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Uber eine lipotrope Quecksilberverbindung.

Von
Hans Hiisgen.

(Aus dem pharmakologischen Institut zu Gottingen.)
(Eingegangen am 4. September 1920.)
Mit 7 Abbildungen im Text.

In der umfangreichen Literatur iiber das Verhalten des
Quecksilbers im Organismus ist allgemein anerkannt, daB die
Nervensubstanz duBerst wenig aufnimmt. Die jiingsten Forscher,
Lomholt und Christiansen, sprechen sich auf Grund eigener
sorgfiltiger Untersuchungen folgendermaBen aus: ,,Der Gehalt
des Gehirns an Hg ist nach 3 recht zuverlassigen Angaben an Pa-
tienten recht gering (0,1—0,17 mg). Die Resultate an Kaninchen
sind dagegen bedeutend gréBer, wenn man den Prozentgehalt
beriicksichtigt. (Dazu ist aber zu bemerken, daBl die absoluten
Mengen 80 klein sind, daB das Resultat an sich zweifelhaft sein
muB.) Andererseits ist jedoch der Gehalt nicht so gering, daB
man, wie einige dies tun, berechtigt wire, daraus zu schlieBen,
daB die therapeutische Wirkung des Quecksilbers auf die Lues
des Zentralnervensystems iiberhaupt problematisch wére.*

Kurze Zeit vor dem Kriege hat Serono!) ein Cholesterin-
Quecksilberoleat hergestellt, das als Mercuricoleolo zur Anwendung
kam. Das Priparat, das eine teigige, salbenartige Konsistenz
besitzen und in Ather, Benzol, Chloroform, Olen und Fetten 16s-
lich sein soll, wurde in Mandel6llésung subcutan zu 1 ccm =
10 mg Hg (entsprechend 13,5 mg HgCl;) angewendet, und zwar
von Sanmartino, Mingazzini, Martiani und anderen italie-
nischen Autoren bei Lues, progr. Paralyse und Tabes, angeblich
mit gutem Erfolge. '

1) Vgl Merck, J. B. 1914, S. 379, und Riihl, Dermatol. Wochenschr.

18, 510. 1914.
‘ Biochemische Zeitachrift Band 112 1
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2 \H Htsgen:

Die lipoide Eigenschaft dieses Priparates lafit das Bestreben
erkennen, ein Mittel zu finden, das bei méglichst geringer Schidi-
gung dem Zentralnervensystem naher gebracht werden kann,
8o daB sich im Gehirn und in der Nervensubstanz Hg in gréBeren
Mengen deponiert, als dies bei den andern Mitteln bisher méglich
war, und damit eine Bekimpfung der ,,metaluetischen‘‘ Er-
krankungen aussichtsreicher wird.

Eine Hg-Verbindung ahnlichen Charakters, die gleichfalls
in Fett, Ather und Chloroform léslich ist, wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht.

Das Priparat ist ein geruchloses, zinnoberrotes Pulver, das
unter dem Mikroskop ein Gemenge aus amorphen und nadel-
formig-krystallinischen Massen darstellt. Nach Angahe der produ-
zierenden Firma!) enthilt es 309, Hg. Das Priparat lost sich
nicht in Wasser, leicht in Chloroform, Olen, Fetten, teilweise in
Ather, schmilzt bei gelindem Erwirmen und hat wahrscheinlich
die Formel eines 2 Mercuri-4 Acetanilid-azo-4 toluols

CH,QN =N NH - CO - CH,
g — OH

Aus der Formel und der Loslichkeit lassen sich auf Grund
der fritheren Erfahrungen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit
folgende Eigenschaften des Priparates (M A T) voraussehen:

1. beziiglich der Resorption: es ist als unlésliche Substanz zu
bezeichnen, wird also langsam resorbiert; an der Applikations-
stelle wird subcutan oder intramuskulir ein Depot geschaffen,
von wo aus allmihliche Abspaltung von Hg stattfinden kann,
und die Moglichkeit einer lingeren Einwirkung gegeben.

2. beziiglich der Abspaltung des Hg und demzufolge der
Wirksamkeit und Giftigkeit: die einseitige Bindung des Hg
am aromatischen Kern erlaubt nach den Arbeiten von Blumen-
thal, sowie von Schéller und Schrauth den SchluB, daB die
Substanz hinreichend wirksam ist;

3. beziiglich der Verteilung im Organismus: die lipotrope
Eigenschaft bietet die Moglichkeit einer groSeren Anreicherung
im Gehirn und in der Nervensubstanz und damit vielleicht auch
einer spezifischen Wirkung bei Lues des Nervensystems und
progressiver Paralyse.

1) Saccharin-Fabrik, A.-G., vorm. Fahlberg, List u. Cie., Magdeburg.




Uber eine lipotrope Quecksilberverbindung. 3

Zur Untersuchung des Priparates in Richtung der dritten
Voraussage muBte zunichst eine Methode ausfindig gemacht
werden, die es ermoglichte, auch noch ganz geringe Mengen
von Hg im Gehirn mit Sicherheit festzustellen und quantitativ
zu bestimmen. Der oben zitierte Ausspruch von Lomholt
188t die Unsicherheit, die auch er noch gegeniiber der von ihm
verwendeten Methode empfindet, erkennen. Diese methodische
Aufgabe wurde im ersten Teile der vorliegenden Arbeit gelost.

Zur weiteren Beurteilung des Priparates war eine méglichst
genaue Bestimmung der durch Harn und Faeces ausgeschiedenen
Hg-Mengen, sodann eine ebenfalls quantitative Bestimmung
des in den einzelnen Organen deponierten Hg erforderlich, um
einen Vergleich zwischen diesen und den im Gehirn deponierten
Hg-Mengen, sowie zu dem Verhalten anderer Quecksilberpraparate
zichen zu kénnen. In dieser Richtung wurden Versuche am
Kaninchen angestellt, die im zweiten Teile der Arbeit be-
schrieben sind.

1. Teil.
Methode zur Quecksilberbestimmung im Gehirn.

Die im Gehirn vorhandenen Hg-Verbindungen nach Appli-
kation von Hg sind durch chemische oder histochemische -Re-
aktionen nicht ohne weiteres nachweisbar. Wie weit bei Depo-
nierung von Hg im Gehirn Verbindungen lipoiden Charakters
entstehen, ist von vornherein nicht bestimmt zu sagen. Mindestens
ist die Priiffung notwendig, ob in den schwerer destruierbaren
Fetten des Gehirns nach Zerstérung der leichter angreifbaren
Substanzen noch Hg in gebundener oder gelster Form verblieben
ist. Da diese Frage auf Grund der Ergebnisse vonVoruntersuchungen
mindestens fiir unser Priparat bejaht werden muBte, war also
bei der Mineralisierung des Gehirns zur Hg-Bestimmung die vollige
Destruktion der Fette unbedingt erforderlich. Danach konnte
dann auf Grund der bereits vielfach durchgepriiften bekannten
analytischen Methoden weiter verfahren werden.

Die von mir gewihlte Bestimmungsmethode setzt sich zu-
sammen aus:

1. totaler Destruktion des Gehirns,

2. Elektrolyse,

3. Ubertreiben des Hg in eine Capillare,

4. Wigung der Capillare.

1"



4 H. Husgen:

Angestrebt wurde Sparsamkeit in Heizung, Material und Zeit,
ferner Vermeidung von hdufigem GefiBwechsel zwecks groSt-
moglicher Genauigkeit.

a) Veraschung der Gehirnsubstans,

- Die schwierigste Aufgabe war die vollstii.nd.igé Zerstorung des
fettreichen (Gehirns ohne Gefahr zu laufen, daB durch lang. ein-
wirkende hohe Temperaturen sich Hg verfliichtigte. In besonderen
Versuchen haben Lomholt und Christiansen gezeigt, daB
bei der gewohnlichen Sdureveraschung Quecksilber verloren geht.

Um ein Urteil zu gewinnen, welche von den bekannten Zerstorungs-

-methoden am besten zum Ziele fiihrte, wurde versucht die Anwendung von

1. Chlorsdure (409,) + HCIL

2. HCl conc. + Chlorséure, danach Antiformin.

3. Methode von Lomholt und Christiansen.

4. Verseifung mit alkohol. KOH, Abscheidung der Fettsiuren-
durch Ansiivern und Aufnahme mit Ather; Trennung der Ather- und Wasser-
losung und Zerstorung beider Teile fiir sich mit Sduregemisch.

5. Zerstérung mit H,SO, (Oleum) + HNO, (fumans).

Auf Grund der ausgefiihrten Versuche kam ich zu dem

EntschluB, die Zerstorung nach dem zuletzt angegebenen -Ver-
fahren mit Oleum und rauchender Salpetersiure auszufithren,
und*zwar, weil sie allein die Moglichkeit gibt, die Gehirnsubstanz
vollig zu mineralisieren.
) DaB in unzerstérten Fetten noch Hg-Mengen vorhanden sein kénnen,
haben besondere Versuche ergeben, bei denen HgCl, oder unsere Azo-
verbindung der Gehirnsubstanz zugemischt worden war. In einem von
diesen, bei dem die Zerstérung mit H,SO, und HNO; vorgenommen, cin
Teil der Fette aber unzerstort gelassen wurde, fanden sich nach volliger
Zerstorung dieses Restfettes fiir sich noch 1,41 mg Hg von 5,92 mg an-
gewandtem Hg! Bei einem zweiten Versuche fanden sich bei gleicher Methode
noch 0,06 mg von 1,32 mg angewandtem Hg. Bei einem dritten Versuche
konnte im Fette allein kein Hg nachgewiesen werden, es fehlten aber in
der Analyse 0,24 mg Hg von 5,92 mg des angewandten Hg.

Der AusschluB von Quecksilberverlusten durch Fliichtigkeit
gelang mit Hilfe des folgenden Apparates (vgl. Abb. 1).

- In dem Kolben A4, der wegen der Gefahr des Uberschiumens
gerdumig und aus gutem Jenaer Glas gefertigt sein muB, wurde
das zu Brei verriithrte Gehirn mit H,SO,-Oleum in kleinen Mengen
vermischt, zunichst gelinde erwirmt, bis die Masse anfing, trocken
zu werden, dann stirker erhitzt, bis H,SO,-Diampfe sich zu
entwickeln begannen und Verkohlung eintrat. Dabei wmuBte
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darauf geachtet werden, da8 keine trockenen Partikel sich an den
Wandungen des Kolbens festsetzten. Dann wurde aus dem
eingeschliffenen Trichter mit Glashahn tropfenweise HNO,; fum.
zugegeben. Bei der nun folgenden heftigen Reaktion im Kolben
gingen groBere Anteile von Fetten durch das Rohr in die Vorlage C
iber. Etwa noch weiter gehende Dampfe wurden durch den
Aufsatz D mit RiickfluBkithler kondensiert.

Die eingeleitete Reaktion im Kolben wurde nun so lange
durch zeitweises Zutropfen von HNO; fum. und Erhitzen auf dem
Baboblech unterhalten, bis die Flissigkeit keine festen Bestand-
teile mehr zeigte und in eine klare hellgelbe Losung verwandelt
war. Nach Erkalten des Kolbens wurde dann der Inhalt der
Vorlage, des Aufsatzes
und des Destillations-
rohres unter Spiilen mit
Salpetersiure in den
Kolben zuriickgebracht
und von neuem erhitzt,
wobei stets ein aller-
dings kleiner Teil von
Fett wieder in die Vor-
lage iiberging. Dieses
Zuriickgeben und Er-
hitzen wurde so lange
wiederholt, bis kein Fett Abb. 1. Zerstdrungsapparat Nr.I.
mehr iberging, d. h. alles Fett vollstindig zerstért war, was im
allgemeinen nach ca. 2!/; Stunden der Fall war.

Nun zeigten einzelne Analysen, bei denen die Zerstorung
in der eben beschriebenen Weise vorgenommen worden war, daf
Teile des angewandten Hg dem Nachweis entgangen waren.
Dies konnte u. a. darauf beruhen, daB bei dem wiederholten
ZuriickgieBen der tibergegangenen Bestandteile Verluste einge-
treten waren ; um diese Fehlerquelle auszuschalten, wurde folgender
Apparat konstruiert (vgl. Abb. 2).

Die Verkohlung mit H,SO,-Ol. und weitere Behandlung mit
HNO, fum. wurde so eingeleitet wie vorher beschrieben ist. Die
in den aufsteigenden Schenkel des Kiihlrohres von etwa 50 em
Linge eintretenden Fettdampfe kiihlten sich hier meist so weit
ab, daB sie sich kondensierten und zuriickstromten. In der Kugel C
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kamen sie dann erneut in innige Berithrung mit den aufsteigenden
heiBen HNO,-Dimpfen, wodurch ihre Zerstérung fortgesetzt
wurde. Der absteigende Teil des Kiihlrohres war meist an sich
schon so kiihl, daB die {ibergegangenen Teile sich geniigend kon-
densierten, was die Nihe des Kugelkithlers zu dem unteren Ab-
schnitt des absteigenden Rohres begiinstigte. Volle Sicherheit
gegen Verluste durch Verflichtigung gab der auf den Sammel-
trichter B aufgesetzte Kiihler, der zugleich auch als ZufluBtrichter
7\ fir HNO; diente, und iiberdies noch mit Trichter und
Glasschilchen oben lose verschlossen wurde. Das Ent-
weichen etwa nicht gekithlter Fett- oder Hg-Dampfe
war durch diese Anordnung mit Sicherheit ausge-
schlossen. '

Die sich im Sammeltrichter B kondensierende
Flussigkeit wurde von Zeit zu Zeit durch Hahnoffnen
in den Kolben zuriickgebracht, bis die iibergehende
Fettmenge sich moglichst verringert hatte, d. h. also
nur noch kleine Fetttropfchen auf der Flissigkeit im
Sammeltrichter schwammen. Dann erhitzte man den
Kolben so stark, daB moglichst simtliches Wasser in
den Sammeltrichter iiberging und lieB den ganzen
Apparat vollstindig abkiihlen. Danach entfernte man
den bis auf den Kugelkiihler aus einem Stiick be-
stehenden oberen Teil des Apparates vom Kolben und
lieB den unteren wisserigen Teil der Kondensfliissigkeit
| in das zur Elektrolyse bestimmte Gefi8 abflieBen. Nun
setzte man den Apparat wieder zusammen und lieB
die Fetteilchen, die zweckmiBig in etwas Ather gelost
‘:&mgsz,?f werden, in den Kolben zuriickflieBen, spiilte den Trichter
varat Nr. Il mjt wenig rauchender Salpetersiure nach und erhitzte
von neuem den Kolben, worauf (bei Fehlen des Wassers) das Fett
sehr bald vollig zerstért war und die Fliissigkeit im Kolben eine
klare, hellgelbe Losung darstellte. Diese Lisung gab man zu dem
bereits in das Elektrolysegefil gegebenen Destillat aus dem
Sammeltrichter. :

Nach Eingeben von etwa 20—30 ccm Wasser und 0,5 cem
HSO, wurde der Zerstérungsapparat nochmals kurz erhitzt, um
eine Durchspiilung des gesamten Apparates vorzunehmen und
etwa noch vorhandene Reste gelosten Hg mitzubekommen. Nach




Uber eine liﬁotrope Quecksilberverbindung. ‘ 7

Erkaltenlassen wurde auch diese Fliissigkeit in das Elektrolyse-
gefiB gebracht. '

Die saure, klare, hellgelbe Fliissigkeit im Elektrolysegefi
wurde nach vélligem Erkalten mit konz. Ammoniak oder 50 proz.
Natronlauge abgestumpft!). GroBere Siuremengen sollen aber
aus bekannten Griinden in der Elektrolysefliissigkeit nicht vor-
handen sein. Ein Neutralisieren oder gar Alkalisieren muf8 ver-
mieden werden. :

Wie es scheint, bilden sich dann kolloidale Hg-Verbindungen, die
.auch nach erpeutem Ansiuern nicht mehr in echte ionisierte Losung
gehen und dadurch zum Teil der Elektrolyse unzuginglich sind. Wenigstens
sprechen einige Beobachtungen fiir eine solche Vermutung.

Die Flissigkeit wurde dann auf ein Gesamtvolum von etwa
1256—150 ccm gebracht; gréoBere Volumina sind zu vermeiden,
da in solchen entsprechend gréBere Hg-Mengen dem Nieder-
schlag bei der Elektrolyse entgehen konnen.

b) Elektrolyse.

Die Abscheidung des Hg aus der Aschenlésung erfolgte also
stete durch Elektrolyse in schwach saurer Losung.

Bei den ersten Versuchen wurden Kohlezellen als Anoden und
Goldkathoden benutzt; da aber aus der Kohle zu viele stérende
Verunreinigungen' zur Kathode fibergingen, ersetzten wir die
Kohleanoden durch Platin-Iridiumanoden. Sie bestanden aus
einem dicken Draht von ca. 12 cem Linge aus reinem Platin,
der unten eine Platte (1,6 X 0,5 cm) aus Platin-Iridium trug;
die Kathoden waren Plattchen aus reinem Golde, von etwa 0,1 g
Gewicht (2cm X 0,2cm) und waren mit Hilfe kleiner Platin-
schriiubchen an Stromtrigern aus reinem Platin befestigt. Diese
Stromtriger waren oben gehalten von gut vernickelten Klemmen,
die zum Schutze gegen die aufsteigenden Saureblischen gut mit
Paraffin iiberzogen wurden (gelostes Metall der Klemmen wiirde
die Zuverlissigkeit der Methode verringern). Die Klemmen safen
an einem Metallstativ, an dem gie verschieblich waren.

Als GefiiBe wurden zuerst kleine Bechergliser benutzt, dann als zweck-
miiBiger kurzhalsige Kélbchen aus Jenaer Glas, um Verunreinigung durch
Staub usw., sowie zu starke Verdunstung beim Erwiirmen auszuschlieSen.

1) Hat man viel Siure zur Zerstérung benutzt, so ist 50 proz. NaOH
vorzuziehen, um nicht zu groBe Fliissigkeitsmengen zu erhalten; doch neigt
dann die Flissigkeit infolge der hohen Konzentration leichter zu Krystal-
lisation als bei Anwendung von NH,. OH.
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Die Stromspannung betrug 3,6—4 Volt. Als Stromquelle
diente ein Akkumulator von 3 oder 4 hintereinandergeschalteten
Zellen; der Strom wurde auf 3—4 Elektroden verzweigt, durch
Einschaltung von Widerstand die genannte Spannung erzielt
und konstant erhalten. Die Temperatur betrug 66—70° C. Die
Temperatur lieB sich gut regulieren, indem man die Elektrolyse-
gefaBe auf eine mit Asbestauflage versehene gemeinsame Heiz-
platte stellte, unter der man die Heizquelle beliebig verschieben
konnte.

Nun wird aber bei der Spannung von 3,5—4 Volt und der Temperatur
von 65—70° nicht bloB Hg abgeschieden, sondern u.a. auch Fe, das
nach Smith!) aus saurer Losung bei 2—3,6 Volt und 40—65° elektro-
lytisch quantitativ abgeschieden wird. DaB bei der Elektrolyse der zer-
stdrten Gehirnsubstanz tatsichlich Eisen abgeschieden wurde, haben die
Versuche ergeben. Die Losung des Niederschlags auf der Elektrode zeigte
die Fe-Reaktion mit Rhodankalium und die Berlinerblaureaktion. Bei
Anwendung von 9,0—10g Gehirn wurde 0,5 mg und mehr Eisen ge-
funden. Wir elektrolysierten deshalb bis zur Gewichtskonstanz.

Nach 24stiindiger Dauer der Elektrolyse wurde die Gold-
elektrode ohne Stromunterbrechung sorgfiltig mit reinem H,0O
gewaschen, das mehrere Male erneuert wurde.

Der Strom darf nicht unterbrochen werden, damit nicht Teile des
Niederschlags durch die anhaftende Siurefliissigkeit wieder gelost werden.
Von einer Waschung mit Alkohol und Ather wurde abgesehen, da solche
Waschungen leicht mechanisch Teilchen des Niederschlags entfernen.

Im luftverdiinnten Exsiccator, in dem sich gleichzeitig ein
offenes Schiilchen mit Hg befand, wurde die beladene Goldelektrode
ca. 1 Stunde getrocknet und dann auf der analytischen Wage ge-
wogen. Nach dieser ersten Wigung wurde die Elektrode wieder
mit dem Strom verbunden und dann in die Fliissigkeit zurtick-
gebracht. Nach ca. 4 Stunden wurde wieder gewogen, stellte sich
Zunahme heraus, so muBite weiter elektrolysiert werden, bis
Konstanz des Gewichts eintrat, andernfalls schritt man gleich
zur Vornahme der genauen Wagung. '

Natiirlich kann die Elektrolyse durch Riihrung beschleunigt werden,
besonders in dem Fall, daB die Elektrolyse bei geringer Spannung (1,6 Volt)
und gewdhnlicher Temperatur vorgenommen wird, wie Lomholt sie an-
wendet. Hat man aber zur Erhaltung einer Temperatur von 656—70°
eine Heizung angebracht, so geniigt die durch die Erwirmung bewirkte
Stromung innerhalb der Fliissigkeit und zeitweises Quirlen mit Glas-

1) Smith, Quantit. Electrolyse.
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rithrer, um in der oben angegebenen Zeit zum Ziele zu kommen. Meist war
das nahende Ende der Elektrolyse daran zu erkennen, daB die vorher
gelbliche Fliissigkeit sich allméhlich entfirbte und schlieBlich farblos war.

¢) Wiigung. o

Wenn die zur Elektrolyse benutzten Elektroden so klein und leicht
sind, daB sie auf der Nernstwage gewogen werden kinnen, geschieht die
Wigang, indem man nach der Elektrolyse die gewaschene und kurz ge-
trocknete Elektrode wiigt, dann gliiht, und nach Entfernung des Hg wieder
wiigt. Die Differenz gibt das gefundene Hg an. Diese Methode haben Lom-
holt und Christiansen benutzt und eine Reihe von sehr guten Resul-
taten damit erzielt, sie bedeutet aber bei nicht tadellos exakfer Arbeit
immer die Gefahr von Fehlern, sobald sich noch Verunreinigdngen von
organischen oder fliichtigen Substanzen neben Hg niederschlagen. Da wir
nach einer ganzen Anzahl von Vorversuchen diec von Lomholt und Chri-
stiansen angegebene Konzentrationsfillung (CuSO,) mit H,S, die dabei
notwendige quantitative Abscheidung und erneute Losung der Sulfide
wenig erfreulich fanden, verzichteten wir darauf und damit auch auf das

A
X

—~r Lt Na=r—l T -

B Elektrode, Pl Asbestplatte, K Kiihifaden. — bezeichnet Richtung des Gas-Stromes.
Abb. 8. Glilthcapillare zur Hg-Abscheidung.

kleine Volumen der Elektrolysefliissigkeit, das allein die Anwendung kleiner
Elektroden erlaubt. Wir nahmen daher verhiltnismiBig groBe Elektroden,
waren aber dadurch der Moglichkeit beraubt, die direkte Wigung auf der
Mikrowage vorzunehmen und muBten das Quecksilber zwecks Wigung ab-
trennen.

Die Goldelektrode wurde, nachdem auf der analytischen
Wage Konstanz trotz fortgesetzter Elektrolyse festgestellt war,
in eine schwer schmelzbare Rohre gebracht, die ausgezogen war,
wie Abb. 3 zeigt. ’

Zuerst wurde C und Capillare 2 ausgezogen, dann die Elektrode
in B eingelegt, schlieBlich Capillare 1 ausgezogen. Bei A4 wird
ein Strom von Luft oder eines indifferenten Gases (H,) zugefiihrt,
bei K ein wassergetrinkter Kiihlfaden, bei Pl eine Asbestplatte
angebracht.

Das eintretende Gas wurde gut getrocknet und zuniachst einige
Zeit ohne Erwirmung in ganz schwachem Strome durchgeleitet.
Dann erhitzte man erst gelinde, danach stirker bis zum Glithen
den Raum von B. Dabei muB man so vorgehen, daB man mit
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der Flamme schon an der Ansatzstelle der Capillare 1 an B be-
ginnt und stets langsam in der Richtung des einstromenden
Gases mit der Flamme vorschreitet.

Es mI:B vermieden werden, daB man zu nahe an die Kiihlstelle kommt,
da einmal dadurch das Wasser des Kiihlfadens erwirmt wird und seinen
Zweck nicht mehr erfiillt, dann aber auch das dort bereits zusammen-
getriebene Hg sich plotzlich vollig verflichtigen kann, dabei zum Teil
aus der Capillare 2 vertrieben, evtl. sogar ganz verjagt wird. Dies zu
verhindern, dient die Asbestplatte Pl; im &uBersten Notfall kann man
etwa doch durchgetriebene und im Rapme C wieder kondensierte Hg-
Dimpfe Eit gleichem Verfahren in der 3. Capillare wieder zusammen-
treiben. Die Capillaren, besonders 2, diirfen nicht zu enges Lumen haben, .
damit ein kondensiertes Quecksilbertropfchen sie nicht verschlieft.

Zum Schlusse, wenn man stirker erhitzt hatte, entfernte man
den Brenner, lieB den Gasstrom langsam stirker werden und die
Réohre darin erkalten. Dann stellt man den Gasstrom ganz ab,
trieb mit moglichst kleiner Flamme langsam (!) von 4 und C
her kommend etwa noch anderswo als bei K befindliches Hg,
das man evtl. durch Betrachtung mit Lupe oder Mikroskop ent-
decken konnte, auf einen moglichst kleinen Raum bei K zusammen
und schnitt schlieBlich dieses Stiick vorsichtig unter Vermeidung
jeden Verlustes ab. Unter dem Mikroskop sah man dann an der
Kihlstelle die Hg-Partikelchen in mehr oder weniger groBSen
Tropfen zusammengeflossen. Dies Capillarstiick wurde etwa
1 Stunde im Exsiccator bei gleichzeitiger Gegenwart eines Schil-
chens mit Hg getrocknet, danach auf der Mikrowage gewogen,
ausgegliiht und wieder gewogen. Die Differenz ergab die gefundene
Menge Quecksilber. ‘

Ich benutzte eine Torsionswage der Firma Hartmann und
Braun in Frankfurt a. M. mit einer Genauigkeit von 0,01 mg.

In einer ganzen Reihe von Versuchen wurden die Elektroden in
einseitig zugeschmolzene Réhren, die auf der offenen Seite in eine Capillare
ausgezogen waren, gebracht, die bei sonst gleichsinniger Anordnung in
elektrischen Ofchen erhitzt wurden. Es zeigte sich jedoch, daB beim Er-
kalten des erhitzten weiten Rohrenteils ein Teil des dampfférmig zuriick-
gebliebenen Hg sich in diesem wieder ansetzte, wodurch die Analyse wert-
los wurde. Durchschnittlich wurden nach Kontrollanalysen won einer
5 cm langen und 5 mm weiten Rohre 0,3 mg Hg in Dampfform zurfick-
gehalten. ‘

Um die Genauigkeit und Zuverlissigkeit der geschilderten
Methode zu erproben, wurden folgende Vorversuche angestellt:
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Frisch gereinigtes und im Exsiccator getrocknetes Hg wurde
in Kapillaren gebracht, die auf der Torsionswage leer und gefiillt
gewogen, dann in dem oben beschriebenen Glithréhrchen sorg-
filtig gegliiht wurden und zwar teilweise in einfachem Luft-
strom, teilweise im Wasserstoffstrom. Die aus dem Glithréhrchen
geschnittene zweite Kapillare wurde dann in gleicher Weise
ebenfalls gewogen.

Die Resultate waren folgende:

Tabelle 1.
R Angew. gefunden Differenz
Nr. — Bemerkungen
mg Hg | mg Hg | mg Hg
1 0 429 4,26 0,03 im Wasserstoffstrom erhitat
2 l 2,12 2,04 0,08 "
3L 119 1,20 0,01 M
4 | 440 441 | o001 "
5 1 050 0,50 0 "
6 ' 049 0,48 0,01 "
7.0 014 | 012 0,02 : »
8 ‘. 230 | 229 001 | im Luftstrom crhitat
9 I 052 1 051 0,01 "
10 ]ﬁ 029 ' 029 0 "
nmi o017 ! 017 0 "

Auf Grund dieser Resultate hielten wir uns fiir berechtigt,
die Glihmethode als zuverlissig in den Gang der Analyse ein-
zufithren.

. Zur ldentifizierung des Hg kann' man natiirlich in bekannter Weise

die Reaktion mit Jod unter Bildung der typischen Kristalle des Jodqueck-
silbers verwenden.

Es muB zugegeben werden, daB die Methode als Ganzes
etwas umstindlich ist und lingere Zeit erfordert. In einer groBlen -
Anzahl von Versuchen und Analysen (im Ganzen etwa 200)
haben wir die verschiedensten methodischen Modifikationen
gepriift, um ein klares Urteil tiber deren Brauchbarkeit und
Zuverlassigkeit gewinnen zu kénnen. Die Nachteile hinsichtlich
der Zeit miissen mit in Kauf genommen werden, wo es sich darum
handelt, den quantitativen Nachweis von Hg in einem Organ
zu fithren, wo es bisher mit groBer Genauigkeit noch nicht hat
festgestellt werden konnen.
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Jedenfalls ist durch die Benutzung des Zerstorungsappearates
Nr. 2 der Bedarf an groBen Mengen teurer Chemikalien und
ubermiBig langer Heizdauer gegeniiber unseren anfinglichen
Versuchen stark reduziert.

Fir die Brauchbarkeit der schlieBlich verwendeten Methode
sprechen folgende Analysen:

Tabelle II.
Nr. Substanz Zugrefugt Gefunden Differenz
myg Hyr mg Hg mg
1 Gehirn + HgCl, , 592 5,88 —0,04
2 " ', 2,60 2,04 —0,06
3 " i 1,50 1,47 —0,03
4 || Gehirn + Priparat MAT | 0,67 0,60 —0,07
5 " ! 0,42 0,40 —0,02
6 » | 0,26 0,27 +0,01
7 " 0,79 0,75 -0,
8 " 0,58 0,52 —0,06
9 " 1,58 1,68 0,00
10 " 1,20 1,19 —0,01
11 " 2,60 2,54 —0,06
12 » 2,00 2,00 0,00
2. Teil.

Physiologische Versuche mit Priparat MAT.

Zwecks physiologischer Erprobung des M AT wurde unter
Erwirmung eine 20proz. Losung des Priparates in reinem
Olivendl hergestellt. Diese Lésung hielt sich jedoch nicht bei
gewohnlicher Zimmertemperatur, ein Teil der Verbindung schied
sich wieder aus. Nach der 1. Injektion bei Tier Nr. 1 wurde
deshalb die Losung auf einen Gehalt von 109, M AT gebracht,
wobei dann 1 cem 0,1 g M A T also 0,03 g Quecksilber entsprach.

Diese Losung war bei Korpertemperatur fliissig und blieb
auch bei Zimmertemperatur bestandig.

Kaninchenversuch 1.
(Vgl. dazu die Zahlenangaben auf Tabelle 111.)

5. XI. 1919. 3!/, p. m. Injektion von 1 ccm der 20 proz. MAT-
l6eung unter die Bauchhaut (= 0,06 Hg). Nach der Injektion keine Ver-
énderung im Verhalten des Tieres.

6. XI. 1919. FreBlust gut, Puls 140. An der Injektionsstelle ist eine
Verhirtung des Unterhautzellgewebes zu fiihlen.

7. XI. 1919. Status idem.



Uber eine lipotrope Quecksilberverbindung. 13

8. XI. 1919. FreBlust hat etwas ndchgelassen, Beweglichkeit des
Tieres unveriandert. Injektion von 2 cecm der 10proz. oligen Tachysan-
lesung subcutan (obere Bauchgegend). Nach der Injektion Tier etwas

9 bis 10. XI. 1919. Status idem.

11. XT. 1919. Thjektion wie 8. XI. Faeces, die bis dahin geformb
waren, sind ab 11. XI. diinn, iibelriechend.

12. XI. 1919. Tier in seinen Bewegungen gehemmt, FreBlust hat ab-
genommen. Die Injektionsstellen weisen kornige Infiltrationen auf. Faeces
diinn, wiisserig, Blutprobe —.

13. XI. 1919. Bewegungen deuten darauf, daB sich das Tier nicht
wohl fiihit. Puls ca. 300, Atmung 80, Harn nicht mehr trennbar von den
Faeces. 6!/, p. m. Injektion wie 8. XI. Danach leichte motorische Un-
ruhe, sonst sind die Bewegungen schlaff; intestinale Geridusche werden
horbar.

14. XI. 1919. Tier noch ziemlich beweglich, die Bewegungen aber
matt. Nachmittag etwas lebhafter, die hinteren Extremititen zeigen
geringe spastische Symptome. )

156. XL 1919. Tier macht einen kranken Eindruck, FreBlust liegt
darnieder, Bewegungen unruhig, dabei gibt das Tier Laute von sich. An
der Injektionsstelle vom 14. XI. ist absceBartige Stelle zu fithlen. Puls
240, Atmung 96. Injektion wie 8. XL

16. XI. 1919. Bewegungen spastisch-ataktisch. Tier sucht immer die
dunklen Ecken auf, wo es dann still und scheu sitzen bleibt. Fell sicht un-
gleichmiBig-struppig aus. Ohren hidngen schlaff herunter. Puls 160,
Atmung unregelmiBig, ca. 80—90. Mittags gegen 2! p. m. Exitus,

Tabelle III. Zu Versuch 1.

Injek-
Harn- im Harn Korper-
Tag 3:'.} menge | Alb. |[gefund.| F29®® |gewicht Betinden
Hgmg
mgHg ccm 4 g
5.X1.19] 60 - - —_— — 2270 | normal
6.XL19| — | 500 — 0,28 30,0 | 2250 "
T.XL19) — | 420 - 0,23 ‘E’ 25,0 | 2240 "
8.XI.19| 60 1 370 . — 0,33 |5420,0| 2150 | etwas gesteigerte Re-
: i | 2 flexerregb.
9.XL 19! — 2900 — 067 15,0| 2210 | keine Verinderung
10.XL 19| — 390 — 041 [ donn | 2200 "
1LX1.19| 60 300 - 0,562 " 2220 | tg. Durchfille
12X1.19) — 360 \ - ? " 2150 | Bewegungen leicht
behindert
13.XL19! 60 150 l leicht + | 0,44 " 1900 " '
4.XI.19| — 230 0 - 0,61 " 1810 | Bewegungen matt,
| , N spastisch. :
15.XI.19| 60 190 | leicht 4 | 0,52 » 1740 | Motor. Unruhe, krank-
l : hafter Eindruck
16.XL19] — | 75 | leicht+ | 025 | , | 1690 R
17.X1.19 " | )
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Sektionsprotokoll von Kaninechen Nr. 1.

An den Injektionsstellen in der Bauchgegend finden sich im Unter-
hautzellengewebe Reste der orangeroten Injektionsflissigkeit, und zwar
an den frischen Injektionsstellen entschieden mehr als an den dlteren.
In der Umgebung der betreffenden Stellen findet gich schleimig-sulziges
Gewebe, teilweise Hohlenbildung, deren Winde hirter sind als die nor-
male Haut. Das Gewebe in der Gegend der Injektionsstellen sowohl wie
auch weiter oberhalb nach dem Thorax zu weist Partien mit intensiver
Rotung auf (GefaBneubildung und Injektion).

In der eriffneten Bauchhthle findet sich miBig viel blutig-serdee
Fliissigkeit. Das Netz ist hyperimisch. Einzelne Darmschlingen sind ge-
bliht, der Inhalt ist bis auf einzelne
Stellen im Dickdarm, wo vereinzelte
geformte Skybala zu sehen gind, breiig.

Abb. 4. 1. Defekt in Epithel, Mucosa und Submu-  Abb.5 2 Defekt in Lam. propr.
cosa. mucosae und Epithel.

Abb. 4 und 5. Spiralklappe vom Coecum des Kaninchens. (Tier Nr.1) + pach
5mal. Injektion von 0,2 MAT (=5 x 0,06 Hg) subcutan. (Schematische Zeichnungen bei
schwacher VergrdB8:rung.)

Magen normal. In den oberen Abschnitten des Ditnndarms zeigen verein-
zelte Stellen stirkere GefiaBinjektion, in einem unteren Teile sind solche
Stellen hiufiger und in groferer Ausdehnung anzutreffen. Vereinzelt sind
Drilsen geschwollen, Darmschleimhaut teilweise geschwollen.

Das Coecum weist Veriinderungen der Spiralklappe auf. Die Schleim-
hautoberfliche auf der Hdhe der Klappenfalten ist lidiert, vereinzelt
verschorfte Belige. Mikroskopisch Defekte in Epithel, Mucosa und Sub-
mucosa (vgl. schematisierte Abb. 4 u. 5).

Leber normal. Eine vereinzelte Mesenterialdriise geschwollen.
Lungen intensiv gerdtet. Gehirn miiig hyperimisch.

AuBer den lokalen Reizerscheinungen an den Injektions-
stellen, der Hyperimie von Netz und Darmabschnitten, Schwellung
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der Darmschleimhaut und einer Mesenterialdriise ist vor allem
die Verinderung der Spiralklappe von Bedeutung. Die gefundene
Nekrose auf der Hohe der Coecalfalten ist beinahe charakteristisch
far Hg-vergiftung (vgl. Justus, J. Rosenbach, Lasarevicz).
NachE.Kaufmann tritt ‘

diese Erscheinung ein, 3
gleichgiiltig - in  welcher

gr He

Form und wie das Queck- |- 74 %
silbereinverleibt wird (vgl. ol 12l Hammennd L] 7
ferner dariiber Weiler, u 7
Elbe). 3

Abgesehen von dem

Sektionsbefund sprichtfar | 42

eine Vergiftung durch Hg e g
die gestorte Harnsekre-

tion (vgl. Kurve Abb. 8). 7 % A E TS A EB AR

Nach der 1. Injektion x Injektionstage (je 0,2 ¢ MAT = 0,08 g Hg).
s Abb. 8. Hg-Ausscheidungskurve im Harn.
nahm die Hammenge zu, (Tier Nr.1.) Vgl die gleichzeltig ausgeschiedenen

gleich danach ab, nach Harnmengen.

den spiteren Injektionen trat ebenfalls kurzer Anstieg der Aus-
scheidungskurve, dann wieder Absinken ein. Ihre allgemeine Rich-
tung verlief abwirts. Nach Binet kann man diese Abwirtstendenz

alsein Symptom schwerer Hg- ?Zt_‘\__
vergiftung auffassen ; die Urin- 2 \\ N
menge steigt nach leichter Ver- 20| : \
giftung, sie sinkt bei schwerer .zl \
bis auf 0. ? ool
Die Quecksilberausschei-
dung nahm in den ersten Tagen ol \\
absolut, nachher auch relativ |
stark zu. Diese Zunahme ist = | -
von Vielen als die Regel be- "M & 7 & ¢ 0. # B O N 6 % 77
zeichnet worden (vgl. u. a. x 'Imkﬂo:u:zf i’f.?,‘:f.é;‘.’;fff‘” o 10%

Welander und Dﬁhring). Abb.7. KOrpergewichtskurve v.Tierl.

Endlich wird eine schwere Intoxikation durch den Gewichts-
absturz (vgl. Kurve Abb. 7) erwiesen.

Die Untersuchungen iiber die Ausscheidungsverhéltnisse in
Harn und Faeces des Kaninchens ergaben ein Uberwiegen der
Quecksilberausscheidung durch die Faeces. Die Faecesportionen
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konnten nur in den ersten Tagen fiir sich untersucht werden,
das Ergebnis dabei war 5,05 mg Hg; nachher waren sie so diinn,
daB sie sich mit dem Harn vermengten und daher mit diesem
zusammen untersucht wurden. Somit ist also bei den Werten
der ab 10. XI. im Harn von Tier 1 gefundenen Hg-mengen teil-
weise aus den Faeces stammendes Hg miteinbegriffen. Nach dem
Tode des Tieres wurde der Rest der noch im Kiifig befindlichen
Faeces auf Hg untersucht, und es fanden sich darin noch 1,28 mg
Hg, so daB im ganzen 6,33 mg Hg in den Faeces nachgewiesen
werden konnten, wihrend im Harn (einschl. der aus den bei-
gemengten Faeces stammenden Hg-mengen) nur 4,26 mg Hg
gefunden worden sind. i

Im iibrigen sei darauf hingewiesen, da8 die Frage, unter
welchen Bedingungen mehr Hg durch Harn oder Faeces aus-
geschieden wird, noch nicht hinreichend geklart ist!).

Folgende Organe von Tier 1 wurden nach der im 1. Teile
der Arbeit beschriebenen Methode auf Hg-gehalt mit dem bei-
gefiigten Ergebnis untersucht.

Tabelle IV.
Gehirn (7,6g) . . . . . . . . ... 0,17 mg Hg
Herz (90g) . . . . . . . . . . .. 0,03 ,, .
Lunge (12,5g). . . . . . . . . .. 012 ,, ,,
Leber (50,0g) . . . . . . . . ... 2,87 ,, .,
Milz 30g) . . . ... ... ... 0,14 ,, ,,
Galle (40g) ~ . . . . . . . . ... 0,08 ,, ,,
Muskulatur (500,0g) . . . . . . . . 10,20 ,, ,,
Gewebe an den Injektionsstwen .. 32,38,
Nieren (18,0g). . . . . . . . . . . 2,73 ,, .
Harm. . . . ... ... .. ... 4,26 ,,
Faeces . . . . .. ... ... .. 6,33 ,,

Gesamtmenge des wiedergefundenen 59,31 mg Hg

Es wurden "also alles in allem nur 209, der angewandten
Quecksilbermenge wiedergefunden und auch davon noch mehr
als die Hilfte an Injektionsstellen. Beriicksichtigt man neben
diesem Befunde die Tatsache, da8 nach allen vorliegenden Ver-
suchen etwa 20 mg Hg in wasserlgslicher Form subkutan als eine
Dosis angesehen werden kann, die ein Kaninchen im Laufe einiger

1) Vgl. dariibber Dohring, Biirgi, Winternitz, ferner u. a. die

Resultate von Kronfeld, Stein, Riederer, Schneider, Ratner,
Lind én.
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Tage totet, so gelangt man zu‘dem Schlusse, daB das Quecksilber
aus dem Priparat M AT nur recht langsam in den Kreislauf
der Kérpersifte gelangt.

Kaninchenversuch 2.

7. XI. 1919. Gewicht des Tiers 1800 g. 4t p. m. Injektion von 2 ccm
einer korperwarmen 10proz. MAT-Losung in OL olivar. intraperitoneal
(= 0,06 Hg).

Gleich nach der Injektion noch auf dem Versuchstisch streckte das
Tier die hinteren Extremititen lang von sich, zog dieselben aber auf Reiz
ruckartig wieder an. Diese Erscheinung lieB sich wihrend 1/, Stunde
dauernd beobachten. Auch sonst Zeichen motorischer Unruhe und er-
hohter Erregbarkeit. Das Tier wechselte oft Platz und Stellung, saB bald
hockend, bald legte es sich platt hin mit ausgestreckten hinteren Extremi-
titen; auf jeden Reiz, auch leise Beriihrung, reagierte es momentan und
heftig.

Puls ca. 200. Atmung 64.

Nach 1/, Stunde lie8 die motorische Unruhe etwas nach, vor allem waren
die spastischen und paretischen Erscheinungen nicht mehr so ausgesprochen,
wohl aber fand sich noch die gesteigerte Reaktion auf Reize, die aber nach
einiger Zeit ebenfalls schwicher wurde.

In der Nacht zum 8. XI. Exitus.

Sektions protokoll

Nach Eréffnung der Bauchhéhle zeigt sich das Netz iiberall mit dem
orangegelben Ol der Injektionsfliissigkeit durchsetzt. AuBerdem finden
sich freie Fetttropfen auf dem Peritoneum wie auch schwimmend auf einem
diinnfliissigen leicht sanguinolenten Exsudat von annidhernd 10 ccm Menge.
Die Oberfliche der Organe wie auch das Netz sind stark injiziert.

|30—40 cm oberhalb der Tleocoecalklappe findet sich eine Invagination
des Diinndarms von ungefihr 12—15 cm Lénge, das invaginierte Stiick
ist dunkelviolett gefirbt, das oberhalb sitzende Stiick ist auf etwa 20 cm
Linge sehr stark injiziert und dunkelrot gefiarbt. An vielen Stellen zeigen
sich unterhalb der Serosa kleine Blutextravasate, natiirlich auch in dem
invaginierten Stiick. Auch das Coecum zeigt an verschiedenen Stellen,
die so gelagert sind, daB sie am frithesten und intensivsten mit dem in-
jizierten MAT-0OI in Berithrung kamen, Blutextravasate bis zu Stecknadel-
kopfgroBe. Die groBe Mesenteriallymphdriise ist auffallend geschwollen
und sowohl auf der Oberfliche wie auch auf dem Durchschnitt abnorm
blutig durchsetzt. .

'Magen stark hyperdmisch, Schleimhaut hellbraun, stellenweise auch
dunkelrosa gefirbt. — Diinndarmschleimhaut zeigt fiir eine lingere Strecke
unterhalb des Magens keine Besonderheiten. Etwa 50 cm unterhalb be-
findet sich ein Herd mit starker Injektion und capilliren Blutungen. Weiter
unterhalb Rétung der Schleimhaut, Schwellung von Plaques, dies alles
noch weit oberhalb der Invaginationsstelle. Herdweise zeigen sich immer
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wieder kleine Blutextravasate. Auch unterhalb der Invagination ist die
Darmschleimhaut vielfach abnorm injiziert. In der Nihe der Ileocoecal-
klappe ist sie jedoch wieder normal von Aussehen mit Ausnahme der
Peyerschen Plaques. Auch die Lymphdriise an der Valvul. Bauhini ist
sehr stark geschwollen. — Dickdarm. Im oberen Teile finden sich keine
festen Skybala, sondern nur diinnbreiiger Inhalt. Schleimhaut ist hier
von normaler Farbe, nur an einer Stelle, etwa 20 cm unterhalb der Val-
vula B, kurz vor dem Ubergang in den hausternlosen Teil, ist wieder ein
Herd abnormer Hyperimie zu sehen.

Coecum: Spiralfalte iiberall von grauer Farbe, keine Hyperimie, keine
Geschwiire, auch nicht auf der iibrigen Schleimhaut.

Niere stark hyperimisch, Rinde und Mark wenig verschieden an
Firbung; Triibung und Schwellung der Rinde bestehen nicht.

Leber und Lunge: ohne Besonderheiten. Gehirn hyperimisch.

Analysiert wurde nur das Gehirn (7,0 g) mit einem Resultat
von 0,27 mg Hg.

Bei diesem Tiere sind besonders die peritonitischen Erschei-
nungen, die herdweise auftretenden Blutextravasate und Hyper-
#mien in der Bauchhéhle sowie die Invagination in der Ileocoecal-
gegend bemerkenswert. Dieser Befund sowie das Verhalten des
Tieres nach der Injektion sprechen fiir eine starke lokale Reiz-
wirkung der injizierten Substanz, die sich ja auch im subcutanen
Gewebe bei Versuch 1 gezeigt hatte.

Ubrigens scheint unter Umsténden auch die spezifische Reizung
der Darmschleimhaut durch das Quecksilber schlechtweg zur Erzeugung
einer Invagination zu geniigen; so beschreibt Pauli einen Fall von In-
vagination bei einem Kaninchen nach Hg-Intoxikation.

Mit groBter Wahrscheinlichkeit ist auch der rasche Tod des
Tieres nicht auf Quecksilbervergiftung, sondern auf peritonitische
Reizung und den Ileus im Besonderen zuriickzufithren. Der
Vergleich mit Versuch 1 fithrt zwingend zu diesem Schlusse.
Um so mehr ist gerade auch gegeniiber den Ergebnissen des
Versuchs 1, die eine langsame Aufnahme des Quecksilbers
erwiesen, sehr bemerkepswert, daB im Gehirn nach einer Lebens--
dauer von etwa 12 Stunden schon eine so betriichtliche Menge Hg
gefunden wurde. Es darf wohl an die Méglichkeit gedacht werden,
daB ein Teil das unzersetzten Priaparats M AT infolge seiner
Fettloslichkeit sich als solches im Gehirn abgelagert habe. Die
Fihigkeit zur Resorption solcher Substanzen ist ja im Peritoneum
unverhéltnisméBig viel besser als im subcutanen Gewebe.
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Besprechung der Ergebnisse.

Die nach Injektionen von MAT im Gehirn vorgefundenen
Quecksilbermengen sind im Verhéltnis zu den von andern Unter-
suchern mitgeteilten Resultaten sehr hoch. Zum Vergleich mégen
die Resultate von Riederer, Lomholt und Christiansen,
Ludwig und Zillner, Pauli dienen.

Riederer fand bei einem Versuche am Hund nach Anwendung von
2,789 g Calomel per os:

Faeces . .. .......... 2,1175gHg8 =77% des angew. Hg
Hwn ... ........... 00560g ., =2% » » "
Gehirn, Herz, Lunge,Milz, :
Pankreas, Hoden, Penll.} ca.800g 0,0090g HgS = 2,6 mg Hg pro 100g = 0,8% d. angew. Hg
Nieren . . ... ...
Leber 218g) . ... ...... 00140g ,, =57, ., , 100g=05%, ”
Muskeln (2482g) . . . . . . . .. 00114g ., =04, , , 100g=04%, . ”
. 2,2069 g HgS

Die gefundenen 2,2089 g HgS entsprechen 2,2403 g Calomel, es wurden
also 809, wiedergefunden, und zwar das meiste (77%) in den Faeces, wo-
von sicherlich die Hauptmenge nicht gelést und nicht resorbiert worden
war, weiterhin ziemlich viel im Harn (2%); im Gehirn fand sich nur ganz
wenig.

Ludwig und Zillner fanden nach Applikation von HgCl, per os
bei Versuchen am Hunde pro 100,0 Organ mg Hg:

1. Versuch I1. Versuch IIT. Versuch

Gehirn 0 deutl. Spur  unwiigh. Menge
Muskel 0,12 0,03 0,14
Leber 1,25 2,15 1,42
beide Nieren . 5,6 13,38 9,29
Milz deutl. Spur 1,64 2,00

Pauli hat am Kaninchen Versuche fiber Ausscheidung und Ver-
teilung des Hg angestellt und kam zu dem Resultat: ,,Der Mercyr findet
sich namentlich in Leber, Pankreas, Lunge, Nieren und Herz, er fehilt
fast immer in Gehirn, Riickenmark und Knochen.‘*

Lomholt und Christiansen haben die Abscheidung in mensch-
lichen Organen untersucht bei 4 Krankheitsfillen, wo die angewandten
Mengen Hg unbekannt waren (lingere Zeit vorgenommene Inunktions-
kuren). Sie fanden pro 100 g Organ mg Hg:

Préparat, | I. Versuch | II. Versuch | ITL. Versuch | IV. Versuch
Nieren . .. ... 6,31 7,0 33 1,60
Leber, .. . . .. 1,20 3,21 2,45 0,32
Miz ....... ‘ 0,60 1,00 0,15 0,43
Herz . ...... : 0,37 03 0,3 0,24
Lunge . .. ... l 0,10 0,67 0,1 0,03
Him . .. ... . TS 017 0.10

2#
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Bei Kaninchenversuchen fanden dieselben Autoren, nachdem sie
verschiedene Hg-Verbindungen intramuskulir injiziert und die Versuchs-
tiere zu bestimmter Zeit getdtet hatten, pro 100 g Organ mg Hg:

L Versuch | IL Versuch | ITL 3much IV.Versuch | V. Versuch

Priparat Hg bens. 2% ' Hg bens. 29, | Hg salic. 189%, | Calomel. 20%, | OL ciner.
mg Hg 24,0 3718 | 335 | 480 154,0
Herz u. Blut. | 1,80 0,47 ' — i 18 0,89
Lungen . . . | - 0,76 03 | 02 026 0,20
Leber. . . . | 0,97 0,49 1,16 = 037 0,65
Galle . . . . — 07 ! 167 | 100 1,00
Nieren . . .| 3,79 2,20 503 | 2,2 1,75
Muskeln . . | - 0,14 — | — —
Him . ...!| — 0,5 075 | 038 0,56
Milz . .. .| - — — i - —_

Zum Vergleich mit diesen Zahlen sind auf Tabelle V die von
mir gefundenen Werte (ng Hg) auf 100 g Organgewicht berechnet.
Es z‘eigt sich, daB die Voraussage erfiillt ist, insofern
sich im Gehirn ein Mehrfaches der Quecksilbermengen
finden lieB, die in den fritheren Versuchen bei Anwen-
dung andererPriparatenachgewiesen wurden. Allerdings
gilt dies nicht nur fiir das Gehirn allein, sondern auch fiir andere
Organe, vor allem die Muskulatur. Fir Leber und Nieren scheinen
die von mir ermittelten Werte ebenfalls recht hoch gegenitiber
. den von Lomholt und Christiansen bei Kaninchen ange
gebenen, weniger gegeniiber den in den angefithrten Hunde-
versuchen vorkommenden.

Tabelle V.
Priparat || Kaninchen 1 1 Kaninchen 2
Herz . . . | 0,33 |
Lunge . . 0,96 .
Leber . . 574
Galle. . . 2,00
Niere. . . 15,17 \
Muskel . . 2,04 |
Gehirn . . 2,27 ! 3,86
Milz . . . 467 |

Bei sehr chronischen Vergiftungen fand Baldoni in der Leber von
Hunden bis 16,8, von Kaninchen bis 15 mg, in den Nieren bis 22 und sogar
47 mg pro 100 g frisches Organ; auch er fand gleichzeitig (freilich in nur
einem Versuche) in der Muskulatur kein Quecksilber.

Fraglich muB es natiirlich bis auf weiteres bleiben, ob das
analytisch ermittelte Hg in unseren Versuchen und denen der
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angefihrten Autoren in gleicher Form in den Organen vorhanden
ist. Wahrscheinlich diirfte sein, daB Hg nach Injektion von M A T
wenigstens zum Teil noch in der urspriinglichen organischen
Bindung in die Organe wandert. Offenbar besteht die Moglichkeit,
daB es erst innerhalb der O;gane abgespalten wird.

Trifft diese Annahme zu, 8o wiirde also in den Organen selbst,
vor allem auch im Zentralnervensystem ein Depot gesetzt werden,
sus dem fortwahrend wirksames anorganisches Hg gebildet wird.
Die ,Lipotropie‘“ der Verbindung bedingt tatsichlich ein Ver-
halten im Organismus, das gegeniiber dem bisher Bekannten
neuartig ist. Es darf einstweilen als denkbar betrachtet werden,
daB dadurch erweiterte therapeutische Moglichkeiten geschaffen
werden kénnten. '

Freilich diirfte das von mir untersuchte Priparat (M A T)
selbst wegen seiner recht erheblichen Reizwirkung fiir therapeu-
tische Zwecke wenig geeignet sein, doch mag es eine Etappe auf
einem Wege bedeuten, der zum Fortschritte fiihrt.

Zusammenfassung.

1. Es wird eine Methode beschrieben, welche die Quecksilber-
bestimmung im Gehirn unter vélliger Mineralisation der Fett-
mbstanz verlustlos gestattet.

2. Die Untersuchung einer ,lipotropen Quecksilberver-
bindung ergibt eine betrichtlich stirkere Aufnahme von Hg
im Zentralnervensystem, in der Muskulatur und anderen Organen
als nach Zufuhr der gewdhnlichen Quecksilberpriparate.
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Uber die oligodynamische Wirkung der Metalle.

Von
D. Acél.

(Aus dem hygienischen Institut der Universitit in Budapest.)
(Esngegangen am 21. August 1920.)

Mit der oligodynamischen Wirkung der Metalle befaBte sich
seit Nigeli eine ganze Reihe der Autoren.

Die im Jahre 1917 erschienenen Mitteilungen P. Saxls!) regten eine
neue Reihe der Arbeiten an. Einige Autoren nahmen an, da8 die Ursache
der oligodynamischen Wirkung der Metalle ihre Loslichkeit ist, und daB
zum Erreichen dieser Wirkung ganz kleine, chemisch nicht nachweis-
bare Mengen der Metalle geniigen. Sax] akzeptierte diese Ansicht nicht,
er erklirte die bakterienvernichtende Fahigkeit der Metalle mit einem sich
an der Oberfliche abspielendem Phénomen und nahm eine Fernwirkung
der Metalle an.

Auch wir haben die keimtétende Wirkung der Metalle, be-
sonders des Silbers schon vor ldngerer Zeit untersucht. Die aus-
fihrliche Mitteilung unserer Versuche wollen wir hier unterlassen,
da diese die bisherigen Erfahrungen bestitigen. So haben wir z. B.
festgestellt, daB die keimtétende Wirkung mit der GroéBe. der
Oberfliche des Silbers zunimmt (s. dasselbe vom Kupfer zuletzt
in einer Mitteilung von A. Streck?); die Silberplatten vermdgen
ihre keimtotende Wirkung in destilliertem wie in Leitungswasser
im Dunkeln Sowie. bei Licht mit derselben Kraft auszuiiben.
Mit Silber kann man im Wasser groBe Mengen Bakterien ver-
nichten, ja, man kann es mit Silber sterilisieren usw.

Die Ursache der keimtotenden Wirkung des Silbers ist dessen
Léslichkeit im Wasser. Es gelang uns das auf direktem und in-
direktem Wege zu beweisen.

Auf direktem Wege so, daBesunsgelang,im Trinkwasser
das mit der Silberplatte behandelt war, das Silber
nachzuweisen. Der Nachweis des Silbers im Wasser, das durch
Silber keimtotend wurde, gelang bisher niemandem. Auch wir
konnten es nicht auf dem Wege, wie es bisher die meisten Autoren
versuchten, nimlich durch Eindampfen auf ein geringes Volum
und Nachweis als Chlorsilber, sondern nur so, daB wir das Wasser,

1) Wien. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 23 u. 31.
3) Hygienische Rundschau 1919, Nr. 20 u. 21.
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welches durch Silber bactericid gemacht wurde, in einer weilen
Porzellanschale bis zur Trockene verdampften und zum Riickstand
einige Tropfen verdiinnten Schwefelammoniums gegeben haben.
Da entstand am Boden der Porzellanschale eine auf dem weilen
Grunde gut sichtbare, mehr oder minder intensive braune resp.
braunschwarze Fiarbung (Silbersulfid). Mit reinem destillierten
Wasser genau gleich behandelte Kontrollproben (es wurde auch auf
gleiche Qualitit der zu den Versuchen dienenden GefiBe geachtet)
gaben keinen sich mit Schwefelammonium briaunenden Riickstand.

Diese Firbung allein kénnte schon die Anwesenheit von ge-
lostem Silber geniigend beweisen, da die in unseren Versuchen
beniitzten Silberplatten aus chemisch reinem Silber bestanden,
und da das beniitzte destillierte Wasser selbst, wie erwihnt,
keine Firbung gab. Der Nachweis des Silbers wurde aber noch
sicherer, als es auch gelang, in dem durch Silber bactericid ge-
machten Wasser — das in einer Porzellanschale giinzlich ein-
gedampft wurde — mit einer verdiinnten Losung von gelbem
chromsauren Kali die fir Silber charakteristische rotliche
Firbung zu erzielen, die deutlich zu erkennen war. In der Kon-
trollporzellanschale (in der die gleiche Menge des im Versuche
beniitzten und unter ganz gleichen Verhiltnissen gehaltenen
Wassers eingedampft wurde) war nur die citronengelbe Farbe
des verdiinnten chromsauren Kalis sichtbar.

Es ist auch gelungen auf indirektem Wege zu beweisen, da
die Ursache der keimtotenden Wirkung das im Wasser geloste
Silber ist. Wenn die bakterienvernichtende Wirkung des Silbers
auf dessen Léoslichkeit beruht, muB diese Wirkung aufhéren,
wenn wir das geloste Silber in eine in Wasser unldsliche Verbin-
dung dberfilhren. Wenn wir also zum Wasser, das mit Silber
behandelt wurde, Ammonsulfid geben, entsteht aus dem im
Wasser gelosten Silber in Wasser unlésliches (oder mindestens
unter den Silberverbindungen am schwersten losliches) Silber-
sulfid und somit muB die bactericide Wirkung schwiicher werden

oder aufhéren. Die Einrichtung des Versuches war folgende:

4 gleiche Bechergliser wurden mit je 100 ccm destilliertem Wasser
versehen. Im Becherglas Nr.I und II wurden Silberplatten mit 50 gcm
Oberfliche gegeben, in Nr. ITI und IV nichts. Die Gliser standen 48 Stunden
lang bei Zimmertemperatur. Nach dieser Zeit wurden die Silberplatten
aus dem Glase I und II entfernt. Hierauf wurde in die Gliser II und IV
1}/;—11/, ccm alte, gelbe Ammonsulfidlosung gegossen, gut zusammen-



Uber die oligodynamische Wirkung der Metalle. 25

gemischt, und nach einer halben Stunde wurden alle 4 Gliser mit derselben
Menge einer Aufschwemmung von Bacterium coli versehen. Zeitweise
wurden aus den Glisern !/;—1/, ccm herausgenommen und mit Agar in
Platten gegossen. Nach einem 24stiindigen Aufenthalt im Thermostaten
(bei 37°) wurden die gewachsenen Kolonien gezihlt.

Becherglas Nr. I zeigte, wie das mit Silber behandelte Wasser und Glas
die Bakterien vernichten kann.

Becherglas II zeigte, ob man die Wirkung des Silbers dadurch auf-
heben kann, daB man Ammonsulfid dazugibt.

Becherglas IT1 zeigte die Wirkung des nicht behandelten, destillierten
Wassers, und

Becherglas 1V, ob die im Glase II vorhandene Ammonsulfidlésung
die Bakterien nicht etwa selbst totet. 3

Ist unsere vorher angefithrte Voraussetzung richtig, so muB das
Resultat zeigen, daB nur im Glase I Bakterientitung stattgefunden hat.
Das Resultat hat die Voraussetzung vollkommen bestitigt:

! Mit Silber Nicht be-
| Mit silber |behandelt Nicht | handeltes
|behandeites! Wasser |behandeltes| Wasser
Wasser + Ammon- Wasser + Ammon-
sulfid sulfid

i enthielt Colibakterien in 0,6 ccm

Gleich nach Zugabe der Coli- | oo oo 0o oo
bacillen . :

1!/, Std. nach Zugabe der Coli- 945 0o 0o oo
bacillen

3 Stdn. nach Zugabe der Coli- 128 0o oo 0o
bacillen

8 Stdn. nach Zugabe dex Coli- | keine o0 0o oo
bazillen !

Ein ganz gleiche» Versuch, der nur darin vom vorigen abweicht, da
die Oberfliche der Silberplatten 70 gcm betrug und die Menge des Wassers
50 ccm, ergab folgendes Resultat:

Mit Silber Nicht be-
Mit Silber | behandeltes Nicht handeltes
behandeltes| Wasser |behandeltes| Wasser

Wasser +Ammon- Wasser +Ammon-
. sulfid sulfid

enthie]t Colibakterien in 0,5 ccm
|

Gleich nach Zugabe der Coli- ) oo oo oo
bacillen

11/; Std. nach Zugabe der Coli- 200 00 0o oo
bacillen

3 Stdn. nach Zugabe der Coli- 140 0o 0o oc
bacillen L

6 Stdn. nach Zugabe der Coli- 56 o | o | &
bacillen i :

o @ o oo

8 Stdn. nach Zugabe der Coli- keine
bacillen {
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Neuere Versuche von Bechhold!) beweisen auch, daB die
Bakterientétung durch die in Losung iibergegangenen Teile des
Silbers verursacht wird.

Er ging von der Uberlegung aus, daB, wenn die Ursache der Bakterien-
totung wirklich die Loslichkeit der Metalle ist, die unléslichen, oder besser
schwerléslichen Silbersalze im Verhiltnisse ihrer Schwerléslichkeit auf
Bakterien wirken miissen. So miissen z. B. das Silberoxalat oder Silberoxyd
gemiB ihrer besseren Loslichkeit stirker wirken als das Silberchlorid, und
dieses wieder stirker als das Silbersulfid.

Er bestrich kleine, kreisformige Filterpapierstiicke mit verschiedenen
Silbersalzen und legte diese auf mit Staphylokokken beimpfte Agarplatten.
Nach gewisser Zeit beobachtete er, daB die mit den Silberverbindungen
bestrichenen Papierscheibchen ein bakterienfreier Hof umgab. Dieser sterile,
bakterienfreie Hof war aber griBer dort, wo auf dem Filter eine besser-
léeliche Silberverbindung aufgestrichen war. So war z. B. um das mit
Silbersulfid (als der am wenigsten lslichen Silberverbindung) bestrichene
Papier gar kein bakterienfreier Hof, wiihrend um das besserlésliche Silber-
chlorid in einem Versuche ein 10 mm breiter, und um das noch besser
losliche Silberoxyd ein 16,4 mm breiter steriler Hof zu sehen war.

Zusammenfassung.

Es ist uns gelungen, sowohl auf direktem Wege (Nachweis
des in Wasser gelosten Silbers) als auch auf indirektem (Aus-
schalten der Wirkung des Silbers) zu beweisen, daB8 die Ursache
der keimtétenden Wirkung des metallischen Silbers im Wasser
keine mystische Fernwirkung, oder ein an der Oberfliche des
Metalls sich abspielendes Phiénomen ist, sondern ganz einfach
an dessen Loslichkeit im Wasser liegt. Di¢ SchluBfolgerungen
Bechholds, zu denen er auf anderem Wege gelangt ist, werden
also vollinhaltlich bestitigt. Das uns soeben zugekommene
Juniheft (Bd. 106) dieser Zeitschrift bringt eine Arbeit von
R. Doerriiber denselben Gegenstand, die mit unseren Erfahrungen
im wesentlichen ebenfalls tibereinstimmt. Den von Doerr gefor-
derten endgiiltigen Beweis dafiir, daB die Wirkung des durch
Silberkontakt bactericid gewordenen Wassers einer gelosten
Silberverbindung zuzuschreiben ist, glauben wir nunmehr ein-
wandfrei erbracht zu haben.

1) Kolloid-Zeitschr. 25, H. 4. 1919.



Uber das Vorkommen von Phosphaten im menschlichen
Blutserum. XII.

Die P-Verteilung, nach den derzeitigen Methoden zur Trennung
und Isolierung. Neue Ergebnisse.

Von
Joh. Feigl.

(Aus dem Chemisch-Pathologischen Laboratorium des Aligemeinen Kranken-
hauses Hamburg-Barmbeck.)

(Eingegangen am 8. September 1920.)

Die neuen Arbeiten iiber Phosphorverteilung im Blutserum
haben eingehendes Studium an den Bestimmungsmethoden
der O-Phosphorsiure herausgefordert. Sie sind in dieser
Hinsicht, z. T. schopfend, z. T. sichtend und prizisierend von
Erfolg gewesen.

Die Bestimmungsmethoden selbst sind in allerletzter Zeit, vornehm-
lich durch Feigl') und Kleinmann3?), systematisch und zusammen-
fassend bearbejtet worden. Vergleichende Beurteilung fiihrte auch dazu,
fiir enteprechende Bereiche in den MaBstiben das eine oder andere Prinzip
in den Vordergrund zu stellen. Mariott (und Mitarbeiter) haben vorher3),
Meigs4) sowie Bloor?) haben nachher Beitrige geliefert, die der Sache
gute Forderung angedeihen lieBen. Jones®) sowie Greenwald?), auf
dessen Bemiihungen zum guten Teile die heutigen Ertrige zuriickzufithren

1) Joh. Feigl Phosphate. VII. Diese Zeitschr. 1918, S. 92, speziell
ab 8. 30 (4. Juli), daselbst Literatur.

%) H. Kleinmann, Diss. Berlin 1919. Diese Zeitschr. 1919, S. 99,
H 1—86, daselbst vollstindige Literatur.

3) W. Mc Kim Marriott (mit Haessler und Howland), Journ. of
Biolog. Chem. 18; 24. 1916.

4) E. B. Meigs und N. R. Blatherwick, Journ. of Biolog. Chem.
33, 4. 1918. — Journ. of Biolog. Chem. 36, 335. 1918.

8) W. R. Bloor, Journ. of Biolog. Chem. 36, 33. 1918. Daselbst
weitere (dltere) Literatur.

%) W. Jones, Journ. of Biolog. Chem. 25, 87. 1916.

7) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 25, 431. 1916.
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. 28 ' Joh. Feigl:

sind, weil sie in jenen den Ausgangspunkt zum weiteren Vordringen
fanden, haben gleichfalls die Méglichkeiten der Bestimmung unter ver-
schiedenen Verhiltnissen bereichert. Noch am wenigsten nutzbar ge-
macht ist das von Mariott (mit Haessler und Howland) aufgefundene
und durchgebildete Prinzip, iiber das zur Zeit kein vergleichendes (analyti-
sches) Material zur Hand ist, wennschon die Ergebnisse in entsprechender
Gegeniiberstellung von Feigl!) wie von Bloor?) diskutiert wurden.
An erste Stelle hat sich das nephelometrische Prinzip (P. Mo-Strychnin-
komplex) zu setzen vermocht. Es ist, namentlich durch miihevolle
Studien Kleinmanns?), dem spiter Bloor4) noch folgte und durch
frithere, mehrjihrige Arbeiten amerikanischer Forscher auf einen Grad
hoher Exaktheit gehoben worden®). Man kennt zur Zeit die Reaktions-
bedingungen, iibersieht die Abgrenzungen und Stérungen und kann sich
auf eine exorbitant hohe Empfindlichkeit stiitzen, die gerade in unserem
Arbeitsgebiete entscheidend ist. Man darf sagen, daB dieses Prinzip bisher
der allein gangbare Weg der Arbeit in kleinem MafBstabe geblieben ist.
Kleinmann hat indes andere Methoden dhnlicher Tauglichkeit teils neu
geschaffen (Mo-Ferrocyankalium), teils revidiert, teils exakt ausgearbeitet
und fiir bestimmte Anforderungen zugeschnitten®). Es ist also denkbar,
mit steigenden Mengen von Ausgangsmaterial das so vorziigliche nephelo-
metrische Prinzip zugunsten anderer zu verlassen. Immerhin ist eben
dieses in mehr als einem Sinn unbedingt an die Spitze zu stellen. Seine
Betiitigung, ginzlich abhingend von der Theorie und Technik nephelo-
metrischer Apparatur, ist durch das neue Instrument?) (Feigl - Klein -
mann, bei Schmidt und Haensch) zu voller Sicherheit gehoben
worden. Moglich scheint nun andererseits, daB der P. Mo-Strychninkomplex
zu anderen Anwendungsformen herangezogen werden konne.

Soweit handelt es sich um die analytischen Bestimmungs-
prinzipien an sich! Sie sind nun naturgemiB nicht allein maBgebend,
sondern das System der P-Verteilung bedient sich “ihrer aus mag-
stiblichen Riicksichten. Prinzipiell beherrscht wird es von den
Eingriffen, welche Fraktionierung und Isolierung anstreben.

1) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 81, 380. 1917; 83, 81. 1917 und fer-
niere Mitteilungen (s. u.). . '

: 2) W. R. Bloor, L. c. %) Einleitung zu Mitt. 2. (Verteilung im Blute),
S. 55 ff. '

) 3) L c. 2) bes. ab. S. 114ff.,, daselbst vollstindige Literatur und
Kritik.
4) 1. c. %) hat unabhingig von Kl. das Reagens neu bearbeitet.

8 1 c. %) s, S. 31, Ubersicht bei H. Kleinmann (s. auch Bloor);
Joh. Feigl (Phosphate X), diese Zeitschr. 102, 132. 1920 (Nephelometrie
und Mikro-Bang).

¢) L c. %) 8. S. 27, speziell 8. 72ff.; Joh. Feigl, Zentralbl. f. inn.
Med. 1920, H. 2. .

7) L c. 3) 8. 8. 27, H. Kleinmann (unter Leitung von Feigl), diese
Zeitschr. 99, 115ff. 1919 (s. auch unten).
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Die schon genannten Autoren [Greenwald!) 1915, 1916; Feigl
1015—1920%); Bloor 1915—1920; Mariott u. Mitarb. 19163)] haben hier
ergiebig gearbeitet. Feigl hat vergleichende Studien angestellt und dabei
eine ziemlich eindringliche Ubersicht gegeben; Bloor ist ihm, zum
Teil auf anderer Basis, mit schonen Neuertrigen gefolgt. Feigls Ver-
gleichsstudien (1918) haben mancher interessanten Aufklirung die Wege
gebahnt, indes sind inzwischen neue Gesichtspunkte aufgetaucht. An
Hand dieser ist es geboten, den isolierenden und fraktionierenden Teil
der einschligigen Methodik durchzuarbeiten in einem Grade, der tunlichst
dem Ertrage iiber die Bestimmungsmethoden nicht nachsteht. Man ge-
langt bei diesem Vorgehen indes in weit schwierigere Verhiltnisse.

