfassers nie-
mals ganz zuverldssig und wurde daher iibergeben zugunsten

5. der kolorimetrischen Bestimmung von Fiske-Subarow (18). Die
Ablesung der blauen Farbe wurde im Stufenphotometer mit Spektral-
filtrum S 72 ausgefiihrt. Die Absorption ist zwar stiarker in 8§ 75, hier
ist indes infolge der Lichtschwiche das Ablesen erschwert.

,»Lecithin® ist durchgehends berechnet durch Multiplikation des Phosphor-
gehalts mit 25. Das synthetische Lecithin enthélt zwar nur 3,939, Phosphor,
aber das native Lecithin enthdlt auch immer ungesittigte Fettsauren
und infolgedessen einen etwas hoheren Prozentgehalt Phosphor. Ferner
ist im Blute Cephalin mit einem Phosphorgehalt von 4,189, vorhanden.
Da die Proportionen zwischen diesen Phosphatiden untereinander un-
bekannt sind, wurde der Einfachheit halber mit 49, gerechnet.

Stickstoffanalysen wurden entweder nach Kjeldahl oder in den meisten
Féllen nach 7. Teorell (89) mit Natriumhypobromit gemacht. Zur Ver-
brennung des Serums oder Plasmas war bedeutend langere Zeit notwendig,
als in der Beschreibung der Methode angegeben wird. Es zeigte sich, da}
24 bis 48 Stunden zur Uberfithrung des gebundenen Stickstoffs in Ammoniak
notig waren. Gravimetrische Eiweilanalysen wurden mitunter benutzt
(z. B. in Versuch 6).

Die Bestimmung der EiweiBfraktionen im Plasma bzw. im Serum
wurde entweder durch Aussalzen mit Ammoniumsulfat oder nach einer
noch unversffentlichten Mikromethode von H. Theorell und Widstrém ge-
macht. Diese wird folgendermaBen ausgefiihrt: der Gesamtstickstoff wird
nach T. Teorell bestimmt; 0,1 ccm Plasma in jeder Probe. 1 ccm Oxalat-
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plasma wird mit 3 cem physiologischer Kochsalzlosung versetzt, die
Calciumchlorid in einer Normalitdt von n/50 enthalt. Koagulation tritt
nach einer Weile ein. Nach ein paar Stunden werden die Koagulate
mit einem Glasrohr, das an seinem einen Ende geschlossen und zu
einer in das Probierrohrlumen passenden Kugel aufgeblasen ist, ausgepref3t.
Die Koagulate werden dann dreimal mit physielogischer Kochsalzlosung
gewaschen und in eine Verbrennungsrohre iibergefiihrt; danach Stickstoff-
analyse nach 7. Teorell. — Die aus den Koagulaten ausgepref3te Fliissigkeit,
welche Globuline und Albumine enthélt, wird mit reinem, kristallisiertem
Magnesiumsulfat in Uberschuf versetzt und mit dem Salz gesattigt, indem
sie wenigstens zwei Stunden in einem Saturator unter sanft wiegenden
Bewegungen zubringen darf. Hierbei scheiden die Globuline in einer hoch-
dispersen Form aus, so dafl die Fliissigkeit homogen und milchig aussieht.
Darauf werden Stickstoffanalysen teils an der milchigen Fliissigkeit,
teils nach Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge an der klaren Mutterlauge
gemacht. Dieses Zentrifugieren nimmt im allgemeinen mehrere Stunden in
Anspruch. Die Globuline steigen an die Oberfliche und liegen dort wie eine
Membran, die auf die Seite geschoben werden kann, wonach man die klare
Flissigkeit mit einer Pasteurpipette aufsaugt. — Auf diese Weise erhélt man
den Quotienten zwischen Globulin und Albumin. Die Summe aus beiden
wird deutlich Gesamtstickstoff minus Fibrinstickstoff. Der Reststickstoff
kann, falls es notwendig ist, bestimmt und dann von dem Gesamt- und
Albuminstickstoff in Abzug gebracht werden.

Diese Methode ist in ein paar hundert Fallen verwendet worden und hat
sich als auBlerordentlich zuverlédssig erwiesen.

pu-Bestimmungen wurden im Stufenphotometer mit Nitrophenol-
indikator nach einer Methode, die spater von A. Janke und St. Kropacsy (38)
publiziert wurde, ausgefiihrt.

Die Oberflichenspannung warde nach R. Brinkman und van Dam (7) und
T. Tominaga (91) mittels der Ringmethode gemessen. Eine kleine Menge
Flussigkeit wurde auf ein Uhrglas gegossen, das dann 30 Minuten in Ruhe
stehen durfte, bevor die definitive Bestimmung vorgenommen wurde.
Wahrend dieser 30 Minuten sank die Oberflaichenspannung — worauf
Tominaga hinweist — anfangs rascher, dann immer langsamer. Nach
30 Minuten war der definitive Wert wenigstens nahezu erreicht.

Der Viskositdtskoeffizient wurde mit Viskosimeter im Wasserbad von
18° C in iiblicher Weise gemessen.

Die Senkungsreaktion wurde mit der Apparatur nach Westergren (97)
gepriift. Fiir gewohnliches Pferdeblut sind diese Senkungsrohren jedoch fiir
die groBen Aggregate zu schmal. In diesen Versuchen aber war in den
meisten Fillen 1Y% mal verdiinntes Plasma verwendet worden, das die
Aggregation so vermindert, daB das Diameter der Rohren gut ausreicht.
Kontrollversuche mit gréberen Réhren gaben dieselben Werte.

Kataphoreseversuche an Blutkérperchen wurden nach Michaelis [(63),
S. 118] angestellt.

Cholesterinsuspensionen.

Nach der Literatur zu urteilen, schien es eine leichte Sache, sowohl
haltbare als auch reproduzierbare Suspensionen von Cholesterin in Wasser
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herzustellen. Die meisten Verfasser, Kiirten (46), Grossman (26) u. a. be-
gniigen sich damit, festzustellen, daB Cholesterinsuspensionen von dem
oder jenem Gehalt, z. B. 1%, fiir gewisse Versuche verwendet wurden,
ohne jedoch die Darstellungsweise niher anzugeben. Porges und Neu-
bauer (73) erhielten hochkonzentrierte, stabile Cholesterinhydrosole, indem
sie .eine Acetonlésung des Cholesterins in Wasser gossen und danach das
Aceton auf dem Wasserbad verdunsteten. Rona und Deutsch (77) be-
nutzten dieselbe Methode, erhielten aber nur sehr niedrig konzentrierte
Sole. R. Stern (85) behauptet, daB die Darstellung ohne weiteres
gelingt, wenn eine kochende Alkohollssung des Cholesterins langsam in
kochendes Wasser gegossen wird; dies unter der Voraussetzung, da ein
ganz reines Priparat verwendet wird. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit
gibt Remesow (75) an, daB es ihm gelungen, ein festes Praparat kolloidales
Cholesterin darzustellen, das sich in Wasser in ein milchiges Sol auflése.
Die Darstellung, welche in der Hauptsache derjenigen von Porges und
Neubauer ahnelt, ist sehr summarisch beschrieben, und da Remesow nicht an-
gibt, ob er sein Cholesterin (Merck) durch Umkristallisation gereinigt hat,
lassen sich seine Angaben nur schwer beurteilen. Cashin und Moravek (12)
benutzten eine von der vorhergehenden génzlich abweichende Methode
(Dispersionsmethode), bei welcher sie Lecithin und Gelatine sehr freigiebig
als Schutzkolloide verwendeten. Meine eigenen Versuche mit der Methode
von Stern waren anfénglich vielversprechend, zumal sogar mit einem
Cholesterinpraparat von ziemlich zweifelhafter Reinheit 19%ige hoch-
disperse, gut haltbare Suspensionen ohne Schwierigkeit erhalten wurden.
Bei Versuchen, womdglich noch bessere Resultate mit reinerem, mehrmals
aus Alkohol umkristallisiertem Cholesterin zu erzielen, traten unerwartete
Schwierigkeiten zutage. Je mehr das Praparat (M ercks reinstes Cholesterin)
umbkristallisiert wurde, desto schlechter wurden die Resultate, so daf3
schlieflich nur sehr schwache Losungen erhalten werden konnten. Dies
konnte nur so gedeutet werden, dafl ein Schutzkolloid, wenn auch nur in
verschwindender Menge, nétig sei, um die Suspension stabil zu machen.
(Auf meine briefliche Anfrage an Stern, ob seine Darstellung der Suspen-
sionen ausnahmslos gelungen sei, antwortete er, daB dies nicht der Fall
gewesen sei, bisweilen seien sie ihm aus einem unbekannten AnlaBl mif3-
lungen.) Nun hieB8 es also, ein geeignetes Schutzkolloid zu suchen, und zwar
ein fiir die Zwecke des Verfassers passendes, das normalerweise im Blute
vorhanden ist. Unter diesen kamen zunichst Fettsduren, Seifen und gallen-
saure Salze in Frage. '

Zu den Versuchen wurden verwendet: Stearinsdure, gereinigt, durch
Verseifen, Filtrieren, Ausfillen mit HCl, Ausschiitteln mit Ather im
Scheidetrichter, Waschen der Atherldsung mit Wasser bis zu neutraler

Reaktion im Waschwasser sowie durch mehrmalige Umbkristallisation aus
Alkohol.

Olsdure: Mercks Ac. olein. puriss., frei von Linolsiure.

Tauro- und Glykocholsdure: Analysenreine Priparate, dargestellt
von B. Josephson, aufgelost in Wasser durch Zusatz dquivalenter Mengen
Alkali. Fiir die Seifenlosungen wurde py bestimmt, um eine Beurteilung
zu ermoglichen, in welchem MaBe cg als solches fiir die Resultate eine
Rolle spielte. Die Bestimmung, welche ja in diesem Falle keine gréSere
Genauigkeit erforderte, wurde kolorimetrisch mit m-Nitrophenol und
Phenolphthalein unter Benutzung von Walpoles Prinzip ausgefiihrt.
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A. Stearinsdure.

Versuche mit Seifenldsungen von verschiedener Konzentration.
Ber. dquival. Volumen NaOH = 4,11 ccm.

Tabelle I.
29/,ige Stearin- “ | Pu nach
saurlet;Sl;Alnléohol— NaOH \‘ Hy O PH \] Aussehen Sclﬁitgll'nbgit
cem cem | cem ‘ Klirung
I
2.0 20 23,0 73 | | 94
2.0 L 30 22,0 87 | | —
2.0 | 85 21,5 | 87 || Beim | —
2.0 | 375 21,25 87 || Erkalten ’ —
2.0 3% 21,10 87 I Nieder- -
2,0 4,00 21,0 8,7 | schlag || —
2,0 410 20,90 ’ 89 | : —
20 4,30 20,70 | 91 | \ 94

Die Léosungen waren vor dem Ausschiitteln mit Ather in bezug auf

Stearinsaure 1,48%/,.
Versuche,

Cholesterinsuspension  herzustellen:

Lésungen von 0,2g

Cholesterin in 4 cem Alkohol wurden in verschieden konzentrierte Stearin-
saureseifenlosungen hineingegossen (Stearinsdure + dquival. Menge Na O H).

Tabelle I1.
Konzentratiofn |
in bezug au
Stearinsiure l Pu Resultat
oo
1 87
1 8,1
1;2 7’6 Erst Suspension, aber Nieder-
4 ’ schlag nach einem Tage
1/8 7:3
1 7,0
1sa 7,0 Niederschlag nach einer Weile

B. Versuche mit Olsdure und Olsiureseife.

5 ccm warmer Alkohol, enthaltend 49, Cholesterin und verschiedene
Mengen Olsdure, wurden in 20 ccm warmes destilliertes Wasser hineingegossen.
Dieses wurde konsequent benutzt, nachdem mehrere Versuche gezeigt
hatten, daB gegeniiber dem von Stern vorgeschriebenen ,,Leitfahigkeits-

wasser‘‘, das auch Verfasser anfanglich verwendete, kein Unterschied
vorhanden war.
Tabelle 111.
| Konzentration der Cholesterin-
H;0 ! alkohollésung in bezug aut Olsiure Resultat
cem | %00
m_ | o o
I
20 ‘* 1
20 | g
1
‘ég ‘ 1;; Niederschlag
20 Y1s
20 \ Yza



— 18 —

Etwas bessere Resultate wurden auf folgende Weise erhalten:

20 com H,O wurden mit 1 cem 0,8%iger Olsdure in Alkohol versetzt.
Nach Erhitzen wurden 5 ccm warmer, 49iger Cholesterinalkohollésung
zugesetzt. Die entstandene Suspension wurde augenblicklich durch fett-
freie Baumwolle filtriert. Das Filtrat erwies sich als Suspension etwa
2 Wochen haltbar, wonach das Cholesterin ausschied.

Die besten Resultate waren a priori mit Olsgureseife zu erwarten,
da die Olsdure als ungesittigte Saure eine hohere Dissoziationskonstante
hat als die Stearinsdure und demnach auch eine geringere Neigung zur
Hydrolyse. Wie folgende Versuche zeigen, war diese Hoffnung auch voll
berechtigt.

Versuch. Olsaure-Na-Seifen. NaOH in zur Olsiure dquivalenter
Menge.

Tabelle IV.
Konzentration der I [ o
Olsi A h h el A h
Nr. Olos,&ure Pr ustlgreISltﬁlr?genem 2 nach m(;lsrseiegnTagen
i00 i
1 ’ 0,8 8,4 stark getriibt l stark getriibt
2 |l 0,4 8,0 | klar schwicher getribt
3 | 0,2 7,6 nahezu klar noch schwicher getribt
4 o1 72 opak AR
5 | 0,05 7,0 | stirkere Triibung |, » ”
6 0,025 6,9 Ischwichere Tribung ‘ N » ”
‘ | als vorher !

In 20 cem von jeder der vorhergehenden, neu zubereiteten Losungen
wurde unter Sieden 0,2 g Cholesterin, gelést in 5 ccm Alkohol, zugegeben.
Es entstand eine kolloidale Losung, Nr. 6 zeigte jedoch Tendenz, Cholesterin
auszufallen. Nun wurde ein gleichgroBes Volumen destillierten Wassers
hinzugefiigt und die Becher auf das Wasserbad gestellt, um den Alkohol
zu verdunsten. Nachdem die Volumina unter 20 ccm gesunken waren,
wurden die Lésungen durch Baumwolle filtriert, danach die Filtra mit
etwas Wasser gespiilt und das Volumen auf 20 ccm erginzt.

Tabelle V.

Spektrophotometrische Cholesterinbestimmungen.

- Cholesterin berechnet = 1 6/;
Nr.

|
H Cholesterin gefunden
i %o
I

2 [J 0,56

3 ‘f 0.55

s | 0,52

b 1 0,38

6 I 0,24

Es war also eine bedeutende Menge des Cholesterins ausgefillt worden,
was offensichtlich darauf beruht, daf sich beim Verdunsten auf dem Wasser-
bad ein Teil des Cholesterins an den Wianden der Becher abgesetzt hatte.
Man kann iiberhaupt nicht erwarten, mit der vorbeschriebenen, groben
Methode streng reproduzierbare Suspensionen zu erhalten, im einen Falle
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scheidet wenig aus, im anderen viel. Auch der Dispersititsgrad der
Suspension ist natiirlich in hohem MafBle abhéngig von dem Zusatz der
Alkohollésung, den TUmrithrungs- wund Temperaturverhéltnissen sowie
von den auf diese Weise unvermeidlichen Volumensnderungen beim Ver-
dunsten des Alkohols. Dies wird deutlich aus einem Vergleich zwischen
dem folgenden und den vorhergehenden Versuchen ersichtlich; die Technik
war, soweit moglich, dieselbe wie in den vorhergehenden, aber die Resultate
wurden, wie man sieht, recht wvariierend.

Tabelle V1.

i 9/g0 Na-Oleat “

19/y Cholesterin zugesetzt

die vorhergehenden, in derselben
‘Weise und gleich rein dargestellt

i |
Nr. \ ‘ 0y Cholesterin gefunden ‘L Bemerkungen
1t | o1 ‘ 0,64 ‘
2 | 0,04 ‘ 0,64 i
3 001 | 0,44 |
4 i 0,01 [ 0,17 }'\ Ein anderes Cholesterinpriparat als
i \' \

Nr. 2 mit 0,64% in diesem Versuch entspricht am ehesten Nr. 5 im
vorhergehenden mit 0,38%,. Auch Nr. 3 und 4 im obigen Versuch zeigen
deutlich, wie unmoéglich es ist, auf diese Weise reproduzierbare Suspen-
sionen herzustellen.

Um die oben beriithrten Schwierigkeiten méglichst zu vermeiden,
wurde ein Apparat angefertigt, dessen Bau aus Abb. 2 hervorgeht.

Abb. 2.

A = Becher im Wasserbad, enthilt Seifenlésung, spiter Cholesterinsuspension. B = Umriihrer.
C = Motor. D = Kolben, enthaltend Cholesterin in 59/yiger Alkohollésung, siedend auf dem
Wasserbad U. E = Ablaufrohr fir die Alkohollgsung. F = Gummiverbindung. & = Riick-
laufkiihler. H = Rohr nach dem Gasometer. I=— Hebel mit der Sehlinge V, in welcher 4
ruht. Drehbar um den festen Punkt J. L = kleiner Metallstab, an I verlitet. N = lings I
verschiebbares Gewicht. 0 = Gummiverbindung. P = Flasche mit Ablaufrohr nach 0, im
Stativ § ruhend. R =nach unten gewendete Vorratsflasche mit aqua dest., hilt das Niveau ¥
in konstanter Hohe. X = Rohr, leitet Wasser von P nach 4. M = bewegliche Verbindung
zwischen L und X. Z = Schutzdach gegen Staub.

9 *
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Die Darstellung der Suspensionen geschieht in folgender Weise. 4 wird
mit 100 cem Olsaureseifenlosung von gewiinschter Konzentration gefiillt.
Durch Verschieben des Gewichts N wird zwischen 4 und N das Gleich-
gewicht hergestellt. 7' wird bis zum Sieden erhitzt, B wird in Bewegung
gesetzt. Dabel verdunstet Wasser aus 4, der dadurch leichter und gehoben
wird. L, M und die Spitze von X senken sich damit und stehen tiefer als Y ;
Wasser tropft aus X in A hinein, bis das Gleichgewicht wieder hergestellt
ist — die Fliissigkeit in 4 wird damit bei konstantemm Gewicht erhalten;
In D werden 1 g Cholesterin und 20 cem absoluter Alkohol eingefiillt.
E in seine Lage gebracht wie in der Abbildung. U wird erhitzt, wodurch
der Alkohol dank G bei konstantem Volumen kocht. Wenn sich das Chole-
sterin gelést hat, wird H mit einem Gasometer mit einem gewissen kon-
stanten Uberdruck verbunden. Dadurch strémt die Cholesterinlosung
mit einer gewissen Geschwindigkeit, in etwa 20 Sekunden, in 4 hiniiber
und gerdt dabei in starkes Sieden, das durch Vermindern der Flamme
unter T' moderiert wird. Etwas Schaumbildung ist indessen unvermeidlich.
Der Schaum trocknet an B und den Wanden von 4 ein, wodurch kleinere
Verluste entstehen. Weiterhin kommen solche dadurch zustande, daf3 etwas
Cholesterinlésung in D und E klebenbleibt. Diese Verluste werden durch
die kleine untere Awusbuchtung in D verringert und sind sehr konstant,
weshalb Verfasser es unndétig fand, die Prozedur durch Nachspiilen mit
Alkohol zu komplizieren. F wird aus 4 entfernt. Nun wird der Apparat
wenigstens 4 bis 5 Stunden sich selbst iberlassen, wonach der ganze Alkohol
verschwunden ist. Die entstandene Suspension wird zur Kontrolle des
Volumens in eine Mensur gegossen. Funktioniert der Apparat richtig,
dann variiert es nicht mehr als ein oder ein paar Prozent.

Fir die Zwecke des Verfassers erwies sich eine Seifekonzentration
von 0,04°/,, (mit Riicksicht auf die Olsaure) als die giinstigste und wurde
auch in den meisten Fillen verwendet. Die Cholesterinkonzentration
betriagt dann nach den unvermeidlichen Verlusten 0,70 bis 0,859.

Die so hergestellten Suspensionen lassen sich demnach véllig zufrieden-
stellend reproduzieren und sind lange haltbar. Eine vollstandige Aus-
fallung des Cholesterins nach noch so langer Zeit (mehrere Monate) ist
niemals eingetreten, wohl aber setzt sich allmiéhlich eine Cholesterinschicht
am Boden ab, wahrscheinlich unter anderem infolge bakteriellen Zerfalls
der Seife. Schon in frischen Suspensionen kann ein Teil Cholesterin durch
scharfes Zentrifugieren zum Sedimentieren gebracht werden; dies deutet
auf eine gewisse Ungleichheit in der Partikelgréfe hin.

Es hitte selbstverstéindlich ein gewisses Interesse, den Zusammen-
hang zwischen Schutzkolloidkonzentration und Cholesterinkonzentration,
Salzstabilitdt usw. zu untersuchen, vorliufig aber wurden die Suspen-
sionen als Mittel, nicht als Ziel, angesehen wund deshalb davon Abstand
genommen.

Um eine Vorstellung von der Salzstabilitit der benutzten Sole zu
geben, ebenso um der Vollsténdigkeit halber den nahezu unnétigen Beweis
zu erbringen, da@ die kolloiden Cholesterinpartikelchen auch in den vom
Verfasser hergestellten Solen negativ geladen sind, kann es vielleicht dennoch
angebracht sein, einen solchen Ausflockungsversuch wiederzugeben.

In jedem Probierréhrchen waren 5 ccm Salzldsung. In jedes Rohrchen
wurden 0,2 cem einer 0,72%igen Cholesterinlésung mit 0,049/, Olsaureseife
hinzugefiigt.
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Na, SO, .| — | — | — — | = | = I
Call, . .| — | — | — — | - = — | =
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Das Resultat ist typisch fiir ein negatives Suspensionskolloid von
geringer Salzstabilitdt. Es verdient vielleicht angefiihrt zu werden, daf
der beschriebene Apparat selbstversténdlich ohne weiteres zur Darstellung
anderer kolloidaler Loésungen unter mdglichst konstanten Verhéltnissen
angewendet werden kann. Vergleiche z. B. Versuch 11, wo eine Mastix-
suspension in oben angegebener Weise hergestellt wurde.

Diese Versuche wurden 1927 angestellt. 1928 teilen Bliz und
Lowenhielm (4) mit, daB sie (ganz unabhiingig von meinen Versuchen)
zu dem Resultat gekommen sind, daB absolut reines Cholesterin
in Wasser in kolloidale Lésung geht mit einer Konzentration von
hoéchstens 0,05 bis 0,089,; es waren aber nur minimale Spuren von
Seifen erforderlich, um die L&slichkeit des Cholesterins in kolloidale
Form zu vervielfachen. Diese Erfahrungen stimmen mit denen des Ver-
fassers tiiberein.

Infolge des Zeitpunktes der Versuche konnte die Beobachtung von
Blixz und Léwenhielm, dall Cholesterin in kolloidaler Lésung durch Seife
von der Saure der Luft oxydiert wird, auch nicht in Betracht gezogen
werden. Spéater wurden jedoch in zwei Fillen Analysen auf Oxycholesterin
gemacht.

1. Ein Sol, das 0,719, Cholesterin und 0,04°/,, Olséureseife enthielt,
war nach der Darstellung 2 Monate der Einwirkung der Luft ausgesetzt
gewesen. Der Oxycholesteringehalt, bestimmt durch Vergleich mit einem
vom Verfasser hergestellten analysereinen Priaparat Oxycholesterin im
Stufenphotometer, betrug 0,129, d.h. es waren 179, des Cholesterins
als Oxycholesterin vorhanden.

2. Ein frisches Sol mit 0,729, Cholesterin und 0,04°/,, Seife enthielt
0,049, Oxycholesterin; also bedeutend weniger. Da nach Lifschiitz (53)
das Oxycholesterin bisweilen im Blute etwa 159, des Gesamtcholesterins
erreicht und auBlerdem kein Grund zur Annahme vorhanden ist, daB3 das
Oxycholesterin eine andere Einwirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit
habe als das nah verwandte Cholesterin, so diirften oben beriihrte Ver-
haltnisse kaum gréBere Bedeutung fiir die nachstehend mitgeteilten
Resultate haben.

Versuch mit glyko- und taurocholsaurem Na. In 0,0005 n Losung hatten
diese keinerlei schiitzenden Effekt auf das Cholesterin, es erfolgte vielmehr
eine nahezu ginzliche Ausfallung.
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Lecithinsuspensionen.

In bezug auf das ,,Lecithin‘‘ im Blutplasma sind unsere Kenntnisse
hinsichtlich der qualitativen Chemie bedeutend geringer, als dies betreffs
des Cholesterins der Fall ist. Nach einer Reihe Versuche mit aus Pferde-
plasma dargestellten Lipoiden (s. Versuch 1) hielt Verfasser es fir ge-
raten, mit dem von Grin und Limpdcher (2'7) synthetisierten Distearin-
sdurelecithin zu arbeiten. Da kein chemisch reines Praparat zuginglich
war, sondern nur ,,Rohlecithin®, reinigte ich dieses nach den Anweisungen
seitens der Hersteller. Der P-Gehalt war, wie es sich herausstellte, der
theoretische 3,939,. In Wasser quillt das Praparat langsam, beim Erhitzen
rascher. Beim Sieden ist es in 19%iger Losung beinahe klar; beim Erkalten
wird es jedoch immer triiber. Schiittelt man eine 19, ige Losung bei Zimmer-
temperatur, erscheint die Fliissigkeit makroskopisch nicht homogen und
dhnelt ungefdhr einem beginnenden Ba S O,-Niederschlag. Das Lecithin macht
demnach beim Erkalten anscheinend eine ,,Entmischung* oder ,,Koazer-
vation durch.

Kapitel IV,
Protokoll iiber ausgefithrte Versuche.

Einleitend seien einige kleinere Versuche mitgeteilt, die mit Total-
lipoiden aus Pferdeserum gemacht wurden. Da dieses mehrere ver-
schiedene, teilweise unvollstindig bekannte Stoffe enthilt, sind ja die
Resultate schwerer deutbar und werden mehr variabel als bei Ver-
wendung reiner, chemischer Koérper. Verfasser fand es daher bald
angebracht, zu letzteren iiberzugehen.

Die Darstellung der Lipoide geschah folgendermaBen: 800 ccm Pferde-
serum wurden in einer Flasche mit dem dreifachen Volumen Alkohol ver-
setzt, und diese nahezu bis zum Kork gefiillt, damit Luftzutritt so gut
wie moglich ausgeschlossen war. Die Flasche wurde iiber Nacht im
Thermostat bei 37 bis 40° aufbewahrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert
und mit einer neuen Menge Alkohol 2 Tage hindurch extrahiert. Alsdann
wurde neuerdings filtriert. Die beiden vereinigten Filtrate wurden im
Vakuum eingedunstet und der Riickstand von Salzen und anderen Ver-
unreinigungen befreit, indem er in absolutem Alkohol gelést wurde, danach
wurde diese Losung filtriert und eingedunstet. Der Riickstand war eine
braungelbe, schmierige Masse, die 14,59, Cholesterin und 25,5%, Lecithin
enthielt. Das Préparat wird im folgenden Lipoide genannt. Es quoll in
Wasser langsam und ging spontan in eine kolloidale Losung iiber; rascher
bei Schiitteln und FErwirmung. Im TUltramikroskop konnten hierbei
hiibsche Myelinfiguren beobachtet werden. 1In physiologischer NaCl-
Loésung vollzog sich die Quellung nur mit Schwierigkeit.

