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ab. Die GrÄÅe der Abgabe scheint sowohl von der GrÄÅe der
MembranoberflÇche, als auch von den chemisch-physikali-
schen Eigenschaften, die sich durch die Methode der Her-
stellung ergeben, von Bedeutung zu sein.
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Plasma Lipid Levels After 12 to 24 Months Oral Administra-
tion of Contraceptives.

Summary. 41 healthy women aged 18 to 31 years were
treated with different contraceptive agents for 12 to 24 months.
Triglyceride, phospholipid, total and free cholesterol, and free
fatty acid levels were determined in the plasma of these sub-
jects. The women were divided into three groups: Group I
received a drug at low doses of gestagen and estrogen. In
group II several drugs with changing doses of estrogen were
combined. Women who received different drugs with low and
high dosage of gestagen and estrogen are found in group III.
The results of all these three groups were pooled and in
addition, findings observed in women who received a sequential
preparation with high estrogen dose have also been included.Ñ
A number of non-treated women served as controls. No
significant changes were observed in triglyceride, free choles-
terol and free fatty acid levels. Especially in group I, tri-
glyceride levels showed a tendency to decrease. In all groups
the phospholipids were either significantly increased or showed
a tendency to increase. Total cholesterol tended to increase
in the polled totals. No significant differences were found
between groups IÑIIl. The different types of contraceptives
will have to be further examined in detail with respect to
their varying amounts of gestagen and estrogen.

Zusammenfassung. Im Plasma von 41 gesunden Frauen im
Alter von 18Ñ31 Jahren untersuchten wir nach einer 12 bis
24monatigen oralen Behandlung mit verschiedenen Ovula-
tionshemmern die Triglyceride, die Phosphatide, das gesamte
und das freie Cholesterin sowie die freien FettsÇuren. Entspre-
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chend der unterschiedlichen Zusammensetzung der Kontra-
ceptiva wurden drei Gruppen gebildet: Gruppe I erhielt ein
PrÇparat mit niedrigem Gestagen- und niedrigem Oestrogen-
anteil; Gruppe II PrÇparate mit wechselnden Oestrogen-
anteilen; Gruppe III PrÇparate mit niedrigen Gestagen- und
niedrigen Oestrogenanteilen im Wechsel mit anderen Ovula-
tionshemmern. ZusÇtzlich bildeten wir aus den drei Gruppen
ein Gesamtkollektiv, in das auch ein 2-PhasenprÇparat mit
Öberwiegender Oestrogenwirkung aufgenommen wurde. Als
Vergleich diente ein ovulationshemmerfreies Normalkollektiv.
Die Triglyceride, das freie Cholesterin und die freien FettsÇuren
zeigten keine signifikanten Ünderungen. Die Triglyceride (be-
sonders in der Gruppe I) weisen eine Tendenz zur Erniedrigung
auf. Die Phosphatide waren in allen Gruppen entweder signifi-
kant erhÄht oder zeigten eine Tendenz zur ErhÄhung. FÖr das
Gesamtcholesterin konnte eine ErhÄhungstendenz im Gesamt-
kollektiv nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Gruppen
IÑIII untereinander lieÅen sich statistisch keine Unterschiede
sichern. Die Befunde lassen es notwendig erscheinen, die ein-
zelnen Gruppen von Ovulationshemmern noch detaillierter und
getrennt zu untersuchen.

In einer frÖheren Arbeit berichteten wir Öber die Ergeb-
nisse, die wir bei vorher nicht kontraceptiv behandelten Frauen
nach 6monatiger Gabe von oralen Ovulationshemmern ge-
winnen konnten [17]. Im folgenden mÄchten wir unsere Be-
funde nach 12Ñ24monatiger Dauerbehandlung mit verschie-
denen Ovulationshemmern mitteilen.