Es mége daher zunichst, an bisherige Darlegungen ankniip-
fend und aus ihnen entwickelt, bzw. diese an nétigen Stellen
erginzend, eine Ubersicht tiber die einschligigen Vorschriften
und Ertriige folgen, wobei auch noch formalanalytische Begriffe
zu beriicksichtigen sind. .

A. Der ilteste Weg, dessen wir auch heute noch bediirfen [moderne,
in den derzeitigen Stand gehorige Resultate finden sich bei "Green-
wald¢), Feigl5), Bloor?%] ist die Veraschung von Totalserum
(Blutkdrperchen), sei es nun, daB diese trocken oder auf nassem Wege
(2 B. nach Neumann) bewirkt wiirde. Systematische Blutanalysen der
ilteren Perioden sind auf diesem Wege vorgegangen; einzelne der ziem-
lich reichlichen Resultate mégen heute noch von Nutzen sein. Der so
ermittelte Gesamt-P spielt in den derzeitigen Forschungen als analytische
KontrollgréBe eine wichtige Rolle?).

1) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 21, 29. 1915. Dazu ebenda
14, 369. 1913; ferner Amer. journ. of the med. sciences 147, 225. 1914,
sowie Soc. exp. biol. med. 1915, Jan. Proc. 12, 71. 1915; ferner Journ.
of Biolog. Chem. 26, 431. 1916.

2) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 92, 1—30. 1918, sowie Tab. 1—XIII,
und S. 50ff. und SchluBsitze; ebendort Angaben iiber iltere Arbeiten.
Ferner Derselbe (Phosphate VIII), diese Zeitschr. 94, 293. 1919; ferner
(Phosphate IX), ebenda S.304. Bei Beendigung beider Arbeiten (SchluB
1918) lag dem Verf. die Arbeit von W. R. Bloor (Journ. of Biolog.
Chem. 36. 1918, Oktoberheft) nicht vor. Vgl. SchluBsatz S. 303.

3) W. R. McKim Marriott (und Mitarbeiter), L c.

YLle ,

' Le. .

%) W. R. Bloor, L c. (1918). — Gesamt-P (Vollblut), S. 35; (Plasma)
ebenda S. 368; (Korperchen) ebenda 37. Ferner l.c. 1) 8. 8. 33 Feigl (Phos-
phate IX).

7) Siehe auch E. B. Meigs, N. R. Blatherwick, C. A. Cary,
Journ. of Biolog. Chem. 3%, 6ff. 1918; daselbst genaue Vorschrift der
Autoren, daselbst Literatur.
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B. An zweite Stelle wird man setzen miissen die einseitige, auf
Ausschaltung des P in phosphatidischer Bindung (P, léslich in
waasserfreien Solventien) zielende Fraktionierung, die den hinter-
bleibenden Rest mineralisiert. Gelingt die Isolierung des lipoidischen P
strenge, so hinterbleibt [Greenwald, Feigl, Bloor!)] trotzdem ein
komplexes Gemenge. Zweifellos haben nahezu alle ilteren Versuche an
dem Punkte Schiffbruch gelitten, daB Alkohol usw. nichtlipoidischen P
mitriB. Dieses Mitreien mag, was man aus Ergebnissen der Literatur ver-
gleichend-kritisch abnehmen kann, den Lipoidanteil relativ wenig beein-
fluBt haben, wihrend jedoch der abzutrennende mehr oder minder,
bis zur Entwertung der Zahlen, falsch erfaBt werden kann. Ein striktes
Durcharbeiten st6B8t jedenfalls auf Schwierigkeiten der verschiedensten
Art, da es andererseits moglich ist, daB lipoidisches P abgesprengt und
in die fragliche Fraktion (filschlich) hineinverwiesen werden kann. An-
liufe bzw. kritische Bemiihungen, mit Atheralkohol den nichtlipoidischen
P intakt zu lassen, dabei den Phosphatid-P voll zu erfassen, sind in
analytischen MaBstiben (besonders mikrotechnischer Artung) erst bei
Bloor zu finden?®). An dieser Stelle setzten Feigls Vergleichsunter-
suchungen ein, die der Gegenwertung der Ertrige anderer Prinzipien
bedurften3). Theoretisch ist es moglich, einen Riickstand, der frei von
lipoidischem P ist, in (leicht) saurem Medium hinsichtlich des ,,siure-
l6slichen* zu erschopfen 4). Dabei sind hydrolytische Absprengungen von
nichtlipoidischem, komplexem (kolloidem) P an sich moglich, wihrend
gleichzeitig der Auszug auch krystalloide, nicht o-phosphatartige P-Stoffe
einschlieBen kann®). Das skizzierte Prinzip der speziell dem lipoidischen P
zugedachten Fraktionierung ist daher zumeist nur als Vorstufe weiterer
(ndtiger) Aufteilung anzusehen. Einschligige Resultate (analytischer Ma8-
stibe) stammen von Feigl®).

Ein bisher wohl noch nicht beschrittener Weg, den geschilderten
Gang mit einer weiteren Aufteilung zu kombinieren, bietet sich in dem
von Piette und Vila (1920) beschriebenen Verfahren dar?). Es gielt
auf eine ,liickenlose* Gliederung und ,,Totalfraktionierung* der Serum-
stoffe, kann jedoch nur mit einemr groBeren MaBstabe (als unsere ana-

1) Le.

1) W. R. Bloor (System), Journ. of Biolog. Chem. 26, 577. 1916
(Literatur); 1918, L c.

3) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 1918 (Lipimiearbeiten, II. u. a.).
Ferner Derselbe, Cholesterinimie I. Zeitschr. f. d. ges. experim. Med.
178, XI. 1920. Man hat (Cholesterin) die nicht vélligen Ertriige gegen
den Extraktionsmodus eingewandt (Myers und Wardell u. a.). Ver-

‘ gleichsstudien bei Joh. Feigl, L c. (Phosphate VII), s. u.

4) Bloor (1918); Feigl (1919, Phosphate VIII).

5) Von Feigl bereits betont.

% Lec

7) M. Piette und A. Vila, Compt. rend. hebd. des séances de ]’ Acad.
170, 24, 1466. 1920. Zentralbl. f. Physiol. (ref. Feigl 1920).
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lytischen Methoden ihn bieten) betitigt werden. Wir haben hier auf den
ersten Blick ein neues Sonderverfahren, bei genauer Bewertung jedoch
eine Modifikation fiir die generelle Technik unserer Gruppe vor uns.

Die Autoren neutralisieren zunichst Serum sorgfiltig unter Tiipfeln,
dabei wird eine ,,Demineralisation* der festen Stoffe erzielt bzw. an-
gebahnt. Wird ein so neutralisiertes Serum mit Aceton gefillt, so koa-
gulieren (voriibergehend) die Proteine, wilhrend Aceton die Lipoide und
Fette (daneben die Salze) aufnimmt. Dieses Extrakt wird in vac. ge-
trocknet und dann lipoidfrei gemacht, so daB die ,,Salze* hinterbleiben.
Bei der Natur der Sache darf von sehr schonenden Arbeitsbedingungen
geqptochcn werden, von der Notwendigkeit oder dem Nutzen, den die
Betitigung. dieses Verfahrens als Kontrollmoglichkeit bieten kann, end-
lich sogar von der Wahrscheinlichkeit, auch bei anderen Objekten (Organ-
material als feine Breie) damit vom Flecke zu kommen. Indes sind im
einzelnen nicht alle Bedenken behoben (Lecithalbumine, Reste von lipoi-
dischem P im Riickstand, evtl. Ubertritt von organischem P oder Phos-
phorylen [krystalloidisch] in den Acetonextrakt).

NaturgemiB kann das analytische Vorgehen der Gruppe (B), welches
darauf hinzielt, die in nichtwisserigen Solventien lislichen P-Korper
exakt zu bestimmen, wie gesagt, auch dazu dienstbar gemacht werden,
sie von den P-Korpern, welche unter diesen Bedingungen nicht loslich
sind (oder werden), gewissermaBen priperativ, zu trennen. Wihrend erstere
Anfgabe (Technik Bloors als Typ) einfach genannt werden darf, ist die
zweite das keineswegs, da Komplikationen (s. oben) méglich sind. Solche
wechseln mit der Linge des Arbeitsvorganges, welcher das Gleichgewicht
verschiebt, Hydrolysen einleiten kann u. a. m. Sonderverhéltnisse in der
Gruppe (B) miissen einmal zu fraktionierender Extraktion anregen. In
analytischen Bedingungen hat J. Bang bei seinem Mikrosystem des
Lipimiegebietes dieses Vorgehen aufgegriffen und durchgebildet!). Nihere
Kenntnis des an sich guten Ganges fehlt uns derzeit noch. Es darf auch
als sehr diffizil gelten, systematisch die P-Verteilung auf dieser Basis
sicherzustellen3). Was die Bestimmung angeht, so hat Feigl?) ge-
zeigt, daB sowohl das Instrument wie auch die Technik der P-Mo-
Strychninnephelometrie hier maBstiblich durchaus hinreichen3). Die
Fraktionierung nach Bang trennt die in nichtwiisserigen Solventien los-
lichen Stoffe zweistufig (Petrolither; Alkohol, der den lipoidischen P
erfaBt). Ferner kann es moglich sein, daB man darauf ausgeht, die
Phosphatidfraktion als solche durch Abstufung der Losungsmittel anf-
zuteilen. Fortgesetzte Studien iiber pathologische Lecithindmie (Feigl)
haben ergeben, daB man Abweichungen im Verhiltnis N : P : Fettsiuren
nach spezifischen Loslichkeitsbedingungen analytisch (grob) trennen

1) J. Bang, diese Zeitschr. 91, 86, 235. 1918, und unsere derzeitigen
Mitteilungen.

?) Versuche des Verf.

3) Joh. Feigl (Phosphate X), diese Zeitschr. 102, 132. 1920; sowie
Zentralbl. f. inn. Med. 1920, H. 2.
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kann!). (System der Lipoidstudien von S. Fraenkel u. a.). Auch die
Gegenwertung (P; Oxydationsmethodik Bangs) bietet hier Aufschliisse?).

So eroffnet uns Gruppe B eine Moglichkeit weiteren Eindringens,
indem sie den lipoidischen P bestimmter orientierbar machen kann.

Das Prinzip der Arbeit nach B ist eine Fraktionierung einseitiger Natur.
Komplex bleibt der — nach obigem als lipoidfrei gewinnbar geltende —
Riickstand. Er enthalt (wasserlosliche wie sdurelsliche) zum Teil anor-
ganische, zum Teil organische P-Stoffe, aber ferner solche, die P komplex
in kolloider Bindung enthalten. Der Riickstand soll bei idealer Fraktio-
nierung enthalten die Phosphate (0-), den krystalloiden Rest — P (Feigl
1917), der bei Bloor (1918) als ,,otherforms‘‘ (of P-substances) erscheint,
ferner den Protein-P (Greenwald, Feigl), der auch andere P-Komplexe
einschlieBen kann (Feigl) (s. unten). In gewissen Fillen muB die Auf-
teilung der P-Stoffe sich auf den Weg der Gruppe B stiitzen; es ist aber
moglich, die nichtwisserigen Losungsmittel an anderen Stufen einzusetzen,
welche den schwierigen Vorgang der Aufteilung des nichtphosphatidischen
Restes bedeutend erleichtern. Diese Verbindung wurde zuerst von Feigl
erstrebt und durchgefiihrt3).

C. Als ungemein fruchtbar auch fiir andere analytische Aufgaben
hat sich das von J. Greenwald eingefithrte [1913, 1915¢)], weiterge-
bildete [19195)] und von zahlreichen Autoren (s. unten) iibernommene )

1) Joh. Feigl (Lecithinimie), dicse Zeitschr. 90, 361. 1918. Der-
selbe (Lipimie III), diese Zeitschr. 90, 1. 1918.

%) Lc. 1) 8. 8S.33 Destruktiv auftretende Hyperlecnthmamle(Perltz
Bornstein, Feigl) zeigt eine andere Gliederung (bei Tabes), als alimen-
tire u. &.

3) Joh. Feigl, 1. c. (Phosphate VIII), suchte zuerst véllig den lipoiden
P der Fiallung zu entfernen; dem folgte leichte Hydrolyse.

4) L. c. (Phosphate VII). Gewisse pathochemische Fille werden erst-
durch dieses Vorgehen klar dargestellt, withrend andere durch die Belastung
mit proteinoidem (besser iiberhaupt: fillbarem) P nicht durchaus zutreffend
analysierbar sind.

. 5 J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 38, 439. 1919. Durch
Variation der Essigsiure (gegen HCl, HNO, u. 4.) kann man ausge-
zeichnete (was Feigl bestitigt) anorganische Blutanalysen erzielen.
Greenwald hat K, Na, Ca u. a. bestimmt. Derselbe, Journ. of phar-
macol. a. exp. therapeut. 11, 281. 1918, sowie ebenda 7, 37. 1915.

%) Phosphate bestimmten (auBer Feigl) l. ¢. R. M. Chapin und
W. C. Powick, Journ. of Biolog. Chem. 20, 97. 1915 (Organe); E. B.
Meigs, R. N. Blatherwick, C. A. Cary, Journ. of Biolog. Chem.
39, 1. 1919; Chloride bestimmen D.D.van Slykeund J.J. Donleavy,
Journ. of Biolog. Chem. 37, 551. 1919. In dieser Arbeit wird die Technik
(Mc Lean und van Slyke 1915) ersetzt. Sie bestand in der vorziiglichen
Bang-Larssonschen Kohle-HeiBkoagulationsmethode. Calcium bestimm-
ten J. O. Halverson und O. Bergeim, Journ. of Biolog. Chem. 32,
169. 1917. Verf. (F.) hat sich bereits aller Verfahren mit bestem Erfolge
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Prinzip erwiesen, welchesin schwachsauren, wisserigen Lésungen
srbeitet. Es fraktioniert bereits wirksamer, schafft zwei groBe
Gruppen, deren Einzelgliedern leichter ,,beizukommen* ist und, speziell
auch der Lecinthindmie groBte Dienste leistete [Feigl!)]l Greenwald
fand, daB Protein in Pikrinessigsiiure quantitativ falle und den (kolloiden)
slipoidischen P** mitreiBe. Man erhilt klare Filtrate, welche den krystal-
loiden ,,sdurelelichen P quantitativ enthalten. Eingehende Arbeiten
mit diesem Trennungsgange fiihrten Feigl, Greenwald, Bloor zur erfolg-
reichen Aufklirung der krystalloiden Fraktion. Die Arbeit blieb an die
Nephelometrie gebunden (s. oben). Greenwald selbst sagte, daB der
Niederschlag den ,,lipoidischen P ganz‘‘ neben sehr geringen Zuschiissen an
proteingebundenem P (vorausgesetzt) enthalte. Feigl zeigte, daB man mit
dieserart erzielten Werten fiir ,,Lecithin* gute Fortschritte machen kénne,
weil inzwischen die pathochemische Variabilitit der krystalloiden Fraktion
erwiesen worden war?) und der EinfluB auf sonstige ,,Lecithinzahlen* sich
erhirten lieB. Derselbe Autor gelangte (1919) zu festen Zahlenverhiltnissen
iber den proteingebundenen P, indem er den unter B skizzierten, kombi-
nierten Gang auf Grund von Greenwalds Prinzip in Anwendung brachte.
Er fand auch (1918), daB man andere fillbare P-Stoffe neben beiden
kolloiden Typen unter Umstinden anzunehmen habe. Das sei erst
in der Gegenwertung der Methoden erortert. Uberhaupt soll hier unter C
die Fraktionierung oder weitere analytische Arbeit an den Greenwald-
fraktionen nicht zur Darstellung kommen. Diese wurden zuniichst als
solche rein gewonnen, dann ,,mineralisiert‘‘ und der P nach obigen formalen
'Begriffen berechnet und verwertet. Greenwald selbst und die auf seinem
Vorgehen weiterbauenden Forscher haben den Komplexcharakter beider
Begriffe von allem Anfange her im Auge gehabt. Die schon frither
mehrfach beschriebene Technik nach Greenwald ist spiter, durch Bloor
wie durch Feigl relativ abgeiindert bzw. umgeformt worden, wobei aber
das Prinzip strikte erhalten blieb.

Zunéichst kehrte also die Arbeit nach Gruppe C zu der nach Gruppe
A zurick, indem jeweils der Total-P beider Fraktionen bestimmt wurde.
Die Technik ist eingehend beschneben’) Bloors Arbeitsweise (1918)
sei hier erwihnt 4).

bedient. Fiir Ca hat man die Wahl, da auch H. L.y mans Trichloressigsiure
ahnlich gute Dienste leistet. Dies Reagens ist von franzésischen Autoren
(Dugardin u. a) fir Chlorion empfohlen worden. Nach Verf. (F.) ist das
eine Unsicherheit bringende, unnétige Komplikation gegen obige Technik.

1) Vgl. Note 5 auf 8. 32.

%) 1. c. Joh. Feigl Phosphate I d. Zeitschr. 81, 380. 1917. Vortrag
irstl. Verein Hamburg 2. V. w. a. ferner (Phosphate XI. Hyperphos-
phatdmie und Salzretention bei Morbus Brightii) d. Zeitschr. 1920.
nach Ergebnissen von 1916, 1917.

3) Joh. Feigl (Phosphate VII) L c., S.15ff., 21£f. :

4) Die 1918 (Oktober) in Amerika erschienene Arbeit Bloors ist in
Deutschland kaum referiert worden. Es sind die wichtigsten Einzelheiten

Biochemische Zeitschrift Band 112. 3
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Wir haben es bei der Fraktionierung in wisserigsaurer Losung mit
einer EnteiweiBung zu tun, die die organischen Komponenten (s. oben),
aber auch Zucker, RN usw. quantitativ ins Filtrat iiberfithrt, dabei keine
nachweisbaren Spuren Protein in Losung hilt, was jiingst noch Bloor?)
als gute Leistung der Technik hervorhebt Naturgemi8 hat man — zu-
niichst offenbar vom Standpunkte der ins Filtrat gchenden Stoffe (s. oben)
aus, das EnteiweiBungsmittel variiert. Feigl hat solche Versuche
angestellt, auch hinsichtlich der P-Verteilung, mit Trichloressigsiure.
Er hat spiter mit sauren Neutralsalzlosungen gearbeitet!), ein Vorgehen,
das Bloor gleichzeitig durchbildete und in seinem System als vorziiglich
geeignet charakterisierte. Diese Technik der sauren Neutralsalzlosung ist
handlieh. Andere EnteiweiBungen (Schenk u.a.) sind bereits durchge-
priift, aber vorliufig vom Verf. verlassen worden, weil besondere Vor-
teile in den analytischen MaBstiben nicht filhlbar wurden. In gréBeren
Mengenverhiltnissen — besonders auch, wenn man sonst Schenkfiltrate
(Acetonkorper u. a.) vorzieht —, nimmt man sie evtl. mit Nutzen wahr.
Wieweit sie das Prinzip der Trennung zu modifizieren vermogen, konnte
nur aus vergleichenden Analysen (die noch fehlen) abgelesen werden. Die
P-Verteilung ist mit obigen Reagentien auf giinstige, analytische Be-
dingungen gestellt, bedarf aber weiterer Eingriffe durch Aufteilung der
Hauptfraktionen.

D. Die Aufteilung der Fraktion des ,lipoidischen® P
(Greenwald), des Niederschlags, der den kolloiden P enthilt, setzt
Beiordnung oder Eingliederung von Methoden voraus, wie ge-
zeigt wurde. Parallelbestimmungen fithren zu rechnerischer Auflosung.
Eingliederung ist upter analytischen Vorbedingungen untunlich; wenn
etwa ,,priperativ' gearbeitet wird, von Erfolg. Das Prinzip ist, oben (B)
angedeutet, von Feigl beschrieben worden®). Es gelingt, in fast allen
Fillen, den P unter leichter Hydrolyse abzusprengen, ohne daB die ganze
Proteinmasse aufgesprengt werden miiBte. Auf diesem Wege wurde
der ,,Protein“-P (besser wohl ,,protcinoide* P) erstmalig von Feigl
aufgeklirt, nachdem die Gegenwertung zweier getrennter Analysengiinge
SchluBfolgerungen erméglicht hatte (8. unten).

E. Die Aufteilung der Fraktion des ,siureléslichen* P
(Greenwald), des Filtrats, das den krystalloiden P umfaBt, hat sich
verschiedener, direkter wie indirekter Wege bedient. Die Bei-
ordnung anderer Verfahren sei zuniichst zuriickgestellt, da hier abseits

erst nach Eintreffen des Originals (April 1919) zugiinglich gewesen.
Heute diirfte der Band des Journ. of Biolog. Chem. (XX XVI) Interessenten
wentigend erreichbar sein. Deshalb sei, aus Griinden der Raumersparnis,
nur das Allerwichtigste gebracht. 1. Saures Ammoniumsulfat, P-frei (hoch-
stens Spuren; Blindversuch.) 15,0 ccm Eisessig zu 1,01 gesittigter
wirseriger Losung. Vgl. Feigl, L c. Phosphate VIII (Februar 1919).

1) Bloor, L c., unter ,siureldslicher’ P (Gewinnung aus Blut, S 38,
und Plasma, S 39), :

t) Feigl, 1 c. (Phosphate VIII).



Phosphate. XII. ) ' 35

liegende Fraktionsmiglichkeiten herangezogen werden muBiten. Den ein-
fachsten Weg hat zuerst Bloor (1918) beschrieben !), nachdem von Feigl
(1915—1919) wie auch von Greenwald (1918) andere kompliziertere ge-
sucht und beschrieben wurden (s. unten). Bloors analytisches System
der P-Verteilung im Blut und Plasma charakterisiert sich als exakte
Schnellmethode, wird daher zu Vergleichen wie zu beschreibender An-
ordnung von hohem Werte sein. Bloor gewinnt einen Extrakt (nach C)
und bestimmt ebenfalls (nach C) dessen Total-P (,,sédureloslichen‘* P). Auf
dasselbe Bestimmungsprinzip gestellt, wird im Extrakte selbst bei be-
schleunigter Arbeit (!), der ,,anorganische’* P ermittelt. Die Differenz
wird als ,,otherforms'‘ gefiihrt. Sie ist der von Feigl seit 1916 be-
arbeitete Rest-P (des Filtrats), welcher nur krystalloiden P (komplex), minus
anorganischen (o-Phosphat) P enthiilt.

Bloor verlangt schnelle Arbeit, weil wihrend der Bestimmung der anor-
ganische P langsam steigt3). Auch fiir Vollblut und selbst fiir Erythrocyten

1) Beis piel, Vorschrift firr Plasma: 3,0 ccm Plasma werden langsam
(1) in 200 ccm saure Ammoniumsulfatlosung (2), die sich in einem 25,0 ccm
haltenden Stopselzylinder befindet, eingetragen. Man fiillt zur Marke,
mischt, 148t 10 Minuten lang, gelegehtlich schiittelnd, stehen. Man filtriert,
laBt gut ablaufen und driickt vorsichtig, aber griindlich aus. Das Filtrat
sei durchaus klar, farblos und eiweiBfrei. Bestimmung des anorganischen
P(a). 10,0com Filtrat (= 1,2 ccm Plasma) werden in eine 25,0 ccm
haltende MeBflasche iibertragen und mit Wasser aufgefiillt. Vergleich:
0,00 mg H,PO, und 8,0ccm Ammonsulfat (dem Versuch nachgebildet)
werden zu 25,0 ccm (MeBflasche) ergéinzt. Dann folgt die Bestimmung,
auf deren Einzelheiten hier verzichtet sei. Erwidhnt sei die P-Vergleichs-
lesung, die sich in der ganzen Reihe verwenden laBt. a) Vorratslosung:
0,0834 g reines KH,PO,, gelost zu 100,0 ccm. b) Gebrauchslésung: 25,0 ccm
von a, verdiinnt zu 500,0 ccm. 5,0 ccm = 0,15 mg H;PO, (Bloor rechnet
nur nach H;PO,, Feigl unabhingig von ihm seit 1919 auch). Die Liosung b
verliert bei reinem Wetter schnell an analytischem Werte.

3) Verf. (F.) fand, daB nicht sowohl die saure Reaktion des iso-
lierenden Mediums — allein — die Ursache der unverhiltnismiBig schnell
sich durchsetzenden Spaltung ist, als der durch Anwesenheit der Kom-
plexbildner gegebene Anreiz zum Ubertritt in die anorganische Bindung.
AuBlerdem hat sich gezeigt, daB die Rest-P-Fraktion unter variierten
pathochemischen Verhéltnissen nicht stets die gleiche Neigung darbietet,
in den o-P iiberzugehen. Das ist auch der Fall, wenn die sonstigen chemi-
schen Konstituenten des Filtrats annihernd gleichen Bau zeigen. Der
SchluB auf die Variabilitit der Rest,P-Komponenten findet hier Boden
und darf sich auf die wechselnden Anlisse stiitzen, welche zu ihrem Auf-
treten fiihren. Der Komplexcharakter des Rest-P ist schon frither betont
worden. Sehr wichtig ist in der einen klassischen Arbeit, welche chemisch
verwandte Verhiltnisse unter den Hinden hat, der zum Ausdruck kom-
mende Weg einer Differentialermittlung von komplexem P gegeniiber anor-
ganischem P. Embden hat in seinen Studien (1. ¢.) mit sauren wie alkali-

3*
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ist der Weg gangbar. Die in den beiden Medien sehr verwickelten Verhalt-
nisse haben Feigl sowie Bloor unabhingig und gleichzeitig beschrieben
(s. unten).

Wihrend nun Bloor die sofort eintretende P-Mo-Strychninreaktion
im komplexen Extrakt mit der o-Phosphorsiure bei Gegenwart der
Phosphoryle durchfiihrt, haben Gree nwald sowie die Feigl, mit Zwischen-
fallungen erstere isolieren, entfernen, fiir sich bestimmen und letztere —
nach Spaltung — wiederum auf diesem Wege ermitteln wollen. Green-
‘wald, der diese Arbeitsweise begriindete (1916), machte an erster Stufe
halt, indem er sie dem ,,gesamten, sdureloslichen P‘‘ (s. oben C) gegen-
iiberstellte 1). Er fillte im Pikrinsdureextrakt mit Mo-Reagens, gewann
die atypisch gebaute (Pikrinsiiure einschlieBende, in Alkohol leichter —
z. Teil — losliche) Fillung, die aus Citratgemisch als Mg-Salz ausgefillt,
in verschiedenen Formen dieses selbst, gewogen wurde. Auch Mg-Fillungen
gewann er aus demselben Extrakte. Feigl, der schon vorher die Frage
des Rest-P ins Leben gerufen und die Ergebnisse begriindet hatte ?), lehnte
sich an diese Versuche an, iiberschritt seinen differentialen Analysengang
(s. unten) und arbeitete an Seren, die nach beschreibenden Vorstudien
reich an siureloslichem P, mit absolut und relativ hobem Rest-P, sein
muBten, bzw. nach der dlteren Technik als solche bestiitigt waren?). Die
Versuche sind eingehend beschrieben. Die Filtrate wurden autoklaviert
evtl. eingeengt und dann erneut zur Bestimmung der inzwischen abge-
spaltenen H PO, auf diese hin quantitativ aufgearbeitet. Losgelost
von der Nephelometrie gelang es hier, mit rund 3,0 mg P der Rest-P-Stufe
mikrochemisch (gravimetrisch und titrimetrisch) zu arbeiten. Uber die Be-
deutung dieser Versuche fiir die Sicherstellung der Rest-P-Frage, die auf
diese Technik verwiesen war, sei unten gesprochen Es sei aber betont, daB
hier makrochemische Mengen (an Serum) zwischen 50,0 ccm und 100,0cem
Vorbedingung waren, daB mithin jede praktische Anwendung in der
Blutanalyse a priori ausgeschlossen war. Ein Vorgchen etwa im Sinne von
Bloor wurde derzeit — aus methodisch-prinzipiellen Griinden — nicht
angestrebt und die Beweisfiihrung Greenwalds fiir nicht ausreichend
erachtet, auch wurde Wert auf die sichere Durchfithrung der (alten)
Stammethoden gelegt.

schen Reagentien gefiillt. Ferner hat Heubner gezcigt, daB die Neu-
mannfillung unter Umstinden Phosphoryle intakt liBt, also ebenfalls
differenziert (1. c.).

1) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 25, 431 1916 (Literatur),
betreffend die Natur des siureléslichen P im Serum. Pikrinessigsiure 19
E in gesiittigter P. 5 Vol. Reagens. 30 Minuten stehenlassen. Mg-
Fillung 100,0 Serum in 800,0 Losung. Am-Pikrat ist in AmCl unléslich.
95—100° gibt MgAm-Salz 4 1/,aq. 105° gibt MgAm-Salz. Auch MgAm-
Salz 4 6 aq. ist brauchbar. Pyrosalz wurde mit benutzt. Dialyse.

?) Joh. Feigl (Phosphate II, ITI, IV, VI), diese Zeitschr. 83, 81.
1917; 83, 218. 1917; 84, 264. 1917; 81, 237. 1918, sowie der VIL Mitt. I c.

3) Joh. Feigl, loc. cit.



Phosphate. XII. 37

Immerhin ist derzeit, und erst recht nach obigem, heute einwandfrei
auf der Basis der Fraktionierung nach (C) und (E) dargetan worden, daB im
Serum unter den krystalloiden Formen der HyPO, der priformiert-
anorganische Anteil vom organisch-komplexen getrennt werden konnte.
Inzwischen hatten aber andere Autoren die anorganischen Phosphate auf
direktem Wege zu bestimmen getrachtet — Versuche, die Feigl dazu
dienten, neben diesen im mikrochemischen Analysengange den Rest-P
aufzufinden.

F. Die beschriebenen Fraktionierungen, welche sich von (C) ableiten,
steigen aus den reichlich vertretenen P-Formen zu den (wesentlich) ge-
ringeren herab und haben die ,,P-Verteilung* (wie wir seit Feigl, 1917,
und mit Bloor sagen diirfen) mehr oder minder zum Gegenstande oder
wenigstens im Auge. Aus anderen Voraussetzungen heraus zielte man auf
dicanorganischenPhosphate. Siesind ausnativemSerum direkt
fallbar, wobei dieses also unter Beiseitelassung der iibrigen P-Triger
auf Phosphate hin fraktioniert (aufgearbeitet) wird Die Autoren, welche
in diesem Sinn gearbeitet haben, sind W. Mc. Kim Marriott (und Mit-
arheiter), Feigl, Greenwald, Meigs, Blatherwick und Cary. Auf
diese Arbeiten sei nun eingegangen.

Die Mg-Fillung wurde als Rohisolierung angesprochen, von Green-
wald (makrochemisch) weiter gereinigt!), von Marriott als Vorstufe zur
Bestimmung nach den Ferrirhodanidverfahren angesehen3), von Feigl
niher untersucht3). Dieser Autor fand, daB man durch erneute Fillung
auch in kleinen Mengen eine weitgehende Entfernung mitgerissener Ca-
Salze, Purine usw. erziclen konne und benutzte sie als Fraktionierungs-
mittel zur Isolierung; indem er den ganzen Kreis unter dasselbe Bestim-
mungsprinzip stellte, nimlich die Nephelometrie ¢). Serum wurde mit
gleichem Volumen Wasser verdinnt und mit guten Uberschiissen nach
der Mg-Methode ausgefillt. Die Fillung wurde in der Kilte vorgenommen,
durch Stehen im Eisschrank beendet, zentrifugiert. Es sei erwihnt, daB
Feigl den ,,organischen* P des Harns auf gleicher Basis analysierte?).
Auch die Arbeitsmethode Greenwalds weicht nur wenig von dieser
Technik ab®).

Meigs (und Mitarbeiter) schlossen sich (1919) an diese Vorarbeiten
an?). 80)0 ccm Plasma, mit 160,0 ccm Wasser verdiinnt, mit 80 Tropfen

1) J. Greenwald, L c. (1916).

%) W. Mc. Kim Marriott, F. H. HaeBler, G. Howland, Journ.
of Biolog. Chem. 24, 18. 1916 (s. auch ).

3) Joh. Feigl, lc. (Phosphate II—IV) 1917, sowie Derselbe
(Phosphate V), diese Zeitschr. 86, 396. 1918.

Y Le 3.

5) Joh. Feigl (Organischer P im Harn), diese Zeitschr. 89, 126. 1918.

%) Doppelfillung, nachdem deren erste aus Citratgemisch wiederholt
wird; Wiigungsformen (s. oben).

7) Meigs, Blatherwick, Cary, L c. (1919), 8. 7; bezogen auf An-
gaben nach J. Greenwald (1916). Die Technik ist hier als Typ des Prin-
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0,1 n-HCl versetzt, 4,0 ccm konz. Ammoniumchloridlésung, 1,8 eem 7,7 proz.
Magnesiumchloridlésung, 32,0 ccm 2,8 proz. Ammoniak vermischt, werden
iiber Nacht stehen gelassen (bei 5°). Filtration, Auswaschung usw. gehen
der Mo-Fillung vorher. In der Ausfilhrung nach den Autoren fiir
Gesamt-P entworfen, wird die Bestimmung, welche den anorganischen
P liefert, beendet (s. dort).

Feigl hat, da diese Mg-Methode in der P-Analyse bestimmt ist,
Wichtiges zu leisten, deren Wert erprobt!). Kleinmann hat mit
#uBerster Prizision die Fillungsbedingungen durchgearbeitet und sich
dahin geiiuBert, daB der Rest-P jedenfalls nicht aus Defiziterscheinungen
auf seiten der Mg-Fillung des anorganischen P erklirbar sei?). Meigs
hat seine Methode mit dem Embdenschen Verfahren verglichen und
interessante Abweichungen aufgedeckt, deren Verfolgung zum Selbstzweck
nach priffender Kritik zu machen ist3).

Fraktionierung des Plasmas unter Beiseitelassung der iibrigen P-Triger,
gerichtet auf die o-Phosphorsiure, aber gegriindet auf andere Prinzipien,
ist bisher nicht angebahnt worden.

G. Die Frage der Aufklarung von Restanteilen in den Hauptfraktionen
der P-Verteilung?) ist auf Beiordnung zweier oder evtl. mehrerer
Methoden angewiesen. Es ist bereits oben mehrfach davon gesprochen
worden, daB Feigl den Weg einschlug, die Mg-Féllung (F) fiir die o-

zips der Mg-Fillung beschrieben, da die anderen schon frither gegeben
(Feigl 1917). Verf. (F.) hat mit Befremden gesehen, daB die Herren Meigs,
Blatherwick und Cary die einschligigen Mitteilungen seiner eigenen
Studien nicht in die Diskussion aufnehmen. Das wiire besonders bei der
Mg-Methode, aber auch bei dem System der P-Verteilung, bef der Diskussion
des ,,Rest-P‘-Begriffes dringend geboten. Die Arbeiten des Verf. (F.)
gehen in allem iiber die dort herangezogenen hinaus. Es bleibt Verf. nur
die Moglichkeit, an den schlechten Ausgleich des Schrifttums zu denken.
Allerdings hat zu einer Zeit, in der Meigs, Blatherwick und Cary
ihre Arbeit dem Journ. of Biolog. Chem. einsandten (September 1918),
Herr Bloor in seinen stets griindlichen Literaturstudien die Arbeiten des
Verf. (F.) in Referaten, wenigstens zum Teil, unter den Hinden gehabt
(Juli 1918). Aber Herrn J. Greenwald haben in seiner neuesten Arbeit
(1919, 1 c.) offenbar schon die meisten Originalien zur Verfiigung ge-
standen, wie die Zitate erweisen. Die Diskussion der ,,Rest-P‘‘-Frage ist
daher bei den Herren Meigs, Blatherwick und Cary mehr als unvoll-
stindig. Wir werden uns mit den betreffenden SchluBfolgerungen, daher
auch mit der Beweisfilhrung, noch eingehend zu beschiftigen haben.

1) H. Kleinmann (unter Leitung von J. Feigl), 1. c. diese Zeitschr.
99, 25ff. 1919, speziell S. 29, 31, 321f.

2) H. Kleinmann, Diss. Berlin. Vgl. 2).

3) G. Embden, W. Griesbach, E. Schmitz, Zeitschr. f. physiol.
Chemie 93, 1. 1914/16. Vgl. frithere Mitteilungen des Verf.

4) ,,P-Verteilung** als Begriff der methodischen Aufgaben, findet sich
zuerst beim Verf. (F.), spiter im System Bloors (1918).
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Phosphorsiure zugrunde zu legen, um diese Werte gegen die ,,sdurelos-
lichen P** zu verrechnen!). Nachdem die Nephelometrie als Bestimmungs-
methode sichergestellt war und es gelang, den Ertrag der Mg-Fillung
aufzukliren, konnte mit rechnerischer Verwertung der Differenz die Frage
des ,,Rest-P** begriindet und geférdert werden. Die Darlegung hieriiber sei
tuniichst zuriickgestellt.

Diese Beiordnung zweier Methoden geht von den Voraussetzungen
prompter analytischer Arbeit aus, vor allem aber davon aus, im Kreise des
krystalloiden P zu bleiben. Sie schlug mit Absicht zwei weiter ausein-
anderlaufende Bahnen ein. Spiter hat jedoch Verf. wie auch Green-
wald (s. oben) die Fraktionierung des nativen Serums durch Mg-Fillung
(F.) an wichtiger Stelle der Beweisfithrung, um dieser willen, verlassen und
die Aufteilung ganz auf den primiren Extrakt des siureloslichen P be-
zogen. In diesem wurde der anorganische P vom restlichen geschieden.
Praktisch muBte dieser Gang zuriickstehen, prinzipiell aber war er erfordert,
um den ,,Rest-P* objektiv (s. oben) ermitteln zu koénnen. Nachdem
dieser Versuch gegliickt und gezeigt worden war, daB cet. par. der ,,Rest-
P eine pathochemisch (absolut und relativ) variable GroBe sei, war kein
Bedenken mehr, den alten Gang in praxi weiter zu benutzen. Immerhin
sind die ersten Schliisse iiber den Rest-P derzeit sehr reserviert gefaBt
worden, obschon eine Reihe gewichtiger Griinde eindeutige Auswertung
nabelegten. Zu den in die Diskussion gestellten Bedenken gehérten in erster
Linie solche, welche dem hydrolytischen EinfluB des Mg-Ansatzes gerecht
zu werden suchten [ Absprengung von lipoidischem, proteinoidem, krystalloid-
komplexem P3%)]; doch wurde auch an MitreiBen einzelner Reste gedacht.
Diese Einwiinde sind heute erneut zu betonen und mit Material zu belegen.
Der Einwand unvollstindiger Fillung diirfte inzwischen weniger gewichtig
erscheinen (8. oben). An die primire Mg-Fillung, die technisch so ge-
schwind wie moglich gemacht wurde (z. B.in der Ubernahme Meigs,
8. 0.), kniipfen sich also komplexe Verhiltnisse. Von dem gewichtigsten
Teile der Bedenken (Hydrolyse) ist die Ubersetzung auf den protein-
lipoidfreien Extrakt3), der den ,,siureldslichen P* fiihrt, nicht véllig frei,
indes ist nicht mehr soviel abbaufihiger komplexer P vorhanden, dagegen
fehlt die Schutzwirkung im vollen Serum.

In Hinsicht auf die Aufteilung des komplexen siureloslichen P tritt
also neben dem genannten Weg (Feigls) der soeben skizzierte, den
Greenwald wie Feigl beschritten haben. Letzterer Autor ist nicht der
Ansicht, daB strikte Vergleiche beider — auf das Verbleiben im Kreise dee
krystalloiden P gerichteten — Techniken in den ,,Rest-P*“-Werten
wesentlich abweichten; mithin standen nun schon zwei Beweismittel in
einer Linie. Durch Bloor (1918) wurde die dritte Méglichkeit durchge-
bildet und voll ausgebeutet (s. oben). Sie ist technisch ungemein hand-

1) Joh. Feigl, L c. (Phosphate I—VII) 1916—1919.

%) Vom Verf. (F.) frither betont. Auch von Meigs (l. c. 1919, S. 8)
geltend gemacht.

3) Filtrate lipoidfrei.
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licher, bedarf einer weit kiirzeren Reaktionszeit (Abkiirzung stérender
hydrolytischer .Vorgiinge), ist aber andererseits prinzipiell etwas Neues
darum, weil sie in saurem Medium arbeitet. Da nun Bloors neue Werte,
die ebenso reichlich (Normen) wie die betreffenden von Feigl vorliegen,
diesen wiederum nicht entgegenstehen, haben wir nicht nur drei Einzel-
methoden, welche grundsitzlich dasselbe Ergebnis zeitigen, sondern auch
zwei getrennte Modi (alkalisches, saures Medium). Es ist demnach leicht
ersichtlich, welche Aufgaben die Bemiithungen um die fernere Konsoli-
dierung ' des ,,Rest-P* einschlieBen; um so giinstiger steht dieses, als
die schleppende Technik der Mg-Methode vielleicht endgiiltig in praxi
(mikroanalytisch) ausgeschaltet werden kann.

Die Beiordnung von Methoden im Gebiete des krystalloiden P zielt
bewuBtermaBen auf den ,,Rest-P* als Begleiter der o-Phosphate. Der
Kreis, in dem sich die differentielle Beweisfilhrung bewegt, ist dabei der
denkbar kleinste, in sich geschlossen den (gesamten) sidureloslichen P, den
Bloor, Feigl, Greenwald — jeder an seinem Orte — in die Dar-
legung einordneten, zum Kontrollpunkt machend. GrioBSere Komplikationen
miissen anderen Beiordnungen innewohnen, weil auch die technische
Seite der Aufteilung die relativ einfache Arbeit in wisseriger Losung
verliBt und die kleinen Anteile dabei prozentisch mehr zuriicktreten. Die
Zuordnung von Gesamt-P, fillbarem (lipoidischem) P, sdureloslichem P
(Greenwald, Feigl, spiter auch Bloor) leistet, wenn sie zuniichst auf
die Restgruppen verzichtet, alles, was erforderlich ist. Die Zuordnung: Ge-
samt-P, fillbarer P mit Aufteilung zu lipoidischem einerseits, proteinoidem
andererseits (Feigl) kann die Grenzen des mikromethodischen MaB-
stabes nicht einhalten, hat aber zu den erstrebten Ertrigen, wenigstens
im Prinzip, gefithrt (Feigl 1919)!). Die Zuordnung, welche das System
der P-Verteilung mit lipoidem, anorganischem, gesamtem, zu losen trachtet,
zieht zu weite Kreise, da sie mehrerer Einzelmethoden bedarf (Meigs,
Blatherwick, Cary)®)?). Nach Erachten des Verf. bleibt, wenn nicht

1) Joh. Feigl, L c. (Phosphate VIII) 1919.

3) Meigs (und Mitarbeiter), Tab. 1. (Summe der obigen dre1 Kom-
ponenten), L c. (37, 13ff. 1919).

3) Dieselben haben auch vergleichend (mikro- oder makromethodisch)
iber Isolierung des lipoiden P (Bloor bzw. Koch-Woods, Literatur, s
dort) gearbeitet. Die Mikrozahlen (nephelometrisch, wobei jedoch
F. A, Csonkas neue Beitrige scheinbar ganz fehlen, 1918, 1920) fallen
héher aus, als die makrochemisch isolierten Werte. Das hat Verf. iibrigens
(Phosphate VII, 1918, Lecithinimie 1918, Lipimiestudien 1917 —1920)
schon nach eingehenden Priifungen betont und dargelegt. Aber das Urteil
iiber die Isolierung nach Bloor (,,very nearly correct*; , microextraction
decidedly more complete and satisfactory even than very long drawn
out gross extractions'* usw.) ist fiir Verf. doch von hohem, bestiitigendem
Interesse. Ea wirft ein Schlaglicht auf die Kritik, mit der Verf. éltere
analytische Arbeiten (u.a. Bornsteins) in die heutigen Ergebnisse ein-
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neue Moglichkeiten direkter Arbeit an Plasma sich anbahnen lassen, nur
der in der Gruppe C eingeleitete Analysengang, welcher nach Bloor,
Feigl, Greenwald die erste groBe Scheidung vollzieht, um dann —
Prinzipielles in groBeren MaBstiben anstrebend — an den Fraktionen
. weiter zu arbeiten.

H. Wihrend die Beiordnung mehr oder minder unabhiingig gestellter,
ferner die Verkniipfung verschiedener Stufen repriisentierender, Methoden
der gegebene Weg zur Durchfilhrung der Fraktionierung des gesamten P,
wur Schaffung einer P-Verteilung geworden ist, stand die vergleichende
Anwendung entsprechender Bestimmungsprinzipien bzw. ein-
zelner Techniken auBerhalb. Da, wo die Hilfsmittel der Methodologie ein-
gesetzt werden muBten — also in der Konsolidierung der Ergebnisse —
lieBen sich vergleichende Priifungen nicht umgehen. Solche haben, wie
oben dargelegt, Feigl einerseits und Greenwald andererseits, endlich
etwas abwegig, auch Meigs und seine Mitarbeiter unternommen. Indessen
liegt auch schon in den zur Formulierung des ,,Rest-P* filhrenden Studien
Feigls implicite ein Teil solcher Vergleichsanwendungen. Nun sind in-
zwischen zwar die analytischen Methoden durch Feigl, sowie in aller
Schirfe durch Kleinmann studiert und charakterisiert worden, aber
das Prinzip Marriotts ist nicht mit eingeschlossen worden. Angesichts
der fest konsolidierten Nephelometrie durch das P-Mo-Strychninreagens,
welches so eingehend wie moglich umschrieben und auf ein neues Prizi-
sionsinstrument bezogen worden ist, wird ein Zwang in dieser Richtung
zuniichst fortfallen. Aber die Einzelhandhabung der Nephelometrie in
Verbindung mit den einleitenden MaBnahmen der Isolierung — z. B. bei
Bloors System — enthilt doch den Anreiz zu einem Riickschlag in die
Revision der Bestimmungsmethoden, um so mehr, als es den Anschein
hat, als ob Meigs (und Mitarbeiter, 1919) Studien zu abwegigen, besonderes
Eingehen nahelegenden Ergebnissen gediehen sind!). Fiir den Kernpunkt
der Frage wesentlich ist die Uberpriifung der unter (G) entworfenen Mog-

setzte (. c.). AuBerdem spielt dieses Urteil (Meigs und seine Mitarbeiter).
ja auch in die zur Zeit sehr umstrittene Isolierung des Cholesterins hinein
Die AuBerungen (Meigs) stehen L c. S.8—10. An sie schlieBt sich die
vergleichende Priifung der Gesamtfettisolierung (S. 10) mit gleichfalls
gutem Urteile. Natiirlich muB die Bewertung mit den inzwischen heran-
gereiften wichtigen Beitrigen Csonkas verwoben werden. Hierzu siehe
Feigls Lipimiestudien (diese Zeitschr. 1917-—1920), sowie desselben
Cholesterindmie I u. II, Zeitschr. f. d. ges. experim. Med. 1920. XI.

1) Meigs (und Mitarbeiter), 1 c. 1919, S.5ff.,, sowie der Absatz
»nature of P-compounds‘‘ usw. mit Diskussion, S. 10—17. Es mag
hier im Zusammenhange erwiihnt werden, daB die Mg-Methode — auch
unter allen Kautelen — die Moglichkeit in sich trigt, den in ihr ge-
suchten P kiinstlich zu steigern. Vergleiche zwischen makro- und mikro-
technischer Anwendung, die unter Umstinden die Verrechnung nach
Meigs (Tab. 1, Spalte am weitesten rechts ,,Differenz‘‘) anschaulicher
deuten lieBen, stehen gleichfslls aus.
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lichkeiten. Es soll hier ausdriicklich betont werden, daB Feigl sowie
Bloor nicht weit ab vom Urteil Greenwalds zu Ergebnissen gelangten,
die in einer Linie liegen, und ferner, daB die Beweisfithrung fiir den Rest-P
(Feigl 1918) das Prinzip objektiv gesichert hat. Indessen ist Verf. bei
voller Wiirdigung dieser Beitrige — vor sich selbst — geneigt, den auf
sehr hohe ,,Rest-P*-Betrige in gewissermaBen extremen Fillen (s. dort)
gefallenen Ton nicht zu stark zu héren, weil hier die Ausschlige ocet.
par. ebenfalls extrem hoch und die MaBstibe gleichfalls groBe waren?).
Mithin soll sich die Uberpriiffung auf die Gegenteile beider Gesichtspunkte
in eben der Schiirfe richten. Bei Vergleichsuntersuchungen der hier vor-
liegenden Art miissen die auf Hydrolyse tendierenden Bedenken (s. oben),
welche die kiinstliche Verkleinerung des aktuellen ,,Rest-P* durch die
reaktiven Medien wiirdigen, den Ausgangspunkt bilden. Versuche, die iiber
die Arbeit an natiirlichen Seris hinaus- und auf Experimentieren an
chemischen Individuen des Type der krystalloiden Phosphoryle iibergehen,
sind bereits im Gange. Sie sollen der Annahme, daB der ,,Rest-P‘‘ selbst
komplex gebaut ist, und daB pathochemische Umstimmungen, dessen
Gliederung chemisch, daher auch woll reaktiv, verschieben konnen, ab
ovo Rechnung tragen. Wichtig ist noch der Ertrag von Vergleichen an
der Isolierung des lipoiden P3). Hierhin gehért auch der Gang nach
Piette a Vila3), sowie Sichtung der Stufenextraktion Bangs4).

Bevor einige der erwihnten Vergleichsergebnisse mit-
geteilt werden, sei in Kiirze ein Uberblick tiber die derzeit
vorliegenden Resultate gegeben. Auch an dieser Stelle wird
weitgehend auf eigene und fremde Originalien zu verweisen sein.

I. Anorganischer Phosphor.

A Mg-Fillunginnativem Serum. Marriott, HaeBler,
Howland?$): 1,0—3,5 mg P fiir 100,0 ccm Serum (= 3,2—12,0 mg
H,PO,). In der Pathologie héhere Zahlen.

Greenwald®): Werte, die ausnahmslos geringer sind als
die entsprechenden fiir siurelslichen P.

Beispiel. Mensch: 4,74 mg gegen [4,31, 4,17, 4,18] mg.

Feigl?): Werte, die durchweg um so viel niedriger liegen als
der S-P, daB die Differenz auBerhalb der Fehlergrenzen sich bewegt.

1) Hierfiir werden die Erwigungen unter !) 8. 41 zutreffen. Rick-
wirkung auf Embdens klassische Arbeit ist auch méglich.

3) Siehe Phosphate V1I (Verf., F.) 1919, S. 50ff., 57, Tabellen, S. 69£f.

3) L c. (s. oben).

4) L c. (s. oben).

5 Le.

) L c. (1918).

7) L c. (Phosphate II, IITI, 1V; Vergleichsversuche in V).
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Beispiel. Mensch: Norm: 1,0—4,8 mg gegen 1,2—5,7 mg,d.h 77—929,
(Mittel 859,) der komplexen Grofe.
Krankheiten: Extreme an 509, bzw. an 95% (s. dort).
Krankheiten: in Vergleichsanalysen
8,0 mg gegen 6,2 mg
8,8 mg gegen 5,0 mg
14,0 mg gegen 10,6 mg
Meigs!), Blatherwick, Cary: nicht direkt diskutierbar
(s. dort Text), aber.die Zahlen fallen mut. mut. hoher als die der
obigen Untersucher.

B. Mg- Fillung in Greenwald - Extrakten. Green-
wald?): Werte, die unterhalb des S-P bleiben:
Beispiel. Schaf: 8,58 mg gegen [8,13, 8,04] mg.
Feigl: Werte, die unterhalb des S-P liegen:
Beispiel. Altere Vergleichsversuche?): Krankheiten:
6,5 mg gegen 5,2 mg,
12,0 mg gegen 8,0 mg.
Neue Versuchet): Norm: 2,8—6,0 mg gegen 2,15 gegen 4,7 xﬁg;
in Prozenten 66—88 ccm S-P.
Krankheiten: u. a.
24,0 mg gegen 20,0 mg,
16,0 mg gegen 10,0 mg,
18,0 mg gegen 17,0 mg.
in Prozenten fallend auf 50, steigend bis 92 ccm S-P.
C.Mo-FillunginGreenwaldextrakten. Greenwald®):
Werte, die durchweg niederer als der S-P liegen:
Beispiel. Schaf: [11,00, 11,13, 10,91]mg gegen[10,31, 10,30, 10,32] mg.
Feigl®): Neue Vergleichsversuche. Werte, die durchgehend
niederer fallen. Nur makrochemisch ; Technik im ganzen unsicher.
Mikrochemische Technik wird z. -Z. ausgebildet.

) Le

3) L c. (1916).

3) Greenwald, 1. c. (19186).

4) Joh. Feigl, 1. c. (Phosphate I).

5) Joh. Feigl, Neue Versuche: 12 Normalfille 3. 18 verschiedene
Krankheitsfille, die in dies Programm der Mitteilungen (Phosphate III,
IV, VI, XI) hineinpassen; s. dort. Diese, wie auch die spiteren neuen Ver-
suche gehdren zu anderen (zum Teil anorganische Gesamtanalyse betreffend,
zam Teil pathologische Materialien, speziell Salzfunktion bei Morb. Brightij,
Muskeldystrophie, Tabes u. a. betreffend) Arbeiten. Unter diesen finden
sich auch solche, die kdrperliche Hochstleistungen betreffen.
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D. Arbeitsweise nach Bloor im Bloorextrakt. ,,An-

organischer P*.

BloorY: Ausdriicke (Originaldarstellung) als

H,PO,: Werte, die durchgehend unter denen fiir S-P liegen:

Beispiel. Mensch: Norm:
10,4 mg gegen
12,4 mg gegen
9,0 mg gegen
14,3 mg gegen

Mittel: {
Extrem: {

Mittel: 11,6 mg gegen
Extrem: 10,7 mg gegen

8,7 mg (3)
11,2 mg (Q)

8,0 mg
13,8 mg } ¢
10,6 mg }

6,7 mg g }

aktuell schematisiert .

Feigl?): nach obiger Methode, bestitigend, jedoch anorga-
nischer P relativ etwas niederer: '

Beispiel. Mensch. Norm:
14,0 mg gegen
8,2 mg gegen
12,0 mg gegen
14,0 mg gegen
9,6 mg gegen
9,5 mg gegen

13,3 mg
7,6 mg }d}

10,4 mg Y l
7 i

9.7 mg 'o 1 g

]

].,

J

schem.

uell

6,6 mg
8,9 mg

In obigen Reihen sind an verschiedensten Materialien, wobei
unter den Werten der anorganische P den Ausgangspunkt bildet,
der sdurelosliche P sowie der restliche P implicite mitgegeben.

Es laBt sich aus obigem eines mit aller Sicherheit ableiten
Durch nahezu alle Beispiele, auf die die verschiedenen Methoden
bezogen werden konnten, wird erhartet, daB der siurelsliche P
sich dem organischen iiberordnet. Die verschiedensten Eingriffe
lassen den ,,Rest-P*, iiberwiegend frei von Schatten der Fehler-
grenzen, als Realbegriff, auftreten. Die alten Ergebnisse des Verf.
(F) sind durch ihn selbst, vor allem aber durch fremde, methodisch
neu orientierte Arbeit (Bloor) bestitigt. Es hat auch den An-
schein, als ob die Ertrige — nach der Norm beurteilt — sich sehr
gut zur Deckung bringen lassen. Das fillt ganz erheblich ins Ge-
wicht. Da indes dies analytische System Bloors, dem wir die

1) W. R. Bloor (Verteilung der H,PO, im normalen menschlichen
Blute), Journ. of Biolog. Chem. 36, 49. 1918; entlehnt aus Tab. 1.

2) Joh. Feigl, Neue einschligige Versuche. Hier ist nur die Norm
wiedergegeben. Krankheiten sind reichlich durchuntersucht. Siehe auch
Vergleiche der Reihe I, Gruppe A und D. Zusatz: Zu den Urteilen, be-
treffend Greenwalds Methoden, mag bemerkt werden, daB die Fehler
grenzen fiir die prinzipielle Bewertung mit einbezogen wurden.
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so schonen Analysen des Lipamiegebietes, zu einem Wurfe ge-
formt, verdanken, die dltere Technik an Einfachheit, Geschlossen-
heit und Promptheit tiberragt, tritt sie filr die Praxis an erste
Stelle und wird in der Pathochemie groBe Dienste leisten. Bloor
hat uns Werte dieser Art noch nicht vermittelt. Verf. (F) hat in
seinen Studien Morbus Brightii, Tabes und Paralyse, Acitaminosen,
Muskelerkrankungen, Hungerédem — ferner alimentdre Abwand-
lungen —, Strahleneinfliisse (mit P. Reinhard und S. Méller),
Infektionskrankheiten, Leberschidigungen, Bluterkrankungen,
Neubildungen — endlich kérperliche Arbeitsanspiiiche -— zum
groBen Teile friher, doch auch erginzend jetzt in neuen Arbeiten,
einbezogen. Die technische Leistungsfahigkeit des Systems von
Bloor hat sich stets bewihrt. Die praktische Bedeutung ist von
Verf. (F.) schon friiher fiir einen Teil der genannten Erkrankungen
angebahnt worden. Jetzt hat Verf. (Mitt. XT) Nierenfunktion bei
Morbus Brightii und die ,nephritische Acidose auf Grund
groBtenteils alteren Zahlenmaterials zu férdern gesucht, wobei
der unmittelbare praktische Wert wohl nicht mehr bezweifelt wer-
denkann. Dabei wurde die Notwendigkejt, die GroBen des Systems
der P-Verteilung in Beziehung zu setzen zu anderen pathochemisch
wichtigen Krystalloiden, erkannt und ihr zu dienen gesucht.

II. Séureldslicher Phosphor.

Altere Zahlen sind z. T. in der Gruppe I behandelt, z. T.
liegen sie in der einleitenden Arbeit Greenwalds (1915) und in
den Mitteilungen Feigls vor. Auf ein niahercs Eingehen auf die
neusten Stellen sei verzichtet. Bei den Autoren erhebt sich der
siurelsliche P bis hinauf zu 20,0 mg (G.) bzw. zu 30,0 mg fiir
100,0 ccm Serum (nach Bloor in den Ausdruck H,PO, versetzt ca.
65,0 mg bis. also nahezu 100,0 mg fiir 100,0 ccm Serum). In der
Norm findet Feigl als allgemeine obere Grenze etwa 4,0 mg S-P
(= 13,0 mg H,PO,). Sie wird in groBen Reihen hin und wieder
tiberschritten und kann dann allenfalls 15,0 mg H PO, erreichen.
Greenwald hatte 4,56 mg S-P (14,0 mg H,PO,) namhaft ge-
macht. Wie ersichtlich, ist — unter Beriicksichtigung der doch
recht diffizilen Vorbedingungen — vorziigliche Ubereinstimmung
mit Bloor (1918), der den beiden Untersuchern folgte, festzu-
stellen. Damit diirfte einmal die prinzipielle Gleichwertigkeit
der Methoden dargetan, zum anderen der sichere Unterbau fiir
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Anwendung in der Pathologie geschaffen sein. Die unmittel-
bare Anwendung der GroSe S-P hingt dagegen von anderen
Faktoren ab. Sie kann weitgehende Abweichungen im Bau
zeigen, indem der anorganische P bald hervor-, bald zuriick-
tritt. Das hat zuerst Feigl festgestellt. Mithin wird nur —
nach entsprechenden Vorarbeiten — in gewissen pathologischen
Kombinationen mit der KomplexgroBe gearbeitet werden
diirfen.

Sonderversuche, vergleichend nach Greenwald(-Feigl) bzw.
nach Bloor ausgearbeitet, haben dargetan, daB in der Norm die
groBte Abweichung bei exaktester Durchfithrung von 22 Bei-
spielen + 3,29, nicht iiberschritt. Das Mittel lag bei +1,89,.
In weniger zugespitzter Technik (wie sie mit dem Nephelometer
von Feigl-Klein mann noch vereinbar),daher der Praxis zuging-
lich ist, war das Maximum 5,49, das Mittel +2,69,. Beide
Methoden geben dieselbe Genauigkeit. Man kann nach den Be-
stinden an Reagens variieren und wird Bloor den Vorzug geben.
Sorgsame Priffung der Lésungen usw. ist auch fir die Praxis
streng vonnéten, auch wohl mdoglich.

In pathologischen Seren ist bei exakter Arbeit der Abfall
an Genauigkeit der Einzelmethode, was ja schon frither erértert
wurde, nicht wesentlich, desgleichen in Parallelanordnung. Bei
weniger strenger Technik kann die Fehlermoglichkeit jedoch
belanglich steigen, da es pathochemische Seren gibt, die, leichter
als normale, Storungen mit sich bringen.

III. Lipoider Phosphor.

Feigls, Greenwalds, Bloors Ergebnisse stimmen fiir die
Norm gut f{iberein. In der Pathologie kommen (seltene und
begrenzte) Anlisse vor, die die Anwendbarkeit der Prinzipien
(Fallung gegen Extraktion) einschrinken. Sie sind von Feigl
(Phosphate VII) eingehend charakterisiert, hingen vom nicht
lipoidischen, fillbaren P und vom Rest-P ab. Der ,,Rest-i’“
kann nach Feigl im Bloorschen Extraktionsgemisch (s. o.)
16slich sein. Gemeinhin findet ein Ubergreifen des anorganischen P
in den lipoidischen (Bloor, Feigl) nicht statt. Als H,PO, ber.
findet Bloor (1918) die Extreme 16,0 mg und 29,0 mg fiir 100 ccm
Serum. Greenwald gab (1915) 21,0 mg bis 34,0 mg. Feigls
eingehende Zahlen s. Originalien. In Einzelanalysen herrscht
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gute Ubereinstimmung nach Greenwald und Bloor. Oberste
Grenze der Norm 35,0 mg H PO, (Feigl)?).

IV. Proteinoider Phosphor.

Seine Stellung im System der Analyse und seine pathoche-
mischen Erscheinungsmaglichkeiten hat Feigl beschrieben, dgl.
seine Werte?). In der Norm erreicht er héchst selten einmal
1,0 mg P = 3,2 mg H;PO,, meist erhebt er sich nicht fiber 0,5 mg
P. Er ist nur systematischen und makrochemischen Versuchen
erreichbar. In der Pathologie sind bis zu 2,0 mg und héchst
selten bis zu 3,0 mg beobachtet worden. Dann muBten komplexe
Produkte angenommen werden, die mit den Plattchen und Leuko-
cyten im Zusammenhang standen. Modalititen in der Technik
der Hydrolyse modifizieren seine Absprengbarkeit. Er ist — offen-
bar uneinheitlich (Pathochemie) — gebunden, z. T. locker, z. T.
ziemlich fest. Die Kenntnisse sind erst eingeleitet.

In den klassischen Arbeiten von E. Abderhalden standen (Tierblut)
nebeneinander 0,6 mg Nuclein-P; 6,7 mg Lecithin-P; 3,7 mg anorganischer P
(d. 8. 0,0110 mg Gesamt-P fiir 1,000 ccm Serum!). Auch der vom Verf.

(F.) untersuchte proteinoide P erscheint heute also in einer Neubearbeitung.
Meigs lehnt in einer Diskussion die Uberschiatzung dieser GréBe ab.

V. Gesamter Phosphor des Serums.

Bleor, Feigl, Greenwald geben geniigend tibereinstim-
mende Zahlen?). Ersterer 24,3 bis 43.5 (35,0) mg, letzterer 30,0
bis 44,0 (37,0) mg. Feigl fand in groBeren Reihen die normale
Spannweite (Extrem) 22,0 mg und 45,0 mg, Mitte zu 36,0 mg
H,PO, fir 100,0 ccm Serum. Pathochemische Extreme (Hyper-
lecithinimie, Hyperphosphatimie, also Komplexe, oft unter-
einander kompensierte Ursachen) sind z. B. bei Nephritis 180,0 mg.
Wie unter A. gesagt, ist dieser — komplexe und daher unspezi-
fische — Begriff die KontrollgroBe fiir die P-Verteilung und die
Stiitze bzw. der AnstoB der ,,Restanteile’* — ersteres z. B. bei
der Greenwald - Bloor - Fraktionierung in saurem wisserigen

1) Joh. Feigl (Physiologische Lecithindmie), diese Zeitschr. 90, 361.
1918; Derselbe (Lipimie I—VI), ebenda 1918—1920; (Phosphate VII),
ebenda 1918, S. 92, speziell von S. 57 an. Vergleiche iiber Bloor und
Greenwald eingehend belegt.

%) Joh. Feigl (Phosphate VIII), 1. c.

3) Siehe oben.
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Medium ohne weitere Aufteilung — letzteres z. B. bei der Er-
fullung letzterer, .die den lipoiden einerseits, den anorganischen P
einschiebt und dann die Verrechnung der Anteile verlangt. Bei
genauer Arbeit mit den Hauptbegriffen (Gegenkontrolle durch
den gesamten S-P wie den L-P) ist ein Weiterrechnen in die
Fehlergrenzen hinein bis 0,59, durchaus zulissig.

VI. Summation der Restanteile.

Gegriindet auf die Einzelstufen der Analysen und auf V.
(s. 0.) kann man unter normalen Verhaltnissen mit 0,7 mg P bis
3,0mg P in Extremen rechnen, d. h. mit fast 2,0 mg bis fast
10,0 mg H,PO, fiir 100,0 ccm Serum?!). In der Pathologie kann
unter ebenfalls komplexen Bedingungen etwa 10,0 mg und selbst
15,0 mg P erreicht werden, gleich 32,0 mg bis 48,0 mg H,PO,.
Doch letztere Zahl ist ein vom Verf. (F.) einmal gesehenes Extrem.

VII. Rest-P (krystalloider, nicht-o-phosphatischer P).

Diese GroBe, obzwar implizite eingangs mit beriicksichtigt,
verlangt besondere Erorterung. Unter ausdriicklicher Riick-
beziehung auf die tabellarischen Angaben zur Gruppe I seien
zuniichst die #lteren Ergebnisse des Verf. aufgefithrt3). In der
Norm kommen 0,2 mg P bis 0,9 mg, nach seitheriger Ergédnzung?)
auch noch 1,0 mg = 0,60 bis 3,2 mg H;PO, (als Extrem nach
derselben Methodik) in Frage. Die Zahlen kénnen mit denen fiir
anorganischen P gekreuzt sein4), belegen also schon den varianten
Aufbau des siureléslichen P, dessen Struktur im Mittel etwa
15%,, nach den Nachtrigen des Verf. etwa 189, [70—959,5) gegen
altere Reihe 77—929,] einschlieBt®). An diese Stelle setzen wir,
von anderen Versuchen, die kaum einrangierbar sind, abgesehen,

1) Ebenfalls Mitt. VII; s. Tabelle S. 299. .

) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chemie 23, 521. 1897;
25, 65, 1898. Die fraglichen Zahlen sind der von Meigs (und Mitarbeiter)
durchgefithrten Umrechnung entlehnt; 1. c. S. 10, FuBnote. Verf. hat sie
bisher in dieser Form nicht benutzt Die Ausfithrung der Herren Meigs,
Blatherwick, Cary ist nun ungemein dankenswert, zeigt sie doch,
daB die klassischen Analysen Abderhaldens schon vor langen Jahren
die heute ausgearbeiteten Ergebnisse in nuce fast vollig enthalten.

3) Joh. Feigl (Phosphate II), L c.

4) Neve Versuche, etwa 18 Versuche.

5) W. R. Bloor, l.c.
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Bloo rs neue Ertrige (1918) mit den Extremen 0,0 und 4,0 mg
H,PO,, dem Mittelbereich 1,26—1,72 mg H,PO,. Im Prinzip
ibereinstimmend, sind die Werte Bloors mit weit groBeren
Ausschligen ausgestattet!). Hier miite die fernere Vergleichs-
arbeit ansetzen. Pathologische Werte erhielt Feigl mit 3,0 mg,
8,0 mg, selbst 10,0 mg P unter geeigneten krankhaften Bedin-
gungen (8. o.), also rd. 10,0 mg bis rd. 32,0 mg H;PO, zu 209%,
selbst 509 des S.-P.

So sehr man auch das Prinzip dieses Begriffes in den metho-
disch so weit differenten (s. 0.) Arbeitsgingen nach Bloor (1918)
einerseits, nach Feigl (1915—1920) andererseits gesichert und
zur Deckung gebracht erscheint, so wenig verlohnten die weiter
eindringenden statistischen Ausbeutungen beider Reihen. DaB
sie die Befunde noch naher schlieBen, und damit die Wahrschein-
lichkeit annéhernd gleich guter Leistung beider so differenten
Arbeitsbedingungen begriindet haben, will gegeniiber anderen
Uberlegungen und Ertrigen wenig sagen. Wir haben es mit einer
methodisch relativ unsicheren GroBe zu tun, deren Minimalwerte
in den Fehlergrenzen verschwinden, die bei strengst paralleler
Arbeit zwar gute Doppelwerte ergibt, die aber anders beleuchtet-
werden darf, so sicher die meisten SchluBfolgerungen auch vor
uns stehen. Zunichst hat sich bei Vergleichen an geeigneten
pathologischen Seren gezeigt, da Bloor und Feigl nicht immer
parallel zu gehen brauchen, daB also saures und ammoniakalisches
Medium ‘auf verschiedene Zersetzlichkeit stoBen konnen. Ferner
haben sich auch in Doppelanalysen Ergebnisse gezeigt, nach
denen die Bloortechnik um 10—309, hoheren ,,Rest-P* lieferte.
Endlich konnten bei kurzfristig wiederholten Serumanalysen
an geeigneten Kranken ziemlich groBe Ausschlige festgestellt
werden, was der (auch analytisch begriindeten) weiten Varia-
bilitét in der Norm vielleicht kombiniert werden darf3). Andere
Versuche hatten zum Ziele, an der Stelle der Methoden fiir den
anorganischen P anzugreifen. Bloors Hinweis auf schnelle Arbeit
an dem betreffenden Punkte wurde bestitigt, und der Abfall an
»Rest-P* durch Zuwachs im organischem P kurvenmiBig ver-
anschaulicht. Die Mg-Probe wurde bei schrittweise abgebauten

1) Vgl. die pathologischen Ertrige zum Rest-P; 1. c. (Phosphate I,
I, 1Iv, VI, VII).
%) Joh. Feigl (Phosphate IX), diese Zeitschr. 94, 304. 1919.

Biochemische Zeitschrift Band 112, 4
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Kautelen (nicht mehr Aufbewahrung in der Kiilte, lingere Dauer des
Stehens fertiger Ansiitze usw.) erprobt, wozu hyperlecithinaemische
Seren sowie solche von leukémischen Fiéllen dienten. Endlich
wurde mit Seren, die Blutzerfallserscheinungen zeigten (Perni-
ciosa, Malaria, Icterus haemolyticus, geeignete Intoxikationen,
Bestrahlung usw.) experimentiert, da Feigl gleichzeitig mit
Bloor?) gezeigt hat, daB die GroBe ,,Rest-P* bzw. ,,Other Forms*
in den Erythrocyten ohne faBbare Stufen gewaltige Werte (gegen
Serum) gibt. In allen diesen Fillen fithrt die ausgelingte Ein-
wirkung der Mg-Ansiitze, aber auch die Bloortechnik zu schritt-
weisem Anstiege der Werte fiir den anorganischen P. Das bringt
einigermaBen Licht in die Verhiltnisse und zeigt die Fehler-
méglichkeit von der einen Seite aus. Verf. (F.) méchte sich auf
die mit schrittweisem Heranreifen der Ertriige iber den ,,Rest-P*
als Glied der ,,P-Verteilung** im Serum fortgesetzte Diskussion
tiber den objektiven Gehalt, den praktischen Wert und die Patho-
logie dieser GroBe berufen und ferner auch darauf, daB er unab-
hiingig und gleichzeitig von dem Schépfer des neuen wertvollen
Systems einschligiger Analysen noch die Beziehungen des P in
den Erythrocyten aufklérte. Von diesen aus wird die Patho-
chemie der Verteilung des P im Blute @iberhaupt gefordert werden
miissen. Die verwickelten Fragen, welche den im Prinzip klar-
gestellten ,,Rest-P* des Plasmas nach obigem weiterhin betreffen,
sollen teils, wie angedeutet, analytisch, teils (zunéchst) in reinen
Léosungen krystalloider Phosphorylkomplexe bei ihrem Verhalten
gegen die maBgebenden Reaktionen in zustindigen Ansitzen
bearbeitet werden?).