Zuerst wurden eine Reihe Modellversuche mit Lipoiden, suspendiert
in Wasser + einer 6,4%igen Losung kristallisierten Ovalbumins, nach
Sorensen (88), angestellt. Da in keinem Falle, weder nach Zusatz von Ol-
stureseife noch nach mehrstiindiger Aufbewahrung im Thermostat bei
379, eine Aufhellung wahrgenommen werden konnte, welche darauf hin-
deutete, dafl die Lipoide durch Einwirkung des EiweiBes in eine mehr
hochdisperse Loésung iibergegangen, kann es als {iberfliissig angesehen
werden, ein ausfiihrlicheres Versuchsprotokoll wiederzugeben.
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Versuch I. Pferdeserum wurde mit Lipoiden ausgerithrt und Analysen gemacht,
wm zu ermitteln, ob einige Lipoide in Lisung gegangen.

Das Pferdeserum wurde mit wechselnden Mengen Lipoiden sowie
1,0 %, Cholesterinsuspension versetzt. Dieses Cholesterinpriparat, das
in den Versuchen 1 bis 6 benutzt wurde, ging spontan in Suspension
und muf} also (s. Kapitel III, Cholesterinsuspensionen) eine schiitzende
Verunreinigung enthalten haben. TFiir einen solchen Verdacht war
a priori kaum eine Stiitze vorhanden, zumal der Schmelzpunkt 145° C
war. Erst als dieses Priaparat zu Ende war, wurde die Notwendigkeit
eines Schutzkolloides fiir absolut reines Cholesterin entdeckt.

Tabelle VII.

Cholesterin| Lecithin || Cholesterin Lecithin
Nr. || Serum ‘ Zusatz im Serum | im Serum | zysaty | gelost || Zusatz | gelost
cem | | oo %o || mg me mg mg
Il
1| 5 0 0,89 162 | 0 | 0 0 |0
2 5 |2,5cem Chol.-susp. 1,87 1,62 25 4,9 0 0
3 5 43 mg Lip. 0,82 1,71 ) 06 |—0,35] 11045
4 5 235 , 0,81 225 | 34 |—04 6,0 | 3,2
5 5 859 , 0,82 3,00 | 12,3 |—0,35!| 21,9 | 6,9

Die Lipoidklumpen wurden mit Serum verrihrt, wonach die Réhren
4 Stunden im Thermostat bei 37° C stehen durften.

In Nr.2 entstand ein flockiger Niederschlag des Cholesterins.
Nr. 3 bis 5 erwiesen sich als tritbe. Es konnte keine sichtbare Aufhellung
wahrgenommen werden. Deshalb wurde kriftig zentrifugiert, bis alle
Rohren klar waren, mit Ausnahme von Nr. 2, welche eine hartnéckig
verbleibende, leichte Triibung zeigte, die mit der zur Zeit des Versuches
zur Verfiigung stehenden Zentrifuge nicht weggeschaft werden konnte.
Die Analysen wurden durch Extraktion nach Bloor, spektrophoto-
metrische Cholesterinanalysen, und titrimetrische P-Analysen nach
Macheboeuf gemacht. Aus den Resultaten (s. die Tabelle VII)) geht
hervor, da8 das in Suspension zugesetzte Cholesterin wahrscheinlich
teilweise vom Serum gelgst wird. Bei Zusatz von Totallipoiden wurde
keine Zunahme des Cholesteringehaltes vermerkt, im Gegenteil eine
geringe Abnahme; dies steht in guter Ubereinstimmung mit den Resul-
taten nach Zusatz von reinem Lecithin (vgl. die Versuche 16 bis 18
und 25). Lecithin wird vom Serum grofitenteils, doch nicht quanti-
tativ, aus den Totallipoiden gelost.

Da es moglich war, durch Zentrifugieren das mit Cholesterinsuspen-
sion versetzte Serum vollig zu kléren, lieB sich annehmen, da das
ganze zugesetzte Cholesterin in einer grobdispersen Form vorlag, die
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in keiner Weise mit dem vorher vorhandenen, im Serum klar gel6sten
Cholesterin gleichwertig wire. Der folgende Versuch zeigt indessen,
daB ein Teil des Cholesterins tatsichlich in eine klare Losung iibergeht.

Versuch 2. Behandlung von Pferdeserum mit Cholesterin in Suspension,
um nachzuweisen, ob etwas Cholesterin sich lést.

Steriles Pferdeserum wurde unter aseptischen Vorsichtsmafinahmen
mit Cholesterinsuspension von 0,89, in wechselnden Mengen versetzt
und mit Blutkérperchen durch Zusatz von sterilem n/l1 NaCl isoton
gemacht.

Tabelle VIII.

. Serum et H,0 [ Nadl

cem cem cem ‘ cem
1 10 0 423 | 07
2 | 10 0 428 | 077
3 [ 10 423 0 0,77
41 10 212 2,11 0,77

In Nr.3 und 4 schied das Cholesterin als ein leichter, flockiger
Niederschlag aus, der in Ruhe zwar langsam und unvollstindig sedimen-
tierte, aber nicht wegzentrifugiert werden konnte, deutlich infolge der
Erschiitterungen in der Zentrifuge. (Diese Schwierigkeit konnte erst
spiter mit Hilfe der Lundgrenschen Winkelzentrifuge iiberwunden
werden.) Von den verschiedenen untersuchten Filtern kénnen nur, wie
es sich herausstellte, die Berkefeldfilter den Niederschlag zuriickhalten.
Nach Filtrieren von Nr. 2, 3 und 4 waren sie alle gleich, d. h. vollkommen
klar. Diese Methode hatte jedoch, wie es sich zeigte, bedenkliche Nach-
teile.

1. Es erwies sich als schwierig, die Berkefeldfilter nach Sterili-
sierung im Autoklaven vollstindig trocken zu machen.

2. Eiweifl und auch klar geldstes Cholesterin bleiben teilweise in
dem feinporigen Filter haften.

Diese beiden Faktoren bringen eine wirkliche (dadurch, da3 Wasser
hinzukommt) und eine scheinbare Verdiinnung (dadurch, daf3 Eiwei3
wegfiltriert wird) des Serums zustande. Diese Ungelegenheit wird
durch langsames Filtrieren mit Unterdruck teilweise neutralisiert,
wodurch eine gewisse Verdunstung unvermeidlich wird. Deshalb
wurden fiir Nr. 1 sowie 2 bis 4 nach dem Filtrieren Stickstoffanalysen
nach Kjeldahl gemacht. Der Eiweiligehalt wurde dann durch Multipli-
kation des Stickstoffgehaltes mit 6,25 berechnet. Ferner wurden spektro-
photometrische Cholesterinanalysen auf Bloorextrakte angestellt.
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Tabelle 1X.
Nr. Fiwel oo Cholesterin | “lg8 0 05IoR
% EiweiBgehalt 5,40
1 540 0,47 0,47
2 4’13 0723 0730
3 3,60 059 | 089
4 4,53 0,57 f 0,66

Infolge der oben beanstandeten Unzulinglichkeiten in der Filtrier-
technik fiir diesen Zweck mul man selbstverstindlich mit den Schluf3-
folgerungen aus obenstehenden Resultaten recht vorsichtig sein. Der
Cholesteringehalt in Nr. 3 und 4 liegt schon direkt nach der Berkefeld-
filtrierung so deutlich oberhalb des entsprechenden in der unfiltrierten
Nr. 1, dafl es nicht zu umgehen ist, anzunehmen, dal ein Teil des zu-
gesetzten Cholesterins in klare Losung gegangen ist. Eine Reduktion
auf denselben EiweiBigehalt, Kolumne 4, ist offenbar nur berechtigt,
in dem MaBe die Verdinnung durch Feuchtigkeit in den Filtern zu-
standegekommen ist. Dagegen ist die Berechtigung einer solchen
Manipulation mehr zweifelhaft, wenn die Abnahme des Eiweiigehaltes
durch Héangenbleiben von Eiweil im Filter verursacht ist. Hierbei
kommen natiirlich vor allem die hochmolekularen Globuline in Frage;
an diese ist Cholesterin gebunden (vgl. die Versuche Nr. 21 bis 24 und 26):
Auf diese Weise wirde sich die Abnahme des Cholesterin- und Eiweil3-
gehaltes aus Nr. 1 und 2 erkldren lassen; die starke Cholesterinzunahme
in Nr. 3 und 4 deutet in diesem Falle darauf hin, daB sich das neu-
zugesetzte Cholesterin wenigstens zum Teil in freier und von Globulinen
ungebundener Form vorfindet — eine Vermutung, die sich spéter als
richtig erwiesen hat. Aus einem Vergleich zwischen den Cholesterin-
werten in den Nr. 2, 3 und 4 in Kolumne 4 geht hervor, dal die Zunahme
in diesem Falle einigermaBen der zugesetzten Cholesterinmenge pro-
portional war — immer unter der Voraussetzung, daf die Ausrechnung
in Kolumne 4 Berechtigung besitzt.

Bei weiteren Versuchen mit Menschenserum wurde die Eigentiim-
lichkeit beobachtet, daB ein Teil des zugesetzten Cholesterins, das nicht
in Lésung geht oder ausfillt, ein Berkefeldfilter so verstopfen kann,
daB es praktisch iberhaupt kein Cholesterin, nicht einmal das von
Anfang an in Serum geléste, durchlifit. Man kann demnach in der
Tat durch ein Cholesterinfilter das Cholesterin wegfiltrieren [vgl.
Marie (60)].

Versuch 3. Senkungsgeschwindigkeit der gewaschenen Blutkdrperchen in mit
Cholesterin behandeltem Menschenharn.

Zum Menschenserum wurden unter sterilen Vorsichtsmalnahmen
0,423 Volumen 1 %ige Cholesterinsuspension (K), in einer zweiten
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0,423 Volumen Wasser (O) zugesetzt. Zu beiden wurde zur Erreichung
von Isotonie 0,77 Volumen n/l1 NaCl hinzugefiigt. Beide Mischungen
durften gut verschlossen 12 Stunden im Thermostat bei 37% stehen,
wonach in K ein Cholesterinniederschlag entstanden war. Nach Verlauf
einer Woche war bei gewohnlicher Temperatur der Niederschlag so weit
gesunken, daB das oberste im Rohrchen abpipettiert werden konnte.
Dies war nahezu, jedoch mnicht vollig klar.

Extraktion nach Bloor, spektrophotometrische Cholesterin-
bestimmungen.

2,86%/49| Cholesterin, berechnet auf
2,12%/,0 | das unverdiinnte Serum.

K
(8]

Zur Kontrolle, dafl der Cholesterinniederschlag beim Ausscheiden
kein Eiweifl oder eventuell eine andere N-haltige Verbindung adsorbiert
hat, wurden N-Analysen nach Kjeldahl gemacht.

In K = 8,589, } Eiweif, berechnet aus dem
In O = 8,57% | urspriinglichen Volumen.

Der Unterschied liegt, wie man sieht, innerhalb der Fehlergrenze
fiir diese Methode. ’

Frische Blutkorperchen von derselben Person wurden dreimal in
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen.  Danach wurde eine
Senkungsprobe mit 6 Volumen Serum -+ 5 Volumen Blutkérperchen
ausgefithrt.

Tabelle X.
Stunden nach Beginn l Kﬁ R 70
des Versuchs mm mm
12 { 1 2
36 4 8
60 7 16

Die duflerst langsame Senkung beruht in diesem Falle deutlich
darauf, dafl verdinntes Serum und gewaschene Blutkérperchen ver-
wendet wurden. Die folgenden Versuche zeigen, daf die Abnahme der
Senkungsgeschwindigkeit durch Cholesterinzusatz bedeutend grofler
wird, wenn man statt dessen Plasma oder ungewaschene Blutkérperchen
benutzt. Damit erhilt man eine absolut viel groflere Senkungs-
geschwindigkeit.

Versuch 4. Senkungsgeschwindigkeit ungewaschener Blutkérperchen in mit
Cholesterin versetztem Plasma.

Menschenblut, in welchem die Koagulation durch konzentriertes

Na-Citrat in einer Konzentration von 19/,, verhindert worden ist,

wurde kriftig zentrifugiert. Das Plasma wurde wie vorher behandelt,
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1 Volumen Plasma + 0,423 Cholesterinsuspension (K) bzw. 0,423 Vo-
lumen H, 0 (O). Beide Mischungen wurden mit 0,077 Volumen n/1 NaCl
versetzt. Die Senkungsprobe wurde direkt gemacht, also bevor das
Cholesterin ausgeschieden und der UberschuB weggeschafft war.
1,1 Volumen Plasma + 1 Volumen ungewaschene, hartzentrifugierte
Blutkorperchen.

Tabelle X1.
Stunden nach Beginn K l 0
mm _ mm
4 1,5 f 26
20 55 4 95

Nachdem das Cholesterin nach einem Tage ausgeschieden war und
zu sinken begonnen hatte, wurde ein Teil der obersten, klaren Schicht
abpipettiert. Bloorextraktion und spektrophotometrische Cholesterin-
bestimmungen.

Resultat :
K 1,56%/,,1 Cholesterin, reduziert auf das
(0] 1,249/, } urspringliche Volumen.

N-Bestimmung nach Kjeldahl; Eiweill = 6,25 . N.

K = 8,229 } Eiwei3, reduziert auf das
O = 8,289, | urspriingliche Volumen.

Versuch 5. Die Senkung ungewaschener Pferdeblutkorperchen in wmit Chole-
sterin wversetztem Plasma. Hypotonieresistenz der Blutkorperchen.
Pferdeblut, in welchem die Koagulation durch 1°/,, Am,C,0,

verhindert wurde, wurde zentrifugiert. Das Plasma wurde wie im

vorhergehenden Versuch behandelt.  Senkungsprobe mit 1,2 ccm

Plasma + 1,0 com ungewaschenen Blutkérperchen.

Senkung, bevor der UberschuBB an Cholesterin ausgeschieden und
sedimentiert war.

A.
Tabelle X11.
*\:;\;tma(vhgcig;ln‘uvﬁ 30 T\ N | 50 ‘ 60 ' 100
s e [ L4 A0 B

Senkung am Tage darauf, nackdem der UberschuBl an Cholesterin
ausgeschieden und sedimentiert und die klare obere Schicht abpipettiert
war. Senkungsprobe in diesem klaren Plasma mit denselben Verhalt-
nissen zwischen Blutkérperchen- und Plasmavolumen.
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B.
Tabelle XII11.
Minuten nach Beginn H 15 , 30 ] 40 i 60 } 100
s Senlung K .. 25 35 | 95 | 25
., ‘ 45 65 88 | 95
a —
20 \ "g§<
\ ™
M\
Duo 4
S
N/
3 \ N\ |
R g0 i
§ \ i
70 \
80 \ I _.i._._
90 ! I
L[] | 1
7003520 30 % 50 60 70 80 90 700

Minuten
Abb. 3.

Wie aus der Abbildung ersichtlich, stimmen AK und BK nahezu
iberein. Es ist moglicherweise der Unterschied vorhanden, dafi BK
noch eine etwas langsamere Senkung hat als AK, aber dieser Unter-
schied ist zu gering, um irgendwelche bestimmte Schliisse zuzulassen.
Sicher ist indessen, dafB der ausscheidende Uberschuf}, man wagt wohl
anzunehmen, dafl dies der mehr grobdisperse, schwicher elektrisch ge-
ladene Teil des zugesetzten Cholesterins ist, keinerlei Einwirkung auf
die Senkungsgeschwindigkeit besitzt. Es liegt auch die Annahme nahe,
dafl diejenigen Verfasser, welche seitens des Cholesterins keine Ein-
wirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit gefunden haben, sich eines
Cholesterinzusatzes in solcher grobdisperser, unwirksamer Form bedient
haben.

Der Unterschied zwischen AO und B O ist nur ein scheinbarer. Wie
allgemein bekannt, vergeht immer eine gewisse Zeit, bis sich die Aggre-
gation zwischen den Blutkorperchen entwickelt. Diese Zeit ist bei
derartigen, rasch sedimentierenden Blutkorperchen wie in AO und BO
in hobem Malle davon abhingig, wie die Blutkorperchen und das
Plasma vermischt werden, d. h. wie vollstéandig die frithere Aggregation
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aufgehoben ist. Diese Zeit ist fiir AO und BO etwas verschieden, der
Unterschied betrigt ungefihr 10 Minuten, nachdem aber die Aggre-

gation zustande gekommen ist, gehen AO und BO, wie man sieht,
vollkommen parallel.

Sowohl makro- als auch mikroskopisch ist zwischen K und O
hinsichtlich der Geldrollenbildung ein unerhérter Unterschied vor-
handen: in K ist sie kaum mikroskopisch nachweisbar, in O sehr stark,
wie tiberhaupt im Pferdeblut.

Bestimmung der Hypotonieresistenz bei den scharf zentri-
fugierten Blutkoérperchen in BK und BO.
Beginnende Hémolyse in K = 0,459, NaCl,
2 ’ ” 0= 0954% 53

Durch Cholesterinzusatz wurde also die Resistenz bedeutend ver-
mehrt, was ja zu erwarten war, vgl. z. B. Brinkmann und van Dam (8).
Cholesterinbestimmung: Bloorextraktion, spektrophotometrisch. K ist,

nachdem das Cholesterin ausgefallen und sedimentiert hat, voll.
stindig klar.
K
o

|

1,13/ 00} reduziert auf das urspringliche
0,67%/ 4, ] Volumen.

Versuch 6. Senkungsprobe in mat Cholesterin versetztem M enschenplasma.
Ist die Fdllungsgrenze Qlobulin— Albumin durch den Cholesterinzusatz ver-
schoben worden?

Menschenblut. Koagulation durch geséttigte Na-Citratlosung zu

19/40 verhindert. Plasma lipdmisch. Zusatz von Cholesterin in ge-
wohnlicher Weise. Senkungsreaktion wie im vorhergehenden Versuch.

A.
Tabelle XIV.
Minuten nach Beginu H 20 ‘ 40 | 60 \ 18 X 60
;Tn Senkung K. . . . 1 E J 1 } 1 J 29
” » | 5 | 12 20 97

In diesem Falle entstand kein flockiger Cholesterinniederschlag:
das Plasma blieb diffus triibe.

Zur Ermittlung, ob sich die Fallungsgrenzen Globulin—Albumin
durch den Cholesterinzusatz verschoben hatten, wurden gravimetrische
EiweiBbestimmungen teils an K und O, teils an der klaren Fliissigkeit
von K und O nach Zusatz gleicher Volumina Am,SO, und Zentri-
fugieren (GK und GO) gemacht.



Tabelle XV .
Eiweif h 0/s Eiweil rg_duziert
cem g &Xde geg‘%‘gﬁgt en auf da% fl)lllzlslzx)lrelilnghche
K .. .. 0,5 0,0294 8,82
o .... 0,5 0,0293 8,79
GK. ... 3,0 0,0436 } 434
GK. ... 3,0 0,0431 :
GO . ... 3,0 0,0431 433
GO . . .. 3,0 0,0434 \ y

In diesem Falle hat fiir Ammoniumsulfat keine Verschiebung der
Fillungsgrenze des Globulins stattgefunden. (Vgl. auch die Ver-
suche 13, 18.)

Versuch 7.  Senkungsversuche mit ungewaschenen Blutkérperchen n
Mischungen von mit Cholesterin behandeltem Plasma und Kontrollplasma.
1 Volumen Pferdeplasma (K) wurde mit 0,423 Volumen einer
Cholesterinsuspension versetzt, die im Apparat Abb.2 hergestellt
worden war. (Die Suspension enthielt 0,019/, Olsdureseife sowie vom
Beginn an 1 g Cholesterin/100 ccem. Etwas feste Substanz ging durch
Eintrocknen am Umrithrer und Becher aus der Losung verloren.)
Ferner wurde 0,077 Volumen n/l1 NaCl zugesetzt. Ein zweiter Teil
Plasma (O) wurde in derselben Weise behandelt, nur mit dem Unter-

Tabelle XVI.
Bloorextraktion und spektrophotometrische Cholesterinbestimmung.

e E—
%lgo %00
98
K-« .. { 8;98 } 0,98
0,72
0. . - . { 075 } 0,73
Tabelle XVII.
Senkungsprobe mit hartzentrifugierten, ungewaschenen Blutkérperchen.
So Minuten
Nr. J com Blut- com K | com 0 ” mm Senkung nach ¥
|orperchen 30 [45 [ 60 [ 75 [ 90 [105] 12 [ 150 | 180
10 12 | 18] 0 ol ololo os 1]1 ] 1] 15
ol 12 | 15 | 03 J 07| 1|15 17/ 2 | 2 25 3| 33
30 12 | 12 | 06| 15| 2|25/ 8 |35 44| 5| 55
40 12 | 09 | 09|20 3|40 5 |55 6|7 | 8|9
50 1.2 | 06 | 12| 40| 6| 8 |10 (115|138 [15 | 18 | 21
6 1,2 0,3 1,5 95| 15 |20 |24 |28 | 32 |37 42 | 48
71 12 18 |135] 22 (30 |87 |44 |50 |57 | 68 | 79



— 31

schied, daB anstatt der Cholesterinsuspension 0,010/ qige Seifenlésung

benutzt wurde.

Nach 18 Stunden konnte das ausgefiallte Cholesterin

herunterzentrifugiert werden, so daB auch K véllig klar wurde.

?‘0'
‘ N
|
|
30. -
E
s
x50
| S— o ‘_ s T, )
| | |
& i i |
4 a9 &0 30 720 750
Minlen
Abb. 4.

Die auf diese Weise erhaltenen Werte bilden miteinander approxi-
mativ eine geometrische Reihe mit dem Quotienten =: 5.
zigen, etwas abweichenden Werte zeigt Nr. 6, sonst ist die Uberein-
stimmung auffallend. Vergleiche untenstehende Tabelle.

Tabelle XVIII.

Die ein-

Ber. = berechnet.

Gef. = gefunden.

] 30 Min. ; 45 Min 60 Min. 75 Min. 90 Min.
Nr. ‘ .
' l Gef. | Ber. | Gef | Ber Gef. | Ber. | Gef. | Ber. || Gef. | Ber
7 1 135[135 ] 22 |22 [ 80 |s0 |87 [37 | 44 |u
6 \ 95 7 15 |11 20 15 24 19 28 |22
5 i 4 3,5 6 6,5 8 7,5 || 10 9,5 115 |11
4 \ 2 2 | 38 4 4 5 5 55| 55
3 | 15 1 | 2 1,5 25| 2 § 8 2,5 35| 2,75
2 1 07 05 | 1 0,75 1,561 1 1,7 1,25 2 14
10 00 ol o 0 os| o | 08l 05|07
1‘ 105 Min. | 120 Min. H 150 Min. 180 Min.
Nr. !
' J Gef. | Ber. | Gef. | Ber. || Gef Ber. Gef. | Ber.
7 50 | 50 57 | o7 | 68 |68 | 79 ] 79
6 32 25 37 29 { 42 34 48 | 40
b 13 12,6 15 14,5 18 17 21 20
4 6 6 7 7 8 8,56 9 10
3 4 3 4 35 | 5 | 4 55 | 5
2 2 15 2,5 1,8 3 2 3,5 2,5
1 1 08 1 l 1 1 1 15 | 13
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Nachdem die Cholesteringehalte in K bzw. O 0,98 und 0,739/,
berechnet an unverdiinntem Plasma, ausmachten, oder 0,65 bzw.
0,490/, in den verdiinnten Plasmen, in welchen die Senkungsproben
ausgefiihrt wurden, begegnet man der recht tiberraschenden Tatsache,
daf eine Steigerung des im Plasma gelosten Cholesterins mit nur 0,03/,
in diesem Falle die Senkungsgeschwindigkeit um die Hilfte ver-
ringert hat.

Dafl die Zunahme in der Suspensionsstabilitit durch Cholesterin-
zusatz nicht immer so stark ist wie in den vorhergehenden Versuchen,
zeigt der folgende

Versuch 8. Senkungsprobe mit sowohl gewaschenen als auch ungewaschenen
Blutkérperchen in mat Cholesterin behandeltern und unbehandeltem Plasma.
Pferdeplasma wurde in bereits angegebenen Proportionen mit n NaCl
und mit Cholesterinsuspension 1,29%,, enthaltend 0,02 %/,, Seife (K),
bzw. mit 0,02°/,, Seife (O) versetzt. Der entstandene Niederschlag des
Cholesterins durfte 2 Tage im Eisschrank bei etwa -+ 3°C spontan
sedimentieren. Dann wurden K und O zentrifugiert, bis K klar wurde.
4,5 ccm (entsprechend 3 cem urspriingliches Plasma) von K und O
wurden in Alkohol hineingetropft, darauf wurde Extraktion in Soxhlet-
apparaten vorgenommen. Spektrophotometrische Cholesterinbestim-
mungen:
K = 0,947
K = 0,953

— 0,744
0 = 0,748 } 0,746%/ o0

Senkungsprobe: 1 Volumen frische Blutkérperchen + 1,5 Volumen
Plasma.

} 0,9509/,,,

A.
Tabelle XIX.
Ungewaschene Blutkérperchen Dreimal iné)ﬁﬂiigrlbg‘igéngewaschene
Zeit -
K 0 K (]

Min. | mm mm mm mm

30 25 34 14 13

40 40 54 23 28

50 54 76 31 42

60 i 68 94 | 38 55

70 I 81 103 43 67

80 ) — — | 52 79

90 i — — ] 57 | 87
12 %60 | 121 | 123 | 109 l 112

Der Rest der Mischungen der gewaschenen Blutkérperchen
und Plasma wurde 50 Minuten, nachdem A in Gang gesetzt war,
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neuerdings wie in A gemischt, und neue Senkungsproben wurden
vorgenommen. Resultat:

B.
Tabelle XX.

‘ Gewaschene Blutkorperchen

Min. “ K 0
| mm L mm
30 8 17
40 15 31
50 21 44
12 x 60 106 110

Auch in diesen Versuchen ist nach Cholesterinzusatz eine augen-
scheinlich gesteigerte Suspensionsstabilitdt zu bemerken. Das Chole-
sterin scheint auf die gewaschenen Blutkérperchen langsamer ein-
zuwirken. Noch 30 Minuten nach Mischung von Blutkérperchen und
Plasma war der Senkungswert in K und O ungefihr derselbe. Wirken K
und O unter 50 Minuten auf die gewaschenen Blutkorperchen ein, tritt
der frither nachgewiesene, verzogernde Effekt des Cholesterins auf die
Senkungsgeschwindigkeit schon von Anfang an zutage.

Versuch 9. Senkungsproben in Pferdeplasma, versetzt mit wverschiedenen
Cholesterinsuspensionen und mit nur Seifelosungen. Viskositdtsbestimmung.
Pferdeplasma wurde mit 0,475 Volumen von folgenden Chole-
sterinsuspensionen versetzt:
1. 0,649, Cholesterin, 0,1 °/go Olsaureseife (AK)
2. 0,649, ” 0,04%/ 40 s (BK)
3. 0,429, ’ 0,01%/46 s (CK)
Das Cholesterin schied in gewohnlicher Weise aus, am raschesten
in BK (vgl. die Senkungsgeschwindigkeit), Zentrifugieren bis klar.
Kontrollen mittels 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen Seife-
lssungen von derselben Stirke wie in den zugesetzten Suspensionen,
+ 0,025 Volumen 18 %ige NaCl bzw. AO, BO, CO.

