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N-Phthalyl-DL-isoglutamin zdhlt zu den mengen-
miBig dominierenden Hydrolysenprodukten des Tha-
lidomids. Dieser Metabolit konnte aus dem Urin ver-
schiedener Laboratoriumstiere isoliert werden:2 und
lieB sich auch beim Menschen nach Thalidomid-Gabe
nachweisen 3: 4, N-Phthalyl-DL-isoglutamin zeigte ebenso
wie die anderen bisher gepriiften Hydrolysenprodukte
des Thalidomids in zahlreichen Tierversuchen keine
teratogene Wirkung 1577,

Dieser Befund kénnte darauf zuriickgehen, dall die
Metabolite unter den angewandten Applikationsbedin-
gungen nicht an die Frucht gelangen® So erweisen
sich N-Phthalyl-pL-glutaminsdure 8 und N-Phthalyl-pL-
glutamin ® als teratogen, wenn sie mit Hilfe von
Tween 20 in Losung gebracht und SWS-Méusen intra-
peritoneal verabreicht werden. Daher soll auch N-Phtha-
lyl-DL-isoglutamin unter diesen Bedingungen gepriift
werden. AuBerdem wird DL-Isoglutamin getestet, ein
in vivo nachgewiesenes Hydrolysenprodukt des Thali-
domids 2, das bisher noch nicht teratologisch untersucht
wurde.

Material und Methoden

Aus N-Phthalyl-pL-glutaminsiureanhydrid wurde iiber
N-Phthalyl-DL-glutaminsdure-5-benzylester (Schmp. 76
bis 78 °C, aus Benzol/Petrolither) zunichst N-Phtha-
lyl-DL-isoglutamin-benzylester vom Schmp.129 —131°C
(Athanol) hergestellt 12, Die fiir die weitere Umsetzung
zu N-Phthalyl-DL-isoglutamin bzw. DL-Isoglutamin an-
gegebenen Vorschriften 1 wurden vereinfacht und pri-
zisiert: 3,66 g (10 mMol) N-Phthalyl-DL-isoglutamin-
benzylester werden in 80 ml warmem Athanol gelést.
Nach Zugabe von 20 ml Wasser, 0,5 ml Essigsiure und
400 mg Pd-Kohle hydriert man bei 60 °C/1 at bis zur
Aufnahme der berechneten Wasserstoffmenge. Der Kg;
talysator wird abzentrifugiert und der Uberstand unter-
halb 50 °C zur Trockne eingedampft. Der Riickstand
ergibt nach Umkristallisieren aus Athanol und Trock-
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nen iitber CaCl, analysenreines N-Phthalyl-DL-iso-
glutamin. Ausbeute 2,35 g (85% d. Th.), Schmp. 184
bis 185 °C (vgl. L. e. 1:11),

CISHI2N205 {2?6&3)
Ber. C 56,53 H 4,38 N 10,14,
Gef. C 56,34 H 4,36 N 10,13.

Zur Gewinnung von DL-Isoglutamin %! werden
2,76 g (10 mMol) N-Phthalyl-DL-isoglutamin in 3,2 g
einer 20-proz. wilrigen Hydrazin-Losung (20 mMol)
eingetragen. Man liBt 2 Tage im Eisschrank stehen,
versetzt mit 100 ml 50-proz. Essigsidure und saugt nach
einer Stde. das ausgefallene Phthalylhydrazid ab. Das
Filtrat wird bei 50 °C im Vakuum eingedampft und
der Riickstand in 100ml siedendem Wasser geldst.
Nach dem Abkiihlen auf 0 °C trennt man weiteres
Phthalylhydrazid ab und dampft wiederum ein. Der
Riickstand wird in 6 ml heiBem Wasser aufgenommen
und die Losung mit ca. 10 ml Aceton versetzt. Kiihlen,
Absaugen und Nachfillen mit Aceton ergibt insgesamt
1,08 g (74% d. Th.) chromatographisch reines DL-Iso-
glutamin. Farblose Kristalle, die sich ab 180 °C unter
Dunkelfarbung zersetzen.