Untersuchte Personen und Methodik

Wir untersuchten 41 Frauen im Alter von 18Ñ31 Jahren,
bei denen weder ein Leberschaden noch ein manifester Dia-
betes mellitus oder eine stÇrkergradige HyperlipidÇmie vorlag.
Am Tag der Untersuchung standen die Versuchspersonen
12Ñ24 Monate unter Ovulationshemmern. In der Mitte des
Cyclus wurde den 12Ñ14 Std nÖchternen Probanden Blut
durch Venenpunktion entnommen, heparinisiert, zentrifugiert
und das Plasma bis zur Aufarbeitung sofort tiefgekÖhlt ge-
lagert. Die Blutentnahme erfolgte nach einer 30minÖtigen
Ruheperiode.

Als Vergleichskollektiv zogen wir die Werte von 19 gleich-
altrigen, stoffwechselgesunden Frauen, die keine Kontra-
ceptiva einnahmen, heran. Das Blut wurde ebenfalls nach
30 min Ruhe entnommen und in gleicher Weise aufgearbeitet.

Wir bestimmten die Triglyceride, die Phosphatide, das
gesamte und freie Cholesterin sowie die freien FettsÇuren.

Bestimmungen von:
Triglyceride und Phosphatide: Extraktion wie in [12] an-

gegeben.
Triglyceride nach [14].
Phosphatide: Veraschung nach [1].
Bestimmung des Lipidphosphors wie bei [3] beschrieben

und Multiplikation der erhaltenen Werte mit 25 [26].
Gesamtcholesterin nach [22], modifiziert wie in [20].
Freies Cholesterin nach [22], modifiziert wie in [16].
Freie FettsÇuren: Leicht modifiziert [9] nach [11].

Statistik

Mann-Whitney-Test [18]. Ist á<5, dann liegt beim Ver-
gleich von 2 unabhÇngigen Stichproben Signifikanz vor.

PrÇparate

Die Versuchspersonen benutzten folgende PrÇparate:
Gruppe I. Eugynonà (0,5 mg Norgestrel = dI-13-Üthyl-

17á-Üthinyl-17Å-hydroxy-4-gonen-3-on und 0,05 mg Üthinyl-
oestradiol.)

Gruppe II. Aconcenà (3 mg Chlormadinonacetat =
6-Chlor-6-dehydro-17á-acetoxyprogesteron und 0,1 mg Mestra-
nol = 17á-Athinyloestradiol-3-methylÇther),

Lyndiolà (2,5 mg Lynestrenol = 17á-Üthinyl-Ä-4-Oestren-
17Å-ol und 0,075 mg Mestranol) und

Noracyclinà (5 mg Üthinyloestrenol = 19-Nor-17á-pregn-
4-en-20-in-17-ol und 0,15 mg Mestranol).

Die genannten PrÇparate wurden teils allein, teils im
Wechsel eingenommen.

Gruppe III. Eugynonà im Wechsel mit Aconcenà,
Anovlarà (4 mg Norethisteronacetat = 17á-Üthinyl-19-nor-
Testosteron und 0,05mg Mestranol), und Ovulenà (lmg
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Ethynodioldiacetat Ñ 17á-Üthinyl-4-oestren-3Å, 17Å-diol-
diacetat und 0,1 mg Mestranol).

Beim Gesamtkollektiv wurden noch zusÇtzlich Frauen,
die das 2-PhasenprÇparat Estironaà (2 mg Chlormadinon-
acetat und 0,08 mg Mestranol) teils allein, teils im Wechsel
mit Aconcen à, Anovlarà, Eugynonà eingenommen hatten,
berÖcksichtigt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse haben wir in einer âbersicht (Tabelle) zu-
sammengestellt.

Tabelle. Mittelwerte der Plasmalipidfraktionen bei den einzelnen
mit Ovulationshemmern behandelten Versuchsgruppen und dem
Normalkollektiv. Das Signifikanzniveau bezieht sich auf die

ovulationshemmerfreie Vergleichsgruppe (Normalkollektiv)

PL NK GKO I II III
(n=19) (n=4l) (n=12) (n=10) (n=14)

TG 161 +27 150+36 145446 158432 148-438
a 15,3 9,2 90,2 27,4

Phos. 190+33 224+45 214447 217+49 221 +39
[3 0,6 7,4 9,0 4,7

Ges. Chol.182 +37 201+35 194+38 190+36 203 +34
& 6,4 40,6 58,8 10,1

F.Chol. 61+16 58+14 53 +15 55 +10 60 +12
& 34,8 13,9 24,8 61,0

FFS 264-+117 260+84 245+52 290+95 269-+100
[3 41,3 59,1 39,2 44,7

Dimension: mg/100 ml, FFS mvalj/l.
PL = Plasmalipide
NK Ñ=Normalkollektiv
GKO = Gesamtkollektiv Ovulationshemmer:

Gruppe IÑII, Estironaà allein und im Wechsel
mit Aconcenà, Anovlarà, Eugynonà.