+ 0,025 Volumen
189, ige NaCl

Tabelle XX1I.
Senkungsprobe mit 0,7 ccm ungewaschenen Blutkérperchen 4 1,0 ccm
Plasmamischungen.
Plasma | s0min. 65 Min. 180 Min.
AK 1 2- 9
A0 60 114 128
BK 2 4 11
BO ‘ 57 113 126
CK 1 3 8
co | 36 94 119

3
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Diese Versuche scheinen zu zeigen, dafB sowohl der Cholesterin-
gehalt in den Suspensionen (vgl. AK und CK) als auch der Seifegehalt
und der damit zusammenhingende Dispersitatsgrad fir die Senkungs-
hemmung von untergeordneter Bedeutung sind. Wahrscheinlicher
wohl liegt jedoch die Sache so, dall in diesem Falle auch die kleinste
Cholesterin- und Seifekonzentration hinreichend war, eine maximale
Senkungshemmung mit einer nahezu aufgehobenen Aggregations-
tendenz zwischen den Blutkérperchen hervorzurufen. Der folgende
.Versuch zeigt den EinfluB der Na-Olséureseifen an und fiir sich. 4 ccm
Plasma (zu jeder Probe) wurden mit verschiedenen Mengen 19/ iger
Olsaureseifelosung laut Tabelle XXII und 0,1 cem 189%ger NaCl-
Lésung versetzt, worauf das Volumen bis 6 cem komplettiert wurde.
Danach wurden 4,2 ccm ungewaschener Blutkérperchen zugesetzt und
die Senkungsprobe ausgefiihrt. Resultat:

Tabelle X X11I.
K tion d
N cem Seifeldsung zuoélezse(;;ﬁ;ogeifgf mm Senkung nach
T in 19/4, zugesetzt | 16sung in Plasma-
mischung 0/q¢ 20 Min. 45 Min. 80 Min.
1 1,9 0,32 6 19 87
2 0,6 0,10 21 69 104
3 0,2 0,03 24 81 110
4 0,02 0,003 23 81 112
5 0 0 24 82 112

Von diesen entspricht Nr. 3 ungefihr der héchsten in dieser Arbeit
durch Zusatz von Cholesterinsuspension jemals erreichten Gesamtkonzen-
tration der Na-Olsaureseife, namlich 0,03°/,,. Wie man sieht, weist diese
praktisch dieselbe Senkungsgeschwindigkeit auf wie ein Zusatz von
reinem Wasser. Bei hoheren Konzentrationen wird das Verhdltnis ein
anderes; Nr.1 mit der Seifekonzentration 0,32°/,, zeigte demnach
eine offensichtlich reduzierte Senkungsgeschwindigkeit. Eine so hohe
Konzentration ist doch von mir niemals verwendet worden.

Die relative Viskositit wurde an AK und AO bei 18° C gemessen.
AK = 1,482,
AO = 1,482.

Der Cholesterinzusatz wirkt also nicht merkbar auf die Viskositit
ein; dies war auch kaum von einem hydrophoben Kolloid in niedriger
Konzentration zu erwarten. Indessen zeigt das Cholesterin unter diesen
Umstinden auch Ziige, welche auf eine gewisse Hydrophilie hindeuten:
80 z. B., daB es beim Zentrifugieren auf den Boden sinkt, trotzdem es
im trockenen Zustande leichter ist als Wasser. Vgl. auch Remesow (75).
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Spektrophotometrische Cholesterinbestimmungen nach Extraktion
von 7,5ccm (entsprechend urspriinglich 5 cem) 4 Stunden mit Alkohol
im Soxhlet.

AK = 1,36%,

BK = 1,02/, ..

CK = 1009, (berechnet auf unverdiinntes Plasma).
AO = 0,69,

In BXK und CK hatte sich trotz des verschiedenen Schutzkolloid-
und Cholesteringehalts in den zugesetzten Suspensionen ungefihr gleich
viel Cholesterin geldst. Der hohere Cholesteringehalt in AK beruht
deutlich, wenigstens teilweise, auf dem grobdispersen, als eine Triibung
sichtbaren Teil des Cholesterins. Dieser hat, wie bereits nachgewiesen
wurde, keine Einwirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit.

Versuch 10. Senkungsprobe, Hdmatokritbestimmung sowie Versuch zu er-
matteln, ob das zugesetzte Cholesterin ganz oder teilweise vor den Blutkorperchen
adsorbiert wird.

Blut von demselben Pferde wie im vorhergehenden Versuch 6 Tage
spater. Plasma wurde wie in BK behandelt (sieche Versuch 9) und als
B, K bezeichnet. Ein anderer Teil, entsprechend BO, wurde B, O
genannt.  Zentrifugieren von B, K und B, 0 20 Stunden lang bei
3500 Umdrehungen pro Minute machte B, K ebenso klar wie B, O.

Tabelle XXII1I.

Senkungsprobe: 0,7 Volumen ungewaschener Blutkérperchen -+ 1,0 Volumen
Plasma.

Millimeter nach

Plasma ‘ '

} 60 Min. | 120 Min. | 180 Min.
B, K 0 0,5 1
B, 0O 36 72 98

Ungewaschene, kriftig zentrifugierte Blutkérperchen wurden in
zwei verschiedenen Rohrchen gewogen und mit gleichem Gewicht
B, K und B, O versetzt. Nach Mischung wurde Himatokritbestimmung
an einem Teil der Mischungen ausgefithrt. Das Zentrifugieren wurde
fortgesetzt, bis die Blutkérperchenpfeiler lackfarben waren.

B, K = 459% | Das Zellvolumen wurde also durch Cholesterinzusatz

B, 0 = 459, } nicht veridndert.

2 Stunden . nachdem B, K und B, O mit den Blutkdrperchen ver-
mischt worden, wurden diese hinunterzentrifugiert und Cholesterin-
bestimmungen in sowohl B, K und B, O vor und nach der oben be-
schriebenen Behandlung mit Blutkérperchen ausgefithrt. 7,5 cem
{entsprechend 5cem unverdiinntem Plasma) wurden mit Alkohol

3*



ausgefdllt und im Soxhlet mit Alkohol mehrere Stunden extrahiert.
Spektrophotometrische Cholesterinbestimmungen. Promille Cholesterin
berechnet auf unverdiinntes Plasma.

Tabelle XXIV.
Vor Behandlung mit Blutkérperchen || Nach Behandlung mit Blutkdrperchen
B, K | B,0 B, K | B,0
1,013 0,713 0,844 0,741
1,005 0,724 0,810 0,719
0,958 — 0,806 0,724
Mlttel in 0/00:
0,992 | 0719 I 082 | 0,728

Zwischen B, O vor und nach der Behandlung mit Blutkérperchen
war also kein sicherer Unterschied vorhanden, aber in B, K war der
urspriingliche Gehalt 0,99%/ . durch die Behandlung mit Blutkérperchen
auf 0,82°/(, heruntergegangen.

Der zugefithrte Uberschuf an gelostem Cholesterin kann also
teilweise entweder in die Blutkérperchen hineindiffundieren oder an
deren Oberfliche adsorbiert werden; letzteres ist wohl das Wahr-
scheinlichere.

B,K und B, O wurden mit geséittigter Am,SO,-Losung bis 27 9,
Sattigung versetzt; der Niederschlag an ,,Fibrinogen® wurde abzentri-
fugiert. Von den klaren Flissigkeiten FK und FO wurden 12 cem
mit Alkohol im Soxhlet extrahiert. Die Reste wurden mit gesattigter
Am,S0,-Lésung bis 50 %, Sittigung versetzt; erneutes Zentrifugieren.
Von den klaren Flissigkeiten GK und GO wurden 20 ccm im Soxhlet
extrahiert. Spektrophotometrische Cholesterinanalysen.

Tabelle XX V.
Promille Cholesterin, berechnet auf unverdiinntes Plasma.
FK ] FO [ GK GO 1 B,K B,0
0,933 0,741 0572 0,554 - —
0,915 0,719 0,576 0,545 — —
» Mittel :
0,924 | 0,730 | 0,574 | 0,656 | 0,992 | 0,728

FO hielt demnach innerhalb der Fehlergrenzen ebensoviel Chole-
sterin wie B, O fest; mit der ,,Fibrinogen‘‘-Fraktion wurde hier kein
Cholesterin ausgefillt. FK enthielt etwas weniger Cholesterin als B, K,
aber die Hauptmasse des zugesetzten und gelosten Cholesterins schied mit
der ,,Globulin‘‘- Fraktion aus; die Filtrate GK und GO enthielten un-
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gefiahr gleich viel. Dies stimmt gut mit den Erfahrungen in Versuch 24
iberein. Ein geringerer Teil des zugesetzten Cholesterins wird an das
in geringerer Menge vorkommende Fibrinogen gebunden, ein gréBerer
Teil an das wenigstens im Pferdeserum reichlichere Globulin. Der in
freier Form verbleibende Rest scheint ebenfalls, wenigstens zum gréften
Teil, bei Halbsittigung mit Am,S O, ausgefillt zu werden, was ja bei
dieser hohen Salzkonzentration nicht staunenswert wird.

Versuch 11. Senkung der ungewaschenen Blutkorperchen in Plasma -+ Chole-
sterinsuspensionen von verschiedener Konzentration und Dispersitit. Ober-

flichenspannungsbestimmungen an Plasmamischungen. Bestimmung der
elektrischen Ladung der Blutkérperchen nach Aufenthalt in wverschiedenen
Plasmamischungen.

1 Volumen Pferdeplasma wurde mit verschiedenen Suspensionen
und Lésungen laut Tabelle XX VI versetzt:

Tabelle XX V1.

Nr. Zusatz : 0,475 Vol. I\Ya?ginllgglo
1 Cholesterinsuspension, 0,9%,, in 0,05 %, Seifelosung, nicht

zentrifugiert . . . . . . . .. ... .. 0,025
2 Dieselbe Cholestermsuspensmn, 0,6 %, in 0,05 % Selfelosung,

stark zentrifugiert . . . . . . . . . .. 0,025
3 1 Vol. Cholesterinsuspension ‘Nr.2 + 9Vol. H,0 . . . 0,025
4 Cholesterinsuspension, 0,1 %, in 0,005 %, Selfelosung - 0,025
5 0,1 %> » 0,05 %50 0,025
6 Alkoholfreie Mastixsuspension, von a.nfanghch 1 °/°, stark

ausgefillt beim Verdunsten . . . . . . . . . .. 0,025
7 Seifelosung, 0,05%0 .. . . . . . . . . .. P, 0,025
8 , 0,005%0 . - e .. .. 0025

Senkungsprobe unmittelbar nachdem 1 Volumen von jeder der
obenstehenden, nicht zentrifugierten, kurz vorher zubereiteten Mischun-
gen mit 0,7 Volumen ungewaschenen Blutkérperchen versetzt
worden war.

A.
Tabelle XXVII.

STl [

mm Senkung nach 70Min. | 3 | 4 | 14 l 4 [15] 4 | 16] 14

Nach dieser Zeit wurde der Versuch unterbrochen. Der Inhalt in
den Senkungsréhrchen wurde in die Vorratsréhrchen hineingespritat,
alles durch dreimaliges Umdrehen der Rohrchen neu gemischt und
neue Senkungsproben gemacht, um zu ermitteln, ob das Cholesterin
allméhlich auf die Blutkérperchen einwirkte.
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B.
Tabelle XX VIII.
Nr Millimeter Senkung nach
' 70 Min. | 180 Min. \ 240 Min.
1 1 1 1,2
2 1 1 1,2
3 16 45 59
4 2 4 4
5 1 1,5 1,5
6 75 18 24
7 7,5 47 64
8 15 61 79

Vergleicht man die Werte bei 70 Minuten in A und B, findet man,
dafl Nr.1 und 2 nach 70 Minuten noch mehr gehemmt sind, Nr. 3
hilt sich ungefdhr konstant, Nr. 4 ist noch mehr verzégert. Interessant
ist der grofle Unterschied zwischen Nr. 3 und 4: die zugesetzten Chole-
sterinsuspensionen waren in bezug auf sowohl Cholesterin als auch
Seife gleich konzentriert, nur die Darstellung war verschieden; Nr. 3
wurde von Anfang an in konzentrierterer Form hergestellt und spéater
zehnmal verdiinnt, Nr. 4 wurde direkt in der Konzentration hergestellt,
in der sie zugesetzt wurde. Der Dispersititsgrad muB natiirlich in
Nr. 3, weil die Ausflockungstendenz mit der Konzentration rasch
steigt, niedriger als in Nr.4 gewesen sein. Das Resultat gibt eine
Tllustration von der Bedeutung des Dispersititsgrades fiirr die Chole-
sterineinwirkung, oder mit anderen Worten dafiir, wieviel Cholesterin
,»sich 16st.  Dies wird fernerhin bestitigt durch das Verhalten von
Nr. 5, wo ein zehnmal groferer Gehalt an Schutzkolloid vorhanden
war als in Nr. 4 und infolgedessen sicher eine bedeutend gréBere Dis-
persitit. Die Senkungsgeschwindigkeit war hier ebenfalls betrichtlich
geringer. Ein Vergleich mit den Versuchen 24 und 25 zeigt, wie
kompliziert der Mechanismus tatsichlich sein diirfte: das zugesetzte
Cholesterin wird teilweise und allmihlich an Fibrinogen und Euglobulin
gebunden, wodurch das freie, nicht eiweifigebundene selbstverstindlich
verringert wird. Wie diese beiden, einander entgegengesetzten Prozesse,
die Bindung des Cholesterins an Fibrinogen und Globulin sowie dessen
Adsorption an die Blutkorperchen in diesem Falle wirken, entzieht sich
einer sicheren Beurteilung.

DaB es sich hier kaum um eine Einwirkung der Seife selbst handelt,
geht aus einem Vergleich mit Versuch 9 hervor. Nr.6, die Mastix-
suspension, wurde nur als ein Beispiel fiir ein anderes negativ geladenes
Kolloid mitgenommen. Auch diese erhohte die Suspensionsstabilitit,
wenn auch nicht so sehr wie das Cholesterin.



— 39 —

Hinsichtlich des Unterschiedes zwischen Nr.7 und 8 in den Ver-
suchen B gilt das in Versuch 4 Gesagte, dafi der Unterschied in der
Hautpsache ein scheinbarer gewesen sein diirfte; nachdem der Aggre-
gationsmechanismus anfangs das Seine getan, war die Senkungs-
geschwindigkeit in beiden Proben tatsichlich ungefiahr dieselbe.
Zwischen 70 und 180 Minuten sinkt Nr.7 von 7,56 auf 47 mm, d.h.
39,5 mm, Nr. 8 von 15 auf 61 mm, d.h. 46 mm; wihrend der Periode
180 bis 240 Minuten in derselben Weise: Nr.7 17mm und Nr. 8 18 mm;
im letzteren Falle darf man jedoch wohl mit einer beginnenden Zu-
sammenballung der Blutkérperchen rechnen, welche den Senkungswert
pro Zeiteinheit also vermindert. Nr.8 zeigt demnach wirklich eine
etwas grofere Senkungsgeschwindigkeit; der Unterschied ist zwar
nicht so grof}, wie man, allein nach den 70 Minutenwerten zu urteilen,
glauben sollte. Im iibrigen stimmt die etwas niedrigere Suspensions-
stabilitdt in Nr. 8 mit der etwas hoéheren Oberflichenspannung iiberein;
siche Tabelle XXIX.

Die Oberflichenspannung wurde in allen acht Plasmasuspensions-
mischungen nach der Ringmethode von Brinkman und van Dam (7)
und Tominaga (91) ausgefithrt.

Tabelle XXIX.
BRI ERENED
D ———— ’ S - S S -
K—G (nach Tomi- | | |
naga) g . ‘ 0,113 0,113 {0,126 | 0,113 0,107 | 0,130 | 0,125 0,130 | 0,144
Relative Ober-
flachenspannung f 0,785, 0,785 [ 0,875 | 0,785 | 0,748 0,908 | 0,867 | 0,908 | 1,000
80 HG — T
4730 I’——C?ﬁerﬁaaf’eﬁ .f,mmggr N [
72 [—Sarkung mach 240" . y/ Abb. 5
60 —k - -1  Bestimmung der elektrischen Ladung
) i [ / 9’ der Blutkorperchen nach Aufenthalt in
§ 50 G20 ] A TR ’.-‘,’J verschiedenem Plasma.
S i \ i ""/ | — DieBlutkérperchen wandern nach
S 49 {4
bt ! / \'\; z oy y der Anode.
E 30 —— N [ i I (O Die Blutkérperchen wandern
arok / \ | N\ JI ,r/ iiberhaupt nicht.
20 | C ' " ] + Schwache Aggregation.
/ l \ ++ Mittelstarke Aggregation.
70 if ]' \\j +++4 Sehr starke Aggregation.
B e v 7 8
Pf'ab e

Aus Abb. 5 geht hervor, daB Oberflichenspannung und Senkungs-
geschwindigkeit einander vollstindig folgen, ausgenommen Nr. 6 (mit
Mastix). Das Mastix scheint die Senkungsgeschwindigkeit zu verringern,
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ohne dafl es die Oberflichenspannung senkt. Beziiglich des Cholesterins
entspricht durchweg eine héhere Senkungsgeschwindigkeit einer
groBeren Oberflichenspannung, und umgekehrt.

Ein Tropfen der kriftig zentrifugierten Blutkérperchen wurde
mit 5 cem La (NOj); in physiologischer Na Cl-Losung gemischt.

Tabelle XX X.
Blutkorperchen || Blutkdrperchen || Blutkdrperchen | Blutkorperchen
aus Nr. 2 aus Nr. 4 aus Nr. 6 aus Nr. 8
Molaritiit
La(NOz)s 52 | b5 | 48 | 5 || a3 | 2 | 28 | &5
S5 % |55 8 | 2B BRI OB
Me | 4% Mg I8 | HE | JB | ®E | 2
Ys0o O |44+ 0 |+++] 0 |+++| 0 |[+++
Y2000 — 0 0 4] 0 |4+ 0 4+
.~ a000 — 0 — 0 0 | ++ | 0 |+++
Reine phys. NaCl | — 0 — 0 — 0 — 0

Die Kataphoreseversuche wurden sogleich nach dem Vermischen
gemacht, die Aggregation wurde nach 2 Stunden abgelesen.

Versuch 12. Senkungsprobe nach Zusatz verschieden konzentrierter Cholesterin-
suspensionen. zum Plasma.  Oberflichenspannungsbestimmungen in den
Plasmamischungen und Entladungsbestimvmungen der Blutkérperchen.

Pferdeblut: Koagulation verhindert mit 1°/,, K3C,0,.

Probe 1: 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen 0,87%iger Cholesterin-
suspensiorr mit 0,05%/,iger Seife + 0,025 Volumen 189,ige
NaCl.

Probe 2: 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen 0,09%iger Cholesterin-
suspension mit 0,0569%iger Seife + 0,025 Volumen 189, iger
NaCl.

Probe 3: 1 Volumen Plasma -+ 0,475 Volumen 0,059%iger Seife
+ 0,025 Volumen 189%,iger Na Cl.

Die Senkungsprobe wurde nach zweistindigem Zentrifugieren
gemacht; Nr. 1 und 2 waren noch nicht vollig klar. 1 Volumen Plasma
+ 0,7 Volumen Blutkérperchen.

A.

Senkungsprobe unmittelbar nachdem die Blutkérperchen in die Plasma-
mischungen hineinpipettiert waren.

Tabelle XX X1I.
- Millimeter Senkung nach
T 70 Min, [ 130 Min. | 180 Min,
1 1 2 3
2 18 35 48
3 27 53 79
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B.

3 Stunden. spiter, nachdem man annehmen konnte, da das Cholesterin
adsorbiert war, wurden mit dem Rest in den Vorratsréhren neue Senkungs-
proben angestellt.

Tabelle XXXI1I.
N Millimeter Senkung nach
T.
70 Min. | 130 Min. | 19X 60 Min.

1 0 1 7
2 2 7 75
3 20 44 105

In Nr.1 und besonders in Nr. 2 ist ein auffallender Unterschied
zwischen A und B wahrzunehmen (vgl. Versuche 8, 11). In bezug auf
den Unterschied zwischen A 3 und B3 gilt dasselbe, was betreffend
der Versuche 4 und 11 (S. 28 u. 39) gesagt wurde. Zwischen 70 und

130 Minuten sanken A3 26 mm, B3 24 mm, also im grofien ganzen
gleich viel.

Tabelle XX XIII.
Oberflachenspannung: ,,Ringwert des Wassers = 0,147 g.
Nr. I[ K—G (nach Tominaga) in. g “ Relative Oberflichenspannung
1 0,112 0,762
2 0,119 0,808
3 0,134 0,912

Hier tritt derselbe Zusammenhang zwischen Cholesterin, Ober-

flichenspannung und Senkungsgeschwindigkeit zutage wie in den
vorhergehenden Versuchen.

Die Bestimmung der elektrischen Ladung der Blutkérperchen
geschah in derselben Weise wie in den vorhergehenden Versuchen.

Tabelle XXXIV.
1 9 3
Molaritit
La(NO3); Kata- Aggre- Kata- Aggre- Kata- Aggre-
phorese gation phorese gation phorese gation
Y00 0 +4+4 0 4t 0 +4+
/1000 i sechw. — | + -+ 0 4+ 0 + 4+
*/3000 - + schw. — | 44+ 0 T4+
/4000 I 0 — + sehw. — | 441
8000 I 0 — 0 — +4
NaCl phys. | — 0 _ 0 _ 0

Die Aggregation wurde nach 3 Stunden makroskopisch abgelesen.
Die Entladung scheint nach dieser Zeit, als die Kataphoreseversuche
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ausgefihrt wurden, etwas weiter gegangen zu sein, als unmittelbar
nachdem die Mischungen in Ordnung gemacht worden waren.

Nachdem Nr. 1, 2 und 3 einige Tage kraftig zentrifugiert worden
waren, erhielt man Nr.1 und 2 (Nr.3 war natiirlich von vornherein
klar) vollstindig klar. Spektrophotometrische Cholesterinanalysen
nach Soxhletextraktion von 4,5 ccm (entsprechend 3 cem unverdiinntem
Plasma).

Tabelle XXX V.

Nr 0/yg Cholesterin., berechnet auf
. unverdiinntes Plasma

Versuch 13. Einwirkung der Cholesterin- und Lecithinsuspensionen auf die

Senkungsgeschwindigkeit. Oberflichenspannungs-Bestimmungen an Chole-

sterin- und Lecithinsuspensionen und Seifelosungen. Viskosititsbestimmungen
und Eiweififraktionsbestimmungen.

Pferdeplasma wurde mit folgenden Lésungen versetzt:

K = 1 Volumen Plasma -+ 0,475 Volumen 0,9%iger Cholesterin-
suspension in 0,045/ iger Seife + 0,025 Volumen 189%iger NaCl.

L = 1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen 0,63%iger Lecithinlésung
(rein, synthetisch) + 0,025 Volumen 189(iger NaCl

O =1 Volumen Plasma + 0,475 Volumen 0,045%/yjiger Seife
+ 0,025 Volumen 189;iger Na Cl.

Tabelle XXX V1.
Senkungsprobe mit 1 Volumen K, L und O <+ 0,7 Volumen ungewaschener
Blutkérperchen. -
’ I mm Senkung nach ’
Plasma !
| 70 Min. | 130 Min.
K | 2 | 3
L | 3 \ 6
0 | 39 l 70

Das Lecithin hemmte demnach die Blutkérperchensenkung in
nahezu ebenso hohem Grade wie das Cholesterin. Oberflichenspannungs-
bestimmungen an den zugesetzten Suspensionen:
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Tabelle XXXVII.

}‘\ K—G (nach Relative Ober-
“ Tominaga) in g flichenspannung

Cholesterinsuspension, 0,9%,ig, mit 0,045%, |

Seife. . . .. ... ... Cee 0,0980 0,685
0,045 %0 Seife allein . . . . . . . . .. \L 0,0905 0,633
Lecithinsuspension . . . . . . . . . . . H 0,139 0,972
Ringwert des Wassers . . . . . . . . . . | 0,143 1,00

Lecithin setzte also die Oberflichenspannung nur unbetrichtlich
herunter, Cholesterin mit Seife dagegen stark. Dal Seife allein diese
‘noch stirker als in Mischung mit dem an und fiir sich die Oberflichen-
spannung senkenden Cholesterin herabsetzt, scheint zuerst paradoxal,
zumal beim Vergleich mit Versuch 11. Die Erklirung hierfir muf
jedoch die sein, daB die Seife in der Cholesterinsuspension in der AuBen-
schicht der Cholesterinpartikelchen adsorbiert liegt und dadurch zu
einem gewissen Grade verhindert wird, an die Oberfliche zu kommen,
um dort den starken, die Oberflichenspannung senkenden Effekt
auszuiiben, der in der reinen Seifenl§sung zum Vorschein kommt,
vgl. Iscovesco (37). Im Plasma wird wahrscheinlich die zugesetzte
kleine Seifenmenge quantitativ von den Plasmakolloiden adsorbiert,
weshalb eine Senkung der Oberflichenspannung oder eine Verzdgerung
der Senkung (vgl. Versuch 9) bei diesen kleinen Seifenmengen nicht
zustande kommen dirfte, hingegen selbstverstdndlich in hoheren
Seifekonzentrationen.

Tabelle XXXVIII.
Viskositéitsmessungen an K, L und O.

i Dmegleﬂlfsze“ ‘ Spez. Gew. Relative Viskositit i Durchschnittswert
jiN " i

H,0 44,0 1 1,00 1,00

K 58,2 1,018 1,34

K 58,4 1,018 1,35 1,35

K 58,3 1,018 1,345

L 83,2 1,018 1,92 } 1,93

L 83,6 1,018 1,93

0 58,6 1,018 1,35 } 135

0 58,6 1,018 1,35

Wihrend also Cholesterin die Viskositit nicht beeinflut (vgl.
Versuch 9), wird diese durch Lecithin hochst bedeutend gesteigert.
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Das in diesem Falle zugesetzte Lecithin entspricht einer Steigerung
des Gehalts im fertig verdinnten L von 2,0°/y,, also eine recht an-
spruchslose Menge, wohl denkbar wenigstens als pathologische Variation.
Selbst wenn dieser Versuch nicht ohne weiteres auf die nativen Ver-
héltnisse im Plasma tibertragen werden kann, so muf dennoch zugegeben
werden, da} das Resultat, z. B. die {ibrigens allgemein kritisierte Rohrer-
sche Bestimmung des Albumin-Globulinquotienten im Serum mittels
der Viskositdt, sehr fragwiirdig macht.

Tabelle XX XIX.

Bestimmung der Eiweilfraktionen in K, L und O nach Theorell und
Widstrom.

Prozentgehalt Eiweifl, berechnet an unverdinntem Plasma.