C;HioN:0, (146,2)
Ber. C 41,09 H 690 N 19,17,
Gef. C 41,06 H 680 N 19,38

Fiir die teratologische Priifung der Substanzen wur-
den Losungen in einem Gemisch von physiologischer
Kochsalzlosung und Tween20 (3 : 1) hergestellt und
innerhalb einer Stde. nach der Zubereitung appliziert.
Die intraperitoneale Injektion erfolgte am 9.Tag p.c.
bei Miusen des Swiss-Inzuchtstammes SWS 53/65. Ex-
perimentelle Einzelheiten iiber Tierhaltung, kiinstliche
Besamung, Schnittentbindung und Untersuchung der
Wiirfe auf embryotoxische Wirkungen finden sich unter
| ET R

Ergebnisse und Diskussion

Nach Gabe von 100 mg/kg N-Phthalyl-DL-isoglutamin
betrigt die Resorptionsrate R/I 31,0%; 2 von 40 Feten
(5,0%) sind miBgebildet (Tab., Gruppe I). Mit stei-
gender Dosierung nimmt die Fruchtschidigung zu: Die
Wiirfe der mit 200 mg/kg behandelten Miuse weisen
mit 43,3% eine statistisch signifikante Erhchung der
Resorptionsrate gegeniiber den Kontrolltieren (Gruppe
III) auf; die MiBbildungsrate M/F betrigt jetzt 10,5
Prozent. Die aufgefundenen Anomalien liegen im Be-
reich der Wirbelsdule, der Rippen und der Extremiti-
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Gruppe Verabreichte Dosis Mutter- Implan- Resorptionen Feten
Nr. Substanz tiere tationen Gesamt  MiBgebildet
1 R R F M M
I F
[%] [%]
1 N-Phthalyl-pr-isoglutamin & 50 mg/kg 3 39 5 12,8 34 0 0
100 mg/kg 5 58 18 31,0 40 2 5,0
200 mg/kg 5 67 29 43,3 38 4 10,5
I pL-Isoglutamin b 400 mg/kg 5 64 5 7,8 59 0 0
800 mg/kg 4 39 6 15,4 33 0 0
111 Physiolog. NaCl-Losung/ 40 ml/kg 15 201 13 6,5 188 0 0
Tween 20 (3 :1)
v (Normaltiere) - 27 356 12 3.4 344 0 0

Tab. 1. Priifung der embryotoxischen Wirkung von N-Phthalyl-pr-isoglutamin und pr-Isoglutamin. 2 1- bzw. b 4-proz. Lésung
in einer Mischung aus physiologischer Kochsalzlésung und Tween 20 (3 : 1). Alle Verabreichungen erfolgten intraperitoneal
9 Tage 0 Stdn. p.c.

ten (vornehmlich Radius- und Tibia-Aplasien). Mif-
bildungen in der Kopfregion werden nicht beobachtet.

DL-Isoglutamin dagegen zeigt selbst bei Applikation
von 400 mg/kg keine embryotoxische Wirkung. Diese
Dosis fithrt weder zu MiBbildungen noch zu einer Er-
hohung der Resorptionen (Gruppe IT). Nach 800 mg/kg
ist zwar die Resorptionsrate auf 15,4% angestiegen, je-
doch finden sich auch hier keine milgebildeten Feten.

Diese Ergebnisse bestétigen die bisherige Erfahrung:
Isoglutamin ruft unter den angegebenen Versuchsbedin-
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Zur Frage ihrer biologischen Funktion
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Erstes Zoologisches Institut und Institut fiir Biochemie
der Universitit Wien
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Die 1965 von Prokor und Mitarb. entdeckten
Haemagglutinine aus den EiweiBdriisen von Helix
(= Cepaea) hortensis und Helix pomatia (BoYD und
BrowN beschrieben unabhingig davon ein Agglutinin
aus Otala lactea; Ubersicht1:2), gaben den AnstoB
zu zahlreichen weiteren Untersuchungen iiber Vorkom-
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gungen ebenso wie Glutaminsdure!* und Glutamin®
keine Fruchtschiadigungen hervor, wihrend die Phtha-
lyl-Derivate dieser Aminosiuren zu Anomalien im Ske-
lettsystem unter gleichzeitiger Erhshung der Resorp-
tionsrate fithren. Die drei Hydrolysenprodukte des
Thalidomids mit intakter Phthalimid-Struktur besitzen
somit ausnahmslos teratogene Aktivitiit.

12 F, KouLer, W. Meise u. H. OckenreLs, Experientia [Ba-
sel] 1971, im Druck.

men und Wirkungsweise von Schneckenagglutininen
(Ubersicht 3).