Verf. mochte an die Herren Fachgenossen die Bitte richten,
ihm weiterhin das Arbeitsgebiet — besonders den angedeuteten
Richtungen nach — giitig iiberlassen zu wollen.

1) W. R. Bloor, lLc. (1918).

%) Anhangsweise mag der Arbeitsform von A. Costantino gedacht
werden, die Verf. an anderer Stele heranzog (Schenkfiltrate, Ba-Fillung
usw.). Arch. Farmacol. sperim. 19, 307. 1915; Chem. Zentralbl. 2,
287. 1915. Moglicherweise ist auch das technische Experiment auf Muskel-
preBsiifte zu verlegen, wo die Untersuchungen G. Embdens und seiner
Schiiler auf feste Unterlagen zu bauen gestatten.



Bemerkung zur Frage der ,,Restreduktion‘ des Blutes.

Von
Joh. Feigl.

,(Aus dem chemisch-physikalischen Laboratorium des Allgemeinen Kranken-
hauses Hamburg-Barmbeck.)

(Eingegangen am 11. September 1920.)

Soeben hat R. Ege in dieser Zeitschrift (107, 229. 1920) eine Mit-
teilung veroffentlicht, die eine wesentliche Bereicherung unserer Kennt-
nime Gber die sog. Restteduktion des Blutes, bezogen speziell auf
die Mikro-Bang-Methodik, darstellt. Sie greift dabei erheblich in die
Praxis des ,,Blutzuckerbegriffes* iiber. Andererseits fuBt sie offenbar
suf eingehenden Studien iiber die betreffende Fachliteratur, was noch
mebr zur Geltung kiéme, wenn dem Leser eine auswirtige Arbeit des
Autors zur Hand wiire. Unter Riicksicht auf andere, zum Teil sehr
geschiitzte Methoden (Bertrand) wird in eingehender Weise die firr das
Problem so wichtige Vergirungstechnik studiert. Letztere hat bekanntlich
in der Hand von Schumm zu ganz verzerrten Vorstellungen gefiihrt, die
Griessbach und StraBner eingehend charakterisierten und auf die rich-
tige Bahn zuriickleiteten. Es ist wichtig zu erfahren, daB Ege wie
Andersen die Stichhaltigkeit des ,,Bertrand“ (,,zu geringe Werte*)
ablehnen und da8 Ege mit Feigl darin iibereinstimmt, ,,Makro“- wie
~Mikro*- Bang lieferten im Prinzip die gleichen Restwerte. Dem Streit
um die Restreduktion, soweit er auf rein methodenkritischem Boden aus-
gefochten wurde, ist durch diese, Griessbachs und StraBners Be-
banptung (,,die R.-R. sei ein [Kunst-] Produkt des alten Makro-Bang")
wnter Zustimmung zu Feigls, auch Schumms Auffassungen endgiiltig
viderlegende Feststellung viel an abwegigen Kontroverspunkten entzogen
worden. Nun hatte Feigl frither festgestellt, daB die R.-R. nicht nur weit-
gehend von den auf Glucose mit ihrer spezifischen Reaktionsfahigkeit
tugeschnittenen Bestimmungsmethoden abhiinge, sondern, daB diese von
der Leistung der vorgiingigen Isolierung mit gelenkt, unter Umstinden
sogar beherrscht wiirde. Es scheint, als wenn man sich dieses Argumentes
vieder mehr bedienen diirfe. Ege stellt eindringlich, wie schon friiher
Peigl, die Gesamtfrage auf den Standpunkt, daB8 man die Kenntnis ein-
xhligiger, biologischer Konkurrenten der jeweiligen Reduktion zur Quelle
der Digkussion machen miisse. Auf die betreffenden Zusammenstellungen

4‘



52 Joh. Feigl:

sei daher nicht eingegangen, ebenso auf die vom Verf. schon friiher betonte
Systematik der R.-R.-Stoffe, die Ege tibersichtlich schildert und seiner
Technik unterordnet. Nun bietet aber die ausgezeichnete Arbeit in sich, wie
— mittelbar — durch sich, AnlaB ganz besonders fiir den Verf. (F.), Bei-
trige zum heutigen Stande zu liefern, die sich aus der Weiterentwicklung
der von ihm seinerzeit erstmalig angebahnten, speziell blutchemischen Ge-
sichtspunkte, herleiten. Feigl hat vor kurzem in einer Mitteilung, die
unverbliimt der ,,Revision von Methoden wie Werten'‘ bez. Kreatinin und
Kreatin im Blute dient, betont, daB die zum Teil recht gewandelten Er-
trige zu diesen Fragen eine nicht unbelangliche Revision der R.-R.-
Uberschlige mit sich bringen wiirden. Ebenso sei auch das Ausgreifen auf
die chemischen Blutbilder des RN-Gebietes unmittelbar zu fordern. Indem
nuf die diesbeziiglichen Resultate hingewiesen wird, zieht Verf. den,
SchluB, daB nach Folin-Wu, Denis, erst recht nach Greenwald-
Mc Guire, unter Bestitigung seiner eigenen Betrachtungen, die friher
geschitzte R.-R. wohl doch niederer eingesetzt werden diirfe!). Seiner-
zeit wurden die Werte iiberschliglich (Maxima, Minima, Mittel) formuliert
auf Grund derzeitiger Analysen fiir die Kreatingruppe. An der Konso-

1) Hinsichtlich der Kreatininimie mochte ich u. a. auf folgendes hin-
weisen. M. Rosenberg, der ja insofern eine gliickliche Hand hatte, als
er — im Zusammenhang mit den Studien von Myers, Fine, Lough -
die Kreatininimie in der Diagnose zum Ansehen brachte, nimmt z
meinen dlteren Ausfilhrungen Stellung. Hauptsache fiir mich ist, daB
er auf der Basis derzeitiger Methoden seine Normalien nun
mehr richtig — in Ubercinstimmung zu meinen — fixiert.
Mir bleibt auch heute noch keine andere Erklirung als die derzeit aus-
gesprochene Kombination, vornehmlich methodischer, aber auch
die Benutzung der Literatur betreffender Art. Inzwischen wird man
aber berechtigt sein (wie ich 1916 schrieb, und wie Greenald und
Mc Guire 1918 niher ausfithrten), manche der zu niederen Werte durch
unvollstindige Extraktion zu erkliren. Es ist zweifellos nicht primir
Sache des um Anwendung speziell in der Diagnose Bemiihten, sondern
durchaus nur des biochemischen Methodologen, Verfahren sicherzustellen
und zu kritisieren. Immerhin aber muBte Rosenberg, wenn er sich
- strenger an die Literatur gehalten hiitte, schon eher auf die Bedenklich-
keit seiner Normalien aufmerksam werden. Rosenbergs pathologische und
diagnostische Verdienste zu schmiilern, ist deshalb noch kein Grund, was
ich auch stets betont habe (s. Literatur). Nun hat aber die fortgesetste
Arbeit fithrender Methodologen neues zur Kreatinindmiefrage beigetragen.
Feigl hat die Schwierigkeiten friiher hervorgehoben. Durch die vorstebende
Kontroverse scheint die fragliche Analyse heute auf festen FiiBen zu
stehen. Aber die Wandlung der Methoden muB in der Anwendung zur Gel-
tung kommen. Insofern wird Herr Rosenberg — ebenso wie der Verf.
(F.) — vor der Aufgabe stehen, sich mit der Erhirtung oder dem Auf-
geben bisheriger Ertriige ins reine zu setzen. Vgl. hierzu Feigl (Kt. IV).
diese Zeitschr. 105, 255. 1920, daselbst Literatur und Werte.
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lidierung dieser hat Verf. seither mitgearbeitet, wie mehrfach betont, auch
im Dienste der R.-R. Verf. hilt im iibrigen an seiner derzeitigen Auf-
-fassung fest, die Anhalte fiir die R.-R. aus moglichst guten Werten fiir die In-
terferenten herzuleiten!). Nur hat er in oft wiederholten Anliufen die
Erfahrung bestitigt gefunden, daB man in reinen Ldosungen, z. B. fiir
Kreatinin, die Reduktionswerte nach einer bestimmten Methode zwar
geniigend fassen konne, daB aber einerseits in komplexen, den B.-Z.-
Extrakten nachgebildeten, Ansitzen (die also melirere bis viele Inter-
ferenten fithren), von einer Proportionalitit, der Summe nach, leider
in hinreichendem Grade nichts zu erwarten sei. Auch haben Versuche,
mit groBeren Einzelmengen Genaueres zu schaffen, von der Verschiebung
der MaBstibe ein natiirliches Hindernis gegen den erstrebten Erfolg zu
" gewirtigen. Es wird sich jetzt darum handeln, die neuen R.-R.-Quoten
der R.-N.- Grden, so gut es gehen will, tunlichst weitschichtig zu studieren,
wozu auch die Pikratmethode des B.-Z. (Benedict) immer mehr dringt,
von der Verf. (F.) urspriinglich schiirfere Zuckerreduktionszahlen erwartet
hatte. Wenn man nun auch noch nicht streng gezwungen ist, die neuen
(indirekten) Kreatininzahlen nach und mit Greenald, trotz ihrer rela-
tiven Kleinheit, als Maximalwerte anzusehen, so ist doch durch die in
diesem Zusammenhange aufgetauchte ,,chromogene* Substanz der,,Pikrat-
reduktion‘‘ vermutlich ein Faktor, der an der R.-R. der Cu-Methoden
(speziell Mikro - Bangs) mitzuhelfen vermag. Es unterliegt wohl nur-
geringen Zweifeln, da8 die R.N.-Stoffe reduzierenden Charakters in etwa
mit Eges neuen Werten fiir die R.-R. normalen Blutes in Einklang ge-
bracht werden kénnen. Nun sind zu den Stoffen, die Feigl seinerzeit
unter den Ursachen der R.-R. ins Auge faSte neue hinzugekommen.
P. Mayers und Ste p ps Glucuronsiureversuche, trotz mancher Schwierig-
keiten, in besonderen Anlissen (Menthol- und andere Gaben an Tiere)
zu bestitigen, haben wir Gelegenheit gehabt. Auch mit Indican, Me-
lanogen, bilinogen usw., mit Homogentisinsdure, Polyphenolen, Dioxy-
purinen hfben wir bereits Befunde erzielt Dagegen ist es uns bisher
nicht geniigend gelungen, die auf das Vorkommen von Aldehyd wie von
Ameisensiure weisenden Angaben zu bestitigen. Beobachtungen der ge-
schilderten Art sind im Zusammenhange spéiter mitzuteilen. Einfacher
hat man es, in der Pathologie gewisse Blutbilder unter dem R.-R.-Ge-
sichtspunkte zu bearbeiten. Obschon auch hier die neuen Werte der
Kreatingruppe u. a. hineinspielen, und obschon. nebenher andere Fak-
toren die R.-R. zu heben trachten, bleiben doch die Angaben meiner
fritheren Arbeit im Prinzip bestehen, wenn schon in praxi modifiziert. Ich
habe ja selbst derzeit darauf hingewiesen, daB Morbus Brightii azotdmi-
scher Formen steigende Restreduktionen geben kénne. Aber — meine
Angaben sind derzeit ganz von den Werten fiir die fraglichen R.N.-
Korper aus formuliert worden, daher nur von deren Stichhaltigkeit

1) Joh. Feigl (Restreduktion und Gesamtreduktion), diese Zeitschr.
77, 180. 1916. Einzelheiten in anderen Mitteilungen verschiedenen In-
halts. Zusammenfassung spiiter.
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abhiingig. So wertvoll nun auch die Versuche Eges eind, bei experimen-
teller Uridmie die R.-R. bis zu 1/, und }/; der Gesamtreduktion zu be-
schreiben, so sind sie doch letzten Endes nur als Bestitigung meiner
auf den R.N.-Komponenten ruhenden Schitzungen anzusehen. Freilich
hat Ege sie in aller Schiirfe unter seine Technik gestellt und dem Mikro-
Bang eingeordnet. DaB er dabei Wesentliches fiir die Frage getan
hat, sei hervorgehoben. Recht interessant wird es sein, die nach Ege ein-
wandfrei gewonnene R.-R. mit den Schitzungen aus den selbstindig ge-
wonnenen Zahlen fiir die betreffenden R.N.-Stoffe zu vergleichen. Da wir
auf diesem Gebicte arbeiten, hoffen wir Beitrige vorlegen zu konnen.
Meines Erachtens hat man nun nach Ege auch die allgemein so hoch
gewertete Moglichkeit, kritischen Hyperglykdmiebefunden niherzutreten.
Ich habe solche beschrieben, die scheinbar ' ,,Hyperglykimie* (Pseud-
hyperglykimie nach Ege) waren.

SchlieBlich mochte ich aussprechen, daB meine eigenen einschligigen
Arbeiten zu Resultaten fithrten, die mit denen Eges, Hagedorns, Gad-
Andrescns, Warburgs prinzipiell so weitgchend iibereinstimmen!), da8
ich zu dem gleichen Urteile iiber die Anschauungen von Falta und
Richter- Quittnicr gedringt werde. In bezug auf die AuBerungen War-
burgs kann ich nicht umhin, ganz besonders den methodischen Studien
von Richter - Quittnier vielerlei Unklarheiten nachzusagen. Niheres ist
heute zuriickzustellen.

1) Autoren, diese Zeitschr. 1920. 107, 246, 248, 250, 252. Siehe
dazu Joh. Feigl, dicse Zeitschr. 1919; Bd. 101, 66. spez. FuBnote.



Berichtigung und Ergiinzung zu unserer Arbeit: ,,Zur
Chemie der Polysaccharide.«

Von
E. Herzfeld und R. Klinger.

{Aus dem Chem. Laborat. der Med. Klinik und aus dem Hygiene-Institut
der Universitit Ziirich.)

(Eingegangen am 11. September 1920.)

+ In den unserer letzten Mitteilung zugrunde liegenden Ver-
suchen haben wir eine Methode angewendet, welche fiir den Nach-
weis ganz geringer Traubenzuckermengen besonders geeignet
schien. Dieselbe beniitzt die auch sonst #bliche Osazonprobe
(mit freier Base und konz. Essigsiure erhalten), die nach wieder-
holter Extraktion der zu untersuchenden Flissigkeit mit 96 proz.
Alkohol zur Anwendung kam. Eine groBe Anzahl verschiedener
Versuche fiilhrte uns zu der Ansicht, da bei der Einwirkung
der sog. Diastasepriparate auf Polysaccharide kein Traubenzucker
entstehe. Diese Behauptung konnen wir auch jetzt jedenfalls
in der Hauptsache aufrechterhalten, indem die inzwischen an-
gestellten Versuche auch weiter nur in ganz vereinzelten Fillen
geringfiigige Mengen von Glucose ergeben haben!). Wir haben
aber zur Zeit, als wir die betreffende Arbeit schrieben, iibersehen,
daB diese Methode (entgegen unserer Annahme) fiir den Nachweis
kleinerer Maltosemengen vollstandig unbrauchbar ist. Erst von
etwa 50 mg an tritt in der Regel typische Osazonbildung auf.
Wir haben daher eine andere, speziell fiir den Nachweis von Mal-
_ tose in der Literatur angegebene Methode herangezogen (Ver-
wendung von HCl-saurem Phenylhydrazin (1 g) und Na-Acetat
(1,5 g) zu 10 cem der zu priffenden Fliissigkeit zugesetzt, 90 Min.
kochendes Wasserbad, dann Filtration). Es zeigte sich, daB diese

1) Nur im Serum mancher Tierarten (namentlich Hund, Rind) finden
sich Stoffe, welche Stirke bis zu Dextrose aufspalten, in deutlich nach-
weisbarer Menge.
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Methodc.:, in der Tat nicht nur fiir den Nachweis von Glucose,
sondern auch von Maltose und selbst von anderen Kohlenhydraten
wie Glucosamin usw. weit besser-geeignet ist. Diese Feststellung
machte es uns zur Pflicht, alle jene Versuche, bei denen kein
Abbau von Stirke nachweisbar gewesen war, einer Nachpriiffung
zu unterziehen.

Hierbei ergab sich nun, daB im Gegensatz zu den mit der
fritheren Technik ausgefithrten Versuchen Maltose in deut-
lichen Mengen nachweisbar war, sobald Stirke oder
Dextrin mit einem Diastasepriéparat digeriert wurde.
Unsere Behauptung, daB bei der Diastasewirkung
kein Zucker auftrete, miissen wir daher als einen durch
mangelhafte Technik bedingten Irrtum bezeichnen.

Nachdem durch diese Feststellung erhirtet ist, daB durch
die diastischen Stoffe eine Hydrolyse der Polysaccharide tatsich-
lich herbeigefithrt wird, war es von Interesse zu untersuchen, ob
dieser Abbau mit der Schnelligkeit und in den Mengenverhalt-
nissen vor sich geht, wie es den in der Literatur verbreiteten
Ansichten entspricht. Nach denselben findet ja durch gute
Diastasepriparate schon in wenigen Minuten eine Aufspaltung
der Stirke bis zu 80 und mehr Prozent statt. Wire dies der Fall,
wiirde somit eine bestimmte Menge Stirke zum groBten Teil
in Zucker iibergefiihrt, so war zu erwarten, da8 die Maltose nach
der Digestion aus dem Gemisch ohne Schwierigkeiten wieder
isolierbar und meBbar sein werde. Wir haben daher folgendes
Verfahren angewendet um diese Frage zu entscheiden:

Einige Gramm Stirke (,,losliche** oder gereinigte) werden in Wasser
gelost und !/,, des Gewichtes an Diastase zugesetzt. Nach der Auflésung
der letzteren bleibt das Gemisch 24 Stunden im Brutschrank. Eine mit
kleineren Mengen angesetzte zweite Probe gibt dann mit der obener-
withnten Osazonmethode deutliche Maltosereaktion. Das Stirke-Diastase-
gemisch wird nunmehr mit dem 5—6fachen Volumen absoluten Alkohols
versetzt und mit diesem auf dem Wasserbade in einer Porzellanschale
eingedampft. Man fiigt noch weiteren Alkohol zu, sobald das Fliissigkeits-
volumen stirker eingeengt ist. Diese Alkoholzusitze haben den Zweck,
eine Hydrolyse wihrend des Eindampfens zu vermeiden und auBerdem
ein allzu festes Zusammensintern des Riickstandes zu verhindern, dem
letzteren vielmehr eine mehr pordse Struktur zu geben; dadurch soll die
spitere Extraktion erleichtert werden. Aus dem gleichen Grunde wird

auch der schon trockene Riickstand noch einige Male mit etwas Alkohol
versetzt, dieser bis zum Sieden erhitzt und wieder eingedampft. SchlieB-
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lich wird der Riickstand bis zum konstanten Gewicht auf dem Wasserbad
getrocknet und gewogen. Er sollte, wenn die obenetwihnten Angaben
richtig wiren, zu 80—1009, aus Maltose bestehen. Da diese sowie allfdllig
entstandene andere Mono- oder Di-Saccharide in 969, Alkohol léslich
wiren, 80 miiBte nach geeigneter Extraktion des Riickstandes mit diesem
Losungsmittel ein entsprechender Gewichtsverlust feststellbar sein. Es
ergab sich aber, daB durch 4 —5 maliges Auskochen mit geniigenden Mengen
jeweils erneuerten Alkohols blo8 eine Gewichtsabnahme erzielt wird, die
sich in weit bescheideneren Grenzen hidlt. Wir geben im folgenden die
Werte an, die bei einer Anzahl derartiger Versuche erhalten wurden:

1. 5g losliche Stidrke in 100 ccm Wasser gelost + 0,5 g Diastase (Prii-
parat Prof. Winterstein) stehen 24 Stunden unter Toluol bei 37°. Ge-
wichtsverlust des Riickstandes nach der Extraktion mit siedendem Al-
kohol: 0,4 g.

2. 2 g lésliche Stirke in 20 ccm Wasser + 0,2 g Diastase Kahlbaum;
Gewichtsverlust: 0,3 g.

3. 1,2 g losliche Stirke in 10 ccm Wasser + 12 ccm Speichel. Ge-
wichtsverlust: 0,15 g. ‘

4. 2 g Stirke in 10 ccm Wasser + 10 ccm Rinderserum. Gewiclits-
verlust: 0,4 g. (Da hier auch die Serumlipoide bei der Extraktion entfernt
wurden, so darf der Zuckergehalt des Ruckstandes wohl nur auf etwa
0,35 g angesetzt werden.)

Wir sehen also, daBl unter den gewihlten, der iiblichen Ver-
suchsanordnung entsprechenden Mengenverhéltnissen von einer
Verzuckerung der Stirke bis zu 80 und mehr Prozent nicht die
Rede sein kann, da die Mengen der alkoholloslichen Zucker nur
10—209,, der verwendeten Stirke betragen. Die Jodreaktion
des in etwas Wasser aufgelésten Riickstandes war dagegen stets
negativ, also anscheinend eine vollstindige Aufspaltung der
Stirke eingetreten.

Die verwendeten Diastasen wirken somit nicht in der Weise,
wie es fiir fermentative Umsetzungen urspriinglich als charak-
teristisch galt, daB namlich das Ferment immer weitere Mengen
des Polysaccharids aufspaltet, ohne selbst verbraucht zu werden.
Vielmehr bestehen hier recht ausgesprochene quantitative Be-
ziehungen, die, wie aus den mitgeteilten Mengenverhéltnissen
hervorgeht, nicht durch Ausbildung von Gleichgewichten erklir-
bar sind?), welche die weitere Aufspaltung hemmen, sondern auf
der regelrechten Zerstérung der in der Diastase wirksamen

Stoffe beruhen miissen.

1) Man vergleiche die Mengenverhiltnisse der 4 mitgeteilten Versuche
untereinander!
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Es war von Interesse zu untersuchen, ob die nach der Alkohol-
Extraktion erhaltenen Riickstinde, die, wie erwihnt, bereits
jodnegativ reagierten, bei erneuter Einwirkung einer gleichen
Diastasemenge sich als besonders empfindlich, d. h. leichter auf-
spaltbar erweisen wiirden oder nicht.

Die folgenden Versuche geben hieriiber AufschluB: drei verschiedene
Polysaccharide wurden jeweils in der Menge von 1 g mit je 0,1 Diastase
Siegfried wie oben angegeben digeriert und die Menge des gebildeten Zuckers
gleichfalls in der beschriebenen Weise (Alkoholextraktion) bestimmt. Hierauf
wurden die Riickstinde abermals in 100 ccm Wasser gelost und noch
einmal mit je 0,1 frischer Diastase digeriert. Die beistehende Tabelle
zeigt die nach der ersten und nach der zweiten Diastasebehandlung er-
haltenen Zuckerwerte:

Erste Digestion ~ Zweite Digestion

Losliche Stirke (Reis) 0,23 g 0,22 g
Unlosliche Kaurtoffelstarke 0,25 g 0,27 g
Glykogen 0,23 g 0,25 g

Es ergibt sich, daBl die jeweilige Hydrolyse nahezu gleiche
Zuckerwerte lieferte, dal somit nurdie Mengederzugesetzten
Diastase, nicht aber die Beschaffenheit des aufzuspal-
tenden Polysaccharids maBgebend war. (Daher auch
Glykogen trotz seinem viel héheren Dispersititsgrade nicht
starker aufgespalten wurde als die vollstindig unlésliche Kartoffel-
stérke.)

Aus welcher Art von Polysacchariden bestehen nun die
nach derartiger prolongierter Diastaseeinwirkung zuriickbleiben-
den Alkoholriickstinde? Wir haben die aus dem zuletzt ange-
fithrten Versuch erhaltenen Riickstinde in wenig Wasser gelost,
die Lésung mit 339, Kalilauge versetzt und leicht erwiarmt, dann
mit Alkohol wiederholt gefillt, den Riickstand mit verdiinnter
Salzsiure neutralisiert und noch einige Male mit Alkohol ge-
waschen, die schlieBlich erhaltene, fast schneeweile Masse ergab
in etwas Wasser gelost und mit Jodlésung versetzt: aus Stirke
eine blauviolette, aus Glykogen eine rotbraune Farbung. Ent-
sprechend dem in unserer letzten Mitteilung iiber die Jodreaktion
Gesagten miissen wir annehmen, da diese Polysaccharide durch
die Diastase zwar so hochdispers verteilt wurden, daB sie zunichst
keine positive Jodreaktion mehr geben, dal aber nach Zerstérung
der diese hohere Dispersitit bewirkenden Losungsvermittler
durch die Behandlung mit Lauge die Oberfliche der Dextrin-
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teilchen wieder bloBgelegt wird ; sie kleben daher bei der Alkohol-
fallung aneinander und gehen, wenn wir sie jetzt in Wasser in
kolloide Verteilung bringen, nicht mehr in einen so hohen Dis-
persititsgrad iiber, sondern bleiben grob dispers genug, um mit
Jod die Dextrin-, ja sogar schon nahezu die Stirkereaktion zu
geben.

Dieser Versuch dirfte nicht nur fir die Theorie der Jod-
reaktion von Interesse sein, sondern namentlich auch fir die
Frage nach der Wirkungsweise der Diastasen; denn er zeigt, da8
die Diastasen die Polysaccharide, soweit sie nicht eine
wirkliche Hydrolyse derselben bewirken, nur in ihrem
Dispersitatsgrad veriandern, so daB es moglich ist, das
scheinbar verdaute Dextrin usw. durch Wegnahme der Losungs-
vermittler wieder in die hochdisperse Ausgangsstufe zuriickzu- .
fithren.

Die Diastasen beeinflussen somit die Polysaccharide in zwei-
facher Weise: 1. Indem sie als bloBe Lésungsvermittler
dieselben in einen hoheren Dispersititsgrad iiberfithren. 2. Indem
gie hydrolytische Vorginge an den durch ihre Anwesenheit
mit dem Wasser in Beziehung gesetzten Oberflichen der Teilchen
auslosen. Die erste Wirkung haben die Diastasen mit verschie-
denen anderen z. T. chemisch einfach gebauten Stoffen gemein-
sam, von denen wir in unserer letzten Arbeit namentlich das
Formalin, sowie tiefere EiweiB- und Lipoidspaltprodukte hervor-
gehoben haben. Die hydrolytisch aktiven Bestandteile der Dia-
stasen sind dagegen komplexer und zugleich viel labiler gebaut,
sie sind es, auf welchen die ,,fermentative'* Funktion dieser Stoffe
eigentlich begriindet ist. Ihre chemische Natur ist gegenwiirtig
* noch unklar; vermutlich handelt es sich um hohere Spaltstiicke
der EiweiBkorper oder der Lipoide, die ihre Wirksamkeit nur
solange besitzen, als sie nicht selbst aufgespalten sind. Da dieser
Zerfall in niedere, unwirksame Bestandteile auch bei der hydro-
lytischen Aufspaltung der Dextrine stattfindet, werden sie bei
der Fermenttatigkeit verbraucht. Sie wirken daher nur quan-
titativ spaltend und sind gegeniiber allen intensiveren Einwir-
kungen, namentlich im wisserigen Milieu, sehr empfindlich
(Labilitat dieser ,,Fermente‘).

Die beiden Wirkungsweisen der Diastasen lassen sich durch folgende
Versuchsanordnungen getrennt nachweisen: Wenn man eine Diastase-
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lésung oder Speichel etwa 5§ Minuten zum Kochen erhitzt und dann (nach
Abfiltration einer evtl. eingetretenen Ausflockung) mit fallenden Mengen
léslicher Stirke digerfert (20 Stunden 37°), so zeigt sich, daB auch jetzt
noch die dispersititssteigernde Wirkung wenigstens teilweise erhalten ist,
withrend eine Zuckerabspaltung nicht mehr eintritt. Bei Verwendung von
1 ccm erhitzten Speichels auf 50 mg loslicher Stirke ist die Jodreaktion
vollstindig verschwunden, eine unserer Diastasen ergab dagegen in der
Menge von 50 mg folgende Reihe:

Mit 50 mg losl. Stirke noch blaue Jodreaktion
» 10, ,»  rotbraune Firbung
w 1, 4 »  keine spezif. Firbung mehr.

Alle Proben waren vollstindig zuckerfrei.

Diese Auffassung der Diastasewirkung, speziell die Ab-
trennung der bloBen Dispersitatserhchung von der eigentlichen
Hydrolyse diirfte fiir diesen Zweig der Fermentchemie eine wesent-
liche Kliarung bringen, da diese beiden Vorginge bisher nur
ungeniigend oder nicht auseinandergehalten wurden. Auf den
ersteren geht die fast momentane Wirkung zuriick, wie sie bei
Einwirkung von Speichel usw. auf geloste Stirke und #hnliches
beobachtet wird (fast sofortiges Verschwinden der Jodreaktion),
wihrend die wirkliche Aufspaltung erst allméhlich einsetzt und,
wie wir gesehen haben, innerhalb weit bescheidener Grenzen
bleibt. Aus diesem Grunde méchten wir die in unserer letzten
Mitteilung aufgestellte Vermutung auch weiter aufrechterhalten,
daB die Polysaccharide im tierischen und pflanzlichen Organismus
nicht nur in Form von Zucker zirkulieren, sondern zum grofien
Teil bereits auf der jodnegativen Dextrinstufe von einer Zelle
zur anderen wandern. Denn die fein kolloide Verteilung erfolgt
iiberall schnell, wo reichliche Losungsvermittler vorhanden sind,
viel zu schnell, als daB die weit langsamere Hydrolyse mit ihr
gleichen Schritt halten kénnte. Die Diffusion tritt aber schon
ein, sobald eine gewisse Kleinheit der Teilchen und eine Beziehung
ihrer Oberflichen zum Wasser erreicht ist.
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Das Uroehromogen.

Von
M. Weiss (Wien-Gleichenberg.)

(Eingegangen am 13. Séptember 1920.)

Einleitung.

Mit dem Namen ,,Urochromogen‘ habe ich im Jahre 19073) den
Korper bezeichnet, welcher der Ehrlichschen Diazoreaktion zugrunde liegt.
Diese Bezeichnung war durch folgende Eigenschaften des Kérpers gerecht-
fertigt: 1. Gab er alle Fillungsreaktionen des Urochroms. 2. Gab er nach
seiner Oxydation eine Diazoreaktion, welche zwar noch rote Fliissigkeit,
aber schon den weiBlichen Schaum der dem Urochrom zukommenden
Diazoreaktion aufwies. 3. Trat durch verschiedene Oxydationsmittel eine
intensive Gelbfirbung auf, welche dem normalen Urochrom entsprach.

Im Jahre 19103) habe ich, nachdem als eine der Ursachen der In-
konstanz der Ehrlichschen Reaktion eine Substanz gefunden war, die erst
nach dem Stehen im Brutschrank diese Probe deutlich gibt4), eine neue
Harnreaktion beschrieben, welche auf der unter Punkt 3 beschriebenen
Eigenschaft des Urochromogens und seiner Vorstufe beruht. Durch colori-
metrische Untersuchungen wurde die Verwandtschaft des Urochromogens
mit dem Urochrom erhiirtet ).

Schon in fritheren Untersuchungen®) konnte ich die Beziechungen des
Urochromogens zum endogenen EiweiBzerfall durch den Befund gleich-
zeitig vermhehrter Neutralschwefelausscheidung sicherstellen. Dieses auch
aus der klinischen Beobachtung?) sich ergebende Verhalten riumt dem-
Urochrom und Urochromogen eine besondere Stellung unter den Stoff-
wechselprodukten ein, indem wir in diesen Korpern rein endogene
Schlacken vor uns haben.

1) Siehe diese Zeitschr. 102, 228. 1920.

%) Beitr. z. Klin. d. Tuberkul. 8, 177; Wien. klin. Wochenschr. 1907,
Nr. 33.

3) Med. Klin. 1910, Nr. 42.

4) Med. Klin. 1910, Nr. 22.

5) Diese Zeitschr. 30, 333. 1911.

®) Diese Zeitschr. 27, 175. 1910.

7) Diese Zeitschr. 30, 352. 1911.
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Durch die quantitative Auswertung der dem Urochromogen zu-
kommenden Gelbfirbung einerseits!) und der zur Erreichung des Maxi-
mums an Firbung andererseits benitigten KMnO,-Menge babe ich ein
MaB fiir die Diazoreaktion aufgestellt?). In der letzten Zeit3) glaube ich
durch Vergleich mit dem eine ahnliche Diazoreaktion gebenden Tyroein
ein neues und vielleicht besseres MaB fiir das Urochromogen gefunden zu
haben ¢).

Was die chemische Stellung des Urochromogens betrifft, so habe ich,
da positive Anhaltspunkte nicht vorlagen, dhnlich wie Ehrlich, Brieger
und Clemens per exclusionem arbeiten miissen. In meiner ersten Arbeit$)
war ich geneigt, den Korper als ein Oxyphenylderivat anzusehen. Doch
haben schon Ehrlich und Brieger das Tyrosin und die Oxysiuren aus-
geschlossen. Ich habe den Harn auf Histidin®) und Tryptophan bzw.
Derivate derselben untersucht,’ konnte aber keine quantitativen Be-
ziehungen zwischen diesen Koérpern und dem Urochromogen finden?).

Einen Fortschritt in der Urochromogenfrage brachte erst die An-
reicherung des Korpers durch die Darstellung seiner Fraktion®). Diese
erlaubte mit bedeutend konzentrierteren Ldsungen zu arbeiten, und Er-
scheinungen, die in verdiinnter Lésung nicht auftraten oder der Beachtung
entgingen, waren jetzt infolge der Konzentration sinnfilliger geworden.
Da diese Fraktion den Ausgangspunkt fiir die weiteren Ergebnisse dar-
stellt, so will ich an sie ankniipfen. Wegen der vielfachen Analogien mit
dem Urochrom und zum besseren Verstindnisse bin ich auch stellenweise
auf dieses niher eingegangen ?).

I. Die Urochromogentraktion.

"¥ Die Urochromogenfraktion wird hergestellt, indem man den
Harn nach den in fritheren Arbeiten!?) dargelegten Gesichtspunkten
zerlegt. Die Fraktion I enthilt tiberwiegend die Farbstoffe der
Urobilingruppe, daneben etwas Urochromogen, die Fraktion II
fast nur Urochromogen, die Fraktion ITI ist farblos. Kommt es
nur auf die qualitative Priifung an, so kann man das in der Frak-
tion I enthaltene Urochromogen, welches hochstens 209, der
Gesamtmenge betriigt, vernachlissigen. Bei genauer quantitativer

HLe

%) Diese Zeitschr. 81, 341. 1917.

3) Diese Zeitschr. 102, 228. 1920.

4) Wien. Arch. f. innere Med. 1, 359. 1920.

5) Beitr. z. Klin. d. Tuberkul. 8.

%) Diese Zeitschr. 58, 119. 1913 und 81, 342. 1917.

7) Diese Zeitschr. 102, 241. 1920.

8 Le.

8) Siehe auch Wien. Arch. f. innere Med. 1, 369. 1920.
10) Diese Zeitschr. 102 und Arch. f. innere Med. 1 c.
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'

Untersuchung fillt man, nachdem die vorgeschriebene Menge
Bleiacetat zur Losung gekommen ist, bis zur Farblosigkeit mit
Lauge aus und bringt auf diese Weise die FraktionI und II
vereinigt auf das Filter. Man zerlegt den massigen Niederschlag
entweder mit verdiinnter H,S0, oder NayPO, in Substanz, neutra-
lisiert in beiden Fillen bis zu schwach saurer, dann mit BaCO,
bis zu neutraler Reaktion, fiigt in einer Reibschale pro 100 ccm
80 g Ammonsulfat hinzu, zerreibt und filtriert nach kurzem
Abstehen., Das Filtrat ist praktisch als frei von Farbstoffen der
Fraktion I anzusehen und enthilt quantitativ das Urochromogen?).

Den Bleiniederschlag des Urochromogens (Fraktion IT) kann
man noch durch Umféllen reinigen. Man l6st ihn in §—10 proz.
Essigsiure, wobei ein rétlichbrauner, in verdiinnter Essigsiure
fast unlGalicher Riickstand bleibt. Er besteht aus Teilen der
Fraktion I, welche in das Filtrat iibergingen und sonst erst bei
der Ammonsulfataussalzung beseitigt werden. Lost man diesen
Rickstand in verdiinnter H,SO,, so kann man leicht durch
spektroskopische Untessuchung Urobilin und Uroerythrin nach-
weisen. Das letztere verrit sich auch durch die starke Reduktion
von ammoniakalischer Silbernitratlosung. AuBerdem pflegt mei-
stens auch etwas Urochromogen der Losung zu entgehen. Die essig-
saure Losung fallt man wieder mit Lauge aus, wobei jedoch zu
lange Laugenwirkung zu vermeiden ist und filtriert von ungeldst
gebliebenen Teilen wieder ab. Soll der Niederschlag bis zum
nichsten Tage stehenbleiben, 5o muB man ihn mit Wasser laugefrei
waschen. Die Umféllung kann man 2—3 mal wiederholen und
erhiilt auf diese Weise die Urochromogenfraktion schon in wesent-
lich reinerem Zustand. Nach Beendigung der Umfillung zerlegt
man den Niederschlag, wie frither beschrieben, und salzt mit
Ammonsulfat aus.

Je nach der Menge des Ausgangsharnes erhilt man eine
mehr weniger konzentrierte Urochromogenlésung, an der man die
Eigenschaften des Kérpers schon gut verfolgen kann.

II. Farbe des Urochromogens.

Die Farbe des Urochromogens ist bei neutraler Reaktion
gelbgriin. Sie unterscheidet sich von der Farbe des Urochroms
bei gleicher Reaktion durch den griinlichen Ton. Urochrom hat

1) Das gleiche gilt vom Urochrom.
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eine mehr mattgelbe Farbe. Das gleiche kann man auch an den
enteprechenden Bleiniederschligen, besonders nach der Umfillung
sehen. Das gelbgriine Bleisalz des Urochromogens dunkelt an
der Oberfliche nach, was man nach 24 Stunden durch Abstreifen
der obersten Schicht gut erkennen kann, das mattgelbe Uro-
chromsalz dunkelt auch, aber schon weniger nach. LaBt man
einen Bleiniederschlag des Urochromogens lingere Zeit inbeson-
ders bei alkalischer Reaktion an der Luft stehen, so wird er mit
der Zeit briaunlich, verliert auBerordentlich an Léslichkeit in
Essigsiure und seine Losungen haben dann schon an der Ehrlich-
schen und KMnO,-Probe EinbuBe erlitten oder sie verloren.
Diese Verinderung verlauft schon in der Richtung der von mir
sogenannten Alkaptochrom- oder, wie ich jetzt genauer sagen
kann, Uromelaninbildung, welche sowohl beim Urochromogen
wie beim Urochrom auftritt. LiBt man eine ganz klare essig-
saure Losung des Pb-Urochroufogens, welche rein gelbgrin
ist, einige Wochen stehen, so dunkelt dieselbe nach und es fillt
eine dunkelbraune Bleiverbindung.aus, welche derselben
Umwandlung des Farbstoffes in Uromelanin ihre Entstehung
verdankt (s. sp.). Das gleiche gilt vom Urochromblei.

Zum colorimetrischen Vergleich- des Urochromogens (und
Urochroms) habe ich schon 19111), dem Beispiele Kle mperers
folgend, das Echtgelb herangezogen. Damals wurde eine Lisung
von 0,1 g Echtgelb in 201 H,0 verwendet und die in 100 ccm
dieser Losung enthaltene Farbstoffmenge 100 gleichgesetzt. In
der Differenz zwischen dem nach Ammonsulfataussalzung und
KMnO,-Behandlung bis zum Verschwinden der Diazoreaktion
oder bis zum Eintritt der maximalen Gelbfirbung erhaltenen
Echtgelbwerte und dem gleichen Werte des nativen Harnes
nach Ammonsulfataussalzung hatte ich ein MafB fiir die Diazo-
reaktion gefunden und folgenden Schlu8 ziehen diirfen: ,Die
colorimetrische Untersuchung der Harne mit positiver
Diazoreaktion ergibt, da8 zwischen der Intensitit
der Diazoreaktion nach Ehrlich und der Zunahme des
Urochromgehaltes durch die Oxydation eine direkte
Proportionalitit besteht.” Als ich dann spiter?) die Uro-
chromausscheidung allein colorimetrisch untersuchte, erwies sich

1) Diese Zeitschr. 30, 345. 1911.
3) Sitzungsbericht d. Wien. Akad. d. Wiss. 3. I. 1913.
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diese Echtgelblosung als zu hell gegeniiber dem Urochrom, und -
so habe ich die Zusammensetzung derselben in der Weise abge-
indert, daB ich zu obiger Echtgelbldsung 5 com einer Losung von
0,1 Bismarckbraun in 51 HyO hinzufiigte.

. Aber auch diese Vergleichsfliissigkeit war noch nicht voll-
kommen entsprechend, weshalb ich spiter?) zu einer Echtgelblésung
1 : 50 000 40 ccm einer Bismarckbraunlésung 1 : 40 000 dazu gab.
Zwar gab es Urochromogen- und Urochromfraktionen, die im
Colorimeter nach Dubosq oder Authenrieth absolut dieser
neuen Vergleichsfliissigkeit entsprachen, aber wieder andere hatten
schon braunlichen Ton und lieBen Zweifel an der Richtigkeit
der Methode zurtick. Wenn auch der colorimetrische Vergleich
im groBen ganzen einen Parallelismus zwischen dem Farbstoff-
werte und der Intensitit der Diazoreaktion bzw. KMnO,-Probe
ergab, so war doch kein sicherer Faktor zu gewinnen, der erlaubt
hitte zu sagen, daB z. B. immer einem bestimmten Diazowerte
eine gleiche Farbstoffmenge entsprach. :

Einige Beispiele mégen diese Verhiltnisse illustrieren und zugleich
zeigen, wie vorgegangen wurde: Patient H. F., Typhusverdacht, Harn-
menge pro die 2000 ccm, Diazoreaktion negativ, KMnO,-Probe fraglich.
500 ccm wurden ausgefillt und zur Urochrom(ogen)-Fraktion verarbeitet.
Nach Léeung in NayPO,, Neutralisation mit HySO, bis zu schwach saurer,
mit BaCO, bis zu neutraler Reaktion waren 60 ccm, nach Ammonsulfat-

aussalzung 81 ccm vorhanden. Die colorimetrische Bestimmung durch

Vergleich mit der zuletzt angefiihrten Vergleichsfliissigkeit ergab bei aus-

gezeichneter Vergleichbarkeit im Dubosq 8/5,, daher pro die = 22—88—%

= 130. Die Diazoreaktion des Ammonsulfatfiltrates war positiv und ent-
sprach nach zweimaliger Verdiinnung einer 1:3000 Tyrosinlésung, ihr

. . . . _2000-81-2-1 .
Diazowert in Tyrosin ausgedriickt daher = 5003000 =0,21. Die

Relation zwischen dem Tyrosinwerté der Diazoprobe und dem Echtgelb-
werte = 0,21: 134 = 1: 60 (abgerundet).

Andere colorimetrische Bestimmungen ergaben folgende Relationen
0,25: 190 = 1:80; 0,58:350 = 1:60; 0,25:120 = 1:50; 0,6:400 = 1:866.

Obgleich ich mich mehrere Jahre mit der Ausarbeitung
einer sicheren colorimetrischen Bestimmung der gelben Harn-
farbstoffe beschiftigte, so kam ich doch zu keinem brauchbaren
Resultate. Die Ursache habe ich erst allmihlich erkannt.

Der Hauptgrund fiir die Unméglichkeit, einen sicheren Farb-
stoffwert fir das Urochromogen festzustellen, ist, daB dieser

1) Diese Zeitschr. 102, 233. '

Biochemische Zeitachrift Band 112 5
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Farbstoff (und ebenso auch das Urochrom) selbst seiner Natur
nach nicht stabil ist. Schon die Zusitze des Bismarckbrauns zu
den Vergleichsflissigkeiten zeigen, daB in die gelbe bzw. gelbgriine
\Farbe dieser Korper ein bridunlicher Ton sich mengen kann.
Dieser braunliche Ton ist schon auf die Umwandlung in einen
briunlichen Farbstoff zurtickzufiithren. In einer fritheren Arbeit?)
habe ich gesagt: , Die FraktionII kann nur so lange be-
ziiglich ihrer Farbe als Einheit angesehen werden, als
darin enthaltenes Alkaptochromogen noch nicht zum
Nachdunkeln der Fliissigkeit gefithrt hat.' Es war mir
damals noch nicht ganz klar, daB das Urochromogen (und Uro-
chrom) selbst dieses Alkaptochromogen darstellen. In den
stetig steigenden Bismarckbraunzusitzen zu meinen
Vergleichsflissigkeiten zeigt sich schon das Bestreben,
das Nachdunkeln formlich zu erfassen und einzuholen,
was aber nicht moglich war. Denn das Urochromogen kann bei
neutraler Reaktion schon innerhalb eines Tages um 509, an
Farbenintensitdt zunehmen und innerhalb 8 Tagen um das
Doppelte bis Dreifache, wobei aber auch schon Farbstoff aus-
zufallen beginnt, der eine ganz andere Tinktion als die Vergleichs-
flassigkeit besitzt. Dieser Farbstoff ist ein echtes Melanin, worauf
ich noch spiter zuriickkomme. Das Nachdunkeln der Lésungen
der gelben Farbstoffe (dies tritt naturgemiB beim Urochromogen
am deutlichsten hervor) ist auf ihre alkaptochromogenen Eigen-
schaften, d. h. auf ihre Tendenz zur Bildung dunklerer Oxydations-
produkte, zuriickzufithren, die besonders bei alkalischer Reaktion
vorhanden ist. Eine Stabilitit der gelben Harnfarbstoffe ist erst
nach ihrer vollstindigen Absittigung mit Sauerstoff erreicht,
wobei sie aber schon aus ihrer (besonders mit Ammonsulfat
gesittigten) Losung auszufallen beginnen (Uromelaninbildung).
Eine zweite Ursache der Unbestindigkeit der Urochrom(ogen)-
farbe liegt in ihrer Abhéngigkeit von der Ionenkonzentration.
Sell‘)st gleich reagierende Ldésungen verhalten sich verschieden,
je nach der Menge der in ihnen geldsten Salze. So habe ich nach-
weisen kénnen, daB durch Ammonsulfataussalzung der Farbstoff-
wert des Urochromogens um fast 3/, abnehmen kann. Eine der-
artig empfindliche Substanz colorimetrisch zu erfassen, gehort
sicherlich zu den schwierigsten Aufgaben. '
" 1) Diese Zeitachr. 102, 237.
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Eine dritte Ursache fiir den schwankenden Parallelismus
gwischen Farbstoff- und Urochromogengehalt kann in Spuren
noch nicht beseitigter Farbstoffe der Fraktion I liegen, welche
weder spektroskopisch noch anderweitig nachweisbar zu sein
brauchen. Geringe Mengen dieser Farbstoffe konnen auch der
Aussalzung durch Ammonsulfat entgehen, und obgleich sie prak-
tisch nicht in Betracht kommen, doch bei der so empfindlichen
colorimetrischen Methode einen Fehler bedingen.

Algs vierte Ursache kommt in Betracht, daB moglicherweise
in der gelben Farbstoff-Fraktion noch andere vielleicht der
Nahrung entstammende und durch Ammonsulfat nicht aussalz-
bare Farbstoffe enthalten sind, die zwar an der Farbe wenig Anteil
haben, aber doch in der Colorimetrie zum Ausdruck kommen.

Aus diesen Griinden halte ich die exakte Bestim-
mung des Urochroms und Urochromogens als solche
auf colorimetrischem Wege fiir ein vergebliches Be-
mihen. DaB auch beim nativen Harn die Reaktionsverhaltnisse
bei der Farbe eine Rolle spielen, lehrt die Beobachtung. So pflegen
stark saure Diabetesharne, wenn sie (wie bei komplizierender
Phthise) gleichzeitig Urochromogen enthalten, blisser zu sein
als andere Harne. Vielleicht treten alle diese Verhaltnisse beim
nativen Harne weniger deutlich hervor, weil ja, wie ich in einer
fritheren Arbeit!) ausgefithrt habe, das Urochrom(ogen) an der
Farbe des Harnes nur einen relativ kleinen Anteil hat.

Das Urochromogen zeigt keinerlei Absorptionsband. Je nach
seiner Konzentration absorbiert es mehr weniger vom rechten
Ende des Spektrums. Das durch Oxydationsmittel verwandelte
Chromogen erweist sich colorimetrisch als absolut identisch mit
dem aus normalem Harne dargestellten Urochrom. Schumm?)
hat das gleiche durch spektrophotometrische Unter-
suchung feststellen konnen.

Die Farbe des Urochromogens ist auBerordentlich
abhingig von der Reaktion der Flussigkeit. Figt man
einen Tropfen einer verdiinnten Siure zur neutralen Losung hinzu,
so blaBt die Farbe ganz wesentlich ab, ebenso, wie ausgefiihrt,
dprech Sittigung mit Ammonsulfat oder einem anderen Salze.

HLle

%) Farbstoffe und Reaktionen béi Tuberkulose. Hamb. Tub.-Fortbild.-
Kurs 1, 143, .

5*
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L 4

Figt man Alkali hinzu, so tritt eine bedeutende Verstirkung der
dem neutralen Urochromogen zukommenden gelbgriinen Farbe
auf, welche so charakteristisch ist, daB Klaften!) darauf eine
neue Harnreaktion aufgebaut hat. Es handelt sich bei dieser
Reaktion schon um eine Alkaptonreaktion, d. h. um ein unter
O-Aufnahme bei alkalischer Reaktion entstandenes Nachdunkeln.
Daher ist diese Farbeninderung durch Alkali nicht mehr ganz
reversibel und auch schon von einer Abnahme bzw. bei schwacher
Konzentration von einem Verschwinden der Diazo- und KMnO,-
Probe gefolgt. Die Farbeninderung durch Alkali ist #hnlich,
wenn auch nicht so stark wie durch Permanganatzusatz.

Uberschichtet man eine Urochromogenlésung mit Alkali und
laBt die Probe 24 Stunden stehen, so bildet sich an der Beriih-
rungsstelle ein brauner Ring, withrend die gewéhnliche Alkaliprobe
nach dieser Zeit eine deutlich braune Tinktion in der ganzen
Fliissigkeit angenommen hat. Fiigt man zu einer neutralen oder
schwach alkalischen Losung statt 1 promill. 1 proz. Permanganat-
l6sung, so erhilt man sogleich Braunfirbung.

Konzentrierte Urochromogenlosungen geben, wenn sie schon einige
Zeit am Lichte gestanden und etwas nachgedunkelt sind, beim Uber-
schichten mit Lauge manchmal schon innerhalb sehr kurzer Zeit Braun-
farbung.

Das Urochromogen dunkelt, wie nicht anders zu'erwarten,
auch beim Eindampfen nach. Dies geschieht schon bei der nativ
sauren Reaktion des Harnes. So wurde durch colorimetrische
Bestimmung éine Zunahme des Echtgelbwertes durch Eindampfen
einer Urochromogenfraktion auf 1/; des Volumens von 250 auf
700 festgestellt. Parallel mit dem Nachdunkeln geht die Abnahme
der Diazo- und besonders der Permanganatreaktion. Die letztere
ist in noch deutlicherer Beziehung zur Farbe der Substanz als
die Diazoprobe, die ja, wenn auch schon im Sinne Ehrlichs
negativ (rote Fliissigkeit und weiBlicher Schaum), noch beim Uro-
chrom vorhanden ist, wihrend dieses bei der KMnO,-Probe nur
eine geringe Farbeninderung ergibt. Hieraus und aus der Tat-
sache, daBl von mir ein Urochromogen & gefunden wurde, das
erst nach der Autolyse die Ehrlichsche, aber doch schon die
KMnO,-Reaktion gibt, diirfte vielleicht der SchluB gerechtfertigt
sein, daB das Kaliumpermanganat an einer anderen Stelle des
Urochromogenmolekiils angreift als die Diazobenzolsulfonsiure.

1) Die Alkalireaktion des Harnes. Med. Klin. 1918, Nr. 38.
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III. Die Diazoreaktion.

In der Urochromogenfraktion finden wir die Ehrlichsche
Diazoreaktion rein und typisch wieder. Wird die Fraktion I
getrennt von der Fraktion II dargestellt, so ist auch in ihr eine,
wenn auch schwichere Reaktion zu finden. Diese ist an den durch
Ammonsulfat nicht aussalzbaren Teil der Fraktion geknfipft,
welcher nichts anderes darstellt als durch Bleiacetat mitgefilltes
Urochromogen, was an der Farbe und den sonstigen Reaktionen
zu erkennen ist. Der Ammonsulfatniederschlag enthalt dagegen
kein Urochromogen. Die farblose Fraktion ITI gibt keinerlei
Diazoreaktion. ,

Die Diazoreaktion, wie sie nach Ehrlich ausgefithrt wird,
arbeitet mit einer minimalen Menge von Diazobenzolsulfonsiure.
Wiihrend z. B. fiir den Nachweis des Histidins ) die vorgeschrie-
bene Sulfanilsiurelésung (Ac. sulfan. 1,0, Ac. hydr. conc. puri
100, Aq. dest. 200,0) mit dem doppelten Quantum !/, proz.
NaNOQ,-Losung diazotiert wird, verwendet man bei der Ehrlich-
schen Probe nur sehr geringe Mengen NaNO,.

Ich diazotiere 24 ccm der: Sulfanilsiurelésung mit 1 cem
Natriumnitrit. Diese Losung enthilt nur den 72. Teil NaNO,
gegeniiber der fiir den Histidinnachweis angewandten. Es rea-
gieren bei der Ehrlichschen Probe nur bestimmte Sub-
stanzen mit elektiver Aviditit zum Diazoreagens.
Unter ihnen nimmt das Urochromogen den ersten Platz ein.
Nach ihm beteiligen sich, wenn auch in geringer Menge, auch die
Oxysiuren an der Diazoprobe, wihrend die Histidinderivate des
Harnes3) gar nicht in der Ehrlichschen Reaktion zum Ausdruck
kommen. Stérend konnen in den Verlauf der Diazoreaktion
eingreifen das Urobilinogen mit einer eigelben und das Bilirubin
mit einer violetten Reaktion, abgesehen von medikamentésen
Stoffen, die selbst eine Diazoreaktion geben oder vortiuschen
(Opiate, Atophan, Kreosotderivate, Naphthol, Phenolphthalein)
oder sie hindern (Tannin).

Die Diazoreaktion fithre ich folgendermaBen aus: Zu 5 cem
der zu untersuchenden Fliissigkeit fiige ich genau 3 ccm der nach
obiger Methode diazotierten Sulfanilsiure und 1 ccm Ammonia
pur. liqu. Die positive Ehrlichsche Probe kennzeichnet sich durch

1) Diese Zeitschr. 58, 119. 1913.
) 1Le
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rote Flissigkeit mit rein rotem Schaum. AuBer dieser positiven
hat Ehrlich die sogenannte negative Diazoreaktion beschrieben,
welche zwar auch noch rote Fliissigkeit zeigt, aber statt des reinen
Rosaschaumes weiBlichen, gelblichen oder briaunlichen Schaum
gibt. Die erstere Reaktion konnte ich dem Urochromogen zu-
schreiben, die letztere (soweit nicht Stérungen vorliegen) dem
Urochrom.

Bei sciner Probe unterscheidet bekanntlich Ehrlich drei
Phasen, die primire, sekundire und. tertiire Reaktion. Die
primire Reaktion besteht in einer Gelbfirbung beim Zusatz
der Diazobenzolsulfonsiure, die sekundire in der Rotfirbung
beim NH,-Zusatz, die tertiire in der Entstehung eines griinlichen
bis schwirzlichen Niederschlags in der fertigen Reaktion nach
24stiindigem Stehen. Die primére Reaktion ist nicht charak-
teristisch fir das Urochromogen; man erhilt sie sehr haufig
auch in normalen Harnen. Sie ist sehr von der Aciditit abhingig
und bleibt daher bei stirker saurer Reaktion leicht aus. An ihr
beteiligen sich auch andere Substanzen des Harnes, wie das Uro-
bilinogen und Tryptophanderivate. Primire Reaktionen sind
auch die von Ehrlich fiir das Bilirubin beschriebene Diazoreak-
tion und die sog. Eigelbreaktion des Urobilinogens. Die tertiire
Reaktion besteht im Ausfallen eines dunklen Sedimentes, welches
sich mit den Phosphaten und Carbonaten unter gleichzeitigem
Verschwinden der Rotfirbung niederschligt. Ehrlich nennt
diesen schwirzlichen Niederschlag eine Farbsiure. Es handelt
sich um ein Umwandlungsprodukt des aus dem Urochromogen
gebildeten Oxyazofarbstoffes.

Im Verlaufe der auf die Darstellung des Urochromogens
gerichteten Bestrebungen gelang es mir, aus sehr gereinigten
Fraktionen den Oxyazofarbstoff mittels NaCl zur Abscheidung
zu bringen und seine Eigenschaften zu studieren. Zur Analyse
reichte die Menge nicht aus. Dic in der angegebenen Weise
hergestellte intensiv rote Diazofliissigkeit wurde zu einer hei-
gesittigten NaCl-Losung tropfenweise hinzugefiigt. Es entstand
ein feiner, rétlicher Niederschlag, der sich aber bis zum niichsten
Tage griinlich absetzte. Die Flissigkeit firbte sich auch griingelb.
Der ausgefallene Farbstoff wurde abfiltriert und mit konzentrierter
NaCl-Losung gewaschen. Er zeigte dunkelgriine Farbe, dhnlich
dem Sediment der tertiiren Reaktion, war unléslich in Alkohol
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und Wasser, loste sich dagegen mit olivengriiner Farbe in Na,CO;,.
Diese Losung triibte sich beim Zusatz von Siure.

Es war daher nicht méglich, den Azofarbstoff un-
verandert zu gewinnen. Seine Empfindlichkeit ist so
groB, daB er sich bald in wisseriger Losung oder Sus-
pension verdndert und grinlich wird. In alkoholischer
Losung hilt sich dagegen die Diazoreaktion oft iiberraschend
lange.

Zur quantitativen Auswertung der Diazoprobe habe ich mich
bemiiht, eine Substanz ausfindig zu machen, welche eine dhnliche
Diazoreaktion gibt wie das Urochromogen. Zu diesem Zwecke
eignet sich Tyroein sehr gut!). Tyrosin gibt in einer Verdiinnung
von 1 : 3000 bei genau gleichem Vorgehen wie mit Urochromogen-
losungen eine schén rote Reaktion, deren Schaum zwar etwas
weniger rot ist, deren Flissigkeit aber ausgezeichnet vergleichbar
ist mit der Reaktion Ehrlichs. Die Intensitit der Diazoreaktion
dieser Tyrosinlosung entspricht beiliufig der Ehrlichschen Skala
pos. 2. Der Diazowert der Ehrlichschen Reaktion wird in Tyrosin
ausgedrickt. Hat man einen Harn vor sich, der kriftig positiv
reagiert, so kann man versuchen, ihn schon nativ nach Ammon-
sulfataussalzung unter Beriicksichtigung der entstandenen Ver-
dinnung auszuwerten.

Z.B. 1. Tbe. pulm. Tagesharn 1200 ccm, Diazoreaktion positiv 3.
25 ccm werden mit Ammonsulfat in der Reibschale verrieben, filtriert und
mit gesittigter Ammonsulfatlésung gewaschen. -Filtrat = 40 ccm. Von
diesen 40 ccm werden 5 ccm mit 3 ccm der nach obiger Vorschrift diazo-
tierten Sulfanilsiure und mit 1 ccm NH; versetzt. Die Reaktion ist stirker
als die der genau so behandelten Tyrosinlésung 1: 3000. Daher wird das
Ammonsulfatfiltrat zweimal verdiinnt und ebenso verfahren. Die Farbe
ist jetzt schwicher als die der Vergleichsdiazoreaktion. Die 1!/,fache Ver-
diinnung entspricht genau der Tyrosinreaktion. Der Tyrosinwert dieser

1200-40-3-1 in i
Taw == 0»96: d- h‘ 0’96 Tyroem mn

1200 ccm H O geldst wiirden eine gleich starke Diazoreaktion geben wie
dieser Harn. *

2. Fieberhafter Zustand. Tbe.? Tagesharn 1500 ccm, Diazoreaktion
negativ, KMnO,-Probe? 300 ccm wurden mit 25 g Pb. acet., nach Lo-
sung desselben mit Lauge bis zur Farblosigkeit versetzt. Der Nieder-
schlag (= Fraktion I - II) wird abfiltriert, gewaschen und mit 20g Na,PO,
in der Reibschale zerlegt, filtriert, his zu schwach saurer Reaktion neu-
tralisiert und. dann mit Ammonsulfat ausgesalzen. Das Filtrat 1500/300

1) Wien. Arch. f. innere Med. 1. 1920.

positiven Diazoprobe =
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entsprechend = 120 ccm . Die qualitative Priifung auf Diazo- und KMnO,-
Reaktion ergibt jetzt positiven Ausfall. Die Diazoreaktion ergibt bei
11/ facher Verdiinnung gleiche Intensitit wie die Tyrosinlosung, daher der
Tyrosinwert dieser durch Anreicherung positiv gewordenen Probe
_ 1600-120-5-1 = 0.25. )

300 4 3000 ’

Die Diazoreaktion des Urochromogens wurde mit der gleichen
Reaktion verschiedener Benzolderivate verglichen. Phenol und
Guajacol geben nur eine sehr schwache gelbrotliche Fiarbung,
p-Kresol 1 : 1000 gibt eine schwiichere Diazoreaktion als Tyrosin
1 : 3000. Pyrocatechusiure reagiert noch schwiicher als Guajacol.
Dioxyphenylalamin (Dopa) gibt eine stirkere Reaktion als Pyro-
catechusiure. Hydrochinon gibt keine deutliche Diazoprobe,
Brenzcatechin gibt bei einer Konzentration von 0,5 : 1000 eine
sehr dunkelrote Reaktion, die aber bei schwiicherer Konzentration
fast unvermittelt abschneidet. Tyrosin und Paraoxyphenyl-
propionsidure geben relativ starke Reaktionen.

Die Untersuchung dieser Substanzen hat gezeigt, daB die
Intensitit der Diazoreaktion nicht so sehr von der Zahl der
Hydroxylgruppen abhingt als hauptsichlich von der Linge der
Seitenkette. Denn Tyrosin reagiert weit stirker als p-Kresol,
ebenso Dioxyphenylalanin weit stirker als Pyrocatechusiure.

In Analogie mit diesen Beispielen und mit den Lehren der
Farbstoffchemie, nach welchen mit der Linge der Seitenkette
die Intensitit der Azofarbstoffe zunimmt, diirfte daraus der
SchluBl gerechtfertigt sein, daB im Urochromogen eine lingere
Seitenkette vorhanden ist. ,

Uber die Quantitit der bei der Ehrlichschen Probe reagie-
renden Urochromogenmenge habe ich mir eine Vorstellung zu
bilden gesucht, indem ich die Abnahme des Tyrosin-Diazowertes
beim Stehen schwach saurer Urochromogenlosungen im Lichte
in Relation setzte mit der Menge des ausgefallenen Uromelanins
(s. spiiter). Hierbei ergab sich, daB 0,16 Uromelanin einem
Tyrosinwerte von 1,0 entsprechen oder daB die i}mpﬁndlichkeit
der Diazoreaktion des Urochromogens etwa 6mal grofSer ist
als die des Tyrosins.

IV. Die Kaliumpermanganatreaktion.

Die KMnO,-Probe besteht in einer intensiven Gelbfirbung,
welche man in auch mehrfach verdiinnten Urochromogenlésungen
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erhilt, wenn man zu ungefihr 3 ccm 1—2 Tropfen einer reinen
1 promill. Permanganatlosung hinzufiigt. Je reiner die Urochromo-
genlésung ist, desto charakteristischer fillt diese Reaktion aus.
Ihre Farbe ist ausgesprochen gelbgriin und wurde von mir als
kanariengelb bezeichnet. Sie ist iéhnlich, wenn auch stirker als
die Farbenverianderung des Urochromogens durch Alkalizusatz.
Beide Proben verdanken der Oxydation des Urochromogens
ihre Entstehung. DaB auch bei der KMnO,Wirkung die An-
wesenheit von Kationen eine ausschlaggebende Rolle spielt,
beweist der Umstand, daB schon schwaches Ansiduern die Perman-
ganatprobe voéllig unterbindet. Auf diese Tatsache hat Klaften?)
eine sehr gut verwendbare Kontrollprobe fiir das Urochromogen
aufgebaut.

Im nativen Harn kann Urobilinogen mitunter zu einer
Verwechslung mit Urochromogen bei der KMnO,-Probe Anlafl
geben. Fiur diese Fille habe ich die Ammonsulfataussalzung
angegeben, welche auch das durch Abblassen mit dem Permanganat
reagierende Bilirubin?) praktisch vollig ausschaltet. Klaften3)
empfiehlt, mit 1—2 Tropfen verdiinnter Essigsiure anzusiuern
und die KMnO,-Probe dann nochmals anzustellen. Fehlt jetzt
die Gelbfirbung, so hat es sich um Urochromogen gehandelt,
tritt sie wie frither auf, so lag Urobilinogen vor.

Durch diese Kriterien wird man wohl immer in der Lage sein,
eine zweifelhafte Permangantreaktion im Harn zu beurteilen.
Wo sehr geringe Urochromogenmengen vorhanden sind, kann
manchmal die Entscheidung mit dem nativen Harn unmoglich
sein. Dann empfiehlt es sich, eine Anreicherung vorzunehmen,
indem man einige hundert Kubikzentimeter auf die Fraktion IT |
verarbeitet und mit dieser die Reaktionen anstellt.

Ubereinstimmend mit den Befunden sorgfiltiger Beobachter
Gber die Ehrlichsche Probe handelt es sich auch bei der Perman-
ganatprobe um eine absolut pathologische Reaktion. Die
Angaben, daB gelegentlich die Reaktion auch im normalen Harn
gefunden wird, sind, wie schon Rhein*) betont, auf unzureichende
Technik, insbesondere auf die Verwechslung mit Urobilinogen

1) Med. Klin. 1920, Nr. 32.

2) Wien. klin. Wochenschr. 1916, Nr. 15.
3) Med. Klin. 1920. 1. c.

4) Miinch. med. Wochenschr. 1915, Nr. 22.
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zuriickzufithren, welches ein hiufiger normaler Bestandteil des
Harnes ist. Daher kommt dem Urochromogennachweis
immer, mége er schon im nativen oder erst im angerei-
cherten Harn gelingen, eine pathognomonische Be-
deutung zu, was man vom Urobilinogen nicht sagen kann.
Sache des Beobachters ist es, diesen Befund mit dem Krankheits-
bild in Einklang zu bringen.

Die KMnO,-Probe bildet, wie auch eine Reihe von Nachunter-
suchungen [Cottin?), Rhein?),Schnitters), Klaftent), Levy®)
Heflebower®), Tecon und Aimard?)] ergeben hat, einen voll-
stindigen Ersatz fiir die Diazoreaktion. Sie ist geringeren Fehler-
quellen unterworfen als diese. Wahrend Diazoreaktion durch
viele medikamentos zugefithrte Stoffe im Harne entstehen kann,
habe ich bisher kein einziges Mal eine solche Fehlerquelle bei der
Permanganatprobe finden konnen.

Die dreifache Verdiinnung bei dieser Probe schaltet Storungen aus,
welche im unverdiinnten Harne die Ehrlichsche Reaktion durch Interferenz
der roten mit braunen oder gelben Firbungen undeutlich machen kdnnen.
Die mitunter vorkommende Vorstufe, das Urochromogen «, gibt an sich
noch keine positive Diazoreaktion, wohl aber Permanganatprobe. Es ent-
fallen daher einige Fehler, welche bei der Diazoreaktion unvermeidlich
sind, bei Anwendung der KMnO,-Probe. Beide Proben kénnen und sollen
im Zweifel aneinander kontrolliert werden. Bei richtiger Ausfithrung wird
man niemals eine unerklirliche Unstimmigkeit finden. Da die Permanganat-
probe die spezifischere und empfindlichere Probe ist, so darf sie vor der
Ehrlichschen den Vorrang beanspruchen. '

Was den quantitativen Nachweis des Urochromogens mittels
der Permanganat-Titrierung betrifft, so setze ich, wenn auch Paral-
lelismus mit der Diazoreaktion vorhanden war, doch Zweifel in
die Richtigkeit der absoluten Werte. Zwar hat das Kalium-
permarganat cine elektive Aviditit zum Urochromogen, welche
bewir«t, daB in einer solchen Fiille von sauerstoffgierigen Sub-
stanzen, wie sie der Harn darstellt, die minimale Menge von
3 Tropfen einer 1 promill. Lésung sofort in Reaktion tritt, doch

1) Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 49.

H 1L e

3) Amer. journ. of the med. sciences 1912.

4) Revue méd. de la Suisse Romande 1913. 20. VIIIL.
3) Zeitschr. f. Tuberkulose 21, 234. 1913.

8) Dtsch. med. Wochenschr. 1915, Nr. 41.

'y Paris méd. 1913, Nr. 52.
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nehmen wohl auch andere sauerstoffgierige Substanzen des Harnes
immer einen Teil des KMnO, in Anspruch. Dies zeigte sich sehr
deutlich, als statt des Ammonsulfatfiltrates des nativen Harnes
mit Urochromogenfraktionen der KMnO,-Titer bestimmt wurde.
Die von anderen sauerstoffgierigen Substanzen gereinigte Fraktion
gab einen weit niedrigeren Permanganatwert. Wenn auch der
Wert dieser Fraktion dem absoluten sehr nahe stehen diirfte,
8o ist doch ein sicheres Kriterium hierfiir nicht gegeben. Vielleicht
gelingt es aber bei weiterer Beschiaftigung mit der Frage, in dieser
Richtung weiter zu kommen. Deshalb sei das Verfahren, wie ich
es zuletzt geibt habe, hier kurz skizziert:

Etwa 20 ccm der Urochromogenfraktion werden nach Aussalzung mit
reinem Ammonsulfat (welches nicht selbst KMnO, reduzieren darf) mit
H,0 so lange verdiinnt, bis die Reaktion der frither erwihnten Diazo-
reaktion von Tyrosin 1: 3000 entspricht. Damit hat man den Diazowert
als Tyrosin zuniichst kennen gelernt. Nun werden etwa 6 gleich tiefe
graduierte Rohrchen mit je 5 ccm der Verdinnung beschickt und aus
einer Biirette eine genau auf Oxalsiure eingestellte KMnO,-Losung
(1 com = 0,001 Oxals.) in der Weise zuflieBen gelassen, da man von
0,1 ccm — etwa 0,6 ccm hinzufiigt. Solange unoxydiertes Urochromogen
vorhanden ist, nimmt die charakteristische Gelbfirbung deutlich zu, um
dann spéter gleich zu bleiben oder auch abzunehmen. Glaubt man am
Ende der Titration angelangt zu sein, 8o stellt man die Diazoprobe, wie
friiher beschrieben, an und erkennt am Verschwinden jeder Rotfirbung,
daB alles Urochromogen oxydiert ist.

Z. B. Urochromogenfraktion aus 1200/400 nach Ammonsulfataus-
salzung = 120 ccm. 21/,fache Verdiinnung ergibt Gleichheit mit der Diazo-
reaktion des Tyrosin 1:3000, daher Tyrosinwert dieser positiven Re-
aktion = —————1% 120- g ;000 = 0,30 pro die. Die KMnO,-Titrierung ergab
Verschwinden der Diazoreaktion obiger 2!/,facher Verdiinnung beim
Hinzuftigen von 0,3 ccm zu 5 ccm der Verdiinnung. KMnO,-Wert in Oxals.
ausgedriickt = ligg 122 03 1000 = 0,054 pro die.

Von Fehlerquellen bei der KMnO,-Titrierung sei angefiihrt die reich-
lichere Anwesenheit von Oxysiduren, welche aber auch im Diazowerte mit-
bestimmt werden. Da ihre Menge meist eine sehr geringe ist, so wurde dieser
Fehler vernachlissigt. Sie sind gegen Permanganat widerstandsfihiger als
das Urochromogen. Hieraus konnten sich Unstimmigkeiten der Reaktion
beider Werte ergeben. Ich habe in einer friiheren Arbeit?) vorgeschlagen, die
Oxysiuren mittels Atherextraktion vor der Bestimmung des szowetbes
aufzunehmen.