Fibrin Globulin ‘ Albumin Gesamteiweif
% 9o %o %o
K 0,348 2,70 3,76 6,81 bestimmt
L 0,434 2,64 3,83 6,90 (ber. aus F + G+ A)
0 0,347 2,59 3,87 6,81 bestimmt

Die Werte innerhalb der Fehlergrenzen dieser Mikromethode
sind mit einer Ausnahme, dem hohen Wert fir Fibrin in L, iberein-
stimmend. Dieser hohe L-Wert beruht indes darauf, da8 das Fibrin-
koagulum in I das meiste des zugesetzten Lecithins, das ja etwas stick-
stoffhaltig ist, in sich aufgenommen hat. Ob dies als Erklirungsgrund
hinreicht, ist aber unsicher. Der Stickstoff kommt in Lecithin als ein
Alkylamin vor; Cholin und Alkylamine lassen sich bei Verbrennung
mit Schwefelsdure im allgemeinen nur mit Schwierigkeit spalten. In
unzerteilter Form sind sie einer Oxydation durch Hypobromit un-
zugénglich. Die Folge ist, daB bei der Methode T. Teorells nur ein
Teil des in Alkylaminen vorhandenen Stickstoffs mit in den Analysen-
wert kommt. Es ist auch moglich, daB die Auswaschung der Mutter-
lauge aus dem groBen aufgequollenen Koagulum in L nicht vollsténdig
gelungen ist. Jedenfalls zeigen spiatere Versuche (siehe Versuch 18),
dal} eine Steigerung des Fibringehalts durch Lecithinzusatz nicht statt-
findet. EKine solche wire auch a priori héchst unwahrscheinlich.

Versuch 14.  Einwirkung verschieden grofer Lecithinzusdtze zum Plasma
auf die Senkungsgeschwindigkeit. Viskositdtsmessungen an Plasma.

K = 1 Volumen Pferdeplasma -+ 0,475 Volumen 0,8 %iger Cholesterin-
suspension auf 0,04°/y.iger Seife + 0,025 Volumen 189%iger NaCl.

L = 1 Volumen Pferdeplasma -4 0,475 Volumen 1%iger Suspension
reinen, synthetischen Lecithins + 0,025 Volumen 18°jiger NaCl.

O =1 Volumen Pferdeplasma -+ 0,475 Volumen H,0 + 0,025 Vo-
lumen 189 iger NaCl.
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Tabelle XL.
Senkungsprobe direkt ohne Zentrifugieren.

0,7 cem ungewaschener Blutkirperchen
Minuten Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr.4 ] Nr. 5 Nr. 6
Beginn 1,0 cem L 2’(7),522%1(15111116 i’g?5g(églml(l) 2(2)512%:116 ] 1,0 cem K 1,0 cem 0
|

60 0,5 1 1,5 3 1 16
90 0,5 1,5 3,5 5,5 1,5 23
120 1 1,5 4,5 7,5 2 28
150 1 15 6,0 9 2,5 33
15X 60| 26 8 15 21 9 91
20 x 60 30 23 17 24 12 96
22 x 60 31 26 18 25 12 96

Die starke Hemmung sowohl durch Cholesterin als auch Lecithin
tritt hier wie frither zutage. Nach 15 Stunden zeigt Nr. 1 eigentiimlicher-
weise eine stirkere Senkung als Nr.2, 3 und 4. Zwischen 15 und
20 Stunden macht Nr. 2 einen Ruck und sinkt in dieser Zeit mehr als
wahrend der ganzen Zeit vorher. Der ganze Verlauf in Nr.1 und 2
erinnert etwas an die aus den klinischen Senkungsreaktionen
bekannten sogenannten ,Knickungen, wo die Senkung erst nach
einer geraumen Zeit in Gang kommt, 1, 2, 3 bis 4 Stunden, und
dann plétzlich.

Tabelle XLI.
Viskositétsmessung.
Ot o o, | ol
K “ 9,3 1,018 1,39
L 12,0 1,018 1,80
0 H 9,3 ‘ 1,018 1,39
H,0 | 6,8 1,000 1,00

Versuch 15. Einwirkung von Lecithin auf Senkungsgeschwindigkeit, Hypo-
tonieresistenz, elektrische Ladung der Blutkirperchen. Unitersuchung, ob sich
Lecithin an die Blutkorperchen adsorbiert.

L = 20 cem Pferdeplasma -+ 4,75cem 0,6%iger Lecithinsuspension
-+ 0,25 cem 189,iger NaCl.

O = 20 ccm Pferdeplasma + 4,75 ccma H,O + 0,25 cem 189 iger NaCl
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Tabelle XLII.
Senkungsprobe: 1 Volumen L bzw. O + 0,7 Volumen Blutkérperchen.

. 3 mm Senkung in
Min. nach Beginn
L | 0
37 0,8 66
46- 1 80
67 1 92
107 1 97

Die Blutkorperchen in L und O wurden herunterzentrifugiert und
ihre Resistenz gegen hypotone Kochsalzlésungen gepriift.
0 = keine Héamolyse.
+ = beginnende Hémolyse.

+ + = stérkere Héamolyse.
+ + 4+ = vollstandige Hamolyse.

Tabelle X LIII.
5 ccrm NaCl-Lésung + 1 Tropfen Blutkorperchen.
0j, Na Cl ” 0,90 ‘ 0,81 { 0,72 ’ 0,63 \ 0,585 ’ 0,54 j 0,495 l 0,45
| .
L - Blutk. ” 0 J 0 ‘ T ) I . ’ ot ' TR
0- , || 0 o | o | 0 I QRIS R

Das Lecithin senkte also die Hypotonieresistenz bedeutend, wihrend
Cholesterin dieselbe steigerte (vgl. Versuch 5).

Tabelle XLIV.

Entladungsversuche an L- und O-Blutkérperchen mit La(NQg), in
physiologischer Kochsalzlésung.

Molaritat von La (NOg);
1500 | 11000 | 1/2000 ] 1/4000 ] 158000 | 1/16000
|
L ' +++ ) +4+ ‘ +-+-+ ] 44+ ‘ +++ | 0
0 +4++ | +++ ] 4+ +4+4+ | +++ ! 0

Im Gegensatz zu Cholesterin konnte demnach auf diese Weise
keine Entladung durch Lecithin festgestellt werden.

Es handelte sich alsdann darum, zu untersuchen, ob zugesetztes
Lecithin von den Blutkérperchen adsorbiert wurde. Hierbei war es
jedoch undenkbar, ohne weiteres Blutkorperchen zu L und O zuzusetzen
und nach einer gewissen Zeit herunterzuzentrifugieren, denn der
groBte Teil des zugesetzten Lecithins kann als eine voluminése, gelatindse
Masse wegzentrifugiert werden, in welcher, wie im folgenden gezeigt
werden soll (Versuche 16, 17, 18 und 25), ein Teil des vorher im Plasma
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vorhandenen Cholesterins adsorbiert war, weshalb sich dabei der Chole-
steringehalt des Plasmas dnderte und damit die Ladung der auf-
geschlemmten Blutkorperchen. Deshalb wurde der Versuch so aus-
gefuhrt, daf zu gleichen Mengen L und O gleiche Mengen Blutkérperchen
hinzugefiigt wurden, worauf diese spontan sedimentieren durften,
was fir das L-Plasma nattirlich lange Zeit (2 Tage) in Anspruch nahm.
Die Zeit wurde dadurch etwas verkiirzt, dall das Probierrohr in 45°-
Winkel zur Unterlage gestellt wurde. Von der durch das Sinken der
Blutkorperchen entstehenden obersten Plasmaschicht (L, bzw. 0,)
wurden 3 ccm von jeder abpipettiert zwecks Lipoidanalysen. 5 ccm
von L und 3 cem von L; und O; wurden danach im Soxhlet extrahiert
und in gewohnlicher Weise behandelt. Cholesterinanalysen mit Stufen-
photometer, P-Bestimmungen nach Fiske-Subarow. Bei den Cholesterin-
analysen trat in diesem Falle, wohl infolge unvorsichtiger Eindunstung,
eine leichte, kaum merkbare Verfarbung ein, fiir welche eine Korrektur
gemacht wurde (sieche Kap. I11).

Tabelle XLV.
Cholesterinbestimmungen.
E = Extinktionskoeffizient in 10 mm Schicht.

. 0/40 Chol. .
coolbest. | &5 | 65 | relgl " “Phama relustert
cem Extrakt s61 553 reduz. unverdiinntes Plasma

] | Mittel |

L ] 2,22

L ’ 092 | 222 } 2,22

0 3 0,368 | 0,136 | 0,347 | 0,91 } 0.92

0 3 0,379 | 0,146 | 0,354 || 0,93 !

I, 5 0,406 | 0,161 | 0,378 || 0,99 } 0.99 1,78 } 1.79

L, 5 0,419 0,193 | 0,378 | 0,99 ? 1,79 ’

0, 5 0,383 | 0,167 | 0,350 | 0,92 } 093 1,08 } 1.07

0, 5 0,401 | 0,186 | 0,361 || 0,94 ’ 1,06 ’

Hinsichtlich der Cholesterinwerte ist der etwas hohe Wert L, zu
notieren. Der Unterschied ist so gering, daff er auf einen Analysen-
fehler beruhen kinnte; andererseits wire es keineswegs undenkbar,
daB das zugesetzte Lecithin aus den Blutkérperchen etwas Cholesterin
adsorbieren kénnte, oder vielleicht richtiger, daB das Cholesterin eine
neue Verteilung zwischen Blutkérperchen und Plasma - zugesetztem
Lecithin eingehe.

Die Lecithinwerte zeigen fiir L, im Verhiltnis zu L eine starke
Senkung, d.h. die Blutkdrperchen haben einen Teil des Lecithins
adsorbiert in derselben Weise, wie es mit dem Cholesterin der Fall war
(vgl. Versuch 19).
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Versuch 16.  Senkungsprobe und Lipoidanalysen in Plasma, versetzt mit
Cholesterin bzw. Lecithin, wo der Uberschufl wegzentrifugiert war.

K = 1 Volumen Pferdeplasma -+ 0,475 Volumen 0,79%iger Chole-
sterinsuspension in 0,04°/.iger Seife + 0,025 Volumen 189 iger Na Cl.

L =1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen 19%iger Lecithin-
suspension -+ 0,025 Volumen 189 iger NaCl.

0 = 1 Volumen Pferdeplasma + 0,475 Volumen H,0 + 0,025 Volumen
189 iger NaCl.

Die Mischungen wurden kraftig zentrifugiert; L wurde vollstindig klar,

K blieb etwas triibe.
Tabelle XLVI.

Senkungsprobe mit 2 Volumen Plasmamischungen -+ 0,7 Volumen un-
gewaschenen, stark zentrifugierten Blutkdrperchen.

H mm Senkung nach

| 2 Min. 40 Min. | 60 Min
‘ T
K ‘ 17 [ 47 | 69
L 15 52 75
o | 2 58 82

Die Unterschiede in der Senkungsgeschwindigkeit waren in diesem
Falle recht gering, was sich aus den Lipoidanalysen erklirt. Chole-
sterinbestimmung mit Stufenphotometer, P-Bestimmungen nach Fiske-
Subarow.

Tabelle XLVII.
‘ . Cholesterin- s Lecithin- .
R U
[ - -
K 1,369 | 1,195
1,373 } 181 1,186 } 1,19 2,56
; [ 1,190
L 0,781 1,57
0,786 | 0,784 1,60
154 157 2,35
| 157
i 1,56
0 0,862 | | 1,36
0,874 } 0,868 1,39 } 1,36 2,23
1,34

In diesemm Falle hatte also wie gewohnlich der wegzentrifugierte
LecithiniiberschuB einen Teil Cholesterin aus dem Plasma mitgenommen,
aber eigentiimlicherweise hatte ganz analog der Cholesteriniiberschufl
einen Teil Lecithin mit sich gerissen. Diesen Effekt beim Cholesterin
habe ich ab und zu beobachtet, aber er ist immer sehr schwach und nicht
konstant.
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Die Summe des Cholesterins und Lecithins wies infolge der vor-
beriihrten Griinde recht geringe Variationen auf, diese gehen indes
vollkommen parallel mit der Senkungsgeschwindigkeit.

Versuch 17. Einwirkung von Cholesterin und Lecithin in verschiedenen Kon-
zentrationen und Mischungen auf Lipoidgehalt und Senkungsgeschwindigkeit.

Pferdeplasma wurde teils mit 0,79 %iger Cholesterinsuspension,
mit 0,049/ giger Seife, teils mit 19%jiger Lecithinsuspension nach
folgendem Schema versetzt:

Tabelle XLVIII.
a Nr.“1}2}314‘5 6]7'8‘
| | l 1

Plasma, cem . . . . .. . . . l* 6 16 |6 (6 |6 |6 |6 |6
Cholesterinsuspension, cem . . . ‘ 2711 |05 2271 105
Lecithinsuspension, cem . . . . | 2,711 0,5 1,722
HyO,eem . 0 0 0 0 0oL .. | 11,7122 ’ 1,7 ,
NaCl, 9%ig, ecem. . . . . . . 10,3103(03/03/03]03]03|03/03

Nach zweitigigem Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge im Kis-
schrank, um Fiulnis zu verhindern, waren alle, auler Nr.1 und 6,
vollig klar. Auch diese waren jedoch nur unbedeutend getriibt.

Dann wurden 4,5 cem von jeder in gewohnlicher Weise im Soxhlet
extrahiert. Cholesterinbestimmungen mit Stufenphotometer. Nephelo-
metrische P-Bestimmungen nach Kleinmann.

Senkungsreaktionen mit 1 Volumen Plasma 4 0,7 Volumen
frischen, ungewaschenen Blutkoérperchen.

Die samtlichen erhaltenen Werte sind in nachstehender Tabelle
wiedergegeben.

Aus dieser Tabelle geht, wie schon friiher, hervor, daB} auch nach
einem Zentrifugieren, das eine kristallklare Flissigkeit gibt, ein Teil des
zugesetzten Lecithins in Lésung bleibt (Nr. 4, 7, 8). Ferner erwies sich
der Cholesteringehalt nach Wegzentrifugieren des Uberschusses an
zugesetztem Lecithin niedriger als vorher; das Lecithin hatte einen Teil
des Plasmacholesterins aufgeldst oder adsorbiert (Nr. 4 und 5). Infolge-
dessen war in diesem Falle die Senkungsgeschwindigkeit in Nr.4 und
5 groBer als in Nr.9, d. h.der verminderte Cholesteringehalt iiber-
kompensierte hier den gesteigerten Lecithingehalt (in Nt. 4; Nr. 5 hatte
wahrscheinlich fehlerhaften Lecithinwert). Der Zusammenhang zwischen
Suspensionsstabilitit und Lipoidgehalt im Plasma war ziemlich offenbar;
eine absolute Parallelitit kann man kaum begehren, da die nephelo-
metrische P-Bestimmung an Zuverlissigkeit etwas hinter den iibrigen
benutzten P-Bestimmungsmethoden zuriickbleibt; auBerdem gilt auch
hier das iiber den Aggregationsmechanismus friiher Erwahnte, nachdem

4
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Tabelle IX L.
Senk o) %00 . 00 Zusatz zu 6 ccm Plasma
Nr. | ot 60 Mire || Choleaterin | Cholesterin| o 20, | Lecithin . }?,29 o |1 %
Mittel Mittel olesterin ecithin
1
1 31 1,04 1,07
108 } 1,04 it } 1,09 | 97
2 54 0,875 1,03
o588 } 0,88 100 } 1,06 1,0
3 59 0,817 1,06
B0y |} ost | e |} 1oe | 05
4 82 0,653 1,37
0658 } 0,66 120 } 1,39 2.7
5 76 0,639 1,00
0640 } 0,64 098 } 0,99 1,0
6 31 0,856 111 )
0849 } 0,85 068 | 107 92 0,5
7 55 0872 1,16
0.875 }ogr | Doy } 1,19 1,0 1,7
1,20
8 72 0,800 } 079 1,19
0.777 121 1,20 05 2.2
121
9 64 0,755 1,05
ot6s || o1 | Loz || 106 |

ein vereinzelter Einstundenwert kaum als ein vollauf giltiger Ausdruck
fir die Senkungsgeschwindigkeit anzusehen ist (siehe Versuch Nr. 5).
Vergleicht man Nr. 1, 2, 3 und 9, wird man einsehen, daB sich mit der
zugesetzten Cholesterinmenge proportionale Mengen gelost hatten
(vgl. Versuch Nr. 9). In Nr. 6, 7 und 8 liegen schwer zu iiberblickende
Verhéltnisse vor, da das Lecithin ja teils den Cholesteringehalt durch
Adsorption des Cholesterins an den wegzentrifugierbaren UberschuB
vermindert, teils wahrscheinlich zu einem gewissen Grade den Cholesterin-
gehalt durch Schutzkolloidwirkung auf das zugesetzte Cholesterin bei
einem Teil des Lecithins, das in Ldsung bleibt, vermehrt.

Versuch 18.  Vergleich zwischen der Lipoidverteilung auf die verschiedenen
Eiweipfraktionen in mit Lecithin versetztem Plasma und solchem ohne Lecithin.

L = 1 Volumen Pferdeplasma 4 0,475 Volumen 1%iger Lecithin-
suspension + 0,025 Volumen 189;iger NaCl.

0 = 1 Volumen Pferdeplasma -+ 0,475 Volumen H,0 + 0,025 Vo-
lumen 189;iger NaCl.

Unmittelbar nach Zubereitung von L und O wurde je ein Teil der
beiden mehrere Stunden zentrifugiert. Nachdem L vollig klar war
(O war bereits beim Beginn klar), wurden 4,5 ccm L und O (bezeichnet
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mit 7' L und T0) im Soxhlet in gewdhnlicher Weise extrahiert. Wahrend
dies geschah, war der andere Teil von O und L, wo also noch Uberschuf3
an Lecithin vorhanden war, mit gesittigter Ammoniumsulfatlésung zu
27 %, Sattigung versetzt und klar zentrifugiert worden. Aus der klaren
Mutterlauge F L und FO wurden Mengen entsprechend 7'L und 70 im
Soxhlet extrahiert, wihrend die Reste mit noch weiterer gesittigter
Ammoniumsulfatlosung bis zu 50 %, Sattigung versetzt und zentrifugiert
wurden. Von der klaren Mutterlauge wurde ein Teil im Soxhlet extra-
hiert und mit GL und GO bezeichnet.

Tabelle L.

Cholesterinbestimmungen mit Stufenphotometer. P-Bestimmungen sowohl
nephelometrisch als auch titrimetrisch mit NaBrO.

0:50 Lecithin | 9/pp Leecithin 9/50 Lecithin .. |20 Cholesterin
Extrakt nep‘;loelometrisch ti(t)fimetrisch I;Jlgttelwert ®loo Cholesterin Og\ﬁttelwert

TL 1,82 1,92 | 187 0509 | 0512
0,515

TO 1,28 1,30 1,29 0,509 0,615
0,521

FL 1,33 1,37 1,35 0,424 0,420

0,416

FO 091 | 091 091 0,416 0,419
0,422

GL miBlungen 0,76 0,78 0,316 0,318
0,80 0,320

GO 0,78 0,324 0,318
0,75 miBlungen 0,77 0,312

Aus der Tabelle geht hervor, daB in diesem Falle keine sicher nach-
weisbare Herabsetzung des Cholesteringehalts durch die Lecithin-
behandlung eingetreten ist. Bei einer energischeren Behandlung
verringert sich jedoch der Cholesteringehalt regelmaBig (siehe Versuch 25).
Das Lecithin hatte sich indes klar aufgelost, so daBl der Gehalt von
1,29 auf 1,879/, stieg. Bei Sattigung mit Ammoniumsulfat zu 279,
verteilte sich das Gesamtlecithin zwischen ,,Fibrinogen‘‘-Fillung und
-Losung in folgender Weise:

Tabelle L1.
In der Fillung In der Lisung
0/¢ Lecithin 9/ Lecithin
FL 0,52
_—— = 278 72,2
Gesantlecithin L 1,87 2, ’
FO 0,38
— = = 70,5
Gesamtlecithin O 1,29 295 ’
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Hier scheint demnach das Lecithin in seiner Verteilung zwischen
Fallung und Losung bei 279, Sittigung mit Ammoniumsulfat dem
Verteilungsgesetze zu folgen. Selbstverstindlich mufl man vorsichtig
sein, aus diesem einzigen Falle Schliisse zu ziehen, da es sich ja der
Beurteilung entzieht, ob man recht hat, ohne weiteres das als eine
Triibung vorhandene UberschuBlecithin als einen indifferenten Korper
anzusehen, so dafl man nach Ausfillung desselben mit der ,,Fibrinogen‘‘-
Fraktion dasselbe Filtrat erhilt wie vor dem Wegzentrifugieren des
UberschuBlecithins.  Dies ist zwar wahrscheinlich, aber keines-
wegs sicher. Rechnet man nur den titrimetrischen, wahrscheinlich
sichereren Wert 1,920/, so erhélt man die Werte 29,7 %, und 29,5 %, des
Gesamtlecithins in den ,,Fibrinogen‘‘-Fallungen von L bzw. O.

Bei Sattigung zu 50 9, fiel der ganze Rest des zugesetzten Uber-
schusses aus, wie dies mit dem Cholesterin der Fall war (siehe Versuch 10).

Der Quotient Cholesterin : Lecithin ist in den drei Fraktionen des
O-Plasmas:

S 0,096 .,
Fibrinogen - « - - « . - 0380 = 0,32,
. 0,101
Globulin - - - -+ - - - 6;2—0‘ = 0,505,
. 0,318
Albumin - - - - .+ - 077 = 0,413.

Der niedrige Quotient fiir Fibrinogen weicht in diesem Falle von den
vorhergehenden Ergebnissen [Theorell (90)] ab, andererseits aber sind
die Ziffern fur Fibrinogen ziemlich unsicher als Unterschiede zwischen
zwei Zahlen von derselben GréBenordnung. Der Unterschied zwischen
Globulin und Albumin dagegen bleibt bestehend (vgl. auch die Versuche 19
und 20).

Die Eiweififraktionen wurden mit der MgSO,-Sittigungsmethode
bestimmt, wobei folgende Werte erhalten wurden:

Tabelle LII.
Plasma o Gesamteiweify ‘ o Fibrin ‘ ¢ Globulin } 9/s Albumin
- ‘ -
l 7,27 ‘ 0,567 2,64 (‘ 4,06
7,19 0,563 2,62 i 4,01

Die erhaltenen Unterschiede liegen innerhalb der Fehlergrenzen der
Methode. Es kann demnach als endgiiltig bewiesen angesehen werden,
dafl weder Cholesterin (siehe Versuche 6, 13) oder Lecithin (vgl. auch
Versuch 13) die Fillungsgrenzen der Eiweipkorper in irgendeiner Weise
verschieben noch Eiweif3 adsorbieren, das in diesem Falle verschwinden
wiirde, wenn der UberschuB an Lipoiden wegzentrifugiert wird.
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Versuch 19. Bestimmung der Lipoidverteilung an ausgefdlltem und in Lésung
zuriickbleibendem Eiweif bei Elektrodialyse und Ammonsumsulfatfraktionierung
von Pferdeserum.

700 cem frisches Pferdeserum, mit etwas Toluol versetzt, wurden in
W. Paulis Apparat elektrodialysiert, bis nach zwei Tagen die Strom-
starke auf Null heruntergegangen war und das eingekoppelte Voltmeter
die Netzspannung 220 Volt aufwies. Hierunter wurde aus dem Serum
,, JBuglobulin‘ ausgefillt. Der Apparat wurde quantitativ mit destilliertem
Wasser ausgespiilt. Infolge der Volumenverminderung wéahrend der
Elektrodialyse wurde das schlieBliche Volumen nur 773 cem nach der
Spilung. Der Niederschlag wurde abgenutscht, aber nicht gewaschen.
Statt dessen wurde der Niederschlag nall gewogen, das Gewicht eines
gleich groflen, nassen Filters abgezogen, der Wassergehalt an einem
aliquoten Teil bestimmt; daraus konnte der Gehalt an Mutterlauge und
nach der Bestimmung des Eiweillgehalts der Mutterlauge das Prozent
,.Euglobulin® im Serum berechnet werden.

100 ccm des urspriinglichen Serums wurden mit dem gleichen
Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlosung versetzt. Der Niederschlag
n ,,Globulin® wurde abgenutscht, dreimal mit halbgesattigter Am-
moniumsulfatlésung gewaschen und das Volumen des Filtrats gemessen.
Zu den Lipoidbestimmungen wurden folgende Mengen und Bezeich-
nungen verwendet:

Tabelle LIII.
Bezeichnun Die extrahierte Menge entsprach
£ cem urspriinglichen Serums
|

Urspriingliches Serum . . . | 75
Dialyse-Filtrat . R il ]I 75
Dialyse-Niederschlag . . . . || I 700
AmySO,-Filtrat . . . . . . i v 100
Am, S O,-Niederschlag \ v | 100

Fir die Lipoidextraktion wurden I, IT und IV mit drei Volumen
Aceton ausgefillt und zum Sieden erhitzt. Die entstandenen Nieder-
schlige wurden abfiltriert und wie III und V mit Alkohol im Soxhlet-
apparat extrahiert. Der Extrakt von III und V wurde im Vakuum
eingedunstet und in 100 cem Chloroform aufgenommen. Die Extrakte I,
IT und IV wurden mit den Filtraten aus den Acetonfillungen vereinigt
und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Trocknen wurde darum
vorgenommen, die empfindlichen Phosphatide beim Eindunsten vor
allzuviel Wasser mit daraus folgenden héheren Temperaturen und
Gefahr einer Hydrolyse zu schiitzen. Das Natriumsulfat wurde abfiltriert,
mehrmals mit absolutem Alkohol auf dem Filtrum gewaschen und
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danach das Filtrat im Vakuum eingedunstet. Der Riickstand wurde in
100 cem Chloroform aufgenommen.

Eiweilbestimmungen in I und IV wurden durch Zusatz von gleichen
Volumina n/25 Essigsiure (4 etwas Am, SO, zu I) ausgefithrt; Koagu-
lation tiber Wasserbad, Filtrieren der Niederschlige, Waschen auf
SO, auf einem Filtrum mit Wasser, mehrmaliges Auswaschen mit
Alkohol und Ather, Trocknen und Wiegen.

Lipoidbestimmungen an den Extrakten: P-Bestimmungen nach
Pregl. Die Cholesterinanalysen teils spektrophotometrisch, teils mit
Digitonin nach Wendaus: zuerst wurde der unbehandelte Extrakt mit
Digitonin in alkoholischer Lésung gefallt. Das als Digitonid aus-
geféllte, freie Cholesterin wurde dann gewaschen, getrocknet und
gewogen. Der Digitoniniiberschufl im Filtrat wurde durch wiederholtes
Ausschiitteln zwischen Ather und Wasser im Scheidetrichter wegge-
schafft. Das Digitonin geht in die Wasserschicht ein, die Cholesterinester
in die Atherschicht. Der Ather wurde verdunstet, der Riickstand auf
gewohnliche Weise mit Na-Alkoholat verseift. Das frei gemachte
Cholesterin wurde von Na-Alkoholat und Seifen durch wiederholtes

Tabelle LIV .

;i Als Ester gebundenes Cholesterin 0/0;
Freies Cholesterin‘{ g H I
Lecithin 0fg, %00 | *g é I II‘I,JJ:%I
N [t R
®fo ‘ | 22 | 55 | E% | sf%
I ‘ I | Fg §§ [ 58 | 55
g = =@ S E8
NP A IR - B
! & [ = S
' Tl AlE |2
| 1 i
I 7250 1,85 185 || 023 | 0,23 | 071 | 071 l“ 0,71 | 0,11
M| 03| oa4 ) 182 Gn |} 022 4 09 05 1065 | 068
v | 352 | 1.29 0.13 037 | 0,40 }
v | 878 | o7 |} 186 4] og [} 022 {| (32 | o33 1069 | 072
Gesamteholesterin 9/qq
‘ I
Nr. : sl . II + III
Mit Digitonin |Spektrophotometrisch IV+V
berechnet berechnet
} Mit Digitonin | Spektrophotometriseh
| i berechnet berechnet
7 I
I ! 0,94 0,94 f 0,94 0,94
I 0,68 0,71
T 019 019 P08t 0,90
v 0,50 0,5
v 0.41 ? 0,42 P09 0,94
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Ausschiitteln zwischen Ather und Wasser im Scheidetrichter getrennt.
Schliefilich wurde das Cholesterin mit Digitonin wie frither bestimmt.

