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e x p f r i e n c e s  n o u s  a v o n s  observd,  p a r  r a p p o r t  a u x  tdmoins ,  
une  a l c a l i n i s a t i o n  n e t t e .  H.  SARLET e t  M. FLORKIN 

L a b o r a t o i r e s  de  b ioch imie ,  U n i v e r s i t 6  de  Libge,  
Be lg ique ,  le 10 ju in ,  1949. 

Summary 

T h e  u t i l i z a t i o n  of b e e s w a x  b y  t h e  b a c t e r i u m  i so l a t ed  
by  LOZET a n d  FLORKIN f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t  of 
t h e  w a x m o t h  h a s  b e e n  s t u d i e d .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  
b a c t e r i u m  ut i l izes  m o s t l y  t h e  ac ids  of  t h e  wax ,  b u t  a lso 
a c e r t a i n  a m o u n t  of es ters .  

Hfihnerplasmas umfallt die Leukozytenschicht und erlaubt das 
Sehneiden yon gleichmiUtigen ~Leukozytenwtirfeln~ yon ca. 2 mm 
Kantenl/inge. Diese Leukozytenwiirfel werden in CarreI-Flaschen ver- 
bracht welche 0,8 cm a Nativ- oder Zitratplasma +0,8 cm a iso- 
tonisch gehaltener Zus~itze in Tyrode enthalten. Abwarten der Ge- 
rinnung. - In den Brutschrank bei 880 verbracht, zeigen die Leuko- 
zytenwfirfel nach 3-12 Stunden eine unter gleiehmiil3igen Versuchs- 
bedingungen gleichm~iSige Auswanderung, die bis 10 mmim Dureh- 
messer betragen kann (Abb. I). Das ftir diese Versuche verwendete 
Venenblut stammte yon Patienten mit akuten Entziindungszu- 
st~inden mit ca. 15000 Leukozyten pro cm a Blut. 

Das Zitratplasma wurde gewonneu aus Blur yon 0,35% Zitrat- 
gehalt. Zur RekaIzifizierung wurde pro 1 cm s Zitratplasma 0,175cm 3 
einer 1,29%igen CaCll-L6sung verwendet. 

Die Wirkun[~ von Kalzium und Serum 
auf die Wanderung von zitratgeschfidigten 

menschHchen Leukozyten 
T r i b a s i s c h e s  N a t r i u m z i t r a t  v e r u r s a c h t  bei  e ine r  K o n -  

z e n t r a t i o n  v o n  0 , 2 - 0 , 3 5 %  in d e f i b r i n i e r t e m  B l u t  e ine  
fas t  vol ls t~,ndige H e m m u n g  de r  K o l i p h a g o z y t o s e  m e n s c h -  
l icher  L e u k o z y t e n .  Diese  H e m m u n g  k a n n  d u r c h  Z u g a b e  
v o n  CaCl~ n i c h t  vo l l s t~nd ig  a u f g e h o b e n  we rden .  G i b t  
m a n  zus / i tz l ich  z u m  reka t z i f i z i e r enden  CaC12 n o c h  e t w a s  
n a t i v e s  S e r u m  zu, so e r l a n g e n  die z i t r a t g e h e m m t e n  
L e u k o z y t e n  wiede r  vol le  P h a g o z y t o s e  (ALLG6WER~). 
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Abb. 2. Wanderungsversuch unter Zitrat-, Kalziumchlorid- und 
SerumeinfluB. 

Abb. 1. Leukozytenkultur uach 12 Stunden. Im Zentrum ,Leuko- 
zytenwiirfel*, darum herum Auswanderungszone. 

Es  s ch ien  y o n  In te resse ,  die q u a n t i t a t i v e n  Verh / i l t -  
nisse d e r  L e u k o z y t e n w a n d e r u n g  u n t e r  Z i t r a t e i n w i r k u n g  
m i t  d e n  B e f u n d e n  be i  de r  K o l i b a z i l l e n p h a g o z y t o s e  zu 
ve rg le i chen .  D a b e i  m u B t e  uns  i n t e r e s s i e r e n  : 

a) Die  h e m m e n d e  W i r k u n g  v o n  N a t r i u m z i t r a t  a u f  die  
W a n d e r u n g .  

b) Die  r e s t i t u i e r e n d e  W i r k u n g  v o n  CaCI=. 
c) Die  r e s t i t u i e r e n d e  W i r k u n g  v o n  CaCl z + S e r u m .  

