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Aus dem gerichtlich-medizinischen Institut der Universitit Ziirich
Leitung: Prof. ¥. Schwarz

Papierelekirophoretische und papierchromatographische
Untersuchungen iiber das Verhalten der Eiweilistoffe und
Aminosiuren in Serum und Leber bei der akuten

Methanolvergiftung

(Experimente an Ratten)

Von E. Lauppi und J. Schmidlin-Mézaros

DaBl Formaldehyd — wenigstens in alkalischem Milieu — durch Amino-
gruppen gebunden wird, ist bekannt (1). Nach Gustavson (2) und Theis
(3) kommt es bei der Finwirkung von Formol auf Proteine nicht zur
Bildung von Schiffschen Basen nach dem Prinzip R—N=CH,, sondern
zur Entstehung von Briicken nach dem Schema —NH-—CH,NH—.
Ausgehend von der Hypothese, dafl bei der akuten Methanolvergiftung
nicht der Methylalkohol als solcher, sondern der im Kérper durch Oxy-
dation entstehende Formaldehyd die entscheidende Noxe darstelle (4-12),
fithrten wir eine Anzahl von Tierexperimenten durch, mit dem Ziel,
eventuell auftretende Verinderungen der Eiweillkorper und des Amino-
sdurenbildes in Serum und Leber nach Methanolapplikation papier-
elektrophoretisch bzw. papierchromatographisch zu erfassen.

Versuchsanordnung

Wir verwendeten ca. 180-250 g schwere weille Ratten, die iiber min-
~destens mehrere Wochen gleiche Normalkost erhalten hatten. Die Ex-
perimente umfafiten 4 Serien mit je 3—4 willkiirlich gruppierten Ver-
suchs- und einer entsprechenden Zahl von Kontrolltieren. Einige Stun-
den nach der letzten Nahrungsaufnahme verabreichten wir den Ver-
suchstieren mittels einer Schlundsonde 6 g Methanol pro kg Kérper-
gewicht intrastomachal als Einzeldosis. Da sich gezeigt hatte, dal} die
spontane Futteraufnahme nach einem solchen Stol} innerhalb kurzer
Zeit erheblich geringer wurde, muBliten gleiche Erndhrungsbedingungen
dadurch geschaffen werden, dal} simtliche Ratten, also auch die Kon-
trolltiere, wihrend der Versuche unter volliger Nahrungskarenz gehalten
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wurden. Sie bekamen lediglich physiologische NaCl-Lisung (ca. 20 em?
pro Tag und kg Kérpergewicht) intraperitonial in mehreren Einzel-
portionen zur Deckung des Fliissigkeitshedarfes. Wir toteten die Ratten
durch Dekapitation, und zwar

Seriec T nach 14 Stunden

Serie II nach 20 Stunden,

Serie III nach 30 Stunden,

Serie IV nach 42 Stunden.

Abgiinge durch spontanen Tod traten nicht ein.

Methoden

Zur Untersuchung gelangten Serum und 25°iges Leberhomogenat.
die beide unmittelbar nach der Tétung zubereitet und in grundsiatzlich
gleicher Weise weiterverarbeitet wurden. Fiir die Herstellung des Homo-
genates in eisgekiithltem Wasser verwendeten wir den Glaskolben nach
Potter-Flvehjem und filtrierten Zur Elimination von bindegewebigen
Faseranteilen durch Gaze. Die Untersuchungen umfaliten:

1. Bestimmung des Gesamt- sowie des Nichiproteinstickstoffes nach
dem Verfahren von Kjeldahl, modifiziert fiir Einwagen von 0,5 g.