Die angegebenen Ziffern zeigen den berechneten Gehalt des ur-
spriinglichen Serums.

Da hier innere Kontrollen durchwegs vorhanden sind, hat man
ausgezeichnete Moglichkeiten, die Zuverlissigkeit der Lipoidanalysen zu
beurteilen. Die Lecithinwerte stimmen, so gut man nach so vielen
Manipulationen verlangen kann, iiberein, ebenso die Werte fiir freies
Cholesterin, wahrend der Wert fiir die Cholesterinester besonders in
IT und ITI etwas niedrig liegt. Verwendet man die spektrophotometrisch
gefundenen Werte, welche eine zufriedenstellende Ubereinstimmung mit
den mit Digitonin erhaltenen aufweisen (vgl. Theorell, 1. c.), erhilt man
eine beinahe vollstindige Ubereinstimmung. 1T und IIT liegen jedoch in
bezug auf Lecithin und Cholesterinester immer noch etwas niedrig.
Dies durfte mit Sicherheit auf eine unvollstindige Extraktion von
IIT zuriickzufilhren sein, dessen schmierige Konsistenz es fiir eine
Extraktion im Soxhlet ungeeignet machte.

Das Verhiltnis Cholesterin : Cholesterinester war etwa = 1:3,
was ungefihr dem, was in der Literatur fir Pferdeserum als normal
angegeben wird, gleichkommt. Wacker und Hueck (93) geben 1: 3,3 an.

Hinsichtlich der Verteilung auf die verschiedenen Fraktionen
scheint dieses Verhiltnis ungefahr aufrechterhalten zu werden: die
Quotienten fiir T bis V sind 0,32, 0,34, 0,27, 0,35 und 0,27. Mit den
beiden Globulinfraktionen 11T und V sind doch verhaltnismafig etwas
mehr Ester als freies Cholesterin ausgefillt worden. Der Unterschied ist
jedoch unbedeutend.

Es wurden Analysen von Oxycholesterin versucht (7Theorell, 1. c.},
aber sie gaben nur unzufriedenstellende Resultate. Dieser Korper
scheint ziemlich labil zu sein und fordert besondere Vorsichtsmanahmen
bei der Darstellung der Extrakte, um zuverlissige Analysenresultate
zu ergebenl.

In den folgenden Tabellen sind fiir die verschiedenen Fraktionen die
Quotienten Gesamtcholesterin : Lecithin, Cholesterin : Kiweill, Leci-
thin : Eiwei, und wie viele Gramm Eiweifl einem Molekiil Cholesterin
bzw. Lecithin entsprechen, ausgerechnet. Die Cholesterinwerte wurden
spektrophotometrisch gefunden.

1 Als Testsubstanz wurde hier ein Priparat verwendet, das ganz wie
dasjenige in der ersten Mitteilung des Verfassers in dieser Zeitschr. 175, 305,
1926, hergestellt wurde. Dank einer personlichen Mitteilung von Professor
A. Windaus, da Oxycholesterin nach der von Lifschiitz angegebenen
Methode nicht rein dargestellt werden konnte, wurde dieses Praparat sehr
sorgfaltig auf Kohle und Wasserstoff analysiert. Die gefundene Zusammen-
setzung stimmte sehr nahe mit der theoretischen Formel C,,H,q0, iiberein.
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Tabelle LV .
BN 2 3 | e bos | 6 7
o | 1 g Mol. 1 gTItT
N Natur Cholesterin | Cholesterin| Lecithin !Cholesterin | Lecithin
T des Eiweifles Tecithin | Biweib Biweip | Prog pro g
| El\Velﬁi 7E3W61[5 ]
I | T
I | GesamteiweiB . . | 0,1 0,013 | 0,0255 | 30000 | 30000
| e
II | Pseudoglobulin 1
-+ Albumin . } 0,45 0,011 0,0246 85000 32 000
I || Euglobulin 0,79 0,023 0,0292 17 000 27 000
IV || Albumin ‘

I’ 0,41 0,015 | 0,366 | 26000 | 21000

V | Gesamtglobulin . | 0.75 0,011 | 00153 | 85000 | 51000

Aus Kolumne 3 geht hervor, dafl mit den Globulinfraktionen TIT
und V auch in diesem Falle verhdltnismiBig mehr Cholesterin als
Lecithin ausgefallt wurde, mit ITund IV umgekehrt. Dies gilt besonders,
wie man erwarten konnte, fiir die labilste Fraktion, Euglobulin. Dies
weist auch, Kolumne 4, den hochsten Wert fiir den Quotienten Chole-
sterin : Eiwei8 auf, wihrend dieser Wert fur Lecithin: Eiweil weder
auffallend hoch oder niedrig ist. In Kolumne 5 tritt besonders der
hohe Wert fiir IV im Vergleich mit dem niedrigen fiir V zutage. Die
Molekulargewichte der drei hier in Rede stehenden Eiweilkérper waren
und sind, wie man vielleicht sagen kann, noch umstritten. Serensen
[zitiert nach Cokn (15)] nimmt auf Grund von osmotischen Druck-
messungen 140000, 80000 und 45000 als wahrscheinliche Molekular-
gewichte von Euglobulin, Pseudoglobulin und Albumin an, wihrend
Svedberg und Sjogren (87) den Unterschied zwischen Eu- und Pseudo-
globulin auf Grund ihrer Resultate beim Ultrazentrifugieren als Artefakt
erkliren. Demnach sollte Serumglobulin einheitlich sein mit einem
Molekulargewicht von 103800 4 3000, wihrend das Molekulargewicht
von Serumalbumin 67500 4+ 2000 sein sollte. Werden die von Svedberg
und Sjégren angegebenen Werte als richtig angenommen, findet man,
daB ein Molekiil Euglobulin in diesem Falle beinahe genau sechs Molekiile
Cholesterin gebunden haben sollte, wihrend ein Molekiil Gesamtglobulin
drei Molekiile Cholesterin gebunden hatte. Eine entsprechende Aus-
rechnung fiir Albumin gibt einen ungleichmaBigen Wert. — Aus diesem
einzigen Falle lassen sich selbstverstindlich keine bestimmten Schliisse
ziehen.

Versuch 20. Die Verteilung der Lipoide auf die Eiweififraktionen des Plasmas

bei wverschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen mit Ammoniumsulfat
ausgesalzt.

Pferdeplasma wurde mit steigenden Mengen 0,4 n H, SO, versetzt.

Eine Serie (F) wurde mit gesittigter Ammoniumsulfatlésung bis

2179, Sattigung, eine zweite (G) bis 50 %, Sittigung versetzt. Danach
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wurde Kklar zentrifugiert und kolorimetrische pgr-Messungen an den
klaren Flissigkeiten mit Nitrophenolindikatoren angestellt.

Tabelle LVI.

Be- Plasma } an H,0 Am, S04 |
zeichnung | H2S04 2 25T Indikator Py

cem cem cem cem ‘

!
F I 15 0,0 3,0 6,65 (Meta-Nitrophenol 7,46
F II 15 1,0 2,0 6,66 | Para-Nitrophenol 6,54
F I 15 15 1,5 665 | ” 5,99
F IV 15 2,0 1,0 | 665 . 5,57
F Vv 15 25 05 | 665 | y-Dinitrophenol 5,06
F VI 15 3,0 0,0 | 665 , 4,70
p I B 00 30 | 18 | Meta-Nitrophenol | 7,41
s I | 15 10 20 | 18 | Para-Nitrophenol | 642
GUI | 15 | 15 1,5 | 18 , 6,12
G1v | 15 2,0 1,0 18 | , und

I y-Dinitrophenol 5,59
GV | 15 25 0,5 18 . 5,07
F VI 15 | 30 0,0 18 ) 477

3 [ /

AN

N

NP4

By 7 & 5 #
Abb. 6.

Abb. 6 zeigt den Zusammenhang zwischen der zugesetzten Schwefel-
sduremenge und py. Die Anderung in pg verliuft bei Erhshung des
Schwefelsidurezusatzes in diesem Falle approximativ nach einer geraden
Linie. Der groBere Gehalt an Ammoniumsulfat in G, verglichen mit T,
und das Fehlen von Globulinen in G scheint keinen Einflul auf px
zu haben.

EiweiB- und Lipoidbestimmungen wurden teils mit dem unbe-
handelten Plasma (T), teils mit allen Filtraten angestellt. Die Eiweil-
analysen wurden folgendermaf3en ausgefiihrt: in T direkt mit 7. Teorells
Natriumhypobromitmethode, in F und G wurde eine hinreichende,
in die Verbrennungsrohre pipettierte Menge zuerst mit Uberschufl an
Magnesiumoxyd unter Zusatz von 50 %, Alkohol behandelt. Nach
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Verdunsten aunf dem Wasserbade wurden neuerdings 50 9, Alkohol
dazugegeben und mehrmals verdunstet, bis in den Dampfen kein
Ammoniak (aus dem Ammoniumsulfat) mehr nachgewiesen werden
konnte. Darauf wurde mit Schwefelsdure verbrannt und in der Weise,
wie von Teorell angegeben ist, fortgesetzt.

Zwecks Lipoidanalysen wurden in Soxhletapparaten mit Alkohol
Mengen, entsprechend 3 ccm des urspriinglichen Plasmas, extrahiert.
Von T wurden zwei gleiche Extrakte, T; und T,, hergestellt. Cholesterin-
analysen mit Stufenphotometer, P-Analysen nach Fiske-Subarow
im Stufenphotometer.

Das Filtrat G VI war praktisch biuretfrei. Sein N-Gehalt betrug
0,249/, entsprechend 0,159, EiweiB, also ungefihr der normale
Reststickstoffgehalt im Plasma. Alle EiweiSwerte wurden daher um
0,15 verringert.

Die Resultate der Tabelle LVII sind in Abb. 7 zusammengestellt.

7 — 1
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7 N\

T LIl =5 —r fm'?’dl
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oy

=

Pra Mille

20 40 50

Betrachtet man zuerst die EiweiBwerte, so findet man, dall bei
27 9, Sittigung zwischen py 6,0 und 5,6 auch anderes Eiweil als Fibrino-
gen auszufillen beginnt, hochstwahrscheinlich Globuline. Bei 509,
Sattigung beginnt diese gesteigerte Fillung, in diesem Falle von Albumir,
sich zwischen pg 6,4 bis 6,1 geltend zu machen. An dem isoelektrischen
Punkt der Albumine, pg = 4,7, scheint die 27 %ige Sattigung in gewissen
Beziehungen dieselben Resultate zu geben wie die 50 %,ige bei pg = 7.4,
indem sowohl EiweiB- als auch Cholesteringehalt in F VI und GI
gleich hoch sind, wihrend dies fiir Lecithin nicht der Fall ist.
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Der Niederschlag von Lipoiden bei 27 9, Sattigung und verschie-
denen pm scheint mit den Niederschligen von Kiweil einigermaBen
gleichen Schritt zu halten. Doch ist schon bei F VI, Kolumne 9, beim
Cholesterin eine Tendenz wahrzunehmen, dafl es verhdltnismaBig
leichter als Eiweil in Losung bleibt.

Der etwas hohere Cholesteringehalt in FII, IIT und IV als in
F 1 ist eigentiimlich. Selbst wenn in diesem Falle die weniger guten
Doppelwerte in den Cholesterinbestimmungen dazu beitragen, dafl ein
solches Verhalten mit diesem Versuche nicht als bewiesen angesehen
werden kann, ist dies jedoch schon ein Anlaf, Verdacht zu schépfen,
daf hier ein Freiwerden von Cholesterin aus dem Fibrinogen in Analogie
mit dem Verhalten in spateren Versuchen (siehe Versuch 24) vorliegen
konne. Die Unterschiede in den F-Werten in Kolumne 8 und 9 sind nicht
gréfler, als dafl es wohl am richtigsten sein diirfte, die Durchschnitts-
werte mit 1,90 und 1,21 anzugeben.

Aus der G-Serie scheint deutlich hervorzugehen, dafl auf der saueren
Seite verhéltnisméafig mehr Eiweil als Lipoide ausgeschieden werden,
siehe G T bis VI, Kolumne 8 und 9, sowie die Abb. 7. Besonders inter-
essant ist G VI, das, trotzdem es eiweif3frei ist, nicht unbedeutende
Mengen Lipoide enthilt; dieser Umstand zeigt, dal fir das in Losung
verbleibende Cholesterin im Plasma noch andere Schutzkolloide als
Eiweil} eine gewisse Rolle spielen (Phosphatide, Seifen, Gallenséduren ?).

Zum Vergleich mit den Versuchen 18 und 19 folgen nachstehend die
ausgerechneten Cholesterin : Lecithinquotienten fir die verschiedenen
ausgefillten Fraktionen.

Tabelle LVIII.

1 g 2 | 3

? ; Cholesteﬂ N
Nr. i Pr ‘\ | Leecithin

H | ,Fibrinogen* | ,Globulin® ’ »Albumin®

—— LT T -

I 7,46—7,41 ‘ oo 1,08 0,50
II | 6,54—642 | oo 1,05 ‘ 0,50
IIx | 5,99—6,12 oo 1,20 i 0,52
v j[ 557—5,59 1,44 0,71 } 0,59
' L 5,06—5,02 1,00 0,66 ; 0,73
VI Il 4,70—4,77 0,54 | 0,66 i 0,80

Nr.I, II und IIT weisen dieselben Verhiltnisse auf wie vorher
(vgl. Versuch 19) mit hohem Cholesterin : Lecithinquotienten fir Fi-
brinogen und Globulin, niedrigem fitr Albumin. Nr. IV bis VI haben mehr
unregelméBige Werte; dies ist jedoch kaum staunenswert, zumal ja hier
die Fallungsgrenzen stark verschoben sind, d. h. es scheiden in IV bis
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VI teilweise andere Eiweilkorper aus als in I bis III. Da aber die
lockeren Bindungen Eiwei3—Cholesterin in hohem MaBle von cg abhéingig
sind und man annehmen muf}, dafl auch die Lipoide an und fur sich
betreffs ihrer Loslichkeit von Salzkonzentration und cx EinfluB nehmen,
mull man einsehen, dafl in bezug auf SchluBifolgerungen hier grofie
Vorsicht geboten ist. Kolumne 4 zeigt indes fiir IV bis V1 einen sinkenden
Cholesterin : Lecithinquotienten, was deutlich darauf beruht, daB auch
hier Albumin ausgefillt wird. Kolumne 5 weist hingegen eine ent-
sprechende, gleichméafige Steigerung desselben Quotienten auf und
zeigt damit, daB von den drei untersuchten Stoffen Cholesterin unter
diesen Umsténden die grofBte Neigung hat, in Losung zu bleiben.

Versuch 21. Ausschiitteln von Plasma mit Ather bei verschiedenen py.

Tabelle LIX.

Pferdeplasma wurde mit n/1 H ] in steigenden Mengen versetzt. pg wurde
mit Nitrophenolindikatoren im Stufenphotometer bestimmt.

Nr. l Plasma| njl HCL | 1,0 Indikator y4: Bemerkungen
cem cem cem

i
1 w 12,5 0 l 1,0 | Meta-Nitrophenol | 7,86
2 [ 12,5 0,2 0,8 | Para-Nitrophenol ; 6,92
3 12,5 0,4 0,6 ” 6,26
4 125 0,6 0,4 ” 5,75 Etwas triibe, wurde
5 12,5 0,8 0,2 y-Dinitrophenol | 5,32 } zwecks pg-Bestimmung
6 1 1251 10 0 ” 4,96 zentrifugiert

Die pu-Werte liegen léngs einer schwach gebogenen Kurve, siehe Abb. 8.
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Abb. 8.

Die Reste aus 1 bis 6 nach den pg-Bestimmungen, 10,35 cem
(entsprechend 9,58 cem des urspriinglichen Plasmas), wurden mit gleichen
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Volumina Ather in Probierrshren von ganz den gleichen Dimensionen
versetzt und diese mit gewShnlichen Korken verschlossen. Die Réhren
wurden mittels Gummibédndchen an einem Arm befestigt, der durch
einen Motor und exzentrische Kopplung in gleichmafig wiegende
Bewegung versetzt wurde, etwa drei ganze Schwingungen in zwei
Sekunden. Durch diese relativ langsame Bewegung wurde vermieden,
daB der Ather und das Plasma ein allzu hochdisperses kolloidales
System miteinander bildeten. Andererseits wurde dennoch eine effektive
Extraktion erzielt. Nach zwolfstiindigem Schwingen wurde der
Versuch unterbrochen. Inden Nr. 1 bis 3 waren nur kleine, unbedeutende
Niederschlage vorhanden, in Nt. 4 eine recht kréftige Fallung von EiweiB,
in den Nr. 5 bis 6 sehr starke EiweiBlniederschlige. Zur Trennung von
Ather und Plasma wurde in einer Winkelzentrifuge zentrifugiert.
Dabei wurde die Atherschicht vollkommen klar. Die EiweiBnieder-
schldge waren nach oben geflossen und hatten sich zu einem festen
Kuchen dicht an der Atherschicht zusammengepackt. Nun wurde die
Atherschicht abpipettiert, und danach wurde dreimal rasch mit Ather
ohne Umschiitteln der Réhren gewaschen. Die vereinigten Atherlosungen
wurden verdunstet, die Riickstdnde in Chloroform aufgenommen und
schlieflich Cholesterinanalysen im Stufenphotometer ausgefiihrt.

Tabelle LX.
Ne | Cheen o Bt | ppnisven |
1 ‘ 0411
0/409 } 0,410 7,86
2 0,484
[ 01490 } 0487 6,92
3 ! 0,660
i 0652 } 0,656 6,26
4 0,596 \
0504 I 059 5,75
5 0470 ‘ ,
i 070 | 0470 5,32
6 \ 0,357
i 0364 } 0,361 4,96
T 0,840
| 0,844 | ose -

Die Cholesterinbestimmung wurde an dem urspriinglichen Plasma
wie gewShnlich ausgefithrt, d.h. durch Extraktion mit Alkohol in
Soxhletapparaten, Verdunsten und Uberfithren in Chloroform; die
Cholesterinanalysen hieraus mit dem Stufenphotometer werden als
T bezeichnet. — Das Resultat ergibt, daB ein Ausschittelungsmaximum
beim Cholesterin ungefahr bei pg = 6 vorhanden ist. Dieses Maximum
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liegt hier jedoch wahrscheinlich etwas zu weit nach der alkalischen
Seite hin, denn die Werte 4 bis 6 sind sicher eine Ahnung zu niedrig,
was darauf zuriickzufiihren sein diirfte, daB ein Teil des Athers nach dem
Zentrifugieren, in dem dicken Kuchen des Niederschlags eingeschlossen,
beim Auswaschen unerreichbar gelegen hat. Diese Ungelegenheit 146t
sich entweder dadurch verbessern, daB ein groBeres Volumen Ather
verwendet wird, wobei sich genannter Fehler verringert, oder durch
wiederholtes Ausschiitteln, womit er ganz eliminiert werden kann.
Beides wurde in den folgenden Versuchen benutzt. Ferner wurde der
P-Gehalt im Extrakt nach Fiske-Subarow mit Stufenphotometer
bestimmt.

Tabelle LXI.
Nr. berz@lgnfe)t zullsfg?lil(zl;?i?;tﬁtes Berechnet als Lecithin
lasma %00

1 0,000 24 0,006

2 0,001 46 0,037

3 0,000 47 0,012

4 0,000 24 0,006

5 0,000 12 0,003

6 Spuren Spuren

Tm Atherextrakt wurden also, wie zu erwarten war, keine nennens-
werten Mengen Phosphor wiedergefunden, vgl. Fujii (21).

Versuch 22. Ausschiitteln des Plasmas mit Ather bei verschiedenen py.

Pferdeplasma wurde mit n/1 HCl versetzt und die pg-Bestimmungen
wie in den vorhergehenden Versuchen ausgefiihrt.

Tabelle LXII.
Nr. l[ Plasma | n/1 HCl H20 Indikator PH Bemerkungen
| cem cem cem

18,8 0 12 Meta-Nitrophenol | 8,00
2 18,8 0,3 0,9 Para-Nitrophenol 7,28
3 18,8 0,6 0,6 6,6 ] "
4 188 | 09 | 03 | y-Dinitrophensl | 6,01 [j Etwas fribe, wure
Ha 18,8 12 | O » 5,36 pr-Bestimmung
5b|| 188 1,2 | 0 » 5,36 zentrifugiert

In 5b wurde die Triitbung vor dem Schiitteln mit Ather wegzentri-
fugiert. Dann wurden alle Proben mit drei Volumen Ather versetzt und
zwolf Stunden wie im vorhergehenden Versuche gewiegt. Nach dieser
Zeit hatte sich in 4, 5a und 5b ein kriftiger Niederschlag abgesetzt;
darauf Zentrifugieren, Abpipettieren der Atherschicht und Waschen mit



Ather wie im vorhergehenden Versuch. Verdunsten des Athers, Uber-
fithren in Chloroform und Cholesterinbestimmung im Stufenphotometer.
Die Resultate werden aus nachstehender Tabelle sowie Abb. 9 ersichtlich.

Tabelle LXIII.
o | opx | il depng |Dedmics |
0,548
1 8,00 { 0,551 } 0,550 Spuren
0,526
REECIE - B R
) G0t | 075 | o 0
ba | 5,36 { &ggg } oo 0
0,625 \
5 | 536 { 062 o ;
g gt choleslenly 2%
14 47 | | / _-\k
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Abb. 9.

Bestimmung des Gesamtcholesteringehalts im urspriinglichen
Plasma in derselben Weise wie im vorhergehenden Versuch ergab 0,849/y.

Das Resultat der Atherausschiittelungen war in diesem Falle
demjenigen im vorhergehenden auffallend dhnlich. 5b gab innerhalb der
Fehlergrenzen ebensoviel Cholesterin wie 5a, weshalb es keine Rolle zu
spielen scheint, ob der Niederschlag nach Zusatz von HCl wegzentri-
fugiert wird oder nicht. Das Maximum lag hier jedoch bei pg 6,3 bis 6,4.
AuBerdem gibt die Kurve eine Stiitze fiir den Verdacht, da3 ein Minimum
bei pr = 7,6 bis 7,7 angenommen werden konnte; demnach recht nahe
dem normalen, vitalen pg des Plasmas (daB in Nr.1 pg so hoch liegt wie
8,0, beruht natiirlich darauf, daB aus demselben CO, abgegeben wurde).
Im folgenden Versuch sind daher gerade auf diesem Gebiet mehrere
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Proben eingefiigt worden. AuBerdem wurde wiederholt ausgeschiittelt,
um zu erforschen, ob in irgendeinem Gebiete das Cholesterin quantitativ
ausgeschiittelt werden konnte.

Versuch 23. Wiederholtes Awusschiitteln des Plasmas bet verschiedenen py.

Pferdeplasma wurde mit n/1 HCl versetzt, und py-Bestimmungen
wurden wie frither ausgefiuhrt.

Tabelle LXIV.
Il
Nr. |l Plasma ‘ njlHCL| Hy0 Indikator PH Bemerkungen
| eem \ cem cem
1) 125 | 0 1 Meta-Nitrophenol | 7,79
2 1251 01 0,9 ” 7,68
3 125 | 02 0,8 » 7,50
4 [ 125 | 0,3 0,7 | Para-Nitrophenol | 7,21 }Etwas triibe, fir py - Bestim-
5 12,5 | 04 0,6 ” 6,73 mung zentrifugiert
6 { 12,5 0,5 0,5 ” 6,2() Starkere Triibung, fiir pg-Be-
| ® stimmung zentrifugiert
710 125 | 0,6 0,4 5,68 .
8l 125 07 | 03 , 526 (ke Iribung,
9| 125 | 08 0,2 y-Dinitrophenol | 5,08 2 e%trifugiert
10 ] 125 | 0,9 0,1 » 4,87

Nachdem 3,5 cem der Mischungen zu py-Bestimmungen verwendet
worden waren, blieben 10 ccm zuriick, entsprechend 9,25 cem des un-
verdiinnten Plasmas. In so weit wie moglich gleichartigen Probierrshren
wurden diese 10 cem mit 10 com Ather zwolf Stunden gewiegt. Die
Atherschicht wurde vom Plasma wie im vorhergehenden Versuche
getrennt und der Atherextrakt wie frither behandelt ; diese Serie Extrakt
wird als I bezeichnet. Danach wurde dieselbe Behandlung dreimal in
derselben Weise wiederholt und lieferte die Extraktserien IT, IIT und IV.
Cholesterinbestimmungen im Stufenphotometer. Das Gesamtcholesterin
im urspriinglichen Plasma wurde nach Alkoholextraktion im Soxhlet zu
1,150°/4, bestimmt.

Tabelle LXV.
Nr j P Kurve 4 Kurve B Kurve (;L Kurve D
) " I I I+1I IIT T+1I + 111 v I+II4+ 1041V

1 7,79 | 0,212 | 0,164 | 0,376 | 0,192 0,568 0,101 0,669
2 7,68 | 0,185 {0,031 | 0,216 | 0,206 0,422 0,108 0,530
3 7,50 | 0,168 {0,306 | 0,474 | 0,121 0,595 0,039 0,634
4 || 721} 0,346 | 0,245 | 0,591 | 0,070 | 0661 | 0,013 0,674
5 6,73 | 0,569 | 0,212 | 0,781 | 0,045 0,826 0,014 0,840
6 6,20 1 0,767 | 0,355 | 1,122 | 0,012 1,134 0,000 1,134
7 5,68 | 0,754 | 0,400 | 1,154 | 0,000 1,154 0,000 1,154
8 5,26 | 0,563 | 0,520 | 1,087 | 0,008 1,095 0,000 1,095
9 508 | 0,444 ' 0,418 | 0,862 — — — —

10 || 4,87 | 0,306 | 0,340 | 0,646 | 0,067 | 0713 | 0,016 0,729
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Die Resultate sind graphisch in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10.

Aus der Abb. 10 geht hervor, dafl die Erwartungen beziiglich eines
Minimums in der Néhe des normalen pg 7,7 des Plasmas fast allzu sehr
erfilllt wurden. Die durchweg niedrigen Wette in Nr. 2 beruhen indessen
nur auf einem einzigen Wert, nimlich 2 II. "Dies kontrastiert so stark
gegeniiber 2 IIT und 21V, da es wahrscheinlich angebracht ist, die
gestrichelten Teile von B, C und D zu verwerfen und direkt 1 und
3 zusammenzubinden.

Das Resultat der wiederholten Ausschiittelungen gibt im {ibrigen
zu folgenden Reflexionen AnlaB: Fiir jede neue Atherbehandlung werden
neue Mengen Cholesterin extrahiert. Dies kann deutlich darauf beruhen,
1. daB Cholesterin allmahlich in Ather ausschiittelbarer Form frei-
gemacht wird, 2. daf das Cholesterin so langsam in den Ather hiniiber-
diffundiert, daB erst nach sehr langer Zeit das Losungsgleichgewicht des
Cholesterins zwischen Ather und Plasma erreicht wird.