Tcchnik. Auf der Methodik yon KIA~R ~ fuBend haben wit eiuen 
fiir menschliche Leukozyten brauchbaren, quantitativen Auswande- 
rungstest ausgearbeitet: Schouend defibriniertes Venenblut wird 
zentrifugiert, das Serum abpipettiert und die Zellen in Hiihner- 
plasma aufgenommen. Das Gemisch wird sofort ~ieder zentrlfugiert. 
Dabei tri t t  Gerinnung ein. Das nichtkontraktile Koagulum des 

1 M. ALLGOWER, Helv. chit. acta 14, 483 (1947); 16, 75 (1949); 
Schweiz. med. Wschr. 1 und 2 0947). 

S. KIAER, Arch. exp. Zfschg. 1, 289 (1925). 

N a c h  Abb .  2 g i b t  N a t r i u m z i t r a t ,  gepr i i f f  n a c h  d e m  
b e s c h r i e b e n e n  Tes t ,  e ine  f a s t  v o l l s t ~n d i g e  H e m m u n g  d e r  
L e u k o z y t e n w a n d e r u n g .  Als  K o n t r o l l e  d i e n t e  die Aus-  
w a n d e r u n g  in  f r i sch  g e w o n n e n e m  N a t i v p l a s m a  + T y r o d e  
ode r  T h r o m b i n t y r o d e .  Rek a l z i f i z i e r en  des  Z i t r a t p l a s m a s  
m i t  CaC12 v e r m a g  die H e m m u n g  n u r  te i lweise  zu be-  
h e b e n .  Z u s a t z  y o n  0,2 c m  s S e r u m  zu d e m  reka lz i f iz ie r -  
t e n  P l a s m a  p ro  C a r r e l - F l a s c h e  e r g i b t  e inen  b e m e r k e n s -  
w e r t e n  M i g r a t i o n s e f f e k t .  I m  n i c h t r e k a l z i f i z i e r t e n  P l a s m a  
is t  die S e r u m w i r k u n g  f a s t  g le ich  Null .  

I n  16 V e r s u c h e n  b l i eb  die r e s t i t u i e r e n d e  W i r k u n g  des  
CaCI~ a u f  die W a n d e r u n g  z i t r a t g e h e m m t e r  L e u k o z y t e n  
d e u t l i c h  h i n t e r  d e r  W i r k u n g  v o n  CaCl= + n a t i v e m  
P l a s m a  o d e r  S e r u m  zurfick.  I n  dre i  V e r s u c h e n  w a r  d a -  
gegen  d u r c h  S e r u m z u g a b e  k e i n e  w e s e n t l i c h e  S t e i g e r u n g  
d e r  W a n d e r u n g  f iber  die K a l z i u m w i r k u n g  h i n a u s  zu er-  
r e i chen .  I n  dre i  F~ l l en  e r fo lg te  i m  e i g e n e n  P l a s m a  d e r  
L e u k o z y t e n  sowohl  n a c h  Rek a l z i f i z i e r en  wie  n a c h  Zu-  
g a b e  y o n  S e r u m  k e i n e  W a n d e r u n g ,  w ~ h r e n d d e m  die  
g l e i chen  L e u k o z y t e n  in  f r e m d e m  P l a s m a  g u t e W a n d e r u n g  
ze ig ten .  E s  h a n d e l t e  s ich  d a b e i  zwe ima l  u m  e n t z f i n d l i c h e  
G a l ' l en w eg s a f f ek t i o n en  m i t  e r h 6 h t e n  G a l l e n s t o f f e n  i m  
Blu t ,  e i n m a l  u m  eine a k u t e  A d n e x i t i s  als  H e r k u n f t s -  
que l le  d e r  L e u k o z y t e n ,  des  P l a s m a s  u n d  des  Se rums .  

E s  w a r  n o c h  die  F r a g e  zu prf i fen,  ob  die s t6ch io -  
m e t r i s c h e  K a l z i u m m e n g e  d en  b e s t e n  W a n d e r u n g s e f f e k t  
e rg ib t .  A b b .  3 ze ig t  die W i r k u n g  s t e i g e n d e r  K a l z i u m -  
m e n g e n  au f  die L e u k o z y t e n m i g r a t i o n  i m  Z i t r a t p l a s m a .  
Tats~ichl ich  e r g i b t  0,14 CaC1, p ro  0,8 c m  s Z i t r a t p l a s m a  
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den op t ima len  Wande rungse f f ek t .  Hi ,he re  RLengen 
wi rken  rasch h e m m e n d .  -- A u c h  in d iesem Versuch  
wurde  der  Vergle ich  mi t  Se rumzugabe ,  zus~tz l ich  zur  
Rekalz i f iz ie rung,  gemach t .  Zugabe  yon  0,2 cm 8 S e r u m  
v e r m a g  bei 0,07 sowie 0,14 CaCI~ die W a n d e r u n g  t iber  
die K a l z i u m w i r k u n g  h inaus  zu f6rdern.  I n t e r e s s a n t e r -  
weise ist  die S e r u m w i r k u n g  auch  dann  noch  deut l ich ,  
wenn  das M e d i u m  schon eine h e m m e n d e  K a l z i u m -  
k o n zen t r a t i on  enth/~lt. 
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Abb. 3. Wirkung steige~xder Kalziummengen auf Leukozyten- 
wanderung in Zitratplasma (zweite Reihe unter Serumzugabe). 