2. Papierelektrophorese zur Trennung der Fiweildfraktionen.

a) Sereere: Selbstgebantes Gerit in Anlehnung an die Angaben von Wahemann und
Wunderly (13), Prinzip der fenchten Kammer, Whatmann-Filterpapier Nr. 1, Streifen-
griffe 36 < 7 em, Veronal-Veronalnatrium-Puffer pH 8,6, Potentialgefille 6 V/iem,
Raunmtemperatur 147 (€, Laufzeit 8-9 Stunden, Firbung mit Amidoschwarz 10 B
(Baver) und Differenzierung in Methanol-Eisessig unter konstanten Bedingungen,
photometrische Ausmessung im Elphor-Geriit, Planimetrie.

b) Leberhomogenat: Yorgehen nach der von Adjutantis (14) angegebenen Methode
im selbstgebauten Gerit, ebenfalls Whatman-Filterpapier Nr. 1, Streifen 25 <4 em,
Boratpuftfer pH 8,6 und Ionenstirke (0,18, Potentialgefille 15 V/em, Laufzeit 14-15
Stunden, Auswertung wic oben.

3. Papierchromatographische Trennung von Aminosiuren,

s kamen die eindimensional absteizende und die zweidimensional aufsteigende An-
ordnung zur Anwendung. Als Triger beniitzen wir auch hier Whatman-Filterpapier
Nr. 1. Bei der eindimensionalen Chromatographie war die Grifle der BEitter so be-

-

messen (57 <32 em), dall Proben von Serum und Homogenat

a) nativ:

b) hvdrolysiert:

¢) nach Féllung der Proteine (direkt losliche Phase):

d) als Hydrolysat der rehomogenisierten Fillungsriickstiinde
von Yersuchs- unid Kontrolltieren gleichzeitig neben einer 0,2% igen Standardmischung
von 15 kituflichen Aminosiiuren anfgetragen werden konnten, womit innerhalb der
Chargen gleiche analytische Bedingungen gewiihrleistet waren. — Die Entproteinisie-
rung erfolgte mittels 969%,igen Alkohols. Nach scharfermn Zentrifugieren wurde der
alkoholisch-wiibrige Uberstand, der die freien Aminosiiuren und niedermolekularen
Peptide enthiilt, im Vakuum eingeengt und dann teils mit Aq. dest., teils mit 19%igem
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Athvlmaleinimid (15) auf ein bestimmtes Totalvolumen aufzefiillt. — Die Hydrolyse
fithrten wir — bei den Fiillungsriickstéinden nach der Rehomogenisierung in Aq. dest,
bzw. in einer 0,3%igen Glykocellonlisung — zum Teil mit 7 n Ammoniak, zum Teil
mit 6 n HCl in zugeschmolzenen Glasampullen bei 110-115" C (also unter leichtem
Uberdruck) wiihrend 24 Stunden durch. Die Hvdrolysate wurden anschlieBend im
VYakuum zur Trockene eingeengt und die Trockensubstanz mit einer bestimmten
Menge Aq. dest. quantitativ anfgenommen. — Als Losungsmittel dienten uns bei der
eindimensionalen Anordnung Butanol-Eisessig-Wasszer (4:1:1), bei der zweidimensio-
nalen als erste Phase die gleiche Mischung, als zweite Phase entweder Phenol-Wasser
oder - fiir die Paulische Diazoreaktion — Butanol-Methylithylketon-Wasser (2:2:1).
Laufzeiten von 23-24 Stunden gestatteten eine Charakterisierung der Aminosiuren
durch die absoluten Rg-Werte. Zur besseren Trennung der Komponenten mit niedrigen
Ri-Werten stellten wir daneben Durchlaufchromatogramme mit Laulzeiten von 93
bis 07 Stunden her und lieBen dabei zusiitzlich Losungen einzelner Aminosiiuren als
Markierungen zur Ermittlung der relativen Ry-Werte mitlaufen. — Die Papiere wurden
ausschlieBlich bei Zimmertemperatur getrocknet. — Als Entwickler verwendeten wir
Ninhydrin, daneben aufl parallel angefertigten Blattern auch p-Dimethylaminobenz-
aldehvd und diazotierte Sulfanilsiiure.

Methodische und technische Einzelheiten mit Literaturhinweisen finden sich bei
Turba (16), Cramer (17) sowie Wuhrmann und Wunderly (13).

