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Aus dem gerichtlich-medizinischen Institut der Universitiit Ziirich

Leitung: Prof. F. Schwarz

Studie iiber Verinderungen von EiweiBlkorpern und
Aminestiuren im menschlichen Serum durch Formaldehyd

(Yersuche in vitro)

Von E. Lauppi und J. Schmidlin-Mézaros

Die Annahme, dal} bei akuten Vergiftungen mit Methanol als erstes
Oxydationsprodukt im Korper Formaldehyd entstehe und daB diesem
Abbaustoff eine entscheidende toxische Wirkung zukomme, ist heute
weitgehend anerkannt. Zwar ist es unseres Wissens bis anhin nicht ge-
lungen, Formaldehyd beim Lebenden mittels einer spezifischen Methode
qualitativ oder quantitativ zu erfassen. Dagegen liegen Ergebnisse von
Untersuchungen in vitro vor, die in ﬂhereinstimmung mit theoretischen
Uber]egungen darauf schlieBen lassen, dall der Abbau des Methanols in
biologischem Material tiber dieses Zwischenprodukt verlaufe.

Die Giftwirkung des Formaldehyds scheint komplexer Natur zu sein.
Ein wesentlicher Effekt wird darin gesehen, dall Aminogruppen durch
Anlagerung methyleniert werden und dadurch ihre physiologische Puffe-
rungsfihigkeit verlieren, was das Zustandekommen einer Acidose bei
Methanolvergiftungen zu begiinstigen bzw. zu erkldren vermdéchte.

Im Rahmen experimenteller Untersuchungen {iber das Verhalten von
Eiweilkorpern und Aminosiuren bei akuter Methanolvergiftung stellten
wir uns vorerst die Frage, ob und wie weit sich eine direkte Wirkung des
Formaldehyds auf menschliches Serum mittels Papierelektrophorese
und Papierchromatographie nachweisen lasse. Fiir eine grobe Orientie-
rung geniigten Versuche in vitro. Wir versetzten deshalb frisch und steril
gewonnenes menschliches Serum mit verschiedenen Mengen (fallende
Verdiinnungsreihe) chemisch reinen Formols, lieBen wihrend 24-48
Stunden bei Zimmertemperatur inkubieren und unterwarfen die Proben
jeweils gleichzeitig mit nativem Serum als Kontrolle der Papierelektro-

1 {Jber Forschungen, welche von der Schweiz. Akademie der Medizinischen Wissen-
schaften finanziell unterstiitzt worden sind.
2 Exéeutées & 'aide de subventions de I’Académie Suisse des Sciences Médicales.
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phorese bzw. der Papierchromatographie. Die angewendeten Methoden
werden in einer spateren Publikation noch n#her beschrieben. Die
Elektropherogramme wurden mit Amidoschwarz, die Chromatogramme
mit Ninhydrin entwickelt.

Ergebnisse

Nach Formolzusatz von 140 mg?%, und mehr zeigte sich in den Phero-
grammen eine hochgradige Alteration sdmtlicher Eiweillfraktionen des
Serums. Es fanden sich nur zwei noch einigermalen differenzierbare
Streifen, nidmlich im Bereich der Albumine sowie an derjenigen Stelle,
wo in den Nativproben die «,- und f#-Glebuline lagen. Gegeniiber den
Kontrollen waren beide Biinder stark verbreitert und verwaschen. Bei
niedrigeren Formaldehydkonzentrationen von 35 und 70 mg%, liellen
die Albumine und ¢ - Globuline keine nennenswerten Veriinderungen mehr
erkennen, dagegen waren die ¢,- und f-Globuline verbreitert, verzogen
und &6fters nur andeutungsweise voneinander zu unterscheiden, wihrend
die y-Globuline durchwegs vermindert waren. Erst bei Verdinnungen
von 17,5 mg%, und darunter traten signifikante Unterschiede im Ver-
gleich zu den Kontrollseren nicht mehr in Erscheinung (bzw. nur an-
deutungsweise nach sehr langen Inkubationszeiten von mehreren Tagen
bis einer Woche).

Die parallel durchgefithrten papierchromatographischen Untersuchun-
gen (eindimensionale Anordnung) dienten der Erfassung freier Amino-
sduren, die sich mit dieser Methode — wenigstens teilweise — auf Grund
der R-Werte an Hand einer Standardmischung iibersichtsweise identi-
fizieren lieflen. Fine eigentlich quantitative Bestimmung in Absolut-
werten erlaubte dieses Verfahren selbstverstindlich nicht, gestattete
aber immerhin eine vergleichend approximative Schiitzung auf Grund
von Grille und Farbintensitdt der einzelnen Flecken (5). In diesem
Sinne ergab sich im Vergleich zu nativen Kontrollproben eine ¥ermeh-
rung vor allem von Lysin, Histidin, Arginin, Glutaminsiure sowie Prolin
sowohl in den mit Formaldehyd versetzten Vollseren als auch — obwohl
weniger deutlich — in den entproteinisierten Phasen, Die kritische Kon-
zentration von Formaldehyd, welche einen solchen Effekt noch einiger-
malen erkennbar zu provozieren vermochte, lag hier bei 70 mg?%,.

