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Institut fiir Pharmakologie und Biochemie
Veterindrmedizinische Fakultit der Universitit Ziirich

Gentechnologie im Dienste der Veterinirmedizin

Ulrich Hiibscher

I. Einfithrung und generelles Prinzip

Seit einigen Jahren diskutiert man offentlich und in Fachkreisen vehement iiber
die Auswirkungen einer Technologie, die man Genmanipulation, Gentechnologie,
Genchirurgie oder auch Rekombinanten-DNS-Technologie nennt. Im Reagenzglas
werden dabei von Menschenhand Erbsubstanzen verschiedenster Spezies kiinstlich
zusammengegeben. Das Uberfithren von Erbgut (Genen) von einem Organismus
(z.B. Pflanze, Tier, Mensch) in einen anderen (z.B. in das Darmbakterium Esche-
richia coli) hat verantwortungsbewusste Menschen sofort zu Fragen nach Sinn und
Zweck und moglichen Konsequenzen solcher Experimente veranlasst. Es soll in die-
sem Artikel und in zwei Nachfolgearbeiten versucht werden, erstens eine Einfithrung
in das generelle Prinzip der Gentechnologie zu geben, zweitens aufzuzeigen, welch
ungeheure Wissensvermehrung in der Grundlagenforschung dadurch in den letzten
Jahren erméglicht wurde und drittens Beispiele zu geben, die veranschaulichen, dass
bereits die ersten praktischen Anwendungen dieser Technologie fiir die Veterinar-
medizin und die Agrartechnologie in absehbarer Zeit Realitit werden.

Die Gentechnologie wurde bereits anlisslich der Vergabe des Nobelpreises an
den Basler Professor Dr. Werner Arber in dieser Zeitschrift gewiirdigt [1]. Die nun
folgenden Artikel verstehen sich als weitergehende Ausfithrungen mit den eben er-
wahnten Ausblicken in die Grundlagenforschung und in die praktische Tiermedizin.

Molekularbiologische Grundlagen

Schon bald nach der Strukturaufklirung der Erbsubstanz, der Desoxyribonu-
kleinsayre (DNS) im Jahre 1953 durch Watson und Crick [2] stellte sich heraus, dass
die DNS séimtlicher Lebewesen, vom Bakterium bis zum Menschen, aus den genau
gleichen Grundbausteinen aufgebaut ist. Die Baueinheit besteht aus einer Phosphor-
Sdure, einem Zucker (Desoxyribose) und einer der vier Basen Adenin (A), Gumn
(G)’ Cytosin (C) und Thymin (T) (Fig. 1). Millionen und in hoheren Zellen Mil-
liarden solcher Bausteine sind im DNS-Molekiil verkniipft und bilden einen langen
Faden. Das DNS-Molekiil liegt in der Natur meistens als Doppelstrangfaden vor,
bestehend aus zwej Einzelstringen, die umeinander verdrillt sind (sogenannte Doppel-

heﬁxstruktur). Die Doppelstringigkeit beruht auf der Komplementaritit der Basen.
‘\-—
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Fig. 1 Die Desoxyribonukleinsdure (DNS) als Tragerin der Erbsubstanz. Ein kurzer 1’&'173‘*“!”.1
ist schematisch dargestellt. P: Phosphorsiure; Z: Zucker = Desoxyribose; A: Adenin; G: Guanthh
C: Cytosin; T: Thymin.
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Adenin paart sich mit einem Thymin und Guanin mit einem Cytosin (Fig. 1). Die
Reihenfolge dieser Basen in der DNS ist der Kodierungsschliissel fiir die Eiweisse
(Proteine). Drei aufeinanderfolgende Basen (ein sogenanntes Basentriplett) bilden die
Kodierungseinheit fiir je eine der 20 Aminosiuren, aus denen die Proteine aufgebaut
sind. Bei vier verschiedenen Basen ergibt das eine Anzahl von 43 = 64 theoretisch
moglichen Basentripletts. Hievon kodieren 61 fiir die 20 natiirlichen Aminosduren,
wihrend drei Tripletts ausschliesslich als Stoppzeichen beim Uberschreiben der DNS
in die Boten-Ribonukleinsdure (mRNS) dienen (siehe nachster Abschnitt).