Von diesen beiden Moglichkeiten ist erstere die weitaus wahr-
scheinlichere, denn a) eine so niedrige Diffusionsgeschwindigkeit,
wie das Cholesterin im Falle2 haben muB, ist nahezu undenkbar,
da ja die Schiittelung so kriftig ist, daB Plasma und Ather intim
vermischt werden (so dafl Zentrifugieren notwendig wird, um sie zu
trennen); b) wére alles Cholesterin frei, so ist es schwer verstidndlich,
weshalb es bei pg 5,56 bis 6 leichter extrahiert werden sollte als bei
anderen Wasserstoffionenkonzentrationen. Es diirfte daher kaum eine
andere Méglichkeit iibrigbleiben als die Annahme, daBl eine mehr oder
weniger lockere chemische oder physikalische Bindung des Cholesterins
mit einem anderen Stoff im Plasma, wahrscheinlich den Qlobulinen,
deren isoelektrischer Punkt, pg = 5,5, ja nahe mit dem Maximum der
Ausschiittelungsméglichkeit des Cholesterins zusammenfillt (in diesem
Falle pg = 5,68), vorhanden ist. Auch in der Literatur findet man
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vereinzelte Angaben iiber eine solche Bindung Cholesterin—Globulin
(vgl. Kapitel IT), welche jedoch wenigstens in bezug auf das Blutplasma
eher vermutet als direkt bewiesen waren.

Hinsichtlich des Fibrinogens habe ich nirgends in der Literatur
nihere Angaben iiber sein Verhalten zu Lipoiden angetroffen.

Das Albumin wiederum konnte schwerlich in den Verdacht kommen,
ein Bild wie Abb. 10 zu geben, denn sein isoelektrischer Punkt liegt ja bei
Ppu = 4,7 bis 4,8, wo die Ausschiittelungsméglichkeit fiir Cholesterin bei
weitem nicht mehr maximal ist.

Versuch 24. Darstellung verschiedener Eiweiffraktionen wund Untersuchung
thres Verhaltens zu Cholesterin bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration.

650 cem klares, hdmolysefreies Pferdeplasma wurden mit zwei
Volumen Wasser verdiinnt, um das Volumen der spiter ausgesalzenen
Niederschlige im Verhdltnis zum Gesamtvolumen zu vermindern;
dann wurde mit gesittigter Ammoniumsulfatlésung bis 27 9, Sattigung
versetzt, worauf der entstandene Fibrinogenniederschlag abfiltriert und
einmal mit 27 9, gesittigter Ammoniumsulfatlésung gewaschen wurde.
Sodann wurde der Niederschlag vom Filtrat entfernt, in Wasser gelost
und noch zweimal bei 27 %,iger Séttigung mit Ammoniumsulfat gefallt
und in eine Kollodiumdialysehiilse gebracht.

Trotzdem Svedberg und Sjogren (87) erkliren, daB3 zwischen Eu- und
Pseudoglobulin von vornherein kein Unterschied vorhanden sei, sondern
erst wihrend der Behandlung der Fraktionen entstehe, wurde dennoch
ein Versuch gemacht, diese beiden Eiweilkérper nach dem diblichen
Verfahren zu trennen, da dieses, nach der Meinung des Verfassers,
wahrscheinlich wenigstens nicht denaturierend auf die erste Fraktion,
das Euglobulin, einwirken kann.

Die Mutterlauge des ersten Niederschlags wurde mit geséttigter
Ammoniumsulfatlésung bis 36 9, Sittigung versetzt, wonach das
ausgefillte Euglobulin gewaschen und wiederum bei 36 %;iger Sittigung
mit Ammoniumsulfat analog dem Fibrinogen gefillt wurde.

Um das Pseudoglobulin auszufillen, wurde bis 50 9, geséttigt.
Die Mutterlauge dieses Niederschlags wurde mit Ammoniumsulfat in
Substanz gesittigt, wobei also Albumin ausgeschieden wurde. Pseudo-
globulin und Albumin wurden dann in dhnlicher Weise gereinigt wie die
vorhergehenden Fraktionen. Die so hergestellten Eiweilkérper wurden
mit etwas Toluol versetzt zur Verbinderung von Faulnis, und wurden bei
einer Temperatur von 2 bis 4° C unter Uberdruck gegen eine jeden
zweiten Tag erneute physiologische Kochsalzlosung dialysiert. Nach
drei Wochen konnten in der AuBenflissigkeit keine SO, -Ionen nach-
gewiesen werden. Das Fibrinogen hatte sich in einen gelatindsen
Klumpen verwandelt, der jedoch nach Zusatz von physiologischer

5*
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NaCl-Losung leicht peptisiert wurde und in eine viskose Losung iiberging.
In ungefihr derselben Weise verhielt sich das Euglobulin, das eine
hellgrine Farbe hatte. Das Pseudoglobulin ging leider infolge eines
MiBigeschicks grofitenteils verloren, weshalb es in den folgenden Ver-
suchen in verdiinnterer Form verwendet wurde, damit das Material
ausreichte. Die Losung des Pseudoglobulins war hitbsch griinblau.
Das Albumin war in Losung kriaftig rotbraun.

Stickstoffanalysen nach 7. Theorell, Cholesterin- und Lipoid-
Phosphoranalysen nach Fiske-Subarow mit Stufenphotometer nach
Extraktion mit Alkohol in Soxhletapparaten ergaben folgende Werte:

Tabelle LX V1.
. “ mg Cholesterin mg Lecithin ]
Fraktion Eiwelf r - | Cholesterin : Lecithin

pro g pro g 3

UN ( pro cem | EiweiB || pro cem | Eiweil ||
Fibrinogen . . | 3,59 | 0108 | 3,01 || 0,246 | 685 0,44
Euglobulin . . || 18,44 | 0,408 221 || 1,19 6,46 0,34
Pseudoglobulin |} 2,51 || 0,250 | 10,0 1; 0,632 | 252 | 0,40
Albumin . . . || 10,37 | 0,515 | 4,97 || 1,59 | 153 | 0,32

Fir die folgenden Ausschiittelungsversuche wurde die Euglobulin-
lésung ihres hohen Eiweifigehalts halber mit gleichen Volumina physio-
logischer Kochsalzlosung verdiinnt. Nach diesem relativ energischen
Reinigungsverfahren sind also immer noch nicht unbetrichtliche
Mengen Lipoide in den EiweiBkérpern vorhanden. Die beiden letzten,
die Pseudoglobulin- und die Albuminfraktion, waren diesmal im Ver-
gleich mit Fibrinogen und Euglobulin besonders lipoidreich.  Der
Cholesterin : Lecithinquotient zeigt hier ungewéhnlich kleine Unter-
schiede, doch ist zu bemerken, dal Fibrinogen immer noch den hochsten
(0,44) und Albumin den niedrigsten (0,32) hat.

Darauf wurde pm in allen Fraktionen nach Zusatz verschiedener
Mengen Saure und Lauge bestimmt. Fir das Albumin wurde elektro-
metrische Titrierung mittels Glockenelektrode benutzt, wobei das
Potential mit einer Kalomelelektrode mit gesittigtem: Kaliumechlorid
verglichen wurde. Der Kontakt zwischen demn Gefil mit Albumin-
losung und dem Gefdl mit gesdttigtern Kaliumchlorid, in das das
Ablaufrohr der Kalomelelektrode hineingetaucht war, wurde durch
ein Rohr mit erstarrtem Agar, gesdttigt mit Kaliumchlorid, vermittelt.
Fiir das Fibrinogen und die Globuline erwies sich diese Methode als
unanwendbar, da Eiweill an der Platinaelektrode ausgefallt wurde und
ein falsches, variables Potential gab. Fiir diese Losungen wurde px
mittels Chinhydronelektrode gegen eine n/10 KCl-Kalomelelektrode
bestimmt. Alle Messungen wurden im Wasserthermostat bei 18° C
ausgefiihrt.
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Die Resultate werden aus nachstehenden Tabellen ersichtlich.

Tabelle LXVII.
A. Fibrinogen (3,59%).

Zugesetzt NaOH n/10 cem H Zugesetzt
pro cem Fibrinogen 0 H HCIn/10cem pro cem Fibrinogen
I
o1 | 006 | o004 | G\ 008 | 01 [ 02

pr . 78 | 720 | 68 | 607 | 556 | 47 | 421
B. Euglobulin (9,229%).

‘\ cem NaOH nfl10 pro cem N 0 ‘ cem HCL nf10 pro cem
|03 | o1 | 0,05 \\ 1 0,1 ‘ 0,2
pe .| 782 | 712 | 643 || 58 | s07 | 451

C. Pseudoglobulin (2,51%).

cem NaOH n/50 pro cem cem HCl nf50 pro eecm

0
\

0,15 1 0,10 | 0,075 | 0,05 0,10 ) 0,20 ‘ 0,30
pa .|| 756 | 697 | 650 | 614 | 586 546 | 510 | 474
D. Albumin (10,379%).
J)l ecm Na O H nf10 pro ecm “ cem HCl n/10 pro cem

| 012 | 008 | 0,04 . 0 ” 0,04 [0,08]0,14}0,20|0,28|0,36 0,4610,54]0,64}0.7450,84
pr . |7,7817,20] 691656 6,16 [5,87]5,58/5,32/5,074,9014,57|4,34/4,19]4,08] 3,01

Vorstehende Werte sind in den Abb.1l bis 14 in den mit I be-
zeichneten Kurven graphisch wiedergegeben.

Ausschiittelungsversuche mit Ather.

In diesem Versuch, wie auch im folgenden Nr. 25, wurde eine von
der bisherigen etwas abweichende Technik verwendet, indem die
Atherextraktionen in moglichst gleich grofien Zentrifugierrshren von
10 cem gemacht wurden, die mit gewdhnlichen, guten Korken ver-
schlossen wurden. Anstatt des frither angewendeten Schaukelns wurden
jetzt die Rohren in einer Schiittelmaschine mit hin und her gehender
Bewegung angebracht, die in der Minute etwa 100 ganze Ausschlige
machte. Die Mischung wurde dadurch bedeutend effektiver, so daB
die Rohren nach beendigtem Schiitteln regelmaig zentrifugiert werden
muBten, um Atherschicht und Eiweiflosung zu trennen. FEine Reihe
rein methodischer Versuche wies eine gute Reproduktionsfihigkeit auf
(vgl. Versuch 26!), ferner die iiberraschende Tatsache, daB das zu-
gesetzte Volumen Ather innerhalb weiter Grenzen fiir das Resultat
der Ausschiittelung bedeutungslos war.
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A. Fibrinogen. 3cem Fibrinogenldsung (3,599%,) wurden mit
n/10 HCl und n/10 NaOH gemidB Tabelle LXVII versetzt, wonach
das Volumen aunf 3,3 ccm in allen Proben erginzt wurde. pm wurde
auf der Kurve, Abb.111, abgelesen. Dann wurden 3 ccm neutraler
Ather zu allen Proben hinzugefiigt, die darauf 12 Stunden geschiittelt
wurden. In den Rohren Nr. 4 bis 10 war nach dem Schiitteln ein nach
der sauren Seite hin immer mehr zunehmender Niederschlag vor-
handen. Zur Trennung der Flissigkeitsschicht wurden die Rohren
zentrifugiert.

Die Atherschicht wurde abpipettiert und darauf in gewShnlicher
Weise gespiilt. Der ganze Extrakt aus jeder Rohre wurde zu einer
Cholesterinbestimmung im Stufenphotometer benutzt.

Tabelle LXVIII.
mg Cholesterin
Nr. n%ﬁ)g?:tg}{ anllﬁ)eslgtglt Pu ausgfos chl;:ltem Aussehen
cem cem Fibrinogenlsg.
1] 024 — ‘ 7,50 0,037
2 0,18 — | 720 0,028
3| 012 — | 685 0,036 Klar
4| 006 — 6,45 0,057
5 — — 6,07 0,108
6 - 0,06 5,72 0,092 /| Leichter Niederschlag in der Be-
7 — 0,12 5,43 0075 ||| riihrangsschicht
8 —_ 0,18 5,20 0,059 Niederschlag in der Beriihrungs-
schicht, Fliissigkeit triibe
9 - 0724 | 4;99 0;030 } Starker Niederschlag in der Be-
10 — 0,30 4,82 Spuren rithrungsschicht, Fliissigkeit triibe

Die Resultate sind graphisch in Abb. 11, Kurve III wiedergegeben.

02 r ,'P\ iy Abb. 11.
3 N\ 1. Titrationskurve.
& 2 Lol o .
g) y THIEN I1. Cholesterin, ausge-
N /1 \ schiittelt nach 3 Std.
S : : III. Cholesterin, ausge-
3 /1 \ / s 3
N | A\ schiitteltnach 12 Std.
g o I \ ,W I IV. Cholesterin, ausge-
S 8 /| FNT schiittelt nach 3
S [ /
= g 47 - f - N + 12 Std.
0 X / / V. Nach Zusatz von
S & /4 . /4 :
8 7 % ] R Cholesterinsuspen-
SHY S / HEY sion in 3 Std. aus-
S X LA X geschiitteltes Chole-
= / of il B 9 sterin.
?a 8 00 |—F+ !/,i fe L s VL. Nach Zusatz von
£ X 20 \'NF Cholesterinsuspen-
N N v i /o . sion nach weiteren
] P
= ITe. f: n 12 Std. ausgeschiit-
8 I ;;’ \ teltes Cholesterin.
N e , VII. Gesamter Chole-
S g7l 7% e steringehalt der Fi-
! 7 5 7 U brinogenldsung.
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Wie bereits vorher vermutet wurde, zeigt das Fibrinogen ein sehr
deutlich ausgesprochenes Maximum fiir die Ausschiittelmdglichkeit des
Cholesterins bei pg = 6. Da es gut denkbar war, daf die geringe aus-
schiittelbare Cholesterinmenge zwischen pz = 6,85 und 7,50 nicht
von vornherein in freier Form vorhanden gewesen sein diirfte, wohl
aber wihrend der zwolfstiindigen Atherbehandlung aus dem Fibrinogen
frei gemacht wurde, wurde der Versuch mit zuerst nur dreistiindiger
Atherbehandlung wiederholt, worauf zentrifugiert und abpipettiert
wurde. Um Material zu sparen, wurden weniger Proben untersucht.
Dann wurde neuer Ather zugegeben und nochmals 12 Stunden ge-
schiittelt. Zu jeder Probe wurden 3 cem Fibrinogenlésung genommen.
Nach Zusatz von n/10 NaOH und n/10 HCl wurde das Volumen auf
3,3 ccm erginzt. Jede Probe wurde mit 3 com Ather ausgeschiittelt.
Die Cholesterinanalysen wurden wie oben ausgefiithrt. Die Resultate
findet man in nachstehender Tabelle.

Tabelle LXIX.
H, mg Cholesterin mg‘ Cholesterin
Nr Ii‘ NaOH HCl pro cem Fibrinogen,pro cem Eibrinogen, Summa nach
Tl Pa ausgeschiittelt nach|ausgeschiittelt nach| 3412 Std.
I eem eem 3 Std. weiteren 12 Std.
Kurve II Kurve IV
1 0,24 7,50 0,018 0,021 0,039
2 0,12 6,85 0,026 0,023 0,049
3 0 0 6,07 0,077 0,028 0,105
4 0,12 | 548 0,065 0,010 0,075
5 | 0,24 4,99 0,029 0,020 - 0,049

In Abb. 11 findet man diese Resultate in den Kurven II und IV.

Bei einem Vergleich mit Kurve III und Tabelle LXXII findet man,
daB Kurven ITI und IV bei px 6,07 und auf der sauren Seite zusammen-
fallen, wihrend auf der alkalischen Seite von pr = 6,07 in 3 + 12 Std.
mehr Cholesterin ausgeschiittelt wird als in nur 12 Stunden. Das
Bindungsverhiltnis des Cholesterins zu Eiweil scheint tberhaupt
sowohl in diesem als auch in den vorhergehenden und folgenden Ver-
suchen auf der alkalischen Seite von pg = 6 etwas anders beschaffen
zu sein als auf der sauren, indem in der ersteren Verbindung Chole-
sterin-Eiwei im Verlauf der Atherbehandlung sukzessiv gelost wird,
was auf der sauren Seite groBeren Schwierigkeiten unterworfen zu
sein scheint (vgl. Versuch 23).

Dreistiindiges Schiitteln war nicht hinreichend, um bei pg = 6,07
alles Cholesterin zu extrahieren, wogegen 12 Stunden vollauf geniigten.
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B. Euglobulin. 3 cem 9,22 9 iger Euglobulinlésung wurden in jedes
Rohrchen hineinpipettiert und dann mit n/10 NaOH und n/10 HCl
nach Tabelle LXXIV versetzt. Das Volumen wurde in allen Rohren
auf 4 com erginzt; Ausschiitteln mit 3 ccm Ather zuerst 12 Stunden,
wonach der Ather abpipettiert und wie frither nachgespilt wurde.
Die vereinigten Atherportionen aus jeder Rohre wurden verdunstet.
Der ganze Extrakt aus jeder Réhre wurde zu einer Bestimmung ver-
wendet. Dann wurde das Ausschiitteln mit neuen 3 cem Ather weitere
12 Stunden wiederholt. Die Resultate der in iblicher Weise im Stufen-
photometer ausgefithrten Analysen sind in nachstehender Tabelle

wiedergegeben.
Tabelle LXX.
1 fes] ) , . ;
s | B e58% 284 3 &
|z = Plgan | 22 8a |, af|
i w g0 g8 ~8— |2 &)
oz 8 tEgd9s |EEEEg | ReAS
Nr IS 8 £8z27 | 28328 | oE8L A h
' 5 2 PH | E2ECE EXSal £EET ussehen
| & 2 SESER | <2245 |E<ga
5 0B Sees |EeF¥E |Egsa
g S OMég CME £ wmgi]
l cem cem mg mg mg 3|
101 042 | — |80 0,132 0,012 0,144
20036 — |75, 0131 0,036 0,167
31028 — |70 0135 0,042 0,177 ||{Volistindig klar
4] 017 | — |65| 0128 | 0,045 | 0,173
54004 — 60| 0177 0,013 0,190
6 — 1 0,135| 55 0,172 0,015 0,187 || Niederschlag, auszentrifugiert
in der Beriihrungsschicht,
Fliissigkeit opak
7 — 0,33 5,0 0,100 0,061 0,161 Starker Niederschlag, auszentri-
fugiert in der Bertihrungs-
schicht, Fliissigkeit triibe
8ff — 1060 | 45! 0,064 0,032 0,096 | Starker Niederschlag, auszentri-
fugiert in der Beriihrungs-
schicht, Fliissigkeit stark
getritbt

Aus denselben Griinden, die schon hinsichtlich des Ausschiittelns
des Fibrinogens angegeben wurden, wurde auch hier ein Versuch mit
nur dreistiindiger Atherbehandlung gemacht. Resultat:

Tabelle LXX1.

Cholesterin pro Kubikzentimeter Euglobulin,
ausgeschiittelt in 8 Stunden. Kurve IT

mg

QO DD

0,086
0,069
0,165
0,027
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Bei pr = 5,86 ist demnach in 3 Stunden nahezu ebensoviel Chole-
sterin extrahiert worden wie in 12 Stunden, wihrend auf der alkalischen
Seite in 3 Stunden viel weniger Cholesterin in den Ather iibergegangen
ist als in 12 Stunden, bei pg = 6,5 nur ungefihr die Halfte in Analogie
mit den Verhiltnissen beim Fibrinogen. Aus den Kurven ITI und IV

Abb. 12
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kommt noch eine Analogie mit dem oben berithrten Verhalten betreffs
des Fibrinogens zum Vorschein, ndmlich daff die Bindung Cholesterin
—Euglobulin auf der alkalischen Seite von px = 6 im Verlauf der
Atherbehandlung leichter gelést wird als auf der sauren Seite. In
diesen Losungen waren anscheinend infolge des hohen Eiweillgehalts
(vgl. auch D) nicht einmal 12 -+ 12 Stunden Atherbehandlung bei
pu = 6 und 5,5 villig ausreichend, um das ganze vorhandene Chole-
sterin zu extrahieren.

C. Pseudoglobulin (2,51 ). 3ccm Lésung wurden in jede Rohre
gegeben; n/50 NaOH und n/50 HCl gemial Tabelle zugesetzt. Das
Volumen wurde iiberall auf 4 ccm erginzt. Ausschitteln mit 3 cem
Ather erst 12 Stunden, danach mit neuem Ather weitere 12 Stunden.
Aus denselben Griinden wie in A und B wurde nachher eine dreistiindige
Atherbehandlung an gewissen mneu hergerichteten Pseudoglobulin-,
NaOH- bzw. HCl-Mischungen vorgenommen. Die Resultate sind mit
in Tabelle LXXII aufgenommen. Der ganze Extrakt aus jeder Aus-
schiittelung wurde zu einer Cholesterinbestimmung im Stufenphoto-
meter benutzt.



74 —

Tabelle LXXII.
Cholesterin
Cholesterin pro Kubik- pro
lzenfjmeter Pse;;z"do- Summe zeggi?;lé;er
globulin ausgeschiittelt 12+ 12 Pseudo-
Nr.||NaOH| HCl Std. globulin, Aussehen
Pr Kurve aus-
in 12 Std. |in weiteren v geschilttelt
Kurve ITT | 12 Std: lﬁluivit(}i
cem cem mg mg mg mg
1 045 — 17,56 0,226 0,010 0,236 0,210
21 030 — 16,97 0,214 0,018 0,232 — l Klar
31015 — |6,50] 0,240 | Spuren 0,240 0,210 |
4| — — |5,86| 0,220 0,010 0,230 0,210 Geringer Niederschlag in der
Beriihrungsschicht, = Eiweif-
losung klar
51 — | 015 |5,64 0,222 0,019 0,241 — Starkerer Niederschlag in der
Beriihrungsschicht, Eiweif-
lésung opak
6| — | 0,30 |5,46 0,230 0,016 0,246 — Noch starkerer Niederschlag in
der Beriihrungsschicht, Ei-
weiBlosung opak
71 — | 060 |5,10 0,213 0,029 0,242 0,200 Starker Niederschlag in der
Beriihrungsschicht, Eiwei6-
losung opak. Niederschlag
abzentrifugiert
8 — | 090 4,74 0,212 0,021 0,233 — Starker Niederschlag in der Be-
rithrungsschicht, Eiweif-
losung opak. Niederschlag
abzentrifugiert
B 930 e
‘g Abb. 13.
/id ‘&a 25 I{j I. Titrationskurve.
3 1I. Cholesterin, ausge-
Q020 schiitteltnach 3 Std.
t.% ! II1. Cholesterin, ausge-
s = = — s schiitt. nach 12 Std.
493 mqﬁ [Loymmn gt IV. Cholesterin, ausge-
y v .- | / \V schittelt nach 12
=~ 070 e — B + 12 Std.
% ! T ~iv V.Nach Zusatz von
2 e e — e T el Cholesterinsuspen-
02 X005 Vs sion in 8 Std. aus-
g / | geschiitteltesChole-
~ sterin. ,
% 4 / VI. Nach Zusatz von
5 ] Cholesterinsuspen-
g1 = 905 1 sion in weiteren
Q / | 12 Std. ausgeschiit-
R anm » | teltes Cholesterin.
g9 VII. Gesamter  Chole-
5 / J steringehalt  der
Pseudoglobulinlsg.
T 7 6 5 4

%

Aus der Tabelle sowie aus der graphischen Darstellung in Abb. 13
geht hervor, daB sich hinsichtlich des Pseudoglobulins ganz andere
Verhilinisse geltend machen als in A und B. Bei keinem der untersuchten
Werte fiir ca kann eine Bindung des Cholesterins an Eivweif3 festgestellt
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werden, schon eine dreistiindige Atherbehandlung geniigt, um den
groften Teil — 84 % — des vorhandenen Cholesterins zu extrahieren.
Zwar war die Pseudoglobulinlésung zufolge des oben Gesagten (S. 67)
bedeutend weniger konzentriert als die Euglobulinlosung, aber ihre
Konzentration hatte doch dieselbe GroéBenordnung wie die des Fibri-
nogens, wahrend trotzdem die Ausschiittelversuche in den beiden
Fillen ganz verschiedene Resultate gaben.

Selbstredend ist es einzig und allein auf Grund dieser Versuche
schwierig, sich dariiber zu &duBlern, ob der Unterschied zwischen Eu-
und Pseudoglobulin in dem nativen Blutplasma wirklich vorhanden ist.
Es kann nur vermerkt werden, daf3 in bezug auf die beiden Globulin-
l6sungen sowohl die Farbe als auch der Cholesterin- und Lecithin-
gehalt pro Gramm Eiweil und das Verhalten beim Ausschiitteln mit
Ather wesentliche Unterschiede aufwies. Man kann sich indes denken,
daf alle diese wéhrend der Darstellung entstanden sind.

D. Albumin (10,37%). 3cem Albuminlésung wurden mit n/10
NaOH und n/10 HCl gemif Tabelle LXXIII versetzt. Das Volumen
wurde auf 5 ccm erginzt. Schiitteln mit 3 cem Ather erst 12 Stunden,
dann weitere 12 Stunden. Analog mit dem vorhergehenden Versuch
wurde dann ein Versuch mit Atherbehandlung wihrend nur 3 Stunden
gemacht; das Resultat desselben wird ebenso wie das der vorher-
gehenden hier unten angefihrt.
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Die Untersuchung des Albuinins weist, wie zu erwarten war, von
den vorhergehenden abweichende Ergebnisse auf. Auf der alkalischen
Seite von pg = 5,5 ist also das Cholesterin mit Ather zum groflen Teile
schon nach 3 Stunden ausgeschiittelt, wihrend in allen Fallen sogar
ein 12 4 12 Stunden langes Ausschiitteln nicht geniigte, um es voll-
stindig zu extrahieren. Ebenso wie beziiglich des Euglobulins (B) kann
man wohl den hohen Eiweillgehalt als Erklirung fiir dies Verhalten
ansehen.

Bei py = 5,5 tritt eine plotzliche Verdnderung ein, indem, wie es
scheint, hier das Cholesterin an das Eiweil gebunden wird. Diese
Bindung bleibt dann bei weiterer Steigerung der Wasserstoffionen-
konzentration, soweit diese verfolgt wurde (also bis pg = 4,12), bestehen.
Die etwas variierenden Werte zwischen pg = 4 und 5 beruhen offenbar
auf technische Schwierigkeiten beim Trennen der Atherschicht von
der EiweiBlosung mit ihren groflen Mengen an ausgefilltem Eiweif3.

Mit dieser auf der sauren Seite von py = 5,5 eintretenden Bindung
zwischen Albumin und Eiwei bekommt man ungesucht eine Erklirung
fiir das bereits frither (Versuch 23) beanstandete Verhalten, daf} auf
der sauren Seite vom Ausschiittelmaximum des Cholesterins aus dem
Plasma (pu = 5,5 bis 6) das Cholesterin fester gebunden erscheint als
auf der alkalischen Seite desselben Maximums.

Es handelte sich zunéchst darum, zu entscheiden, wie sich die
Verhiltnisse gestalten, wenn zu den verschiedenen Kiweilifraktionen
eine Cholesterinsuspension hinzugefiigt wird. Erst seien in Kiirze die
Resultate einiger Vorversuche mitgeteilt:

Aus den in AbisD3 + 12 bzw. 12 + 12 Stunden #Atherbehandelten
EiweiBlésungen wurde der Ather notdiirftig ausgeliiftet, worauf eine gewisse
kleine Menge Cholesterin in Suspension zu jeder Losung zugesetzt wurde.
Eine Senkungsprobe in den Réhren bei pg = 7,5 ergab fiir Fibrinogen und
Euglobulin eine unbedeutend gesteigerte Suspensionsstabilitat infolge des
Cholesterinzusatzes, in bezug auf Pseudoglobulin und Albumin eine relativ
starke Steigerung der Stabilitdt, wahrend erneute Atherausschiittelproben
in allen iibrigen Rohren zeigten, daB das zugesetzte Cholesterin in den zwei
ersten Fraktionen zum grofen Teil auf der alkalischen Seite von puy = 6 ge-
bunden wurde, wodurch also das Resultat mit der Senkungsprobe zufrieden-
stellend erkldrt werden zu koénnen schien.