\

1) Wien. Arch. f. innere Med. 1920.
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Auch nachdem jede Diazoreaktion schon verschwunden ist,
reduziert die Losung noch deutlich KMnO, und blaBt nur langsam
ab. Die hohe Reduktionsfihigkeit des Urochromogens
(Ahnliches gilt vom Urochrom) zeichnet diesen Kérper
gegeniiber den anderen Farbstoffen des Harnes aus,
insbesondere jenen der roten Fraktion (Urobilin, Bili-
rubin und Uroerythrin). Durch KMnO, und H,80, in der
Hitze 1iBt sich eine Urochromogenlésung schlieflich véllig ent-
farben.

Ahnlich wie die Diazoreaktion wurde auch die Permanganat-
probe bei verschiedenen Phenolderivaten untersucht. Leichte
Gelbfiarbung beim Zusatz von einigen Tropfen 1 promill. KMnO,-
Losung findet man beim p-Kresol, Tyrosin, bei den aromatischen
Oxysiuren, beim Guajacol. Dioxyphenylalanin gibt ebenso wie
Adrenalin rétliche, Brenzcatechin smaragdgriine Firbung.

Von den Phenolderivaten stehen Orthokresol und Hydro-
chinon in bezug auf ihre Permanganatreaktion dem Urochromogen
am nichsten. Orthokresol gibt jedoch keine Farbeninderung mit
NH;, dagegen Hydrochinon und Dioxyphenylalanin schr aus- -
gesprochen.

- V. Die Silberreduktion.

Dem Urochromogen kommt die Fahigkeit zu, eine ammonia-
kalische 10proz. Silbernitratlosung schon in der Kilte zu redu-
zieren. Je reinere Fraktionen man vor sich hat und je mehr die
Stérung durch andere ausfallende Substanzen zuriicktritt, um so
deutlicher ist diese Reaktion. Wir finden sie in der Urochromogen-
fraktion (Fraktion II), wenn auch mitunter langsam auftretend,
immer vor. Es war mir lange nicht klar, ob die in verschiedenen
Harnfraktionen gefundene Silberreduktion einem oder mehreren
Kérpern zukommt. Nunmehr habe ich zwei verschiedene Harn-
farbstoffe scharfer herausheben konnen, welche diese Reaktion
geben. Der eine ist das Uroerythrin, der andere das
Urochromogen. Das Uroerythrin findet sich vorziglich in
der Fraktion I. Dementsprechend ist in dieser Fraktion immer
eine Silberreduktion vorhanden und um so stirker, je mehr
Uroerythrin da ist. Aber auch die Fraktion II gab mir vor der
Ammonsulfataussalzung diese Probe in exquisiter Weise. Erst
als festgestellt werden konnte, daB das Uroerythrin durch Ammon-
sulfat nicht nur ausgesalzen wird, sondern auch seine Ag-Reduk-
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tion verliert, konnte an die Differenzierung dieser Probe geschritten
werden. Da im Ammonsulfatfiltrate diazopositiver Fraktionen
die Silberprobe immer gefunden wurde, da ferner diese Probe
in der gleichen Fraktion normaler Harne meist negativ war
und da mit dem Nachdunkeln der Fraktionen und der Umwand-
lung des Urochromogens in Uromelanin auch die Silberprobe
zuriicktrat resp. verschwand, konnte nicht mehr daran gezweifelt
werden, daf auch dem Urochromogen die Fihigkeit der Silber-
reduktion zukdme. Dies wurde vollends bewiesen bei der Dar-
stellung des Urochromogens (s. spiter).

Das Uroerythrin ist kein Alkaptonchromogen, d. h. es dunkelt
nicht durch Alkaliwirkung unter Sauerstoffaufnahme nach. Da-
durch unterscheidet es sich nebst den anderen Kriterien vom
Urochromogen.

Die Fraktionierung zahlreicher pathologischer Harne hat jedoch er-
geben, daB auBer den genannten, Silber schon in der Kilte reduzierenden
Stoffen auch noch andere Kérper mit der gleichen Eigenschaft im Harne
vorkommen konnen. Dem Urobilinogen kommt nur eine recht geringe
Reduktionskraft zu. Dagegen scheinen Phenolderivate bei manchen
schweren Tuberkulosen im Harne vorzukommen, die ausgesprochene Al-
kaptonchromogene, dabei aber mit dem Urochromogen nicht identisch sind.
Diese Harne fallen durch ihr Nachdunkeln auf. Da meistens in ihnen auch
Urochromogen vorkommt, so ist die Trennung von diesem schwierig.
Eigene Versuche haben ergeben, da8 keine Identitit mit der Hydrochinon-
essigaiure besteht, daB also Alkaptonurie im engeren Sinne des Wortes*
nicht vorliegt.

VI. Das Uromelanin. -

Mit dem Namen Uromelanin hat Thudichum?1!) einen brau-
nen, aus seinem Urochrom hervorgegangenen Farbstoff bezeichnet.
Durch hinlinglich langes Kochen einer sauren Urochromlésung
erhielt er drei unlésliche Substanzen, die sich nach Zusatz von
Wasser in braunen Klumpen absetzten. Beim Behandeln dieses
Bodensatzes mit Alkohol blieb ein braunes, in Lauge lésliches
und daraus durch Essigsiure fillbares Pulver, das Uromelanin,
zuriick. Seit Thudichum sind verschiedene Uromelanine be-
schrieben worden [Ploss?), Dombrowski?3)], die sich aber alle,
wie das Uromelanin Thudichums erst beim Kochen mit Siuren

1) Journ. f. prakt. Chemie 194, 257. 1868.
2) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 8, 89. 1883.
3) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 62. 1909.
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abscheiden. Sie sind also keine eigentlichen Melanine, sondern
Melanoidine (Schmiedeberg), welche man aus verschiedenen
Substanzen beim Kochen mit Siuren erhilt. Auf die Schwierig-
keit, diese Melanoidine zu einer sicheren Grundlage weiterer
Untersuchungen zu machen, hat erst jlingst Salkowski?) hin-
gewiesen. )

Das von mir dargestellte Uromelanin unterscheidet
sich véllig von den bisher aus dem Harn gewonnenen,
indem es sich spontan ohne den EinfluB von Sédure
und Hitze nur beim Stehen im Lichte abscheidet.

LiaBt man eine neutrale Urochromogenfraktion, die mit
Ammonsulfat ausgesalzen wurde, im Lichte stehen, so dunkelt
die Fliissigkeit nach und verliert allmihlich ihre charakteristische
gelbgriine Farbe. Anfangs ist es noch moglich, mit der Echtgelb-
losung colorimetrisch zu vergleichen und kann man Zunahme
des Farbstoffwertes bis zum Doppelten konstatieren, spiter fiber-
wiegt der braune Ton in der Farbe so sehr, da ein Vergleich
nicht mehr moglich ist. Gleichzeitig beginnt die urspriing-
lich ganz klare Fliissigkeit ein braunes Sediment ab-
zuscheiden. Ebenso wie die Farbe der Fliissigkeit sich éndert,
tritt die KMnO,-Probe zuriick, welche schlieBlich vollstindig
verschwinden kann. Die Diazoreaktion Ehrlichs kann lange
ihre Reinheit behalten; spiter verliert sie den Rosaschaum und
nahert sich dadurch der gleichen Reaktion des Urochroms. Die
Verfolgung der quantitativen Verhiltnisse ergibt mit dem Nach-
dunkeln Abnahme des in Tyrosin ausgedriickten Diazo- und des
KMnO,-Wertes.

Das Nachdunkeln und Ausfallen der dunklen Substanz
findet von der Oberfliche aus statt. Uberschichtet man eine
schwach saure, mit Ammonsulfat gesiittigte Urochromogen-
lsung, die sich schon im Nachdunkeln befindet, mit einigen Trop-
fen Lauge, so sieht man schon nach wenigen Minuten die oberste
Schicht dunkelbraun gefirbt und durch Ausscheidung von Mela-
nin getriibt. Das Uromelanin hat ein spezifisches Gewicht,
welches dem einer konzentrierten Ammonsulfatlosung (1,26) sehr
nahe stehen muf3; denn es bleibt lange in der Fliissigkeit schwebend
und setzt sich erst im Laufe von Tagen bis Wochen gut ab. Ein
ahnliches Verhalten, wenn auch quantitativ weniger ausgesprochen,

1) Virchows Archiv 227, 121. 1920.
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findet man bei analogen Lésungen des Urochroms, dessen
Uromelanin gleiche Farbe und gleiche Fallungsreak-
tionen zeigt, wie das aus dem Urochromogen ent-
standene. Die Uromelaninbildung erfolgt rascher im Lichte
als im Dunklen, daher im Sommer besser als im Winter.

- Aus dem Urochromogen, welches durch Ammon-
sulfat im Gegensatz zu den Farbstoffen der Urobilin-
gruppe von Haus aus nicht aussalzbar ist, bildet sich
somit beim Stehen im Lichte und unter dem EinfluB
von Sauerstoff ein dunkleres Produkt, das aus der
konzentrierten Ammonsulfatlésung spontan ausfillt,
daher in ihr unléslich geworden ist. Dieser Korper ist wohl
mit Sicherheit als ein Oxydationsprodukt aufzufassen. Seine
Bezieltung zum Urochromogen ergibt die Verfolgung der KMnO,-
und Diazoprobe und gleiches Verhalten von auf anderem Wege
dargestelltem Urochromogen. Die Oxydation des Urochromogens
zum Uromelanin findet tiber das Urochrom statt. Dies kann man
sowohl durch Farbenvergleich wie durch die Gleichartigkeit der
Diazoreaktion schon nachgedunkelter Urochromogenlésungen
mit der Urochromdiazoreaktion beweisen.

Das ausgefallene Uromelanin liBt sich abfiltrieren und durch
Waschen mit konzentrierter Ammonsulfatlosung von anderen
Harnbestandteilen befreien. Es hat eine dunkelbraune Farbe,
ist in verdiinnten Sduren nicht lgslich, dagegen sehr gut in Al-
kalien. Wascht man Uromelanin auf dem Filter mit Ammon-
sulfatlésung, dann mit verdiinnter Schwefelsiure (etwa 1 proz.),
hierauf zur Entfernung der letzteren mit H,0, so geht das Wasch-
wasger zunichst farblos durch; erst wenn die Saure vollig aus-
gewaschen ist, beginnt destilliertes Wasser das Uromelanin zu
l6sen?). Lost man das ausgefallene Uromelanin in 5 proz. Na,CO,,
so erhilt man eine tief dunkelbraune Lésung. Versetzt man diese
Losung tropfenweise mit 10 proz. Schwefel- oder Essigsiure, so
fillt das Uromelanin in dunkelbraunen Flocken aus. Das Uro-
melanin ist in absolutem Alkohol unléslich. Es laBt sich
auf diese Weise von anderen Farbstoffen (Urobilin) und vom
Urochromogen selbst, welches noch alkohollgslich ist, befreien.
Ebenso ist das Uromelanin in Ather vollkommen unléslich. In

1) Gleiches Verhalten haben Salkowski und seine Schiiler bei ihrem
aus der Darmschleimhaut dargestellten Melanin festgestellt.
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seinen wesentlichsten Eigenschaften, Alkoholunléslichkeit
und Fillbarkeit durch Siuren, zeigt es Ubereinstimmung
mit dem Uromelanin Thudichums.

Filtriert man von dem durch Siurezusatz ausgefallenen
Uromelanin ab, so zeigt die Farbe des Filtrates auBerordentliche
Ahnlichkeit mit Urochromlésungen. Stellt man mit einem solchen
Filtrat nach Neutralisation eine Diazoprobe an, so kann der
Farbenton derselben noch sehr haufig dem der Urochromdiazo-
reaktion entsprechen. Manchmal erhilt man auch noch mit
alkalischer Uromelaninlosung eine Diazoprobe von in der Regel
negativem Typus. Diese rihrt von mitgerissenen Teilen des
Urochrom(ogen)s her.

Schon frither wurde erwihnt, daB aus einer essigsauren
Blei-Urochromogenlésung mit dem Nachdunkeln ein brauner
Korper ausfillt. Dies ist die Pb-Verbindung des Uromelanins,
welche in verdiinnter Essigsiure schon unloslich ist, sich daher
aus .der urspriinglich ganz klaren gelben Fliissigkeit abscheidet.
In konzentrierter Essigsiure 16st sich das Pb-Uromelanin und fallt
daraus durch Wasser wieder aus. Ebenso kann das Pb-Uromelanin
in Na,CO, gelést und im Filtrat das Uromelanin wieder durch
Siure gefillt werden. Genau so verhalten sich auch Pb-
Urochromlésungen in Essigsiure. Das Ausfallen des
Pigments ist ein langsames, braucht daher oft Wochen bis Mo-
nate, ohne selbst nach Jahren vollstindig zu sein.

Mit dem in verdiinnter Essigsiure sehr gut 16slich
gewesenen Pb- Urochromogen vollzieht sich daher die
gleiche Anderung wie mit dem Urochromogen in konz.
Ammonsulfatléosung beim Stehen im Lichte. Es ver-
wandelt sich in eine dunklere, im Lésungsmittel nun-
mehr unlésliche Verbindung.

Das gleiche sieht man an durch Hg-Acetatfillung bei saurer
Reaktion dargestelltem Urochromogen nach Zerlegung mit H,S.
In solchen Loésungen wurde von mir wiederholt eine auffalende
Abnahme des Diazowertes konstatiert. Versuche, das Urochromeo-
gen durch Hg-Acctatfillung und Zerlegung mit H,S darzustellen,
ergaben stets Verlust an Urochromogen. Jetzt kann ich sagen,
daB dieser Verlust auf die wahrscheinlich schon unter dem Ein-
fluB des Hg-Acetat vor sich gehende Oxydation des Korpers
und Bildung von Uromelanin, welches im Hg-Sulfid zuriickbleibt,
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guriickzufiihren ist. Auf diesem Wege dargestellte Urochromogen-
I8sungen dunkeln im Lichte rasch nach und fillt alsbald Uromelanin
auch ohne Ammonsulfataussalzung beim Stehen aus.

Der gleiche Vorgang diirfte bei der Bildung des Urochroms
nach Dombrowski?) stattfinden. Die Kupferacetatfillung ist
ja, wie Do mbrowski selbst zugibt, erst eine Folge der Oxydation
des Urochroms und es erscheint in Analogie mit der Hg-Acetat-
fallung ungezwungen, bei beiden gleiche Anderungen anzunehmen.
Es konnte nun in der Tat in nach Dombrowskis Vorschrift
hergestellten Urochromlésungen durch Sgurezusatz eine Fillung
erzeugt werden, welche, ohne vollstindig zu sein, doch einen
Kérper von gleichen Eigenschaften wie das Uromelanin ergab.

Schon bei der Beschiftigung mit dem Urochrom 2) habe. ich
nachgewiesen, daB das urspriinglich in Essigsiure sehr gut lésliche
Pb-Urochrom, wenn eine Hg-Acetatfillung eingeschoben wird,
diese Loslichkeit verliert und ein nunmehr in Essigsiure unlés-
liches Pb-Salz bildet. -Diese Eigenschaft kommt nun von Haus
aus dem Urochrom Dombrowskis zu. Es erscheint daher
imLichtemeiner Untersuchungenungezwungen, dieses
Urochromalseinschondem Uromelanin nahestehendes
oder mit ihm teilweise identisches Oxydationsprodukt
des gelben Harnfarbstoffs anzusprechen, fiir welches
irgendeine besondere spezifische Fillbarkeit durch
Cu- Acetat ebensowenig besteht wie durch Hg - Acetat.
Die Cu-Acetatfillung kann daher kein Kriterinm der Reinheit
des Urochroms bilden und die Schliisse, welche Dombrowski
aus seinem auf diesem Wege dargestellten Farbstoff in bezug
auf die Zusammensetzung und Abstammung gezogen hat, kénnen
daher nicht unangefochten bleiben [s. auch Liebermann3),
Hohlweg, Salomonson und Mancini4)].

Aus allen Urochromogenlésungen kann beim Stehen Uro-
melanin ausfallen. Ich habe jedoch die mit Ammonsulfat aus-
gesalzene Urochromogenlésung zur Darstellung des Uromelanins
gewdhlt, weil die Umwandlung des urspriinglich in konzentrierter

1) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 54, 188. 1907/08 und Compt. rend. de
I’Acad. des Sc. 145, 576. 1907.

3) Sitzungsbericht d. Akad. d. Wiss. in Wien 122. Abt. III, Januarl913.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 52, 129. 1907.

4) Diese Zeitschr. 18, 199. 1908.

Biochemische Zeitschrift Band 112 6
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Ammonsulfatlosung ausgezeichnet loslichen Urochromogens im
das darin unlésliche Uromelanin eine spezifische Reaktion dar-
stellt.

Die in verdiinnter H,SO, geloste klare Fraktion I setzt hiufig beim
Stehen im Lichte auch ein Sediment ab. Dasselbe besteht hauptsichlich
aus Urobilin, wie die spektroskopische Untersuchung zeigt und nur insoweit
als Urochromogen in diese Fraktion mitgerissen wurde, auch aus Uromelanin.
Das Filtrat von der mit Ammonsulfat ausgesalzenen Fraktion I besteht,
wie auseinandergesetzt, iiberwiegend aus Urochromogen. Dieses kann im
Laufe der Zeit gleichfalls Uromelanin absetzen. Der aus der Fraktion I
ausgefallene Urobilinniederschlag lost sich auch sehr gut in Alkalien und
gibt mit Sdure gleichfalls einen Niederschlag wie das Uromelanin. Er
unterscheidet sich aber von diesem 1. durch seine leichtere Léslichkeit
beim Waschen mit verdiinnter Sdure, 2. durch seine rote Farbe, 3. durch
das spektroskopische Verhalten, 4. durch seine ausgezeichnete Lislichkeit
in Alkohol '

Zur Darstellung des Uromelanins bin ich von mdéglichst
reinen Urochromogenlésungen ausgegangen. Es wurden 4 Liter
eines stark diazopositiven Harns zunichst mit neutralem Pb-
Acetat ausgefallt, das Filtrat mit Lauge versetzt, der Niederschlag
gut gewaschen und dreimal durch Lésung in 10 proz. Essigsiure
und neuerlichen Laugenzusatz umgefillt. Es wurde, um bei-
gemengte Farbstoffe der Urobilingruppe zu beseitigen, auf kleine
Urochromogenverluste bei der Lésung und Umfillung nicht
geachtet. Der schlieBlich erhaltene gelbgriine Niederschlag wurde
in verdiinnter H,SO, gelost, bis zu schwach saurer Reaktion
neutralisiert und mit Ammonsulfat ausgesalzen. Das Filtrat
war rein gelbgriin, zeigte auch in 10 cm Tiefe keinerlei Absorptions-
band, gab keine Aldehydreaktion nach Ehrlich, konnte also
nach allen Kriterien kein Urobilin(ogen) enthalten.

Das ganz klare Ammonsulfatfiltrat entsprach in seiner Fir-
bung vorziiglich der Echtgelblosung. Seine Diazo- und KMnO,-
Probe waren auBerordentlich intensiv. Die Flissigkeitsmenge
betrug 400 ccm, der colorimetrische Wert 636, der Tyrosinwert
0,93, der KMnO,-Titer 0,220.

Die Uromelaninbildung erfolgte, da der Versuch im Monate
Februar angesetzt wurde, nur sehr langsam, erst als sonnige Tage
auftraten, rascher. Nach 6 Wochen wurde das ausgeschiedene
Uromelanin abfiltriert, mit Ammonsulfatwasser, dann mit ver-
diinnter Schwefelsiure (1 proz.) gewaschen, das Filter iiber Nacht
in einer kleinen Menge 5 proz. Na,CO;-Losung gelassen, am niich-
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sten Tage filtriert und das Filtrat durch tropfenweisen Zusatz
von 10 proz. H,80, gefillt. Der Niederschlag wurde auf ein kleines
bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes und gewogenes Filter
gebracht, mit verdiinnter Essigsiure gewaschen, bis Barytwasser
keine Triibung des Waschwassers ergab, an der Luft getrocknet,
hierauf mit abs. Alkohol und Ather wiederholt gewaschen, im
Exsiccator getrocknet und gewogen. Es wurden erhalten 0,055 g
Uromelanin. Im Filtrat von der Uromelaninausscheidung wurde
der Diszowert gegeniiber frither bestimmt und eine Verminderung
um 0,4 festgestellt. Daraus konnte berechnet werden, daB einem
. Diazowerte von 1,0 ein Uromelaninwert von 0,14 entspreche.
Der KMnO,-Titer dieses Filtrates betrug 0,120, hatte also gleich-
falls abgenommen. )

Das klare Hauptfiltrat wurde mit einigen Tropfen Lauge
versetzt, die Reaktion war danach noch sauer. Die neuerliche Ab-
scheidung von Uromelanin begann in dieser schwicher sauren
Losung relativ bald. Nach 3 Wochen wurde wieder abfiltriert
und eine weitere Abnahme des Diazo- und KMnO,-Wertes fest-
gestellt. Die abgewogene Uromelaninmenge betrug 0,018 g. Der
Diazowert verminderte sich um 0,1. Daher entsprachen einem
Diazowerte von 1,0, 0,18 Uromelanin. Im Mittel aus beiden Be-
stimmungen entsprachen somit 0,16 Uromelanin einem Diazo-
werte von 1,0.

Die Empfindlichkeit der Diazoreaktion des Uro-
chromogens ist daher etwa 6mal so groB als die des
Tyrosins, d. h. es wiirde, wenn kein groBer Unterschied zwischen
dem Urochromogen und dem Uromelanin im Molekulargewicht
angenommen wird, schon 0,16 g Urochromogen eine gleich starke
Diazoreaktion geben wie 1,0 Tyrosin in derselben Menge Wassers
gelost.

Die Firbekraft des Uromelanins ist eine sehr starke. Eine
schwach alkalische Losung mit einem Gehalt von 1 : 5000 ist
kriftig braun. Es entzieht sich der genauen Beurteilung, um wie
viel die Farbekraft des Uromelanins stirker ist als die des Uro-
chromogens oder Urochroms, weil ja beide Kérper ganz verschie-
den tingiert sind. Nach colorimetrischen. Vergleichen zwischen
Uromelaninlésungen und nachgedunkelten Urochromlésungen,
in denen wegen des Verschwindens der Diazoprobe und der
Farbengleichheit schon eine Umwandlung in Uromelanin an-

6*
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genommen werden mufte, ist die normale Urochromausscheidung
(in Uromelanin ausgedrﬁckt)'nicht hoch und diirfte weit unter
0,1 g liegen, bleibt also unter dem Werte, den wir bisher als normal
ansahen (0,5) stark zuriick. Die Urochromogenausscheidung (auch
in Uromelanin ausgedriickt) kann weit hoher sein als die Uro-
chromausscheidung. Nach dem Diazowerte beurteilt wire eine
Uromelaninausscheidung von 0,16 pro die schon als relativ hoch
anzusehen.

Die Versuche der chemischen Charakterisierung des Uro-
melanins erfolgten im engsten AnschluB an das Urochromogen
und wird auf dieses verwiesen. Besonderes Augenmerk wurde
der Frage zugewendet, ob das Uromelanin organisch gebundenen
Schwefel enthalte. Es gelang bei verschiedenen Versuchen niemals,
durch Alkali abspaltbaren S im Uromelanin nachzuweisen, eben-
sowenig wie in geniigend gereinigtem Urochromogen. Das Uro-
melanin gibt auch bei der Zinkstaubdestillation keine Pyrrol-
reaktion. Seine Diazoreaktion ist nur sehr verwaschen rotlich
oder iberhaupt nur gelb, die KMnO,-Probe véllig negativ. Durch
KMnO, und H,SO, in der Hitze blaBt ¢s vollig ab. Das Uromelanin
gibt im Gegensatz zum Urochrom und Urochromogen keine
Xanthoproteinreaktion mehr; die chromogene Tendenz dieser
Korper hat sich ‘daher schon im Nachdunkeln véllig erschopft.
Es gibt auch, ebensowenig wie seine Muttersubstanzen, keine
Adamkiewicz-Liebermannsche, keine Biuret- und keine Millonsche
Reaktion. Die Silberreduktion geht ihm ebenso ab wie dem
Urochrom, im Gegensatz zum Urochromogen.

Zur Analyse gelangte ein Uromelaninpriparat, welches in der oben
beschriebenen Weise dargestellt wurde (Uromelanin I). Die quantitative
C- und H-Bestimmung?!) nach Pregl ergab:

1. 7,62 mg: 10,87 mg CO,, 3,036 mg H,0.

2. 6,99 mg: 9,82 mg CO,, 2,715 mg H,O; ferner 0,72 mg Aache.

Hieraus folgt in 100 Teilen:

1. C 38,92 H 4,46 Asche vorhanden.

2. C 38,34 H 4,35 Asche ca. 109,

Die Mikro-Dumas-Bestimmung nach Pregl lieferte:

2,816 mg: 0,1617 ccm N (T. = 26°, C = 744 mm), daher N in 100 Tei

* len = 6,469,

Einen Schmelzpunkt hatte die Substanz nicht, sie versintert beim

Erwiirmen ohne zu schmelzen.

1) Die Mikrobestimmung verdanke ich Herrn Dr. Ernst Philippi,
Vorstand des chemischen Laboratoriums der Wiener Allgemeinen Poliklinik.
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Die Untersuchung auf organisch gebundenen Schwefel ergab
nach der Verbrennung mit Soda und Salpeter positiven Ausfall
der Barytprobe, withrend im Filtrat nach Lésung des Uromelanins
und Fillang mit HC] keine Schwefelsiure nachweisbar war. Die
Menge des Schwefels war recht gering. Eine quantitative Mikro-
bestimmung des Schwefels wurde nicht ausgefithrt. Die Frage
nach dem Vorhandensein oder Fehlen organisch gebundenen
Schwefels im Urochromogen muB vorliufig noch offen bleiben.
Die Verbrennung einer gréBeren Uromelaninmenge ist zur Ent-
scheidung dieser wichtigen Frage notwendig.

VII. Darstellung und Charakterisierung des Urochromogens.

Bei den Darstellungsversuchen des Urochromogens bin ich
von der Fraktion IT ausgegangen. Allen Darstellungen lag zu-
nichst das Bestreben zugrunde, Wirmeinwirkung auszuschalten,
um ein moglichst unverindertes Urochromogen zu erhalten.
Die Abgrenzung des Urochrom(ogen)s von den anderen Bestand-
teilen des Harns ist noch keine gentigend scharfe. Daher war
e8 bisher nicht einmal méglich, die Grundeigenschaften des
Korpers mit Sicherheit festzulegen. In dieser Richtung brachte
die neuerliche Beschiftigung mit dem Gegenstande einen Fort-
schritt. Einige der wesentlichsten Reaktionen des Urochromogens
wurden schon beriihrt.

8) Urochromogendarstellung durch Ammonsulfataussalzung und Ather-
fillung der alkoholischen Ldsung.

Die mit Ammonsulfat ausgesalzene Fraktion IT diazopositiver
Harne wurde nach Garrod mit 95 proz. Alkohol ausgeschiittelt,
indem auf 3 Teile Flissigkeit 1 Teil Alkohol kam. Der Alkohol
nimmt einen groBen Teil des Farbstoffs auf und scheidet sich
beim Stehen scharf von der iibrigen Fliissigkeit ab. Aus etwa 101
Harn stammende Extrakte wurden gesammelt. Die Flissigkeit
dunkelt im Laufe der Zeit nach, ihre Diazoreaktion bleibt jedoch
lange unverindert. Die KMnO,-Probe laBt sich mit alkoholischer
Lisung nicht so gut anstellen wie mit wisseriger. LiBt man aber
bei Zimmertemperatur abdunsten und nimmt den Riickstand
in H,O auf, so erhilt man diese Reaktion rein.

Um dieses alkoholische Extrakt fir die Fallung mit Ather
vorzubereiten, wurden verschiedene Versuche unternommen, ihm
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das beigemengte Wasser zu entziehen. Abdampfen durch Warme
bis zur Trockne wurde nicht angewendet, weil derartige Ver-
suche schon die leichte Oxydierbarkeit des Urochromogens
ergeben hatten. Deshalb habe ich verschiedene Trocknungsmittel
versucht, so ausgeglithtes CuSO, und CaCl;. Bei beiden war eine
Wiedergewinnung des Urochromogens in alkoholischer Losung
nicht mehr moglich. Denn in demselben MaBe wie der Alkohol
das Wasser verliert, fillt das Cu resp. Ca-Salz aus, entsprechend
der dem Urochrom(ogen) zukommenden Eigenschaft, in Alkohol
unlosliche Cu- und Ca-Salze zu bilden. Nimmt man das auvs
gefallene Cu-Salz in H,0 auf, so erhdlt man nach Zerlegung mit
H,S keine deutliche Diazoreaktion mehr. Reiner pflegt noch die
Losung des Ca-Salzes zu reagieren. Doch stort auch hier das mit
in Losung gegangene CaCly,. Um diese Schwierigkeiten zu um-
gehen, wurde ausgeglithtes Na,SO, zum Trocknen des Alkohols
verwendet. Dieses entzieht der Fliissigkcit Wasser, doch erhalt
man keine absolut wasserfreie alkoholische Losung. AuBerdem
ist wochenlanges Stehen notwendig, wodurch das Urochromogen
schon zu leiden pflegt. Es setzt sich in der Regel schon Uromelanin
aus der nachgedunkelten Fliissigkeit ab. Immerhin war es méglich
auf diesem Wege eine alkoholische Fliissigkeit zu erhalten, welche
noch reine Diazoreaktion gab. Dicse wurde mit dem 4fachen
Volumen absoluten Athers gefillt. Der Farbstoff setzte sich nicht
ganz trocken, sondern schmierig ab. Der Ather wurde abgegossen
und der Riickstand lingere Zeit im Exsiccator getrocknet, hierauf
noch einmal in abs. Alkohol aufgenommen und wieder mit Ather
gefallt. Der Farbstoff schied sich in trocknen braunen Klumpen
ab. Die braungelbe wiisserige Lisung gab aber schon die Diazo-
reaktion nicht mehr ganz rein, die KMnO-Probe sehr schwach
und die Ag-Reduktion trige. Der Schaum der Diazoreaktion war
weiBlich, die Fliissigkeit intensiv rot.

Diese wisserige Losung entsprach ihrer Darstellung nach dem
Urochromogen, enthielt aber diesen Kérper nicht mehr unver-
éndert. Es wurde nun untersucht, wie sich diese wiisserige Losung
gegen Ammonsulfat verhalte. Hierbei ergab sich, daB Am-
monsulfat nunmehr den gréoBten Teil des Farbstoffs
niederschligt. Das Filtrat hatte noch den gelbgriinen Stich
des reinen Urochromogens und gab eine Diazo- und KMnO,-Probe,
die noch als positiv anzusprechen waren.
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Urochromogen wird ebenso wie Urochrom von Haus
aus durch Ammonsulfat nicht ausgesalzen. Darauf be-
ruht ja die Darstellung nach Garrod. Das hier erhaltene
Endprodukt waraberzumgr6B8ten Teiledurch Ammon-
sulfat aussalzbar. Es muBite somit wihrend der Darstellung
eine Verinderung vor sich gegangen sein, welche zur Bildung
¢ines nunmehr in konz. Ammonsulfatlésung nicht mehr loslichen
Korpers fithrte. Diese Anderung entspricht vollkommen
dem Ausfallen des Uromelanins aus der mit Ammon-
sulfat gesattigten Urochromogenlésung beim lingeren
Stehen. Die weitere Priifung dieses durch Ammonsulfat aus-
gesalzenen Farbstoffs ergab in allen Reaktionen Identitit mit
dem Uromelanin. Der Niederschlag wurde mit gesittigter Ammon-
sulfatlosung und mit verdiinnter HgSO, gewaschen, hierauf in
einer geringen Menge Na,CO; gelost. Die dunkelbraune Losung
gab kaum eine Diazo-, keine KMnO,-, keine Ag-Reaktion mehr
und wurde durch Sdurezusatz in braunen Flocken gefillt, welche
alkohol- und &therunloslich waren.

Das in seiner Farbe noch dem Urochromogen nahestehende
Filtrat nach Ammonsulfataussalzung, welches noch Diazo- und
KMnO,-Probe gab, blieb stehen, um zu beobachten, welche Ver-
dnderungen mit ihm vorgehen wiirden. Es dunkelte nach und
schied nach etwa einer Woche schon ein braunes Sediment ab,
das in allen seinen Eigenschaften dem Uromelanin entsprach.

Das Urochrom (ogen) wird von Haus aus durch
Pb- Acetat bei saurer Reaktion nur in Spuren gefillt.
Es war von Interesse zu untersuchen, wie sich die wisserige Losung
dieses durch Atherfallung dargestellten Farbstoffs verhalten
wirde. Durch Pb-Acetat wurde nunmehr der gréBte
Teil des Farbstoffs niedergeschlagen. Das Filtrat ent-
sprach seiner Farbe, Diazo- und KMnO,-Reaktion nach, genau
wie das Ammonsulfatfiltrat, noch dem Urochromogen, der durch
Na,CO, zerlegte Pb-Niederschlag aber dem Uromelanin.

Mit auf die gleiche Weise dargestelltem Urochrom
aus normalem Harn wurden dieselben Ergebnisse in
bezug auf die Anderung der Ammonsulfat- und Blei-
acetatfillbarkeit erhalten. Auch hier war das urspriinglich
in gesittigter Ammonsulfatlésung sechr gut losliche Urochrom
im Laufe der Darstellung zu einem darin iiberwiegend unléslichen
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Kérper geworden, welcher in allen Reaktionen schon dem Uro-
melanin entsprach.

Es kann somit keinem Zweifel unterliegen, daB die
Labilitét des Urochromogens (und Urochroms) eine
derartige ist, daB man seine Reaktionen nicht als fest-
stehend betrachten kann. Dieser Farbstoff befindet
sich in einer kontinuierlichen Anderung, so daB im
Endprodukt schon eine véllige Umkehrung der Aus-
gangseigenschaften vorhanden sein kann. Wihrend
das unverinderte Urochromogen (ebenso wie das Uro-
chrom) durch Ammonsulfat nicht aussalzbar ist und
durch Pb- Acetat nurin Spuren gefillt wird, in Alkohol

" sehr gut 16slich ist, gibt sein Oxydationsprodukt, das
Uromelanin, gerade die entgegengesetzten Eigen-
schaften. Diese besonderen Umstinde haben die Ver-
folgung desdie Diazoreaktion Ehrlichs verursachenden
Koérper so schwierig und seine Darstellung beinahe
unmoglich gemacht. Denn es ist begreiflich, daB ein
derartiger Kérper dem Untersucher wihrend der Dar-
stellung formlichunterden Hinden verschwinden mu8.

b) Darstellung des Urochromogens als Barytsalz,

Das Urochromogen bzw. Urochrom konnte im Barytsirup
und in der Proteinsiurefraktion des Harns gefunden werden.
Ausgehend von dieser bekannten Eigenschaft habe ich versucht,
in einem Teil der tiber Na,SO, getrockneten alkoholischen Flissig-
keit durch Zusatz von Barytwasser eine Fillung des Kérpers
als Barytsalz zu erzielen. Auf diese Weise wurde ein Niederschlag
von dunkelolivengriiner Farbe erhalten, welcher zum Teil wasser-
loslich war, zum Teil aber erst durch Zusatz von verdiinnter
H,80, oder von Na,CO, gelést werden konnte. Die wiisserige
Losung entsprach in ihrer Farbe vollstindig dem Urochrom,
gab eine Ehrlichsche Diazoreaktion mit weiBlichem Schaume,
schwache KMnO,- und Silberreaktion. Wenn auch die Menge des
ausgefallenen Barytsalzes verhiltnismiBig gering war, so waren
doch die Beziehungen dieses Salzes zum Urochromogen nicht zu
verkennen. Die alkoholische, mit Barytwasser versetzte Fliissig-
keit blieb withrend des ganzen Sommers stehen. Sie hatte bis zum
Herbst ein dunkles Sediment abgesetzt, welches jetzt fast gar
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nicht in H,0 léslich war, keine Diazoreaktion mehr gab und in
seiner Farbe und seinen Reaktionen sich als Uromelanin erwies.

Der durch Atherfillung der alkoholischen Lésung erhaltene
Korper (Urochrom nach Garrod) konnte noch nicht als gentigend
differenziert betrachtet werden; denn die Atherfallung hebt das
Urochrom(ogen) nicht genug scharf von den anderen Farbstoffen
des Harns ab, welche fast durchweg die gleiche Eigenschaft
besitzen. Die Fillung als Barytsalz war schon charakteristischer.
Es wurde daher versucht mit der Losung dieses Salzes den Grund-
sigenschaften des Urochromogens niherzukommen. Wihrend
der dthergefillte Korper meistens noch das Chromogen des Uro-
roseins zu enthalten pflegt, daher auch die Adamkiewicz-Lieber-
mannsche Probe gibt, fehlte diese Reaktion beim Barytsalze
vollstindig. Der Versuch durch Kochen mit Alkali oder durch die
Siegfriedsche Probe mit Bleipapier organisch gebundenen Schwefel
nachzuweisen, fiel negativ aus. Die Xanthoproteinreaktion
war stark positiv. Die Millonsche Probe war in der von mir
angegebenen Modifikation1) beim Barytsalz, ebenso wie auch
immer beim &athergefillten Farbstoff positiv.

Der Befund der positiven Millonschen Probe war bei der
Beschiiftigung mit der Frage der Zugehéorigkeit des Urochromo-
gens eher verwirrend als fordernd. Es wurde lange daran ge-
dacht, daB der die Diazoreaktion verursachende Korper ein
Tyrosinderivat von besonderer Empfindlichkeit sei. Doch konnte
diese Anschauung nicht aufrechterhalten werden. Es zeigte sich,
daB Phenolverbindungen das Urochromogen sehr hartnickig
begleiten, daB sie in der Urochromogenfraktion, in dem mit Ather
und durch Barytwasser gefillten Korper anwesend sind, ohne
doch eigentlich zur Diazoreaktion in Beziehung zu stehen.

Eine Urochromogenfraktion, in welcher der Diazowert und der Wert
der Phenole?) genau bestimmt wurde, wurde der zweimaligen Destillation
in5proz. H,SO, unterzogen. der Riickstand wurde noch mit Ather extrahiert,
neutralisiert mit H,0O auf das urspriingliche Volumen gebracht und wieder
der Diazo- und Phenolwert als Tyrosin bestimmt. Die Diazo-, KMnO,- und
Silberreaktionen waren unverindert, der Diazowert gleich dem der Aus-
gangsfliissigkeit, dagegen war die Millonsche Reaktion und der ihr ent-
sprechende Phenolwert fast vollig im Destillat und im Atherextrakt des

1) Diese Zeitschr. 97, 170. 1919.
3) Colorimetrische Phenolbestimmung im Harn. Diese Zeitschr. Im
Druck.
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Riickstandes zu finden. Daraus ergabsich, daB dem Urochromogen
selbst keine Millonsche Reaktion und daher kein Tyrosinkern
zukomme. Das Urochromogen erwies sich ferner als widerstandsfihig
bei der hydrolytischen Spaltung in 6 proz. H,SO,. Das gleiche konnte aber
auch bei der Hydrolyse mit 20 proz. H,SO, festgestellt werden. Der Diazo-
wert wurde nach der Hydrolyse und Neutralisation unverindert wieder-
gefunden.

Mit der durch Atherfﬁllgng erhaltenen Substanz wurde derselbe Ver-
such unternommen. Auch hier konnte der groSte Teil des Phenolwertes
im Destillat gefunden werden. Besonders deutlich aber wurde es, daB die
Millonsche Reaktion nicht zum Farbstoff gehére, als seine wiisserige Losung
durch Ammonsulfat fast véllig entfirbt und der Phenolwert im Nieder-
schlag und im Filtrat bestimmt wurde. Das schwach gefirbte Filtrat
enthielt den ganzen Phenolwert, wiihrend der Niederschlag keine Millonsche
Reaktion mehr gab. Dasselbe Ergebnis hatte die Differenzierung mit
Pb-Acetat.

¢) Darstellung des Urochromogens durch Ausfallen beim Eindampfen.

Es war aber wiinschenswert, alle Befunde noch an einem
Priaparat zu erhérten, welches noch rein die beiden fiir das Uro-
chromogen charakteristischen Reaktionen — Diazo- und KMnO,-
Probe — gab. Es wurde daher versucht, durch Umfillen gereinigte
Fraktion IT nach Ammonsulfataussalzung durch Abdampfen am
Wasserbade bei schwach saurer Reaktion zu konzentrieren.
Hierbei schieden sich olivengriine Schiippchen aus, welche abfil-
triert und mit Ammonsulfatwasser gewaschen wurden. Sie losten
sich sehr gut in Wasser und Alkohol, gaben noch ganz rein die
Ehrlichsche, schon etwas schwiicher, aber noch rein die KMnO,-
Probe und Ag-Reduktion. Durch Behandeln mit absolutem Alko-
hol konnte vom mitausgeschiedenen Ammonsulfat abgetrennt
werden.

Die absolut alkoholische Urochromogenlésung ergab, in der
Wirme abgedunstet, einen briunlichen Riickstand. Dieser erwies
sich jetzt als nur teilweise in absolutem Alkohol und Wasser
loslich. Die erhaltene alkoholische Lésung wurde wieder abge-
dampft. Der Riickstand war wieder nur teilweise in absolutem
Alkohol und Wasser loslich. Die Wiederholung ergab dasselbe -
Resultat.

Es vollzog sich somit hier mit einem nach seiner
Darstellung und seinen Reaktionen als Urochromogen
anzusprechenden Koérper unter den Augen des Be-
‘obachters jene Anderung, die der Uromelaninbildung
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zugrunde liegt, d. h. die Umwandlung eines in Alkohol und
Wasser gut loslichen Korpers in eine alkoholunlésliche und in
Wasser wenig losliche dunklere Substanz. In Na,CO, war der
Riickstand gut léslich und daraus durch Siure fillbar. Diazo-,
KMnO,- und Ag-Reaktion waren aber nunmehr negativ geworden.

d) Spontane Fillung des Urochromogens mit Uromelanin.

LiBt man eine mit Ammonsulfat gesittigte Fraktion IT
stehen, so fallt, wie frither auseinandergesetzt wurde, das Uro-
melanin aus. Dies ist besonders bei neutraler oder schwach
alkalischer Reaktion der Fall. Wenn die Reaktion der Fliissigkeit
sauer war, so fillt mit dem Uromelanin gleichzeitig Urochromogen
aus, welches alle charakteristischen Reaktionen des Korpers
noch gibt, also Diazo-, Permanganat- und Silberprobe. Den noch
wenig verinderten Farbstoff erkennt man an olivengriiner Farbe
und an seiner guten Léslichkeit in Alkohol und Wasser. Beim
Stehen verwandelt sich dieses Urochromogen in alkalischer Losung
alsbald in Uromelanin. )

Das bei der Darstellung nach c¢) oder d) ausgefallene Uro-
chromogen verhilt sich in seinen Reaktionen gleich. Durch Hg-
Sulfatzusatz 1) entsteht beim Erhitzen fleischfarbiger Nieder-
schlag, welcher mit NaNQ, dunkelrot wird; die iiberstehende
Flussigkeit ist farblos (negative Millonprobe). Die Adam-
kiewicz-Liebermannsche Probe ist negativ, ebenso die Biuret-
reaktion. In keinem Falle war durch Alkali abspalt-
barer Schwefel nachweisbar. Bei der Zinkstaubdestillation
entsteht kein Kérper, der einen mit dem Ehrlichschen Aldehyd
getrankten Papierstreifen rotet. Der Korper ist daher kein
Pyrrolderivat. Urochromogen 16st Kupferoxyd und gibt beim
Kochen mit Alkali roten Kupferoxydulniederschlag?). Die
Xanthoproteinreaktion fiallt in allen Urochrom(ogen)-
praiparaten sehr intensiv aus. Sie ist die einzige Farben-
reaktion, welche fiir die Zugehorigkeit des Urochromogens ver-
wertet werden konnte. Diese Reaktion kommt bekanntlich unter
den EiweiBderivaten dem Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
zu. Da Tyrosin wegen der negativen Millonschen, Tryptophan

1) Diese Zeitschr. 97, 170. 1919.
%) In dieser Beziehung verhilt es sich #hnlich dem Uroerythrin. Dem-
gegeniiber hat Urobilinogen nur eine recht schwache Reduktionskraft.
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wegen der fehlenden Adamkiewicz-Liebermannschen Probe aus-

geschlossen werden muBten, so blieb nur noch Phenylalanin

tibrig, zu welchem das Urochromogen in Beziehung
tehen konnte. _

Nachdem sich 8o per exclusionem der Hinweis auf das Phenyl-
alanin ergeben hatte, wurde versucht, durch andere Reaktionen
diese Beziehung zu stiitzen oder zu entkriften. Phenylalanin gibt
beim Kochen mit 25 proz. H;SO, und einem Kdérnchen Kalium-
bichromat den charakteristischen Geruch nach Phenacetaldehyd.
Durch die Phenacetaldehydgeruchsprobe haben Abderhalden
und Pregl?) im Harn Phenylalaninderivate festgestellt in einer
Gruppe von Kérpern, die dem Urochrom(ogen) jedenfalls sehr
nahe stehen. Ich habe die Phenacetaldehydprobe zunichst mit
reinem Phenylalanin angestellt und denselben charakte-
ristischen Geruch bei allen Urochromogenfraktionen
und inshesondere auch beim spontan ausgefallenen
Urochromogen und im Urochrom wieder gefunden. Das
Uromelanin gibt bei dieser Probe einen schon minder charakte-
ristischen Geruch, was offenbar auf die mit der Oxydation ver-
bundene Desintegrierung des Korpers zurtickzufithren ist.

Das Urochromogen hat schon an und fiir sich einen eigen-
artigen Geruch. Ich habe in einer fritheren Arbeit diesen Geruch
als phenolartig bezeichnet. Ich méchte nach eingehender Be-
schiftigung mit dieser Frage diese Verhiltnisse folgendermaBen
charakterisieren: Das Urochromogen hat einen durchdringenden
aromatischen Geruch. Er entspricht vollstindig dem sog.
urinésen Geruch und hat in den spontan ausgefallenen Sub-
stanzen eine recht starke Intensitét. Ahnlich, wenn auch viel-
leicht etwas schwicher, riecht das Urochrom. Bei der Umwand-
lung in Uromelanin tritt der charakteristische Geruch stark

uriick. Es verstopft sich daher bei der Oxydation offenbar die
den eigentiimlichen Geruch bedingende Atomgruppe. *

Nach der dem Urochromogen zukommenden Diazoreaktion,
bei welcher ein Oxyazofarbstoff entsteht, trigt der Kérper min-
destens eine HO-Gruppe. Phenole, in welchen die Para- oder
eine der beiden Orthostellungen unbesetzt ist, geben Oxyazo-
kérper von meist intensiv roter oder rotgelber Farbe?). Da fir

1) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 46, 19. 1905.
1) Nolting und Kohn, Ber. 17, 358. Anmerk. 1884.
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das Zustandekommen der Diazoreaktion das Hydroxyl am Phenol-
ring sitzen muB, so diirfte das Vorkommen der Phenolgruppe
im Urochromogen als gesichert anzusehen sein. Nach dem frither
Auseinandergesetzten ist ferner eine lingere Seitenkette als Ur-
sache der hohen Empfindlichkeit der Ehrlichschen Reaktion
anzusehen. Wir miissen somit im Urochromogen eine freie HO-
Gruppe und eine lingere Seitenkette annehmen. Diese beiden
Gruppen konnen in der Ortho- oder Parastellung zueinander
stehen. .

Zur Entscheidung dieser Frage wurde die FeCly-Reaktion
des Urochromogens herangezogen. Diese verhalt sich folgender-
maBen: Saure Urochromogenlésungen geben, #hnlich wie Phenol,
keine Eisenchloridreaktion, schwach saure eine olivengriinliche,
neutrale oder alkalische eine ausgesprochen rote Reaktion. Nach
Meyer?) firben sich Derivate des Brenzoatechins mit FeCl,
grinlich. Gegen die Parastellung wiirde das Fehlen der Millon-
probe sprechen, obzwar das Hydrochinon als p-Dioxybenzol
auch keine Millonsche Reaktion gibt.

Die Silberreduktion 148t sich schwer fir die Konstitutions-
ermittlung verwerten. Brenzcatechin und Hydrochinon redu-
zieren beide sehr stark. Jedenfalls sind ungesittigte
Gruppen auch im Urochromogen an dieser Reaktion
beteiligt. '

Die KMnO,- und die Alkalireaktion sprechen im gleichen
Sinne. Es handelt sich beim Urochromogen um eine
exquisit sauerstoffempfindliche und durch Sauerstoff-
aufnahme Farbstoff bildende (chromogene) Substanz
Unter den Phenolderivaten fand ich eine é&hnliche Empfindlich-
keit nur bei den Orthoverbindungen und beim Hydrochinon.
Wenn wir das Paradioxybenzol, welches keine Diazoreaktion
gibt, ausschalten konnen, so wiirde sich das Urochromogen mit
groBerer Wahrscheinlichkeit als ein Orthoderivat ansprechen
lassen. Unter den Orthoverbindungen des Phenols ist im all-
gemeinen die chromogene Tendenz ausgesprochener als bei den
Paraverbindungen. Wir haben es aber vielleicht beim Urochromo-
gen nicht nur mit zwei am Phenolring hingenden Gruppen zu
tun, sondern es kdnnten noch weitere Atomkomplexe vorhanden
sein, welche der auBerordentlichen Reaktivitit des Korpers

1) Konstitutionsermittlung. Springer Berlin 1903, S. 302.
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zugrunde liegen. DaB das Urochromogen den Charakter einer
Séure hat, wurde schon in fritheren Arbeiten dargelegt und geht
auch aus dem in dieser Arbeit geschilderten Verhalten deutlich
hervor.

Die Eigenschaften des Urochromogens lassen sich zusammen-
‘gefaBt folgendermaBen beschreiben: Es ist eine Sdiure mit
ausgesprochen salzbildnerischer F#higkeit, wasser-
und alkoholléslich, dagegen &therunléslich. Die Erd- -
alkalisalze sind alkohol-, die Metallsalze auch wasser-
unléslich. Esist auf Grund der Xanthoproteinreaktion
und der Phenacetaldehydprobe als Phenylalaninderi-
vat anzusprechen, trigt auf Grund der Diazoreaktion.
mindestens eine Hydroxylgruppe, die sichim Hinblick
auf die griinliche FeCly- und auf das Fehlen der Millon-
schen Reaktion hochstwahrscheinlich zur Alaninkette
in Orthostellung befindet. Auf Grund der KMnO,-,
Alkali-und Silberreaktiondiirfte es jedochnoch weitere
Atomgruppen besitzen, die der hohen chromogenen
Tendenz des Kérpers zugrunde liegen. Es verwandelt

-8ich durch O- Aufnahme, wobei zunichst die mit der
KMnO,-, Alkali-und Silberreaktionzusammenhingende
Gruppeoxydiert wird,indasstirkergefarbteUrochrom,
welchesschoneine Diazoreaktion vongeringerer Inten-
sitét gibt und geht schlieBlich, ebenso wie das normale
Urochrom, in das sehr wenig reaktive Uromelanin
iber. Das Uromelanin stellt das sauerstoffgesiattigte
Endprodukt sowohl des pathologischen Urochromo-
gens wie des physiologischen Urochroms dar.

VIIL. Ursprung und Beziehungen des Urochromogens.

Die klinische Beobachtung lehrt, daB das Urochromogen
ausschlieBlich mit dem endogenen Stoffwechsel zusammenhingt.
Dasselbe ergibt die Verfolgung des physiologischen Urochroms?).
Im Gegensatz zur Auffassung Dombrowskis?) von seinem
Urochrom ergab sich bei mir keinerlei Beziehung zur Nahrungs-
sufnahme. Wir haben es somit bei diesen Farbstoffen

1) Sitzungsbericht d. Wien. Akad. d. Wiss. L c.
3) L c. und Browinski und Dombrowski. Journ. de Physiol et
de Pathol. génér. 1908, Nr. 5.
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mit intermedidren, ausschlieBlich dem Gewebszerfall
entstammenden Stoffwechselprodukten zu tun. Der
Nachweis, dal es sich beim Urochromogen (Urochrom) um ein
Phenylalaninderivat mit ausgesprochen chromogener Tendenz
handelt, die bis zur Bildung eines echten Melanins geht, bringt
es in Beziehung zu den Alkaptonkérpern. Seitdem nachgewiesen
werden konnte, daB Tyrosin und Phenylalanin beim Alkapton-
uriker auch als Alkapton ausgeschieden wird, ist man geneigt,
diesen oder einen ihm nahestehenden Kérper als Zwischenprodukt
im Tyrosin- und Phenylalaninstoffwechsel anzusehen, welches
beim normalen Menschen vollig abgebaut, beim Alkaptonuriker
jedoch zur Ausscheidung gelangt. Im Urochrom und Urochrom-
ogen haben wir zwar anders als die Hydrochinonessigsiure kon-
stituierte Kérper vor uns, welche aber einen Phenylalaninkern
enthalten und auch alkaptonbildend sind. Vielleicht ist diese
Tatsache geeignet, einen Beitrag zu dieser Frage zu liefern.

Das Material, aus welchem das Urochrom(ogen) entsteht,
ist nunmehr schérfer umgrenzt. Es kommen nur die beiden
Aminosiuren Tyrosin und Phenylalanin oder Derivate derselben
in Betracht. In meiner ersten Arbeit iiber das Urochromogen!)
habe ich in Anlehnung an die damals herrschende Anschauung
von der Verwandtschaft zwischen Urobilin und Urochrom diesen
Korper auch als ein Derivat der roten Blutkdrperchen angesehen.
Es war in groben Ziigen ein Parallelismus zwischen dem Zerfall
der Erythrocyten und der Diazoreaktion nachzuweisen. Die
genaue Verfolgung des Gegenstandes hat jedoch diese Anschauung
nicht zu stiitzen vermocht. Insbesonders ergab sich aus der
histologischen Untersuchung des Blutes?) kein Anhaltspunkt fiir
ihre Richtigkeit. Ferner hat die quantitative Verfolgung der
Urobilinausscheidung (mittels einer noch nicht verdffentlichten
Methodik) beim Gesunden und beim schweren Phthisiker keine
Stiitze far die Abstammung des Urochromogens aus dem Hamo-
globin ergeben. Wiihrend ein gesunder Mensch im Stuhl und im
Harn zusammen etwa 0,400 g Urobilin ausschied, war diese Menge
beim Phthisiker mit Urochromogenurie nicht nur nicht gréBer,
sondern betrug nur 0,290 g.

1) Beitr. z. Klin. d. Tuberkul. 8, 177.
1) Wien. med. Wochenschr. 1914, Nr. 4.
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Die einzige histologisch auffallende Verdnderung in den
Blutausstrichen schwerer Phthisiker betraf die Degeneration und
Zerstorung der Leukocyten. Kernfragmente und Schollen, in
Auflésung begriffene Leukocyten und Leukocyten mit schlecht
farbbaren, chromatinarmen oder pyknotischen Kernen, ein stark
nach links verschobenes Arnethisches Blutbild waren eine regel-
miBige Begleiterscheinung der Urochromogenausscheidung im
Harn. Geissler?) hat die Ursache der Ehrlichschen Reaktion
auf Leukocytenzerfall zuriickgefithrt. In genauen Untersuchungen
konnte Sawelieff?) withrend des Typhus Parallelismus zwischen
Widal, Leukopenie und Diazoreaktion feststellen.

Wahrscheinlich beteiligen sich Zerfallsprodukte der Leuko-
cyten an der Bildung des Urochromogens. Jedoch sie als alleinige
Quelle derselben anzusprechen, liegt kein Grund vor. Vielmehr
darften sie nur im Rahmen ausgedehnterer degene-
rativer Vorginge im Organismus an der Bildung dieses
Koérpers teilnehmen. Als Bildungsmaterial war ich spiter ge-
neigt3), Kernsubstanzen anzusehen. Diese Anschauung, zuniichst
nahegelegt durch die histologische Blutuntersuchung, dann durch
die vor allem im Krankheitsbilde der Tuberkulose zum Ausdruck
kommende vitale Dignitit des Urochromogens, ferner durch die
innige Beziehung zum endogenen Stoffwechsel, erfahrt nunmehr
eine weitere Stiitze durch den Nachweis, daB das Uro-
chrom(ogen) die Muttersubstanz eines echten Melanins
ist und damit in enge Beziehung zum Pigment tritt.

Nach den ausgedehnten und griindlichen Untersuchungen
von Jarisch, Rossle, Szily, des Zoologen Hertwig und seiner
Schiller und insbesondere von Meirowsky4) ist der Ursprung
des Pigments in den Kern zu verlegen. Dieses merkwiirdige
Zusammentreffen anscheinend so weit auseinanderliegender Korper
— der Muttersubstanz des Pigments und des Urochromogens —
in ihrem Endprodukt spricht fiir verwandtschaftliche Beziehungen
zwischen beiden und diirften ihre Quellen, wenn nicht identisch,
so doch nahe beieinander gelegen sein.

1) Wratsch 1898, S. 244.

%) Inaug.-Diss. St. Petersburg 1900.

3) Med. Klin. 1912, Nr. 52.

4) Uber den Ursprung des melanotischen Pigments der Haut und des
Auges. Klinkhardt, Leipzig 1908. Lit. daselbst.
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Als Entstehungsort hat man seit langem sowohl fir das
Urochrom?!) wie fiir das Urochromogen?) die Niere in Betracht
gezogen. Keine der Korperfliissigkeiten, kein Organ im Extrakt
gibt Diazo- oder Urochromogenreaktion. Nierenschidigungen im
Verlaufe der Tuberkulose geben AnlaB zum Verschwinden der
Diazoreaktion. Bei der Schrumpfniere wird der Harn sehr uro-
chromarm?). Unter diesen Umstinden diirfte die An-
nahme gerechtfertigt sein, daB die Niere die Bildungs-
stitte des Urochrom(ogens) ist und diesen Farbstoff
als spezifisches Sekret aus zugefiithrten Kernschlacken
bildet, a#hnlich wie die Leber aus dem zugefiihrten
Himatin das Bilirubin. Wissen wir ja doch, daB der Niere
auch sonst — wie in der Hippursiurebildung — eine besondere
Rolle beim Abbau der aromatischen Substanzen zukommt.

Diese Auffassung erscheint vielleicht auch darum unge-
zwungen, weil ein mit der Niere in enger Beziehung stehendes
Organ, die Nebenniere, in ihrem spezifischen Sekret, dem Adre-
nalin, sowohl in konstitutioneller Beziehung wie auch im Hin-
blick auf die Fihigkeit der Melaninbildung Beziehungen zum
Urochrom(ogen) aufweist.

Warum die Niere unter bestimmten pathologischen Verhilt-
nissen statt des physiologischen Urochroms die niedrigere Oxy-
dationsstufe, das Urochromogen, bildet, 1aBt sich in Konsequenz
der von mir gefundenen Tatsachen und bisher entwickelten
Anschauungen4) nur durch toxische Schédigung und Stérung
der inneren Verbrennung erkliren. Hierbei muB ich es offen
lassen, ob diese Oxydationsstérung in den Zellstoffwechsel des
Gesamtorganismus oder nur in die Nieren zu verlegen ist.

1) Klemperer, Berl. klin. Wochenschr. 1803, S. 313,

) Geissler, L. c., Delbos Thése Paris 1903 und Malys J. B. 1903,
S. 985, M. Weiss, L c.

3) Stepp, Minch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 21.

4) Miinch. med. Wochenschr. 1911, Nr. 25.

Biochemische Zeitachrift Band 112, 1



Uber Fibrinolyse.

~Von
M. Rosenmann.

(Aus dem chemischen Laboratorium Rudolfstiftung, Wien.)

(Eingegangen am 15. September 1920.)

Das Studium der Fibrinolyse ist sowohl fiir den physio-
logischen Chemiker als fiir den Pathologen von hohem Inter-
esse. Denn wir erwarten mit Recht durch Aufdeckung der
Vorginge, die sich bei der Fibrinolyse abspielen, etwas fiber
die Natur des Fibrinogens und Fibrins und damit Gber das
ganze trotz zahlreicher Arbeiten noch ganz in Dunkel ge-
hiillte Gerinnungsproblem zu erfahren. — Noch wichtiger er-
scheint die ganze Frage fiir den Pathologen, denn das Fibrin,
das bei verschiedenen Entzfindungen ausgeschieden wird, ist ja
immer der Vorliufer der bindegewebigen Organisation, die
offenbar dort eintritt, wo das Fibrin nicht bald gelést wird. So
werden z. B. Thromben dann rasch resorbiert, wenn die Fibrinolyse
gesteigert ist, wie dies bei der Phosphdrvergiftung von Jacoby?)
nachgewiesen wurde. — Je nach der mehr oder weniger rasch
eintretenden Fibrinolyse heilen Entziindungen der serosen Hiute
ohne oder mit Verwachsungen und Schwartenbildung. Es sei hier
besonders an die fibrinésen Entziindungen des Perikards und der
Pleura erinnert. Die verlangsamte oder ausbleibende Fibrinolyse
des fibrinésen Exsudates bei -croupsser Pneumonie fiihrt zur
Indurativpneumonie.

Vieles scheint dafiir zu sprechen, da auch bei der Tuberkulose das
Vorwiegen der Zerfallsvorginge (kiisige Einschmelzung, Kaverne) oder der
der plastischen Organisation (schieferige Induration) zum guten Teile auf
Rechnung der Fibrinolyse zu setzen ist. Denn einerseits findet man, wie
noch spiter des niheren ausgefithrt werden soll, bei der plastischen Form
der Tuberkulose tatsiichlich die Fibrinolyse stark hemmende Kborper,
andererseits kann man in Tuberkeln Fibrinnetze nachweisen, die dann in
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Fibrinoidbalken umgewandelt werden*). Die Untersuchungen tiber das
Verhalten des Serums der verschiedenen Formen der Tuberkulose, die diese
Anschauung stiitzen sollen, sind erst im Gange.

Bevor wir aber an das Problem der Fibrinolyse néher herantreten,
wollen wir uns zuniéichst in groben Ziigen mit einigen Arbeiten, die diese
Frage behandeln, vertraut machen.

Salkowski?) hat als erster beobachtet, daB, wenn man inficiertes
Fibrin in Chloroformwasser stehenlift, nach einiger Zeit Fibrinolyse ein-
tritt **). Nach Hammarsten?) kann man Fibrin durch verdiinnte Sduren
und Alkalien zur Quellung und dann nach einiger Zeit zur Lisung bringen.
H. Rulot!) hat aus Pferdeblutplasma leukocytenfreies und leukocyten-
haltiges Fibrin dargestellt und es 4 resp. 15 Tage in 2 proz. NaFl- oder
NaCl-Losung + Chloroform bei 38 —40° gelassen.

Nach dieser Zeit hat er den N der Gesamteiweikérper, der gerinn-
baren und nicht gerinnbaren nach Kjeldahl bestimmt, wihrend nun aus
dem leukocytenfreien Fibrin kein ungerinnbares EiweiB sich bildete, war
mehr als die Hiilfte des leukocytenhaltigen Fibrins in Form ungerinnbarer
EiweiBstoffe. Die Autolyse des leukocytenhaltigen Fibrins erfolgt nach
Rulot rascher in konzentrierten Salzlésungen. Rulot glaubt daher, da8
die Autolyse des leukocytenhaltigen Fibrins durch ein Ferment erfolge,
das durch Desaggregation der Leukocyten durch die Salze frei werde.
A. Das tre®) glaubt, da8 die Verdauung des Fibrins in Salzldsungen weder
suf aus dem Organismus noch auf aus dem Blute stammenden Fermente
beruhe und daB sie auch nicht auf die Einwirkung von Mikroorganismen
zuriickzufiihren sei. Als Beweis fithrt Dastre an, daB bei der Verdauung
durch Salzléeungen nie Tyrosin, sondern nur Proteosen und Peptone als End-
produkte auftreten. Derselbe Autor berichtet®) ferner iiber Autolysever-
suché mit rohem Fibrin, das er in Salzlésungen (15 proz. NaCl, 2 proz. Nafl)
einige Wochen bei Zimmertemperatur oder einige Tage Lei 40° digeriert.
Es trat nicht nur eine Losung des Fibrins, sondern auch eine Spaltung
in Proteosen und Peptone ein. Nach Dastre hewirken auch Lédsungen
von derselben Konzentration, wie sie im Korper vorkommen, nach mehreren
Wochen Autolyse’). Nolf%) erzeugte aus ausgewaschenem Schweinefibrin
durch Verdauung resp. Autolyse ein peptisches, pankreatisches und leuko-
cytires Propepton. In der ersten Zeit der aseptischen Autolyse des Fibrins
(manchmal schon nach 8 Tagen) beobachtete Verfasser die Tryptophan-
reaktion. Verbleibt das Fibrin mehrere Monate im Brutschrank in Koch-
salzwasser bei 2 proz. NaF], so finden sich geringe Mengen von Leucin und
Tyrosin. Die Autolyse rithrt also von einem Ferment her, das niher dem
Trypein als dem Pepsin ist.

Nolf berichtet dann®) iiber fibrinolytische Versuche mit Propeptan.
In vitro hindert das Propeptan stets etwas die Fibrinclyse. Die intravendse
Einspritzung beim niichternen Hunde, dessen Leber exstirpiert wurde,

*) Aschoff, Lehrbuch der pathologischen Anatomie I, S. 560.
*%) Siehe auch van der Marok®?), der dasselbe mit reinem Fibrin
srzielte.
7‘
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erzeugt stets eine voriitbergehende Fibrinolyse. In vitro begiinstigt diese
Losung die Fibrinolyse. Nach Hasse!®) wandelt sich der geronnene Faser-
stoff durch Berithrung mit Eiter zu einer blaBgelben klebrigen Fliissigkeit
um. Fr. Erben!?) setzte das Blut von einer lieno-myelogenen Leukimie
der Autolyse aus, fillte es dann mit Alkohol und extrahierte den Nieder-
schlag mit Glycerin und konnte mit 5 g des Extraktes in 3 promill. Soda-
16sung eine groBe Fibrinflocke innerhalb 48t genau so zur Lisvng bringen
wie mittels Trypein. In dem Autolysat hat Erben Peptone und Albumosen
nachgewiesen. Mit normalem Blut oder mit Blut einer lymphatischen
Leukiémie gelangen diese Versuche nicht. Fr. Miiller!s) hat gemeinsam
mit Simon die Lyse der pneumonischen Infiltrate studiert und festgestellt,
daB dieselbe im Stadium der grauen Hepatisation durch ein leukocytéires
tryptisches Ferment geschieht. In neuerer Zeit hat Hekma!?) gefunden,
daB man durch schwache Alkalien und Séuren das Fibrin in Lésung und dann
wieder durch Trombin zur Gerinnung bringen kann. E. Herzfeld und
R. Klinger!4) fanden dagegen, daB, wenn man aus Rinderoxalatplasma
gewonnenes Fibrin durch Alkalien wieder in Losung bringt, die Gerinnung
durch Thrombinzusatz nach vorhergehender Neutralisation nicht mehr
gelingt.

In folgenden Versuchen galt es zunichst die Bedingungen
der Fibrinolyse in Salzlosungen genauer kennenzulernen, bevor
dieselbe mit anderen Kérpern versucht wurde. Verwendot wurde
frisches natives Pferdefibrin.

Versuch 1: In Eprouvette Ia und Ib kommen 5 cem 0,6 proz. NaCl-
Losung, in Eprouvette 2a und 2b 5 ccm 8 proz. NaCl. Als Antisepticum
wird Toluol verwendet. In die 4 Eprouvetten wird je eine ungefihr gleich
groBe Fibrinflocke gegeben. Eprouvette 1a und 2a werden bei einer Tem-
peratur von ca. 12—156° belassen, Eprouvette 1b und 2b kommt in den
Brutschrank.

Tabelle 1.

Resultate nach einer

Tempe- | Antisep- Fibrin Beobachtungszeit

ratur ticum von
18k | 42t | 66
Ia. 0,6 proz. NaCl | 12°—15°| Toluol natives - i = |+
Pferdefibrin

Ib. 0,6 proz. NaCl 37° " " - + 4+
ITa. 8proz. NaCl . || 12°—15° - " T | ++|++
IIb. 8proz. NaCl . 37° " . 4t ++ | ++

Dieser Versuch lehrt uns tibereinstimmend mit den Angaben
Rulots und Dastres, daB Fibrin sowohl bei Zimmertemperatur
als bei 37° in Losung zu bringen ist und daB die Fibrinolyse in
konzentrierten Salzlésungen viel rascher erfolgt. Im Gegensatz
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jedoch zu den Angaben der genannten Autoren zeigt dieser Ver-
such, daB die Fibrinolyse bei 8proz. NaCl-Losung schon nach
182 bei Korpertemperatur und nach ca. 2 Tagen bei Zimmer-
temperatur eintritt, daB auch bei 0,6 proz. Kochsalzlosung die
Fibrinolyse bei Kérpertemperatur schon nach 11/; Tagen und bei
Zimmertemperatur nach 2!/, Tagen eingetreten ist. Allerdings
ist ein gut Teil der Fibrinolyse in diesem Versuch auf Konto des
Toluols zu setzen, das, wie aus verschiedenen Versuchen sich zu
ergeben scheint®), die Fibrinolyse férdert. Da, wie aus diesem
Versuch zu ersehen ist, das native Fibrin leicht in Lésung zu
bringen ist, und um jedenfalls Leukocytenwirkung auszuschlieBen,
wurde fiir die weiteren Versuche ein leukocytenfreies festes
Fibrin aus einem mit Na-Oxalicum gewonnenem Pferdeplasma
dargestellt. ~
Pferdeblut wird in einer 1 proz. Na-Oxalatldsung aufgefangen, gut ge-
schiittelt und dann auf 24" in den Eiskasten gestellt, bis sich auf dem roten
Bodensatz eine weiBle Schicht von Leukocyten absetzt. Die dariiberstehende
klare Flissigkeit wird jetzt abgeschiittelt und dann in mit Natriumoxalat
ausgewaschenen Zentrifugenglisern 2mal zentrifugiert. Hierauf wird das
Plasma noch mehrmals filtriert und zur Darstellung von Fibrin verwendet.
Die Gerinnung wurde mittels Calciumchlorid erzeugt, wobei noch vorher
das Optimum der zuzusetzenden Calciummenge durch Titration bestimmt
wurde. Zu diesem Behufe werden 6 Eprouvetten mit je 5 ccm Plasma gefiillt
und aufsteigend von 2—7 gtt 10 proz. Calciumchlorid zugefiigt und durch
Schiitteln gut vermischt. Das Optimum liegt dort, wo die Gerinnung am
frithesten eintritt und wo sie am stiirksten ist, was durch leichtes Schiitteln
festgestellt werden kann. Die Gerinnung tritt bei Laboratoriumstemperatur
in ca. 156—20 auf, wobei nur ein Teil des Plasmas geronnen ist und erst
nach ca. 3b ist das ganze oder wenigstens der groBte Teil des Fibrinogens
in Fibrin tibergefithrt. Nachdem so die Menge Calciumchlorid festgestellt
ist, wird das Plasma durch einen Zylinder abgemessen, mit der entsprechen-
den optimalen Calciumchloridmenge versetzt, gut durchgemischt, in
-ca. 1 m lange Glasrohren aufgesaugt, zugestopft und in horizontaler Lage
der Gerinnung iiberlassen. Auf diese Weise hat man gleichmiBige Vertei-
lung resp. Mengen des Fibrins gesichert. Nach 24b wird das Fibrin auf eine

*) Es konnte nimlich die Wahrnehmung gemacht werden, daB bei
Gegenwart von Toluol die Fibrinolyse, namentlich des leukocytenhaltigen
Fibrins, frither eintrat als dort wo das Toluol nicht verwendet wurde.
Dieselbe Beobachtung wurde mit Fibrin in destilliertem Wasser mit und
ohne Toluol gemacht. Wihrend das Fibrin in destilliertem Wasser bei
Abwesenheit von Toluol lange ungeldst blieb, zerfiel dasselbe in destilliertem
Wasser 4 Toluol viel friiher. Dieselbe Wirkung hatte das Menthol. Diese
Versuche wurden alle bei 37° ausgefiihrt.
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reine Korkplatte ausgeschiittelt und 24—36® unter der strdmenden Wasser-
leitung gewaschen. Das Fibrin wurde deshalb so lange in den Rdhren
belassen, weil es sich herausstellte, daB bei zu friihem Herausschiitteln das
Fibrin nicht geniigend fest war. Dieses Fibrin nennen wir im folgenden
immer Plasmafibrin.