DNS —— BOTEN-RNS ———p EIWEISSE,

Ueberschreibung ENZYME
| Uebersetzung
ELLE
REPLIKATION MUTTERZEL

v STRUKTUR,
DNS FUNKTION

! .

|

TOCHTERZELLE

o2 Die Doppelrolle der DNS. Die DNS kodiert einerseits den Bauplan der Eiweisse, die fiir
Stml‘_:tur und Funktion der Zelle verantwortlich sind, und garantiert andererseits durch genaueste
®plikation (Verdoppelung) die Kontinuitit der Zellfunktion bei der Zellteilung.
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Nach der Entdeckung der DNS-Struktur entwickelte sich das molekularbiolo-
gische Dogma, das besagt, dass die genetische Information von der DNS auf die
mRNS (m = messenger = Bote) iiberschrieben (transkribiert) wird und dass die in
der mRNS weiterhin kodierte Sprache schliesslich an den Ribosomen in ein funk-
tionsfahiges Eiweiss iibersetzt (translatiert) wird. Dieser Vorgang ist grundsitzlich
nicht reversibel und muss ausserordentlich genau ablaufen, damit funktionsfihige
Proteine synthetisiert werden konnen. Die Proteine ihrerseits sind verantwortlich fiir
Struktur und Funktion der einzelnen Zellen und deshalb schliesslich auch fiir den
ganzen Organismus.

Die DNS hat in der Zelle eine Doppelrolle inne (Fig. 2): einerseits, wie oben
erwihnt, beinhaltet sie dank der Reihenfolge der Basen den linearen Bauplan fiir die
Proteine, andererseits muss sie diese Information bei der Zellteilung sehr genau an
die Tochterzellen weitergeben. Sie muss sich also korrekt verdoppeln (replizieren),
damit ihre Kodierungsfunktion in den Tochterzellen genau erhalten bleibt. Damit
wird letztlich die Kontinuitdt der Zellfunktion und des ganzen Organismus ermog-
licht.

Die DNS-Replikation ist ein semikonservativer Prozess (siehe Literaturzitat 3 als
Standardwerk der DNS-Replikation). Vor mehr als zwanzig Jahren konnte gezeigt
werden [4], dass je ein Strang der urspriinglichen DNS (Mutterstrang-DNS) als
Matrize dient, an die die neu zu synthetisierende DNS (Tochterstrang-DNS) nach
den vorhin erwihnten Regeln der Basenpaarung (A gegeniiber T und G gegeniiber C)
polymerisiert wird (Fig. 3). Fast gleichzeitig fand Arthur Kornberg, damals an der
Washington University in St. Louis, Missouri (USA), arbeitend, im Darmbakterium
Escherichia coli die DNS-Polymerase, ein Enzym, das an eine Mutterstrang-DNS eine
Tochterstrang-DNS synthetisieren kann, wenn dem Enzym nebst den Mutterstran-
gen noch vier aktivierte Basen (die Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) sowie der Kofaktor Magnesium angeboten werden [5]. Verschiedene
DNS-Polymerasen (im allgemeinen sind es drei Typen pro Organismus) mit zum Teil
genau bekannten Funktionsweisen in der DNS-Replikation, DNS-Reparatur und
DNS-Rekombination wurden seither in allen Geweben und Zellen gefunden, von
Prokaryonten bis hinauf zum Menschen (siehe Literaturzitat 6 als Ubersichtsarbeit)
Neuerdings scheint es sich zu zeigen, dass diese biologischen Schliisselenzyme in der
Evolution dusserst stark konserviert worden sind [7]. Ausser den DNS-Polymerasen
wurden noch etwa zwanzig weitere Proteine beschrieben, die in irgend einer Form 12
die Prozesse der DNS-Replikation eingreifen [3]. Viele sind, wie spiter erldutert
wichtige und unersetzliche Werkzeuge fiir die Gentechnologie geworden.