Schneckenagglutinine wurden vor allem in den Ei-
weiBdriisen verschiedener Landlungenschnecken®, den
Eiern von Helix aspersa*, und Helix pomatia® gefun-
den, oder die Agglutinine wurden aus ganzen Tieren
gewonnen, z. B. % 97° Das Agglutinin aus Helix poma-
tia ist an den Genitalapparat und dessen Funktion ge-
bunden 5.

Die biologische Funktion der vor allem aus dem
Genitalapparat von Schnecken (und auch aus Fisch-
éiern) gewonnenen Agglutinine sehen PROKOP, UHLEN-
BRUCK und KOHLER in einer immunbiologischen Schutz-
funktion fiir die Eier und nannten diese Gruppe anti-
k'cir%erﬁhnlidler Verbindungen Protectine 1% 11, vgl.
l.c.2
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Bei den untersuchten Schnecken handelte es sich
meist um Pulmonaten (Lungenschnecken), die Zwitter
sind. Prosobranchia (Vorderkiemerschnecken), die meist
getrenntgeschlechtlich sind, wurden nur verhiltnis-
miBig selten getestet. Die untersuchten Prosobranchia
wurden nicht nach Geschlechtern getrennt, z. B.1.¢c. %89,
Nur in einem uns bekannten Fall wurden ménnliche
und weibliche Tiere getrennt, aber nur die Weibchen
untersucht 2, Soweit uns bekannt, wurden noch keine
Minnchen getestet.

Die von uns untersuchten Prosobranchia wurden
nach Geschlechtern getrennt und Weibchen und Minn-
chen untersucht.

Wenn es sich bei allen aus Schnecken gewonnenen
Agglutininen nur um Protectine (im Sinne von Eischutz-
stoffen) handelte, miifiten sie nur in weiblichen Tieren
und nicht in ménnlichen Tieren aufzufinden sein.

Material und Methoden

Die untersuchten Arten sind in Tab.1 wiedergege-
ben.

Art Ge- Anzahl  Schalenhéhe
schlecht [mm]
max. — min.
Ampullarius sp.* ) 6 46,0 — 31,0
2 7 44,0 — 23,0
Murex trunculus L. ) 5 63,0 — 55,0
? 8 70,0 — 50,0
Murex brandaris L. 3 5 93,0 — 55,0
? 4 70,0 — 55,0
Pomatias elegans 3 11 16,0 — 12,0
(Mall.) g 9 16,0 — 13,0
Melanoides tubercu- Q 33 20,0 — 15,0
latus (Mill.)
Viviparus viviparus 3 12 425 — 37,5
(L.) Q 12 48,0 — 39,5
Viviparus contectus 3 7 35,0 — 23,0
(Millet) 2 17 45,0 — 21,0
Bithynia tentaculata 3 18 9,5 — 8,0
(L.) e 11 10,0 — 8,0
Lithoglyphus naticoides & 8 9,0 — 6,0
(C. Pfr.) Q 34 9,56 — 6,0
Valvata piscinalis Zwitter 36 55— 3,5
(Mill.)

Tab. 1. Untersuchte Schneckenarten — Geschlecht, Anzahl

und GriBe. * Bei den Ampullarien — verhédltnismifig hiufig

in Wiener Warmwasseraquarien zu finden — handelt es sich

moglicherweise um Ampullarius australis d’Orbigny. Die Tiere
konnten nicht eindeutig bestimmt werden.

Herkunft der Tiere

Ampullarius sp. und Melanoides tuberculatus stamm-
ten aus verschiedenen Warmwasseraquarien. Murex
trunculus und M. brandaris wurden in einer Tierhand-
lung erworben — urspriinglich kamen die Tiere aus
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der nordlichen Adria. Pomatias elegans stammte aus
der Tierhaltung des Instituts — urspriinglich kamen sie
aus Istrien.

Die anderen 5 Arten wurden im Mai 1971 in der
Umgebung Wiens gesammelt: Viviparus contectus in
einem Autiimpel bei Albern und in der Lobau (Lobau-
briicke), V. viviparus im Uberschwemmungsgebiet der
Donau (Zinkerbachl), Lithoglyphus naticoides, Bithy-
nia tentaculata und Valvata piscinalis in der Kuchelau.