Man erhilt so resistente, schneeweiBe Fibrinzylinder, die eine fiir
praktische Zwecke genug gleichmiiBige Dosierung gestatten. Wichtig ist
es, einwandfreies frisches Plasma #u verwenden. Denn ein Plasma, in dem
bereits Gerinnsel vorhanden sind, gibt ein weniger resistentes der Autolyse
leicht verfallendes Fibrin. Das so gewonnene Fibrin wird nun in dem
Eiskaeten aufbewahrt und ist fiir einige Tage verwendungsfihig; nach
lingerer Zeit verliert auch dieses Fibrin seine Resistenz und damit seine
Verwendbarkeit zu einwandfreien Fibrinolyseversuchen.

Im Laufe der weiteren Versuche muBte auf das Toluol als Antisepticum,
das, wie bereits erwihnt, die Fibrinolyse beeinfluBt, verzichtet werden.
Das Phenol erwies sich iibereinstimmend mit fritheren Befunden!®) als ein
die Fibrinolyse hemmender Korper. Am besten erwies sich destilliertes
Wasser, leider ist dies aus begreiflichen Griinden nicht verwendbar. So
muBte das Auslaugen mit NaFl in 1—2proz. Lisung gefunden werden.

Dieses Plasmafibrin wird nun verwendet zur Beantwortung der Frage:
Wie verhalten sich die einzelnen Salzléeungen gegeniiber frischem leukocyten-
freien Fibrin. 2. Wie verhilt sich destilliertes Wasser gegen dasselbe.
3. Wie verhilt sich NaFl gegeniiber #lterem Fibrin (ca. 2 Wochen alt).
4. Wie verhiilt sich destilliertes Wasser gegen ilteres Fibrin.

Tabelle II.

Kon- Tem- | —[
Salz zen- Menge| Art des Fibrins |18 42b 667900 114k1138%
tration peratur) I
. 8:/0 g7° 5 cem | fr. Plasmafibrin | — |- | —1—| — | &
’ 4%, 7° {5 cem |, " ==l 3+
I\aCl . .{ 20/0 370 5 ccm " . [ D . + { +
0ﬁ8°/0 37° 5 ccm ”" " i M :{‘*),'l"*); +
| 4% | 37° |bcem; ,, " _!_ — =i =0 F
NaFl 2%, | 37° |bcem| ,, " ——— =1+
a0 1% | 37° {5 eem| . SN DS DU A
Y5 | 37° |5 cem| , " —_— =
Natr. citr. | 2%, | 37° {5 cem |, " —|=i=l=1 = -
Na’so" ) 20/0 37° 15 cem " " - !_ ) .-.{:' + ' +
Nay(COO), | 2% | 37° |5 cem| . . —i- _.‘_l L
K30, . -| 2% | 37° b cem| " B Y DG ) A
HyOdest. | — | 37° |bcem|,, " — = _:_* - =
NaFl. . .|l 2% | 37° |b ccm|alt. Plasmafibrin|{ — |+ |+ | +| +  +
H,O dest.| — | 37° |6cem| ,, " —— ==

*) Bakterienwirkung.
**) Bakterienwirkung.

Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB die Art der Salzlésung,
die man fiir die Fibrinolyse verwendet, nicht gleichgiiltig ist
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Das NaF1 ist wohl auch nicht das ideale, ich méchte sagen, unpar-
teiische Mittel fiir Fibrinolyseversuche. Gleichwohl ist es doch
das einzige unter diesen Salzen, das genug antiseptisch wirkt.

Es scheint aber nicht die Beziehung der Salze zum Calcium
im Fibrin der maBgebende Faktor fir die Fibrinolyse zu sein,
denn die Sulfate und das NaFl verhalten sich anders als das
Na-Oxalat und Ne-Citrat. Interessant ist das Verhalten des
destillierten Wassers.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Rulot zeigt sich
auch in diesem Versuche, daB das 8 proz. NaCl auf Plasmafibrin
nicht jene Wirkung hat wie auf natives Fibrin.

Nachdem auf diese Weise ein Urteil iiber den Grad der Fibri-
nolyse und die Resistenz des Fibrins und damit ein verldBliches
Reagens auf Fibrinolyse geschaffen war, konnte nun die Frage
erortert werden: Gibt es eine bestimmte (spezifische) fibrinolytisch
wirkende Substanz und wo ist sie zu finden? Es wurde wohl von
manchen Autoren, wie oben erwihnt, die Fibrinolyse als fermen-
tativer ProzeB aufgefaBt. Aber dieser Ansicht steht die oben be-
grindete Dastres gegeniiber, daB die Fibrinolyse kein fermen-
tativer ProzeB sei*). AuBlerdem wurde das vermutete fibrinolytisch
wirkende Ferment von keinem Autor nachgewiesen; denn, an-
genommen, daB das Fibrin bei der croupésen Pneumonie (wie
Fr. Miller und Simons behaupten) durch ein leukocytires
tryptisches Ferment verdaut wird, so ist das doch noch lange kein
Grund anzunehmen, daB dies auch beim normalen Fibrin der Fall
ist. Im Gegenteil scheint es nach Erben, daB im normalen Blute
die Leukocytenwirkung fiir die Autolyse ganz insuffizient ist.
Dazu kommt noch der von vielen Autoren beobachtete und durch
die eigene Wahrnehmung bestitigte Umstand, daB die Fibrinolyse
keineswegs an das Vorhandensein von Leukocyten gebunden ist,
daB vielmehr auch das leukocytenfreie Fibrin nach einiger Zeit
der Autolyse verfallt. _

Es galt daher zuniichst nachzuschauen, ob 1. in den Fallen,
wo die Fibrinolyse eintritt, auch tatsichlich fibrinolytische
Fermente nachweisbar sind und ob 2. dort wo die Fibrinbildung
ausbleibt, dies nicht etwa einer fibrinolytisch wirkenden Substanz
zuzuschreiben ist.

*) Siehe auch Hekma %), Herzfeld und Klinger %),
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Von den verschiedenen Versuchen sei hier als Beispiel fiir
den ersten Typus das Autolysat von nativem Pferdefibrin und
als Beispiel fiir den zweiten Typus der PreBsaft, gewonnen von
mit physiologischer Kochsalzlésung verriebener lobulir pneu-
monischer Lunge, wo bekanntlich das Exsudat meist nicht zu
Fibrin gerinnt, angefiithrt. Es wurde die Wirkung dieser Fliissig-
keiten auf ein frisches leukocytenfreies Fibrin (Plasmafibrin
= PLF.) verfolgt, um zu sehen, ob das Autolysat resp. das
lobulir pneumonische Pressat die Fibrinolyse beschleunigt.

Versuchstechnik.

1. Fibrinolytische Lésung. Natives Pferdefibrin wird einen Tag
lang unter der Wasserleitung gewaschen, dann mit so viel 8proz. NaCl
versetzt, daB die Fliissigkeit das Fibrin ganz iiberdeckt, Toluol dariiber-
geschichtet und mit einem Glasstab gut verriihrt.

Schon nach einigen Stunden beginnt die Fibrinolyse, kenntlich an
der Triibung der Fliissigkeit, und bereits nach 24h ist bei Laboratoriums-
temperatur die Fibrinolyse fast vollstindig. Das Ganze wird noch 24t bei
Laboratoriumstemperatur gelassen, dann auf 2 Tage in den KEiskasten
gestellt. Jetzt ist die Losung zur Verwendung bereit.

Die fibrinolytische Wirkung steigt in den ersten Tagen an, nach
ca. 3 Wochen beginnt sie zu sinken, um nach ca. 8 Wochen vollstindig za
verschwinden.

2. Lobulirpneumonisches Pressat. Von einer lobulir pneu-
monisch verinderten menschlichen Lunge werden die infiltrierten Herde
mit einer Schere herausgeschnitten, zerkleinert und mit Quarzsand ver-
rieben. Das Ganze wird dann zur Hilfte mit 0,6 proz. Kochselzldsung
verdiinnt, mit Toluol versetzt und 24t bei Laboratoriumstemperatur
gelassen. Hierauf wird das Ganze durch eine Kompresse durchgepreSt,
80 daB in der Kompresse nur der Quarzsand und das Lungengewebe zuriick-
bleiben. Das Pressat wird dann in den Eiskasten gegeben.

Fir die fibrinolytischen Versuche wurde sowohl von 1. als von 2.
je 0,3—0,6 verwendet.

Versuch 3: In folgendem Versuch wurde auch ¢inmal das Exsudat -
von croupser Pneumonie im Stadium der roten und grauen Hepatisation,
in derselben Art zubereitet wie 2., verwendet.

Es wurden 4 Eprouvetten mit je 5 ccm 1 proz. NaFl, eine Eprouvette
mit 5cem 8 proz. NaCl gefiillt, dann wurden zu Eprouvette a) 0,6 ccm vom
Pressat der croupdsen Pneumonie, zu Eprouvette b) 0,6 ccm lobulérpneu-
monischen Pressates, zu Eprouvette ¢)0,5ccm vom Fibrinautolysat zugefiigt.
Eprouvette d) enthilt zur Kontrolle nur 2 proz. NaFl. Zum Schlu8 kam in
alle 6 Eprouvetten je ocin gleich groBes Stiick Plasmafibrins. Die Eprou-
vetten wurden gut aufgeschiittelt, in den Brutofen gestellt und alle 122
kontrolliert.
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Tabelle III.
- == —
Fibrinol. Substanz | L0SUPES" |y iy (Tempe-f yon yonsanignnii1n
mittel ratur
3) Croup. pneum, Pressat || 1 proz. NaFl |Plams- [ 37° | — |—|—|—| F
0,5 ccm fibrin
b) Lobul. pneum. Pressat | 1 ,, NaFl| 37° | — |+ |+ |+ +
0,5 ccm
¢) FibrinAutolys.0,6 ccm % " I;;aFl " 37: + |+ |+ |+ i
aFl| 37 - —|=1¥| %
d) Kontrolle . ‘118 " NaCl . 31° | = === F

Aus diesem Versuch ergibt sich, daB das Autolysat des nativen
Pferdefibrins fibrinolytisch wirkt, genau so wie das lobulér-
pneumonische Pressat, das wohl diesmal etwas schwiicher wirkte
als das erstere. Die Wirkung des croups pneumonischen Pressates
blieb aus. Die Ursache dieser Erscheinung wird noch néher ver-
folgt werden; vielleicht sind die Verhiltnisse bei weiter vor-
geschrittenem croupés pneumonischen ProzeB anders.

In anderen Versuchsreihen, die diese Ergebnisse bestitigten,
konnte manchmal eine raschere Wirkung des lobulir pneumoni-
schen Pressates beobachtet werden.

Damit war nun zuniichst nachgewiesen, da8 wirklich sowohl
bei der Fibrinolyse als bei der Lobulirpneumonie irgend ein
fibrinolytisch wirksames Agens beteiligt ist. Weitere Unter-
suchungen zeigten, daB der fibrinolytische Kérper durch Alkohol
fallbar ist. An der Reindarstellung des fibrinolytischen Korpers
wird noch gearbeitet.

Bevor aber der Bericht tiber die weiteren Versuche fort-
gesetzt wird, muB noch auf eine Frage eingegangen werden,
die fir die Wertung dieser Versuche von prinzipieller Bedeutung
ist. Der Umstand ndmlich, daB die Fibrinolyse mit einem Auto-
lysat vorgenommen wurde, das immerhin einige Leukocyten
enthilt, konnte leicht zum Einwand beniitzt werden, daB es sich
hier um eine tryptische Leukocytenwirkung im Sinne von E. Miil-
ler und Jochmann handeln kénnte. Denn bekanntlich haben
Miiller und Jochmann!$) mit Blut von Kranken mit myeloider
Leukiimie bei 50—60° binnen einiger Stunden Proteolyse an der
Léfflerplatte beobachtet. Jochmann?8) hat mit Eiter oder mit
einem daraus gewonnenen Extrakt Lungenstiickchen und quer-
gestreifte Muskelfasern nach einigen Tagen Bebriitung bei 55°
zur Verdauung gebracht. Aber schon von vornherein wiirde neben
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den schon frither angefithrten Griinden gegen die Identifizierung
beider Wirkungen der Umstand sprechen, daB die Wirkung des
Leukocytenfermentes bei einer Temperatur beobachtet wurde,
bei der der fibrinolytische Kérper, wie sich im Laufe der Versuche
herausgestellt hat, unwirksam wird.

Um jedoch fiir alle Fille gesichert zu sein, habe ich mir ein
Autolysat von Eiter, der durch Punktion aus einer abscedierenden
Mastitis gewonnen wurde, in derselben Weise hergestellt wie das
Fibrinautolysat (10 proz. Kochsalzlésung + Toluol). Davon machte
ich mir Verdiinnungen von 1 :10 bis 1 :320 in 1proz. NaFl.
Genau dieselben Verdiinnungen bereitete ich mir vom Fibrin-
autolysat und verglich nun die fibrinolytische Wirkung beider
Substanzen. Denn es war zu erwarten, da8, wenn die Fibrinolyse
eine tryptische Verdauung durch die im nativen Fibrin einge-
schlossenen Leukocyten ist, der reine Eiter doch bedeutend wirk-
samer sein wird als das nur wenige Leukocyten enthaltende
Fibrin. '

Tabelle IV.
Ver- 1proz. |Tempe- Y hlgqhi7ohlogn
'(mnnung Nel | ragure) Fibrin 240148072196
1:10 5 ccm frisches Plasmafibrin| — |+ | + | +
Eiter- 1:20 5 cem 5 " " ==+ +
Autolysat | 1:40 5 ccm ‘é " " ==+
in 10 proz.| 1:80 5 ccm @ » » bt Bl Bl e
NaCl | 1:160 | 5 cem g " ===
1:320 5 ccm & . » =~
1:10 5 ccm < " " ==+t
Fibrin- 1:20 5 cecm s " n —|=|{+|+
Autolysat | 1:40 5 ccm e " " ==+t
in 8proz | 1:80 5 ccm 3 " n ==+
NaCl 1:160 5 ccm " »" i R E B
1:320 5 cem " " —i=|=i—
Kontrolle - 5 ccm " " - I ol Bl

*) Am zweiten Tage kam das Ganze auf 24" in den Brutofen.

Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB die fibrinolytische
Wirkung des Fibrinautolysats in gar keinem Verhéltnisse zu den
im Fibrin enthaltenen Leukocyten steht, ja daB sogar das Fibrin-
autolysat in einer geringeren Konzentration als der reine Eiter
wirksam ist.

Ferner konnte ich im Laufe der Versuche die Wahrnehmung
machen, daB bei Gegenwart von Na;CO, in den fibrinolytischen
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Loeungen die Fibrinolyse ausblieb. Das sprach natiirlich gegen
die tryptische Natur des Fibrinautolysats. Um nun den prinzipiel-

len Unterschied zwischen der tryptischen Proteolyse des Eiters

und der fibrinolytischen Wirkung des Fibrinautolysats klar zu
demonstrieren, wurde folgender Versuch gemacht:

Versuch 5: 4 Eprouvetten werden mit je 5 ccm 1 proz. NaFl gefiillt; in
Eprouvette &) kommt 0,6 ccm Natriumcarbonatlésung, ebenso in Eprou-
vette b), dann wird zur Eprouvette a) 0,1 ccm autolysierten Eiters (1 : 50),
zur Eprouvette b) 0,6 ccm fibrinolytischer Losung zugefiigt. Zur Kontrolle
wird Eprouvette ¢) mit 0,6 ccm fibrinolytischer Losung beschickt. Eprou-
vette d) enthilt nur 1 proz. NaFlL

d) Kontrolle .

Tabelle V.

Fibrinolyt. dv:r - Ls ; Tempe- o nlaghl7on

Substanz pung sungemittel | Ty Fibrin  R4b48M72

a) Eiter-Autolysat .|| 1:50 | 5 cem 1%, NaFl = |fr Plasmafib.| — | + | &
+05 49, Na,CO, | B

b) Fibrin - Autolysat| 1:10 | 5 cm?® 1°/, NaFl & | ., o
+ 05 4%, Na,C0s | &

S | " - |+

3

¢) Fibrin- Autolysat{ 1:10 | 5 cem 19, NaFI
el = 5 cm? 19/, NaFl

*) Nach 24" kam das Ganze auf einen Tag in den Brutofen.

” "

Aus diesem Versuche ist der Unterschied zwischen der tryp-
tischen Wirkung des Eiters und der rein fibrinolytischen Wirkung
des Fibrinolysins, wie wir die hypothetische Substanz vorldufig

I +

nennen wollen, ganz eindeutig zu ersehen. Denn wihrend das

Fibrinolysin bei Gegenwart von 0,4 proz. Na,CO; unwirksam ist,
ist die Wirksamkeit des Eiters bei Gegenwart von Na,CO,, wie
e8 bei einem tryptischen Ferment selbstverstandlich ist, gesteigert.
Als weiteren Beleg fiir die verschiedene Natur beider Korper
kann das verschiedene Verhalten bei Erhitzung auf 60° angefiihrt
werden. .
Versuch 6: Eiter und fibrinolytische Losung werden gleichzeitig

eine halbe Stunde und dann eine ganze Stunde auf 60° im Wasserbad
erhitzt, dann in entsprechenden in den fritheren Versuchen bereits ermittelten
wirksamen Mengen einer 1 proz. NaFl-Losung zugefiigt. Als Kontrolle
werden 1. eine nicht inaktivierte fibrinolytische Losung in derselben Kon-
zentration, 2. eine 1 proz. NaFl-Losung allein verwendet.

Wibrend der Eiter auf 60° erhitzt seine volle Wirksamkeit behiilt,
verliert das Fibrinolysin, eine halbe Stunde auf 60° erhitzt, scine fibrino-
lytische Wirkung oder mit anderen Worten das tryptische Ferment des
Eiters ist bei 60° thermostabil, das Fibrinolysin thermolabil.
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Tabelle VI.
Fibrinolyt. | Yo | Losungs- \Tempe-| Inakti- Fibrin 1248 4g2| 7] o6n
Substanz nung | Mittel | ratur |vierungszeit
a;Eiber-Autolys. 1:20 |t prz.NaFl' & | Y/gPauf60° | Plasmafibr.] — | + | + T
b) Eiter-Autolys. || 1:10| g |1 auf 60° " —2 + 1+ | +
c) Fibrin-Autolys.| 1:10 " &= 1 10bauf60° " — ===
d) Fibrin-Autolys.! 1:10 " e 1 Auf 60° " - ===
e) Fibrin-Autolys.| 1:10 " 2 — " — 4+ +
f) Kontrolle . . .| — " 3 — " P IV I

Im Laufe der weiteren Versuche wurden verschiedene Korper auf ihre
etwaige fibrinolytische Wirkung untersucht, so unter anderem auch Men-
strualblut, Galle, gewthnliches und tuberkuldses pleuritisches Exsudat.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen in der niichsten Mitteilung
Erwihnung finden, vorldufig seien nur die Versuche mit tuberkuldeem
pleuritischen Exsudat kurz mitgeteilt.

LiBt man tuberkuléses pleuritisches Exsudat auf frisches Plasmafibrin
einwirken, so bleibt die Fibrinolyse aus und das Fibrin ist noch zu einer
Zeit ungelost, in der das zur Kontrolle in 1 proz. NaFl aufgestellte Fibrin
lingst autolysiert ist. Ja, auch wenn man élteres leicht autolysables Fibrin
verwendet, von dem ein Stiickchen in 1 proz. NaFl und ein anderes in tuber-
kuldses pleuritisches Exsudat - 1 proz. NaFl gegeben wird, bleibt in der
Eprouvette mit pleuritischem Exsudat die Fibrinolyse aus, wihrend sie in
der Eprouvette mit 1 proz. NaFl allein schon nach 18t eintritt.

Es war nun durchaus der SchluB berechtigt, daB das tuber-
kulése Exsudat die Fibrinolyse hemmt. Um das nachzuweisen,
wurde folgender Versuch gemacht.

Versuch 7: Es wurden 4 Eprouvetten mit je 5 ccm 1 proz. NaFl gefiillt;
in die erste Eprouvette kam 0,6 ccm fibrinolytischer Losung, in die zweite
Eprouvette 0,5 ccm fibrinolytischer Lésung + 1 ccm tuberkuldsen Pleura-

exsudates, in die dritte Eprouvette 1 ccm Pleuraexsudat allein und in die
vierte Eprouvette, in der sich nur 1 proz. NaFl befand, diente zur Kontrolle.

Tabelle VII.
Losungs-  |Tempe-| pu . h|48h (710 | ggb
Substanzen mittel ratar | Fibrin |24 )48 1710 |96
Fibrin-Autolysat 0,5 1 proz. NaFl| 37° | Plasma- | + | + | + | +
) fibrin
Tbe. pl. Exsudat 1,0 + " 37° ” - ===
Fibrom-Autolysat 0,5
Tbe. pl. Exsudat 1,0 N 37° " - ===
Kontrolle » 317° ,, el e R
Dieser Versuch zeigt, daB das tuberkulése pleuritische

Exsudat die Fibrinolyse tatsiichlich hemmt. Dieser Versuch ent-
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kriftet auch den etwaigen Einwurf, daB in den fritheren Versuchen
die Fibrinolyse eine Bakterienwirkung sein kénnte, denn in diesem
Fall miiBte ja auch in der Eprouvette 2, in der sich tuberkulises
Exsudat neben demselben Fibrinautolysat wie in Eprouvette 1
befand, die Fibrinolyse eingetreten sein. Allerdings ist von vorn-
herein eine Bakterienwirkung unwahrscheinlich, da dasals Losungs-
mittel verwendete 1 proz. NaFl ein genug starkes Antiseptikum ist.

Es sei noch erwihnt, daB alle diese Versuche mehrere Male
mit demselben Resultat wiederholt wurden.

Der Umstand, daB im tuberkults pleuritischen Exsudat ein
antifibrinolytischer Korper vorhanden ist, erklirt uns auch,
warum gerade bei der tuberkulésen Pleuritis so starke Schwarten
gebildet werden, denn die Behinderung der Fibrinolyse muB8 die
Organisation des ganzen fibrinésen Exsudates zur Folge haben.
Es legt diese Uberlegung den Gedanken nahe, durch Zufuhr von
Fibrinolysin entweder in den Pleuraraum oder parenteral der
Schwartenbildung zu steuern.

Uber Versuche mit Trypsin resp. mit Leukocytenextrakt
kalte Abscesse zur Heilung zu bringen berichtet Jochmann??)
im Handbuch von Kolle und Wassermann. Jochmann geht
von der Uberlegung aus, daB in den kalten Abscessen die Resorp-
tion behindert ist, weil dort die tryptische Wirkung der Leuko-
cyten nicht da ist; denn wir haben es dort mit einem fast reinen
lymphocytiren Eiter zu tun. Die giinstige Wirkung der Jodoform-
Glycerinbehandlung wére auf die leukocytenanlockende Wirkung
dieses Mittels zurilickzufilhren. Jochmann empfiehlt daher
das Trypsin tberall dort, wo bis jetzt die Jodoformbehandlung
dominierte. Baetzneér®) behandelte mit Trypsin erfolgreich
Gelenk- und Knochentuberkulose. Nach unseren Erfahrungen
wiirde es sich hauptsichlich darum handeln, in Fillen wo der
Ausgang in Organisation des fibrinésen Exsudates unerwiinscht
ist, wie z. B. bei der fibrinosen Perikarditis, Pleuritis, croupésen
Pneumonie usw. dem Koérper Fibrinolysin einzuverleiben und ihm
80 bei der Losung des Fibrins behilflich zu sein.

Die entgegengesetzten Gesichtspunkte wiirden bei der Be-
handlung mit dem der Fibrinolyse hemmenden Korper maB-
gebend sein.

Maller und Peiser?!) haben heie Eiterungen mit Hydro-
celen- resp. Ascitesflissigkeit behandelt, die einen groBen Anti-
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fermentgehalt besitzen und die Einschmelzung behindern sollen.
Aus den eingangs erwihnten Griinden wire in den Fillen von
ulcerser Phthise der Versuch begriindet, durch einen die Fibrino-
lyse hemmenden Korper den Zerfall zu verhindern, mit anderen
Worten, in diesen Fillen dem Kérper Antifibrinolysin einzuver-
leiben. Dafiir wiirde auch der Umstand sprechen, daB die Falle
von Polyserositis resp. von Exsudaten der einzelnen Serosateilen
meist mit der fibrésen Form der Tuberkulose kombiniert sind.
" Die therapeutischen Versuche mit den genannten Substanzen
werden, sobald deren Reindarstellung durchgefiithrt sein wird,
unternommen werden und sollen dann unter anderem der Gegen-
stand der nichsten Mitteilung sein.
Dem Herrn Vorstand des Laboratoriums, Herrn Prof.
E. Freund, spreche ich hiermit meinen Dank fiir die Gberaus
liebenswiirdige Unterstiitzung aus, die er mir bei der Ausfithrung
der Versuche zuteil werden lieB.

Zusammenfassung.

I.Esgelang,ausdem Fibrinautolysateinedurch Alkohol fallbare
fibrinolytisch wirkende Substanz nachzuweisen (Fibrinolysin).

I1. Dasselbe gelang mit einem Pressat aus lobulirpneumoni-
schen Lungenherden.

II1. Die fibrinolytische Substanz unterscheidet sich von dem
von Erben, Miiller und Joch mann aus Leukocyten dargestell-
ten tryptischen Ferment a) durch ihre Thermolabilitit bei !/, bis
lstiindiger Erwérmung auf 60°. b) DaB sie bei Gegenwart von
0,4 proz. Sodalésung unwirksam ist. c) DaB ihre Wirksamkeit
nicht im Verhéltnis zur geringen im Fibrin enthaltenen Leuko-
cytenzahl steht.

IV. In dem Exsudat von tuberkuldser Serositis ist eine die
Fibrinolyse stark hemmende Substanz nachweisbar®).

V. Bei nativem Fibrin sind in Ubereinstimmung mit den
Befunden anderer Autoren konzentrierte Salzlosungen wirksamer
als nichtkonzentrierte.

VI. Im Gegensatz zu den Befunden anderer Autoren konnte
sowohl bei nativem als bei Plasmafibrin die Fibrinolyse in- einer
viel kiirzeren Zeit beobachtet werden.

*) Es wurde neben pleuritischem Exsudat auch tuberkuldee Ascites-
flissigkeit verwendet.
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VII. Es ist ein Unterschied im Verhalten der verschiedenen
Salzlgsungen bei der Autolyse des Fibrins, wobei aber die fibrino-
lytische Wirkung der verschiedenen Salze nicht parallel ist den
unléslichen Calciumverbindungen, die die Anionen dieser Salze
mit dem Calciumion eingehen.

VIII. Das Vorhandensein einer spezifischen fibrinolytischen
Substanz sowie eines die Fibrinolyse hemmenden Korpers 1i8t
mit Ricksicht auf die wichtige Rolle, die gerade das Fibrin bei
verschiedenen Entziindungen spielt, die Hoffnung begriindet er-
scheinen, mit Hilfe der genannten Korper die pathologischen Pro-
zesse in der einen oder anderen Richtung beeinflussen zu konnen.
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Die Verteilung der China-Alkaloide im Blute.!)

Von

Alfred Schnabel.

(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Basel.)

(Eingegangen am 18. September 1920.)
Mit 6 Abbildungen im Text.

Die Frage der Verteilung und des Schicksals der China-
alkaloide im Blute ist von mehreren Forschern studiert worden.
Die erzielten Ergebnisse waren nicht eindeutig, was hauptsich-
lich auf die Unzulinglichkeit der angewandten Untersuchungs-
methoden zuriickzufiithren ist. Angesichts der Kleinheit der
Alkaloidmengen, die bei derartigen Untersuchungen unter den
fir den menschlichen und tierischen Organismus in Betracht
kommenden Verhiltnissen -zu bestimmen sind, kann es nicht
wundernehmen, daB die gewichtsanalytischen Methoden nicht
vollkommen zufriedenstellende Resultate ergeben haben.

Giemsa und Schaumann, die sich wit dieser Frage zuerst beschif-
tigten, fanden bei peroraler Zufubr des Chinins beim Hunde, daB das Alka-

loid woh! im Serum, nicht aber in den roten Blutkérperchen zu finden sei,
und zwar betrug die Konzentration nach ihrer Berechnung 1 : 2 000 000.

Nocht, der den Chiningehalt indirekt durch die hémolytische Wirkung

dieses Alkaloids menschlichen Erythrocyten gegeniiber bestimmte, konnte
auf diese Weise feststellen, daB der griBere Teil des Chinins durch die Ery-
throcyten gebunden wird. Die Ergebnisse neuerer Untersuchungen besti-
tigen diesen letzteren Befund. :

Besonders waren es die sogenannten biologischen Bestimmungs-
verfahren, die ohne Zweifel ergeben haben, daB die Chinaalkaloide von den
Erythrocyten gebunden werden. Morgenroth bediente sich zu diesem
Zwecke zuerst der Fahigkeit des Chinins, dic Kaninchencornea aniisthetisch
machen zu kdnnen. Aus dem Umstande, daB eine Chininlésung in defibri-
niertem Blute nicht die rechnungsgemiB erwartete aniésthesierende Wirkung

1) Vortrag gehalten auf dem KongreB der Schweizerischen Natur-
forschenden Gesellschaft in Neuchatel, am 29. VIII. 1920.
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zeigte, durfte von diesem Autor der SchluB gezogen werden, daB das Alkaloid’
von den Erythrocyten gespeichert wird. Eine Bestiitigung dieses Befundes
konnte Morgenroth auch durch Heranziehung der wachstumshemmenden
Wirkung des Optochins Pneumokokken gegeniiber erbringen. Auch Halber-
kann hat neuerdings auf gewichtsanalytischem Wege feststellen konnen,
daB das Chinin, im Reagensglas zu defibriniertem Blut hinzugefiigt, bis zu
50% von den Erythrocyten gebunden wird. Schilling und Boecker
erhielten dhnliche Resultate mittels eines Verfahrens, bei dem die Grenz-
verdiinnung des Chinins festgestellt wird, die mit Kaliumjodmercurat
noch eine Opalescenz zeigt.

Diesen Ergebnissen neuerer Untersuchungen stehen nur vereinzelte
gegeniiber, die gegen die Speicherung der Chinaalkaloide in den Erythro-
cvten sprechen. So berichten Hartmann und Zila — allerdings nur auf
Grund einer einzigen Bestimmung —, daB ihr Befund nicht fiir eine Fixie-
rung des Chinins in den roten Blutkdérperchen spreche. Diese Autoren
bedienten sich eines eigens zu diesem Zwecke ausgearbeiteten Bestimmungs-
verfahrens, bei dem das Chinin durch Fluorescenz ermittelt wird.

Wihrend man bei Reagensglasversuchen die Alkaloidkonzentration
beliebig wihlen kann, so daB sie der Leistungsfiihigkeit der angewandten
Methode entspricht, entfillt dieser Vorteil zum groBen Teil bei Versuchen
im lebenden Organismus. Hier sind die zu bestimmenden Mengen nach
ibereinstimmenden Erfahrungen verschiedener Autoren so klein, da8 nur
sehr empfindliche Bestimmungsmethoden Aussicht auf Erfolg bieten
konnen. Die Ergebnisse der Bestimmungen sowohl im Vollblut als auch im
Serum der untersuchten Menschen und Tiere zeigen, daB schon kurz nach
der intraventsen Applikation dieser Substanzen nur ganz minimale Mengen
nachweisbar sind. So fanden Hartmann und Zila, da8 schon 5 Minuten
nach der intravenosen Injektion von Chinin 60—909, der injizierten Menge
aus dem Blute verschwunden sind. Boacker brachte Meerschweinchen
und Kaninchen Optochin intravenss bei und fand bei Kaninchen 10 Minuten
nach der Applikation nicht einmal eine Optochinkonzentration 1 : 300 000,
obzwar soviel von diesem Alkaloid eingespritzt wurde, daB eine Verdiinnung
1:6300 bis 1 : 8000 resultieren sollte; beim Meerschweinchen fand er nach
30 Minuten eine Konzentration iiber 1 : 300 000. Auch Moore erhielt nach
Injektion von 0,02 —0,075 g Optochin pro kg Korpergewicht beim Kaninchen
nach 5 Minuten nur noch Konzentrationen bis 1: 500 000.

Es ist aus diesen Resultaten zu ersehen, daB systematische
Untersuchungen dieser Art nur mit einem Verfahren ausgefiihrt
werden konnen, dessen Leistungsfihigkeit iiber die erwéhnten
Verdinnungen hinausgeht. Eine solche Methode stand mir zur
Verfiigung. ’

In einer frither erschienenen Arbeit!) wurde von mir ein Ver-
fahren beschrieben, welches gestattet, relativ sehr diinne Losungen

1) Diese Zeitschr. 108, H. 4/6.
Biochemische Zeitschritt Band 112 8
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von Optochin qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Das
Verfahren beruht auf zwei biologischen Erscheinungen, und zwar
auf der Fihigkeit der -Pneumokokken, Methylenblau zu einer
farblosen Verbindung zu reduzieren, und auf der Eigenschaft
des Optochins, auch in sehr schwachen Losungen dieses Reduktions-
vermégen aufzuheben oder zu verzogern. Auf diese Weise war
es moglich, millionenfache Optochinverdiinnungen quantitativ-
und hundertmillionenfache und unter Umsténden auch milliarden-
fache qualitativ zu bestimmen. Mit diesem Verfahren wurden
nun eine Reihe von Tierexperimenten an Meerschweinchen und
Kaninchen und Reagensglasversuche mit dem Blute von Menschen
und Tieren ausgefithrt. Die Tierexperimente ergaben iiberra~
schende Resultate, vielleicht dank dem Umstande, dafl die Be-
stimmung des Optochins nur im Serum erfolgte.

Aus #uBeren Grinden kam nur das Blutserum und nicht
das Vollblut fiir die Ermittlung des Optochingehaltes in Betracht.
Versuche, dieses Alkaloid auch im Vollblut zu bestimmen, waren
nicht erfolgreich, da der Farbton des Methylenblaus durch den
Blutfarbstoff stark beeintrichtigt wurde und weil es sich nicht
um eine wirkliche Lésung, sondern um eine Speicherung des
Optochins in den Erythrocyten handelt.

iVers uch 1: Ein unbehandeltes Meerschweinchen von 470 g Karper-
gewicht bekommt nach Freilegung der Vena jugularis interna 2 ccm einer
1promill. Lésung von Optochinum hydrochloricum in physiologischer
Kochsalzlésung intravends eingespritzt. In Abstéinden von 7, 33, 60 und
90 Minuten werden durch Herzpunktion jedesmal ca. 2 ccm Blut gewonnen.
. verd Ein Teil desselben wird sofort abzentrifugiert, der andere
4:250,700%  zuerst defibriniert und dann zentrifugiert. Das Serum der
verschiedenen Blutproben wird auf den Gehalt an Optochin
untersucht.

Die beigefiigte Kurve (Abb. 1) bringt die jedes-
mal gefundenen Werte zur Anschauung. Auf der
Abszisse des Systems sind die

7:80} Zeiten, auf der Ordi-
r40k- nate die Verdiinnun-
1:20} - === =m==pm-smme == > =~ 0% &en, in denen die
[ ;
0T 35° 60’ 90’  Serumproben hem-
Abb. L

men bzw. hemmen
sollen, eingetragen. Berechnet man diehypothetische Blutmenge mit
1/,s des Korpergewichtes, also mit ca. 30 ccm, dann sollte die Konzen-
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tration des Optochins nach der Injektion einer 1 promill. Lsung bei
gleichmiBiger Verteilung im Blute 1 : 16 000 betragen. Wahrend
aber eine gleichzeitig untersuchte Kontrollosung des Optochins
1:16000 noch 250 mal verdiinnt die Reduktion hemmt, vermag die
nach 7 Minuten erhaltene Serumprobe nur in einer 40fachen Ver-
diinnung zu hemmen, obzwar die angenommene Optochinkonzen-
trationimBlute ebenfallsin einer 250 fachenVerdiinnung noch wirken
sollte. Es sind also hach 7 Minuten nur ca. 6,259, der injizierten
Optouchinmenge im Serum nachweisbar. Dagegen hemmt die nach
33 Minuten gewonnene Serumprobe auch in einer zweimal schwi-
cheren Konzentration (1 : 80) als die nach 7 Minuten; es waren
also zu dieser Zeit ca. 12,59, vom Alkaloid im Blutserum vor-
handen, Dieser Anstieg trigt nicht etwa die Merkmale des Zn-
falligen; wie aus weiteren Versuchen zu sehen sein wird, tritt er
regelméBig und zwar vielfach noch deutlicher auf. Nach 60 Mi-
nuten sind nur 39, des Alkaloids im Serum nachweisbar und nach
90 Minuten nichts mehr, wenn die Bestimmung bei 37°C aus-
gefiihrt wurde. Bei Zimmertemperatur (20° C) war auch nach
dieser Zeit das Optochin qualitativ zu finden. Die gestrichelte
Kurve entspricht der Alkaloidbestimmung nach vorherigem
Defibrinieren und weist leichterh6hte Werte auf. Letztere Erschei-
nung, die bereits Halberkann gesehen hat, hingt anscheinend
mit der Speicherung des Optochins in den Erythrocyten und der
geringen Abgabe des Alkaloids beim Schiitteln zusammen, worauf
noch weiter unten eingegangen werden wird.

Versuch 2: Ein ebenfalls
unbehandeltes  Meerschwein- :250
chen von 440 g Korpergewicht
erhilt auf gleiche Art 1,56 ccm
einer 1,6 pro mill. Optochin-
lésung intravends eingepritzt.

Die hypothetische Blutmenge
betriigt ca. 30 ccm, die resul-
tierende Verdiinnung 1:31500. 780
Die nach 5, 20, 55 und 80 Minu- )|
ten durch Herzpunktion erhal- 4.29 '
tenen Blutproben zeigen einen o5
Optochingehalt laut beigege-

bener Kurve (Abb. 2).

Eine Optochinlésung 1: 31 500, also von gleicher Konzen-
tration wie die nach der Injektion resultierende, hemmt noch,

8*

Abb. 2,
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wenn man sie 250fach verdinnt. Nach 5 Minuten enthilt das
Blutserum nur soviel Optochin, daB es bloB in einer 40fachen
Verdiinnung zu hemmen imstande ist, also ca. 6,259, nach
20 Minuten 12,5%,, nach 55 Minuten 39, und nach 80 Minuten
ist nur bei Zimmertemperatur das Optochin qualitativ nachweis-
bar. Auch zeigt das durch vorheriges Defibrinieren erhaltene
Serum einen etwas erhéhten Optochinspiegel. Die Kurve bietet
eine deutliche Ahnlichkeit mit Abb.1, was*auf die wenig ver-
schiedenen Kérpergewichte und die relativ fast gleiche injizierte
Optochinmenge zuriickzufithren ist. Auch hier der deutliche An-
stieg nach vorausgegangenem Abfall.

Der folgende Versuch zeigt noch deutlicher die allmihliche
Zunahme des Optochingehaltes im Serum nach dem anfinglichen
Sinken.

Versuch 3: Einem unbehandelten Meerschweinchen von 380 g
Korpergewicht werden 2 cem einer Optochinlésung 1: 500 intravende einge-
spritzt. Bei einer hypothetischen Blutmenge von 26 ccm betriigt die resul-
tierende Verdiinnung 1:7000. Herzpunktionen werden nach 5, 15, 30 und
45 Minuten ausgefiihrt, die jedesmal 1 ccm betragende Blutprobe stehen-
gelassen, nach der Gerinnung der Blutkuchen entfernt und das klar zentri-
fugierte Serum untersucht. Eine der urspriinglichen Optochinkonzen-

tration im Meerschweinchenblute entsprechende Lésung

1V1e;'z%’ 09, 137000 hemmt noch 1120 mal verdiinnt. Die nach 5 Minu-
N ten - entnommene Blutprobe zeigt einen Optochingéhalt

von 3,5%. Nach 15 Minuten steigt der Optochingehalt

auf 79, und nach 30 Minuten auf 149,. Nach 45 Minuten
sind kaum 29 nachweisbar. Die dazugehorige Kurve
(Abb. 3) zeigt also ebenfalls

einen Anstieg, der aber gegen-

(LY i pai (4% iiber den ersten zwei noch klarer
! zutage tritt, und zwar wegen
des allmdhlichen Ansteigens,

180 --F-""-=5 % zuerst nach 15 Minuten
740 5% E auf das Doppelte und
7:20f -——+———-—- K SRR 2% nach 30 Minuten aufs
G 5’, 7"5, 3‘0, 75’ Vierfache der zuerst
Abb. 8. ermittelten Optochin.

menge.

Nun seien zwei analoge Versuche bei Kaninchen angefiihrt.
Versuch 4: Ein unbehandeltes Tier von 1070 g Kérpergewiocht be-
kommt 6 ccm einer Optochinlésung 1 : 500 in eine Ohrvene eingespritzt.

Da die hypothetisch berechnete Blutmenge ca. 70 ccm betriigt, so resultiert
eine Alkaloidverdiinnung von 1 : 6000. Aus der Ohrvene des unbehandelten
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Ohres werden in Abstinden von 5, 10, 40, 50 und 60 Minuten nach der
Injektion Blutproben entnommen.’ Die durch Gerinnen gewonnenen Sera
enthalten Optochinmengen, die in der Kurve (Abb. 4) veranschaulicht sind.
Eine gleichzeitig untersuchte Optochinlésung 1 : 6000 hemmt die Entfir-
bung des Methylenblaus durch Pneumokokken noch in einer weiteren Ver-
dinnung 1 : 1300, die nach 5 Minuten entnommene Blutprobe iibt jedoch
nur in einer 40fachen Verdiinnung eine Wirkung aus, sie enthilt also nur
ca. 39 der urspriinglichen Optochinmenge. Schon nach 10 Minuten enthiilt
das untersuchte Serum .55, .50
ein 4mal groBeres Opto- T
chinquantum, also ca.
12%,; nach 40 Minuten
sind es nur 3%, nach
50 Minuten 69, und nach
60 Minuten wieder 39%,.
Der hier zutage 77
tretende zweite Anstieg
tritt zwar nicht regel-
miBig auf, wurde jedoch 7:80
nicht selten beobachtet.
Versuch 5: Einem
Kaninchen von 1100 g
Korpergewicht ~ werden ' Abb. 4,
6 ccm einer Optochin-
lésung 1 : 500 intravends eingespritzt. Die nach der Injektion resultierende
Verdiinnung im Blute — die Blutmenge !/,; des Korpergewichtes, d. h.
ca. 75 ccm gleichgesetzt — betriigt ca. 1:7000. Die Blutentnahme aus
der Ohrvene erfolgt nach 5, 10, 40, 65, 90 und 120 Minuten. Nach der Ge-
rinnung wird das Serum jeweils abzentrifugiert und untersucht. Die nach
§ Minuten gewonnene Blutprobe hemmt nur in einer 20fachen Verdiinnung,
wihrend die angenommene Optochinkonzentration 1:7000 in einem
Kontrollversuch noch 1500fach verdiinnt, also in einer Konzentration
1:10500 000, die Reduktion deutlich verzogert; es sind also im Serum
nach 5 Minuten nur 1,339, des eingefithrten Optochins enthalten. Nach
10 Minuten findet sich 4mal soviel, also 5,329, nach 40 Minuten 2,669,
nach 66 Minuten 1,33%,, nach 90 Minuten ebensoviel und nach 2 Stunden ist
kein Optochin mehr nachweisbar (Abb. 5).

Die mitgeteilten Versuche, die nur einen Teil der von mir
ausgefiihrten darstellen, zeigen, daB der Optochinspiegel im Blut-
serum einen merkwiirdigen Verlauf nimmt: kurz nach der In-
jektion fillt der Optochingehalt im Serum steil ab, steigt dann
deutlich an und fillt dann wieder bis zum Nullpunkt. Da die von
anderen Autoren (Hartmann und Zila) im Vollblut der unter-
suchten Tiere ermittelten Alkaloidmengen diesen sonderbaren
Verlauf vermissen lieBen, lag es nahe, diese auffallende Erschei-

7:40
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nung im Blutserum auf das besondere Verteilungsverhiltnis des
Optochins zwischen Erythrocyten und Serum zurtickzufiibren.
Tatsichlich ergaben Reagensglasversuche, die sich auf die Ver-
Verd, teilung des Optochins zwischen Erythrocyten and
7:15001700%  Blutserum bezogen, eine Erklarung fir die tierexperi-
1 mentellen Ergebnisse. ‘

Versuch 6: 8 Rohrchen mit je 1,4 ccm defibriniertem
Menschenblut werden mit je 0,1 ccm einer Optochinlésung
1: 500 gemischt und in die Brutkammer bei 37° C gestellt.
Die resultierende Optochinverdiinnung betrigt mindestens
1:22 500. Nach 2, 5, 15, 30, 45 und 60 Minuten wird je ein
Rohrchen zentrifugiert und das klare Serum auf seinen

Optochingehalt untersucht. Eine frisch
L0.32%

7:80 |1 hergestellte Optochinlésung 1 : 22 500 wirkt
. 66% o reduktion.s-
Ty 133% hemmend
T 0% »
VI e 65 R o °0ch wemn
Abb. 5. t sienoch 160-

fach ver-

diinnt wird ; die 2 Minuten bei 37 °C gestandene Blutprobe hemmt nur in einer
89fachenVerdiinnung, sie zeigt also einen Optochingehalt im abzentrifugierten
Serum, der nur halb so groB ist wie der erwartete. Dabei ist zu beriicksich-
tigen, daB die erwartete Optochinkonzentration noch héher sein miiBte,
da das tatsichliche Losungsmittelvolumen in jedem Réhrchen nicht 1,4 ccm

Verd.

760

) S ———
3
L

gz % g0’ ¥5' 60’

Abb. 6.
betrigt, sondern weniger, entsprechend der durch das Erythrocytenvolumen
bedingten Differenz. Nach 5, 15 und 30 Minuten verbleibt der Optochinspiegel
auf gleicher Hohe, betriigt also nur ca. 509, des erwarteten, wie die Unter-
suchung der einzelnen Blutproben nach diesen Zeiten ergibt; nach 46 Minuten
und noch mehr nach 60 Minuten steigt der Optochingehalt deutlich an (Abb. 6).
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Ahnliche Resultate ergaben Versuche mit dem defibrinierten
Blute von Kaninchen, Meerschweinchen und Hammeln.

Die Abnahme des Alkaloidgehaltes im Blutserum in Gegen-
wart von Erythrocyten ist eine, wie bereits erwihnt, von ver-
schiedenen Autoren schon beobachtete, auf physikalische oder
chemische Vorgénge zuriickgefiihrte Erscheinung und beruht auf
einer Aufnahme des Alkaloids durch die roten Blutkérperchen.
Nach meinen Beobachtungen handelt es sich dabei wahrscheinlich
um den physikalischen Vorgang der Adsorption von Optochin
durch die Erythrocyten. Dafiir spricht der Umstand, daB auch
chemisch ganz indifferente Substanzen, wie Tierkohle, das Opto-
chin zu adsorbieren vermogen, nicht zuletzt aber die hier mit-
geteilte Beobachtung des Ansteigens des Optochinspiegels
im Reagensglas. Die letzterwihnte Erscheinung kann nur
durch die Abgabe des Alkaloids durch die Erythrocyten an die
Suspensionsfliissigkeit bedingt sein. Aus dem Umstande, daB
sowohl die Chinaalkaloide als auch Altsalvarsan von Tierkohle
adsorbiert werden, wéhrend die roten Blutkérperchen wohl
Optochin oder Chinin, nicht aber Altsalvarsan zu binden' ver-
mégen, den SchluB zu ziehen, daBl es sich bei der Bindung der
Alkaloide  um einen chemischen Vorgang handle (Schilling
und Boecker), kann nicht als vollkommen stichhaltig gelten.
In der Adsorptionslehre sind zahlreiche @hnliche Beispiele vor-
handen.

Bekanntlich entwickelt Morgeuroth auf Grundlage der
Erscheinung der Aufnahme vgn Chinin oder Optochin durch die
Erythrocyten, die er als eine durch chemische Affinititen be-
dingte ansieht, seine Theorie der Wirkung dieser Alkaloide bei
der Malaria. Ohne auf diese Theorie hier niher eingehen zu wollen.
méchte ich nur bemerken, daB die von diesem Autor als Trans-
gression bezeichnete, unter gewissen, nicht niher bekannten
Unistinden erfolgende Abgabe des Alkaloids durch die roten Blut-
korperchen, nach den hier mitgeteilten Beobachtungen sich als
Funktion der Adsorption und der Zeit erkliren laSt.

Auf die tierexperimentellen Ergebnisse bezogen, geben die
Reagensglasversuche eine teilweise Erkliarung fiir die Erscheinung,
daB der Optochinspiegel im Serum des untersuchten Tieres anfangs
stark sinkt, um dann anzusteigen und wieder zu fallen, verursacht
durch die Aufnahme des Alkaloids durch die roten Blut-
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korperchen,diedarauffolgendeAbgabeandieUmgebung
und schlieBlich durch die definitive Ausscheidung aus der Blutbahn.

Diese Spéicherung der Chinaalkaloide erfolgt jedoch nicht allein in
den Erythrocyten, sondern auch in den inneren Organen und Endothelien.
Von den inneren Organen ist es besonders die Leber, die nach Grosser
bis zu §5—779, des Chinins zu speichern oder zu zerlegen vermag. Dieser
Autor trieb bei geeigneter Versuchsanordnung eine Chininmischung durch
die vorher vollkommen blutfrei gemachte Leber einer Katze. Nach 2 Stun-
den fanden sich in der Spiilflissigkeit ca. 139, des Chinins, in der Leber
gegen 239, so daB 849, des verwendeten Alkaloids nicht wieder aufgefunden
werden konnten.

Die speichernde Wirkung der Endothelien kommt in Versuchen von
Plehn und Rona (zitiert bei Ziemann) zum Ausdruck. Diese Autoren
lieBen bei Versuchstieren nach Unterbindung und vollkommener Entblutung
der Arteria und Vena femoralis eine Chinin-Blut-Ringermischung ein-
stromen. Es zeigte sich, daB auch das periphere GefdBsystem und zwar
wahrscheinlich die Endothelauskleidung des Capillargebietes an der fast
sofortigen Bindung des direkt in die Blutbahn eingefithrten Chinins mit-
beteiligt ist. Es ist naheliegend anzunehmen, daB es auch hier zu einer
sekundidren Abgabe des Alkaloids an die Umgebung kommt.

DaB die Speicherung das wichtigste bei dem merkwiirdigen
Verlauf der Optochinkurve ist, bewiesen Versuche mit Substanzen,
die sich in physikalischer Beziehung anders verhalten als die
‘hinaalkaloide. Es sei hier auf die in der Literatur mitgeteilten
Ergebnisse tiber das Verhalten der Immunkérper verwiesen.
Ein von mir ausgefithrter diesbeziglicher Reagensglasversuch

veranschaulicht dies: Je 4,9 ccm defibriniertes Kaninchenblut

bzw. 0,85%, NaCl werden mit je 0,1 ccm Hammelblutamboceptor
gemischt. Das nach 5 Minuten abzentrifugierte Serum und die
Verdilnnung des Amboceptors in Kochsalzlosung werden auf ihre
himolytische Wirkung untersucht. Wihrend die Verdiinnung
des Amboceptors in der Kochsalzlésung einen hémolytischen
Titer 1 : 2000 anzeigt, lost das amboceptorhaltige Serum auch in
einer Verdiinnung 1 : 4000 Hammelerythrocyten auf. Es ist also
nicht wie beim Optochin eine Abnahme, sondern ein Anstieg
auf das Doppelte erfolgt. Diese Erscheinung liBt sich nur so
erkliren, daB hier die Adsorption des Amboceptors an die
Kaninchenblutkérperchen ausgeblieben ist. Der Anstieg rihrt
daher, daB, wie bereits frither erwiihnt, das tatsichliche Loésungs-
volumen nicht 4,9 ccm, sondern weniger betrigt.
Zusammenfassend 1Bt sich folgendes sagen: Der Optochin-
spiegel im Blutserum eines intravends gespritzten
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Tieres zeigt nach anfianglichem steilem Abfall einen
darauffolgenden deutlichen Anstieg und sinkt dann
allmghlich bis zum Nullpunkt. Eine Erkliarung fiir
diese Erscheinung geben Reagensglasversuche mit
Optochin einerseits und mit Substanzen, die sich in
physikalischer Beziehung anders verhalten, anderer-
seits. Die Speicherung des Optochins durch die Ery-
throcyten und andere Zellen und die nachfolgende
Abgabe des Alkaloids an die Umgebung besitzt dabei
eine ausschlaggebende Bedeutung.

Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse betreffen zwar nur
das Optochin, doch sprechen die Mitteilungen in der Literatur
und eigene Beobachtungen dafir, daB die gleichen Verhaltnisse
auch beim Chinin vorliegen. Es wird Gegenstand weiterer Ver-
suche sein, mit einem fiir das Chinin ausgearbeiteten stochio-
metrischen oder biologischen Verfahren eine Nachpriifung vor-
zunehmen und analoge Untersuchungen beim Menschen aus-

zufiihren.
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Zur Kenntnis der oligodynamischen Hiamolyse.

Von

W. Hausmann und W. Kerl.

(Aus dem med.-chem. Institute der Universitit und der Radiumstation
im allgemeinen Krankenhause in Wien.)

(Eingegangen am 18. September 1920.)

Die Beobachtungen iiber oligodynamische Giftwirkungen,
die auf den grundlegenden Untersuchungen von Naegeli beruhen,
haben neuerlich durch die Arbeiten von Spiro, Saxl, H. Pfeif-
fer, Baumgarten und Lerger, Dorr u. a. erh6htes Interesse
gewonnen. Es sei deshalb auf eine handliche Methode fiir oligo-
dynamische Untersuchungen hingewiesen, die der eine von uns
schon gelegentlich erwihnt hat1).

Bei Bestrahlung von Blutkorperchenagarplatten mittels
metallischer Radiumtrager konnte beobachtet werden, daB schon
das Metall der Radiumtriger an sich ohne Mitwirkung des Ra-
diums bei direkter Berithrung mit dem Blutagar Hamolyse hervor-
rufen kann. Daraufhin unternommene Versuche ergaben, da beim
Eintragen einiger Metalle in noch nicht erstarrte Erythrocyten-
agarplatten nach verschieden langer Zeit himolytische Hofe um
diese Substanzen entstanden. Unabhingig hiervon ist diese Be-
obachtung seither auch von R. Dorr gemacht worden2).

Wir haben uns in der Regel folgender Versuchsanordnung bedient:
8,5 com 1 proz. Kochsalzlosung wurden in einem Kélbchen mit 3 Pipetten-
tropfen einer Emulsion gewaschener Erythrocyten versetzt, die in ihrer
Konzentration etwa der des defibrinierten Blutes entsprach. Diese Auf-
schwemmung wurde mit 8,56 ccm verfliissigten, entsprechend abgekiihlten
2 proz. Kochsalzagars gemischt und in Petrischalen von etwa 9 cm Durch-
messer gegossen. Vor dem Erstarren wurden nun die pulverisierten Metalle
in kleinen Héufohen in den Agar eingetragen oder kleine Metallbleche in

1) W. Haus mann, Uber Strahlenhémolyse ,,Strahlentherapie* 9, 80.
1919, Anmerkung. :
%) Diese Zeitschrift 107, 217. 1920.
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den Agar versenkt. Die Agarplatten wurden nach dem Beschicken mit dem
Metall bei Zimmertemperatur stehengelassen. Steriles Arbeiten ist erforder-
lich. Die Beobachtung muB nétigenfalls iiber einige Tage ausgedehnt
werden. Als Agarsuspension kam die von Hausmann bei Bestrahlungs-
versuchen beniitzte 2 proz. Aufschwemmung in 1 proz. Kochsalzlésung,
nicht in Fleischwasser gekochter Agar zur Verwendung. Dieser
Kochsalzagar ist nahezu farblos und ein schlechter Nihrboden fiir ver-
unreinigende Bakterien!).

Wir konnten feststellen, da u. a. beim Eintragen von
Silber, Kadmium, Kupfer, Magnesium, Nickel, Blei,
Zinnund Zin k nach mehr oder minder langer Zeit komplett himo-
lytische Héfe um die Metalle in den Blutagarplatten entstehen.

Besonders rasch traten diese Aufbellungen bei Silber, Kupfer
und Magnesium auf. Von Interesse war es, daB um einen fiir diese
Versuche verwendeten Glasstaub komplett hiamolytische Hofe
in den Platten entstanden. Offenbar hat es sich hier um Alkali-
wirkung gehandelt. Auffallend war ferner die Hofbildung um ein
fir Réntgenzwecke bestimmtes Bariumsulfatpriparat, sowie in
einem anderen Versuche die Bildung mehrerer konzentrischer
Hiofe um ein in die Blutplatte versenktes Bleistiickchen. Nach
einigen Tagen trat um das Bleistiickchen selbst ein schmaler
komplett himolytischer Hof auf. Auf diesen folgte ein Hof nicht
himolytischer Erythrocyten, an den wieder eine ziemlich stark
aufgehellte Zone grenzte.

In allen Versuchen wurden Erythrocyten vom Menschen
verwendet.

Da uns das Problem der oligodynamischen Hémolyse derzeit
nicht weiter beschiftigt, hielten wir es fiir gerechtfertigt, diesen
methodischen Hinweis mitzuteilen.

1) Wien. klin. Wochenschr. 1916, Nr. 40.



Uber biologische Beeinflussung der Haut durch carcinom-
begiinstizende Agentien (wie Tabaksalt, Teer, Ru8).

Von
Emnst Freund und Gisa Kaminer.

(Aus der Station fiir Geschwulstkrankheiten an der Krankenanstalt Rudolf-
stiftung Wien.)

(Eingegangen am 18. September 1920.)

Seit langer Zeit ist das Interesse der Carcinomforschung
durch den EinfluB in Anspruch genommen worden, den chronische
Reizung durch Tabak, RuBl, Teer usw. auf das Entstehen von
Hautgeschwiiren ausiibt.

Schon Pencivall Poll beschreibt 1775 in England bei Schornstein-
fegern eine krebsige Affektion des Scrotums, die bis dahin als syphilitisch
angesehen wurde. Spiiter beschrieben dhnliche Affektionen W. Simons,
H. Earle. — Ciisling beobachtete eine krebsige Affektion am Handriicken
eines Girtners, der RuB mittels des Handriickens auf Pflanzen streute.
Fiitterer hat 47 dhnliche Affektionen aus der englischen und amerikanischen
Literatur. zusammengestellt. In Frankreich wurde der RuBkrebs selten
beobachtet. Bayle und Cayol beschreiben in ihrer Zusammenstellung
nichts von dergleichen Affektionen. Andere franzisische Forscher wie
Stelle, Alibert, Jenine beschreiben ihn als RuBkrebsthracine. In
Deutschland wurde der RuBkrebs von Ma yer, Mickin, Kohler beschrie-
ben. Spiter wurden als gleiche Ursachen des Krebses Teer und Paraffin
angegeben, zuerst von englischen, dann spiter von den deutschen Forschern
Volkmann, Heinrich, Tillmann und Schuchardt. Die Unter-
suchungen von Tillmann, Schuchardt, Liebe zeigten, daB es sich dabei
um ein echtes Epithelcarcinom handle. Eine éhnliche Rolle wie Ru8 und
Teer beim Hodenkrebs spielt Tabak beim Lippenkrebs, und auch hier
sind es offenbar Destillationsprodukte, die schiddigen. Soemmering
hat darauf hingewiesen, daB nicht der Rauch, sondern der Tabaksaft
und die Tabakbeize die ursichlichen Momente dieser Erkrankung sein
diirften. In Krain, wo kurze Kupferpfeifen zur Verwendung kommen
und die Beize besonders stark auf die Lippenschleimhaut einwirkt, ist der
Krebs sehr hiufig, wihrend bei Tabakrauchern und im Orient, wo Tabak
in der Naturform geraucht wird, wie Melzer gezeigt hat, diese Affektion
héchst selten vorkommt.
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In einer ganzen Anzahl von Beobachtungen ist auch statistisch das
gehdufte Vorkommen der Carcinomerkrankungen bei den entsprechenden
Berufskrankheiten hervorgehoben worden. Es scheint uns unnétig, auf
diese statistischen Angaben*) niher einzugehen und zwar aus folgendem
Grunde:

So imponierend auch die Anzahl carcinomatéser Erkran-
kungen z. B. bei Paraffinarbeitern, Tabakrauchern, Rontgen-
beschaftigten, Schornsteinfegern usw. ist, so darf eine kritische
Beobachtung nicht achtlos daran voriibergehen, da den positiven
Fillen doch eine kolossale Majoritit jener Individuen gegen-
ibersteht die den gleichen Traumen ausgesetzt waren, ohne da8
sie erkrankten (Raucher, Graviditit usw.).

TUnd selbst die Forscher, die dem Paraffin und Anilin z. B. eine schi-
digende Wirkung zuschreiben, stimmen darin iiberein, daB der Disposition
ein groBer EinfluB zugestanden werden muB, da manche Arbeiter sofort
erkranken, andere wieder dauernd verschont bleiben.

Es wiirde allerdings wicder zu weitgchend sein, wenn man den Ein-
fluB solcher Traumen als irrelevant hinstellen wollte. Etwas mufl die
Bevorzugung dieser Traumen doch zu bedeuten haben und es scheint uns
die richtige Mitte in dieser Beziehung zu sein, wenn man annimmt, daB diese
Traumen nach jener Richtung wirken, nach welcher der zum Carcinom
disponierte Organismus eine Schwiche zeigt. Es wird sich daher die im
Anfang gerichtete Frage dahin zuspitzen, einerseits die disponierende
Substanz im Organismus zu charakterisieren, andererseits das Tertium
comparationis jener Ahnlichkeiten festzustellen, welche solche Substanzen
mit den in Frage stehenden Traumen gemeinsam haben. Existieren doch
auch sonst eine Keihe von Momenten, die zur Annahme einer Disposition
fiir Carcinomerkrankungen nétigen. Vor allem das Moment, daB ein Zuriick-
bleiben von Carcinomresten bei Exstirpation so rasch zu Rezidiven fiihrt.
wihrend andererseits die Ubertragung von Carcinomen auf Operateure
oder Wiirterinnen gar nicht bekannt ist. Die Fille, die als Beispiele von
Ubertragung augefiihrt werden, sind so s pirlich (bei Ebepaaren in Car-
cinomhdusern usw.), daB sie nur als Ausnahmen angesehen werden konnen.

Ein weiteres Moment hierfiir sind jene Fille, wo Metastasen nicht nach
jener Zeit sich entwickeln, wo Rezidiven zuriickgelassener Keime zu erwarten
wiren, sondern jahrelang spiter, wo also, gleichviel ob man annimmt,
daB doch Keime noch vorhanden waren oder Neuinfektion erfolgt ist,
eine Mitwirkung des Organismus angenommen werden muf, sei es, da
derselbe die Entwicklung lange Zeit beeintriichtigt oder schlieBlich wieder
gefordert hat.

Hierher gehéren auch die Beobachtungen beim Impfcarcinom an
Tieren, wo nicht nur die Tierspezifitit von Ausschlag ist, sondern auch bei

*) Siehe beziiglich dieser Literatur: Wolff, Die Lehre von der Krebs-
krankheit.



126 E. Freund und G. Kaminer:

verschiedenen Individuen einer Tierspezies eine verschiedene Empfing-
lichkeit gegeniiber Carcinom zu beobachten ist. ‘

Die vorerwihnte Fragestellung konnte fiir den ersten Moment als eine
zwecklose Frageverschiebung erscheinen, da die Fragestellung disponierender
Momente fiir Carcinom wohl nicht leichter zu sein scheint, als die der
carcinomveranlassender. Steht doch zur Entecheidung einer solchen Frage
nur das Tier-Impfexperiment zur Verfiigung und hat doch eine jahrzehnte-
lange Forschung dieser Richtung negative Erfolge zur Feststellung
disponierender Momente gezeitigt. Dennoch haben alle diese Experimente
eines gelehrt. Es kann dasselbe Krebsgewebe, daB bei einem Individuurn
zur Impfneubildung fiihrt, bei einem anderen in wenigen Tagen im Or-
ganismus verschwunden sein, sozusagen in den Siften gelost worden sein.

Diese letzte Beobachtung, die man insbesondere bei Ubertragung von
Hundecarcinom auf Hunde in sehr markanter Weise studieren kann, hat
uns vor Jahren schon einen Weg gewiesen, auf dem man carcinombegiinsti-
gende oder -hemmende Verhiltnisse studieren kayn. Wir sind dabei von
dem Bestreben ausgegangen, vor allem nachzusehen, wie sich denn Serum
carcinomatiser und carcinomfreier Individuen gegeniiber Carcinomzellen
verhidlt. Wenn iiberimpftes Carcinomgewebe im gesunden Gewebe auf-
gelost wird, dann konnte sich ja dieser Vorgang vielleicht auch extra Corpus
nachweisen lassen.

Wir haben uns daher durch Auspressen von Carcinomgewebe, Auf-
schwemmungen von Carcinomzellen bereitet und dieso der Einwirkung
sowohl von Normalserum wie Serum von Carcinomatdsen bei 40° C unter
antiseptischen Kautelen ausgesetzt!).

Die moglichst wenig zerfallenen oder verfetteten Teile vem Carcinom
(Sektionsmaterial ist vorzuziehen) werden grob zerkleinert und nach und
nach mit der zehnfachen Menge einer Losung von 0,8 proz. Kochsalzlésung
mit 1 proz. saurem phosphorsauren Natron durch ein grobmaschiges Tuch
oder eine mehrfache Lage von Gaze unter leichtem Quetschen durchgepreft.
Die hierbei durch das Tuch tretende triibe Fliissigkeit enthilt das ganze
Zellmaterial. Man kann diese Zellen durch mehrstiindiges Absetzen oder vor-
sichtiges Zentrifugieren und mehrfaches Waschen mit der gleichen Losung
gewinnen und bei ca. 0° C lingere Zeit aufheben und fiir Zellversuche ver-
wenden. Bei Zusatz von Fluornatriumlosungen bis zum Gehalt von 19
Fluornatrium ist darauf zu sehen, daB das Fluornatrium die saure Lisung
nicht alkalisch mache.

Es hat sich dabei ein kardinaler Unterschied insofern ergeben, als
Normalserum die Carcinomzellen groBtenteils 156t resp. zerstért, wihrend
Serum von Carcinomatésen die Carcinomzellen fast gar nicht 1ost.

Dieser Grundversuch hat nicht nur die Moglichkeit zu einer diagnosti-
schen Verwertung geboten, sondern er ist ein einfacher Weg geworden,
die verschiedensten Einfliisse in bezug auf Carcinom wenigstens dahin za
priifen, ob sie die Carcinomzelle giinstig oder ungiinstig beeinflussen. Der
wichtigste Einwand, den man gegen diesen Weg erheben kinnte, nimlich
der, daB das Verhalten der vielleicht iiberlebenden aber doch nicht lebenden
Zellen keine Berechtigung zu Schliissen iiber Carcinomkrankheit geben,
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ist durch Versuche von Hirschfeld behoben worden. Hirschfeld?) hat
auf Grund unserer Versuche an Tieren Impfungen versucht, nachdem er
einen Teil der Carcinomimpfmassen in Normalserum, den anderen in
Carcinomserum belassen hatte und konnte eine bedeutende Schidigung
der Impferfolge bei den in Normalserum getrinkten Carcinomstiickchen
konstatieren. Es sind demnach die Resultate der Zellpriifung
auch biologisch verwertbar.

Von diesem Standpunkt aus erschien es dann gerechtfertigt, die auf-
gestellte Frage auf diesem Wege zu priifen resp. nachzusehen, ob die an-
gefragten Schidigungen einen derartigen EinfluB auf die Carcinomzelle
konstatieren lassen, daB sie als disponierendes Agens gelten konnen. Gerade
in bezug auf die disponierenden Momente haben ja unsere frithcren Unter-
suchungen eine Reihe aufklirender Tatsachen uns erkennen lassen. Vor
allem hat es sich gezeigt, daB der Unterschied zwischen Normalserum
und Serum Carcinomatiser nicht nur in dem Lidsungsvermogen besteht,
das das Normalserum besitzt, wihrend es dem Carcinomserum abgeht,
sondern daB das Carcinomserum nebst diesem Mangel durch den Besitz
einer spezifischen Substanz ausgezeichnet ist, die die normale Losungs-
sabstanz zu neutralisieren, resp. in ihrer Wirkung zu vernichten imstande
ist (S8chutzvermdgen fiir Carcinomzellen).

Denn wilrend Normalserum auf die Hilfte mit NaCl-Loeung ver-
diinnt, noch Lésungsvermigen fiir Carcinomzellen besitzt, erlischt das-
selbe, wenn man Normalserum statt mit NaCl-Losung mit Carcinomserum
vermischt. Es hat sich auch gezeigt, daB das Carcinomserum die Fahigkeit
hat, die Carcinomzellen gegeniiber der Zerstérungsfihigkeit durch Normal-
serum zu schiitzen. BeliBt man Carcinomzellen im Carcinomserum, so
bediirfen sie dann einer weit groBeren Menge Serum als vorher, um gelost
.2u werden. Andererseits kann durch ein UbermaB von Carcinomzellen’
gegeniiber Normalserum diesem letzteren sein Zerstdrungsvermigen génz-
lich entzogen werden.

Es besteht also ein Kampf zwischen dem Losungsvermogen des Normal-
serums und dem dieses vernichtenden resp. neutralisierenden Vermdgen
der Carcinomzellen, so daB der Endeffekt der Vermischung ganz von den
zur Verwendung gelangenden Mengen abhiingig ist. Die Verhiltnisse dieser
Experimente geben darin auch ein Bild der Verhiltnisse, wie sie sich im
Organismus abspielen miissen und die zur Erklirung jener Beobach-
tungen herangezogen werden kénnen, wo Impfungen bei gleicher Tier-
spezies ‘verschiedene Resultate geben, resp. die Entwicklung ungleich
verlduft.

Es hat sich aber auch weiter nachweisen lassen, daB jedes Organ-
gewebe eines Gesunden resp. nicht an Carcinom Erkrankten in seinen
Zellen — abgesehen vom Serumgehalt — ein Zerstérungsvermogen fiir
Carcinomzellen besitzt, denn NaCl-Extrakte resp. Atherextrakte des Ge-
webes vermochten bei Vermischung mit Carcinomzellen dieselbe zu zer-
stéren. Im Gegensatze hierzu zeigten die Ausziige von Organen, in denen
Carcinome sich entwickelt hatten, nicht nur einen Mangel dieser Zerstérungs-
fahigkeit, sondern sogar das Vermogen, die Zerstérungsfahigkeit der nor-
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malen Gewebe resp. des Normalserums gegeniiber Carcinomzellen zu
paralysieren.

Gerade der Nachweis dieses auffallenden Gegensatzes in der Beschaffen-
heit der Gewebe Gesunder gegeniiber Carcinomatésen hat uns Veranlassung
gegeben, jene Organstellen auf ihr Verhalten gegeniiber Carcinomzellen
zu untersuchen, die seit jeher als Pridilektionsstellen fiir Carcinome gelten,
wie chron. Ulcus ventriculi, Ulcus-cruris-Stellen usw., um daraus zu ersehen,
ob die gefundenen Verinderungen beim Organ des Carcinomatdsen als Folge-
erscheinung angesehen werden darf, oder etwas ist, was der Carcinom-
entwicklung vorhergeht. .

Die Untersuchungen?®) haben ergeben, daB solche Pridilektionsstellen
kein Zerstorungsvermogen fiir Carcinomzellen zeigen; es war damit ein-
wandfrei nachgewiesen, daB wenigstens eine Verinderung — némlich
der Verlsut der carcinomzellzerstorenden Fihigkeit als eine dispositionelle,
d. h. der Carcinombildung vorangehende — sie begiinstizende — zu be-
trachten ist. Ein weiterer Nachweis fiir die Auffassung dieser Anderung
als dispositioneller lieB sich noch auf einem anderen Gebiete der Pathologie
erbringen.