In Anbetracht des groBen Anfalles an Chromatogrammen muliten wir auf exakte
kolorimetrische MeBmethoden verzichten und uns mit einer approximativen mengen-
milligen Schiitzung der einzelnen Komponenten oder Gruppen durch Vergleich der
FleckengroBe und Farbintensitiit mit Kontrollproben von bekanntem Gehalt bzw.
unter sich begniigen, Dieses Verfauhren, welches unter anderm von Brimley (18),
Fisher, Parson und Morrison (19) sowie von Polson (20) erprobt und empfohlen wurde,
vermag bei einiger Ubung und Erfahrung in der Beurteilung recht zuverlissige «semi-
quantitatives Auskiinfte zu geben,

Lrgebnisse

Die im Rahmen von 14-42 Stunden variierte Uberlebenszeit modifi-
zierte die Untersuchungsergebnisse kaum, jedenfalls nicht in cinem Aus-
malfl, daB sich Unterschiede bemerkbar gemacht hétten, die erheblich
aullerhalb der sonst beobachteten Streuungen gelegen wiiren. Unter
diesen Umstinden diirfen wir die Serien I-TV im folgenden als praktisch
einheitliche Gruppe gemeinsam besprechen.

Abgesehen von einer meist betrdachtlichen Erhéhung des Nichtprotein-
stickstoffes war der Gesamtstickstoff bei den durch Methanol geschiidigten
Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren durchwegs mehr oder weniger
stark erniedrigt. Die Methanolintoxikation hatte demnach zu einer Re-
duktion der Serum- und Leberproteine gefiithrt. Im Serum betrug die
Verminderung durchschnittlich etwa 20%,, im Leberhomogenat 10-129%,
(Kontrolltiere — 100%, -1 59, [Serum] bzw. + 6%, [Homogenat]).

Bei der Auswertung der papierelektrophoretischen Frgebnisse schenkten
wir unsere besondere Aufmerksamkeit der Frage, ob sich hier iihnliche
Verschiebungen in den Serumfraktionen objektivieren liellen wie seiner-
zeit bei Versuchen in vitro (21), wo wir nach Formolzusatz zu mensch-
lichem Serum in der Grioflenordnung von 35-70 mg®, eine Bandverbrei-
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terung im Bereich der ay- und §-Globuline sowie eine eklatante Vermin-
derung der y-Globuline feststellen konnten. Tatsdchlich schienen sich
entsprechende Tendenzen nun auch in den Tierexperimenten geltend zu
machen. Allerdings zeigten hier die mengenmifligen Relationen der
Fiweilifraktionen von Ratte zu Ratte eine gewisse biologische Streuung,
wodurch sich auch die Streubereiche der bei den Kontrolltieren einer-
seits und bel den Versuchstieren andrerseits ermittelten Resultate teil-
weise iiberlagerten. Deshalb hitten aus Finzelergebnissen nicht ohne
weiteres bindende Schliisse auf Verschiebungen in der prozentualen Ver-
teilung der Fraktionen gezogen werden kinnen. Die statistische Reihen-
auswertung ergab dann aber doch einigermalien signifikante Unter-
schiede, indem im Serum der methanolvergifteten Ratten -~ verglichen
mit den Kontrollen — der Durchschnittswert der y-Globuline um etwa
159, und derjenige der §-Globuline um rund 18%, niedriger war, wih-
rend die «y- und ¢,-Globuline sowie andeutungsweise auch die Albumine
eine relative Vermehrung zeigten.

Eine saubere Darstellung der Proteinfraktionen im Leberhomogenat
nach der von Adjutantis vorgeschlagenen Methode gelang uns nicht.
Selbst bei Normaltieren erhielten wir kaum je 5, sondern meistens nur
3 oder 4 unscharf getrennte Binder. Wir muliten deshalb auf cine Aus-
wertung verzichten,

Was die papierchromatographischen Untersuchungen betrifft, war so-
wohl auf quantitative wie auf qualitative Kriterien zu achten.

a ) quan.timti'v :

Die nativ aufgetragenen Seren und Leberhomogenate gestatteten
mengenmiBige Schitzungen nur sehr bedingt. Die Flecken der einzelnen
Aminosduren waren hier zerflossen und nur unscharf begrenzt. Diese
Verwaschenheit, die sich bei allen Proben mehr oder weniger stark mani-
festierte, diirfte am ehesten auf eine Elektrolytwirkung zuriickzufiihren
sein. Da wir aber im Hinblick auf die qualitative Beurteilung besonderen
Wert auf eine moglichst schonende Priparation legten, verzichteten wir
dennoch auf eine Entsalzung.