Bakterielle Eigenheiten, die die rationelle Grundlage fiir die Gentechnologie darstellen

Die Erhaltung artspezifischer Eigenschaften ist am auffalligsten in einfache?
Organismen, wie Bakterien, anzutreffen. Selbst wenn verschiedene bakterielle Arten
ein und denselben Wirt befallen, tauschen sie nur selten die genetische Informatio”
ihres Chromosoms aus. Dies hat die Frhaltung der Art iiber Jahrmillionen hinwe
garantiert. Es gibt nun allerdings eine Ausnahme: In gewissen Bakterien, Wi€ zul
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Beispiel im apathogenen Darmbakterium Escherichia coli K 12 gibt es ringformige
DNS-Abschnitte, die extrachromosomal vorkommen, und die man Plasmide nennt.
Sie konnen sich unabhingig vom Bakterienchromosom replizieren. Sie sind klinisch
von ausserordentlicher Bedeutung, das sie unter anderem die Information fiir viele
Resistenzfaktoren gegen Antibiotika tragen.

Es kann nun vorkommen, dass die Plasmide DNS vom eigenen Chromosom
aufnehmen und sie in eine andere Bakterienart iibertragen. Diese Geniibertragung
durch extrachromosomale Plasmide zwischen bakteriellen Spezies hat sicher in der
Evolution der Bakterien eine wichtige Rolle gespielt. Sie ist aber nicht universell in
der Natur, selbst nicht in Bakterien. Wie wiire sonst zu erkliren, dass seit der Ent-
deckung von Bakterien durch Louis Pasteur vor hundert Jahren, d.h. vor mehr als
einer Million (!) bakterieller Generationen, die meisten Spezies mehr oder weniger
dieselben geblieben sind? Andererseits sind gewisse Gene sehr ausgesprochen der
Geniibertragung unterworfen; man denke an die rasche Ausbreitung der Antibiotika-
resistenz.

Die erwihnte grundsitzliche Moglichkeit des Genaustausches zwischen Orga-
nismen bildet nun die biologische und rationelle Grundlage der Genmanipulation. Es
sind dies zusammenfassend: erstens die Erhaltung der bakteriellen Arten, zweitens
das Vorhandensein von extrachromosomaler DNS, den sogenannten Plasmiden,
drittens die Fahigkeit dieser Plasmide, fremde DNS in ihre eigene DNS einbauen zv
konnen und viertens die Figenschaft, diese «Fremd»-DNS zusammen mit ihrer
eigenen in der Wirtszelle replizieren zu kénnen. ’

Generelles Prinzip der Gentechnologie

Das Prinzip der genetischen Manipulation wurde durch einige bahnbrechende
Entdeckungen in den Fachgebieten der Biochemie, Molekularbiologie, Genetik, Viro-
logie und Mikrobiologie ermdglicht. Dazu gehoren die Postulierung, Entdeckung und
Anwendung der Restriktionsendonukleasen durch Arber, Smith und Nathans (zv-
sammengefasst in [8]). Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die scherenahnlich
die DNS an ganz spezifischen Sequenzen schneiden koénnen (Fig. 4). Bis heute sind
mehr als 350 solcher Enzyme gefunden und isoliert worden [9]. Ferner wurden
Enzyme wie DNS-Polymerasen, DNS-Ligasen, Terminale Desoxyribonuldeotidyl'
transferase, Reverse Transkriptase und verschiedene Endo- bzw. Exonukleasen genal
charakterisiert (zusammengefasst in [3] und [10]) und, wie spiter im Detail beschri¢
ben, in den Dienst der Genmanipulation gestellt. Die ersten Genmanipulationsexper®
mente wurden 1973 von mehreren Forschern an der Stanford Universitit und an def
Universitiat von Kalifornien in San Franzisco durchgefiihrt [11—13]. Anschliesset
wurde diese Technologie.in kiirzester Zeit in Hunderten von Labors auf der ganz®
Welt verfeinert und vereinfacht (siehe [10, 14, 15] als Ubersichten). Im folgenden sol
nun das Prinzip eines Genmanipulationsexperimentes beschrieben werden.

Beim Rekombinieren von DNS verschiedener Spezies unterscheidet man zwischen
einer «Fremd»- oder «Passagier»>-DNS und einer «Trigery- oder «Vektor)- DN
Die «Vektory-DNS (z.B. ein bakterielles Plasmid) muss folgende drei Eigenschaften
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Fig.4 Erkennungssequenz und endonukleolytischer Spaltungsschritt der Restriktionsendonu-
klease I aus Escherichia coli (Eco R I). Das Enzym erkennt eine spiegelbildliche Sequenz guf der
DNS und schneidet zwischen den gleichen zwei Basen (A-G) auf beiden DNS-Strangen (Pfeile).

aufweisen: erstens muss sie unabhingig vom Wirtzellgenom repliziert werden, zwei-
tens muss sie die «Passagiery-DNS aufnehmen konnen, unter Umstinden unter Aus-
tausch gegen einen Teil ihrer eigenen DNS, und drittens sollte sie mit hoher Effizienz
in die Wirtszelle eingefiithrt werden kénnen. Die «Passagiers-DNS kann eine DNS-
Sequenz jedes beliebigen Ausgangsmaterials (vom Virus bis zum Menschen) s.ein.