Nun wurden folgende Versuche angestellt:

Aus jeder EiweiBlosung wurden durch Zusatz von Na OH bzw. HCl
neue Proben, dhnlich wie die dreistiindigen Ausschiittelungen in A, B,
C und D bereitet. Dann wurden 2 Tropfen 0,72 % iger Cholesterin-
suspension zugesetzt, was ungefdhr 0,04 ccm ausmachte, also 0,29 mg
Cholesterin oder etwa 0,1 mg pro Kubikzentimeter Eiweillosung. Die
Rohren wurden 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen,
worauf 3 ccm Ather hinzugefiigt und in iiblicher Weise 3 Stunden lang
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ausgeschiittelt wurde. Danach wurde nochmals mit neuem Ather
12 Stunden ausgeschiittelt. Die Resultate der Cholesterinanalysen sind
in Tabelle LXXTV mitgeteilt.

Tabelle LXXIV.
I i I v } v | W Vi
%/40 Cholesterin ausgeschiittelt in
Nr. Eiweifflosung PH .
3 Std. 12 Std. \ g

1 || Fibrinogen 7,50 0,011 0,051 0,062 — 0,01

2 » 6,85 0,019 0,078 0,097 — 0,01

3 » 6,07 0,190 0,021 0,211 + 0,11

4 ” 543 0,161 0,018 0,179 + 0,10

5 " 4,99 0,112 0,027 0,139 - 0,08

6 || Euglobulin 7,50 0,125 0,093 0,218 + 0,04

7 » 6,50 0,089 0,122 0,211 -+ 0,02

8 ” 5,86 0,298 0,000 0,298 + 0,13

9 » 4,50 0,095 0,097 0,192 + 0,07
10 || Pseudoglobulin| 7,56 0,256 0,033 0,289 + 0,05
11 ” 6,50 0,273 0,016 0,289 -+ 0,06
12 » 5,86 0,312 0,012 0,324 + 0,10
13 »” 510 0,261 0,048 0,309 + 0,06
14 Albumin 7,50 0,281 0,043 0,524 + 0,09
15 » 6,56 0,455 0,065 0,520 + 0,06
16 » 5,78 0,418 0,073 0,491 -+ 0,06
17 »” 4,96 0,296 0,060 0,211 -+ 0,13

Kolumne VII in dieser Tabelle gibt die 3-Stunden-Werte an,
reduziert um die frither unter A bis D gefundenen 3-Stundenwerte.
Theoretisch wiirde der Unterschied in dieser Kolumne, wenn das ganze
zugesetzte Cholesterin extrahiert wiirde und ebensoviel des vorher in
den EiweiBlosungen vorhandenen, wie in den vorhergehenden Ver-
suchen 0,10 mg ausmachen. Selbstredend koénnen nur starke Ab-
weichungen in Betracht gezogen werden, da es die Technik kaum
erlaubt, die Ziffern allzu sehr zu driicken. Die in der Tabelle LXXIV
gefundenen Werte sind in den Abb. 11 bis 14 in den Kurven V und VI
graphisch wiedergegeben.

Es ist absolut sicher, da in Nr. 1 und 2 das zugesetzte Cholesterin
an das Fibrinogen gebunden worden ist, wihrend in Nr. 3 bis 5 das
zugesetzte Cholesterin wieder extrahiert, wurde. In Nr. 6 bis 7 ist ein
Teil des zugesetzten Cholesterins ziemlich sicher an das. Euglobulin
gebunden worden, wihrend in Nr. 8 das zugesetzte Cholesterin extrahiert
worden zu sein scheint. Nr. 9 1laBt sich nicht mit Sicherheit beurteilen.
Das Pseudoglobulin scheint, allein nach Kolumne VII zu urteilen,
einen Teil Cholesterin auf der alkalischen und sauren Seite von pr = 5,86
gebunden zu haben, doch das Resultat aus der darauffolgenden zwolf-
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stiindigen Ausschiittelung macht dies weniger glaubhaft; dies ist es
auch a priori mit Bezugnahme auf die Resultate der fritheren Aus-
schiittelversuche an dieser Fraktion.

Was endlich das Albumin anbelangt, so 148t sich hier auch keine
Bindung des zugesetzten Cholesterins mit Sicherheit feststellen, wenig-
stens nicht an dem biologisch interessantesten Punkte, pg == 7,5.

Die Versuche 21 bis 23 haben gezeigt, daBl in Pferdeplasma, versetzt
mit steigenden Mengen Salzsédure, das Cholesterin des Plasmas zwischen
pr = 6 und 5,5 in solcher Form vorhanden ist, daB es beim Ausschiitteln
mit Ather viel leichter als bei anderen Wasserstoffionenkonzentrationen
extrahiert wird. Bei Versuchen mit reinen Eiweilfraktionen erwies es
sich, daB dieses Verhalten auf der alkalischen Seite von pg = 6 aus-
schlieBlich auf den Fibrinogen- und Euglobulinfraktionen beruht, welche
hier das Cholesterin auf die eine oder andere Weise in schwer extrahier-
barer Form festhielten; auf der sauren Seite von pm = 5,5 konnte,
aufler bei den vorher erwéhnten Fraktionen, auch in bezug auf das
Albumin eine solche ,,Bindung‘‘ des Cholesterins in schwer extrahier-
barer Form nachgewiesen werden. Das Pseudoglobulin endlich zeigte
bei keiner der untersuchten Wasserstoffionenkonzentrationen eine
sichere Tendenz zur Bindung. Die Existenz dieses Eiweilkorpers in
dem nativen Plasma wird ja heute sehr in Frage gestellt (vgl. S. 67).

Alle EiweiBfraktionen waren in dieser Darstellung ziemlich arm
an Cholesterin. Man diirfte sich wohl kaum irren in der Annahme,
daf} bei den hier vorgenommenen energischeren Reinigungsoperationen
— Waschen und zweimaliges Ausfillen — ein Teil Lipoide in das Wasch-
wasser bzw. in die Mutterlauge iibergegangen sind. Is lag daher nahe,
zu untersuchen, ob die relative Cholesterinarmut dazu beigetragen,
daB die EiweiBkorper zugesetztes Cholesterin aufnehmen und es in
einer mit Ather schwer extrahierbaren Form binden konnten. Es stellte
sich heraus, daB dies tatsichlich mit Fibrinogen und Euglobulin auf der
alkalischen Seite von py = 6 der Fall ist, wihrend auf der sauren Seite
von pa = 5,5 eine solche Verbindung nicht mit Sicherheit nachgewiesen
werden konnte, wie auch in keiner der untersuchten Pseudoglobulin-
und Albuminproben.

Die theoretische Erklirung fir die hier mitgeteilten Erscheinungen
zu geben diirfte schwer fallen, da es bis auf weiteres vollig unklar ist,
welcher Natur eine derartige Verbindung Cholesterin—EiweiBl sein
sollte. Betreffs des Euglobulins hat man vielleicht eine Erklirungs-
moglichkeit in dem Umstand, daB sein isoelektrischer Punkt und also
das Minimum der Ladung bei px = 5,5 (vgl. S. 8) beinahe mit dem
Ausschiittelmaximum des Cholesterins zusammenfillt. Der isoelektrische
Punkt des Fibrinogens ist nicht sicher bekannt (vgl. S.8), weshalb
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hier ein Ausgangspunkt fiir einen physikalisch-chemischen Erkldrungs-
versuch fehlt, falls man nicht kithn sein will, die Sache umzuwenden
und anzunehmen, daf die hier in bezug auf das Verhiltnis zwischen
Fibrinogen und Cholesterin gefundenen Tatsachen zu einem gewissen
Grade dafiir sprichen, daf der isoelektrische Punkt des Fibrinogens bei
pu ungefihr = 6 liege, was an und fiir sich kaum undenkbar scheint.
Die Ausschittelversuche mit Albumin gaben jedoch Resultate, welche
gewissermaflen gegen die Bedeutung des isoelektrischen Gebiets fiir
das in Rede stehende Phinomen sprechen, da auch hier eine ,,Bindung*
des Cholesterins auf der sauren Seite von py = 5,5 nachgewiesen wurde,
obzwar die isoelektrische Reaktion des Albumins bei pg = 4,7 bis 4,8
liegen diirfte.

Eine gewisse oberflichliche Ahnlichkeit zeigen die gefundenen
Resultate mit dem Phinomen, das von Bungenberg de Jong und Kruyt(10)
unter dem Namen ,,Koazervation‘‘ beschrieben wurde. Das Verhalten
zwischen Cholesterin und Eiweill auf diese Weise zu erkléren, stofit
indes auf uniiberwindbare Schwierigkeiten, weil erstens es zweifelhaft
ist, ob Cholesterin @iberhaupt im Plasma als ein hydrophiles Kolloid
angesehen werden kann; zweitens das Cholesterin keine isoelektrische
Reaktion hat; drittens das EiweiB, ausgeschiittelt mit Ather, kein
Maximum an Ausflockung und also an Dehydratation beim Maximum
des ausschiittelbaren Cholesterins aufweist, sondern der Niederschlag
im groBlen ganzen sukzessive nach der sauren Seite hin zunimmt.

Unter solchen Umstinden erscheint es Verfasser am sichersten,
bei dem heutigen Stand der Sache von einer theoretischen Erklarung der
Bindung Cholesterin-Eiweifl abzusehen und sich damit zu begniigen,
ihre tatsdchliche Existenz zu konstatieren.

Die Resultate einiger Modellversuche werden hier kurz mitgeteilt:
Nach Sorensen (88) kristallisiertes Ovalbumin in 4,59%iger Losung,
versetzt mit wechselnden Mengen NaOH zu Wasserstoffionenkonzen-
trationen zwischen 1075 und 108 und danach mit Cholesterinsuspension
versetzt, hatte, wie es sich bei Atherausschiitteln herausstellte, kein
Cholesterin gebunden, sohdern das ganze zugesetzte Cholesterin ging
in zwélf Stunden in den Ather iber.

In derselben Weise ging es mit 29%igen Wasserlgsungen von
synthetischem Lecithin, welche mittels Phosphatpuffer auf verschiedenen
pn zwischen 5,5 und 8 eingestellt und dann mit Cholesterinsuspension
versetzt wurden: auch hier war das ganze zugesetzte Cholesterin in zwolf
Stunden mit Ather extrahierbar.

Die bisher bei Versuch 24 mitgeteilten Resultate lenken unwill-
kiirlich die Gedanken darauf, dall es interessant wire, zu untersuchen,
wie sich die Cholesterinsuspension verhilt, wenn sie dem Plasma zu-
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gesetzt wird, nimlich, ob etwas in nicht mit Ather ausschiittelbarer
Form gebunden wird in Analogie mit den Verhéiltnissen bei reinen
Fibrinogen- und Euglobulinlésungen, oder ob diese beiden EiweiBstoffe
im Plasma mit Cholesterin ,,gesittigt” sind.

Vorbereitende Versuche in dieser Richtung haben ergeben, dafB
verschiedene Pferdeplasma sich hierbei verschieden verhalten (was ja zu
erwarten ist). In einer Reihe Fille tritt eine unzweideutige Bindung
(vgl. auch Versuch 25) bis zu 30 bis 50 9, des zugesetzten Cholesterins
auf, in anderen dagegen findet man es quantitativ in ausschiittelbarer
Form wieder. Die Bedingungen fiir diese Bindung: Einflu der Tem-
peratur, Cholesteringehalt des Plasmas vor dem Zusatz, die Konzen-
tration der verschiedenen Eiweifkorper, vielleicht auch Lecithin,
Seifen, Gallensduren u. &., sind noch gar nicht aufgeklirt, weshalb es

nicht erstaunlich ist, wenn die Verhiltnisse von Plasma zu Plasma
variieren.

Versuch 25. Wiederholte Cholesterin- und Lecithinbehandlungen des Plasmas.
Senkungsversuche, Gesamtlipoidbestimmungen und Atherausschiittelversuche.
Pferdeplasma wurde wiederholte Male teils mit 4 9/ iger Suspension
von reinem, synthetischem Lecithin (L), teils mit Cholesterinsuspension
0,79 9, in 0,04/ iger Seifelosung (K), teils der Kontrolle halber mit
H,O mach folgendem Schema versetzt:
K I = 1 Volumen Plasma -4 0,2 Volumen Cholesterinsuspension,
LI=1 . s + 0,2 . Lecithinsuspension,
OI=1 ’ ' + 0,2 2 H,0
wurden in der Winkelzentrifuge klar zentrifugiert.

Extraktion eines Teiles von allen drei mit Alkohol im Soxhlet.

KII = 1Volumen K I + 0,133 Volumen Cholesterinsuspension,
LII =1 ’ LI+ 0,133 ' Lecithinsuspension,
OIl =1 ” OI + 0,133 ’ H,0

wurden klar zentrifugiert, Soxhletextraktion an einem Teil von L IL.

KIII = 1 Volumen K II + 0,1 Volumen Cholesterinsuspension
+ 0,0133 Volumen 22,59%,iger NaCl,

L III = 1 Volumen L II + 0,1 Volumen Lecithinsuspension
+ 0,0133 Volumen 22,59 iger NaCl,

O III = 1 Volumen O II + 0,1 Volumen H,O
-+ 0,0133 Volumen 22,5%iger NaCl.

Wie vorher zentrifugiert. Soxhletextraktion eines Teiles von allen drei.
Nach diesen Verdinnungen sind:
Vol. K III, LIIL O IIT — 1,56,
Vol. unverdiinntes Plasma
d. h. ungefdhr dieselbe Verdiinnung, die frither angewendet wurde.

6
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Stickstoffanalysen an K ITII, L IIT und O III mit der Hypobromit-
methode nach 7. Teorell ergaben folgende Werte (Eiweill = N . 6,25):
KIII = 4,899,

L ITI = 4,859,
O IIT = 4,869,

Nicht einmal bei dieser energischen Lecithinbehandlung hatte sich
demnach der EiweiBgehalt des Plasmas geindert. An den in tblicher
Weise behandelten Soxhletextrakten wurden Cholesterinanalysen mit
Stufenphotometer, P-Analysen nach Fiske-Subarow mit Stufenphoto-
meter ausgefiihrt. T = Extrakt des urspriinglichen Plasmas.

Die Resultate gehen aus der Tabelle LXXYV hervor.

Tabelle LXXV.
0 Cholesteri o Lecithi -
Extrakt {;)gred?ngf' g“rllfn s?ﬂii}g;- bégg‘ihicelt alunf s?ﬁlnri?tls- Bemerkungen
unverdiinntes wert unverdiinntes wert
Plasma Plasma
T 0,848 0,866
0,848 T 0,884 | 0875
K I 0,934
0962 } 0,948 — -
LI 0,812 1,50
0807 } 0,810 1748 } 1,49
T wm Jew | - | -
Nicht vollig
LI ke | o 179 | 179 { Klar
? ’ zentrifugiert
K1l 1,08 0,875
112 ; 1,10 0.875 } 0875
LI 0,611 1,51
0,619 | 0615 151 } 1,52
1,53
01l 0,827 0,827 0,888
’ ’ ¢ 0,888
0,888 } !

Die Tabelle zeigt, daB Cholesterin, wenigstens in den kleinen
Mengen, um die es sich hier handelt, sich proportional dem Zusatz 16st,
vergleiche T, K I und K III. Lecithin hingegen scheint sich schon beim
ersten Zusatz bis zur Sittigung geldst zu haben, nachdem L I ungefihr
= LIIT ist. Der hohe Wert von L II beruht darauf, daB es nicht vollig
fertigzentrifugiert war, als die Probe entnommen wurde: grofite Ge-
schwindigkeit war notig, damit alle diese Behandlungen des Plasmas
nicht zu lange Zeit in Anspruch nahmen.

Der Cholesteringehalt im L-Extrakt sank stetig, T > LI > LII
> LIII. Es schien wahrscheinlich, dal das Lecithin nur von dem
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,freien, d. h. mit Ather ausschiittelbaren, Cholesterin mitgerissen habe,
ebenso dafl das zugesetzte Cholesterin in der K-Serie wenigstens teil-
weise in ,freier* Form vorhanden sei. Um dies zu erforschen, wurden
Ausschiittelversuche mit Ather, zwolf Stunden mit gleichen Volumina
Ather, angestellt.

Die Cholesterinanalysen mit Stufenphotometer gaben folgende
Resultate:

Tabelle LXXVI.
0/40 Cholesterin ausschiittelbar mit Ather, Durchschnittswert
berechnet auf unverdiinntes Plasma %00
1l
KII . .. | 0,572 0,563 0,568
Lo ... 0,249 0,255 0,252
omr . .. 0,456 0,460 0,458

In OIII wurde das ,freie* Cholesterin durch Ausschiitteln mit
Ather auf0,458 0/, bestimmt. Das ,,gebundene‘ betriigt dann0,827 —0,458
= 0,369 %/y. In LIII wurde das ,freie Cholesterin in gleicher Weise
bestimmt auf 0,252%/,, d. h. das gebundene betragt 0,615 — 0,252
= 0,3639/,,. Nachdem also in O III und L III gleich viel ,,gebundenes‘
Cholesterin vorhanden ist, so mull durch die Lecithinbehandlung aus-
schlieflich ,,freies Cholesterin aus dem Plasma entfernt worden sein.

Eine entsprechende Berechnung fiir K I1T gibt folgende Resultate :
Gesamtcholesterin 1,100/, freies, mit Ather ausschiittelbares Cholesterin
0,5189/.,; das gebundene Cholesterin 0,539/, K III hilt demnach
mehr sowohl ,,gebundeness als auch mit Ather ausschiittelbares Cholesterin
als O I11.

SchlieBlich wurden auch Senkungsproben mit je einem Volumen von
K III, L IIT und O III nach Zusatz von 0,7 Volumen ungewaschener
Blutkorperchen gemacht.

Tabelle LXXVII.
WMin. |60 Mm 90 Min. 120 Min. 150 Min.
mm | mm mm
I
K . . . 2,5 b J 85 11 14
LI . .. 2,5 10 20 27 33
oml . . . 3 15 | 28 38 45

Sowohl K 111 als auch L III haben also eine geringere Senkungs-
geschwindigkeit als O III. Der gesamte Lipoidgehalt in den beiden
ersteren ist indessen groBer als in der letzteren.

6*



Tabelle LXXVIII.
‘ Cholesterin Lecithin Cholesterin + Lecithin
o L e | %o
KIII . . 1,10 ! 0,875 \ 1,98
LII . . 0,61 \ 1,52 | 213
onr . . 0,85 | 0,88 { 1,73

Nach dieser Ausrechnung sollte L III die geringste Senkungs-
geschwindigkeit haben, aber es ist gar nicht so selbstverstdndlich,
daB Cholesterin und Lecithin in derselben Konzentration eine ebenso
stark verzogernde Fahigkeit besitzen. Richtiger wire es natirlich,
nur vom Eiweil ungebundenes Cholesterin + ebensolches Lecithin
zusammenzurechnen; da es aber bis auf weiteres keine Moglichkeit gibt,
die Quantitidt des letzteren zu beurteilen, kann diese Berechnung hier
nicht durchgefiihrt werden.

Versuch 26. Atherausschiitteln, Cholesterinanalysen, —Lecithinanalysen,
Eiweipfraktionsanalysen an verschieden sedimentierenden Menschenblutproben.

Da es klar schien, daB

1. Cholesterin die Senkungsgeschwindigkeit der Blutkérperchen ver-
ringert,
2. der gesamte Cholesteringehalt des Blutes bisher anscheinend in

keinem Zusammenhang mit der Senkungsgeschwindigkeit stand
[vgl. doch Delaria (16)],

3. Fibrinogen und Globulin bei gewohnlichem py des Plasmas Chole-
sterin in gebundener Form enthélt, und

4. Cholesterin, in Form von Suspension zugesetzt, immer wenigstens
groBenteils in freier, mit Ather ausschiittelbarer Form wieder-
gefunden wird,

so war es wahrscheinlich, ja sogar sicher bei Beriicksichtigung des
Versuchs 24, daf in pathologischen Plasmen mit hoher Sedimentations-
geschwindigkeit, wo eine Fibrinogenzunahme seit langem bekannt ist
(sieche Kapitel IT) und auch spiter eine Globulinzunahme konstatiert
wurde [Fahraeus (23)], im groBen ganzen ein verminderter Gehalt an mit
Ather ausschiittelbarem Cholesterin anzutreffen sein diirfte.  Diese
Abnakme des ,,freien’ Cholesterins wiirde dann wenigstens leilweise als
verantwortlich fiir die Abnahme der Suspensionsstabilitit gedacht werden
konnen.

Die Phosphatide haben infolge ihrer Unzuginglichkeit, sie mit
Ather auszuschiitteln, nicht in derselben, relativ eingehenden Weise wie
das Cholesterin behandelt werden konnen; doch besteht nicht der
geringste Zweifel dariiber, daB auch die Phosphatide in zwei verschie-



— 85 —

denen Formen vorkommen, teils frei, teils an Eiweil gebunden, in
erster Hand an (Eu-)globulin (siehe Kapitel 11, S.6ff.) und wahrschein-
lich auch an Fibrinogen. Da Lecithin, vermutlich die Phosphatide im
allgemeinen, wie auch Cholesterin hemmend auf die Senkung einwirken
und die beiden demnach einander miissen substituieren kénnen, wihrend
nur das , freie” Cholesterin, wenigstens zu einem gewissen Grade, fiir eine
quantitative Bestimmung zugénglich ist, so kann man auch nicht er-
warten, eine strenge Parallelitdat zwischen ausschiittelbarem Cholesterin
und Suspensionsstabilitdt zu finden, indes kénnen voraussichtlich grobe
Unterschiede, wenigstens im allgemeinen, zum Vorschein kommen.

FEin grofler Teil der Blutanalysen in diesem Versuche wurde unter
der Leitung des Verfassers von Dr. I. Schrider, Helsingfors, ausgefiihrt,
ein anderer Teil besteht aus den vom Verfasser angestellten Ausschittel-
proben mit Ather an einer Reihe, aus anderen Gesichtspunkten unter-
suchten Blutproben, die zu einer demnéchst erscheinenden Arbeit von
Westergren, Verfasser und Widstrém gehéoren; einige andere Blutproben
wurden vom Verfasser eigens fiir diese Untersuchung beschafft.

Die mit * bezeichneten Nummern wurden von Dr. Schrider analy-
siert. Wie aus der Tabelle LXXIX hervorgeht, ist nur ein Teil von diesen
dreimal mit Ather ausgeschiittelt worden, in diesem Falle das letztemal
14 Stunden lang, wihrend die letzte Ausschiittelung der vom Verfasser
selbst behandelten Plasmaproben zehn Stunden dauerte. Dieser Unter-
schied spielt offenbar keine Rolle, zumal bei dieser letzten Extraktion in
den allermeisten Fillen das ganze zuriickgebliebene Cholesterin extrahiert
wurde. In den fiinf mit 1 bezeichneten Fillen dauerte das erste Aus-
schiitteln nur vier Stunden anstatt fiinf. Um mit den {ibrigen vergleich-
bare Werte zu erhalten, machte Verfasser an der Hand der Kurven in
Abb. 16 eine (beliebige) Korrektion nach oben mit 10 %, des Vierstunden-
wertes. Es zeigt sich indes, daf3 dies fiir das Resultat im grofien ganzen
keinen EinfluB hat, selbst wenn man mit + 25 9, korrigieren wiirde,
also proportional der Ausschiittelzeit, trotzdem eine solche Korrektion
sicherlich zu groB wire. Die Resultate sind in der Tabelle LXXIX nach
der gemiB Westergren (1. c.) bestimmten Sedimentationsgeschwindigkeit
geordnet. Der Hamoglobingehalt ist leider nur in einem Teil der
Fille bestimmt, aber er scheint fir die Senkungsgeschwindigkeit eine
geringere Rolle zu spielen, als man aus Experimenten in vitro zu ver-
muten AnlaB haben sollte. Fall 14 ist der einzige, in welchem eine starke
Anémie festgestellt wurde, aber er hilt sich trotzdem ganz in dem zwar
ziemlich weiten Rahmen fiir die Variationen der Senkungsgeschwindig-
keit mit dem ausschiittelbaren Cholesterin.

LaBt man die Falle 5, 6, 24, 26 und 27 bis auf weiteres unberiick-
sichtigt, so geht aus der Tabelle hervor, dafl bei steigender Senkungs-
geschwindigkeit der Gehalt des mit Ather in fiinf Stunden extrahierbaren
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Tabelle
Senk 9/9o Cholesterin, ausgeschiittelt
Uk
Nr. ineli S?. A B C A+B+¢C
mm in5Std |imnochssta.| AFTB | noch 10 bis

) L { 147 0,34 1,81 0,03 1,84
147 0,30 177 0,03 180
ok L { 1,87 (28td.) = . 023 (vgl. A)| 210
1,86 (529 N T — 026 ( , Ay 212
1, , 1,7 Spuren 1,75
3 e | e 0,16 ? — =
4x 3 '35 0,14 1,49 0,14 1,63
5* 3 0,75 011 0,86 011 0,97
6* 6 0,95+ o s i —
7% 7 { 1,68 0,10 1,78 0 178
1,68 0,10 178 0 178
g 8 { 142 023 165 0,02 167
137 0,32 1,69 0,01 170
9 9 { 118 047 165 0,09 174
124 0,36 1,60 0,17 177
10 10 { 1,?85 8%8 21(14 Spl:ren 2£4
i 17 { 1,31 0,25 1,56 i 1,56
1,87 0.25 1,62 0 162
" 17 { 1,38 0,28 1,66 0,35 2,01
141 0,27 1,68 0,37 2,05
13 18 0,86 0.10 0,96 0,02 0,98
14 30 { 0,81 0.15 0,96 0,04 1,00
0,66 028 0,94 0,06 1,00
0,84 0, 117 Spuren 117
15 82 {| o 0,30 111 0,06 117
16 39 0,75 0,18 0,92 048 140
e |89 {| 0% — - - -
18 41 0,67 0,22 0,89 0,08 0,97
19 19 { 0,66 0.15 0,81 0.27 1,08
0,69 0,14 0,83 0,24 1,07
L O - - - -
0,51 0,73 1,24 0,86 2,10
a1 2 || o l = 0,86 .
2 | 64 (|59 = - - —
0,93 0,22 1,15 0,43 1,58
2 66 {| o1 0.22 118 0,48 161
ue | o7 || MO - - - -
weo| e || ) C - — _
1,21 0,44 1,65 0,36 2,01
26 15 {| 15 0,39 165 0,36 201
o7 116 { 125 0,20 145 0,31 176
125 0,28 1,53 028 181
s | 120 || 009 - - - -
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[XXIX.
e in ol%f&lgséggitﬁl' Sotal | pibrin | Globulin | Albumin | Leeithin | Hamoglobin
in 5 Std.
%00 ausgeschiittelt %o o %o o %00 %
} 1,82 81 7,34 0,27 172 | 535 1,86 105
} 2,11 88 — — — — — —
} 1,75 91 — — - — _ —
1,95 83 6,58 0,32 240 | 386 - —
0,97 7 551 0,34 211 | 306 — —
1,22 78 7,55 0,25 047 | 473 — —
} 1,78 94 7,31 0,33 188 | 510 — —
| 1m 79 6,75 0,81 293 | 422 — 78
| 176 69 5,82 0,25 162 | 385 - 49
} 2,04 91 6,78 0,35 198 | 445 — -
] 1,59 84 6,29 0,34 27 | 325 1,85 67
| 2,08 69 7,30 0,44 202 | 394 - 110
1,46 59 7,99 0,43 320 | 4,36 — 100
} 1,19 62 - — — — — 25
| 117 70 8,03 0,61 335 | 4,07 1,31 85
1,44 52 5,61 — — — - —
I 14 87 — — - — — —
1,19 56 7,13 — — - - -
| 1,08 62,5 — 0,69 274 | 8,94 1,80 87
| 162 49 8,34 0,87 373 | 3,75 - -
| 238 21 5,82 0,61 — — — -
| 152 63 7,15 0,55 341 | 38,19 — -
I 1,60 57,5 6,57 0,46 212 | 899 143 67
| 254 66,5 8,12 0,81 387 | 8,44 — —
| 166 30 7,05 045 382 | 278 _ 69
I 201 62 7,39 0,76 386 | 2,77 181 62
I 1,79 70 8,72 1,00 425 | 847 1,27 88
| 1,08 otwa 18 | 6,19 0,67 337 | 215 - —
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Cholesterins, obgleich unter Variationen, allméhlich sinkt, wahrend das
Cholesterin, das beim dritten Ausschiitteln — wo ein solches gemacht
wurde — extrahiert wurde, im groBen ganzen mit steigender Senkungs-
geschwindigkeit zunimmt. Man kann aber bei weitem nicht irgendeine
Parallelitat zwischen dem Fibrinogen- und Globulingehalt und der
Menge ,,gebundenes‘‘ Cholesterin konstatieren, vgl. z. B. die Félle 27 und
28. Es erscheint demnach wahrscheinlich, daf} der Zustand des Plasma-
cholesterins, was angemessen ist, von Fall zu Fall variieren kann.