In den hydrolysierten GGesamtseren und -homogenaten der durch Me-
thanol geschidigten Ratten trat eine gewisse Verminderung der Amino-
sfuren in FErscheinung, die besonders bei den Komponenten mit niedri-
gerem Ri-Wert als Methionin zur Geltung kam. Eine andere Bedeutung
als die eines Analogons zur bereits besprochenen Reduktion des Gesamt-
eiweilles wird diesem Befund nicht beigemessen werden kénnen.

In den Konzentraten der alkoholisch-wiisserigen Uberstiinde, welche
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die freien Aminosduren und niederen Peptide enthielten, waren bei den
Versuchstieren die meisten Aminosiuren im Vergleich zu den Kontroll-
tieren eklatant vermehrt, und zwar im Serum in erster Linie Lysin, die
Gruppen Histidin/Histamin, Arginin/Asparagin sowie Glutaminsiure
und Prolin, dann im Leberhomogenat vor allem Glutathion, Cystin,
Histidin/Histamin, Taurin(?), Asparaginsiure, Glutaminsiure und
Threonin. Die Unterschiede traten im Leberhomogenat im allgemeinen
deutlicher hervor als im Serum.

.Die Aufarbeitung der Féillungsriickstinde zeitigte Ergebnisse, die sich
an diejenigen der hydrolysierten Vollseren und Homogenate anlehnten,
weshalb wir uns mit dem technischen Hinweis begniigen konnen, dal} die
Herstellung dauerhafter Suspensionen durch Rehomogenisierung 6fters
Schwierigkeiten bereiten und eine Fehlerquelle darstellen kann.

Soweit die zur Anwendung gelangte Methodik eine Aussage zuliBt,
fielen weder im Serum noch im Homogenat von Versuchstieren eine oder
mehrere Aminosduren in den wverschiedenen Fraktionen mengenmiBig
derart aus dem Rahmen, daBl von einer auffilligen Besonderheit hiitte
gesprochen werden konnen.

b) qualitativ:

Die Méglichkeiten einer Identifikation beschrinken sich bei der Papier-
chmmaingraphir: auf die Ermittlung des Ri-Wertes und des farberischen -
Verhaltens gegeniiber bestimmten Entwicklern. Qualitative Verdnde-
rungen des Aminosidurenbildes kénnen also zum vornherein nur in diesen
beiden Merkmalen zum Ausdruck kommen. Dall kleine Verschiebungen
in den R-Werten wegen der technisch bedingten Streubreite nicht
schliissig sind, ist einleuchtend. Bei groferen Abweichungen von der
Norm wiire anderseits selbst nach relativ langen Laufzeiten mit Uber-
lagerungen zu rechnen. Es kommt hinzu, dal} einzelne Aminosiduren unter
sich gleiche oder fast gleiche R-Werte besitzen und deshalb nicht prizis
differenziert werden kiénnen. Gesamthaft betrachtet wird deshalb eine
qualitative Auswertung auf der quantitativen basieren miissen. In die-
sem Sinne konnten wir nun Ausfiille oder ein Auftreten abnormer Kom-
ponenten mit aberrantem R; bzw. veréinderter Farbbarkeit in den von
Versuchstieren herrithrenden Proben nicht feststellen. Nach ammonia-
kalischer Hydrolyse und Entwicklung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd
traten zwar gelegentlich Phenolkérper mit der Wanderungsgeschwindig-
keit von Phenylalanin und der Farbnuance von Histidin in Erscheinung,
doch handelte es sich dabei mit aller Wahrscheinlichkeit um Denatu-
rierungsprodukte, die beim Spaltungsprozel} entstanden sind.
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Diskussion