Als erstes miissen «Passagiery- und «Vektor»-DNS in reinster Form isoliert oe?er
Synthetisiert werden. Die «Passagiers-DNS enthilt das interessierende Gens Beim
(Vektory handelt es sich um eine genau definierte DNS-Art (z.B. um ein bestimmtes
Plasmid), deren Gewinnung meist in einfachen biochemischen Isoﬁemngsschﬂtten,
wie z.B. Dichtezentrifugation, durchgefithrt werden kann. Es gibt viele ve%rschle'de‘ne
Mbglichkeiten, «Passagiery-Gene zu gewinnen. Im folgenden (Fig. 5) soll ein Beispiel
néher erlautert werden. ‘

Es soll das Gen X kloniert werden. Von diesem kann man die Botenribonuk.lem-
saure (mRNS) mittels biochemischen Methoden rein isolieren. Die mRNS besitzen
an einem Ende, in der Fig. 5A mit 3’ bezeichnet, eine lange Sequenz'von Polyadeny-
latresten (poly A, Fig. 5A). An diesen poly A-Schwanz wird in vitro ein kiinstlich her-
gestelltes Oligo-dT-Fragment hybridisiert (Fig. 5B). Dieses dier.lt als Verankerung"s-
Punkt fiir das Enzym Reverse Transkriptase, das eine DNS-Kopie von.der mRNS fiir
das Gen X herstellt (Fig. 5B). Anschliessend kann man die mRNS mit Natronlauge
hydrOleieren und zuriick bleibt die komplementire DNS-Sequenz des Qenes X
(Fig, 5C). Diese wird mit dem Enzym DNS-Polymerase in die doppelstré‘mglgg Forr'n
Uberfiihrt (Fig. 5D). Das partiell einzelstringige haarnadelihnliche Ende wird mit
Clner einzelstrangspezifischen Endonuklease (S1 Nuklease) 1n die lineare Form iiber-

(Fig. 5E). Nun héngt man mit dem Enzym T4 DNS-Ligase sogenannte DNS-
Verbiﬂdllngsstiicke an beide DNS-Enden (Fig. 5F). Diese Verbindungsstiicke enthal-
en eine Schnittstelle fiir die oben erwihnte Eco R I-Endonuklease (Fig. 4, Fig. 5G).
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Die fertige «Passagiery-DNS wird auch als komplementire DNS (cDNS) bezeichnet,
weil sie eine Sequenz aufweist, die komplementér zur kopierten mRNS ist.

Nun wird auch die «Vektor»-DNS mit der gleichen Restriktionsendonuklease
geschnitten. Die Schnittstellen der «Passagiern-DNS (Fig. 5G) und der «Vektory-DNS
(Fig. 5H, 5I) sind spiegelbildlich und koénnen so auf Grund der Basenpaarungsregeln
hybridisiert werden (Fig. 5J). Schliesslich werden beide Enden mit Hilfe des Enzyms
DNS-Ligase verkniipft und man erhilt den geschlossenen Ring eines Rekombinanten-
molekiils (Fig. SK). Diese Rekombinantenmolekiile kénnen nun in Bakterien einge-
schleust werden, nachdem deren Zellwinde durchléssig gemacht werden. «Vektory-
(Plasmid-) und «Passagier»>-DNS werden nun im Wirtszellbakterium gleichzeitig
repliziert. ' '