I = Gruppe I Ovulationshemmer: Eugynonà

ou = Gruppe II Ovulationshemmer: Aconcenà, Lyn-
diolà, Noracyclinà.

II Ñ=Gruppe III Ovulationshemmer: Eugynonà im
Wechsel mit Aconcenà, Anovlarà, Ovulenà.

TG =Triglyceride
Phos. = Phosphatide
Ges. Chol. =Gesamtcholesterin
F. Chol. =Freies Cholesterin
FFS Ñ Freie FettsÇuren
a = Signifikanzniveau

Die Triglyceride zeigen keine signifikanten Ünderungen,
im Gesamtkollektiv und in der Gruppe I erkennt man im Ver-

gleich zum Normalkollektiv eher eine Tendenz zu niedrigeren
Werten. Die Phosphatide sind im Gesamtkollektiv (á= 0,6)

und in der Gruppe III (á=4,7) signifikant erhÄht, Gruppe I

(á=7,4) und Gruppe II (á=9,0) zeigen mindestens eine
Tendenz zur ErhÄhung.

Das Giesamtcholesterin steigt zwar in allen Gruppen mÇÅig

an. Dieser Befund lÇÅt sich jedoch statistisch nicht sichern.
Eine statistische Tendenz zur Vermehrung findet sich beim

Gesamtkollektiv (á= 6,4) und in der Gruppe III (á=10,1).

FÖr das freie Cholesterin und die freien FettsÇuren ergeben

sich keine signifikanten Ünderungen.
Beim Vergleich der Gruppen IÑIII untereinander liegen

die Werte zwischen 22 und 80. Da somit keine signifikanten

Unterschiede nachzuweisen sind, wurden diese Zahlen nicht

in die Tabelle aufgenommen.

Diskussion

âber das Verhalten der Plasmalipide unter oraler Anti-

konzeption liegen immer noch widersprÖchliche Meinungen

vor. WÇhrend mehrere Autoren Vermehrungen der Triglyce-

ride, der Phosphatide, des Cholesterins, der Lipoproteine

niederer Dichte oder der freien FettsÇuren mitteilten [2, 6, 7,

13, 23Ñ25], berichteten andere von einem fehlenden Anstieg

[5, 19]. Zum Teil konnte erst 2 Jahre nach Beginn der Be-

handlung mit Ovulationshemmern eine Cholesterinvermehrung

festgestellt werden [13]. Beschrieben wurden auch durch Kon-

traceptiva induzierte Lipidanstiege bei HyperlipidÇmien [21,

20 Klin. Wschr., 49, Jahrg.
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27]. WÇhrend Dalderup und Doornbos ein unterschiedliches
Verhalten des Cholesterins fanden [8], zeigte sich bei uns ein
differierendes Verhalten der Einzelwerte bei den Triglyce-
riden, den freien FettsÇuren, den Phosphatiden und dem Ge-
samtcholesterin [17]. Bottermann etal. [4] stellten ein diffe-
rierendes Verhalten der freien FettsÇuren nach der Gabe von
Glucose fest. Eine Signifikanz war nicht zu eruieren.

Keine eindeutigen Ünderungen fanden wir nach einer 12 bis
24monatigen Behandlung bei den Triglyceriden, dem freien
Cholesterin und den freien FettsÇuren. Die unter Ovulations-
hemmern gegenÖber der Vergleichsgruppe sogar leicht ver-
minderten Triglyceridwerte lassen sich statistisch nicht ein-
deutig sichern.