Bekanntlich hat sich insbesondere bei Personen, die mit Réntgen-
arbeiten lingere Zeit beschiiftigt waren, auffallend hdufig und in relativ
jungem Alter Carcinomentwicklung an den Hinden gezeigt, so daB die
Ansicht nicht von der Hand zu weisen ist, daB Rontgenbestrahlungsschidi-
gungen eine lokale Disposition fiir Carcinom erzeugen.

Wir konnten nun in einer fritheren Arbeit!) nachweisen, daB durch
allerdings toxische Rontgenbestrahlung das Zerstérungsvermégen normaler
Hautstiickchen gegeniiber Carcinomzellen verloren geht, was um so auf-
fallender war, als durch selbst intensive Radiumbestrahlung ein gleicher
Effekt nicht erzielbar war. Ganz abgesehen von der pathognostischen
Verwertbarkeit dieser Erkenntnisse hat die Ubereinstimmung der durch
die cytologische Reaktion nachweisbaren Ergebnisse mit den pathologischen
Erscheinungen sicherlich erkennen lassen, daB die cytologische Priifung
fiir uns eine Methode ist, die zur Losung von Fragen iiber disponierende
Momente fiir Carcinom sehr geeignet ist. Wir haben daher diesen Weg
auch betreten, um in der vorliegenden Frage iiber den EinfluB von Teer,
Tabak, Paraffin usw. Aufklirung zu gewinnen. Wir geben im nachfolgenden
mit Riicksicht auf die Gleichsinnigkeit der Versuche, die mit Tabaksaft,
Teer und RuB angestellt wurden, nur die Versuche mit Tabaksaft wieder.

Unsere Versuche gliederten sich in 3 Teile:
1. Versuche mit nicht lebendem Material
a) Einwirkung von Tabaksaft auf Serum,
b) Einwirkung von Tabaksaft auf Haut und Hautextrakte
(mit Kochsalzlésung und mit Ather).
2. Versuche mit lebendem Material.
Untersuchung der Extrakte von Hautstiickchen, die
an der lebenden Ratte mit Tabaksaft-RuB durch mehrere
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Tage gereizt wurden, auf ihr Verhalten gegentiber Car-
" cinomzellen.
3. Untersuchung auf wirksame Bestandteile des Teers,
Tabakrauches usw. !

Als Tabaksaft bezeichnen wir das Produkt, das sich beim

Pfeifenrauchen am Boden der Tabakpfeife ansammelt.
Versuch 1: Wirkung des Tabaksaftes auf Carcinomzellzerstérung:
Es wurden Carcinomzellen in mit NaCl-Losung verdiinntem Tabaksaft bei
40° C 24 Stunden belassen und nachgesehen, ob dies Zerstérung bewirkt.
Aus Griinden der Kontrolle wurden auch Sarkomzellen auf Zerstorbarkeit
durch Tabaksaft gepriift. Weiter wurde gepriift, ob Tabaksaft vielleicht

die Zerstsrungsfihigkeit des normalen Serums gegeniiber Carcinomzellen
beeinfluBt.

‘

Tabelle 1.
Wirkung des Tabaksaftes auf Carcinomzellzerstérung.
Zahlung der Mischung
) Zell-
Versuchsanordnung nach Zerstorung
tt
gattung 1 sofort 2 Std.
5 Tr. Tabaksaft 4+ 15 Tr. |[Carcinom- 79 5 zerstort nicht
NaCl-Losung  (0,85%) zellen
4+ 2 Tr. FINa* (10%)
+ 1 Tr. Zellenaufschiitt-
lung
5 Tr. Tabaksaft + 15 Tr. | Sarkom- 79 73 zerstort nicht
NaCl-Lésung + 2 Tr. zellen
FiNa(10%)+1Tr. Zellen-
aufschiittlung
Normalserum 20 Tr. + 2 Tr. [Carcinom- 80 5 zerstort
FINa(109%)+1Tr. Zellen- zellen
aufschtttlung
15 Tr. Normalserum + 5 Tr. {Carcinom- 78 8 zerstdrt
Tabaksaft + 2 Tr. FINa zellen
(10%) + 1 Tr. Zellenauf-
schittlung

*) Kiufliches Pridparat.

Tabaksaft zerstért weder Carcinomzellen noch Sarkomzellen; Tabak-
saft hemmt das Zerstérungsvermégen des Normalserums gegeniiber Caur-
cinomzellen nicht.

Versuch 2: Priifung von Extrakten einer Haut, die im Tabaksaft ge-
trinkt war. Ca. 6 g Rattenhaut wird in Tabaksaft 3 Tage bei 40° C be-
lassen; dann wird der Tabaksaft mit physiologischer NaCl-Lisung gut weg-
gewaschen und’aus je 3 g ein NaCl-Extrakt von 3 ccm sowie ein Ather-
extrakt hergestellt; der letztere wird bei gewohnlicher Temperatur abge-
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dunstet und der Riickstand in 3 ccm phys. NaCl-Losung aufgeschwemmt.
Als Kontrolle wird 6 g Rattenhaut in phys. NaCl-Losung belassen und
aus je 3g, wie im Hauptversuch, ein NaCl- sowie ein KAtherextrakt ber-
gestellt. Alle Extrakte werden in der in nachfolgender Tabelle verzeichneten
Weise gepriift.

Tabelle II. ‘
Priifung der Extrakte von Haut, die i Tabaksaft getrinkt war.

Zahlung der Mischung

Zell-

Versuchsanordnung
gattung | sofort

nach Zerstorung
I 24 Std.

s zesTeaTs = Eeome e

20 Tr. NaCl-Extrakt von [Carcinom- 72 68 zerstort nicht
der Rattenhaut die in zellen
Tabaksaft gelegen war
+ 1 Tr. Zellen + 2 Tr.
10% FINa-Losung

20 Tr. Atherextrakt von der |Carcinom-] 76 76 | zerstort nicht
Rattenhaut, die in Tabak- zcllen
saft gelegen war + 1 Tr.
Zellen + 2 Tr. 10 proz.
FiNa-Losung

20 Tr. NaCl-Extrakt von | Sarcom- 78 15 zorstort
Rattenhaut mit Tabaksaft zellen
behandelt + 1 Tr. Zellen
+ 2 Tr. FINa-Losung
(10%) ‘

Kontrolle.

20 Tr. NaCl-Extrakt von || Sarkom- 80 18 zorstirt
Rattenhaut die in Koch- zellen
salz gelegen war + 1 Tr.
Zellen + 2 Tr. FINa-
Losung (10%)

20 Tr. Atherextrakt von |(Carcinom-| 78 2 zerstort
Rattenhaut, die in Koch- zellen
salz gelegen war + 1 Tr. |
Zellen + 2 Tr. FINa- .
Losung (10%)

Der Versuch ergibt, daB, wihrend ein Stiickchen Rattenhaut
durch 3tigige Belassung in Kochsalzlosung ihr Zerstérungs-
vermogen gegeniiber Carcinomzellen nicht indert, ein gleiches
Stiickchen Haut in Tabaksaft belassen, sein Zerstorungsvermégen
gegeniiber Carcinomzellen einbiiBt. Diese EinbuBe ist eine spezi-
fische, denn das Zerstorungsvermogen der Haut gegeniiber Sar-
komzellen ist erhalten geblieben.
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Versuch 3: Nach dieser Feststellung, die in einer Reihe von Wieder-
holungen erhiirtet warde, war es eine naheliegende Aufgabe, nachzusehen,
ob diese Schidigung des Zerstérungsvermogens auch eintritt, wenn der
Tabaksaft direkt mit einem NaCl-Extrakt oder Atherextrakt der Haut,
die ja normalerweise zerstérend wirken, zusammengebracht wird.

Tabelle III.
Priifung des Tabaksaftes auf E xtra kte von normaler Rattenhaut.

—

Zihlung der Mischung

Zell-
Versuchsanordnung gattung | sofort nach Zerstorung
24 Std.
15 Tr. Kochsalzextrakt von !Ca.rcinom- 76 8 zerstirt
3 g Haut + 5 Tr. Tabak- | zellen
saft, 1 Tr. Carcinomzell- .

Aufschwemmung + 2 Tr.
FINa-Losung (10%,).

16 Tr. Atherextrakt von 3 g [Carcinom-| 72 4 zerstirt
Haut + 6 g Tabaksaft + | zellen
1 Tr. Carcinomzell-Auf-
schwemmung 4+ 2 Tr.
FINa-Lésung (10%,).

Der Versuch zeigt, daB der Verlust der normalen Zerstérungs-
fahigkeit gegentiber Carcinomzellen nicht lediglich als Bindung
der zerstérenden Substanzen durch den Tabaksaft aufgefaBt wer-
den kann, denn diese hitte auch im Extrakt stattfinden miissen;
da der Kochsalzextrakt keine chemische Anderung der carcino-
lytischen Substanz bedeutet, 1iBt sich dieses Resultat nur dahin
deuten, daB bei der Einwirkung des Tabaksaftes auf die Haut-
substanz komplizierte Einwirkungen vor sich gehen miissen.
Um so wichtiger erschien es nun, Tabaksaft auf lebende Haut
einwirken zu lassen und die betreffenden Hautstiickchen nachher
zu exstirpieren und auf ihre carcinolytische Fahigkeit zu unter-
suchen.

Versuche mit lebendem Material.

Versuch 4: Einer Ratte wird nach Rasieren der Haut diese scarifi-
ziert und durch 10 Tage Tabaksaft eingespritzt. Diese Haut wird nach 10
Tagen exstirpiert, solange mit phys. NaCl-Lisung gewaschen, bis die Wasch-
flussigkeit sich nicht mehr firbt und aus 3 g dieser Haut ein NaCl-, aus 3 g
ein Atherextrakt, analog Versuch I, hergestellt und auf Carcinom- resp.

Sarkomzellen gepriift. Als Kontrolle wird Haut mit NaCl-Losung in obiger
Weise behandelt.

9*
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Tabelle IV.

Priifung von in vivo durch Tabaksaft geschidigter Haut auf
Zerstorungsfihigkeit gegeniiber Carcinom- und Sarkomzellen.

! ZAhlung der Mischung

L Zell-
Versuchsanordnung . ttun § ‘ nach Zerstdrung
| KA 1 4 sofort | 24 Std.
i 20 Tr. Kochsalzextrakt der I’Curc-inom- 75 . 72 zerstdrt nicht
: in vivo mit Tabaksaft h zellen
! behandelten  Rattenhaut .
\ : + 1 Tr. Zellaufschwemn- N
mung + 2 Tr. 10proz. !
FINa-Lisung. :
20 Tr. Kochsalzextrakt der | Sarkom- 76 8 zerstort
in vivo mit Tabaksaft ; zellen
behandelten  Rattenhaut | .
+ 1 Tr. Zellaufschwem- f
mung + 2 Tr. 10proz.
FINa-Losung. l
20 Tr. Kochsalzextrakt der 'Carcinom- 80 | 80 zerstort nicht
mit Tabaksaft in vivo | zellen i
behandelten  Rattenhaut : '
+ 1 Tr. Zellaufschwem-
mung + 2 Tr. 10proz. ‘
FINa-Lisung. :
Kontrolle.
20 Tr. Kochsalzextrakt einer [Carcinom- 77 8 zerstdrt

mit Kochsalzlosunyg zellen

behandelten Rattenhaut |

+ 1 Tr. Zellaufschwem-

mung + 2 Tr. 10 proz.
: FINa-Lisung.

20 Tr. Atherextrakt einer !Carcinom- 80 0 zerstort
mit Kochsalzldsung zellen
behandelten Rattenhaut
+ 1 Tr. Zellaufschwem-
mung + 2 Tr. 10 proz. !
FINa-Lisung. !

Pritfung der Tabaksafteinwirkung direkt auf die Extrakte der Haut

15 Tr. Kochsalzextrakt nor-  Carcinom- 82 10 zerstort
maler Rattenhaut 4+ 5Tr. | zellen
Tabaksaft + 2 Tr. 10proz.
‘ FINa-Lisung. ‘
i 15 Tr. Atherextrakt normaler LCarcinom- 8 2 zorstdrt

Rattenhaut + 5Tr. Tabak- zellen
saft 4+ 2 Tr. 10 proz. FINa-
Losung.
Es ergibt sich, daB auch Tabaksaft-Einwirkung wahrend des
Lebens die gereizte Haut ihres normalen Zerstorungsvermogens gegeniiber
Carcinomzellen beraubt und zwar nur speziell des Zerstorungsvermogens
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gegeniiber Carcinomzellen, withrend das Zerstorungsvermigen gegeniiber
Sarkomzellen erhalten bleibt.

Wiederum zeigt es sich, daB die Schadigung nicht eine ledig-
liche Bindung der betreffenden cytolytlschen Substanz ist, sondern
komplizierterer Art sein muB.

Fiir das ndhere Verstindnis dieser Schiadigung schien es uns
notwendig, zu studieren, welche Substanzen, welche Anteile der
gepriften Materialien die eigentlich schiadigenden seien. In bezug
auf das chemische Verstindnis der cytolytischen Reaktion
haben unsere fritheren Untersuchungen eine Reihe wichtiger
Feststellungen erbracht. Es hat sich durch unsere friitheren
Untersuchungen?) herausgestellt, daB das Zerstérungsvermégen
des normalen Serums wie der normalen Organe als eine mit Ather
extrahierbare N-freie gesittigte ‘Fettsdureverbindung isolierbar
ist, wihrend die entgegengesetzt wirkende Substanz des Carci-
nomserums ein Nucleoglobulin ist, das sich chemisch vom normalen
Nucleoglobulin durch seinen auffallenden Gehalt an kolloidalen
Kohlenhydraten und eine N-freie ungesittigte Fettsiureverbin-
dung unterscheidet).

Im Anschluf an frithere Konstitutionsuntersuchungen tber
diese isolierte Substanz haben sich auch im Rahmen der ihrer
Konstitution nach bekannten Siuren der org. Chemie Reprisen-
tanten auffinden lassen, die wenigstens ihrer Wirkung nach auf
Carcinomzellen den aus den Geweben extrahierten Siureverbin-
dungen gleichwertig waren. Es hat sich dabei gezeigt, daB
Reprasentanten beider Wirkungen sich in der Reihe der Dicarbon-
sauren finden®), nur daB die normal wirkenden sich dadurch aus-
zeichnen, daB sie eine ungerade Zahl von CHy-Gruppen besitzen,
wihrend die Sauren die ahnlich wie Carcinomserum wirken, sich
dadurch auszeichnen, daB die beiden Carboxylgruppen an ein
C-Atom verankert sind?).

Gerade mit Riicksicht auf den Siurecharakter der Carcinom-
zellen zerstorenden Substanz schien es uns nun naheliegend, in
den untersuchten Materialien nach basischen Substanzen zu
fahnden. Als solche sind ja Pyridin und dessen Homologe
bekannt.

Versuch 5: Pritfung von Pyridin und seinen Homb]ogen auf carcino-

lytische Fihigkeit. Von dem letzten werden ca. 0,1 g auf 20 Tropfen
Flissigkeit verdiinnt zur Priifung genommen. Siehe Tab. V—VIIL
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Tabelle V.

Prifung von Pyridinlésungen auf Zerstorungsfahigkeit gegentiber
Carcinom- und Sarkomzellen.

Zihlung der Mischung
Zell-
Versuchsanordnung nach Zerstérung
tt:
gattung | sofort 24 Std.
20 Tr. Pyridinextrakt+1 Tr. |Carcinom- 84 84 zerstort
Carcinomzellen + 2 Tr. || zellen nicht
10 proz. FINa-Lgsung
20 Tr. Pyridin + 1 Tr. Sar- || Sarkom- 72 1 zerstort
komzellen + 2 Tr. 10 proz. zellen nicht
FINa-Lésung

Pyridin zerstort weder Carcinom- noch Sarkomzellen.

Tabelle VI.

Priffung von Haut, die in vitro mit Pyridin behandelt worden
war, auf ihre Zerstérungskraft gegeniiber Carcinom- und Sarkom-

zellen.
N Zihlung der Mischung
Zell-
Versuchsanordnung nach Zerstorung
tt
gattung sofort 24 Std.

20 Tr. NaCl-Extrakt von [[Carcinom- 4 70 zerstort
Rattenbaut, die in Pyridin zellen nicht
gelegen war. 1 Tr. Zellen
+ 2 Tr. 1 proz. FINa-

Losung

20 Tr. Atherextrakt von [Carcinom-| 78 74 zerstdrt
Rattenhaut, die in Pyridin zellen nicht
gelegen war + 1 Tr.

Zellen + 2 Tr. FINa-
Losung

20 Tr. NaCl-Extrakt ven | Sarkom- 72 12 zerstort
Rattenhaut, die in Pyridin zellen
gelegen war+1Tr. Zellen
+2Tr.10%, FINa-Lésung

Durch Pyridinbehandlung in vitro wird Rattenhaut des Zerstérungs-
vermogens fiir Carcinomzellen beraubt, wihrend das Zerstérungsvermégen
fiir Sarkomzellen erhalten bleibt.
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Tabelle VII.
Prifung von in Pyridin geschidigter Haut auf Zerstorungsfihig-
keit gegeniliber Carcinom- resp. Sarkomzellen.

! Z&hlung der Mischung

Zell-

I
Versuchsanordnung [; nach Zerstsrung
ttun
I: gattung | sofort | o ey
20 Tr. NaCl-Extrakt von in [Carcinom- 78 76 zerstdrt
vivo mit Pyridin behan- zellen . nicht

delter Rattenhaut + 1 Tr. |
Carcinomzellen + 2 Tr.
10 proz. FINa-Lisung :

f

20 Tr. Atherextrakt von in i|Carcinom- - 16 : 76 zerstdrt

vivo mit Pyridin behan- | zellen 3 nicht
delter Rattenhaut + 1 Tr. r
Carcinomzellen + 2 Tr. 1] |
10 proz. FiNa-Ldsung f X

20 Tr. NaCl-Extrakt von in | Sarkom- | 81 | 11 zerstort
vivo mit Pyridin behan- l zellen

delter Rattenhaut + 1 Tr. |
Sarkomzellen + 2 Tr. '
10 proz. FINa-Losung |

Durch Behandlung der Rattenhaut beim lebenden Tier mit Pyridin
kann der Haut das Zerstbrungsvermégen fiir Carcinomzellen genommen
werden, withrend das Zerstérungsvermogen fiir Sarkomzellen erhalten
bleibt.

Tabelle VIII.

Einwirkung von Pyridin auf Hautextrakte beziglich deren
Zerstorungsfihigkeit gegeniiber Carcinomzellen.

Zahlung der Mischung

Zell- .
Versuchsanordnung nach Zerstorung
ttu .
gattung | sofort | 5, Sta. i
5 Tr. NaCl-Extrakt von uCucinom- 81 10 _zemtbrt

Rattenhaut + 2 Tr. 10 proz. zellen
FINa-Ldsung + 5 Tr.
10 proz. Pyridin-Losung
5Tr. von Rattenhaut-Ather- [[Carcinom-| 78 6 zerstort
Extrakt + 2 Tr. 10%, || zellen
FINa-Losung + 5 Tr.
Y10 proz. Pyridin-Losung

Das nicht zur Rattenhaut, sondern nur zu Rattenhaute xtrakten
zugesetzte Pyridin kann die Zerstorungskraft des Serums gegeniiber Car-
cinomzellen nicht beeinflussen.
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Es ist in bezug auf die nachgewiesene Pyridinwirkung be-
sonders interessant, daB analoge Versuche mit Picolin, Lutidin,
Parvolin ganz im Gegensatz zu Pyridin das Zerstérungsvermoégen
der Haut gegeniiber Carcinomzellen nicht beeinfluBt haben. Es
geniigt also lediglich der Eintritt von Methylgruppen ins Pyridin,
um die nachgewiesenen Einflisse auf die Haut aufzuheben.

Fassen wir schlieBlich zusammen, so haben die ﬁntersuchungen
ergeben, daB Tabaksaft auf tierische Haut derart wirkt, daB
deren normale Fihigkeit Carcinomzellen zu zerstoren erlischt,
withrend z. B. die Fahigkeit, Sarkomzellen zu zerstoren, erhalten
bleibt. Daraus allein geht schon hervor, daB es sich nicht etwa
um eine allgemeine Zellschédigung, z. B. eine nekrotisierende
Einwirkung handelt, die eben jede Lebensfunktion ertétet,
sondern um eine jener spezifischen Lisionen im Sinne einer Be-
giinstigung fir die Carcinomzelle. Zu den wirksamen Bestand-
teilen des Tabaksaftes gehoren basische Substanzen aus der Reihe
der Pyridine. Allerdings ist nicht das Pyridin selbst der neutrali-
sierende Faktor, denn der Atherextrakt der normalen Haut, der
ja die zerstorende Substanz enthilt, wird durch Zusatz von
Pyridin nicht inaktiviert, sondern bleibt unbeeinflu8t (Tab. VIII);
es muB sich also darum handeln, daB die Pyridinkorper sich selbst
oder gewisse Zellbestandteile so verindern (bei Einwirkung auf
die Haut), daB dann die Zerstérungsfihigkeit des Normalserums
neutralisiert resp. zum Verschwinden gebracht wird.

Dem nachgewiesenen Einflusse des Pyridins gegeniiber
tauchte naturgemiB die Frage auf, warum denn z. B. der Tabak-
- saft nicht in einer noch groSeren Prozentzahl der Raucher Lippen-
krebs hervorruft. Oder warum ein Hund, dessen Haut mit Teer
exzessiv behandelt wird — wie dies Casin getan hat — keinen
Teerkrebs bekommt. Wir glauben, daBl unsere Versuche dariiber
Aufschlu8 geben.

Es ist eben nur ein das Carcinom begiinstigender Faktor
geschaffen worden ; die Entstehung des Carcinoms bedarf aber noch
eines anderen Faktors, wie dies die zitierte Untersuchung der
Pradilektionsstellen fiir Carcinom erwiesen haben.

Wie das Carcinomserum eine Substanz hat — das patho-
logische Nucleoglobulin —, das Carcinomzellen geradezu gegen die
Zerstorung durch Normalserum schiitzt, so haben sich am pri-
méren Sitz des Carcinoms reichlich Substanzen gefunden, die die
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Carcinomzellen gegen die Zerstorung schiitzen, Substanzen, die
eben eine materielle Vorbedingung fiir die Existenz des Carcinoms
sind. Die Priidilektionsstelle hat diese pathologischen Substanzen
nicht, ihr mangeln nur die normalen Schutzsubstanzen. Oder um
histologisch verstindlicher zu sprechen, es mangeln der Pridilek-
tionsstelle zwar die schiitzenden Grenzsubstanzen der normalen
Zellen, aber es mangelt ihr noch das Material, das die feindlichen
Zellen zur Wucherung bringt. Wir haben nun im vorliegenden
Falle nachgesehen, ob in den Hautstiickchen nach Tabaksaft-,
RuB- und Pyridineinwirkung sich solche Schutzwirkungen fir die
Carcinomzellen nachweisen lassen. Es hat sich heratisgestellt, da3
dies nicht der Fall ist (Tabelle IX). '

Tabelle IX.

Versuch, ob Tabaksaft oder Pyridin der Rattenhaut carcinom-
zellschiitzende Eigenschaften verleihen konnen.

! -Znhlung der Mischung
" Zell-
Versuchsanordnang " nach Zerstorung
tt
| ethmg | wofort 494 s,
12 Tr. Normalserum + 8 Tr. |Carcinom-] 78 74 | zerstort nicht
Carcinomserum + 2 Tr. zellen
FINa-Losung + 1 Tr.
Zellen
12 Tr. Normalserum + 8 Tr. |Carcinom- 76 8 zerstort
NaCl-Extrakt von einer ‘ zellen
mit Tabaksaft behandelten
Rattenhaut+2 Tr. 10 proz. .
FINa-Ldsung
12 Tr. Normalserum + 8 Tr. |Carcinom- 80 9 zerstort
NaCl-Extrakt von einer ’ zellen
mit Pyridin behandelten !
Rattenhaut + 2 Tr. :l
FINa-Losung h

Weder Tabasaft noch Pyridin kénnen der Rattenhaut die Carcinom-
zellen schiitzende Kraft des Carcinomserums verleihen.

Und weil nun dieser zweite Faktor der Carcinombildung
durch den Tabaksaft nicht hervorgerufen werden kann, so kann
der Tabaksaft usw. nicht in allen Fillen Carcinom hervorrufen,
sondern nur in jenen, wo eben aus anderen Ursachen der zweite
Faktor vorhanden ist.
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Der Sachverhalt der Erkrankungsbedingungen stellt sich
somit derart dar, daB eine Reihe von Menschen eine dieser zwei
Vorbedingungen besitzen, z. B. das Vorhandensein jener patho-
logischen Substanzen, die die materielle Grundlage der Carcinom-
bildung darstellen; diese pathologischen Substanzen konnen aber
nirgends zur Zellbildung verwendet werden, weil die normalen
Grenzsubstanzen der gesunden Zelle dies verhindern; dort aber,
wo diese Grenzsubstanzen geschwunden sind, kénnen die patho-
logischen Nihrsubstanzen zur Verwendung gelangen und zur
Wucherung fiihren.

Leute mit diesem einen Faktor, die ohne diese Teer- oder
Raucherschidigungen noch lange kein Carcinom bekommen
hitten, bekommen dasselbe friither, weil sie zu ihrem schon vor-
handenen Carcinomfaktor nun auch die lokale defekte Stelle
erhalten. Andererseits kénnen eine Menge Menschen durch den
Rauch usw. eine lokale geschidigte Stelle haben; sie bekommen
aber kein Carcinom, weil sie jenen anderen Faktor nicht
haben, die Erzeugung einer pathologischen Substanz, die das
Material zar Wucherung darstellt.

Und die Schadlichkeit des Tabaksaftes usw. beschrinkt sich
nach den vorliegenden Untersuchungen darauf, da8 an der
Reizungsstelle jene normalen Stoffe verbraucht werden, die im-
stande wiren, Carcinomzellen 1esp. deren Material zu zerstoren
und daB sie somit eine Stelle schaffen, wo Carcinomentwicklung
ungestért von den normalen Schutzkriften vor sich gehen kann.

Literatur.

1) Freund und Kaminer, Biochem. Zeitschr. 26, 312. 1910; Wien.
klin. Wochenschr. 1910, S. 1221; siehe auch: Neuberg, Biochem. Zeitachr.
26, 34. 1910; Monakow, Miinch. med. Wochenschr. 1911, Nr. 42; Kraus,
Graff und Ranzi, Wien. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 6; Erich Leschke,
Beitriige zur Klinik der Infektionskrankheiten und zur Immunitétsforschung
1, H.2; Dr. W. Arzt und W. Kerl, Wien. klin. Wochenschr. Jhrg. 25
Nr. 46. 1912. — %) Hirschfeld, Hans, Biochem. Zeitschr. 26, 344. 1910.
— 3) Freund und Kaminer, Wien. klin. Wochenschr. 25, Nr. 43. 1912.
— 4) Freund und Kaminer, Wien. klin. Wochenschr. 26, Nr. 6. 1913.
— 5) Freund und Kaminer, Wien. klin. Wochenschr. 23, Nr. 34. 1910;
III. Intern. Krebskonfer. Briissel 1913. Wien. klin. Wochenschr. 1918,
Nr. 561. — %) Freund und Kaminer, Wien. klin. Wochenschr. 27, Nr. 14.
1914. — 7) Freund und Kaminer, Wien. klin. Wochenschr. 1919, Nr. 46.



Uber die Bildung von Acetaldehyd bei den Ums‘etzungen
von Zucker durch Pilze.

Von

Clara Cohen.

(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi-
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.)

(Eingegangen am 18. September 1920.)

Seit langem ist bekannt, daf eine Reihe von SproBSpilzen
eine Zerlegung des Zuckers bewirken kénnen, die in ihrem Wesen
mit der alkoholischen Hefengirung iibereinstimmt oder verwandt
ist. Neben anderen Produkten erzeugen diese Pilze aus Zucker
nidmlich Weingeist und Kohlensdure angenihert im mole-
kularen Verhiltnis, das fiir die alkoholische Garung kennzeich-
nend ist. Letztere fiihrt nach den Arbeiten Neubergs und seiner
Schule (1911 —1920) iiber die Stufen der Brenztraubensiure und
des Acetaldehyds. Mit Hilfe verschiedener Verfahren zur
Fixierung von Zwischengliedern, z. B. mit der Sulfit-1)
und der Dimedonmethode?), konnten betrdchtliche Mengen
Acetaldehyd — bis nahezu 759, der theoretischen Moglichkeit—
angehduft werden.

Diese Wege zu kiinstlichen Eingriffen in die Gérungsvorginge
haben sich auch bei den Bakteriengéirungen als gangbar
erwiesen; hier war gleichfalls die Feststellung erfolgt, da der
Acetaldehyd eine Zwischenstufe jener Zuckerzersetzungen bildet,
die von verschiedenen Bacillen hervorgerufen werden3).

Bei der allgemeineren Bedeutung, zu der somit die Acet-
aldehyd - Brenztraubensiduretheorie der Girungen ge-
langt war, scheint es wichtig, ibre Giiltigkeit weiter auch fiir jene
Umsetzungen zu priifen, die von den SproBpilzen herbeigefiihrt

1) C. Neuberg und E. Firber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916. —
C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365. 1918.

3) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281. 1920.

3) Siehe auch die folgende Mitteilung, diese Zeitschr. 112, 144. 1920.
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werden und der alkoholischen Zuckerspaltung nahestehen. Aus
diesem Grunde habe ich Neubergs Abfangverfahren, das
sich der sekundaren Sulfite bedient, auf die Vergidru ng
von Traubenzucker durch folgende Pilze angewendet:

Aspergillus cellulosae,

Monilia candida,

Mucor racemosus,

Mucor rouxii sowie

Oidium lactis.

Der erstgenannte Mikroorganismus gehoért zwar zu einer
Gruppe, die nach F.Czapek!) nicht zu den eigentlichen Alkohol-
girungspilzen zéhlt; er bietet aber deshalb ein Interesse, weil
er der unter A. Scheunerts Leitung ausgefiihrten Untersuchung
von Anna Hopffe?) zufolge an der Aufspaltung der Cellulose
beteiligt ist und man mit der Moglichkeit rechnen mu8l, dai der
bekannte Abbau der Cellulose durch Kleinlebewesen zum Teil
iiber den Acetaldehyd fiihrt. '

In der Tat laBt sich bei allen erwiahnten Pilzen die Entstehung
von Acetaldehyd nachweisen. Beimm Aspergillus cellulosae
bin ich bisher nur zu méBigen Ausbeuten gelangt, zu sehr viel
reicheren dagegen bei den anderen Erregern. Im eingelnen fithre
ich folgende Versuche an:

A. Aspergillus cellulosae.

Dieser Pilz3) wichst bei 25° gut auf einer Nihrlosung, welche
in 100 ccm enthilt: 1g KH,PO,, 0,6 g MgSO,, 0,6g Witte-Pepton -
sowie 6 g Traubenzucker. ~

1. Fiigt man zu einer solchen Mischung alkalisch reagierendes
Dinatriumsulfit, und zwar 100 ccm einer 6proz. Lésung, so
wird die Entwicklung des Erregers stark gehemmt. Gibt man von
vornherein das Dinatriumsulfit hinzu, so dauert es etwa eine
Woche, bis die Aussaat von Aspergillus cellulosae iiberhaupt
angeht. :

2. Weit geringer ist die Schidigung, die das unlosliche
schwefligsaure Calcium verursacht. Wenn man zu obiger
Kulturfliissigkeit, sobald der Pilz sich deutlich entwickelt hat,

1) F. Czapek, Bioch. der Pflanzen 1, 317. 1913.

2) A. Hopffe, Chem. Centralblatt 20, I 92.

3) Die Kultur verdankt das Institut der Giite des Herrn Professor
A.Scheunert in Berlin.
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4 g steril bereitetes und in 100 cem keimfreiem Wasser aufge-
schwemmtes Calciumsulfit (berechnet als wasserfreies CaSO,)
und zur Abstumpfung sich bildender Séuren 1g sterilisiertes
Calciumecarbonat setzt, so tritt keine erhebliche Beeintriachti-
gung des Wachstums ein. Nach einer Woche ist eine kriftige
Pilzdecke vorhanden. 2 Tage nach Zusatz des sek. Calciumsulfits
erhielt man eine schwache, nach 5 Tagen eine deutliche Reaktion
auf Acetaldehyd. '

Bei Ansatz von Versuchen mit Dinatriumsulfit war nach
16 Tagen ebenfalls Aldehyd, aber nur in Spuren, nachzuweisen.

Die qualitative Reaktion kann hier iiberall in sehr einfacher
Weise so ausgefiihrt werden, dal unmittelbar 3 —4 ccm der Kultur-
fliissigkeit mit einigen Tropfen der 4 proz. Auflosung von Nitro-
prussidnatrium sowie der 3 proz. von Piperidin gemischt werden.
In den acetaldehydhaltigen Proben tritt dann eine mehr oder
minder starke Blaufarbung auf.

B. Monilia candida.

Monilia candida ist auch gegen sekunddres schwefligsaures
Natrium wenig empfindlich, verhalt sich also in dieser Beziehung
den eigentlichen Hefen analog. Trotz der geringen Aussaat bei
Uberimpfung?) mit einer Platinnadel in die Néhrlésung war bereits
nach 3 Tagen eine deutliche Acetaldehydreaktion vorhanden.
Die Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung:

In 100 ccm waren 6g Traubenzucker, 1g KH,PO,, 0,6¢g
MgSO,, 0,6 g Pepton (Witte); dazu kamen 100ccm 6 proz.
Dinatriumsulfitlosung und 1 g Calciumcarbonat. Temperatur 25°.

Aus 185cem der Losung wurde mit 60 ccem m-Barium-
chloridlssung’ das unverbrauchte Sulfit ausgefiallt und mit Nach-
waschen ein Volumen von 310 cem erhalten. Das Filtrat der
Niederschlige, 288 ccm, entsprach 171,9 cem der urspriinglichen
Losung. Unter Zusatz von 10 g Calciumcarbonat wurde dann der
Aldehyd frei gemacht. Erhalten wurden 370 ccm Destillat. In
diesen wurden durch jodometrische Titration 0,437 g Acetaldehyd
gefunden ; dies sind 8,47%, des angewandten Zuckers. Im Destil-
lationsriickstande befand sich noch ein Rest unvergorenen Kohlen-

1) Rohrchen mit diesem Pilz sowie mit den im folgenden erwihnten
Erregern hat Herr Professor F. Ehrlich in Breslau dankenswerterweise
dem hiesigen Laboratorium iiberlassen.
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hydrates, das jedoch nicht mehr lediglich aus Glucose, sondern
infolge der umlagernden Wirkung des alkalisch reagierenden
Dinatriumsulfits auch aus anderen Hexosen bestand?).

Bei Monilia war die Aldehydbildung so reichlich, da8 beim
Erwérmen weniger Kubikzentimeter Girgut mit dea.lésung.
wie das Neuberg und Mitarbeiter beschrieben haben, sofort
intensiver Geruch nach Acetaldehyd auftrat und dann typische
Bildung von Aldehydharz erfolgte.

C. Mucor racemosus.

Mucor racemosus beginnt sich auf 3%, Dinatriumsulfit ent-
haltenden Nahrlosungen erst nach etwa 3 Wochen zu entwickeln.
Daher bediente ich mich in diesem Falle des Calciumsulfitverfah-
rens. Die Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit war die gleiche
wie bei Versuch A 2. Bereits nach 6-stiindiger Bebriitung bei
25° war deutliche Kohlensaureentwicklung und kriftige Aldehyd-
reaktion wahrnehmbar; nach 20 Stunden fiel letztere recht stark
aus. Nach zweiwochentlichem Stehen wurde in bekannter Weise
die Menge Aldehyd durch das Destillations-Titrationsverfahren
ermittelt. Gefunden wurden, berechnet auf das ganze Quantum
der Urlosung, 0,0984 g; an unverbrauchtem Zucker waren noch
3,29 g zugegen, so daB 3,69, Acetaldehyd vom wirklich um-
gesetzten Zucker isoliert worden sind. :

D. Mucor rouxii.

Versuchsanordnung genau wie bei Mucor racemosus.

Nach 24 Stunden starke Acetaldehydreaktion und betricht-
liche Kohlendioxydentwicklung. Nach 2 Wochen wurden gefun-
den im ganzen 0,1206 g Acetaldehyd bei einem Gehalt von 2,22 g
an unzersetztem Zucker. Unter Beriicksichtigung dieser Menge
betréigt die Ausbeute an Acetaldehyd 3,29,.

E. Oidium lactis.

Der Pilz vertrigt die 3 proz. Lésung von sek. schwefligsaurem
Natrium glatt und gedeiht auf ihr befriedigend. Zusammensetzung
der Nahrfliissigkeit wie bei B. Nach 18 Tagen waren bei 25°
0,2488 g Aldehyd gebildet und noch 1,32 g Zucker vorhanden.
Der Ertrag an Acetaldehyd machte also 5,39, aus.

Auch bei Calciumsulfit enthaltenden Nahrgemischen wiéchst

1) Vergl. bei C. Neuberg, J. Hirsch und E. Reinfurth, diese
Zeitechr. 105, 307. 1920.
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Oidium lactis vortrefflich, doch ganz entsprechend den bei Hefen
gemachten Erfahrungen?) ist der mit unléslichem schwefligsaurem
Kalk erzielbare Aldehydertrag erheblich geringer als der bei An-
wendung l6slichen und daher in stirkerem Umfange reagierenden
Natriumsulfits. Er war dabei nur rund ein Sechstel so grol. —

Die Vergérung des Zuckers durch die genannten Pilze erfolgt,
wie man weiB3), viel langsamer und auch unvollstindiger als
durch Hefe. Zur hochsten Ausbeute an Alkohol, die z. B. bei
Mucoraceengirungen iiberhaupt erzielt zu sein scheint, diirfte
0. Emmerling?®) gelangt sein, der 229, Spiritus vom Gewichte
des angewendeten Zuckers bei der Umsetzung mittels Mucor
racemosus gewann; H. Pringsheim*) gab Weingeistertrige von
12—199, an. In allen meinen Fillen, in denen die Versuchgdauer
nur auf 14—18 Tage ausgedehnt gewesen ist, sind mehr oder
minder betrichtliche Mengen Zucker unzerlegt geblieben. Bezogen
auf die wirklich umgesetzten Quantititen Kohlenhydrat sind die
Aldehydausbeuten keineswegs gering. Sie sind bei Monilia candida
unter Beriicksichtigung der Sulfitkonzentration, die ja den Um-
fang der Aldehydfesselung bestimmt, fast ebenso groB wie .bei
der Hefengédrung. Dieses Ergebnis ist um so bemerkenswerter,
als man bei diesen Pilzen ja nicht wie bei den Saccharomyceten
mit einer groBen Aussaat die Versuche beginnt, sondern die Er-
reger in der Losung heranziichtet und selbst bei geeigneter Wahl
der Versuchsbedingungen eine Schiédigung des Mikroorganismus
durch das Abfangmittel nicht ganz ausschlieBen kann. Bei einigen
der genannten Pilze gelingt die Bindung des Acetaldehyds in
solchen Massen, daB sich Erhebungen vornehmen lassen werden,
ob die Fixation der Aldehydstufe zwangsléufig die Entstehung
von Glycerin, also den Ablauf der zweiten Vergirungsform, nach
sich zieht, wie das bei Anwendung der Methode auf die Hefen-
girung nach den Untersuchungen von Neuberg, Férber und
.Reinfurth (l.c.) der Fall ist. Diese Feststellung sowie die Aus-
filhrung vollstindiger Bilanzen muBl weiteren Versuchen vorbehal-
ten bleiben, ebenso wie die Priifung der Frage, ob man diese Pilze
auch zur Vollziehung der dritten Vergéirungsform veranlassen kann.

1) C. Neuberg und E. Rcinfurth, Ber. d. deutsch. chem. Ges.
82, 1677. 1918.

3) C. Wehmer in Lafars Handb. 4, 455. 1907.

3) O. Emmerling, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 454. 1897.

4) H. Pringsheim, diesc Zeitschr. 8, 128. 1908.



Acetaldehyd als Zwischenstufe bei der Vergiirung von
Zucker durch B. lactis aerogenes.

Von
C. Neuberg, F. F. Nord und E. Wolf!.

(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir exper-
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.)

Vor einiger Zeit haben C. Neuberg und F. F. Nord darge-
tan, daB ebenso wie bei der alkoholischen Hefengiirang
auch bei zahlreichen Arten der Zuckerspaltung durch
Bakterien der Acetaldehyd ein in betrichtlichen
Mengen faBbares Zwischenprodukt darstellt!). Die Ge-
nannten haben gezeigt, dal beim Abbau von Kohlenhydraten und
verwandten Substanzen, wie Glycerin und Mannit, durch B.
coli comm., durch verschiedene Varietiten von FErregern der
Ruhr sowie durch den zur Gruppe der Buttersiaurebildner gehéri-
gen Frinkelschen Bacillus reichlich Acetaldehyd auftritt, wenn
man diesem durch Anwendung des Abfangverfahrens —
Bindung an sekundire schwefligsaure Salze — Gelegenheit zur
Anhidufung schafft. Damit war bei den Bakteriengirungen eine
sichere Grundlage fiir die Entstehung von Acetaldehyd gegeben,
dessen Anteilnahme am Stoffwechsel des nach ihm benannten
Bacteriums iibrigens Fitz 1876 als eine Moglichkeit nebenher
einmal angedeutet hat, freilich ohne jemals wirklich Acetaldehyd
aufgefunden zu haben. Neuberg und Nord hatten auch (. c.)
bereits darauf hingewiesen, daB im Verdauungstraktus die Be-
dingungen zu einer Erzeugung von Acetaldehyd durch Mikroorgs-
nismen vorhanden und daB eine gesteigerte Bildung bzw. ver-
langsamte Umsetzung oder vermehrte Resorption fiir den héher
entwickelten Organismus von Belang sein konnten.

1) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 133. 1919.
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Zu den Bakterien, welche im Darmkanal vorkommen, ins-
besondere beim S#ugling, zahlt nun auch der den Milchsiure-
bacillen néherstehende B. lactis aerogenes. Seitdem 1887
A. v. B6kay!) auf die groBe Bedeutung der durch Kleinlebe-
wesen erzeugten Sauren fiir die Muskeltitigkeit des Darmes auf-
merksam gemacht hat, ist die physiologische und pathologische
Rolle der Garungsprodukte in den verschiedenen Abschnitten
des Verdauungsapparates vielfach von diesem Gesichtspunkte
sowie aus erndhrungsphysiologischen Griinden in Betracht ge-
zogen worden. Nach neueren Untersuchungen von Bessau und
Bossert?) kann bei akuten oder chronischen Stérungen unter
der Bakterienflora des Diinndarms der B. lactis aerogenes iiber-
wiegen und dem Bacterium coli an Girungsintensitat iiberlegen
sein. Daher bietet dieser Erreger ein besonderes Interesse, und
wir haben ihn deshalb auf sein Vermdgen untersucht, Acetaldehyd
hervorzubringen.

Die Stellung des B. lactis aerogenes im Bakteriensystem ist
nicht scharf umrissen. Er teilt gewisse Eigenschaften mit dem
Colibacterium, soll dieses jedoch durch die Fiahigkeit iibertreffen,
aus Glucose in verstirktem MaBe Milchsiure zu bilden, so daB er
eine Zeitlang zu den Lactobacillen gerechnet worden ist. Er
scheint auBer durch seine Unbeweglichkeit am meisten durch
die von O. Emmerling?) festgestellte Reduktionskraft gegen-
iiber Apfelsiure charakterisiert, aus der dabei Bernsteinsiure in
groBen Mengen hervorgeht, ferner durch die weitere Beobachtung
Emmerlings, daB er wohl aus Milchzucker, aber nicht aus
Glucose Bernsteinsiure erzeugt und Lactose sowie Galaktose in ein
schleimiges Galaktan iiberfiihrt. Fiir das B. coli comm. ist ein der-
artiges Verhalten dem Anscheine nach nicht bekannt. Als unzweifel-
hafte, nicht gasformige Produkte der Traubenzuckerzersetzung
durch den genannten Erreger sind gefunden : Milchsiure, Essigsiure
und Alkohol sowie 2, 3-Butylenglykol nebst Acetylmethylcarbinol?).

- Da Essigsaure sowie Alkohol nach den neueren
Untersuchungen von C. Neuberg mit J. Hirsch, E. Rein-

1) A. v. B6kay, Malys Jahresber. 17, 270. 1887.

) G. Bessau und O. Bossert, Jahrb. f. Kinderheilk. 89, 269. 1919.

3) 0. Emmerling, B. 82, 1917, 1899 und 33, 2478. 1900.

4) A. Harden und G. S. Walpole, Ch. C. 06, I, 1560; G. S.Walpole,
Ch. C. 11, 1, 1309.

Biochemische Zeltschrift Band 112. 10
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furth und W. Ursum?!) auf eine Dismutation inter-
mediir entstandenen Acetaldehyds zuriickgefiihrt
werden kiénnen, so muBite — in Erweiterung der bei den
vorerwihnten Bakterienarten bereits erzielten Ergebnisse — es
moglich sein, durch Verhinderung seiner Dispropor-
tionierung den Acetaldehyd als solchen zu fixieren,
vielleicht auch die Entstehung der Butylderivate zuriickzudrangen,
falls deren Auftreten mit der intermedidren Aldehydbildung in
Zusammenhang steht?). Beides, insbesondere die Fixierung von
Acealdehyd, gelingt in der Tat in nicht unerheblichem Umfange
mit Hilfe der ,,Abfangmethode“. Eine vollkommene Auf-
hebung der normalen Garung ist hier so wenig wie bei den
Zuckerspaltungen durch Hefen aus den Griinden moglich, die
wir ehemals dafiir auseinandergesetzt haben.

Die Versuchsanordnung schloB sich an die friiher ge-
withlte an. Wir verfuhren folgendermallen:

Herstellung der Néahrlosung: 70 g frische Branereihefe wurden mit
1 1 Wasser eine halbe Stunde lang in gelindem Sieden erhalten. Nach 24-
stindigem Stehen wurde die Fliissigkeit durch ein Macherey-Filter gegossen,
mit 195 Pepton und 109, Traubenzucker versetzt. Hierauf wurde die Losung
an drei aufeinanderfolgenden Tagen je eine halbe Stunde in strémendem
Wasserdampf sterilisiert und nach Bedarf in keimfreie kleinere Kélbchen
abgefiillt.

Als Erreger diente eine Reinkultur von B. lactis aero-
genes, fiir deren Uberlassung wir Herrn Professor Dr. Heymann
vom hygienischen Institut der Universitit Berlin auch an dieser
Stelle danken machten. '

24 Stunden vor Beimpfung der Giransitze warde mit einer
Platinose der Erreger von 1proz. Traubenzucker-Agar zur Prii-
tung des Gérvermégens in ein Kélbchen mit der oben beschriebenen
Nihrlosung iibertragen, die mit etwas keimfreiem Calciumcarbonat
versetzt war. Das Gefi8 wurde 24 Stunden bei 37° bebriitet. Die
eingetretene Gasentwicklung zeigte die Garfihigkeit an, wihrend
das Wachstum mikroskopisch kontrolliert wurde. Aus gut be-
fundenen Lésungen wurde dann jeweils zur Beimpfung der eigent-
lichen Gérkolben 1 ccm steril entnommen.

) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. l” 304. 1919;
C.Neuberg,J. Hirsch und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 307. 1919;
C. Neuberg und W. Ursum, diese Zeitschr. 119, 193. 1920.

1) Vgl. C. Neuberyg, Handbuch der Biochemie, 1, 224. 1909; Manogr.
Jena 1913. 8. 40. .
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Ansitze 1 und 2:
A. Versuehe mit Caleiumsultit als Abtangmittel.

Zu je 200 ccm der in der erwithnten Weise bereiteten Nihr-
lésung wurden je 12 g Calciumcarbonat (an 3 aufeinanderfolgen-
den Tagen bei 180° trocken sterilisiert), sowie 40 bzw. 24 g sc-
kunddrer schwefligsaurer Kalk (66,4 proz. feuchtes Salz) hinzu-
gefiigt. Hierauf wurde die Mischung abermals 20 Minuten im
Dampfstrom sterilisiert und dann beimpft.

Ansitze 3 und 4:
B. Versuche mit Dinatriumsulfit als Abfangmittel.

172 bzw. 184 cem steriler Nihrlésung wurden mit je 12g
keimfreiem Calciumcarbonat nebst 28 ccm bzw. 16 ccm einer
2mal gesondert sterilisierten 25proz. Losung von sekundirem
schwefligsaurem Natrium versetzt und darauf gleichfalls beimpft.

Als Kontrolle dienten 100 ccm derselben Nihrlosung, zu der
vor der Infektion lediglich 6 g steriles Calciumcarbonat gegeben
waren.

Nachdem die Giiransitze 24 Stunden lang bei 37° im Brut-
schranke sich selbst iiberlassen waren, wurde zunichst auf ent-
standenen Acetaldehyd qualitativ gepriift. Zu diesemn
Zwecke wurden dem Girungsgemische etwa 3 ccm tunlichst ohne
Bodenkérper steril entnommen, mit etwa 0,5 ccm einer 4 proz.
Nitroprussidnatriumlésung und hiernach mit ca. 1 ccm einer 3 proz.
Piperidinlésung versetzt. Bis anf die Kontrolle ergaben alle
Proben die auf das Vorhandensein von Acetaldehyd zu beziehende
Blaufirbung!). Nebenher wurde noch die Anwesenheit von
Traubenzucker durch die Reaktion mit Ostscher Liosung festge-
stellt. Durch eine gleichzeitig vorgenommene mikroskopische
Untersuchung eines Tropfens der Gurfliissigkeit konnten wir uns
vom iippigen Wachstum der Erreger iiberzeugen.

1) Méglicherweise gibt das Acetylmethyloarbinol CH,- CO - CHOH
- CH, die Nitroprussidnatriumreaktion wie das isomere Acetaldol CH,
-CHOH : CH,- CHO (vgl. C. Neuberg und E. Kerb, diese Zeitschr. 92,
108. 1918); da jedoch der Kontrollansatz, in dem Acetoin zu erwarten
war, in der vorliegenden Verdiinnung wenigstens, bei dieser Probe einen
negativen Ausfall zeigte, so kann die Firbung auf Acetaldehyd bezogen
werden. DaB tatsiichlich CH, - CHO vorlag, wird weiter unten (s. S. 149)
bewiesen.

N 10*
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Nach abermals 24stiindigem Stehen erfolgte die erste
quantitative Bestimmung des vorhandenen Acetaldehyds.
Zu diesem Behufc wurden je 50 ccm Fliissigkeit von den Gar-
ansitzen abgegossen. Bei den Ansitzen mit Calciumsulfit wurde
durch Destillation mit 10 g gewshnlichem festem kohlensaurem
Kalk der Acetaldehyd aus seiner Sulfit-Doppel-Verbindung frei
gemacht und unter den vor Jahren von uns ausfiihrlich beschrie-
benen VorsichtsmaBregeln iibergetrieben. Bei den Versuchen
mit Natriumsulfit wurden auBler den 10 g CaCO; noch 50 cem
bzw. 30 ccm m-Chlorbariumlisung hinzugegeben; dadurch wird
die Umwandlung des nicht in Reaktion getretenen l6slichen
schwefligsauren Salzes in unlésliches BaSO, herbeigefiihrt und die
der Zerlegung des Sulfit-Komplexes entgegengerichtete Wirkung
derSulfit-Ionen beseitigt. Das Abtreiben des Aldehyds wurde bis zum
negativen Ausfall der qualitativen Acetaldehydreaktion in wenigen
Tropfen des Destillates fortgesetzt. In aliquoten Teilen des Gesamt-
destillates wurde nunmehr der Acetaldehyd nach der Methode von
Ripper- v. Fiirth durch 2 Kontrollanalysen ermittelt. Erhal-
ten wurden (bezogen auf dic Gesamtmenge der Kulturfliissigkeit):

bei Giransatz 1 . . 0,106 g Acetaldehyd,

bei Garansatz 2 . . 0,081 g » ’
bei Géransatz 3 . . 0,510 g

” ’

bei Giransatz 4 . . 0,336 g s .
Nach weiteren 48 Stunden wurde bei allen Ansiitzen die
2. quantitative Bestimmung des Acetaldehyds vorgenommen.
Es wurden — bei noch positiver Reaktion auf Traubenzucker —
gefunden:

bei Giransatz 1 .
bei Giransatz 2 .

. 0,113 g Acetaldehyd,
.0l1l6g ,
bei Giransatz 3 . . 0,691 g »» ’
bei Gédransatz 4 . . 0487 g » .
Die letzte quantitative Bestimmung des Aldehyds erfolgte
bei allen Ansitzen nach weiteren 96 Stunden. Die ermittel-
ten Werte waren hierbei die folgenden:

bei Géransatz 1 .
bei Géransatz 2 .
bei Giransatz 3 .
bei Géransatz 4 .

. 0,108 g Acetaldehyd,
. verloren gegangen,

. 0,874 g Acetaldehyd,
. 05635 g »

Nach dieser Zeit war in den Géransiitzen wie in der Kontrolle
aller Traubenzucker nahezu verschwunden. In den Gegenproben
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konnte wihrend des ganzen Verlaufes der Versuche auch nicht
die geringste Spur von Acetaldehyd nachgewiesen werden.

Der Ausfall der Versuche lehrte, dal wic bei allen gegen Alkali
weniger empfindlichen Organismen das basisch reagierende, aber
lésliche NagSO, dem unléslichen neutralen CaSO, im Wirksam-
keitsausmafle iiberlegen ist.

C. Isolierung des Acetaldehyds. o

Um das Vorliegen von Acetaldehyd einwandfrei fest-
zustellen, haben wir zwei groflere Ansitze analog der Seric B
vergoren, und zwar je 2 1 Hefenwasser mit 10%, Glucose und
den erforderlichen Beigaben. Nach 8tiigigem Stehen wurden die
sulfit-haltigen und -freien Gemische aufgearbeitet, wobei der
Zucker noch nicht ganz restlos umgesetzt war.

Der Acctaldehyd wurde in der beschriebenen Weise in
Freiheit gesetzt, durch zweimalige Destillation angereichert und
mit einer alkoholisch-essigsauren Losung von p-Nitrophenyl-
hydrazin niedergeschlagen. Das Hydrazon fiel sofort als dicker
gelber Brei aus und wurde durch Umkrystallisieren in groBer
Menge analysenrein erhalten. F. 127,5—128°.

0,1507 g Substanz: 29,4 ccm N (14°, 772 mm)
CH,N,0, - Ber. N = 23,46; gef. N = 23,31%.

Die bei der Acetaldehyddestillation hinterbliebene Fliissig-
keit wurde von den Calcium- und Ba.riumsalzenf'abfiltriert und
bei niederer Temperatur weitgehend eingeengt. Die restierende
Salzmasse wurde mit absolutem Alkohol erschopfend ausgezogen
und der alkoholische Extrakt bei 40° verdampft, der Riickstand
wieder mit Alkohol aufgenommen, filtriert, iiber wasserfreiem Na-
trinmsulfat getrocknet sowie fraktioniert. Dabei erzielten wir
0,9g Acetoin und 1,7 g Butylenglykol.

Die Verarbeitung der sulfitfreien Kontrolle lieferte
keine Spur Acetaldehyd, wohl aber 2,3-Butylenglykol und
kleine Mengen p-Oxo-y-oxybutan. Dic Ausbeuten an beiden
Butylabkémmlingen waren hier aber geringer als die englischen
Autoren angaben, was mit der Variation des Bacteriums zusam-
menhéngen diirfte; wir erhielten 1,4 g Acetylmethylcarbinol und
3,0 g Glykol. —

Wir haben uns nicht bemiiht, giinstigere Bedingungen der
Aldehydabfangung durch Abinderungen in den experimentellen
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Anordnungen ausfindig zu machen. Rund 59, des angewendsten
Zuckers haben wir in Form von Acetaldehyd isolieren kénnen.

Dieser Befund beweist, daB sicherlich auch beim
Abbau des Zuckers durch den B. lactis aerogenes der
Acetaldehyd eine Durchgangsstufe darstellt. Zugleich
liefert dieses Ergebnisim Zusammenhange mit neuen
Feststellungen an zahlreichen Pilzarten!), die — wie
Aspergillen, Monilia, Mucoraceen, Oidium usw. ——
in Gegenwart sekunddrer schwefligsaurer Salze
reichlich Acetaldehyd aufspeichern, einen neuen
Beitrag zu der Lehre, daBl der Acetaldehyd bei mannig -
fachen Formen des Zuckerabbaus eine zentrale Stel-
lung einnimmt und so im Haushalte der verschieden-
sten Organismen cine wichtige Rolle spielt.

1) Siehe die vorangehende Mitteilung.
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Versuche mit Antigenen und Antikérpern an der iiber-
lebenden, kiinstlich durchstrémten Leber.

II. Mitteilung.

Versuche mit Tetanustoxin.

Von
Martin Hahn und Emil v. Skramlik.

(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.)
-(Eingegangen am 21. September 1920.)

Fiir die Pathogenese des Tetanus ist die Frage von besonderem
Interesse, was mit dem in den Korper aufgenommenen Toxin
zunichst geschieht. Selbst der Weg, den das Gift von seiner
Eintrittsstelle bis zu seinem im Riickenmark gelegenen Angriffs-
ort pimmt, ist noch nicht véllig sicher- und klargestellt.

Hier stehen einander zwei widerstreitende Theorien gegeniiber; nach
der einen, zuerst in den Arbeiten von Marie und Morax!) entwickelten,
von Meyer und Ransoms3) spiter wieder aufgenommenen, wandert das
Gift die peripheren Nerven entlang zum Riickenmark, wihrend es nach
der zweiten, von Zupnik3) 4) vertretenen, auf dem Blutweg dahin gelangt.
Fiir alle Vorstellungen, die wir uns von dem Wege, den das Gift von dem
Ort seines Eindringens zum Riickenmark nimmt, bilden konnen, ist sein
Verhalten zu den Korpersiiften und -zellen zweifellos von groBer Bedeutung.

In einer Anzahl fritherer Untersuchungen ging man vor allem darauf
aus, die Anwesenheit des Giftes in der Blutbahn zu ermitteln. Nissen®)

1) V. Morax et A. Marie, Recherches sur I'absorption de la toxine
tétanique. I et II. Ann. de I'Inst. Pasteur 1902, S. 818; 1903, S. 335.

) H. Meyer und F. Ransom, Untersuchungen iiber den Tetanus.
Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 49, 369. 1903.

%) L. Zupnik, Uber experimentellen Tetanus descendens. Dtsch.
med. Wochenschr. 1800, S. 837.

Y) L. Zupnik, Die Pathogenese des Tetanus. Dtsch. med. Wochen-
schr. 1905, S. 1999.

) F. Nissen, Uber den Nachweis von Toxin im Blute eines an
Wundtetanus erkrankten Menschen. Dtsch. med. Wochenschr. 1891, S. 775.

Blochemische Zeitschrift Band 112 11



152 M. Hahn und E. v. Skramlik:

und Kitasato!) fiihrten den Beweis, daB man durch Injektion des Blutes
von tetanuskranken Menschen und Tieren bei Miusen Tetanus erzeugen
kann. Ferner wurde durch Knorr?) und einige andere Forscher das Toxin

im Blute nachgewiesen. Knorr hat dann weiter gefunden, da8 es in kurzer
Zeit aus dem Kreislauf verschwindet, eine Erscheinung, die er auf Bindung
an die Organe zuriickfithrte. Nahezu gleichzeitig veroffentlichte Donitz3)

seine Versuchsergebnisse, durch die der Beweis geliefert wurde fiir die emi-

nente Geschwindigkeit, mit der das Toxin aus dem Blut entfernt wird.

Er machte auch interessante Angaben iiber die Mengen Antitoxin,

die zur Erhaltung des Tieres injiziert werden muBten. Diese wachsen ge-

waltig mit der seit der Einfilhrung des Giftes verflossenen Zeit. Syste-

matische Untersuchungen iiber die zeitlichen Verhiltnisse beim Verschwin-
den des Giftes aus der Blutbahn liegen hauptsichlich von Marie4) vor,

der 17 Stunden nach Injektion das Gift weder im Blut noch in den Organen

nachzuweisen vermochte. Die Untersuchungen von Knorr, Dénitz

und Marie sind an Kaninchen vorgenommen worden. Da man in

dieser Frage aus dem Verhalten einer Tierart nicht auf das einer anderen .
schlieBen diirfe, hat Blumenthal®) gelehrt.

Injektion von Organextrakten tetanischer Tiere in die Blutbahn
gesunder fithrte zu keinem einheitlichen Ergebnis. Unter 3 von 5 Fillen
erzielten Courmont und Doyon®) ?) auf diese Weise Erkrankung. Da8
diese Versuche nicht beweiskriftig sind, hat Blumenthal gezeigt, der die
gleichen Symptome mit nicht viel groBeren Dosen von Organausziigen
normaler oder mit anderen Giften vorbehandelter Tiere erzeugte.
Das 8o hervorgerufene Krankheitsbild unterscheidet sich im #brigen sehr
wesentlich von der gewohnlichen Form des Tetanus. Injektion von Organ-
ausziigen tetanischer Tiere fithrt bei Versuchsméusen zu typischom Te-
tanus, Einspritzung von gew6hnlichen Organausziigen fithrt zu einem
Symptomenkomplex, in welchem klonische Krimpfe und Paraplegien
vorherrschen, die also mit tetanischen Erscheinungen wenig gemein haben.

Zu bemerkenswerten Ergebnissen fiihrten die Untersuchungen, bei
denen das Verhalten des Tetanustoxins zu Emulsionen verschiedener

1) 8. Kitasato, Experimentelle Untersuchungen iiber das Tetanus-
gift. Zeitschr. f. Hyg. 10, 267. 1891,

2) Knorr, Habilitationsschrift Marburg 1895. Cit. n. Kraus-Leva-
diti, Handbuch der Immunititsforschung.

3) W. Dénitz, Uber das Antitoxin des Tetanus. Dtsch. med. Wochen-
schr. 23, 428. 1897.

4) A. Marie, Ann. de l'inst. Pasteur 1897, S. 591 sowie 1898, S. 91.

%) F. Blumenthal, Uber die Verinderungen des Tetanusgiftes im
Tierkorper und seine Beziehungen zum Antitoxin. Dtsch. med. Wochen-
schr. 1898, S. 185.

¢) I. Courmont et M. Doyon, Mécanisme de production des
contractures du tétanos. Arch. de physiol. 5, 64.

) I. Courmont et M. Doyon, Quelques points particuliers de
la pathogénie des contractures du tétanos. Arch. de physiol. 5, 114. 1893,
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Organe gepriift wurde. Hier sind vor allen die Arbeiten von Wasser-
mann') 3) zu erwihnen, der gefunden hat, daB Gehirn, in schwicherem
Grade auch Riickenmark, die Eigenschaft besitzen, Tetanusgift zu neutra-
lisieren. Auch die Versuche von Asakawa?®) miissen angefiihrt werden,
der am Hubn experimentierte, das bekanntlich gegen Tetanus immun ist.
Durch Emulsionen von Hiihnergehirn und -riickenmark wird das Gift
festgehalten, von dem letzteren Organ freilich in geringerem MaBe.
Die Eigenschaft, das Toxin zu binden, fehlt dagegen nach Asakawa
allen anderen untersuchten Organen (Blut, Leber, Niere, Milz und Musku-
latur) vollig. )

Es sind im wesentlichen also zwei Methoden, die man bisher
angewandt hat, um i#iber Schicksal, Wege und Angriffspunkte
des in den Organismus aufgenommenen Giftes klar zu werden;
einmal suchte man den Gehalt des Blutes an Toxin dauernd zu
kontrollieren, andererseits die Giftigkeit des Toxins nach Zusatz
von Organemulsionen zu prifen. Beide Methoden 'sind nicht
befriedigend. Verschwindet ndmlich das Gift im Tierexperiment
aus der Blutbahn, so weiB man noch nicht, ob es aus dem
Korper entfernt oder in welchem Organ es verblieben ist; bei
der zweiten Methode aber handelt es sich um Vorgiinge, die
nicht unbedingt mit denen im lebenden Gewebe zu identifizieren
sind. Das Verhalten zu den Korperzellen kann man am rein-
lichsten und sichersten an einem iiberlebenden Organ verfolgen.
Wir haben es uns daher zur Aufgabe gemacht, das Verhalten des
Toxins in der iberlebenden, kiinstlich durchstromten Leber zu
verfolgen.

Eigene Untersuchungen.

Unsere Versuche .wurden an der Meerschweinchenleber vor-
genommen. Die Technik war dieselbe, die wir schon bei anderen
Experimenten angewendet haben$) und von dem einen von uns

1) A. Wassermann, Uber eine neue Art von kiinstlicher Immunitit.
Berl. klin. Wochenschr. 1898, S. 4.

3) A. Wassermann und T. Takaki, Uber tetanusantitoxische
Eigenschaften des normalen Zentralnervensystems. Berl. klin. Wochenschr.
1898, 8. 5.

3) N. Asakawa, Die Basis der natiirlichen Immunitit des Huhns
gegen Tetanus. Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 24, 166. 1898.

4) M. Hahn und E. v. Skramlik, Versuche mit Antigenen und
Antikérpern an der fiberlebenden, kiinstlich durchstromten Leber. Biochem.
Zeitschr. 98, 120. 1919.

11*
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ausfithrlich beschrieben wurde!). Das Tetanustrockengift war
auf die ibliche Weise dargestellt worden; 0,000 001 g reichten hin,
um eine Maus von 20 g in 4 Tagen zu téten.

Wir haben uns indes nicht bloB darauf beschrinkt, das
Verhalten der kiinstlich durchstromten Leber zum Tetanusgift
zu untersuchen, sondern haben auch den Erfolg einer Durch-
leitung von Tetanusantitoxin und Toxin-Antitoxin-
Gemischen wechselnder Zusammensetzung studiert. Nach den
Untersuchungen von Ehrlich und Madsen ist das Toxin kein
einheitlicher Korper, sondern besteht zumindest aus zwei Kompo-
nenten, dem Lysin, das auf die roten Blutkorperchen wirkt und
dem Spasmin, das zu den typischen Krimpfen AnlaBl gibt. Schon
die ersten Experimente hatten uns gelehrt, dafl sich diese beiden
Gifte im kiinstlichen Kreislauf durch die Leber verschieden ver-
halten. Es empfichlt sich also eine gesonderte Behandlung.

1. Versuche mit Tetanolysin.

Zur Priffung der Wirksamkeit des Lysins dienten Kaninchen-
und Meerschweinchenblutkérperchen. Das geeignetste Objekt,
die roten Blutkorperchen des Pferdes, stand uns zur Zeit nicht
dauernd zur Verfiigung. Wie aus der untenstehenden Tabelle I
hervorgeht, unterscheiden sich die angefiihrten Blutkorperchen-
arten in ihrem Verhalten gegeniiber dem Tetanolysin nur durch
ihre Resistenz, die sich darin kundgibt, daB die Meerschweinchen-
blutkérperchen dem Gifte lingere Zeit und auch in gréBerer
Dosis widerstehen. Zur Erzielung der Hamolyse ist eine Komplet-
tierung nicht erforderlich. Die Losungsversuche wurden im
Wasserbade stets bei einer Temperatur von 38° C angestellt, das
Ergebnis nach 1t abgelesen. Vorversuche hatten ergeben, dafl
sich in den niichsten 10—12h an dem nach Ablauf 1t gefundenen
Resultat nichts Wesentliches mehr #éndert.

Tabelle 12).

Priifung des Tetanusgiftes an Kaninchen- und Meerschwein-
chenblutkorperchen. Es bedeuten T.-G. das Tetanusgift, das
stets in einer Verdiinnung von 1 :500 in Ringer-Lockelésung

1) E. v. Skramlik, Ein Apparat zur Durclistri')mung der Leber.
Arch. f. d. ges. Physiol. 180, 1. 1920.

3) Samtliche Protokolle sind hier nur in abgokurzter Form wieder-
gegeben.
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verwendet wurde. K.-Bl ul;d M.-Bl. Kaninchen- und Meer-
schweinchenblutkorperchen. Die Zahlen bedeuten cem.

T.-G. K.-BL. Na(Cl Himolyse T.-G. M.-Bl. NaCl  Himolyse
1,00 1,0 0,0 nach 3 1,00 1,0 0,0 nach 20/
0,75 1,0 0,25 w 3 0,75 1,0 0,25 , 25
0,50 1,0 0,50 » 6 050 1,0 0,50 » B0
0,25 1,0 0,75 , 13 0,25 1,0 0,75 Spiirchen n. 1t
0,10 1,0 0,9 Kippchen n. 1t 0,10 1,0 0,9 ’ s 1R
0,075 1,0 0,925 0 0,075 1,0 0,925 0

Leitet man durch die Leber eines Meerschweinchens Tetanus-
gift in Ringerlosung in einer Verdiinnung von 1 : 500, so zeigen
kurze Zeit, etwa 2’, spiter entnommene Proben, dafl das Lysin
zum groBten Teil aus der kreisenden Fliissigkeit herausge-
nommen ist, 15’ nach Beginn der Durchleitung enthilt die durch
die Leber hindurchgegangene Ringerlosung nachweislich keine
Spur des Giftes. Von der Geschwindigkeit, mit der es an das
Lebergewebe verankert wird, kapn man sich durch folgende
Uberlegung eine Vorstellung machen. Bei dem in diesen Ver-
suchsreihen angewendeten Stromvolumen von 1 ccm/sek. braucht
die gesamte, zur Durchleitung bereitgestellte Fliissigkeit (100 ccm)
genau 100, um einmal das Organ zu passieren. Wie oben ange-
geben, war nach 2’ das Gift zum groBten Teil der Durchstromungs-
flissigkeit entnommen. Es geniigt also tatsiichlich der einmalige
Kontakt von Gift und Lebergewebe zur Herbeifiihrung einer
festen Bindung. DaB es sich dabei nicht blo8 um eine Adsorption
handelt, wird durch die Unméglichkeit bewiesen, durch wieder-
holtes Ausspiilen dem Organ das Gift wieder zu entreiBen. In
den Spulflissigkeiten war keine Spur davon nachzuweisen. Die
Abnahme des Giftes geht aus Tabelle IT hervor.

, Tabelle II.
Priifung des Tetanusgiftes nach Durchgang durch die Leber

(V. 2. vom 28. II. 1920). Die Bezeichnungen sind dieselben wie
in Tabelle I. Verhalten vor dem Durchgang siehe Tabelle I.

Nach 5’ Durchgang: Nach 30’ Durchgang:

T.-G. K.-Bl. NaCl = Hémolyse T.-G. K.-Bl. NaCl = Hémolyse
71,00 1,0 0,0 Spiirchen 1,00 1,0 0,0 0

075 1,0 0,25 0 075 1,0 025 0

050 1,0 0,50 0 050 1,0 05 0

025 1,0 075 0 02 1,0 0,75 0

010 -1,0 09 0 010 1,0 09 0
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Die Feststellung, daB das Tetanolysin mit solcher Schnellig-
keit an das Lebergewebe gebunden und dann zih festgehalten
-wird, legte den Gedanken nahe, zu untersuchen, wie sich das
Gegengift beim Durchgang durch das Organ verhilt. Leitet man
durch die Leber Antitoxin in einer Verdiinnung 1 :50 — ver-
wendet wurde das Priparat Héchst 4fach — so tritt wohl auch
eine Verminderung ein, sie ist aber so geringfiigig, da8 man sie
erst nach einstiindigem Kreisen mit einiger Sicherheit nachzu-
weisen vermag, wie Tabelle IIT zeigt.

Tabelle IIIL.

Verhalten des Antitoxins (Hochst 4fach), 1 : 50 mit Ringer-
lésung verdiinnt, beim Durchgang durch die Leber (V. 5§ vom
8. III. 1920). T.-G. bedeutet wieder Tetanusgift 1 : 500 in Ringer-
lésung, A. das durch die Leber gegangene Antitoxin, K.-Bl.
Kaninchenblutkorperchen. Die Zahlen sind ccem.