In einem néichsten Schritt selektioniert man erstens diejenigen Bakterien, die den
«Vektory aufgenommen haben und zweitens anschliessend diejenigen, die nebst dem
(Vektory noch die gewiinschte «Passagiern-DNS enthalten. Da der «Vektory das
Gen fiir Tetrazyklinresistenz enthilt, haben alle Bakterien, die auf Tetrazyklin-Agar-
platten wachsen, den «Vektory aufgenommen. Fig. 6 zeigt das Prinzip des Nach-
weises des (Passagier»-Genes: auf einer Agarplatte, auf der tetrazyklinresistente Bak-
terien wachsen (Fig. 6A), wird ein Nitrozellulosefilter angepresst. Die durch diesen
(Abklatschy auf dem Filter haftenden Bakterien werden lysiert, die DNS denaturiert,
d.h. einzelstringig gemacht, und am Filter fixiert (Fig. 6B). Der Filter wird mit radio-
aktiver mRNS des klonierten Genes X inkubiert, die auf Grund der Basenpaarung an
die komplementire DNS hybridisiert (diese mRNS diente urspriinglich zur in vitro
Konstruktion des Genes und kann somit wieder als Erkennungsprobe eingesetzt
werden). Der Nitrozellulosefilter wird anschliessend gewaschen, um die nicht an kom-
plementire DNS gebundene RNS zu entfernen. Der Filter wird auf einen Réntgen-
film gebracht. Nach anschliessender Autoradiographie zeigt der Rontgenfilm an Orten
der RNS-DNS-Hybridisierung einen schwarzen Fleck (Fig. 6C). Der Rontgenfilm
wird nun unter die Referenzagarplatte gehalten (Fig. 6D), womit diejenige Kolonie,
die das Gen X enthilt, identifiziert werden kann. Dieser Klon wird aus der Agar-
platte isoliert und in grossen Mengen herangeziichtet. Aus der Bakterienkultur kann
schliesslich das Plasmid isoliert werden, das das Gen X enthiilt.

Was soll nun dieses klonierte Gen? In zwei Folgeartikeln soll versucht werden,
die Bedeutung der Gentechnologie zu erlautern. Es werden erstens einige ba,hg-
brechende neue Erkenntnisse der Grundlagenforschung dargestellt und es w1rd zwei-
tt?ns gezeigt, dass bereits die ersten praktischen Erfolge fiir die Veterinirmedizin und
die Agrartechnologie Wirklichkeit geworden sind.

Zusammenfassung

. Die Gentechnologie wurde durch eine Reihe bahnbrechender Entde{:kungen i.n Grl}ndlag?n-
Wissenschaften wie Biochemie, Molekularbiologie, Genetik, Mikrobiologie und Virologie ermog-
licht. Reagenzglas werden dabei Desoxyribonukleinsiuren (DNS) verschiedenster Spezies zu-

ff‘ig- 5 Herstellung einer doppelstringigen «Passagier»-DNS (cDNS) aus mRNS und Rekombina-
100 mit einer «Vektory-DNS. Details siche Text.
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sammengegeben und verkniipft. Einerseits benétigt man eine «Vektor»-DNS (vielfach eine soge-
nannte Plasmid-DNS, die sich in Bakterien extrachromosomal autonom vermehren kann) und ande-
rerseits eine (Passagiery-DNS. Letztere kann eine Nukleinsiure irgendwelcher Herkunft sein. Die
entstehende Rekombinations-DNS kann nun in einen nicht pathogenen, durchlissig gemachten
Stamm des Darmbakteriums Escherichia coli gebracht werden. Mit geeigneten Nachweisverfahren
wird ein Klon selektioniert, der das «Passagiers-Gen trigt. Das klonierte Gen kann in grossen
Quantitdten isoliert und analysiert werden. Schliesslich kann das Bakterium das eingeschleuste
Gen ihrer eigenen Proteinsynthese unterstellen. Bakterien konnen so Eiweisse (Hormone, Antigene,
Antikorper) in grossen Mengen herstellen, die fiir die Medizin und Veterindrmedizin von ausser-
ordentlicher therapeutischer Wichtigkeit sind. '