Eine signifikante Vermehrung ergibt sich im Gesamt-
kollektiv fÖr die Phosphatide. Als Tendenz lÇÅt sich dies auch
in den Gruppen I, II und III verfolgen. Gleiche Befunde
zeigten sich bereits bei Frauen, die vor und 6 Monate nach
Beginn der kontrazeptiven Behandlung untersucht wurden
[17]. Da die Phosphatide hÇufig ein dem Cholesterin paralleles
Verhalten zeigen, wundert es nicht, daÅ auch das Gesamt-
cholesterin im Gesamtkollektiv eine Tendenz zur Vermehrung
erkennen lÇÅt. Eine statistisch eindeutige Sicherung gelingt
jedoch nicht.

In der Gruppe I haben wir einen Ovulationshemmer mit
einem niedrigen Gestagen- und einem niedrigen Oestrogen-
anteil erfaÅt. Diesem wurden (Gruppe II) PrÇparate mit
wechselnden Oestrogenanteilen gegenÖbergestellt. Die Gruppe

III umfaÅt Versuchspersonen, die im Wechsel PrÇparate der

Gruppe I und II eingenommen hatten. Im Gesamtkollektiv

wurde zusÇtzlich ein 2-PhasenprÇparat aufgenommen, das eine

Öberwiegende Oestrogenwirkung zeigt [10].

Die drei Gruppen lassen im Vergleich untereinander keine

sicheren Unterschiede erkennen.

Techn. Assistenz: Frau U. Otte, Herr H. A. Jakob.
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Kombinierte autoradiographisch-enzymhistochemische
Untersuchungen an Blutzellen

Beschreibung einer Methode
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Combined autoradiographic Enzyme-Histochemical Studies
on Blood Cell Types: Description of a Method.

Summary. A histological method is described allowing to
demonstrate encymes (naphthol-AS-D-chloracetate-esterase, á-
naphthyl-acetate-esterase, naphthol-AS-acetate-esterase), and
3H-thymidine activity in the same cell types of blood
smears and bone marrow crush preparations. The smears
were obtained from tritiated thymidine-treated rabbits. Auto-
radiographic processing followed after the demonstration of
enzymes with methods applied in clinical hematology. Enzyme
activity and reduced silver bromide were found in the same
cell types. No spontaneous reduction of silver bromide by
staining agents and no loss of coloring intensity were noted
nor was there any remarkable loss of activity of the isotopes
in the slides. These facts show the suitability of this method
in basic hematological research.

Klin. Wschr.

Zusammenfassung. Es wird eine histologische Methode be-
schrieben, die im Rahmen hÇmatologischer experimenteller
Untersuchungen ermÄglicht, an gleichen Blutzellen in Aus-
strich- und KnochenmarksquetschprÇparaten sowohl die Akti-
vitÇt von Enzymen (Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase,
a-Naphthyl-Acetat-Esterase, Naphthol-AS-Acetat-Esterase)
als auch die AktivitÇt von tritiummarkiertem Thymidin
nachzuweisen. Dazu wurden zunÇchst die Enzyme in Ausstrich-
und QuetschprÇparaten von mit à3H-Thymidin behandelten
Kaninchen mit Methoden dargestellt, wie sie in der klinischen
HÇmatologie Öblich sind. Nach dieser VorfÇrbung erfolgte
die autoradiographische Bearbeitung der gleichen PrÇparate.
Dabei konnte eine spontane Reduktion von SilberkÄrnern
durch die angewendeten Farbstoffe ebensowenig wie ein
wesentlicher Farbverlust oder ein wesentlicher Verlust an
IsotopenaktivitÇt nachgewiesen werden. Es wird auf neue
methodische MÄglichkeiten im Rahmen der hÇmatologischen
Grundlagenforschung hingewiesen.