Vor Durchgang:
T.-G. A. NaCl K.-BlL Himolyse
05 01 0,4 1,0 0
056 0,5 (1:500) 0,0 1,0 Spiirchen
05 025 0,25 1,0 Spur
056 0,1 ’ 0,4 1,0 nach 18’
Nach 30’ Durchgang:
T.-G. A. NaCl K.-BlL Hiimolyse
05 01 0,4 1,0 0
05 05 (1:500) 0,0 1,0 nach 1t fast vollig
05 025 0,25 1,0 ,» 8
05 0,1 » 0,4 1,0 w 3
Nach 1t Durchgang:
T.-G. A. NaCl K.-BlL Hiimolyse
05 0,1 0,4 1,0  nach 1h fast vollig
056 056 (1:5000 00 . 10 » 30, »
05 025 0,25 1,0 » 6
05 01 » 0,4 1,0 w 6

Die zahlenmiflige Feststellung, daB nach 30’ Durchgang
0,1 ccm des im Verhiltnis 1 : 50 mit Ringerlosung verdiinnten
Antitoxins noch 0,6 ccm des Tetanusgiftes (1 : 500) zu neutra-
lisieren vermag, nach einer weiteren halben Stunde Kreislaufs
aber nicht mehr, beweist nun natiirlich nicht, daB eine Vermin-
derung des Antitoxins auf etwa die Hilfte durch chemische
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Bindung stattgefunden hat. Es konnte sich bei dieser im Vergleich
zum Verhalten des Toxins so geringfiigigen Abnahme vielmehr
um Filtrations- oder Adsorptionswirkungen handeln.

Der Ausfall der beschriebenen Versuche, die Feststellung,
daB das Tetanolysin an das Lebergewebe verankert wird, wihrend
das Antitoxin mit diesem fast gar nicht reagiert, riickte die Frage
in den Vordergrund, ob man den Leberzellen das von ihnen fest-
gehaltene Gift durch sein Gegengift zu entreilen vermag. Bei
diesen Experimenten muBlte fortlaufend Toxin- wie Antitoxin-
gehalt der kreisenden Fliissigkeit geprift werden, denn man
konnte immerzu damit rechnen, sowohl daB das Toxin durch
sein Gegengift ausgeschwemmt, wie daB8 das Antitoxin durch das
verankerte Gift festgehalten wird. Zahlreiche, tber lingere
Zeit, bis zu drei Stunden, ausgedehnte Versuche, bei denen erst
das Gift an die Zellen gebunden wurde (1b), dann hinterher
Antitoxinlésung (2b) durchgeleitet wurde, haben nun gezeigt,
daB man selbst durch einen groBen UberschuB von Antitoxin
dem Gewebe das Gift nicht zu entreiBen vermag. Ebenso tritt
keine Neutralisation im Organe ein; die Antitoxinlosung zeigt
selbst nach stundenlangem Durchgange keine Verminderung
ihres Gehalts. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt, da8 die Affini-
tit des Giftes zu den Leberzellen eine viel grﬁﬁere ist, als zu
seinem Gegengift. -

Dieser Satz erfihrt eine weitere Unterstutzung durch Experi-
mente, bei denen der EinfluB des Gewebes auf ein annihernd
neutrales Gemisch von Toxin und Antitoxin festgestellt
werden sollte. Unsere als neutral bezeichneten Gemische ent-
hielten Antitoxin in geringem UberschuB. Leitet man eine solche
Mischung durch die Leber, so kann man bereits nach 5’ Durch-
gang eine Anderung der Zusammensetzung feststellen, und
zwar auch dann, wenn die Bindung des Toxins an das Antitoxin
vor Beginn der Durchleitung geniigend lang (1/," bei 37°C)
ermoglicht wurde. Das Antitoxin ist nunmehr in einem weit
groBeren UberschuB als urspriinglich vorhanden. Auch in diesem
Falle wird also das Toxin an das Lebergewebe gebunden. Wir
haben darin einen einfachen, aber nicht unwichtigen neuen Be-
weis dafiir zu erblicken, daB8 Toxin und Antitoxin keine chemische
Bindung eingehen, vielmehr nebeneinander bestehen, etwa wie
Siure und Base in wiisseriger Losung.
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Tabelle IV.

Durchleitung eines annihernd neutralen Toxin-Antitoxin-
gemisches durch die Leber. T.-G. bedeutet Tetanusgift 1 : 500
verdiinnt. N.-M. die neutrale Mischung, die im Verhéaltnis 1 : 500
Tetanusgift und 1 : 150 Antitoxin (Héchst 4fach) in Ringer-
lésung gelost enthilt. K.-Bl. Kaninchenblutkorperchen. (V. 7
vom 12. IIT. 1920).

Nach 5 Durchgang durch die Leber:
N.-M. T.-G. NaCl  K.-BL Hiamolyse
0,5 0,0 0,5 1,0 0
0,5 0,1 0,4 1,0 nach 1t Spur
0,56 0,2 0,3 1,0 ,» 1h fast vollstindig

0,5 0,3 0,2 1,0 » 6
0,5 0,4 0,1 1,0 w 3
0,5 0,5 0,0 1,0 w 2
Nach 30’ Durchgang durch die Leber:
N.-M. T.-G. NaCl K.-BL Hémolyse
0,5 0,0 0,5 1,0 0

0,6 0,1 0,4 1,0  Spiirchen geldst
0,5 0,2 0,3 1,0  Spur »
0,5 - 0,3 0,2 1,0 v »
0,5 0,4 0,1 1,0 » »
0,5 0,5 0,0 1,0 Kuppe

Die gefundene gréBere Affinitit der Korperzellen zum Gift
hat indessen auch ihre Grenzen. Die Verhiltnisse gestalten sich
namlich gleich anders, wenn man durch die Leber ein Toxin-
Antitoxingemisch kreisen laBt, das einen groBen Antitoxiniiber-
schuB enthalt, also z. B. in unserem Falle eine Mischung, die
Toxin 1 : 500, Antitoxin 1 : 30 enthilt. Bei dieser Versuchsan-
ordnung werden vom Lebergewebe weder erhebliche Mengen von
Toxin noch von Antitoxin festgehalten. Unsere Befunde (s. Ta-
belle V) stehen nur in einem scheinbaren Gegensatz zu den
Ergebnissen von Ddnitz'), der durch einen starken Antitoxin-
iiberschuB einen Giftschutz zu erreichen vermochte und daraufhin
auch behauptet hat, da das Antitoxin den Geweben Toxin zu
entreiBen und so unschidlich zu machen vermag. Es ist vor allem
hier zu beachten, dal die Giftmenge und die secit ihrer Ein-
filhrung in den Organismus bis zur Neutralisation verflossene
Zeit in den Donitzschen Versuchen von entscheidender Bedeu-

1) Siche FuBnote 3 . 152.
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tung sind. Wirhabenl.nur die ly tische Wirkung des Giftes hier
gepriift und muBten deshalb mit Giftdosen arbeiten, die ungefihr
das 1000fache der einfach todlichen spastischen Dosis betragen,
2. aber wurde in unseren Versuchen das Antitoxin erst 1 Stunde
nach Einfilhrung der groBlen Giftmenge zur Durchstrémung
gebracht. Die Aussichten fiir eine Neutralisation des Giftes ver-
schlechtern sich also hier durch die ungeheuere Héhe der Gift-
dosis und durch Verzigerung der Einfithrung des Antitoxins.

Tabelle V.

Durchleitung eines Tetanustoxin- und -antitoxingemisches
(M.) durch die Leber, das Antitoxin im UberschuB enthalt.
(V. 8 vom 15. IIL. 1920). M. enthilt Toxin 1 : 500, Antitoxin
1 : 30 in Ringerlosung. Zur Austitrierung muBte M. noch 1 : 100
verdiinnt werden.

Nach 5 Durchgang durch die Leber:

M. T.-G. NaCl K.-BL Himolyse
. 0,5 0,5 0,0 1,0 0

! 0,4 0,5 0,1 1,0 Kiippchen
0,3 0,5 0,2 1,0 Kuppe
0,2 0,5 0,3 1,0 Spur
0,1 © 0,5 0,4 1,0 nach 15’
0,0 0,6 0,5 1,0 » 10

Nach 30" Durchgang durch die Leber:

M. T.-G. NaCl K.-BlL Himolyse
0,5 0,6 0,0 1,0 Kuppe
0,4 0,5 0,1 1,0 Kuppe
0,3 0,5 0,2 1,0 Spur
0,2 0,5 0,3 1,0  fast vollstindig nach 30’
0,1 0,5 04 1,0 nach 13’
0,0 0,5 0,5 1,0 » 10

Die beschriebenen Versuche haben gezeigt, daB das einmal
an das Lebergewebe gebundene Toxin weder mechanisch, durch
Ausspiilung, noch durch das Antitoxin loszulésen ist. Es erhebt
sich im AnschluBl daran die Frage, ob es durch die Verankerung
entgiftet ist oder noch irgendeine Wirkung, z. B. auf Blutkorper-
chen, zu duBern vermag. Zur Herbeifiihrung einer Entscheidung
eignet sich am besten die Methode, die wir schon wiederholt
bei fritheren Versuchen mit Amboceptoren und Kobragift ange-
wendet haben. Sic besteht darin, daB man nach lingerer Ein-
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wirkung der Giftlosung — in diesem Falle geniigen etwa 15’ zur
vollstindigen Bindung des Toxins — die entsprechende Blut-
korperchenart durch die Leber kreisen 1aBt und das weitere Ge-
schehen abwartet. Durchstrémt man eine Leber, die das Toxin
gebunden hélt, mit einer 5 proz. Aufschwemmung von Kaninchen-
oder Meerschweinchenblutkorperchen, so werden diese letzteren
im Verlauf der nichsten 10’ aus dem Kreislauf genommen. Gleich
mit dem ersten SpritzenstoBe, der die Blutkorperchen in die
Leber treibt, bilden sich an deren Oberfliche rote Herde, die
zuerst punktformig sind, bei weiterem Kreisen der Aufschwem-
mung an Umfang aber stindig zunehmen. Man steht damit dem
von uns frither beschriebenen Phinomen der Organbindung
gegeniiber!), das eine im Gewebe, und zwar in den Capillaren, vor
sich gehende Agglutination?) der Blutkorperchen darstellt. Die
Schnelligkeit, mit der dieser ProzeB vor sich geht, wird am besten
durch Zahlenbelege erwiesen. Bei Einfithrung der Aufschwemmung
» betrug in einem Versuch die Zahl der Blutkorperchen im cmm
321500, nach 5" Durchgang 155 500, nach weiteren 10’ nur noch
7 500. DaB es sich um eine im Gewebe erfolgende Agglutination
handelt, kann man auch durch retrograde Spiilung einer solchen
Leber feststellen, indem man Ringerlésung durch den proximalen
Teil der Vena cava inferior einleitet, die dann zur Vena portae
ausflieft und den verstopfenden Inhalt herausschwemmt. Unter-
sucht man die ausgetretenen roten Gewebsfetzen unter dem
Mikroskop, so erweisen sie sich als agglutinierte, fest mit-
einander verbackene Blutkérperchen. Der eingetretenen Blut-
korperchenagglutination folgt diee Ha mol yse in einem Zeitraum
von lingstens einer halben Stunde nach. Doch ist diese selten
vollkommen ; meist zeigt die kreisende Fliissigkeit nur eine rot-
liche Férbung, die indes als partielle Himolyse wohl kenntlich ist.
Als wichtiges Ergebnis geht aus dieser Versuchsreihe
hervor, daBl das Toxin durch seine Verankerung an das
Lebergewebe noch durchaus nicht entgiftet ist, vielmehr
seine Wirkungen auf Blutkorperchen noch zu #uBlern vermag.
Unklar bleibt vorerst, wie diese zustande kommen kénnen. Man

1) Siehe FuBnote 4 8. 153.

?) Vgl. E. v. Skramlik und Th. Hiinermann, Die iiberlebende,
kiinstlich durchstrémte Leber im histologischen Bild. Zeitschr. f. d. ges. exp.
Med. 11, 349. 1920.
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wiire beinahe versucht, wie dem Kobragift auch dem Tetanustoxin
Amboceptorennatur zuzuschreiben. Dem widerspricht vor allem,
daB das Tetanusgift zur Auflosung roter Blutkirperchen keines
komplementierenden Korpers bedarf. Die Bindung des Lysins
an das Lebergewebe bedeutet also jedenfalls noch keine Ent-
giftung fir alle anderen Zellen. Es wiire denkbar, daB diese
Verankerung durch eine Zellgattung wie die roten Blutkérperchen,
welche scheinbar eine- gréBere Affinitit zum Lysin besitzen,
wieder rickgingig gemacht wird. DaB8 der Himolyse die Agglu-
tination der roten Blutkérperchen vorangeht, ist ein neuer Beweis
far die Richtigkeit der Bordetschen Ansicht, daB es sich
dabei nur um verschiedene Stufen eines und desselben Vorganges

handelt.
2. Versuche mit Tetanospasmin.

Alle bisher angefithrten Befunde beziehen sich auf die Wirk-
samkeit des Tetanolysins; Gegenstand der weiteren Untersuchun-
gen war das Verhalten der zweiten bekannten Komponente, des
Tetanospasmins im kiinstlichen Kreislauf durch die Leber.
Hierzu waren Tierversuche erforderlich, die an Méusen vorge-
nommen wurden. Nach Ermittlung der einfach tédlichen Dosis
(sie betrug, wie schon oben angegeben, 0, 000 001g fiirr 20 g Maus)
wurde den Tieren das entsprechend verdiinnte Gift vor und nach
Durchgang durch die Leber injiziert. Wie nach fritheren Unter-
suchungen zu erwarten war, ergaben sich auch hier wieder erheb-
liche Unterschiede zwischen den Komponenten. Wihrend das
Tetanolysin beim Durchleiten durch die Leber in seiner Wirksam-
Kkeit mindestens um das Hundertfache geschwicht wird, ergaben
die Tierversuche (s. Tabelle VI), daB die Menge des Tetanospasmins
im kiinstlichen Kreislauf nicht einmal auf die Hilfte sinkt. Man
kann also wohl sagen, daB eine erhebliche Bindung von Tetano-
spasmin durch das Lebergewebe nicht stattfindet.

Tabelle VI.

Tierversuch V. 11 vom 16. VI. 1920. Injektion von Tetanus-
gift 1 : 500 entsprechend weiter verdiinnt, und zwar auf /g,
und /400, vor und nach 1stiindigem Durchgang durch die Leber.
Maus I: Gewicht 20 g, erhiilt 1 ccm /400 Gift vor Durchgang. Stirbt nach

4 Tagen,
.» II: Gewicht 20 g, erhilt 1 ccm /4490 Gift vor Durchgang. Stirbt nach
5 Tagen,
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Maus IIT: Gewicht 19 g, erhilt 1 ccm /494 Gift nach 1" Durchgang. Stirbt
nach 4 Tagen,
» IV: Gewicht 20 g, erhilt 1 ccm /4490 Gift nach 1» Durchgang. Stirbt
nach 5 Tagen als letzte. )

 Das gefundene Ergebnis, nimlich die erheblich geringere
Bindung des Tetanospasmins durch Lebergewebe spricht aber
nicht nur fiir die Verschiedenheit der beiden Gifte, sondern auch
fir cine elektive Bindungsfihigkeit der verschiedenen Korper-
organe, wie sie in der starken Beeinflussung des Zentralnerven-
systems durch das Spasmin am deutlichsten zum Ausdruck
kommt.

Kehren wir nun zu der urspriinglich aufgeworfenen Frage
nach der Bahn zuriick, die das Gift von seiner Eintrittsstelle zum
Angriffspunkt im Riickenmark durchliuft, so lehren unsere
Versuchsergebnisse, daB die beiden hierfiir aufgestellten Theorien
einander gar nicht ausschlieBen. Der ausschlaggebende Giftteil,
das Tetanospasmin, kann seinen Weg sowohl tber die
peripheren Nerven als auch auf der Blutbahn nehmen.
Soweit man aus den bisherigen Resultaten mit der durchstrémten
Leber schlieBen darf, wird es dabei durch die Zellen anderer
Organe nicht aufgehalten. Nehmen auch noch andere Gewebe
als nur Nerven, wie z. B. die Leber das Toxin in Beschlag, so
bedeutet dies nur eine elektive Tatigkeit, die sich auf das Lysin
allein beschrinkt. Endgiiltigen AufschluBl iiber die hier vorlie-
genden sehr verwickelten Verhaltnisse werden aber erst weitere
Untersuchungen an anderen Organen, vor allem an der Milz,
erbringen miissen. Jedenfalls ist durch die vorliegende Arbeit
gezeigt worden, daB auch diejenigen Organe, welche nicht unmittel-
bar an der Erzeugung des Krankheitsbildes beteiligt sind, sich
dem Gift gegeniiber nicht nur passiv verhalten. Haben doch
unsere Versuche ergeben, daB durch die Leber elektiv eine Gift-
komponente zum groBen Tel, die andere nur in sehr geringem
MaBe gebunden wird, ebenso, daB das Festhalten des Lysins
noch keine Entgiftung bedeutet. :

Zusammenfassung.

1. Das Tetanolysin besitzt eine groBe Affinitat zum Leber-
gewebe. Im kiinstlichen Kreislauf wird es sofort von der Leber
gebunden und kann nicht einmal durch nachtrigliche Durch
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stromung mit groBen Mengen seines Gegengiftes dem Gewebe
entrissen werden. Das MaB dieser Verwandschaft des Toxins zu
Korperzellen geht weiter daraus hervor, daB nur ein groSer
UberschuB von Antitoxin in Toxin-Antitoxingemischen den
Eintritt der Bindung verhiitet. Diese Tatsache ist darum von
besonderem Interesse, weil hier auf einem neuen Wege die alte
Erfahrung bestitigt wird, daB allein groBe Dosen von Antitoxin
imstande sind, das Gift im Korper unschiddlich zu machen.

2. Selbst in gebundenem Zustande kann das Lysin auf andere
Korperzellen schidigend wirken. Rote Blutkorperchen werden
beim Durchgang durch eine solche Leber agglutiniert und nach
Verlauf einiger Zeit auch aufgelgst. Die Bindung bedeutet also
keine Entgiftung. .

3. Das Tetanospasmin wird geradeso wie das Antitoxin in
keinem erheblichen MaBe vom Lebergewebe festgehalten. Die
elektive Bindungsfihigkeit dieses Organs beweist von neuem die
Zusammensetzung des Tetanustoxins aus zwei verschiedenen
Komponenten.
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Zur Kenntnis der Leberfunktion unter experimentell
pathologischen Bedingungen.

. Von
Wilhelm Loffler.

(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik Basel.)
(Eingeganger am 23. September 1920.)

Wihrend die ausgedehnte Anwendung itberlebender, kiinst-
lich durchstromter normaler Organe die Physiologie des
intermediéren Stoffwechsels mit zahlreichen grundlegenden Tat-
sachen bereichert hat, ist die Erforschung pathologisch ver-
anderter, isolierter Organe zur Klirung des krankhaft ge-
storten Stoff wechsels in weit geringerem MaBe herangezogen
worden. Wenn auch die am Menschen beobachteten Stoffwechsel-
storungen sich héufig am Tier nicht in gleicher Weise erzeugen
lassen, so erscheint es doch fiir die Erkenntnis des krankhaften
intermediéren Stoffwechsels von Bedeutung, den Verlauf be-
kannter biochemischer Reaktionen unter den verinderten Be- ,
‘dingungen des kiinstlich, in bestimmter, wenn méglich abgestufter,

- Weise geschidigten Organs zu verfolgen.

Untersuchungen an iiberlebenden, experimentell unter pathologische
Bedingungen gebrachten Organen sind allerdings schon bald nach Ausbil-
dung des Verfahrens der kiinstlichen Durchblutung von den Schulen Hof-
meisters und Schmiedebergs durchgefithrt worden. Die Versuche be-
trafen hauptsichlich das Oxydationsvermogen der iiberlebenden
Lunge: Jaquet!) konnte zeigen, daB die o x ydative Fihigkeit der Lungen
gegeniiber Salicylaldehyd und Benzylalkohol weder durch Gefrieren
des Organs und nachheriges Wiederauftauen, noch durch Vergiftung mit
Chinin oder Carbolsiure, noch durch Hiirten des Organs mit Alkohol auf-
gehoben wird. Auch nach Zusatz von Phosphor zur Durchstrdmungs-
fliissigkeit konnte Ha user?) noch ausgiebige Oxydation von Salicylaldehyd
nachweisen. Die Hippursdurebildung aus Glykokoll und Benzoe-

1) Jaquet, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 29, 386.
3) Hauser, ib. Bd. 36, 8. 165. 1895.



W. Léffler: Leberfunktion unter experimentell patholog. Bedingungen. 165

sidure in der iiberlebenden Niere wurde dagegen durch Zusatz nativen
Phosphors zum Durchstrémungsblut erbeblich gehe mmt, wihrend schon
Bunge und Schmiedeberg gezeigt hatten, daB das bloBe Aufbewahren
einer Niere wihrend 2mal 24 Stunden im Eisschrank die Fahigkeit des
Organs, die Hippursiuresynthese zu bewerkstelligen, nicht aufgehoben
hatte. Bei der Hippursiurebildung handelt es sich um eine Anhydrisierung,
die in vitro erst bei hoher Temperatur unter Druck erfolgt, im Gegensatz
zu der auch auBerhalb des Tierkorpers viel leichter vor sich gehenden,
rein oxydativen Umwandlung von Benzylalkohol und Salicylaldehyd.
Fiir das Zustandekommen dieser Reaktionen ist in Anbetracht der zum Teil
sehr schweren destruktiven Schiidigung der Lungen eine eigentliche
Zellfunktion nicht mehr anzunehmen, wihrend offenbar die Hippursiure-
bildung Zelltitigkeit voraussetzt, die schon durch Schidigungen aufgehoben
wird, welche die reinen Oxydationsreaktionen noch nicht beeinflussen.

Es 148t sich danach aus dem Verhalten des in geeigneter Weise geschii-
digten Organs ein RiickschluB auf die Natur der in Frage stehenden Reaktion
ziehen; d. h. der Verlauf einer bekannten Reaktion am kranken Organ kann
AufschluB dariiber geben, inwieweit es sich um einen ProzeB handelt,
der nur dank der groBen Oberfliche, die das Capillarsystem eines Organs
bietet, bei der Durchstromung gewissermaBen katalytisch beschleunigt
wird, oder ob eine spezifische Zellffunktion fiir das Zustandekommen
der Reaktion notwendig ist, also eine biochemische Reaktion im eigent-
lichen Sinne vorliegt.

In eingehenden Untersuchungen hat Warburg!) das Verhalten
isolierter Zellen (Seeigeleier) unter normalen und experimentell patho-
logischen Verhiltnissen studiert und dabei sein Hauptaugenmerk auf die
Oxydationsreaktionen (Atmung) der isolierten Zellen gerichtet. Wichtige
Reaktionen des intermediiren Stoffwechsels lassen sich nun an isolierten
Zellen hiufig nicht mehr beobachten, und wir sind fir die Verfolgung
ihres Verlaufes auf das isolierte Organ in seiner Gesamtheit angewiesen,
dabei muB unterschieden werden zwischen der eigentlichen Zellstruktur
und dem Gefiige der Zellen, einer Struktur héherer Ordnung, bedingt durch
gogenseitige Anordnung der Zellen, ihre Beziehungen zu den Capillaren,
za den Ausfiithrungsgingen usw. Wir miissen uns in jedem Fall die Frage
vorlegen: stellt eine gegebene Reaktion im iiberlebenden Organ, gleich wie
die Oxydationsbeschleunigung in isolierten Zcllen, eine Katalyse dar,
und welcher Art ist diese Katalyse? Wenn wir Warburg in seinen An-
schauungen iiber die Oxydationsprozesse in Zellen folgen, so sind dabei
2 Arten von Katalyse zu einem einheitlich funktionierenden Mechanismus
verkettet, nimlich eine rein che mische Katalyse und eine mehr physico-
chemische. Die erstere wiirde bedingt durch oxydationsbeschleunigende
Substanzen innerhalb der Zellen, die letztere wiire an eine besondere An-
ordnung der Substanzen in der Zelle, also an die Struktur der Zelle ge-
bunden. Als Definition der Zellstruktur verstehen wir nach Warburg:

1) Warburg, Ergebnisse der Physiologie S. 253. 1914. Daselbst auch
Literatur.
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,,Die Forinen, an die die mechanische Zellarbeit gebunden ist.* Wir neh-
men an, daB der Ablauf geordneter biochemischer Reaktionen an die Zell-
struktur gebunden sei. Durch Zerstérung der Struktur werden derartige
Reaktionen in weitgehender Weise abgeschwicht oder aufgehoben, so z. B.
besitzt der HefepreBsaft nur noch wenige Prozente der Girkraft lebender
‘Hefen. Nach Zerstérung der Zellstruktur kommt ausschlieBlich die rein
‘chemische Katalyse zur Wirkung.

Der Verlauf biochemischer Reaktionen unter pathologischen
Bedingungen ist fiir die itberlebende Leber erst in neuerer Zeit studiert
worden, und zwar fast ausschlieBlich solcher Reaktionen, die den Kohle-
hydratstoffwechsel betreffen. Wertvolle Ergebnisse fiir die Auffassung
pathologisch verinderter intermediirer Stoffwechselvorginge sind dabei
gewonnen worden. Es handelt sich um Leberschidigungen bei Phosphor-
und bei Phloridzinvergiftung der Versuchsticre, und es wurde das Ver-
halten der isolierten Lebern dieser Tiere verglichen mit demjenigen der
Lebern pankreatektomierter Hunde. Es ergaben sich folgende Fest-
stellungen:

a) fir die Leber phosphorvergifteter Tiere:

1. Keine Milchsiurebildung, 2. Hemmung des Fettabbaues in den hohe-
ren Stufen, 3. normale Verbrennung von Butter- und Isovaleriansiure
und von Dioxyaceton, 4. keine Verminderung des Sauerstoffbedarfes
(Isaak).

b) Fiir die Leber phloridzinvergifteter Tiere:

1. Keine Milchsiurebildung (Isaak), 2. Glykogenbildung aufgehoben
(Barrenscheen), 3. Zuckerbildung aus Milchsiure erhalten (Baldes und
Silberstein), 4. Zuckerbildung aus Milchsiure, Glycerinsiure, Glykol-
aldehyd erhalten (Barrenscheen).

c) Leber pankreatektomierter Tiere:

1. Keine Milchsdurebildung (Isaak), 2. Glykogenbildung aufgehoben
(Barrenscheen), 3. Glykogenbildung aus Fructose gelegentlich erhalten
(Embden), 4. Unwandlung von Milchsiure in Glucose erfolgt leicht unter
Ansteigen der Blutzuckerwerte, 5. gesteigerte Acetonkorperbildung.

Diese kurze Zusammenstellung zeigt, da einzelne bio-
chemische Reaktionen der Leber durch pathologische Verinde-
rungen aufgehoben werden, wihrend andere Vorginge unbeein:
fluBt bleiben. Besonders hervorzuheben ist der Umstand, daB die
Phosphorvergiftung des Tieres die oxydativen Leistungen der
Leber nicht beeintrichtigt, daB aber Spaltungen, wie z. B. die
Umwandlung von Glucose in Milchséure, aufgehoben sind. In
der maximal verfetteten Leber mit Phloridzin vergifteter Tiere
ist neben dem Abbau der Glucose zu Milchsiiure auch der Aufbau
von Glykogen aus Glucose und aus Zuckerbildern in #hnlicher
Weise gestort wie in der Leber pankreasdiabetischer Hunde;
die Glucosebildung aus Milchssure, Glycerinsiiure, Glycerin und
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Glykolaldehyd ist dagegen erhalten. Bei einer Leberschidigung
bestimmter Art sind also gewisse Funktionen im Kohle-
hydratstoffwechsel aufgehoben, wihrend andere ungestért
weiter verlaufen.

Im Gegensatz zu dieser schon recht vielseitigen Bearbeitung
des Kohlehydratstoffwechsels in der kiinstlich geschadigten
Leber, wurde der Rolle dieses Organes im EiweiBstoffwechsel
unter pathologischen Bedingungen viel weniger Aufmerk-
samkeit geschenkt. Von den hier in Betracht kommenden Funk-
tionen verdient die Harnstoffbildung in erster Linie Beach-
tung, denn sie stellt eines der wichtigsten und bestbekannten
Glieder dar in der lebenswichtigen Aufgabe der Leber, die ElweLB
umsetzung im Organismus zu regeln.

Aus dem Jahre 1914 liegt eine Arbeit von Fiske und Karsner?)
vor, in der gezeigt wird, daB die Fihigkeit der iiberlebenden Leber, Ammo-
niak umzuwandeln nach Vergiftung der Versuchstiere mit Phosphor,
Chloroform, Ather, Hydrazinsulfat, Phloridzin und hdmolytischem Immun-
serum nicht beeintréchtigt wird, daB aber die Fihigkeit der Leber,

Ammoniak zum Verschwinden zu bringen, durch reichliche Versorgung
des Durchstromungsblutes mit Sauerstoff gesteigert werden kann.

In meinen Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung in der iiber-
lebenden, kiinstlich durchbluteten Siugetierleber2?) konnte ich den auf-
fallenden Befund erheben, daB die Leber selbst bei Gegenwart freier
Saure in der Durchstréomungsfliissigkeit die Harnstoffbildung aus Ammo-
niumsalzen nicht einstellt, eine Tatsache, die die weitgehende relative
Unabhingigkeit des Prozesses von der H'-Ionenkonzentration beweist.

Einzig die Versuche von Rum pf2), die unter Leitung des Verfassers
im Laboratorium der hiesigen med. Klinik ausgefiihrt worden sind, sprechen
dafiir, daB unter gewissen pathologischen Verhiltnissen, so bei anaphylak-
tischem Schock die Harnstoffbildung in der isolierten iiberlebenden Leber
aufgehoben werden kann.

Auf Grund dieser Feststellungen schien zuniéchst die Frage
angezeigt, ob bei der Harnstoffbildung in der Leber iiberhaupt
eine spezifische Zelltatigkeit vorliegt, oder ob es sich im
iiberlebenden Organ einfach um einen Vorgang handelt, der
durch die sehr giinstigen Oxydationsbedingungen im Capillar-
system der Leber erheblich beschleunigt wird. Dieser Gedanke
dringt sich auf in Anbetracht der erheblichen Harnstoffbildung

1) Journ. of Biolog. Chem. 18, 381. 1914.
3) Diese Zeitschr. 83, 230—94. 1918.
3) Zeitschr. f. Immunititsforschung Orig. 27, 489. 1918,
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bei sauer reagierender Durchstromungsflissigkeit. Der Um-
stand, daB bis jetzt eine Harnstoffbildung aus Ammoniumsalzen
und anderen Stickstoffverbindungen unter dem EinfluB von
Leberbrei in vitro nicht beobachtet werden konnte, spricht zwar
zugunsten der Auffassung, daB der Integritit der Zellen und des
Zellverbandes bei der Harnstoffbildung eine Rolle zukommt; das
Experimentum crucis, die Priffung der Harnstoffbildung in der
anatomisch erhaltenen, in ihrer Zelltitigkeit aber gestorten Leber
ist jedoch noch nicht systematisch verfolgt worden. Che mische
Reaktionen konnten an der grofen Oxydationsfliache,
die die Lebercapillaren bieten, in einer Weise ausgeldst oder be-
schleunigt werden, daB eine merkliche Harnstoffbildung nur auf
die eigentiimlichen Verhiiltnisse der Organstruktur zurtickgefiihrt
werden konnte. :

Es ergibt sich danach die Fragestellung: Lassen sich patho-
logische Schiédigungen irgendwelcher Art in der Leber herbei-
fihren, durch die dic Fihigkeit des Organs, aus Ammoniumsalzen
Harnstoff zu bilden, gchemmt oder aufgehoben wird? Es ist dies
eine Frage, die auch in klinischer Hinsicht fir die Bewertung
der ,,Leberinsuffizienz'* von Bedcutung ist.

Die Leberfunktion wurde am kinstlich durchstromten iber-
lebenden Organ untersucht.

Als Methode der Leberschadigung kamen Vergiftungen,
sei es des ganzen Ticres, sci es des isolierten Organs in
Anwendung. Das zuletzt genannte Verfahren bietet den Vorteil,
daB ein und dieselbe Leber zunichst unter physiologischen
und anschlieBend daran unter pathologischen Bedingungen unter-
sucht werden kann.

Fiir die Vergiftungen dienten folgende Substanzen:

A. Vergiftung des Versuchsticres mit Phosphor.

B. Vergiftung der isolierten iiberlebenden Leber 1. mit
Alkohol, 2. mit Chloroform, 3. mit Nicotin, 4. mit Kalium-
cyanid.

Die Wahl der Gifte ergab sich fiir Phosphor aus der Tatsache
der schweren anatomischen Leberschidigung bei der Phosphor-
vergiftung. Alkohol und Chloroform kamen in erster Linie als
Narkotica (lipoidlosliche Gifte) in Betracht, Nicotin far die Aus-
schaltung des vegetativen Nervensystems, endlich Kaliumcyanid
als ,,Fermentgift‘‘.
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Folgende Resultate wurden erhalten:

1. Ein hemmender EinfluB der Phosphorvergiftung des
Tieres auf die Harnstoffbildung in der iiberlebenden Leber
konnte trotz starker Verfettung des Organs nicht festgestellt
werden, wie auch auf Grund der Resultate Isaaks!) sowie Fiske
und Karsners?) zu erwarten gewesen war. .

Die Ergebnisse am tberlebenden Organ stimmen mit den Be-
obachtungen am Menschen bei Phosphorvergiftung gut tiberein,
indem weder Badt, noch Miinzer, noch Laub3) bei derselben
eine irgendwie erhebliche Herabsetzung der Harnstoffausscheidung
beobachten konnten. Eine geringe Vermehrung der Ammoniak-
ausscheidung erwies sich bedingt durch vermehrte Saure-
bild ung im Organismus und lieB sich durch Zufuhr von Natrium-
bicarbonat stark zuriickdréngen.

Die Leber eines an Phosphorvergiftung spontan zugrunde
gegangenen Hundes bildet jedoch [im Gegensatz zu der lingere
Zeit (bis 7h) auf Eis aufbewahrten normalen Leber] aus der Durch-
strémungsﬂﬁsgigkeit zugesetztem Ammoniumcarbonat keinen

Harnstoff mehr (Versuch 3).
' Diese Feststellung ist von Interesse im Hinblick auf die
Beobachtungen Jacobys4), daB in der Leber phosphorvergifteter
Tiere die postmortale Autolyse viel stirker ist als unter normalen
Bedingungen ; Verhiltnisse, die Fischler®) auch bei maximaler
Phosphorvergiftung intra vitam bestdtigen konnte, indem die
Galle solcher Versuchstiere tryptisches Ferment enthielt. Fisch-
ler faBt diese Erscheinungen, die nur bei fast letaler Vergiftung
erzielt werden kénnen, auf als Versagen der Leberfunktion, bei
der die im Organ angehiéuften Fermente das Organ selbst zer-
storen. -
2. Alkoholzusatz bis zu 5,5 Vol.-9, der Durchstrémungs-
flissigkeit (Versuch 4—13) hebt das Harnstoffbildungs-
vermégen der Leber nicht auf. In einigen Versuchen tritt
zwar unter der Alkoholwirkung eine geringere Harnstoffneu-

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 100, 54.

%) Fiske und Karsner, Journ. of Physiol. Chem.

3) Zit. nach v. Noorden, Handb. d. Path. d. Stoffwechsels, 2. Aufl. II,
8. 738.

4) Jacoby, Zeitschr. f. physiol. Chemie 30, 149. 1900.

%) Fischler, Physiologie und Pathologie der Leber. Springer 1916.

12*
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bildung ein als in den Vorperioden, doch ist dieser Riickgang
nicht erheblich gréBer als der bei langdauernden Versuchen
schon spontan erfolgende. Bei einem Alkoholgehalt der Durch-
stromungsfliissigkeit von 119, (Versuch 14) sistiert die Harnstoff-
bildung nach etwa einer halben Stunde.

Mit 119, Athylalkohol kommen wir der Grenzzone sehr nahe,
an der nach Spiro?!) durch Athylalkohol EiweiBfillung hervor-
gerufen wird. Ja wir haben dieselbe bei Beriicksichtigung der
Temperatur der Durchstromungsflissigkeit von 38—40° wohl
schon tberschritten. ’

(Eine in den ersten Versuchen bei niedriger Alkoholkonzen-
tration der Perfusionsfliissigkeit zunichst beobachtete Hemmung
erwies sich als bedingt durch mangelhafte Arterialisation des
durchstrémenden Blutes wegen Veréinderung der physikalischen
Beschaffenheit der Durchstrémungsfliissigkeit durch den zu-
gesetzten Alkohol.)

Die Resultate stehen in Einklang mit den klinischen Be-
obachtungen fiber die Alkoholwirkung auf die Leber. Es unter-
liegt keinem Zweifel, daB die chronische Alkoholintoxikation
einen wesentlichen Faktor in der Genese der Lebercirrhose dar-
stellt. Bei der Cirrhose ist nuh die Harnstoffbildung in der Leber
nicht gestort. Die leichte Verminderung der Harnstoffausschei-
dung zugunsten einer vermehrten Ammoniakausscheidung a8t
sich nach Miinzer2) durch Zufuhr von Natrium bicarbonicum
beheben. Es liegt also vermehrte Ammoniakausscheidung vor,
bedingt ebenfalls durch abnorme Siurebildung und nicht durch
verminderte Harnstoffsynthese; bestitigend haben die Versuche
von Weintraud?) sowie von Rumpf und Kleine®) erwiesen,
daB bei schwerster Cirrhose groBe Ammoniakmengen restlos in
Harnstoff tibergefiihrt werden.

Eine toxisch bedingte Beeintrichtigung der Harnstoffbildung
am gesamten Tier liBt sich nur bei schwerster akuter experi-
menteller Vergiftung mit Athylalkohol nachweisen. Auch durch
Methylalkoholvergiftung wird die Harnstoffausscheidung herab-
gesetzt, doch liegen die Verhiltnisse weniger eindeutig wegen der

1) Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 300.

?) Miinzer, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 33, 164.
3) Ibid. 32.

4) Zeitschr. f. Biol. 34, 91.
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Wirkung der gleichzeitig entstehenden, schwer verbrennlichen
Ameisensiure.

Eine Beeinflussung der Leberfunktion durch Alkohol erschien
daher fiir unsere Zwecke ein wenig geeignetes Mittel, indem akut
eintretende Schidigungen des Organs beabsichtigt waren.
Der Nachweis der Resistenz des Harnstoffbildungsvermogens
der isolierten Leber dem Alkohol gegeniiber ist ebenso auffallend,
wie der frither erhobene Befund der Fortdauer einer Harnstoff-
bildung bei sauer reagierender Durchstromungsfliissigkeit.

Diese fiihrte zur Frage, ob tiberhaupt nur destruktive
Einwirkung auf die Leber die Funktion der Harnstoffbildung
aufzuheben imstande seien. Deshalb wurde schwerste
Schéadigung der Zellstruktur mittels Durchleiten konzentrier-
ten Alkohols erzeugt.

Durch diesen Eingriff wurde nun die Harnstoffbildung
sofort aufgehoben. Es schien damit auch fiir die iiberlebende
Leber die alte Feststellung Liebleins!) zu gelten, daB die Leber
abstirbt, bevor ihre harnstoffbildende Fahigkeit aufgehoben ist,
da8 also der Zelltod Vorbedingung fiir das Sistieren dieser Funktion
darstellt. .

3. Deshalb wurde versucht, durch Chlorofor m eine Narkose
der Leberzellen und damit Schiédigung ihrer Funktion herbei-
zufiihren durch einen Eingriff, der ungleich weniger schwer ist
als die Behandlung des Organs mit konzentriertem Alkohol.
Durch miBige Mengen von Chloroform wurde die Harnstoff-
bildung nur wenig gehemmt, durch griéBere Mengen dagegen
sofort und dauernd aufgehoben. Die vollstindige Unter-
driickung der Harnstoffbildung unter starker Chloroformwirkung
zeigt in gleicher Weise wie der Versuch mit konzentriertem
Alkohol die Unentbehrlichkeit der Zellfunktion fii die Harnstoff-
bildung. :

Als zweiter Faktor von groBer Bedeutung fiir die Harnstoff-
bildung ergab sich die GréBe der Sauerstoffzufuhr (Ver-
suche Nr.12,13). Sauerstoffmangel wirkt deutlich hemmend auf
die Harnstoffbildung. Die Leberzellen selbst sind allerdings fiir
. Sauerstoffmangel nicht sehr empfindlich, wie schon aus der Be-
obachtung Salomons?) hervorgeht, daB eine Leber auch nach

1) Lieblein, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 33, 318.
%) Salomon, Virchows Archiv 97, 149.
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Aufbewahrung withrend 7 Stunden auf Eis ihr Harnstoffbildungs-
vermogen behalten hat; einen @hnlichen Befund konnte ich selbst
erheben!). Voriibergehender Sauerstoffmangel bedingt demnach,
wenigstens wenn kiirzere Versuchszeiten in Frage kommen,
keine dauernde schwere Schidigung der Leberzellen, wohl
aber bedeutet Sauerstoffmangel Abwesenheit einer fiir den
Reaktionsverlauf der Harnstoffbildung unentbehrlichen Kom-
ponente.

4. Um einen etwaigen EinfluB des vegetativen Nerven-
s yste ms festzustellen, wurde die Leber durch Zusatz von Nicotin
zur «Durchstrémungsfliissigkeit zu beeinflussen gesucht. Eine
erhebliche Abnahme der Harnstoffbildung trat dabei
nicht ein. .

5. Die wohl berechtigte Auffassung der Blauséurevergif-
tung als ,innere Erstickung* der Organe trotz Gegenwart fiber-
schiissigen Sauerstoffes (Gihtgens, Geppert) machen diese
Vergiftung besonders geeignet zum Studium des Mechanismus
der Harnstoffbildung. Durch die Blausiurevergiftung mtfte es
gelingen, ohne tiefgreifende Alteration des Gewebes eine Hemmung
der Oxydation hervorzubringgn. Dadurch wiirde vor allem die
oxydative Komponente in der Harnstoffbildung zur, Aus-
schaltung gebracht.

Wiihrend die Bedeutung des oxydativen Momentes fiir die
Harnstoffbildung allgemein anerkannt ist und auch in diesen
Versuchen wiederum die deutliche Beeintrichtigung der Harn-
stoffneubildung unter Sauerstoffmangel hervortritt, herrscht iiber -
die Art der Wirkung des oxydativen Faktors keine allgemeine
Ubereinstimmung. Betrachtet man die Harnstoffbildung mit
Salkowski als Umlagerung von Ammoniumcyanat in Harn-
- stoff, so muf die an der Reaktion beteiligte Cyansiure im Organis-
mus auf oxydativem Wege entstanden sein und ebenso der
Ammoniak, der durch oxydative NH;-Abspaltung aus Amino-
sdure oder Aminen zur Verfiigung gestellt wird. FaBt man die
Reaktion mit Hof meister allgemeiner und wird der Harnstoff
als Produkt einer Vereinigung oxydativ entstandener —CONH,-
Gruppen und ebenfalls oxydativ entstandener —NH,-Gruppen
betrachtet, so wird ebenfalls die Wichtigkeit des oxydativen
Momentes hervorgehoben. Der Ubergang von Ammonium-

1) Loffler, diese Zeitschr. 83, 250. 1918. -
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carbonat in Harnstoff durch Wasserabspaltung, wie ihn Schmie-
debergs Theorie verlangt, stellt nun zwar keine oxydative Reak-
tion dar, man kénnte sich aber wohl vorstellen, daB die zur Reak-
tion notwendige Energie durch Oxydation irgendwelcher Ver-
bindungen in der Zelle geliefert wiirde. DaBl diese Reaktion unter
bestimmten Bedingungen auch in vitro ohne nachweisbare Er-
wirmung stattfindet, jedoch der Energiezufuhr bedarf, haben
erst neuerdings Fichter!) und seine Mitarbeiter bei der Ver-
folgung der elektrolytischen Harnstoffbildung gezeigt.

Die Versuche einer Lebervergiftung durch Kaliumcyanid
ergaben nun zum erstenmal den Nachweis einer starken aber
zugleich reversiblen Hemmung der Harnstoffbildung.

Wihrend das aus der Leber ausflieBende Blut unter normalen
Bedingungen als Zeichen einer starken Desoxydation intensiv
blau vends gefarbt ist, flieBt es bei der Cyanwasserstoffvergiftung
ebenso hellrot arteriell aus der Leber aus, wie es eingeflossen ist.
Es handelt sich also um eine Oxydationshemmung in den Zellen
in dem Sinne, daBl die Aufnahme des Sauerstoffs durch die Zellen
des Organs aufgehoben erscheint, trotzdem die Durchstrémungs-
flissigkeit reichlich mit Sauerstoff versehen ist.

Der Umstand, daB hier eine Oxydationshemmung vorliegt,
unter deren EinfluB die Harnstoffbildung in der iiberlebenden
Leber sistiert, hebt wiederum das oxydative Moment bei der
Entstehung des Harnstoffes aus Ammoniumsalzen hervor.

Die Versuche ergaben aber auch Momente, die fiir die Theorie
der physiologischen Harnstoffbildung verwertbar sind. In den
erwihnten Versuchen iiber dic Harnstoffbildung aus Ammoniak
unter physiologischen Verhiltnissen hatte ich zeigen kénnen,
dag der Neubildung an Harnstoff in vielen Fillen nahezu
eine der berechneten Menge entsprechende Ammoniak-
abnahme der Durchstromyngsfliissigkeit gegeniiberstand. Aus
dem Umstand, daB der ganze Stickstoffgehalt des neugebildeten
Harnstoffes durch die Ammoniakabnahme gedeckt wird, zog ich
den SchluB, daB der Harnstoff sich praktisch ausschlieBlich auf
Kosten des zugefithrten Ammoniaks gebildet hatte, und dafl mit
groBter Wahrscheinlichkeit ein direkter Ubergang von Ammoniak

1) Fichter, Steiger und Stanisch, Uber die Bildung des Harnstoffes

aus Ammoniumcarbonat usw. Verhandl. d. Qat.urforsch. Gesellsch. Basel
28, 566. 1916.
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in Harnstoff stattfinde unter Anlagerung desselben an Kohlen-
séure. Der zweite Teil dieses Schlusses ist nun nicht zwingend,
wahrend der erste, die Herkunft des gesamten Harnstoffstickstoffs
aus Ammoniak betreffend, kaum eine andere Deutung zulaBt.
Auch aus Ammoniumchlorid bei ‘Gegenwart freier Salzsiure in
der Durchstromungsfliissigkeit bildet die iiberlebende Leber
Harnstoff und ebenso aus Ammoniumsalzen unverbrennlicher
Siauren!). Der Kohlenstoffanteil muB in diesem Fall Verbin-
dungen der Zellen oder des Blutes entnommen werden. Uber die
Natur dieses Anteiles lieB sich dagegen nichts aussagen.

Nun konnte neuerdings Fosse?) bei der Harnstoffbildung
in vitro aus verschiedenen Substanzen Cyansé ure nachweisen,
als Zwischenprodukt, das bisher oft gesucht, aber nie mit Sicher-
heit festgestellt worden war. Fosse nimmt nun auch fir die
Harnstoffbildung im Organismus als wahrscheinliche unmittel-
bare Vorstufe Cyansiure an, die sich aus Formaldehyd durch
Anlagerung von Ammoniak, Abgabe von Wasser und Oxydation
bilden wiirde.

'HCHO+¥H:+0 . HCN+ -» CONH+ N8 _» CO(NH,), .

Bei diesem Reaktionsverlauf entstammt ebenfalls der gesamte
Stickstoff des neugebildeten Harnstoffs dem Ammoniak. Der
Kohlenstoffanteil wird aber nicht von der Kohlensiure, sondern
vom Formaldehyd hergeleitet.

Dieser Reaktionsverlauf postuliert als intermediéres Produkt
Cyanwasserstoffsaure. Trotzdem wir heute keineswegs mehr
daran Ansto8 nehmen, auch stark giftige Zwischenprodukte bei
chemischen Reaktionen im tierischen und pflanzlichen Organis-
mus anzunehmen, erscheint im Hinblick auf die mitgeteilten Ver- -
suche, nach denen Cyanwasserstoffsiure die Funktion der Harn-
stoffbildung in hohem MaBe zu hemmen imstande ist, die Blau- -
séiure kaum als ein geeignetes Zwischenglied bei der vitalen Harn-
stoffbildung, besonders wenn die sehr erhebliche Harnstoff-
produktion des Organismus in Betracht gezogen wird3).

1) Loffler, dise Zeitschr. 85, 230.

?) Fosse, Bulletin de la Soc. de Chimie biologique #, 4. 1920.

3) Bewerten wir die letale Dosis Blausiure zu 0,004 mg pro kg Leber-
gewicht, so bedeutet fiir einen 70 kg schweren Menschen ca. 0,3 g die letale
Dosis. Unter der Voraussetzung, daB die Hilfte des Harnstoffstickstoffs
die Blausiurestufe durchlduft, wiirde bei einer Produktion von 25g
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Die Hemmung der Harnstoffbildung durch Blaussure erlaubt
aber vielleicht noch einen weiteren Einblick in den Mechanismus
der Harnstoffbildung. Wenn fiir die Umwandlung von Ammoniak
in Harnstoff oxydative Momente maBgebend sind, sei es,
wie schon erwihnt, durch oxydative Bildung von Cyansiure
usw., 80 kommt das oxydative Moment nicht in Frage bei der
einfachen Umlagerung von cyansaurem Ammonium in Harnstoff.
Es liBt sich also vielleicht der Reaktionsverlauf der Harnstoff-
bildung mit Hilfe der Cyanwasserstoffvergiftung in 2 Abschnitte
zerlegen, und es miiBte sich-derjenige Anteil der Reaktion, bei
dem das oxydative Moment keine ausschlaggebende Rolle mehr
spielt, von dem oxydativ verlaufenden trennen lassen. Ver-
suche iiber diese Frage sind im Gange.

6. Endlich bot die Cyanvergiftung des moherten Organs
noch die Moglichkeit, den Mechanismus des Entgiftungsvorgangs
zu studieren. Seit der bekannten Entdeckung Langs?), daB im
Organismus Blausdure durch Uberfithrung in Rhodanwasserstoff-
siure entgiftet wird, ist diese Reaktion Gegenstand zahlreicher
bestitigender Untersuchungen am Gesamtorganismus gewesen.
Auch die von Lang gefundene Tatsache, daB durch Injektion
von Verbindungen, die leicht Schwefel abspalten, sich die Blau-
sdurevergiftung erfolgreich bekimpfen laBit, wurde am iber-
lebenden Organ gepriift. .

Tatsiéichlich konnte die Cyanwasserstoffvergiftung durch
Zusatz von Natriumthiosulfat zur Durchstrémungsfliissigkeit ver-
hindert werden. Die Leber setzte die Harnstoffbildung fort trotz
Zufuhr der doppelten, als vollstindig hemmend ermittelten Dose
Kaliumcyanid. Die Entgiftung erfolgt auch in der iiberlebenden
Leber durch Bildung von Rhodanverbmdungen (Versuche
24 u. 25).

Durch die Entgiftung der Cyanwasserstoffsidure mit Hilfe
von Thiosulfat in der Leber ist eine Reaktion nachgewiesen, die
der Bildung von Cyansiure aus Cyanwasserstoffsiure vollig analog

Harnstoff pro die intermediir €a. 11 g Blausdure entstehen, also 37 mal
die letale Menge in 24 Stunden. Wenn auch derartigen Berechnungen
fiir die hier vorliegende Frage wenig Beweiskraft innewohnt, so erscheinen
doch diese alle recht hoch bei der groSen Empfindlichkeit der Leber fiir
Blausiure.

1) Lang, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 34. 1894. 36. 1895.
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“verlduft. Nur findet offenbar die Vereinigung der Blausiure mit
dem Schwefel bedeutend leichter statt als diejenige mit dem
Sauerstoff, denn wenn letztere Reaktion mit dem in groBem
UberschuB stets in der Durchstrémungsfliissigkeit vorhandenen
Sauerstoff sehr leicht erfolgen wiirde, so miiite die Entgiftung
der Cyanwasserstoffsiure durch Uberfiihrung in Cyansidure und
Umwandlung derselben in Harnstoff den fiir den Organismus
am ehesten gangbaren Weg darstellen.

Zusammenfassend ergibt sich:

1. In der isolierten iiberlebenden Leber mit Phosphor ver-
gifteter und beim Bestehen schwerer Vergiftungserscheinungen
getoteter Hunde besteht keine Beeintrichtigung der Harnstoff-
bildung bei Durchstromung des Organs unter Zusatz von Ammo-
niumsalzen. In der Leber von Hunden, die an Phosphorvergiftung
spontan gestorben sind, findet unter gleichen Bedingungen keine
Harnstoffbildung mehr “statt.

2. Zusatz von Alkohol bis 5,5 %, der Durchstrémungsflissigkeit
beeintrichtigt in der nidchsten halben Stunde die Harnstoffbildung
in der Leber nicht. Selbst bei einem Gehalt der Durchstrémungs-
fliissigkeit an 119, Alkohol findet in der ersten halben Stunde
noch erhebliche Harnstoffbildung statt. Unter tiefergreifender
Alteration der Durchstrémungsfliissigkeit und der Leber sistiert
die Harnstoffbildung erst in der nichsten Periode. Durch schwere
Schiadigung der Leber mit konzentriertem Alkohol (Hirtung)
wird ihr Vermogen, Harnstoff zu bilden, vollstindig aufgehoben.

3. Einleiten von Chloroform in geringer Menge in das Durch-
stromungsblut beeintrichtigt die Harnstoffbildung nicht; durch
stiirkeres Einleiten von Chloroform wird sie aufgehoben.

4. Ein Gehalt der Durchstromungsfliissigkeit an Nicotin bis zu
0,01% hebt die Harnstoffbildung der iiberlebenden Leber nicht auf.

5. Kaliumcyanid in einer Konzentration von 0,002%, (im
System Leber + Durchstromungsfliissigkeit) hebt die Harnstoff-
bildung vollig auf. Durch Spiilen des Organs kann das Harn-
stoffbildungsvermogen wiederhergestellt werden.

Die Blausiurewirkung wird durch Natriumthiosulfat erheb-
lich abgeschwiicht.

Die Entgiftung erfolgt durch Bildung von Rhodanverbin-
dungen.
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6. Die Harnstoffbildung in der fiberlebenden Leber ist an
die Unversehrtheit der Zellstruktur gebunden; oxydative Prozesse
spielen dabei eine integrierende Rolle.

Experimenteller Teil.

Zur Methodik: Die Methodik war dieselbc wie bei meinen Unter-
suchungen iiber die physilogische Harnstoffbildung aus Ammoniumsalzen?).
Als Harnstoffquelle wurden beniitzt Ammoniumcarbonat und -lactat, in
den Versuchen mit Phosphorvergiftung auch Benzylamin. Als Versuchs-
tiere dienten ausschlieBlich Hunde. Sie hungerten 1—3 Tage vor dem
Versuch, wurden entblutet, mit Ringerlosung ausgespiilt und die Leber mit
dem eigenen, mit Ringerlosung verdiinnten Blut durchstromt. Nur bei
Vergiftung des ganzen Tieres wurde Rinderblut verwendet. Der Harnstoff-
gehalt der Durchstromungsfliissigkeit wurde stets von vornherein auf physio-
logisches Niveau gebracht, durch Zusatz von 0,2 g Harnstoff pro 800 bis
1000 ccm Ringerlésung. Zunichst wurde die Harnstoffbildung nach Zusatz
des Ammoniumsalzes in einer Vorperiode von 30 Min. pro 100 ccm Fliissig-
keit bestimmt; darauf wurde das Organ der toxischen Schiddigung unter-
worfen und weiter in halbstiindigen Perioden die Harnstoffneubildung
mittels Urease gemessen, indem Sorge getragen wurde dafiir, daB die
Harnstoffquelle stets im UberschuB in der Durchstrémungsflisssigkeit zur
Verfiigung stand. In einzelnen Versuchen wurde durch Ausspiilen des Organs
das schiidigende Agens entfernt, und das Organ zu einer weiteren Durch-
stromung wiederum unter physiologischen Bedingungen verwendet, um
festzustellen, ob voriibergehende oder dauernde Schiddigung vorlag.

Die Methode der Doppeldurchstrémung ein und desselben
Organs unter physiologischen und anschlieBend unter patho-
logischen und unter Umstinden wiederum unter physiologischen Be-
dingungen erlaubt am chesten quantitative Vergleiche. Durch Verwendung
derselben Leber werden die physiologischen, individuellen Variationen,
UnregelméBigkeiten in der Blutfilllung des Organs usw. ausgeschaltet,
Momente, die zur Zeit noch nicht vollstindig zu beherrschen sind, wenn die
Leistungefihigkeit verschiedener Lebern miteinander verglichen wird.

Wegen Raummangels muB ich mich darauf beschriinken, die Mehr-
zahl der Versuche in tabellarischer Anordnung wiederzugeben. Einzig bei
den Vergiftungsversuchen mit Phosphor und mit Kaliumcyanid sind Proto-
kolle in gekiirzter Form mitgeteilt.

I. Vergiftung der Versuchstiere mit Phosphor.

Versuch 1: Hund, 8,8kg. -Injektion von 1proz. Phosphorél,
8,7 cem im Verlauf von 4 Tagen, bis wiederholt Erbrechen erfolgt und ex-
treme Muskelschwiiche eintritt.

Leber: 226 g, sehrstark fettinfiltriert. Durchstrémung mit 1100 Ringer
und 500 cern Rinderblut und 0,2 g Harnstoff; Ammoniumcarbonat als
Harnstoffquelle.

1) Loéffler, diese Zeitschr. 85, 230. 1918..
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+
1. Periode 15 mg U-Neubildung pro 100 ccm Durchstromungsfliissighk.
II’ ” 13 ” ” ” lw ” ”
IH- ”» 12 ” ” ”» lm ” ”»

Leber gewaschen und zu einer weiteren Durchstrémung unter Zusatz
von 2g Phenylithylaminchlorhydrat verwendet (1000 Ringer, 500 ccm
Rinderblut).

+
v. 2 mg U-Neubildung pro 100 ccm Durchstrémungsfliissigk.
V‘ ”» 2 ” ”» ” lw ” ”
VI' ” 4 ” ” ” lm ” ”

Versuch 2: Hund, 9,4 kg. Im Verlauf von 4 Tagen Injektion von
9 ccm 1 proz. Phosphordls, das Tier im Zustand hochgradiger Muskelschwiiche
entblutet. Leber 212 g stark fettinfiltriert, Durchstrémung mit 1000 ccm

+
Ringerlosung, 600 ccm Rinderblut + 0,2 g U; Phenylithylaminchlorhydrat
im ersten, Ammoniumcarbonat im zweiten Versuch als Harnstoffquelle.

I. Periode 3 mg Harnstoffneubildung pro 100 ccm Durchstromungsfl.
Im 7. » » 100 ,, »
III. ’” 2 ”» »” » lm ’» »

2 Durchstromungen unter Verwendungen von Ammoniumcarbonat als
Harnstoffquelle.

1V. Periode 8 mg Harnstoffneubildung pro 100 ccm Durchstrémungsfl.

v' ” 3 ” ” ” lw ” ”
VI‘ ” 4 ” ”» 1” lm ” ”
VII' ” 8 ”» ” »” lm ”» ”

Die Harnstoffneubildung erfolgt in der schwer fettinfiltrierten Leber
mit Phosphor vergifteter Hunde sowohl aus Ammoniumcarbonat wie auch
aus Phenylithylamin. Die Ausschlige sind fiir Phenylithylamin als Harn-
stoffquelle etwas gering.

In diesem Zusammenhang ist ein weiterer Versuch mit Phosphor-
vergiftung von Interesse. Um moglichst weitgehende Schédigung der
Leber zu erzielen, wurde in Versuch 3 der Hund maximal vergiftet. Das
Tier ging in der Nacht zugrunde, nachdem es 10t abends die letzte fnjektion
von Phosphordl erhalten hatte. Es wurde morgens 7t totenstarr im Kifig
gefunden. Zur Kontrolle (Hund von 9,4 kg — Vergiftung mit total 0,05 g
Phosphor) wurde um 9t die Leber zu einer Durchstréomung mit dem durch-
Ausspiilen des Tieres gewonnenen Blut verwendet. Als Durchstrémung
diente Ammoniumcarbonat als Harnstoffquelle.

Es ergaben sich folgende Zahlen:

Versuch 3:

Harnstoffgehalt .
der Flissigkeit zu Beginn 33 mg pro 100 ccm
. nach einer halben Stunde 3%, , 100 ,,
v nach einer Stunde 3, , 100,

' nach einer weiteren Stunde 33, , 100 ,,
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Die Leber des spontan an Phosphorvergiftung zugrunde gegangenen
Tieres hat also bei der Durchstrémung ca. 8—8 Stunden nach dem Tode
keinen Harnstoff mehr geliefert.

X1. Vergittung der isolierten Leber durch Zusatz von Athylalkohol
gur Durchstrdmungsfliissigkeit.'

Als Harnstoffquellen dienten Ammoniumcarbonat und -lactat.

H = Hundegewicht in kg; L = Lebergewicht in g; A. lact. =
Ammoniumlactat; A. carb. = Ammoniumcarbonat; P = Periode von
1/, Stunde Dauer; Alk = Alkoholgehalt der Durchstromungsfliissigkeit in

+
der betreffenden Periode in Vol.-%,; U = Harnstoffneubildung pro 100 ccm
der Durchstromungsfliissigkeit in mg; Spiillung = die Durchstrémungs-
fliissigkeit wird gewechselt, das Organ mit 41 Ringerlésung durchgespiilt
und mit frischer Durchstromungsfliissigkeit zu einer weiteren Durchstrs-
mung angesetzt; 0-Sauerstoff = Zufuhr von Sauerstoff in den Arteria-
lisator unterbrochen; Viel Sauerstoff — maximale Zuleitung von Sauer-
stoff in den Arterialisator.

In mehreren Versuchen (7, 8) tritt zwar in den spiiteren Perioden
eine erhebliche Abnahme der Harnstoffneubildung ein, doch ist diese
inkonstant und geht durchaus nicht parallel dem Alkoholgehalt der
Durchstromungsfliissigkeit. Die Abnahme ist hdufig nicht groBer als die
spontane Abnahme der Harnstoffneubildung in linger dauernden Ver-
suchen (4, 5, 6). In anderen dagegen tritt nicht nur kejne Abnahme, son-
dern eine mehr oder weniger ausgesprochene Zunahme der Harnstoffneu-
bildung unter der Alkoholwirkung ein (Versuch 6, 11, 13). Es stellte sich
heraus, daB besonders bei Verwendung von Ammoniumlactat als Harn-
stoffquelle nach Zusatz des Alkohols zur Durchstromungsfliissigkeit offen-
bar durch Anderung der physikalisch-chemischen Beschaffenheit derselben
starkes Schilumen eintritt, dadurch wird die Arterialisation sehr erschwert.
In diesem Umstand ist der Hauptgrund fiir die geringe Harnstoffneubildung
bei geringer Alkoholkonzentration zu sehen. Dies geht deutlich aus den
Versuchen 12 und 13 hervor, in denen sich der Sauerstoffmangel als un-
gleich stirker hemmend erweist, als der Alkoholgehalt der Durchstromungs-
flissigkeit.

Erst bei einem Alkoholgehalt der Durchstromungsfliissigkeit von
ca. 10%, bei dem partielle Himolyse und Bildung von Capillarthromben
stattfindet, sistiert die Harnstoffbildung nach einiger Zeit.

Zusatz von Alkohol zur Durchstrémungsfliissigkeit erscheint danach als
ein wenig geeignetes Mittel, um sofortige schwere Schidigung des Harn-
stoffbildungsvermoégens hervorzurufen.

Es wurde aber noch versucht, durch eine schwere Schidigung,
Zerstorung der Zellstruktur mittels konzentrierten Alkohols unter
Vermeidung von Thrombenbildung zu entscheiden, ob die Zelltitigkeit
der Leber fiir die Harnstoffbildung iiberhaupt von Bedeutung sei. Die
Behandlung mit konzentriertem Alkohol bedeutet aber nicht funktionelle
Schiidigung, sondern eine destruktive, durch Koagulation der ZelleiweiB-
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k;ﬁ'per, Entzug von Lipoiden und anderen Bestandteilen, jedoch unter
Erhaltung der anatomischen Struktur des Organs. Trotz Erhaltung dcs
Zellverbandes ist dieser Eingriff wohl schwerer als die mechanische Zer-
trimmerung des Organs.

[ ,
Versuch | P A | f Ve | P | Ak | ¢
4 | B 10
Kontrolle | L, o 13 pH83 | 1 0 35
H 129 1I | 0 10 L 157 5 u{l 3%, 32
L 416 | I 0 9 puiung
« A lact. || IV 0 5 A. carb. § HLI 0 35
i v 0 9 IV 0 30
b ‘ H 86 I 0 25
Hus 4 1 0 126 fL219 | U 55 34
L 233 i I 0 ‘14 |{8pllung
A lact. | I 0 11 ] A carb. | IO 0 33
" I$ i 0 4 | 1Y 0 14
L 0.6 2 12 I
(I S 9
j ' H2 | I 45 2
Hos 0 1 0 10 jL4st g I aeglRuer 115
y L |
k 1 lb i L{{ 8 : g A.carb. I 44 "‘;‘og‘“" 13
. carb. | l ' | Spulung I
pwpoas v 20
id. 9 : !
VI id. 8 13 | ! 5
7 ' H197 | I 0 117
H25 | I 0 i20 [L341 | I |4wenigSacer,
L 527 ] II 0,3 T4 i Spilung| )
Alact. | II 08 03[ A et ! I 0 10
h,oIv id. + IV |55; viel Sauer- 14
Aus. stolf |
!wasc‘l;en 0 : ) v g.f‘;nweﬂl( i 9
tvi!oo 2 T |
8 . ! . H130 | I 11% 1159
Hi52 § I ' 0 8 JL220 y I id.  +0
L 298 I 0,6 "6 A. carh. | '
A. lact. III‘I' : 3’8 | g *) Bald nach Beginn der Durchstré-
! i mung wird das Blut lackfarben, flieSt
H 1397 1 | 0 29 !I’:;)r no‘n?h ?mgk dﬁs?ng’in Bild o
A ! er ab; in der 1L Periode ung
L302 | 1 P10 ;28 ausgedehnter Capillarthromben, so
A.carb. | IO ; 2,0 P9 daf gegen SchluB der Periode das
| IV id. I Blut nur mehr sehr schlecht abfliefit.

Versuch 15: H 13,6 kg. L 200g. Durchstromung 900 Blut -+
1000 ccm Ringerlosung + 0,2 Harnstoff. Zusatz von 536 mg NH, in Form
von Ammoniumcarbonat.

1. Periode 4 Min. 2,1 mg; in 30 Min. 15,8 mg pro 100ccm Durchstrdmungsfl.
m ,, 3, C 144,
nmr , 30, 139 ..
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Nach der III. Periode wurde die Durchstromung unterbrochen. Die
Leber mit Ringerlésung von Blut maoglichst leer gespiilt und unter Zusatz
von ganz allmihlich steigenden Alkoholmengen 45 Minuten durchstromt,
zuletzt wurde 3 mal je 200 ccm 95 proz. Alkohol durchgeleitet. Der Alkohol
wurde darauf durch Spiilen mit 1500 ccm Ringerlisung entfernt und das
Organ zu einer neuen Durchstromung angesetzt. Zusatz von 536 mg
NH; in Form von Ammoniumcarbonat, 1000 Blut + 1000 Ringerlésung.

IV. Periode 0,45 mg pro 100 cem Durchstromungsflissigkeit
v' ” l!5 ” ” lm ” ”
VI‘ ” ll2 ” ” lw ” ”

Durch diesen Eingriff in die Zellstruktur bei Erhaltung des Zellver-
bandes sistiert also die Harnstoffbildung. Der Versuch zeigt, daB bei der
Hamstoffbildung aus Ammoniumcarbonat in der isolierten Leber die Zell-
struktur maBgebend ist.

Durchstrdmung unter Einleiten von Chloroform in die Durch-
strdmungstliissigkeit.

Uber die Leistung der Leber unter direkter Chloroformwirkung,
also in der Narkose, liegen meines Wissens keine Versuche vor. Fiske
und Karsner haben Lebern mit Chloroform vergifteter Tiere durchstrémt
und ihr Vermégen, der Durchstromungsfliissigkeit zugesetztes Ammoniak
zu zerstdren, unbeeinfluBt gefunden. Es handelt sich in jenen Versuchen
aber nicht um Narkose, sondern um eine Leberschiidigung im Sinne hoch-
gradiger Verfettung. Uber das Verhalten der Leber unter akuter Chloro-
formwirkung liegt nur eine beildufige Bemerkung Barrenscheens?) vor.
Bei der Totung des Versuchstieres zum Zweck der Untersuchung des Gly-
kogenstoffwechsels der isolierten Leber war die Beobachtung gemacht
worden, daB bei starker Narkose des Tieres gelegentlich das Blut auffallend
hell durch die Leber abstrémt.

Die Narkose der Leber wurde in der Weise ausgefiihrt, daB ein Teil
des Sauerstoffs vor dem Eintreten in den Arterialisator ein GefdB mit
Chloroform passierte.

Vorsuch | P | Chloroform! § | Venuch | P |Chiorotorm|
- U U S S - RS = s
16 | 17
H 24,9 I o 4w]H I 0 2%
L , o fues | ol e 1
Accah. | I |mib.Zufubr| 2 | ATact. | LLL 0 |40
11I 119 pliluog
v o 7 v +0
v 0o 7 |

Stirkere Zufuhr von Chloroform in den Arterialisator hat also in diesem
Versuch die Harnstoffbildung sofort und vollstindig aufgehoben.
Auch eine Ausspiilung des Organs konnte die Fihigkeit der Harnstoff-
bildung nicht wiederherstellen.

!) Barrenscheen, diese Zeitschr. 58, 277.
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AuBer der schweren Schidigung durch konzentrierten Alkobol ist
die akute Chloroformvergiftung bis jetzt die einzige Schidigung, die die
Harnstoffbildung sofort und vollstindig aber auch in irreparabeler Weise
aufhebt. Die Vergiftung mit Chloroform, die nach den beiden Versuchen
schr wohl auch so gestaltet werden konnte, daB nur eine Narkose der
Leberzellen auftritt, ist die ungleich weniger tiefgreifende Schidigung
der Leber als die Durchstromung mit konzentriertem Alkohol. Es braucht
also zur Aufhebung der harnstoffbildenden Titigkeit der Leber keiner
eigentlich destruktiven Einwirkung auf die Zellen.

Vergiftung mit Nicotin.

Versuch

|
P | Nicotin {3] Versuch | P | Nicotin |

i

18 !] 19 |
33 | 1o 8 | 1201 1| o 23
L113 | 1| 00019 | 5 |L 45d | o002 |23
Alact. | LI | 001 4 VAdact. | mr | ooo7r 13
I | IV | 0014 | 10

Die Abnahme der Harnstoffneubildung ist nicht groBSer als die in -
Kontrollversuchen beobachtete spontane Abnahme. Die Unwirksamkeit
des Nicotins in den angewandten Mengen zcigt, daB das vegetative Nerven.
system bei der Harnstoffbildung in der Leber nicht beteiligt ist.

Vergiftung mit Kaliumcyanid.

Die letale Dosis Blausdure wird zu 0,003—0,005 g pro kg Tier an-
gegeben, entsprechend 0,0065—0,012g KCN = 0,00085—0,00129, des
Tiergewichtes. Ausgchend von der Tatsache, daB die gegen Sauerstoff-
mangel weit weniger empfindlichen Kaltbliter der Blausidurevergiftung
gegeniiber auch viel resistenter sind als die Warmbliiter, weil bei diesen
‘der Stillegung des Nervensystems beim Zustandekommen des Todes eine
wichtige Rolle zukommt, wurde in den Versuchen am isolierten iiberlebenden
Organ, an dem ein NerveneinfluB nicht mehr bestcht, die Vergiftung zunéchst
mit relativ hohen Blausiuredosen durchgefithrt. So wurde in Versuch 1
0,15 g KCN zugesetzt bei einem Volumen von 1500 ccm Durchstrémungs-
fliissigkeit und einem Nettolebergewicht von 230 g. KCN-Gehalt des Systems
Leber + Durchstromungsfliissigkeit = 0,00869;.

Versuch 20: Hund 11,9 kg, 3 Tage gehungert, Leber 230 g, Durch-

+
stromung mit 1000 ccm Ringerlosung + 650 ccm Blut 4 0,2 g U + 30 cem
Ammoniumcarbonatlésung (0,45 g NH,).

Versuch A: Abstrom 300 ccm in der Minute, stark vends gefarbt.