Trennung der Tiere nach Geschlechtern

Von Melanoides tuberculatus wurden bis jetzt nur
Weibchen gefunden; sie pflanzen sich parthenogene-
tisch fort. Valvata piscinalis ist ein Zwitter. Den ande-
ren untersuchten Schnecken wurden die Schalen auf-
geschlagen und die Mantelhéhlen dorsomedian erdff-
net. Die Minnchen hatten einen deutlichen Penis bzw.
bei Viviparusménnchen einen dicken rechten Tentakel.

Herstellung der Extrakte

Die Proben wurden tiefgefroren und lyophilisiert.
Die Gattungen Murex, Ampullarius und Viviparus wur-
den von ihren Schalen befreit. Die getrockneten Schnek-
ken wurden sodann in einer Reibschale moglichst fein
pulverisiert, weitere 12 Stdn. in einem Vakuumexsicca-
tor getrocknet und bis zur Verwendung bei —20°C
aufbewahrt.

Die Proben wurden iiber Nacht in folgendem Puffer
(Puffer A) bei 4 °C extrahiert: 100 ml physiol. NaCl,
24ml 0,15M KH,PO; und 76ml 0,15M Na,HPO,
(4 ml Puffer/g Trockensubstanz).

Die Gelege von Bithynia tentaculata wurden in fri-
schem Zustand mit Hilfe eines Potter-Elvehjem Homo-
genisators homogenisiert (0,1 ml Puffer A/50 mg Ge-
lege).

Nach Zentrifugation der Extrakte (30 min bei
38000 g) wurde die Agglutinationsfihigkeit gegen
Erythrocyten ausgetestet. Verwendet wurden normale
und ficinbehandelte A;, B und 0 Erythrocyten. Ficin-
behandlung s. L. ¢. 13,

Haemagglutinationstest

Von den Extrakten wurden geometrische Verdiin-
nungsreihen (1 :2") in Ndpfchen von Salkplatten her-
gestellt. Zu jeder Extraktverdiinnung wurde sodann die
selbe Menge 2% Erythrocytensuspension zugesetzt.
Nach 2 Stdn. Inkubation bei Zimmertemperatur wurde
der Titer bestimmt. Als Titer wird die Verdiinnung des
Extraktes angegeben, die gerade noch eine merkliche
Agglutination verursachte.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tab. 2
wiedergegeben.

12 1, PorwASSILEW, A. Rackwrtz u. 0. Prokor, Z. Immun-
forsch. 139, 372 [1970].

13 D. M. Marcus u. A. P. GroLLMAN, J. Immunology 97,
867 [1966].
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Art Geschlecht  Titer gegen Erythrocyten
bzw.
Gelege Ay Ajp* B Bp* 0 0p*
1. Ampullarius sp. 3 4 8 + 16 2 8
Q >1024 >1024 >1024 >1024 512 =>1024
Gelege >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
2. Murex trunculus é — 4 2 2 — -
Q 2 4 2 2 2 2
3. Murex brandaris 3 2 16 2 4 2 4
" 2 4 2 2 2 2
4. Pomatias elegans 3 - 4 = 2 - _
Q — 8 - 2 _
5. Melanoides tuberculatus 2 - 2 — - — -
6. Viviparus viviparus 3 = 16 = 16 2 16 2 = 16
? = 2 o - o= .
7. Viviparus contectus 3 2 2 - - -~ -
Q _ - = . — —
8. Bithynia tentaculata =y — 16 - - - —
Q 2 > 16 - 2 - 4
Gelege — — — — —
9. Lithoglyphus naticoides 3 2 lg - 2 - -
Q — — — = -
Gelege - — — — — —
10. Valvata piscinalis Zwitter - - — — - -

Tab. 2. Untersuchte Schneckenarten —

Agglutination trat auf:

a) Bei beiden Geschlechtern: bei Midnnchen und Weib-
chen ca. gleich stark (Tab. 2: 2, 4), bei Weibchen
stirker als bei Miannchen (Tab. 2: 1, 8), bei Ménn-
chen stiirker als bei Weibchen (Tab. 2: 3), haupt-
sichlich bei Mannchen und nur sehr schwach bei
Weibchen (Tab. 2: 6,9).

b) Bei den Tierkérpern und den entsprechenden Ge-
legen (Tab. 2: 1).