Diskusston
Dall Serumeiweilkdrper durch Formaldehyd denaturiert wirden, war
zum vornherein anzunehmen. In unseren Versuchen hat sich gezeigt, dall
in erster Linie die labileren grobdispersen Fraktionen betroffen werden.
Die Elektropherogramme sprechen dafiir, daB es zu einer Spaltung der
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Globuline in kleinere Fragmente mit entsprechend lingeren Laufstrecken
kommt. Diese Hypothese wird durch den Nachweis einer Vermehrung
freier Aminosiiuren auf chromatographischem Wege bis zu einem ge-
wissen Grade erhiirtet. Mit den zur Anwendung gelangten Methoden
lieBen sich Alterationen bei unteren Grenzkonzentrationen von 35 bzw.
70 mg", Formaldehyd noch nachweisen. Nimmt man die fiir den Menschen
toxische Dosis von Methanol mit 5-6 g/kg Korpergewicht an, so wiire es
rein theoretisch nicht ausgeschlossen, daB bei einer schweren Vergiftung
entsprechende Mengen von Formaldehyd im Korper entstehen und dal3
sich Verinderungen der beschriebenen Art durch direkte Einwirkung von
Formaldehyd auch in vive bilden kénnten. Wir hielten deshalb die An-
setzung von Tierexperimenten unter Erweiterung der Fragestellung fiir
gerechtfertigt und werden dariiber in einer weitern Mitteilung berichten,

Zusammenfassung

Frisches menschliches Serum wurde in vitro mit Formaldehyd ver-
setzt und nach einer Inkubationszeit von 24-48 Stunden papierelektro-
phoretisch und papierchromatographisch untersucht. Bis zu Grenz-
konzentrationen von 35-70 mg?%, Formaldehyd lieBen sich mit den bei-
den Methoden noch fallbare Verinderungen der Serumeiweilstoffe bzw.
des Gehaltes an freien Aminosiduren nachweisen. In den Elektrophero-
grammen zeigten sich Alterationen vor allem der grobdispersen Glo-
bulinfraktionen (unter anderm eine Verminderung der y-Globuline) und
in den Papierchromatogrammen eine Vermehrung gewisser Aminosiiuren.
Auf Grund dieser beiden Befunde wurde die Vermutung ausgesprochen,
dal} die direkte Formaldehydeinwirkung im erwihnten Konzentrations-
bereich zu einer Fragmentierung der hihermolekularen Eiweillkorper
im Serum fiihren konnte.

Résumé

Du gérum humain frais saturé in vitro avec du formaldéhyde a été
examiné, apreés une incubation de 24-48 heures, par électrophorése sur
papier et par chromatographie sur papier. Jusqu’'a des concentrations
limites de 35-70 mg°,, de formaldéhyde, 'on a pu mettre en évidence par
les deux méthodes des modifications des albumines sériques resp. de la
teneur du sérum en amino-acides libres. Les électrophérogrammes ont
montré des altérations avant tout des fractions globuliniques & grosses
molécules (entre autres une diminution des y-globulines) et dans les chro-
matogrammes sur papier, l'on a constaté une augmentation de certains
acides aminés. En se basant sur ces deux constatations, 'on émet ['hy-
pothése que le formaldéhyde dans les dites concentrations agit en frag-
mentant les albumines sériques de haut poids moléculaire.

18*  Bull schweiz. Akad, med. Wiss, 1956 2()3



Riassunto

Mediante elettroforesi su carta e cromatografia venne studiata I'azione
della formaldeide su siero umano fresco dopo una incubazione di 24-48
ore. Con i due metodi sopracitati fu possibile dimostrare delle altera-
zionl ancora apprezzabili dei corpi proteici e del tasso di aminoacidi
liberi fino a concentrazioni limite di 35-70 mg?, di formaldeide. Nei
tracciati elettroforetici si resero evidenti soprattutto alterazioni delle
frazioni globuliniche di pin grossolana dispersione (fra altro una dimi-
nuzione delle y-globuline), mentre nei tracciati di cromatografia su carta
si notd un aumento di certi aminoacidi. Sulla base di questi due reperti
venne emessa Uipotesi che 'azione diretta della formaldeide, nel margine
di concentrazione sopracitato, possa esplicarsi in una frammentazione
delle proteine seriche ad alto peso molecolare.

Summary

Fresh human serum was precipitated in vitro with formaldehyde, and
after an incubation period of 24—48 hours, it was examined paperelectro-
phoretically and paperchromatographically. Up to a concentration of
35-70 mg?%, formaldehyde, demonstrable changes in the serum protein,
or rather in their free amino acid content, could be shown by both me-
thods. In the electropherograms the changes showed especially in the
coarse dispersions of globulin fractions (including a decrease of y-globu-
lins) and in the paper chromatograms, an increase of certain amino acids
could be seen. On the basis of these two findings, it is supposed that the
direct formaldehyde effect at these concentrations can lead to a frag-
mentation of the higher molecular proteins of the serum.
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