Die Verabreichung von 06 g/lkg Methanol als Einzelgabe hatte bei
weillen Ratten innerhalb von 14—42 Stunden eine erhebliche Verminde-
rung des Gesamtproteingehaltes sowie cine Erhshung des Nichtprotein-
stickstoffes bei betriichtlicher Vermehrung der freien Aminosduren im
Serum und in der Leber zur Folge. Da sich an Kontrolltieren, die unter
gleichem Fiitterungsregime gestanden hatten, keine entsprechenden Ab-
weichungen von den an normal ernihrten Ratten erhobenen Befunden
objektivieren lielien, entféllt der nur kurzfristige Nahrungsentzug wiih-
rend der Versuche als Ursache der betreffenden Verdnderungen. Diese
diirfen vielmehr als Effekte der Methanolvergiftung qualifiziert werden,

Die Ergebnisse der Papierelektrophorese scheinen darauf hinzudeuten,
dall im Serum vor allem die griber dispersen Eiweill{raktionen, nimlich
die #- und y-Globuline alteriert worden seien. Diese lieBBen im statistisch
ermittelten Durchschnitt eine Tendenz zur Verminderung bei einer rela-
tiven Vermehrung der a- und e,-Globuline sowie weniger ausgepriigt
auch der Albumine erkennen. In A.‘ﬂi'll(lgi.i-! Zum Beg]‘i[r der « Linksver-
schiebung» (13) konnte also hier von einer angedeuteten « Rechtsver-
schiecbung» gesprochen werden. Die betreffenden Befunde stimmen im
Prinzip mit denjenigen iiberein, die wir nach Formolzusatz zu mensch-
lichem Serum in vitro erheben konnten und erhalten dadurch eine
gewisse Stiitze. Immerhin bediirfen sie der Verifizierung durch ein wesent-
lich erweitertes Beobachtungsgut und durch eine Verschiirfung der me-
thodischen Kautelen (z. B. freie Elektrophorese). Erst wenn sie sich be-
stitigen sollten, wiirden sich Erdrterungen iiber physikochemische
Grundlagen rechtfertigen.

Zur papierchromatographischen Darstellung des Aminosiurenbildes
entschlossen wir uns deshalb, weil diese Methode trotz ihrer relativen
Einfachheit am ehesten einen anniihernd vollstindigen Uberblick iiber
die Proteinbausteine zu geben vermag und weil uns in erster Linie die
Frage interessierte, ob gewisse Aminosiiuren eine besonders auffillige
Yermehrung oder Verminderung zeigen wiirden, aus welcher unter Um-
stiinden Riickschlilsse auf eine spezielle Bedeutung einzelner Komponen-
ten bei der Formaldehydentgiftung hitten gezogen werden kinnen. Die
Durchsicht der Chromatogramme unter diesem Aspekt ergab nun aber
keine konkreten Hinweise auf eine Sonderstellung bestimmter Amino-
sduren im Elltgiftl.mgsItlf‘uhanismus. Vielmehr waren die faBbaren Kom-
ponenten bei den methanolgeschidigten Ratten sozusagen generell ver-
mehrt, withrend Ausfiille oder ein Auftreten aberranter Kérper nicht
beobachtet werden konnten. Wenn dabei die Vermehrung einiger Amino-
siuren etwas auffilliger war als diejenige anderer, so diirfte dies teilweise
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in einem relativ hohen prozentualen Anteil an den EiweiBBkérpern, teil-
weise in einer fiir vergleichende Schitzungen giinstigen Konzentration
bzw. Farbnuance begriindet gewesen sein.