Résumé

La technologie génétique a été rendue possible grice 4 une série de découvertes sortant du
commun, relevant de sciences telles que la biochimie, la biologie moléculaire, la génétique, la mi-
crobiologie et la virologie. En laboratoire, on assemble pour cela les acides desoxyribonucléiques
(ADN) des espéces les plus différentes et on les lie ensemble. On a besoin d’une part d'un ADN-
«vecteury (souvent un plasmide, qui peut se reproduire dans les bactéries de fagon autonome
en dehors du chromosome) et d’autre part d'un ADN-«passagery. Ce dernier peut étre un acide
nucléique de n’importe quelle provenance. La recombinaison ’ADN ainsi obtenu peut maintenant
étre introduit dans une souche de E. coli, germe qui appartient 4 la flore intestinale, une souche
non-pathogene qui a au préalable été rendue réceptive. A l'aide de techniques de mise en évidence
appropriées, on sélectionne un clone qui porte le géne «passagery. Le géne cloné peut ainsi étre
isolé en grande quantité et analysé. Finalement, la bactérie peut utiliser ce géne pour la synthése
de ses propres protéines. Les bactéries peuvent ainsi produire de grandes quantités de protéines
(hormones, antigénes, anticorps) qui ont en médecine humaine et en médecine vétérinaire une trés
grande importance thérapeutique.

Riassunto

La tecnologia genetica ¢é stata resa possibile per mezzo di una serie di scoperte rivoluzionarie
nel campo di dottrine di base quali la biochimica, la biologia moleculare, la genetica, la microbiolo-
giaela virologia. E possibile mescolare nella provetta acidi desossiribonucleici (DNA) di diverse
specie e unirli. Da un lato & necessario un DNA-vettore (spesso un cosiddetto plasmida-DNA cl.le
$i pud riprodurre autonomamente nei batteri al fi fuori dei cromosomi) e dall’altro lato & necessario
un DNA-«passeggero». Quest’ultimo pud essere un acido nucleico di una provenienza. qua151a§1. .Il
DNA di ricombinazione cosi ottenuto pud essere portato in un ceppo’non patqgeno di Escherichia
coli reso permeabile. Con un opportuno sistema di dimostrazione si ‘selemo'na un clono, ghe
irasporta il gene «passeggeroy. Il gene clonato pud essere isolato ed analizzato in grosse quantita.
Infine il germe pud sottoporre il gene cosi inserito alla propria sinte§i proteica. I germi possono
cosi produrre grandi quantit di proteine (ormoni, antigeni, anticorpi), che sono di straordinaria
mportanza per la medicina umana e veterinaria.

Summary

Recombinant DNA-technology owes its discovery largely to basic _science dOIlE': in biochemi-
stry, molecular biology, microbiology, genetics and virology. DNA of different species are recom-
bined in vitro, A «vectory-DNA (e.g. a plasmid DNA, which is able to replicate autpnomously in
ba"teﬁa) and a (passengery-DNA (a DNA of any source) are join_ed. The recombinant _DNA is
'niroduced into a non-pathogenic permeable Escherichia coli bacterium. Clones of bacteria which
carry the introduced gene can be selected. The cloned gene can be isolated in large quantities and

Fig. 6 Prinzip de; Kolonienhybridisierung zur Identifizierung einer gesuchten «Passagiery-DNS,
Welche dem Gen X entspricht. Details siehe Text.



492 Ulrich Hiibscher

analysed in various ways. Finally, the gene product, a protein, can be synthesised by the bacterial
protein-synthesis machinery. These gene products include a wide variety of proteins such as
hormones, antibodies etc. which are very important for practical veterinary and human medicine.
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VERSCHIEDENES

Neue Zeitschrift iiber Priventive Veterinirmedizin

Im Verlag Elsevier (Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam und Elsevier/North
Holland Inc. New York) kommt eine neue Zeitschrift «Preventive Veterinary Medicine» heraus, die
vierteljahrlich erscheinen soll, mit Band 1 von Sommer 1982 bis Dezember 1983. Als Hauptheraus-
geber zeichnet Prof. Hans P. Riemann vom Department of Epidemiology and Preventive Medicint
der tierirztlichen Schule in Davis, Kalifornien. Das erste Heft wird eingeleitet durch einen Al‘_tl_k‘?1
aus der Feder von Calvin W. Schwabe, dem Autor des bekannten Buches «Veterinary Medici¢
and Human Healthy (2. Aufl., Williams & Wilkins, Baltimore 1969) mit dem bezeichnenden Titel
The current epidemiological revolution in veterinary medicine. Auch die andern Beitrige stamme?
— mit einer Ausnahme — von Fachleuten aus den USA.

Der Abonnementspreis betrigt 160 Gulden oder 64 Dollar einschliesslich Versandspese®:
so dass mit den etwas schwer durchschaubaren Wechselkiinsten unseres Buchhandels das Heft 2
35 bis 40 Franken zu stehen kommen diirfte. RFE,b
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