In Nr. 5 und 6 findet man keinen Erkldrungsgrund dafir, weshalb
diese nicht hiermit in Einklang stehen. Besonders interessant ist Fall 21,
wo man uberrascht ist iiber den hohen Cholesteringehalt (2,38°/,)
im Verhédltnis zu der geringen in funf Stunden ausschiittelbaren Chole-
sterinmenge (0,50°/,,). Hier haben wir also ein hiibsches Beispiel dafiir,
daB viel Cholesterin gebunden sein kann, trotz des in diesem Falle
niedrigen Gesamteiweiligehalts im Plasma. Der Fall ist graphisch in
Abb. 16 wiedergegeben (einschlieBlich des Resultates einer zweistiindigen
Ausschiittelung). Fall 21 steht in Kontrast zu Nr. 24, der einen ver-
héltnismaBig sehr hohen A-Wert sowie hohen Gesamtcholesteringehalt
aufweist. Hier sollte man also, nach den Cholesterinwerten zu urteilen,
eine bedeutend geringere Senkungsgeschwindigkeit erwarten.  Auf
Grund der Eiweifiwerte hingegen wiirde man eher eine hohere Senkungs-
geschwindigkeit zu erwarten haben; diese beiden Wirkungen, sollte man
meinen, wiirden einander neutralisieren. Dasselbe diirfte auch fur Nr. 27
gelten, die zudem einen niedrigen Lecithinwert hat. Den umgekehrten
Fall, also auBergewéhnlich niedrigen A-Wert und einen im Verhéltnis
zur Senkungsgeschwindigkeit niedrigen Fibrinwert, trifft man deutlich
in Nr. 28 an, weniger in Nr. 25. Die tibrigen Fille weisen nach der einen
oder anderen Richtung weniger ausgeprigte Eigenschaften auf.

Da es demnach als offenbar angesehen werden muf, da eine Mehr-
zahl Faktoren, wahrscheinlich alle XKolloide des Plasmas, von den
Kristalloiden ganz zu schweigen, eine Rolle spielen, die wahrscheinlich
nicht proportional der Konzentration dieser Kolloide ist, sondern von
Fall zu Fall von deren varilerendem Zustand in bezug auf Ladung,
Oberflichenspannung und Adsorption an die Blutkérperchen abhéngt,
so kann man von einer statistischen Bearbeitung der Korrelation
zwischen ,,freiem Cholesterin und Senkungsgeschwindigkeit keine
allzu groBe Ubereinstimmung erwarten.

Nimmt man alle Werte mit, wird der Korrelationskoeffizient
= — 0,41 4- 0,12, also nicht so hoch, aber eine véllig sichere Korrelation.
Beriicksichtigt man nur Fille mit einer Senkungsgeschwindigkeit unter
70 mm, was wohl als motiviert angesehen werden kann, da bei aufler-
ordentlich hohen Senkungswerten oft exzeptionelle Verhiltnisse der
einen oder anderen Art vorliegen, erhilt man den Korrelationskoeffi-
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zienten = —0,63 - 0,10. Um die statistische Bearbeitung vollstandig zu
machen, wird folgendes angefiihrt, obschon ich infolge der unten er-
wahnten Umstédnde keinen besonders grolen Wert darauf legen méchte.

Eine Linie, welche sémtliche Observationen ausgleicht, kann
infolge deren grofler Verteilung nicht gut gezogen werden. Infolgedessen
und auch zufolge ‘des geringen Materiales war es am besten, einen
praliminaren graphischen Ausgleich unter AusschluBl von Nr. 24 und
26 bis 28 zu bewerkstelligen. Die hierdurch ausgeglichenen Werte des
ausschiittelbaren Cholesterins und der Senkungsgeschwindigkeit fir
einen gegebenen Wert des ersteren dirften jedoch approximativ den
Zusammenhang zwischen diesen beiden angeben. Siehe Abb. 15.
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Abb. 15.

Der Korrelationskoeffizient zwischen Senkungsgeschwindigkeit und
Gesamtcholesteringehalt wird nur — 0,008 4 0,19, was demnach in
seiner Art die im vorhergehenden dargelegten Theorien bekriftigt.

Eine Frage von groBter Wichtigkeit fir die Beurteilung der mit-
geteilten Resultate ist selbstverstindlich, in welchem Grade die Menge
des in dem nativen Plasma vorhandenen, von Eiweill nicht gebundenen
Cholesterins dem mit Ather nach einer bestimmten Zeit, z. B.finf
Stunden, extrahierten entspricht.
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Der Verlauf wiirde in zwei Abschnitte geteilt werden koénnen:
A. Die Extraktion des von Beginn an freien Cholesterins und B. die
Extraktion des von vornherein gebundenen Cholesterins, das wéahrend
des Ausschiittelns aus dem Fibrinogen und den Globulinen dissoziiert
wird. Setzt man voraus, dal der Prozel3 A rasch verliuft, B hingegen
langsam, so weist die Kurve, welche den Zusammenhang zwischen
Ausschiittelzeit und extrahierter Cholesterinmenge darstellt, einen
Knick auf, wo das freie Cholesterin wenigstens zum gréften Teil extra-
hiert ist, so daB von jetzt ab nur aus den Globulinen dissoziiertes
Cholesterin langsam in den Ather iibergeht. Dieser Knick kann, was
anzunehmen ist, deutlicher werden, wenn relativ viel Cholesterin
gebunden ist, wahrend er sich der experimentellen Beobachtung entzieht,
wenn nur ein geringer Teil des Cholesterins in gebundener Form vor-
handen ist. Andererseits wire der Fall denkbar, da§ A ziemlich langsam
verlduft, vielleicht wenig oder nicht rascher als B; in diesem Fall kommt
auch kein Knick zum Vorschein, und die Bestimmung des ,,freien®
Cholesterins durch Ausschiitteln mit Ather wird eine ganz konventionelle
Sache.

Abb. 16 gibt graphisch das nach verschiedenen Zeiten ausge-
schiittelte Cholesterin in Prozenten des gesamten in den Normalféllen 2,
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Abb. 16.

7 und 10 wieder, ferner den pathologischen 21 mit ungewéhnlich wenig
»ireiem‘* Cholesterin im Verhiltnis zu dem vielen Gesamtcholesterin,
sowie 26 und 27, die, wie oben erwihnt wurde, abweichende Verhéltnisse
aufweisen. Kine Reihe Ausschittelungswerte, die nicht in der Tabelle
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mitgeteilt sind, werden gleichfalls graphisch wiedergegeben. Aufierdem
ist zum Vergleich des Ausschiittelungsresultat eines normalen, frischen
Pferdeplasmas mit aufgenommen worden, das infolge seiner hohen
Senkungsgeschwindigkeit, die es darin aufgeschlemmten Blutkérperchen
verleiht, und seines hohen Globulingehalts am ehesten mit einem
pathologischen Menschenplasma zu vergleichen ist.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dafl die drei Normalfille eine
Gruppe hyperbelahnlicher Kurven bilden. Zwar sind die Observationen
zu wenige, als dafl hier ein Knick entdeckt werden kénnte, aber dies wire
a priori eine Unmoglichkeit mit der benutzten Technik, da die Haupt-
masse des Cholesterins sehr rasch extrahiert wird. 26 und 27 zeigen eine
deutliche Streckung der Hyperbel, was gemif3 der gemachten Annahme
auf dem hier héheren Fibrinogen- und Globulingehalt diirfte beruhen
koénnen.

Fall 21 zeigt ein anderes Bild: hier liegt bei drei bis fiinf Stunden ein
deutlicher Knick vor, der ungesucht entsprechend des bereits oben
Gesagten diirfte gedeutet werden kénnen.

Das Ausschiitteln des Pferdeplasmas zeigt im Prinzip dieselbe Sache ;
hier ist der Knick durch mehrere Werte sichergestellt. — Wenn auch
hier die Anzahl der Observationen nicht gro ist, scheinen sie doch die
Auffassung zu stiitzen, dafl die Bindung des Cholesterins an Fibrinogen
und Globulin in verschiedenen Menschenplasmen verschieden fest ist.
Will man die Sache auf die Spitze treiben, wiirde also beispielsweise der
hohe Fiinfstundenwert im Falle 24 dadurch entstanden sein koénnen,
dafB eine lockere Bindung Cholesterin—Globulin bzw. Fibrinogen schon
nach fiinfstiindigem Ausschiitteln zu einem bedeutenden Teil dissoziiert
worden und das auf diese Weise frei gemachte Cholesterin zusammen mit
dem von Anfang an freien extrahiert worden ist. Im Pferdeplasma
scheint die Bindung fester zu sein als im Menschenplasma: in Ta-
belle LXXIX hat ja eine 24 stiindige Ausschittelung beinahe durchweg
alles vorhandene Cholesterin extrahiert, wihrend dies im Pferdeplasma
in den Proben des Verfassers niemals der Fall gewesen ist: das hier
erwihnte Pferdeplasma war noch nach einem Ausschiitteln von 72 Stun-
den nicht véllig extrahiert; vgl. auch Versuch 23.

Versuch 27. Lipoiduntersuchungen an auf verschiedene Temperaturen
erhitztes Plasma.

Verschiedene Portionen Pferdeplasma wurden bei verschiedenen
Temperaturen in Thermostaten nach untenstehendem Schema 5 Stunden
lang behandelt, worauf die Plasmaproben aus den Thermostaten heraus-
genommen wurden; es wurden dann 0,7 Volumen dreimal in physio-
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Tabelle LXX X.

” In den Thermostaten Senkung nach R

Nr. ||
r {/ Temlgfg‘atur Bemerkung 40 Min. ‘ 60 Min. ‘ 120 Min.

L _ -
1 } 475 still 8 15 36
2 41,7 wird geschiittelt 0,5 1 15
3 || 41,7 still 0 1 4
4 38 » 2 3 5
5 J 20 " 89 111 118
6 | 3 » 89 111 118

logischer Kochsalzlésung ausgewaschene Blutkdrperchen hinzugesetzt
und die Senkungsprobe gemacht.

Das Resultat stimmt im groflen ganzen mit den Ergebnissen iiber-
ein, die mehrere Forscher vor langem schon gefunden haben : Nasse (66),
Sellards (82), Wiltshire (99), Berczeller und Stanker (3) und am aus-
fithrlichsten von Fahraeus (23) studiert worden sind. Das Schitteln
in Nr. 2 hat jedoch nur teilweise den Effekt der Erhitzung aufzuheben
vermocht.

Unmittelbar nach der Thermostatbehandlung wurden an jeder
der Plasmaproben mit Ather Ausschiittelversuche angestellt (2 cem
Plasma + 4 ccm Ather, 12 Stunden). Ein anderer Teil der Plasma-
proben wurde mit gleicher Volumina geséttigter Ammoniumsulfat-
lésung versetzt, zentrifugiert, wonach ein Teil der Mutterlauge nach
Bloor extrahiert wurde. Dies geschah, weil man sich denken konnte,
daf} eine Bindung der Phosphatide an Fibrinogen und Globuline bzw.
eine Freimachung derselben von diesen in den Mutterlaugen der ver-
schiedenen Proben nach Fillung von Fibrinogen und Globulinen durch
Halbsittigung mit Ammoniumsulfat verschiedene Lipoidphosphor-
werte geben wiirde. Auch der Cholesteringehalt in den Mutterlaugen
wurde bestimmt, um zu erforschen, ob auf diese Weise irgendeine
Verschiedenheit hinsichtlich des Cholesterins eingetreten sei.

Es zeigte sich aber, daB:

A. die Ausschiittelproben innerhalb der Fehlergrenzen bei allen
Plasmaproben dieselben Werte gaben,

B. und auch der Bloorextrakt aus den Mutterlaugen hatte nach
Aussalzen der Globuline sowohl ungefahr dieselben Lecithin- als auch
Cholesterinwerte.

Nach diesen Resultaten zu urteilen, scheinen die groBen Variationen
in der Suspensionsstabilitit durch Warmebehandlung des Plasmas
nicht auf die Lipoide zuriickgefiihrt werden zu konnen.



— 93 —

Versuch 28. Kataphoreseversuche an Plasma und gquantitative Bestimmung
der verschiedenen Eiweifkorper, welche mit dem elektrischen Strome ge-
wandert sind.

Dieser Versuch, der bereits in einem zeitigen Stadium in einem
anderen Zusammenhang angestellt worden ist, wird hier kurz erwihnt,
da er trotz gewisser Méngel in der experimentellen Ausfithrung dennoch,
wie Verfasser glaubt, wertvolle Resultate fiir das allgemeine Raisonne-
ment iber die Suspensionsstabilitit des Blutes gegeben hat (Kap. II).
Auch aus anderen Gesichtspunkten schien es berechtigt, diese Versuche
anzufithren. Sie wurden némlich in einer Weise gemacht, wie sie Ver-
fasser in der Literatur nicht gefunden hat, indem das Verhaltnis zwischen
der Wanderungsgeschwindigkeit der verschiedenen EiweiBkorper durch
Mikroanalyse der EiweiBfraktionen vor und nach der Kataphorese
bestimmt wurde.

Auflerdem wurde jede Moglichkeit ausgeschlossen, daB das Material,
d. h. die EiweiBkérper des Plasmas durch Aussalzen, Dialysen oder
ahnliches, mehr oder weniger denaturiert werden, da nimlich zu den
Kataphoreseversuchen das frische Plasma ohne jede Vorbehandlung
benutzt wurde. Die Resultate erwiesen sich als gut reproduzierbar.
Es war also nicht die Absicht, die absolute Wanderungsgeschwindigkeit
der verschiedenen Eiwei3korper unter dem Kinflull eines gewissen
Potentialfalles pro Kubikzentimeter zu bestimmen, wozu vollkommenere
Anordnungen nétig gewesen wiren, sondern nur das Verhdlinis zwischen
thren Wanderungsgeschwindigkeiten zu ermitieln.

Der benutzte Kataphoreseapparat war eine grofie Auflage
eines von JMichaelis (63) angegebenen Apparats. Von letzterem
unterschied er sich nur durch zwei weitere Offnungen mit eingeschliffenen
Glaspfropfen, die in der mittleren der drei Knickungen zu jeder Seite
des U-Rohres angebracht wurden. Durch diese Offnungen konnten
nach beendetem Versuch die U-Rohrschenkel oberhalb der Héhne
auspipettiert und quantitativ ausgespilt werden.

Der Querschnitt des Rohres betrug tiberall 1 gem. Die gesamte
Léange zwischen den Agarrohrspitzen der Elektroden (s. unten) = 46 cm.
Der ganze Apparat war wihrend des Versuchs in einen Wasserthermo-
staten bei 18° C gestellt.

Nun wurde zuerst das elektrische Leitvermdgen in einem frischen
Pferdeplasma hestimmt, womit dann der Kataphoreseapparat bis
oberhalb der Hihne gefiillt wurde. Nachdem diese geschlossen waren,
wurde der obere Teil des Apparats mit KCl-Losung von demselben
Leitvermogen wie das Plasma gespiilt und dann der Apparat damit
gefiillt.

Die unpolarisierbaren Elektroden waren nach folgendem Schema
gebaut: Cu/gesittigte CuSO,-Losung/Agar, gesittigt mit KCl/gesit-
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tigte KCl-Losung/Agar, mit KCl gesattigt. Die letzten Agarréhren
tauchten ihre Spitzen in die obere Fliissigkeit im Kataphoreseapparat
hinein. Zwischen den Elektrodenspitzen wurde ein Voltmeter mit
Platinaelektroden eingekoppelt.

An demselben Plasma wurden drei Versuche gemacht. Bei jedem
wurde der Strom wenigstens 3 Stunden geschlossen gehalten, um ge-
niigend Material fiir die EiweiBfraktionsanalysen zu bekommen. Die
Spannung, die ab und zu dadurch gepriift wurde, daf fir einen Augen-
blick der Voltmeterkreis eingekoppelt wurde, sank von anfangs ungefiahr
100 Volt recht hastig auf 80 Volt, wo sie dann nahezu konstant blieb,
jedoch mit einer Tendenz, noch etwas zu sinken. Da es fiir den beab-
sichtigten Zweck nicht notwendig war, die Spannung konstant zu
halten, wurde davon Abstand genommen. Rechnet man mit einer
Anfangsspannung von 100 Volt und 3300 & Widerstand, wird die
Stromstirke = 30 Milliamp., was bei einem so groflen Querschnitt
wie 1 qem, offenbar eine relativ geringe Stromdichtigkeit ausmacht,
weshalb eine nennenswerte Erwirmung des in das Wasserbad hinein-
gesenkten Apparats nicht zu befiirchten war.

Nach 3 Stunden wurde der Strom unterbrochen, die Hihne
des U-Rohres geschlossen und die Fliissigkeit in den Schenkeln oberhalb
der Hihne ausgespiilt. Auf der negativen Seite war kein Eiweif3 vor-
handen; die Eiweilkorper, welche mit verschiedener Geschwindigkeit
nach dem positiven Pol gewandert waren, wurden nach Theorell und
Widstrom (s. Kap. I1I) analysiert. Die Resultate sind aus nachstehender
Tabelle ersichtlich.

Tabelle LXXXI.

Das gesamte EiweiB bestand aus .
Fibrin Globulin Albumin
%o %lo %o
P oo 3,7 46,2 50,1
Versuch I 4+ . . .. .. 0,9 25,6 73,5
» I— ... 6,3 64,7 29,0
» Im+ .. .. .. 1,0 24,7 74,3
» I 4+ . ... .. 14 23,3 75,3
Mittel I, II, IIT 4 . . . . . 1,1 245 74,4
Bezeichnungen: P = unbehandeltes Plasma.
Versuch I 4+ = das EiweiB, das in Versuch I nach dem positiven
Pol gewandert ist.
Versuch I — = Probe aus dem EiweiBpfeiler in nichster Niahe des

negativen Pols.
Versuch II + = das Eiwei}, das in Versuch IT nach dem positiven
Pol gewandert ist.

Versuch III + = das EiweiB, das in Versuch ITI nach dem positiven
Pol gewandert ist.
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‘Wie man sieht, haben die verschiedenen Wanderungsgeschwindig-
keiten der verschiedenen Eiweilkorper eine Verschiebung in der Zu-
sammensetzung verursacht. Aus den Durchschnittswerten in der
untersten Reihe, verglichen mit den Werten in der obersten (P), kdnnen
die gegenseitigen Relationen zwischen den Durchschnittswanderungs-
geschwindigkeiten ohne Schwierigkeit errechnet werden. Bezeichnet
man die Wanderungsgeschwindigkeit des Fibrinogens mit a, wird die
des Globulins 1,8 a und die des Albumins 5,0 a. Da der Eiweilpfeiler
nach 3 Stunden 30 bis 40 mm gewandert war, was ohne weiteres ab-
gelesen werden konnte, so wird man verstehen, da z. B. die Fibrinogen-
molekiile im Durchschnitt 6 bis 8 mm gewandert sein miissen; dies ist
so viel, daf} es allein durch Diffusion nicht in die Kammer am positiven
Pol gelangt sein kann. In diesem Falle wiirde tubrigens ebensoviel
Fibrinogen in der Kammer am negativen Pol angetroffen worden sein ;
diese war jedoch frei von Eiwei. Das Fibrinogen wiirde demnach im
Plasma eine negative Ladung haben, obzwar schwdcher als Globulin,
und viel schwicher als Albumin, dies unter der Voraussetzung,
dafl zwischen Ladung wund Wanderungsgeschwindigkeit eine Art
Proportionalitit vorhanden ist. So gibt beispielsweise die Formel
von Burton [s. Scott und Swvedberg (81)] eine direkte Proportiona-
litat zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit einerseits und der
Potentialdifferenz zwischen Partikelchen und Losungsmittel anderer-
seits an.

Wenn auch die Richtigkeit dieser Form nicht als bewiesen an-
gesehen werden kann, muf man wohl dennoch einen gewissen Zu-
sammenhang zwischen Wanderungsgeschwindigkeit und dem Potential
der Partikelchen (,,elektrische Oberflichenintensitit der Partikelchen‘‘)
im Verhiltnis zum Losungsmittel annehmen. Das Resultat gibt dem-
nach eine gewisse Stiitze fiir die Hobersche Auffassung von der Ein-
wirkung der EiweiBkérper gegeniiber der von Wohlisch vorgebrachten.
Siehe weiter Kap. II.

Zusammenfassung.

1. Durch Zusatz einer in bestimmter Weise dargestellten Chole-
sterinsuspension zu Serum oder Plasma kann ein Teil des Cholesterins
in Eklare Losung ubergefiithrt werden.

2. Lecithin oder Phosphatide aus Serum konnen in klare Ldsung
iibergefiihrt werden, wobei sich jedoch zeigt, wenn der ungeléste Uber-
schuB wegzentrifugiert wird, daB ein Teil des Cholesterins davon ad-
sorbiert geworden ist und aus der Losung verschwindet; dieses Chole-

sterin rithrt von dem mit Ather ausschiittelbaren Teil des Chole-
sterins her.
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3. Die neu hinzugekommenen Lipoide werden beim Aussalzen der
verschiedenen Eiweififraktionen mit Ammoniumsulfat sowohl mit der
Fibrinogen- als auch mit der Globulinfraktion ausgefillt.

4. Es wurde die vom Verfasser frither gemachte Beobachtung
bekriftigt, daB die beim Aussalzen und nun auch in einem Falle
bei Elektrodialyse ausgefillten Fraktionen alle Lipoide in gewissen
regelmaBigen Proportionen enthalten, so daB der Quotient Chole-
sterin:  Lipoidphosphor sukzessiv sinkt, Fibrinogen > Globulin
> Albumin.

5. Die von anderen Autoren nachgewiesene antagonistische
Wirkung des Cholesterins und Lecithins auf die Himolyse der Blut-
kérperchen kann auch in dieser Arbeit festgestellt werden.

6. Sowohl Cholesterin als auch Lecithin haben einen /Frdftig
hemmenden Einfluf auf die Senkung der Blutkérperchen.  Dieser
EinfluB wird durch eine quantitativ nachgewiesene Adsorption der
negativ geladenen Lipoide an die Blutkdrperchen erklirt. Diese stand
mit der durch die Lipoide herabgesetzten Oberflichenspannung in
Zusammenhang. Durch die Einwirkung von Cholesterin wenigstens
konnte dann eine Zunahme der negativen Ladung der Blutkérperchen
konstatiert werden.

7. Zwecks Erklirung dieses Effektes, der mit Riicksicht darauf,
dal zwischen Blutlipoidgehalt und Senkungsgeschwindigkeit lkeine
sichere Korrelation festgestellt werden konnte, schwer faBbar schien,
wurden eine Reihe Ausschiittelungsversuche mit Ather an Plasma bei
verschiedenem pg angestellt. Daraus ging hervor, dafl das Cholesterin
des Plasmas bei pg = 5,5 bis 6 sich in einer leicht extrahierbaren Form
befindet, was mit dem isoelektrischen Punkt der Globuline, eventuell des
Fibrinogens in Verbindung gesetzt wird.

8. Bei Atherextraktionsversuchen an dargestellten EiweiBfraktionen
wurde diese Vermutung bestitigt. Es stellte sich heraus, daB3 Fibrinogen
und Euglobulin mit Cholesterin eine Verbindung eingehen, die in
bezug auf das Fibrinogen bei pg etwa = 6, betreffs des Euglobulins
bei pg = 5,5 bis 6 dissoziiert wurde. Diese Verbindung erwies
sich beim Zusatz von Cholesterinsuspension als reversibel. Albumin
band Cholesterin nur auf der sauren Seite des obenerwihnten
pu-Gebietes.

9. Abgesehen von den Phosphatiden, deren kolloider Zustand im
Plasma mittels Atherausschiittelung nicht studiert werden kann,
wurde die Hypothese aufgestellt, daB nur das von Fibrinogen und
Globulinen ungebundene Cholesterin hemmend auf Aggregation und
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Senkung der Blutkérperchen einwirke. Bei 28 Atherausschiittelver-
suchen an normalen und pathologischen Menschenplasmen zeigte es sich,
wie erwartet war, dafl zwischen Gesamtcholesteringehalt und Senkungs-
geschwindigkeit keine Korrelation vorliegt, wihrend eine statistisch
vollauf bewiesene, negative Korrelation zwischen der in fiinf Stunden
ausschiittelbaren Menge Cholesterin und der Senkungsgeschwindigkeit
vorhanden war; der Korrelationskoeffizient war, wenn alle Werte
mitgenommen wurden, — 0,41 - 0,12, wihrend, wenn nur die Senkungs-
werte unter 70 mm pro Stunde in Betracht gezogen wurden, der Kor-
relationskoeffizient — 0,63 4= 0,10 betrug.

10. Die von anderen Autoren gefundenen Variationen in der Sen-
kungsgeschwindigkeit durch Erhitzen von Plasma sind nicht auf die
Lipoide zuriickzufiihren.

11. Kataphoreseversuche direkt an Plasma ergaben als Resultat,
daf} sich die Wanderungsgeschwindigkeiten fiir Fibrinogen, Globulin und
Albumin wie 1:1,8:5 verhielten.

Nach Abschlufl dieser Arbeit ergreife ich die Gelegenheit, meinen
Dank Herrn cand. med. G. Widstrom auszusprechen wegen der wert-
vollen Hilfe, die er mir bei einem Teil der Analysenarbeit und auch in
anderen Hinsichten geleistet hat. Gleichzeitig mdchte ich auch
Dr. I. Schrider, Helsingfors, dafiir danken, dafl mir von ihr die Moglich-
keit gewihrt wurde, einen Teil ihrer unter meiner Leitung ausgefiihrten
Analysen in der vorliegenden Arbeit aufzunehmen.
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