¢) Bei den Tierkdrpern und nicht bei den entsprechen-
den Gelegen (Tab. 2: 8, 9).

Bei manchen untersuchten Arten bzw. Geschlechtern,
trat keine, oder nur sehr schwache Agglutination auf
(Tab. 2: 5, 6,7, 9, 10).

Diese Ergebnisse erméglichen folgende Riickschliisse:

1. Es ist nicht moglich, alle aus Schnecken gewonnenen
Agglutinine nur als Protectine (im Sinne von Ei-
schutzstoffen) zu verstehen. Agglutinine konnen in
beiden Geschlechtern auftreten (z. B. Tab. 2: 1, 3,
6, 8, 9). Sie konnen auch nur in den Tierkdrpern
und nicht in den dazugehorigen Gelegen zu finden
sein (Tab. 2: 8, 9).

Es ist denkbar, dal} es sich bei den Schneckenagglu-
tininen um vorhandene Stoffe verschiedenster biologi-
scher Funktion handelt, von denen einige, bei man-
chen Arten ,vermehrt”, durchaus als Schutzstoffe
(auch fiir Eier) wirken kénnen (z. B. Tab. 2: 1).

Die Forderung, dall Tiere, die ihre Eier ablegen,
einen ,Schutzmechanismus® fiir ihre Eier haben

Titer gegen Erythrocyten. * F = Ficinbehandelt.

miissen, ist naheliegend. Dieser Schutz der Eier
kann ein Schutzstoff (Agglutinin oder anderer Art)
sein. Die Erhaltung der Art kann aber durchaus
auch durch groBle Eizahlen, durch Ablegen mehrerer
Gelege an ,,giinstigen Orten“ etc. gewihrleistet wer-
den (Lithoglyphus-Gelege werden z. B. meist an die
Schalen von Artgenossen ,geklebt“). Das Vorhan-
densein eines Schutzstoffes fiir Eier ist daher nicht
unbedingte Voraussetzung. Bei verhiiltnismiBig ge-
ringer Nachkommenzahl kionnte ein mégliches Feh-
len eines entsprechenden Schutzstoffes mit ein Grund
fiir Viviparie sein (z. B. Tab. 2: 5, 6, 7; diese Tiere
sind vivipar).

Alle in Schnecken gefundenen Agglutinine sind sicher
nicht nur von einem Gesichtspunkt aus zu deuten

(vgl. z.B. Tab.2: 1, 6, 8, 9).

. Bei manchen Arten diirfte es Agglutinine geben, die

an das Geschlecht ,,gebunden® sind (z. B. Ménnchen
Tab.2: 6).

. Der Agglutiningehalt von Tieren verschiedener Arten

ist nicht biotopabhiingig (Tab.2: 8, 9 u. 10; diese
Tiere wurden zur selben Zeit im selben Biotop ge-
sammelt) .

Die Arbeit wurde durch Gewdhrung eines Wissenschafts-

stipendiums der Stadt Wien (MA 7) an H. KOTHBAUER er-
maoglicht. Herrn Prof. Dr. H. Tuppy, Vorstand des Instituts
fiir Biochemie der Universitit Wien, danken wir fiir die kriti-
sche Durchsicht des Manuskriptes, Frau Dr. Jancek (Im-
muno AG) fiir die Bereitstellung der Erythrocyten.



N. KLemMM, Monoaminhaltige Zellelemente im stomatogastrischen Nervensystem und in den Corpora cardiaca von Schistocerca
gregaria Forsk. (Insecta, Orthoptera) (S. 1085)

Abb. 1

Abb. 2

Abb. 1. Schistocerca gregaria Forsk. Imago. Frontalschnitt  Abb. 2. Schistocerca gregaria Forsk. Imago. Frontalschnitt
durch das Ganglion frontale. a = Autofluoreszenz, Gf =  durch das Ganglion occipitale.
Ganglion frontal, Nl = Neurilemm, Np = griin fluoreszie-
rendes Neuropil, Z, = median, Z, = peripher getroffener
gelb fluoreszierender Zellkorper. Der gelbe Fluorophor der
anderen Zellkorper ist verblaBt (—). Tr = Trachea,

Go = Ganglion occipitale,
Z = griin fluoreszierende Zellkorper. Weitere Abkiirzungen
s. Abb. 1.
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