Die Versuche  zeigen, daB die VerhAltnisse der  Migra-  
t i o n s h e m m u n g  mensch l i che r  L e u k o z y t e n  durch  t r i -  
basisches N a t r i u m z i t r a t  i thnlich l iegen wie bei  de r  
P h a g o z y t o s e h e m m u n g  gegenf iber  E .  coll. D u t c h  Z i t r a t  
we rden  mindes t ens  zwei  ftir die Migra t ion  wich t ige  
E l e m e n t e  (dnaktiviert) , :  1. Die freien Ka lz iumionen ,  2. 
Se rumfak to ren ,  deren  N a t u r  noch  u n k l a r  ist. Dies  s t eh t  
in e inem gewissen Gegensa tz  zu den B e f u n d e n  yon  
DELAUNAY l, der  in der  Z i t r a t h e m m u n g  der  L e u k o z y t e n -  
w a n d e r u n g  e inen bloBen K a l z i u m m a n g e l e f f e k t  s ieht  -- 
a l lerdings  a rbe i t e t e  er  m i t  sehr  a k t i v e n  E x s u d a t l e u k o -  
zy t en  -- .  I n  ihrer  Wanderungs fAhigke i t  d u t c h  Z i t r a t  ge- 
h e m m t e  L e u k o z y t e n  e r langen  wieder  vol le  Bewegl ich-  
ke i t  nach  Zufuhr  yon  K a l z i u m i o n e n  und  (( Serumfaktor)~. 

~¢~. ALLGOWER 

Chirurgische Univers i tAtsk l in ik  Basel ,  den  12. J u l i  
1949. 

S u m m a r y  

In  the  inh ib i t ion  of the  mig ra t i on  of h u m a n  leucocy tes  
by  t r ibas ic  sod ium c i t r a t e  cond i t ions  arc  s imi lar  to  
those  in the  inh ib i t ion  of phagocy tos i s  d i r ec ted  aga ins t  
E.  coll. A t  leas t  two  e l emen t s  i m p o r t a n t  for t he  mig ra t i on  
are i n a c t i v a t e d  b y  c i t r a t e :  (1) t he  free ca lc ium ions, (2) 
s e rum fac tors  whose  n a t u r e  is y e t  unclear .  The  inh ib i t ion  
of t he  m i g r a t i o n  of l eucocy tes  by  sod ium c i t r a t e  is 
revers ible .  Leucocy tes  inh ib i t ed  by  c i t r a t e  acqu i re  full  
c a p a c i t y  to  mig ra t e  aga in  a f te r  add i t ion  of ca lc ium ions 
and  " s e r u m  f ac to r " .  

1 A. DELAUNAY, Ann. Inst. Pasteur 70, 372 (1944). 

Curve di solubil i th delle prote ine  p l a s m a t i c h e  
in m i s c e l e  a c q u a - m e t a n o l o  a freddo 

La  d i m o s t r a t a  uti l i tA de l l ' impiego  di so lven t i  organici  
nel  f r a z i o n a m e n t o  di miscele  p ro t e i che  (ConN e collA) 
mi  ha  sugger i to  lo s tud io  di cu rve  di solubilitA delle 
p ro te ine  p l a sma t i che  in soluzioni  di m e t a n o l o  a con- 
cen t raz ione  crescente ,  a bassa  t e m p e r a t u r a ,  in alcune 
condiz ioni  di PH e di forza ionica.  Lo scopo prefisso era 
l ' e l aboraz ione  di un  m i c r o m e t o d o  di f r az ionamen to  
p l a sma t i co  che a l largasse  al la  d i f ferenziaz ione  delle 
g lobul ine  la  t ecn ica  p ropos t a  da  PILLEMER e HUTCH- 
INSON z. 