Es steht uns nicht zu, aus Tierexperimenten therapeutische Riick-
schliisse zu ziehen. Die bei unseren Untersuchungen beobachtete Eiweil-
verarmung in Serum und Leber vermag aber vielleicht die Durchfithrung
einer Plasmabehandlung von Methanolvergifteten (22) insofern zu recht-
fertigen, als durch eine solche MaBnahme nicht nur die Acidose bekiimpft,
sondern moglicherweise — im Sinne einer Substitution — auch einer Sté-
rung des Gleichgewichtes im EiweiBBhaushalt entgegengewirkt werden
konnte. In Anbetracht der grolen Bedeutung, welche den Proteinen im
Wasser- und Elektrolythaushalt des Korpers zukommt, halten wir es nicht
ohne weiteres fiir ausgeschlossen, daB die Hypoproteinimie einen patho-
genetischen Teilfaktor fiir die bei der Methanolvergiftung zu beobachtende
Wasseranreicherung im Gewebe darstelle, womit jedoch keineswegs ein
Einwand gegen die Hypothese einer Permeabilitdtsstérung als Folge einer
primiiren Endothel- und Membranschidigung (23, 24) erhoben sein soll.

_ Zusammenfassung

Wir verabfolgten weillen Ratten 6 g Methanol pro kg Korpergewicht
als Einzeldosis intrastomachal. Nach 14-42 Stunden zeigte sich bei ihnen
im Vergleich zu Kontrolltieren, die unter gleichem Erndhrungsregime
gehalten worden waren, eine Erhohung des Nichtproteinstickstoftes, eine
Vermehrung der freien Aminosiduren und eine Verminderung der Pro-
teine im Serum und in der Leber. Nach den papierelektrophoretischen
Untersuchungsergebnissen zu schlieBen, scheinen vor allem die §- und
y-Globuline alteriert worden zu sein. Die betreffenden Befunde bediirfen
noch der Verifizierung an einem grolleren Beobachtungsgut. Hinweise
auf eine Sonderstellung einzelner Aminosduren bei der Entgiftung er-
gaben sich bei der papierchromatographischen Darstellung nicht.

Résumé

L’on administre a des rats blanes, en une fois et par sonde intrastoma-
cale, une dose de méthanol de 6 g/kg de poids corporel. Aprés 14-42
heures, par rapport & d’autres rats témoins et soumis a un régime ali-
mentaire identique, 'on constate une augmentation de I’azote non pro-
téinique, une augmentation des acides aminés libres, et une diminution
des protéines sériques et hépatiques. En se basant sur les examens
d’électrophorése sur papier, il semble que ce sont surtout les §- et y-
globulines qui sont altérées. Ces résultats doivent encore étre con-
firmés par de plus grands nombres d’expériences semblables. Il ne
semble toutefois pas que certains acides aminés jouent un réle particu-
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lier dans les phénomeénes de désintoxication, du moins en ce qui concerne
les résultats obtenus par la chromatographie sur papier,

Riassunto

Vennero somministrati a topi bianchi, per introduzione diretta nello
stomaco, 0 g di Metanolo per kg di peso corporeo, in dosi singole. Dopo
14-42 ore gli animali presentarono, in confronto con animali di controllo
tenuti alla stessa dieta, un aumento dell’azoto non proteico e degli amino-
acidi liberi ed una diminuzione delle proteine del siero ¢ del fegato. In
base a risultati di ricerche di elettroforesi su carta pare trattarsi pre-
valentemente di una alterazione della globuline § e y. I reperti rispettivi
attendono da un pil ricco materiale statistico una ulteriore conferma.
Il procedimento di cromatografia su carta non permisse di trarre con-
clusioni positive circa un’attivita speciale dei singoli aminoacidi nella
disintossicazione.

Summary

We administered to white rats 6 g. of methanol/kg. body weight
intra-gastrically as a singel dose. After 14—42 hours, an increase of non-
protein nitrogen and free amino acids, and a decrease of protein in serum
and liver, was found in comparison with control animals kept under the
same conditions of diet. According to the results of paper electro-pho-
retic tests, it appears to be mainly the fg- and y-globulin which was
altered. These findings require further confirmation from a larger ma-
terial. There was no sign from the paper chromatographic tests of a par-
ticular role for any individual amino acid in the de-poisoning,.
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