Tritiummarkiertes Thymidin hat sichä bei der Beob-
achtung der Zellkinetik, besonders in schnell proliferierenden
Geweben, bewÇhrt [3, 4, 6, 14], da es ausschlieÅlich in DNS
eingebaut wird [12]. So ist es naheliegend, die Kinetik be-
sonders der relativ schnell proliferierenden Blutzellen mit
3H-Thymidin zu verfolgen. Es konnte das ãturn overå der
Zellrassen des Blutes bestimmt werden [8Ñ10, 17]. Dabei
wandte sich in der letzten Zeit das Interesse besonders den
Blutmonocyten zu [3, 11, 31, 32], da deren Genese angesichts
der bestehenden Hypothesen Naeglis (myeloische Herkunft)
und Schillings (reticuloendotheliale Herkunft) immer noch als
zweifelhaft angesehen wird [5, 13, 20, 21, 24].

çAndererseits werden zunehmend histochemische Methoden
zur KlÇrung der Genese von Blutzellen herangezogen. Diese
Darstellungsweise ist inzwischen im Rahmen der hÇmato-
logischen Diagnostik von LeukÇmien zur Routine geworden
[22, 27, 29]. Dabei beruht die Histochemie in der HÇmatologie
im wesentlichen auf der Erkenntnis, daÅ sich verschiedene
Zellrassen weitgehend elektiv darstellen lassen, so z.B.
myeloische Zellen mit Naphthol-AS-DCI-Acetat (=N-AS-
DCI-A [19, 23] und Monocyten mit á-Naphthyl-Acetat
(=á-N-A) bzw. mit Naphthol-AS-Acetat (=N-AS-A) [22].

In der hÇmatologischen Grundlagenforschung wird mit
gleichen Methoden versucht, zur Genese von Blutzellen Stel-
lung zu nehmen [20, 21, 24]. Auch hier gilt das Interesse
vorwiegend den Monocyten (Lit. s. [20, 24]).

Im bisher vorliegenden autoradiographischen Schrifttum
zu diesen und Çhnlichen Fragen werden parallel laufende
fermenteytochemische Darstellungen nicht beschrieben. Bisher
wurden die Blutausstriche und KnochenmarkquetschprÇparate
nahezu ausschlieÅlich nach Fixierung mit Methanol [3] bzw.
95%igem Alkohol [16] mit Emulsion nach der Stripping-
Film-Technik [16] oder nach der Dipping-Methode [8] Öber-
zogen, exponiert, entwickelt, fixiert und nach Lufttrocknung
mit Leishman-Giemsa [3, 16], nach May-GrÖnwald [2, 3],
nach Pappenheim (eigene Erfahrungen) oder mit HÇma-
toxylin-Eosin [1] gefÇrbt. Spezielle, in der HÇmatologie
ebrÇuchliche FÇrbungen werden ausschlieÅlich von Popp

et al. ([26] s. a. [32]) Ñ Peroxidase-Darstellung Ñ und von
Klein et al. [15] Ñ PAS-Reaktion Ñ beschrieben.

Im Rahmen einer experimentellen autoradiographischen
Untersuchung an Kaninchen waren wir darauf angewiesen,
eine weitgehend elektive FÇrbung der Monocyten und Granulo-
cyten zu erreichen. Zur Darstellung der Monocyten ver-
wendeten wir á-N-A [25] und N-AS-A [22] und zur Dar-
stellung der Granulocyten N-AS-DCI-A [19]. Es erwies sich
als beste Technik fÖr eine gleichzeitige autoradiographisch-
enzymhistochemische Darstellung der genannten Blutzellen
die folgende Behandlung.

Methode

Blutausstriche und KnochenmarksquetschprÇparate von
Kaninchen, denen 1Ñ3 uCi/g KG éH-Thymidin (spezifische
AktivitÇt 5,0 Ci/mM) intravenÄs appliziert worden war, wer-
den zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Injektion mit
vorher entfetteten ObjekttrÇgern hergestellt. Noch im feuchten
Zustand werden die PrÇparate in einer TiefkÖhltruhe bei
Ñ 70éC gelagert. Die zur Darstellung der á-N-A-Esterase und
der N-AS-A-Esterase vorgesehenen ObjekttrÇger werden 1 bis

2 Std luftgetrocknet und dann inkubiert. Die zur Behandlung

mit N-AS-DCI-A vorgesehenen PrÇparate werden zunÇchst
15 min in gepuffertem 4%igem Formalin fixiert, da dadurch