Ogni  c u r v a  cons i s t eva  di 32 f raz ionament i ,  nei quali  
r i m a n e v a  cos t an t e  la forza ionica,  m e n t r e  v e n i v a  va-  
r i a ta  la concen t raz ione  (in vo lume)  di m e t a n o l o  di 2 in 
2 % t r a  0 e 62 %. I1 p l a sma  u t i l i zza to  (plasma ossa la ta to  
p r o v e n i e n t e  da  sogget t i  adu l t i  normal i )  v e n i v a  t ampo-  
n a t o  con soluzioni  di  a ce t a to  di sodio di PH e forza 
ionica  (#) no te ;  il PH r i su l t an te  dal la  misce la  p l a sma  + 
t a m p o n e  v e n i v a  d e t e r m i n a t o  con po tenz iome t ro .  La 
forza ionica  f inale  (dopo l ' a g g i u n t a  di metanolo)  venne  
v a l u t a t a  essere 0,036 in 6 curve,  a t t r i b u e n d o  al p lasma 
una  forza ionica  di 0,16 (secondo VAN SLYKE e co11.3). 
Pe r  una  c u r v a  venne  usa to  un t a m p o n e  d i  fosfa to  di 
potass io  0,3 mola re  PH 6,5: la  forza  ion ica  f inale  in 
ques to  caso fu v a l u t a t a  essere 0,092. La  g a m m a  di PH 
venne  scel ta  t r a  6 e 7, cio6 in una  zona  i n t e r m e d i a  t r a  i 
va lor i  u t i l i zza t i  da  COHN e coll. per  il f r a z i o n a m e n t o  dei 
va r i  g rupp i  di globul ine,  a sp i r ando  a raggiungere ,  in 
ques te  condizioni ,  la d i f ferenziaz ione  pifl n e t t a  possibile 
per  il magg io r  n u m e r o  di componen t i .  Le  singole opera-  
zioni, dopo l ' a g g i u n t a  del  t a m p o n e ,  v e n i v a n o  esegui te  a 
t di - 1  °, -2° :  dopo l ' a g g i u n t a  di m e t a n o l o  i campion i  
v e n i v a n o  m a n t e n u t i  pe r  m e z z ' o r a  a t di - 1  °, -2° ;  indi 
cen t r i fuga t i  pe r  15' a 2000 giri  in cen t r i fuga  r a f f r edda ta  
a t di - 1  °, - 2  o. Sul  sop ra s t an t e  v e n i v a  d e t e r m i n a t o  in 
doppio  c a m p i o n e  l ' a zo to  pro te ico  con incener imento ,  
dis t i l lazione in correr)te di v a p o r e  e t i to laz ione  finale 
iodomet r ica .  

L ' a n d a m e n t o  delle cu rve  p resen ta te ,  fig. 1, r icorda  in 
m o d o  mol to  ev iden t e  l ' a s p e t t o  genera le  delle cu rve  di 
sa l a tu ra  con sali  neu t r i  (fosfato di sodio BUTLER e 
~ O I q T G O M E R Y  4 ; L E U T H A R D T  e = ~ U H R M A N N  5 ; D E R R I E N  6 ; 

et al.; solfa to  di sodio:  HOWET; ~M~AJOORS); t u t t a v i a  la 
d i f ferenziaz ione  delle singole f razioni  s e m b r a  essere pifi 
ne t ta .  Sono r iconoscibi l i  a l m e n o  9 componen t i ,  t a lo ra  
n e t t a m e n t e  sepa ra t i  dai  cont igui ,  a l t re  vo l t e  parzia l -  
m e n t e  sovrapponen t i s i .  I s ingoli  acc iden t i  si r ipe tono,  
helle va r ie  curve ,  con simile  f i s ionomia  e posiz ione:  t r a  
le va r i az ion i  di posiz ione osservabi l i ,  t a lune  possono con 
una  ce r ta  probabi l i tA essere a t t r i b u i t e  a va r i az ione  del 
PH: cost il c o m p o n e n t e  p rec ip i t an t e  t r a  22 e 24% di 
m e t a n o l o  a PH 6,95 pare  pa ragonab i l e  con quel lo  preci-  
p i t a t o  t r a  30 e 34 % di m e t a n o l o  a PH 6,1--6,2. Al t re  i rre-  
golar i  e, di regola,  m e n o  m a r c a t e  di f ferenze nel la  posi- 
z ione dei singoli  t r a t t i  nelle va r ie  cu rve  sono pih diffi- 
c i lmen te  in tc rpre tab i l i ,  m e n t r e  non  si pub esc ludere  che 
possano r i en t ra re  n e l l ' a m b i t o  de l l ' e r ro re  sper imenta le .  
L ' a u m e n t o  del la  forza ionica  da  0,036 a 0,092 non ha  
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