L. Periode: 4+ 10 mg Harnstoff pro 100 ccm Durchstromungsfliissigkeit.
Auf Zusatz von 15ccm 1proz. Kaliumeyanidlosung + 2 cem 1/;4n-HCl
wird das abstréomende Blut fast momentan hellrot, widhrend es zuvor
stark venos gefirbt war.
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JL Periode (0,0086%, KCN): 4 mg H pro 100 ccm Flissigkeit. Zusatz
von 15 ccm Ammom\uncarbonatlosung entsprechend 225 mg NH,.

IIL. Periode: 0 mg .

+
IV. Pcriode: 0 mg U.
Versuch B: Leber mit 4 1 Ringerlosung gespiilt, bis die abstromende,
mit etwas Blut versetzte Fliissigkeit leicht venoe gefirbt erscheint und keine
Spuren eines Geruches nach Cyanwasserstoffsiure mehr erkennbar sind.

+
Durchstromung mit 1000 ccm Ringerlésung + 650 ccm Blut 4 0,2 g U,
Zusatz von 30 ccm Ammonmmchlond entsprechend 450 mg NHj,.

V. Periode: —1 mg U

VI. Periode: +0 mg U.

Zusatz von 0,15 g KCN zur Durchstromungsfliissigkeit entsprechend
einem Gehalt des Systems Leber + Durchstrémungsfliissigkeit von 0,00869%,
hat also die Harnstoffbildung vollstindig und endgiiltig aufgehoben,
indem nach Spiillung des Organs und nach mehrmaliger Durchstromung
keine Harnstoffbildung mehr erfolgt.

In Versuch 21 wurde die KCN-Menge zu 0,05 g = 0,00259%, gewdhlt.

Versuch 21: Hund 15,1 kg, 3 Tage gehungert. Leber 317 g. Durch-

-+
stromung mit 1000 Blut 4 1000 Ringerlosung + 0,2 U, Abstrom 400 ccm;
Durchstrémung sehr gut. Zusatz von Ammoniumcarbonat entsprechend
800 mg NH,.

. .
Versuch A: 1. Periode total +513 mg U 27 mg pro 100 ccm.
II. ” +465 » 25 " ”» 100 ”

Zusatz von 5 proz. Kaliumeyanidlésung. Das Blut wird in der Leber
nicht mehr desoxydiert, sondern flieBt hellrot, arteriell aus der Leber ab,
gleichgefarbt wie das zuflieBende Blut.

I11. Periode (+ KCN 0,002569%,) — 1,0 mg pro 100 cem.
1V. s id. +03, , 100 ,

Durchstréomung unterbrochen, die Leber mit 3,51 Ringerlésung
durchgespiilt; die Spiilfliissigkeit wird bald bliulich rot, deutlich venos.
Die Leber wird sofort zu einer neuen Durchstrémung angesctzt 800 Ringer
+ 800 Blut. Zusatz von 25 ccm von Ammoniumcarbonatlésung enthaltend
670 mg NH,.

. v
Versuch B: V. Periode + 17 mg U pro 100 ccm Fliissigkeit.
VI' ” + 9 ”»” ” ”»” lw ” ”

Durch Zusatz von Kaliumcyanid 0,0025%, ist demnach die Harnstoff-
bildung in der Leber aufgehoben worden, indem die Harnstoffbildung
von 27 bzw. 25 mg pro 100 ccm in der 1. und II Periode vor dem Zusatz
des Cyanids auf —1 resp. +0,3 mg abgesunken ist. Nach Spillung des
Organs mit Ringerlosung und nachheriger Durchblutung unter Ammonium-

Blochemische Zeitechrift Band 112 13
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carbonatzusatz tritt aber in den Perioden V und VI wieder starke Harn-
stoffbildung ein.

Zur Verifikation dieses Versuches wurde eine zweite analoge Durch-
stromung ausgefiihrt. ‘

Versuch 22: Hund 26,0 kg, 2 Tage gehungert. Leber 582 g. Durch-

strémung mit 1000 ccm Ringerlésung und 900 ccm Blut + 0,2 g Harnstoff.”

Abstrom 265 ccm pro m. Durchblutung gut. Zusatz von Ammonium-
lactat entsprechend 720 mg NHj,.

+
1. Periode: 21 mg U pro 100 ccm Flissigkeit, total 394.

+
m ., (KCN 0,0029%,) 1 mg U pro 100 ccm Flissigkeit.
Schon 2 Minuten nach Zusatz der Cyanidlésung wird das anfangs
noch stark venos gefiirbte aus der Leber ausflicBende Blut hellrot, so da8
die Farbe von zu- und abstromendem Blut nicht mehr unterschieden
werden kann.
Die Leber wird nach Durchspiillung mit 1500 ccm Ringerldsung zu
einer weiteren Durchstrémung angesetzt, mit 800 Ringerlésung + 900 ccm

+
Blut + 0,20g U.

+

III. Periode total 17,4 mg U pro 100 ccm Fliissigkeit + 365 mg.

Dieser Versuch zeigt die Hemmung der Harnstoffbildung durch Kalium-
cyanid sehr deutlich, ebenso die Reversibilitit dieser Wirkung. Trotz eines
groBen Angebotes an Ammoniumsalz bildet die Leber in der Periode 1I
nur 1 mg Harnstoff pro 100 ccom Durchstromungsfliissigkeit, wahrend in
der 1. Periode 21 mg pro 100, total 394 gebildet worden waren. Nach Ent-
fernung des Ammoniumcyanids setzt aber die Harnstoffbildung in der
III. Periode wieder stark ein und erreicht mit 17 mg pro 100 ccm total 365 mg
(2100 ccm Durchstromungsfliissigkeit) nahezu die Intensitit wie in Periode I
unter durchaus gleichartigen Versuchsbedingungen. Es sollte in Versuch 23
die eben hemmende Dose ermittelt werden.

Versuch 23: Hund 15,4 kg, 3 Tage gehungert, Leber 428 g. Durch-
stromung mit 1200 Ringerlésung + 700 ccm Blut + 0,2 g Harnstoff. Ab-
strom 330 ccm in der Minute. Ammoniumlactatlésung entsprechend 360 mg
NH,. +
I. Periode (Kontrolle) 10 mg U pro 100 cem Flisssigkeit.

+

Io. ,  0,00259% KCN — 1 mg U pro 100 ccm Fliissigkeit.

Spiilung der Leber mit 4000 Ringerlésung, am Schlusse flieBt das zu-
gesetzte Blut wieder deutlich venés aus. Durchstrémung mit 800 ccm Blut
+ 1200 ccm  Ringerlésung, Ammoniumlactatlésung entsprechend 360 mg
NH,. Abstrom 375 cem in der Minute.

Versuch B: .
III. Periode (Kontrolle) 40,3 mg U pro 100 cem Flissigkeit.
IV° ” ”»” —0’6 g 9 2 100 ” ”

V° ” KCN 0)00496 "‘0’3 ” 9 ” 100 ” ”»
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In diesem Versuch hat schon die Menge von 0,05 g KCN = 0,00259,
die Harnstoffbildung vollstindig und irreversibel gehemmt. Der zweite
Versuch mit Zusatz von 10 ccm Cyanidlosung ist deshalb ohne Bedeutung
fir die vorgelegte Frage. Die vollstindig und irreversibel hemmende
Konzentration von KCN kann also schon bei 0,0025%, licgen. Von tech-
nischem Intcresse sind die geringen Schwankungen im Gesamtharnstoff
der Durchstromungsfliissigkeit unter den gegebenen Versuchsbedingungen.

Beeinflussung der KCN_"- Wirkung durch Thiosulfat.

Unter Beriicksichtigung der bei Durchstromungsversuchen stets be-
stehenden individuellen Differenzen kann nach den Versuchen (21—23)
unter Zusatz von Kaliumcyanid die die Harnstoffbildung vollstindig
hemmende Giftdosis mit 0,00259;, bewertet werden. Diese Hemmung
war in 2 Versuchen durch Ausspiilen des Organs riickgingig zu machen;
in Versuch 23 ist durch dieselbe Giftdosis schon irreversibler Verlust der
harnstoffbildenden Fahigkeit der Leber bewirkt worden, trotzdem das in
diesem Versuch zur Verwendung gelangte Organ in einer Grofe zwischen
den in Versuch 21 und 22 verwendeten Lebern stand.

Da sich 0,00259, KCN als dio vollstindig, aber in der Regel reversibel
hemmende Dose erwiesen hatte, sollte festgestellt werden, ob ihre Wirkung
durch Thiosulfat abgeschwiicht oder aufgehoben werden kann.

Versuch 24: Hund 15,2 kg, 2 Tage gehungert. Leber 300 g. Durch-
strdmung mit 600 Ringerlésung + 1000 Blut. Abstrom 250 ccm in der
Minute. Zusatz von 10 ccm 10proz. Losung von Natriumthiosulfat
(1g). Zusatz von Ammoniumlactatlésung enthaltend 215 mg NH,.

+
Versuch A: 1. Periode 28,8 mg U pro 100 ccm Fliissigkeit, total 432 mg.
Zusatz von 0,05g KCN (= 0,00289%,) + 25 ccm Ammoniumlactatlésung
entsprechend 360 mg NH,. Das abstrémende Blut wird heller, ist aber
noch deutlich vends geféirbt. .

+
II. Periode 14 mg U pro 100 ccm Fliissigkeit, total + 225 mg. Zusatz
von 12,5ccm Ammoniumlactatlésung + 0,10g KCN = 0,00629%,. Das
aus der Leber abstromende Blut wird hell, nach 2 Min. kein Unterschied
mehr erkennbar zwischen abstrémendem und zustromendem Blut.

+
IIL. Periode + 1,2 mg U pro 100 ccm Flissigkeit. Im Verlauf der
IIL Periode allmihlicher Zusatz von 15 ccm 10 proz. Natriumthiosulfat-
losung ; ganz am SchluB der Periode erscheint das aus der Leber abflieBende
Blut wieder dunkler gefirbt als das zuflieBende.

+

IV. Periode + 9 mg. +125 mg U pro 100 ccm Fliissigkeit.

In der I. Periode bildet die Leber trotz Gegenwart des Thiosulfates
reichlich Harnstoff. Die Substanz hat also keinen schidigenden EinfluB
auf die Harnstoffbildung. Im Gegensatz zu den vorangehenden Versuchen
bedingt nun aber der Zusatz von 0,05 g Kaliumcyanid = 0,0028%, keine
erthebliche Hemmung der Harnstoffbildung; diese ist mit 225 mg pro 1/t
im Gegenteil noch recht betriichtlich. Dieser Wert erreicht nahezu den Wert

13*
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fir Harnstoffbildung in denjenigen Perioden der Versuche 21 und 22, die
unmittelbar nach Auswaschung der Leber im AnschluB an die Cyankali-
vergiftung beobachtet worden sind.

Nach Zusatz von weiteren 0,1 g KCN, also bei einem Gesamtgehalt
der Durchstromungsfliissigkeit an 0,15g KCN = 0,0009, sistiert die
Harnstoffbildung in der III. Periode vollstindig. Im Verlauf dieser Periode
wurden weitere 1,6 g Natriumthiosulfat zugesetzt. In der IV. Periode
erreicht darauf die Harnstoffbildung wieder den erheblichen Wert von
145 mg pro !/,b, Es ist also auch hier die Giftwirkung des Kaliumcyanids
durch Thiosulfat erheblich herabgesetzt worden. .

Versuch 25: Hund 25 kg, 2 Tage gebungert, Leber 661 g. Durch-
stromung mit 1400 ccm Blut, 300 Ringerlésung, 400 ccm Wasser, enthaltend
+

4 g Natriumthiosulfat + 0,2g U.

+
I Periode (Kontrolle) Neubildung 30 mg U pro 100 cem Flissigk.
IL » 0,05g=0,0025% KCN 27 FT R TR 100 ” ”
III. ” 0,05g=0,005 % 2 8 [T TR 1Y 100 ” ”

Leber gewaschen und nochmals durchstrémt ohne Zusatz von Thio-
sulfat:

+
1V. Periode (Kontrolle) 27 mg U pro 100 ccm Flissigkeit.
v. , 00025% KCN19 ,, ,, , 100 ,, »
VI.* ” 0'005% ” 5 12 ” ” lm ” ”

Im ersten Versuch findet wiederum trotz eines Gehaltes der Durch-
stromungsflissigkeit von 0,0025%, KCN eine erhebliche Harnstoffneubildung
statt. Ein weiterer Zusatz von 0,002569% KCN hebt die Harnstoffbildung
nicht auf. Doch ist dieselbe bei der IIL Periode erheblich geringer als in
der nachfolgenden IV., bei der die Leber ausgiebig gespiilt worden war.
Auffallend ist der Befund, daB in der V. Periode trotz eines Gehaltes der
Durchstréomungsfliissigkeit von 0,00259, ohne Gegenwart von Thiosulfat
die Harnstoffbildung nicht aufgehoben ist, und daB auch ein weiterer
Zusatz von 0,00259%, KCN noch kecine vollige Hemmung ergibt.

Die einzelnen Proben der Durchstrémungsfliissigkeit wurden auf ihren
Gehalt an Rhodansalz untersucht. Es kamen zur Bearbeitung 10 Proben
und zwar: 1. entnommen zu Beginn des Versuchs, 2. Ende der I. Periode,
2a. sofort nach Zusatz von KCN, 3. Ende der II. Periode, 4. Ende der
III. Periode, 5. anfangs des zweiten Versuches, 6. Ende der IV. Periode,
6a. kurz nach Zusatz von KCN, 7. Ende der V. und 8. Ende der VI. Periode.
Je 20—100 ccm der Durchstromungsfliissigkeit wurden durch EingieSen
in das 4fache Volumen 95 proz. Alkohols enteiweiBt. Bei starker Wirkung
des Ventilators auf dem Wasserbad bei niedriger Temperatur stark ein-
geengt; mit Wasser aufgenommen, vom abgeschiedenen Niederschlag
abzentrifugiert, das Zentrifugat auf !/,, des urspriinglich verwendeten
Volumens Durchstromungsfliissigkeit gebracht. Mit dieser Flissigkeit
. wurde die Rhodanreaktion mit Ferrichlorid ausgefithrt. Es ergab sich:
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1. negativ, 5. negativ,
2. ” 6. »

2a. + orange, 6a. + orange,
3. + rot, 7. + rot,

4. +-++ rot, 8. + rot.

Die rotgefarbten Losungen wurden mit Salzsiure angesiduert und mit
Ather ausgeschiittelt, die atherischen Extrakte farbten sich beim Einengen
schén rot und hinterlieBen beim Verdiinsten einen roten Riickstand.

Die Entgiftung des Kaliumcyanids war also in diesem Versuch durch
Umwandlung der Cyanwasserstoffsiure in Sulfocyanwasserstoffsiure erfolgt,
in gleicher Weise wie die Entgiftung im Gesamtorganismus vor sich geht.

Zur Kontrolle wurde Blut mit Natriumthiosulfat versetzt und unter
Zusatz von 0,0025, 0,005%, Kaliumcyanad je zur Hilfte sofort in der an-
gegebenen Weise verarbeitet und zur Hilfte 4 Stunden im Brutschrank
bei 38° gehalten. In keiner dieser Proben konnte die Rhodanreaktion
auch nur andeutungsweise erhalten werden. Die Entgiftung des Kalium-
cyanids erfolgt also in vitro in der in Frage kommenden Zeit bei Gegenwart
von Blut nicht in qualitati'v nachweisbarem MaBe, wihrend sie bei der
Durchstromung der Leber in aller Deutlichkeit erfolgt.



Uber Serumhiimolyse und -lipolyse.

Von
0. Olsen und K. Goette.

(Aus dem Hygicnischen Institut der Univereitit Freiburg i. B.)
(Eingegangen am 23. September 1920.)

Die Himolyse durch fettlosende Mittel wie Alkohol, Ather
und Chloroform?), die vielfachen Bezichungen, die bei der Saponin-
und Kobragifthimolyse?) sowie bei anderen tierischen und pflanz-
lichen Himolysinen zwischen Himolysin und Lipoiden wie
Cholesterin und Lecithin nachweisbar waren, lenkten die Auf-
merksamkeit auf dhnliche Zusammenhénge auch bei der Serum-
himolyse. So sprach Landsteiner3) die Vermutung aus, da
es besondere Lipoideiweifiverbindungen sind, die den in Wasser
lsslichen Inhalt der roten Blutkérperchen, namentlich das Hamo-
globin am Austritt in die umgebenden wisserigen Losungen
hindern, wihrend die Auflosung der Erythrocyten, der Austritt
von Hémoglobin erfolgt, sobald der durch die Lipoide gebotene
Schutz in irgendwelcher Weise zerstort wird. Die Anschauung,
die auch bei der Serumhimolyse Wechselwirkungen zwischen
Lipoiden der Erythrocyten und lipoidlésenden Eigenschaften
des_Serums annimmt, hat manches Einnehmende, wenn auch
fiir sie endgiiltige Beweise bisher nicht erbracht wurden®).

1) Grijns, Arch. f. d. ges. Physiol. €3, 86. 1903. — Hedin, ebenda

68, 222, 1897; 70, 525. 1898. — Fiithner und Neubauer, Arch. {. experim.
Pathol. u. Pharmakol. 56, 333. 1907.

) Ransom, Dtsch. med. Wochenschr. 1901, S. 194. — K yes, Berl.
klin. Wochenschr. 1902, S. 886. — K yes und Sachs, ebenda 1903, S.21.
— Pascucci, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 552. 1905. — Bang,
Chemie und Biochemie der Lipoide.

3) Landsteiner im Handbuch der Biochemie von Oppenheimer
Bd. II (1) und im Kolle-Wassermann Bd. II (2) Kolloide und Lipoide in
der Tmmunititslehre,

%) Uber dic verschiedenen Theoricn iiber das Zustandekommen der
Hiimolyse, auf die hier nicht niher eingegangen werden kann, vgl. Sachs,
Kapitel Himolyse in Kolle-Wassermanns Handbuch. — Landsteinerlc.
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Es war nun moglich, daB die blutkorperchenlosende Wirkung
gewisser Hamolysine auf deren Gehalt an fettspaltenden Fer-
menten beruhen konnte. Neuberg!) und seine Mitarbeiter
waren es, die zuerst die Vermutung aussprachen, daB ursiachliche
Zusammenhinge zwischen hémolytischen und lipolytischen Wir-
kungen bestinden. Neuberg und Rosenberg beobachteten,
daB eine Reihe tierischer und pflanzlicher Hamolysine und
Agglutinine (Crotalus-, Mokassin-, Kobra-, vielleicht auch das
Morgenroth-Carpische Bienengift, endlich Crotin und Ricin)
neben ihren himolytischen und agglutinierenden Eigenschaften
auch ein deutliches enzymatisches Spaltungsvermégen gegeniiber
Fetten und Lipoiden, z. B. Oliven-, Ricinusél, Lecithin, wie sie
durch Titration der Fettsiuren feststellten, besitzen. Erweitert
wurden diese Befunde von Neuberg und Reicher, die auch fiir
bactericide und antitoxische Sera, sowie fiir Magen- und Pankreas-
fermente einen Parallelismus zwischen Hamolyse und Lipolyse
konstatierten. Das gleiche beobachteten sie in einer weiteren
Arbeit auch bei einigen cytolytischen und hémolytischen Immun-
seris: bakterielle Hamolysine, das Vibrio- und Staphylolysin
besaBen neben der hamolytischen auch lipolytische Wirkung;
deutliche Lipolyse konnte namentlich auch mit dem inaktivierten
Serum eines mit Ziegenblut vorbehandelten Kaninchens im Verein
mit Meerschweinchenserum erzielt werden, wihrend die Fett-
spaltung ausblieb, wenn als Kontrolle Meerschweinchenserum
allein verwendet wurde. Wenn Neuberg auch die Moglichkeit
eines zufilligen Nebeneinandervorkommens von Lipa-
‘sen und Hémolysinen durchaus nicht in Abrede stellt,
8o hilt er es doch fiir nicht unwahrscheinlich, daB Enzyme der
Fett- und Lipoidsubstanzen bei den Immunitétserscheinungen
eine Rolle spielen. Auch Bergel?) stellt, gestiitzt auf Unter-
suchungen, auf die einzugehen zu weit fithren wirde, Hypo-
thesen iiber Bezichungen zwischen Hémolyse und Lipolyse auf.

1) Neuberg und Rosenberg, Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 2.
— Neuberg und Reicher, diese Zeitschr. 41, Nr.35. 1907. — Die-
selben, Miinch. med. Wochenschr. 1907, Nr. 35. — Neuberg, diese Zeit-
schr. 11. 1908.

?) Bergel, Dtsch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 9. — Dtsch. Arch. f.
klin. Med. 106, 147. 1912. — Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 12. —
Zeitschr. f. Immunititsforsch. 14, 255. 1912. — Ebenda 27, 441. 1918,
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Landsteiner!)stehtausverschiedenen Griinden der Neubergschen
Hypothese skeptisch gegeniiber. Auch Sachs?®) hilt sie nicht far
hinreichend begriindet und halt SchluBfolgerungen aus den
Neubergschen Versuchen, namentlich’ denjenigen, die sich auf
die hamolytischen Immunsera beziehen, wegen des Fehlens
erforderlicher Kontrollversuche nicht fiir berechtigt. Er betont,
daB bei den Schlangengiften und #hnlich wirkenden Toxinen 3)
die Lipolyse gar nicht auf direktem Wege den hédmolytischen
Vorgang bewirkt. Hier und ebenso auch bei den von Friede-
mannt), Wohlgemuth®) und Noguchi®) mitgeteilten Ver-
suchen #iber Entstehung hémolytischer Wirkungen durch die
Kombination von Lipasen z. B. aus Pankreas mit Lipoiden
kénnte vielmehr die hémolytische Funktion nur als indirekte
Folge eines lipolytischen Prozesses gelten. Sachs halt es nicht
fir angiéngig, den Wirkungsmechanismus derartiger Formen der
Himolyse, bei denen die Lipolyse der Hdmolyse vorangeht und
indirekt erst das himolytisch wirkende Agens (vielleicht Fett-
siuren) erzeugt, mit der die Funktion der Serumhimolysine
beherrschenden Amboceptor-Komplementwirkung in Parallele
zu setzen. Er hilt es fiir zweifelhaft und bisher unbewiesen, daB
fiberhaupt Blutkérperchen durch Lipasen in der Weise angegriffen
werden kénnen, da8 durch lipolytische Wirkung direkt Himolyse
erfolgt. » '

Zur Anbahnung einer Klirung der Meinungen, die so von
verschiedenen Seiten fur uhd wider die — immerhin recht be-
stechende — Auffassung tiber das Bestehen von Zusammenhéngen
zwischen Hamolyse und Lipolyse vorgebracht wurden, schien '
es uns wert, durch vergleichende Untersuchungen festzustellen,
wie weit ilberhaupt ein Parallelismus zwischen lipo-
lytischen und hamolytischen Funktionen des Serums
nachweisbar wire.

1) Landsteiner 1. c.

) Sachs, Kolle-Wassermann II (2), S. 810.

3) Bedenken gegen die Lipasetheorie bei der Kobragifthimolyse
s. Bang L c.

4) Friedemann, Dtsch. med. Wochenschr. 1907, S. 585.

%) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 4, 271. 1907. — Berl. klin.
Wochenschr. 1908, Nr. 8 u. 28.

¢) Noguchi, diese Zeitschr. 6, 185. 1907.
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" Eigene Versuche.

Die fettspaltenden Eigenschaften ‘der von uns untersuchten
hémolytischen bzw. komplettierenden Sera wurden festgestellt
nach der von Rona und Michaelis!) angegebenen einfachen
und exakten Tropfmethode mit dem bei der Untersuchung auf
die Blutlipase am hiufigsten angewendeten Tributyrin?®) als
Substrat, seiner chemischen Konstitution nach einem echten
Fett. Daneben wurde die himolytische Wirkung oder der himo-
lytische Komplementgehalt gegeniiber Hammelblut gepriift, und
zwar berficksichtigten wir dabei einstweilen nur die Immun-
himolysine. Diese Beschrénkung der Untersuchung auf die
hydrolytische Spaltung des Tributyrins, die zwar als echte
Lipasewirkung anzusehen ist, einerseits und auf die Hammelblut-
himolyse andererseits bedeutet natiirlich eine gewisse Einseitig-
keit, da die Moglichkeit, daB es verschiedene, teils gegen
niedere teils gegen héher molekulare Ester gerichtete
Lipasen gibt, nicht ausgeschlossen werden kann und so beispiels-
weise die Anwesenheit tributyrinspaltender Eigenschaften in einem
Serum kein Beweis fiir das gleichzeitige Vorhandensein von Lipasen _
gegen komplizierter gebaute Ester zu sein braucht, die moglicher-
weise gerade bei der Hamolyse eine Rolle spielen kénnten. So lieB
auch die Prifung der Fettspaltung und der Hiamolyse unter ver-
schiedenen Bedingungen, der einen z. B. bei Zimmertemperatur, der
anderen bei 37 ° C, ferner die Verschiedenheit der Mechanismen bei
der einfacheren Tributyrinspaltung und den weit komplizierteren
Vorgéingen der Himolyse von vornherein keine allzu weitgehende
Ubereinstimmung der zu vergleichenden Funktionen, namentlich
in zeitlicher und quantitativer Beziehung, erwarten.

Bei der Untersuchung auf die sogenannte Blutlipase hielten wir uns
eng an die von Rona?) gegebene Vorschrift. Wir verwendeten zum Nachweis
derBpaltung des Tributyrins durch das Serum den von Rona und Michaelis
fir diesen Zweck angegebenen Tropfenzihlerd), eine einfache capillar zu-
laufende Rohre mit einer kugelférmigen Ausbauchung in der Mitte. Die

stark oberflichenaktiven Glycerinester, so das Tributyrin, haben bekanntlich’
die Bigenschaft, die Oberflichenspannung des Wassers, in dem sie geldst

1) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 31, 343. — Rona im Hand-
buch der Biochem. Arbeitsmethoden Bd. VIII, S. 301. :

%) Tributyrin Kahlbaum.

)L e

4) Vereinigte Fabriken fiir Laboratorien, Berlin.
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gind, stark zu erniedrigen, wihrend ihre Spaltprodukte, das Glycerin und die
Na-Salze der Fettsiuren ohne EinfluB auf die Oberflichenspannung des
Wassers sind. Man zihlt nun innerhalb von gewissen Abstinden die Tropfen,
die beim AusflieBen eines bestimmten an dem Tropfenzéhler durch Marken
bezeichneten Volumens der Flissigkeit gebildet werden. Die gesidttigte
wiisserige Tributyrinlosung zeigt dabei eine — im Verhiltnis zu der des
Wassers — groBe Tropfenzahl infolge der Verminderung der Oberflachen-
spannung. Gleichzeitig mit der Spaltung des Tributyrins und dem allmih-
lichen Riickgang der Ernicdrigung der Oberflichenspannung wird auch die
Tropfenzahl geringer. Man erhiilt also aus der Tropfenzahl ein MaB fiir die
Spaltung des Tributyrins, aus dem nach Untersuchungen von Rona und
Ebsen?) auch Schliisse auf die Menge des spaltenden Fermentes ohne
weiteres gezogen werden konnen. Es ist nimlich die Geschwindigkeit,
mit der die Spaltung vor sich geht, direkt proportional der Fermentmenge.
Bei der Erorterung unserer Versuchsergebnisse begniigen wir uns zum Ver-
gleich der Lipasemengen mit der Beriicksichtigung der Zeiten, innerhalb
deren ein Abbau des Tributyrins bis zu einer Tropfenzahl von 120 erfolgt.
Der von uns verwendete Tropfenzihler besaB fiir Wasser eine Tropfenzahl
von 94 —98, fiir reine gesiittigte wisserige Tributyrinlésung eine solche von
145—155. Die Zihlung und ebenso auch die Einwirkung des Serums auf
das Tributyrin ging bei Zimmertemperatur vor sich, die bei simtlichen
Versuchen zwischen 22 und 24° lag. Die nach der Vorschrift von Rona
hergestellte, nicht mehr als 2 Tage alte Tributyrinlésung wurde jeweils
versetzt mit einem Phosphatregulatorgemisch, bestehend aus einem Teil
priméren und 9 Teilen sekunddrem Phosphat3) (jedes !/; molar), so daB
die Losung in bezug auf Phosphat !/5, molar wurde (Optimum der Blut-
lipase ca. py = 8 — 8,5), alsdann wurde diese Losung mit dem zu prifenden
Serum gemischt und die Tropfenzihlung innerhalb bestimmter Zeitabstinde
vorgenommen. Es wurden stets die nétigen Kontrollen mit inaktiviertem
Serum angesetzt, wir beschrinken uns aber bei der Wiedergabe der Ver-
suchsprotokolle der Einfachheit halber auf die Angabe der Tropfenzahlen
des Hauptversuchs ohne Kontrollen und verzichten auch auf die Wieder-
gabe des den jeweiligen Tropfenzahlen entsprechenden prozentischen
Tributyringehalts, da unsere mit nur einer Pipette gewonnenen Tropfen-
zahlen fiir unsere Zwecke geniigend vergleichbare Werte liefern.

L. Beziehungen zwischen hiimolytischem Amboceptor und Blutlipase.

Bei der komplexen Natur der Serumhéimolysine muBlte die
Erorterung der Frage, ob Beziehungen zwischen himolytischen
und lipolytischen Eigenschaften des Blutserums bestiinden, ge-
sondert fiir hiimolytischen Amboceptor und himolytisches Kom-

1) Rona und Ebsen, diese Zeitschr. 39, 32.

2) Hergestellt aus 1 molarer Phosphorsiure (Kahlbaum) und n-NaOH,
siehe Michaelis im Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden Bd. 3,
S. 1337.
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plement erfolgen. Nach dem mit hémolytischem Serum ange-
stellten Versuche Neubergs, der eine — allerdings nur wenig
— stirkere Spaltung von Olivenél, Ricinusél und Lecithin bei
dem Zusammenwirken von hiémolytischem Amboceptor und Kom-
plement als durch komplementhaltiges Serum allein beobachtet
hatte, konnten Zusammenhénge zwischen hamolytischem Ambo-
ceptor und Blutlipase vermutet werden. Weitgehende Schliisse
nach dieser Richtung, die auch Neuberg selbst vermeidet, lie
diesen Versuch aber nicht zu, weil, wie schon Sachs betont,
wichtige Kontrollen iiber das lipolytische Vermégen des Immun-
serums allein und des entsprechenden Normalserums mit dem
komplettierenden Serum fehlen.

Wir priften das Serum eines mit Hammelblutkérperchen
vorbehandelten Kaninchens, das einen Titer von 1 : 320 aufwies,
zunéchst frisch, dann nach halbstiindiger Erwirmung auf 56°

. I).
(Tab. I) Tabelle 1.
' Tributyrin -
Tropfenzahl nach Minuten
Phosphat-
g:;f”‘h Serum )
- || cem 0 15]10/15|20}25
Hammelblut-Kanin- | 10,0 0,04 aktiv ]155[151{143{136(128| 123
chen (36) Titer1:320 |
" . 10,0 0,04 inaktiv | 156 154
! Y/,Std. 56°C

Dieindem frischen Serum deutlich nachweisbaren
tributyrinspaltenden Eigenschaften gingen durch
halbstiindiges Erhitzen auf 56°C verloren. Es fragte
sich nun, ob die lipolytische Funktion durch den Zusatz frischen
komplementhaltigen Meerschweinchenserums wieder herstellbar
sei und ob tiberhaupt das erhitzte amboceptorhaltige Serum
einen fordernden EinfluB8 auf die lipolytischen Fihigkeiten des
frischen Meerschweinchenserums besaB. Frisches Meerschwein-
chenserum mit reichlichem Gehalt an hiimolytischem Komplement

Tabelle II.
%‘f.i.',’,",fx’;i'f Tropfenzahl nach Minuten
gemisch Serum
cem 0|5 |10[15]20]25/30]50

Meerschweinchen 35| 100 |0,02aktiv  |151150148143]138132]126 109

Meerschweinchen 35| 10,0 0,02 aktiv + |156/154149]142/138133126/110
+ Kaninchen 36 0,04 inaktiv l [ |
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wurde zunichst allein und dann mit dem gleichen inaktivierten
Kaninchenserum versetzt auf Fettspaltung untersucht (Tab. II).

Die Geschwindigkeit der Tributyrinspaltung war demnach
dieselbe, gleichgiiltig ob frisches Meerschweinchenserum allein
oderzusammen mitinaktiviertem, himolytischem Kaninchen-
serum gepriift wurde. Hitte sich eine fordernde Einwirkung
des inaktivierten, aber amboceptorenhaltigen Serums auf die
Lipolyse des Meerschweinchenserums geltend gemacht, so hitte
sich die Verstirkung der lipolytischen Fihigkeit in einem ganz
entsprechend rascheren Abbau des Tributyrins bemerkbar machen
miissen. Dicse von Rona und Ebsen') festgelegte Tatsache,
daB namlich die Geschwindigkeit der Spaltung proportional der
Fermentmenge vor sich geht, konnten wir in einer Reihe von
Versuchen bestitigen. Eine Summation trat auch ein beim Mischen
verschiedener frischer Tiersera, z. B. von frischem Kaninchen- und
Meerschweinchenserum, so auch gerade beim Mischen des bei dem

eben angegebenen Versuch angewendeten aber aktiven Immun-

serums und des gleichen Meerschweinchenserums, so daB irgend-
welche hemmende Einfliisse hier auszuschliefen sind., ’

Auch in einer Anzahl anderer Versuche hatten inakti-
vierte himolytische Immunsera mit hohem himo-
lytischen Titer (1: 2400, 1 :1200 usw.) keinerlei Ein-
fluB auf die Tributyrinspaltung frischer Sera.

Ebensowenig lieBen sich in dem Lipasegehalt verschie-
dener frischer Sera, die von unbehandelten und mit Hammel-
blutkorperchen vorbehandelten Kaninchen stammten und erheb-
liche Differenzen beziiglich ihres Gehalts an hidmolytischen
Amboceptoren aufwiesen (1 : 160, 1 : 320, 1 :1200 usw.), Unter-
schiede nachweisen, die mit dem Amboceptorengehalt
in Beziehung zu bringen wiren. Die bei diesen Sera in
ihrem Fettspaltungsvermégen beobachteten Unterschiede waren
vielmehr duBerst geringe und gingen keineswegs parallel dem
Verhalten des himolytischen Titers. Wir kommen auf diese Ver-
héltnisse spiater noch zuriick. Nach diesen Versuchen konnten
irgendwelche Zusammenhinge zwischen dem Gehalt der
untersuchten Immunsera an héimolytischen Ambo-
ceptoren und ihrem Gehalt an Blutlipase als aus-
geschlossen gelten.

HLoe
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II. Beziehungen zwischen hiimolytischen Gesamtkomplement und
Blutlipase.

In den oben angefithrten Versuchen zeigten nur solche Sera
lipolytische Eigenschaften, die frisch und unerhitzt waren und
gleichzeitig himolytisches Komplement enthielten, wihrend durch
Erwirmen auf 56° gleichzeitig mit dem Komplementschwund
auch ein Lipaseschwund erfolgte. Wenn die Lipase irgendeine
Rolle bei dem Zustandekommen der Hamolyse spielte, so konnte
sie diese nur im Bereiche der Komplementwirkung ausiiben.

Es fiel uns auf, daB Meerschweinchenserum, das von allen
Tierarten am meisten Komplement enthielt, auch am reichlichsten
Lipase besaB, da Hammelserum beispielsweise in unseren Ver-
suchen weder himolytisches Komplement noch Lipase aufwies.
Wir verglichen daher den Komplement- und den Lipase-
gehalt von Sera verschiedener Tierarten genauer.

Der Gehalt ‘an hémolytischem Komplement wurde in der iiblichen
Weise mit 10—20fach sensibilisierten Hammelblutkérperchen gepriift.
Die gefundenen Werte beziehen sich in allen Féllen auf die Lyse von 0,6 ccm
5 proz. Hammelbluts bei einem Gesamtvolumen von 2,5 ccm Fliissig-
keit (0 = keine, Spch = Spiirchen, Sp = Spur, w = wenig, m = maBige,
fk = fast komplette, k = komplette Himolyse). Ablesung nach 1t Brut-
schrank und am nichsten Tage.

Tabelle III.

1. Komplementtitration 2. Lipase
Himolyse bel Serum-
Tierart verdlinnung Tributyrin- | Serum- Tropfenzahl nach Minuten
T Phosphat | aktiv

o1 | 006 |0,m|0,02|o.01 010|230 40]60][120] 150
Kaninchen . . .| k [m |w | 0] 0 10,0 0,02 |166]148]140|130] 120
Meerschweinchen k k | tk |Spch 10,0 0,02 |156(186]121
Hammel . 0 0|0 0 10,0 0,08 |1566|156]1568 153| 158
BRatte . . . .. | k |tk | m g 10,0 0,08 |166|151|160(145/143 134|116 (90 Min.)
Huond . . . .. iSpeh| g 0 0 10,0 0,08 |154]1562|1564 147 1 |129] 119

Eine gewisse Ubereinstimmung in dem Gehalt an
Lipase und Komplement ist bei einzelnen der unter-
suchten Sera nicht zu leugnen. So liBt sich im Hammel-
serum weder Komplement noch Lipase nachweisen, im Kaninchen-
serum fand sich etwas weniger als die Hilfte Komplement und
etwar halb soviel Lipase wie im Meerschweinchenserum, im
Hundeserum waren nur sehr geringe Mengen Komplement und
ebenfalls nur Spuren. Lipase vorhanden. Im Rattenserum dagegen
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lieB sich eine derartige Ubereinstimmung wenigstens in quanti-
tativer Beziehung nicht nachweisen, es fand sich hier ein Kom-
plementgehalt, der etwa ¢/, des Komplementgehalts des Meer-
schweinchenserums, aber eine Lipasemenge, die im Verhéltnis zum
Meerschweinchenserum nur etwa !/,, betrug. Nun ist zweifellos
ein Vergleich der in Frage kommenden Verhiltnisse nicht méglich
ohne genaue Kenntnis der bei den verschiedenen Tierarten und
namentlich bei der Kombination von Sera verschiedener Tier-
arten vorkommenden und vermutlich auch unabhingig vom
Komplementgehalt auftretenden auxilytischen und auch der
hiamolysehemmenden Funktionen!). Auch die Beschrankung
unserer Untersuchungen auf die Tributyrinspaltung ist hier
zu beriicksichtigen. Wir verzichteten daher einstweilen auf eine
weitere Untersuchung der Verhiltnisse bei den Seris verschiedener
Tierarten und begniigten uns mit den eben dargelegten Fest-
stellungen, die sich in mehreren Versuchen bestitigen lieBen.

Von Interesse war ferner die Frage, ob die bei Tieren der-
selben Species gelegentlich zu beobachtenden geringenVerschieden-
heiten des Komplementgehalts auch im Lipasegehalt der Sera
zum Ausdruck kimen. Die gleichzeitige Untersuchung ver-
schiedener Meerschweinchensera auf Komplement und
Lipase hatte folgende Ergebnisse. -

Tabelle IV.
1. Gesamtkomplementtitration 2. Lipase
Himolyse bei S8erum-
Tierart verdilnnung Tributyrin- Serum Tropfensahl nach Minuten
—T 77| phosphat :
0,05, 0,04 0,02/ 0,01 0,008 phosp 0|5 10162 ]|x[n «
' L S L B P
Meerschweinchen 69 k | k | k | k | g 10,0 0,02 {149,134 | 121|114 l
" 6 k |k | k|g 0 10,0 0,02 |148'140 | 134182128 | 122
” 6 k |k, k|[m| O 10,0 0,02 | 164 | 146 | 188|130 124 | 117
" 66 k [ k | k (Sp| O 10,0 0,02 |146!139183(126 | 119 }
” 53] k| k|jg|oOo]oO 10,0 0,02 156 | 149 (144 | 188 | 131 127 {119
” 47l k |k | k| k|m 10,0 0,02 1157 /146 | 183|120 us'uo;

Hier war also eine weitgehende Analogie zwischen
Komplement- und Lipasegehalt zu konstatieren. An-
nithernd gleichen Komplementgehalt (0,02) finden wir bei Meer-
schweinchen 60, 65 und 66, entsprechend ist auch der Lipase-
gehalt ein anndhernd gleicher, die Tropfenzahl 120 wird fast zur

1) Vgl u. a. Leschly, Die Komplemente verschiedener Tiere. Zeit-
schr. f. Immunititsforsch. 25, 107. 1916.



Serumhiimolyse und -lipolyse. 197

selben Zeit nach 20—25 Min. erreicht. Fast doppelt so groB ist
der Komplementgehalt bei Meerschweinchen 59 und 47 (0,01),
der Abbau des Tributyrins vollzieht sich ebenfalls fast doppelt
8o rasch wie bei den drei erstgenannten Tieren (Tropfenzahl 120
in 10 bzw. 15 Min.). Tier 53 weist die Hilfte des Komplement-
gehalts der Tiere 60, 65 und 66 auf (0,04); die Tropfenzahl 120
wird nach etwa 40 Min. erreicht, also nach der doppelten Zeit,
was auch nur der Hilfte der Lipasemenge entsprechen wiirde.

Ein dhnlicher Parallelismus zwischen Lipase- und
Komplementgehalt lieB sich auch in mehreren Versuchen,
auf deren Wiedergabe verzichtet sei, bei Kaninchen, sowohl
normalen als auch mit Hammelblut immunisierten, deren Serum
reichliche Amboceptorenmengen aufwies, nachweisen, denselben
Tieren, bei denen, wie oben erwihnt, ein Parallelismus zwischen
Amboceptor- und Lipasegehalt nicht zum Ausdruck gekommen
war (8. S.194). ’

Wihrend in den bisherigen Versuchen eine Ubereinstimmung
in dem Verhalten des himolytischen Gesamtkomplements und
der Blutlipase nicht zu verkennen war, traten bei weiteren
Unterauchungen, die das Verhalten der beiden Serumfunktionen
unter den Bedingungen feststellen sollten, die bekannterweise zu
einer Zerstorung der Gesamtkomplementwirkung, zur Inakti-
vierung, fiihren, gewisse Unterschiede auf. Diese Unterschiede
aber deuteten darauf hin, daB wiederum Zusammenhinge
zwischen Blutlipase und einer der Komponenten des
Komplements vorhanden wiiren, iiber dessen komplexen
Bau wir seit den Untersuchungen Ferratas unterrichtet sind.

Nacﬁ den Feststellungen Ferratas!) wird bei der Dialyse die Kom-
plementwirkung in zwei Komponenten zerlegt. Die eine Komponente ist
in der Globulinfraktion, die andere in der Albuminfraktion enthalten.
Erst durch das Zusammenwirken der beiden Teile, die allein unwirksam
sind, erfolgt eine Himolyse sensibilisierten Blutes. Sachs und Altmann?)
verwendeten zur Trennung der beiden Komponenten mit Salzsdure an-
gesiuertes Wasser, Lief mann3) die Durchleitung von Kohlensiure durch
das mit Aq. dest. verdiinnte Serum. Alle 3 Methoden erzielen eine Fillung

des Euglobulin, an das ein Teil des Komplements gebunden erscheint,
wiihrend der andere Teil in der iiberstehenden Fliissigkeit verbleibt. Der

1) Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 13.
) Berl. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 10 u. 14.
3) Miinch. med. Wochenschr. 1909, Nr. 41.
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Niederschlag enthiillt das sogenannte , Mittelstick', die iberstehende
Flussigkeit das ,,Endstiick'‘?) (Brand).

Es zeigte sich beispielsweise, daB bei der Inaktivierung von
Meerschweinchenserum durch Stehenlassen bei Zimmer-
temperatur trotz des Schwindens der Gesamtkomplement-
wirkung noch Lipase nachweisbar war. Die weitere Untersuchung
ergab, daB hier die Mittelstiickfunktion unwirksam
geworden war, wihrend gleichzeitig mit dem Endstick
auch die Lipase noch erhalten war.

- Es erhob sich daher die Frage, ob Beziehungen der Lipase
zu Mittelstiick und Endstiick auch unter anderen Bedingungen
nachweisbar wiren. '

H1. Beziehungen zwischen Mittelstiick, Endstiick und Blutlipase.

Wir zerlegten das Komplement nach der vielfach erprobten
Methode von Liefmann mittels Fillung durch Kohlensaure.

Je 1cem frisches Meerschweinchenserum wurde mit deetilliertem
Wasser (1 :5) verdiinnt und reine Kohlensdure im langsamen Strom bis
zur maximalen Tritbung durchgeleitet. Dann wurde zentrifugiert, die tiber-
stehende Fliissigkeit abgegossen, mit 10proz. NaCl-Ldsung auf einen
NaCl-Gehalt von 0,859, gebracht und das Sediment mit der dem wurspriing-
lichen Serumvolumen entsprechenden Menge (?/,) Kochsalzldsung (0,85%,)
kurz vor der Verwendung gelost.

In zahlreichen Versuchen fanden wir im mittelstick-
haltigen Sediment nie, im endstiickhaltigen AbguB
immer Lipase. Entsprechend der Schwichung des Endsticks
bei der Kohlensiuredurchleitung?) war auch — anscheinend
abhéngig von der Menge der durchgeleiteten CO, — die Menge
der im AbguB enthaltenen Lipase geringer als im un-
behandelten Serum. Irgendein férdernder oder hem-
mender EinfluB des frisch verwendeten Sediments auf
die Lipase konnte nicht festgestellt werden (vgl. Tab. V,
Vers. 55, 5).

Die im folgenden angegebenen Endstiicktitrationen wurden mit
59, Hammelblutkérperchen vorgenommen, die mit der 10—20fachen losen-
den Amboceptordosis sensibilisiert waren und auBerdem auf 0,5 ccm Blut

0,1 ccm des !/; verdiinnten Mittelstiicks gewonnen durch Kohlensiure-
fillung enthielten (persensibilisierte Blutkorperchen).

1) Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 34.
8) Leschly, Zeitschr. f. Immunitidtsforsch. 25, 44. 1918.
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DieTitration auf Mittelstiick erfolgte mit ebenfalls 10—20fach
sensibilisierten Blutkorperchen, dic auf 0,6 ccm Blut 0,5 des wie urspriinglich
1/, verdiinnten Endstiickes enthiclten.

Tabelle V. 7,

Versuch 55. 0,5 ccm 5 proz. persensibilisiertes Hammelblut [10f.

Amboceptor und auf 0,5cecm Hammelblut 0,1 ccm des 1:1 verdiinnten

(auf das urspriingliche Serumvolumen aufgefiillten) Sediments]. AbguB

in der urspriinglichen Konzentration 1 : 5, Gesamtvolumen 2,5 ccm. Kon-

trollen mit AbguB bzw. Sediment allein + 10f. scnsibilisierte Hammel-
blutkérperchen keine Hamolyse.

2. Lipase (Trlbutyrinphos;h;t: B

1. Endstiicktitration gemische je 10 cem)

i Serum od. Abgus-

verdiinnungen Menge
4

|o,5'o,4 02| o1 o|5|10]15]2 [120

Tropfengehalt nach Minuten

1. Meerschweinchenserum unbe-
handelt 3/,, verdiinnt . . . . "k | k | k | Sp] 02 |148)141 188 126|119
2 Dasselbe mit CO, behandelt, |
unzentrifugiert, }/, verdiinnt . ll k| k| k|Sp 0,2 149141181 122|116
8. Ahgus (isot.) !/, verdiinnt . . 'k |k |k Sp] 02 |1491141 182128118

4. Sediment *, verdlnnt . . . | 02 161148 | 147 148 | 148
5. Meerschweinchenserum unbe-
handelt ?/,, verdiinnt + Sedi-
ment !/, verdinnt . . . . .

0,2+0,2 l45ll8’7 1821128117

Die nach der Kohlenséiurebehandlung des Serums gepriiften
Dosen (Serum 1 : 5 verdiinnt) waren doppelt so gro8 wie die mit
dem unbehandelten Meerschweinchenserum verwendeten Mengen
(Serum 1 : 10 verdiinnt). Aber trotz der doppelten Dosis ergab
die Endstiicktitration und die Tropfenzihlung mit dem -mit
Kohlensidure behandelten Serum nur annihernd dieselben Werte
wie bei der Untersuchung des doppelt so stark verdiinnten un-
behandelten Meerschweinchenserums. Es konnte also nach
der Kohlensduredurchleitung sowohl in der unzentri-
fugierten triiben Fliissigkeit (2) als auch im AbguB
nach dem Zentrifugieren (3) nur halb so viel Endstiick
vorhanden sein. Ganz entsprechend war auch nur
die Halfte der im unbehandelten Meerschweinchen-
serum (1) nachweisbaren Lipase festzustellen.

Der Vergleich der ,,Endstiick“funktion und der
lipolytischen Eigenschaften von Sera verschiedener
Tierarten hatte Ergebnisse, die fast zahlenmiBig sich wie die
in Tab. III niedergelegten verhielten. Wenn auch hier wieder-

Blochemische Zeitschrift Band 112. 14
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um in quantitativer Beziehung gewisse Differenzen, die durch
die Kompliziertheit der Vorginge bei Mischung von Sera ver-
schiedener Tierarten erklirt werden koénnten (s. S.196), zu be-
obachten waren, so berechtigen dicse Versuche doch zum min-
desten zu dem SchluB: dort, wo Endstiick nachweisbar
war,warenauchlipolytische Eigenschaftenvorhanden,
so z. B. im Hunde-, Kaninchen-, Ratten- und Meerschweinchen-
serum, wihrend dort, wo wir Endstiick vermiBten
(Hammel), auch der Nachweis von Lipase miBglﬁcktE.
Der Eintritt von Hiamolyse ohne die Anwesenheit der
lipolytischen Funktion des Serums wurde nie be-
obachtet. Mit der Mittelstiickfraktion waren auch hier
irgendwelche Zusammenhénge nicht nachweisbar.

Weitere Zusammenhénge zwischen Endstiick und Lipase
fanden sich bei der Thermoinaktivierung. Wir erhitzten
frisches Meerschweinchenserum im Wasserbade bei 562—53° und
entnahmen in Abstinden von 10 Minuten Proben, die wir auf
Endstiick und Lipase untersuchten.

Tabelle VI.
Versuch 66. Endstiicktitration mit persensibilisierten Hammel-
' blutkorperchen (s. Tab. V).

2. Lipase (Tributyrin-Phosphat je
10 ccm, Serum je 0,02)

Serum bei Serumverdiinnungen Tropfenzahl nach Minuten

1. Endsticktitration

52—53°  10,1/0,05/0,04/0,02'0,01{ 0 | 10| 20| 30 | 40| 60 |100| 120
1. Vorher. . . |k | k | k | k | Sp|145/133/119
2.10 Minuten [k | k | k | m | O |144/139]136(128[121
3. 20 Minuten [k | m | w | g | 0 |150{148|146/145|142/138|121
4. 30 Minuten | g| g | O | O | O |151 ! 138
5. 40 Minuten | 0 { O | O | O | O J142 , 142
6. 50 Minuten {0 | 0 | 0 | 0 | 0 |146 L 144

Wiihrend in diesem Versuch, dessen Ergebnisse in einem
anderen, unter denselben Bedingungen angestellten Versuch be-
stitigt wurden, ,,Mittelstiick’‘ noch nach zweistiindigem Aufent-
halt des Serums bei 52—53° fast unverdndert nachweisbar blieb,
also ein Parallelismus zwischen Mittelstiick und Lipase fehlte,
war Endstiick nach 10 Min. auf die Hélfte, nach 20 Min. auf 1/,
des urspriinglichen Wertes geschwunden, nach 30 Min. waren nur
noch Spuren vorhanden, gleichzeitig wurde bei der Einwirkung
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des Serums auf die Tributyrinlésung die Tropfenzahl 120 vor der
Behandlung in 20 Min., nach 10 bzw. 20 Min. Inaktivierung in
40 bzw. 100 Min. erreicht, ganz entsprechend also der Hilfte
bzw. einem Fiinftel der urspriinglichen Lipasemenge ; spiiter waren
iiberhaupt nur noch minimale Spuren nachweisbar.

Nicht nur bei der Inaktivierung durch Hitze, son-
dern auch unter verschiedenen anderen Bedingungen.
so bei der Inaktivierung durch Stehenlassen bei Zim-
mertemperatur, bei der Absorption durch Kaolin, bei
der ersten Phase der Wassermannreaktion, bei der
spezifischen Komplementbindung sahen wir cin weit-
gehend iibereinstimmendes Verhalten der ,,Endstiick*-
und der lipolytischen Funktion des Meerschweinchen-
serums. Wir mo6chten uns vorbehalten, iiber diese Ergebnisse,
deren quantitative Verhiltnisse namentlich ein eingehendes
Studium erfordern, erst spiter zu berichten. Irgendwelche hem-
mende oder férdernde Einfliisse der Mittelstiickfunktion oder
iiberhaupt irgendwelche Beziehungen von dieser zu der lipolytischen
Wirkung fanden sich nicht, auch mit der sogenannten ,,dritten
Komponente*, deren Existenz von Sachs und seinen Mitarbeitern
angenommen wird, scheinen Zusammenhinge nicht zu bestehen.

Wenn auch unsere Untersuchungen allzu weitgehende
SchluBfolgerungen iiber eine etwaige Identitit der,,Endstiick*-
und der lipolytischen Funktion des Serums nicht erlauben, so
spricht doch das unter den verschiedensten Bedingungen iiber-
einstimmende Verhalten zum mindesten sehr fiir einen weit-
gehenden Parallelismus dieser Serumwirkungen.
Vermutlich wird die Ausdehnung unserer Untersuchungen, die
sich zur Gewinnung eines orientierenden Uberblicks bisher auf
die Spaltung des Tributyrins, also eines echten Fetts, be-
schrinkten, auf das Spaltungsvermégen gegeniiber kompli-
zierter gebauten Fetten und fettihnlichen Substanzen iiber-
einstimmende Ergebnisse haben (s. S. 191). Alles in allem
erscheint von den Komponenten, die bei den Vorgingen der
Serumh@molyse beteiligt sind, gerade das Endstiick noch am
chesten mit Enzymen oder Funktionen, die wir bisher als
katalytische bezeichnen, vergleichbarl). Was die Beziehungen

1) Vgl. Liefmann, Jahresber. iib. d. Ergebnisse d. Immunitits-
forsch. (W. Weichardt, Bd. VIIL. 1912).

14*
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des Endstiicks zu den amboceptorbeladenen Blutkérperchen
betrifft, so wird mit Brand?!) wohl fast allgemein angenommen,
daB das Endstiick erst dann in Aktion tritt, wenn die Mittel-
stiickeinwirkung auf die roten Blutkorperchen erfolgt ist, genau
wie die Wirkung des Gesamtkomplements erst nach der Ambo-
ceptorbindung eintritt. Eine Einwirkung des Endstiicks auf die
roten Blutkorperchen scheint also erst durch Vermittlung des
Mittelstiicks und Amboceptors zu erfolgen. Nehmen wir nun an,
die Endstiickfunktion sei eine lipolytische, so lieBe sich mit der
erwihnten Auffassung sehr wohl die Hypothese in Einklang
bringen, daB Lipoide derroten Blutkérperchen — vorher
in unangreifbarem Zustand vorhanden — durch Ver-
mittlung von Amboceptor und Mittelstiick der lipo-
lytischen Wirkung des Endstiicks anheimfallen und
daB so die Hémolyse erfolge.

1) Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 34.



Uber wasserlosliche Vitamine und giirungsheschleuni-
gende Verbindungen.

I. Mitteilung.

Methodik der Bestimmung und Darstellung der giirungsheschleu-
nigenden Substanz aus Hefe und Reiskleie.

Von
Sigmund Friinkel und Erik Schwarz.

(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.)
(Eingegangen am 18. Juli 1920.)
Mit 12 Abbildungen im Text.

Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat es sich durch zahlreiche
Beobachtungen und Untersuchungen verschiedener Forscher aller
Weltteile herausgestellt, daB eine kalorisch véllig zureichende
Nahrung, welche EiweiBkorper in ausreichender Menge besitzt,
und ebenso alle notwendigen Aschenbestandteile, trotzdem fiir
den schadlosen Ablauf des Stoffwechsels und die Erhaltung des
Organismus nicht ausreicht und ebensowcnig den normalen
Wachstumsbedarf heranwachsender Tiere unterhalten kann. Denn
fir diese Leistungen sind auBer den Calorientrigern, Eiweil,
Fetten und Kohlenhydraten und anorganischen Salzen, welche
die Ionen der Salzsiure, Schwefelsiure, Phosphorsiure und Kiesel-
siure, ferner des Natriums, Kaliums, Calciums, Magnesiums und
Eisens, ferner kleinste Mengen Jod enthalten, noch kleine Mengen
gewisser Verbindungen organischer Natur notwendig, iiber deren
Natur noch groBes Dunkel herrscht. Im Laufe der Untersuchungen
aher stellte es sich heraus, daB zwei, vielleicht auch drei solcher
Gruppen von Verbindungen zu unterscheiden gind, fiir welche die
Forscher eine Reihe von Namen gefunden haben, ohne damit der
Art und dem Wesen der Verbindungen nithergekommen zu sein.
Solche Namen sind: Akzessorische Nahrstoffe, Vitamine.
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wachstumsférdernde Substanzen, Eutonine usw. Man
sieht aber bald, dafl die Stoffe dieser Art in ihren Wirkungen und
anscheinend auch in ihrer chemischen Zusammensetzung, wie aus
den verschiedenen Angaben zu schliefen ist, verschieden sind.
So finden sich die einen in wisserigen Extrakten, wihrend die
anderen glatt fettloslich sind und auch in die fettlosenden Reagen-
zien {ibergehen, withrend andere wieder z. B. in Ather oder Petrol-
ather vollig unloslich sind.

Insbesondere die Erscheinungen der Beriberi-Krankheit, die sich
experimentell leicht erzeugen liefen, wurden mit groBem Eifer studiert,
de sie sowohl dem Tierexperiment als auch den Massenbeobachtungen bei
Menschen zuginglich waren. Die Beriberierkrankung in Japan hat die
Form einer Polyneuritis und tritt besonders bei den armen Volksklassen
auf, deren hauptsichliche Nahrung der Reis ist. Seitdem auch in Japan
der polierte Reis sich villig eingefiihrt hatte, und damit die Beriberierkran-
kung zunahm, war es wahrscheinlich geworden, daB zwischen den beiden
Erscheinungen, Nahrung mit poliertem Reis und der Beriberierkrankung
ein genetischer Zusammenhang besteht.

Die Erscheinung der Beriberi war nun leicht ins Tierexperiment tiber-
tragbar, ebenso die Heilungsversuche, da es schon im Jahre 1897 Eij kman?)
gelungen war, bei Hithnern (spiiter wurden Tauben verwendet) durch ein-
seitiges Fiittern mit gokochtem, poliertem Reis, charakteristische Sym-
ptome der Hiihnerpolyneuritis zu erzeugen. Damit war das experimentelle
Studium der Beriberikrankheit einerseits, anderseits das experimentelle
Studium der Heilmittel der Beriberi ermoglicht. Eijkman selbst konnte
alsbald zeigen, daB Tiere, die nach dem Fiittern mit poliertem Reis die
charakteristischen Krankheitserscheinungen aufwiesen, beim Verfiittern
von unpoliertem Reis wiedoer gesunden. Wenn man neben dem polierten
Reis den erkrankten Tieren Reiskleie zur Nahrung zugibt, so gesunden
sie ebenfalls. Iis war also klar, daB die Reiskleie der Triiger einer Substanz
ist, bei deren Verfiitterung es bei den gesunden Tieren nicht zu den Er-
scheinungen der Polyneuritis kommt und die in der Lage ist, polyneuritisch
erkrankte Tiere, deren Polyneuritis auf die cinseitige Ernihrung mit po-
liertem Reis zuriickzufiihren war, wieder zu heilen. Es stellte sich durch
seine Untersuchung heraus, daB diese Substanz in der Fruchthiille (dem
Perikarp), die man beim Reis das Silberhdutchen nennt, enthalten war.
Ebenso wie die ganze Kleie oder das Silberhéiutchen wirkten auch Extrakte
aus dem Silberhéutchen selbst.

Im letzten Jahrzehnt hat die Untersuchung auf breiter Basis gezeigt,
daB es durchaus nicht die Reiskleie allein ist, die Substanzen dieser Art
enthiilt, sondern daB man in verschiedenen pflanzlichen und tierischen
Geweben, so in der Hefe, dem Eidotter usw. Substanzen gleicher Wirksam-
keit finden kionne. Aber es wurde auch gezeigt, daB das Fehlen dieser
Substanzen in der Nahrung bei verschiedenen Tieren sehr verschieden-

1) Eij_k—man, Virchows Archiv, 148, 523; 149, 187. 1897.
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artig sich duBert. Wihrend bei Hiihnern und Tauben bei einseitiger Ver-
fiitterung von poliertem Reis die Erscheinungen der Beriberi zu beobachten
sind, leiden bei gleicher Fiitterungsart Meerschweinchen an Skorbut,
bei Mausen tritt Abmagerung und Krimpfe ein. Bei vielen Tieren sieht
man das Auftreten von Wachstumshemmungen?)?)3)4)5).

Im Laufe der Untersuchungen zeigte es sich, daB insbesondere die
Milch und das Butterfett Substanzen dieser Art enthalten. Man sah aber
auch, daB man durch Extraktion von Nahrungsmitteln durch Wasser,
Alkohol und Ather oder durch Erhitzen auf 120°, was ihren Nahrwert
nicht im geringsten tangierte, sie doch insuffizient machen konnte, und zwar
in der Weise, daB bei ausschlieBlicher Verwendung solcher Nahrungsmittel
Krankheitserscheinungen auftraten, die alsbald verschwanden, wenn man
nur wenig Reiskleie oder Hefe oder Dotter oder Milch der Nahrung zu-
setzte, daB in gleicher Weise eine Reihe von frischen Gemiisen, deren Néhr-
wert als solcher nur gering zu veranschlagen ist, in kleinen Mengen der
insuffizienten Nahrung zugesetzt, diese suffizient machte.

Die Wachstumshemmung durch insuffiziente Nahrung insbesondere
durch. Verfiitterung chemisch reiner Substanzen, liBt sich z. B. durch Zu-
satz wvon geringen Mengen Milch und Atherausziigen aus alkoholischem
Hefeextrakt beheben. Wachstumshemmungen durch eine solche reine,
jedoch fettlose Nahrung werden auch alsbald ausgeglichen, wenn man Butter-
fett oder #dtherische Extrakte aus lipoidreichen Substanzen (z. B. Fisch-
hoden, Schweinenieren) verabreicht. Aber nicht alle Futterarten haben
die gleiche Wirkung. Dem Olivenél und dem Baumwollsamenél®), ebenso
dem Schweinefett kommen diese Wirkungen nicht zu. Die Vermutung,
daB der Unterschied im Lipoidgehalt solcher Fette liege, war aber unzu-
treffend, da reine Lipoide diese Wirkung auch nicht zeigten.

Es muB} bei Durchsicht des Schrifttums ilber experimentelle Unter-
suchungen dieser Art klar werden, daB8 wir zwei groBe Gruppen zu unter-
scheiden haben, und zwar solche Verbindungen, die in Wasser unlslich,
aber sowohl in Fett als auch in organischen Solvenzien, insbesondere in
Ather loslich sind und Verbindungen, die im Wasser und Alkohol léslich
sind, und die sich mit organischen Solvenzien wie Ather, Petrolither und
dhnliche aus der wiisserigen Losung nicht ausschiitteln lassen.

Da man nun durch den Tierversuch die Moglichkeit hatte, zu erfahren
in welcher Fraktion eines irgendwie bereitcten Extrakts die wirksame
Verbindung enthalten sei, so war dadurch auch die Méglichkeit gegeben,

1) F. Hofmeister, Ergebnisse d. Physiologie. 16, S. 1 u. 510, 1918.
. 2) Axel Holst und Frohlich, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh.

2, 51, 1012; 75, 334. 1913.

3) F. G. Hopkins, Journ. of Physiol. 4, 425. 1912, .

4) Th. Osborn und Lafayette Mendel,” Journ. of Biolog. chem.
22, 241. 1915; 26, 1. 1916; Ch. C. 1917. 1. 592.

) C. V. Mc. Collum und M. Davis, Journ. of Biolog. chem. 19,
245. 1914; Ch. C. 1915. 2. 905.

%) W. Step'p, Zeitschrift fiir Biologie €6, 339 u. 365. 1916.
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die chemische Untersuchung nach den wirksamen Substanzen aufzu-
nehmen. Und es hat an Versuchen dieser Art trotz der Kostspieligkeit
dieser Experimente nicht gemangelt.

Die experimentelle Forschung schlug den Weg ein, in den Extrakten,
von deren Wirksamkeit man sich iiberzeugt hatte, durch Fillung mit
verschiedenen Reagenzien, Niederschlige zu erhalten und aus diesen Sub-
stanzen zu isolieren, deren Wirksamkeit oder Nichtwirksamkeit in der
Weise konstatiert wurde, daB man kiinstlich beriberikranke Tiere durch
Einspritzen oder Verfiittern dieser Substanzen zu heilen versuchte.

Insbesondere die Japaner Suzuki, Shimamura und Otake!?)
haben aus Reiskleie solche Verbindungen darzustellen versucht, unter
der chemischen Voraussetzung, daB es sich um Basen handelt. Einen
dhnlichen Weg hat Kasimir Funk?) eingeschlagen. Aber bei den Ver-
suchsreihen ist es durchaus zweifelhaft geblieben, ob die Forscher zu ein-
heitlichen Verbindungen gelangt sind, die die gesamte Wirkung des Ex-
traktes beinhalten, oder ob nicht die schon in sehr kleinen Mengen wirk-
samen Verbindungen ihren Priparaten, deren Einheitlichkeit eben nicht
erwiesen ist, adhiirieren. So fehlt vor allem der Gegenversuch, ob die Losun-
gen, aus denen die Substanzen niedergeschlagen waren (die Mutterlaugen),
wirksam waren oder nicht.

Es sei hier vorerst die Arbeitsweise von Suzuki!) und Funk?)
wiedergegeben:

Die japanischen Forscher extrahierten Reiskleie mit 909, Alkohol
in der Wirme, engten die Extrakte ein und schiittelten sie behufs Ent-
fernung von Fett mit Ather aus. Der Extrakt wurde in bekannter Weise
mit Schwefelsiure und Phosphorwolframsiure gefillt, wobei man einen
UberschuB von Phosphorwolframsidure vermeiden muB, da die wirksame
Substanz, wie aus anderen Arbeiten hervorgeht, im UberschuB der Phosphor-
wolframsiure loslich ist. Man zerlegt den Niederschlag in bekannter Weise
mit Atzbaryt und engt die wiisserige Losung im Vakuum ein. Diese Losung
wird nun mit wiisseriger Tanninlésung gefillt und aus dem Tanninnieder-
schlag mit verdiinnter Schwefelsiure die Substanz herausgelost. Mit Atz-
baryt entfernt man Schwefelsiure und Tannin. Aus dieser Lésung kann
man, wenn sie sehr konzentriert ist, ein Pikrat erhalten, doch war die Aus-
beute sehr schlecht. Die Forscher nannten diese Substanz ,,Oryzanin ‘.
Dieses Oryzanin gab bei der Hydrolyse Nicotinsiure, Cholin und Trauben-
zucker.

Funk hat in dhnlicher Weise wie die Japaner gearbeitet, indem er
mit Phosphorwolframsiure fillte und in der iiblichen Weise zerlegte.
Er neutralisierte dann die Losung mit Salzsiiure, zog sie mit Alkohol aus
und fillte mit Sublimat. Aber dieses machte bei ihm keine Trennung, da
Niederschlag und Filtrat wirksam waren. SchlieBlich fillte er mit Silber
und Baryt und erhielt eine Substanz, die er fiir chemisch rein hielt und der

1) Suzuki, Shimamura und Otake, Journ. of trop. med. a.
Hyg. 15, 352. 1912. Diese Zeitschr. 43, 89. 1912.
) C. Funk, Ergebnisse der Physiol. 13, 126. 1913
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er den Namen ,,Vitamin‘* gab. Spiter aber stellte es sich heraus, daB dicse
Substanz kein reiner Korper sei, sondern sich noch weiter fraktionieren laBt.

Auch Edie und seine Mitarbeiter!), denen es gelungen ist, wirksamere
Priparate herzustellen, als die von Funk, gehen von Hefe aus, die sie mit
Methylalkohol ausziehen, verarbeiten den gewonnenen Extrakt mit Gips,
um ihn wieder mit Methylalkohol zu extrahieren, fillen den Extrakt mit
wissriger Losung mit Bleiacetat, verwerfen den Niederschlag, zerlegen
die Losung mit Schwefelwasserstoff, extrahieren mit absolutem Alkohol
und fillen wie Funk mit Silbernitrat und Atzbaryt. Sie erhalten dann
das Nitrat einer Verbindung, die sie ,,Torulin‘ nennen, die zehnmal so
wirksam ist als Funks ,,Vitamin‘‘,

Ebenso befalte sich Abderhalden?) mit der Isolierung der wirk-
samen Substanzen, denen er den Namen ,,Eutonine gab. Er ging dabei
von nicht vollkommen getrockneter Hefe aus, hydrolysierte sie mit ver-
diinnter Schwefelsiure, neutralisierte mit Kalkmilch und knetete den er-
haltenen Syrup mit Gips zu einer festen Masse, die er mit hochprozentigem
Alkohol auszog. Der alkoholische Syrup wurde mit 25%, Schwefelsiure
versetzt und mit Aceton vollstindig ausgefiillt. Der Niederschlag wurde
mit absolutem Alkohol ausgezogen und die Prozedur noch zweimal vor-
genommen. Der dritte Acetonniederschlag wurde mit Sublimatlésung
gefillt und der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das durch
Extraktion mit Alkohol gewonnene salzsaure Salz zeigte sich sehr wirksam.
Zur weiteren Reinigung wurde der Syrup noch 2 mal mit Sublimat gefillt.
Die sohlieflich erhaltene Substanz gab mit Platinchlorid eine Fillung und
zeigte eine zehnmal groBere Wirksamkeit als die Substanz Funks. Die
Analyse ergab aber keine auf eine Formel stimmenden Werte.

Man sieht, daB die groBen Schwierigkeiten bei diesen Unter-
suchungen sowohl in der chemischen Aufarbeitung, da die Sub-
stanz in sehr geringen Mengen vorliegt, als insbesondere in der
jeweiligen Konstatierung liegen, in welchem Anteil die Substanz
enthalten ist und ob sie ein Fillungsmittel oder ein Lésungs-
mittel nur teilweise oder ginzlich aufgenommen hat. So kommt
es, daB trotz der Verwendung sehr groer Mengen dieser im Frieden
so billigen und leicht zuginglichen Ausgangsmaterialien, wie
Reiskleie, Hefe, Eidotter usw. alle diese Forscher nur zu so ge-
ringen Mengen wirksamer Substanz gekommen sind, daBl weder
verlaBliche Analysen noch verliBlliche Untersuchungen iiber die
Hydrolyse dieser Substanz im Schrifttum vorliegen.

Die experimentelle Schwierigkeit ist um so grofier, als man
zu jeder Zeit im richtigen Stadium erkrankte Tiere fiir die Heil-

1) E.S. Edicund Mitarbeiter, Ann. of trop. med. a. parasit. 6, 234. 1912,
2) E. Abderhalden und H. Schaumann, Pfliigers Arch. f. d. ges.
Physiol. 172, 88 u. 156. 1918.
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versuche bereit halten muB. Es wurden im hiesigen Institut
schon im Jahre 1914 und 1915 Versuche gemacht, die im Jahre
1916 zum Patentschutz!) angemeldet wurden, welche von der
Idee ausgingen, zu sehen, was Stoffe dieser Art bzw. Extrakte,
die solche Stoffe enthalten, auf einzellige Organismen fiir Wir-
kung ausiiben. Als wir Extrakte aus Reiskleie und aus Hefe in
kleinster Menge zu girender Hefe zusetzten, beobachteten wir,
dafl die Hefegirung in sehr groem MaBe beschleunigt wird.
Nun ist aber die Beschleunigung der Hefegirung durch verschie-
dene Mittel gewiB8 keine unbekannte Tatsache. Es war bekannt,
und dies insbesondere aus den &lteren Arbeiten von Wildiers?),
welche an den bekannten Streit zwischen Liebig und Paste ur
ankniipfen, daB, wenn man kleinste Mengen von Hefe einer Nahr-
losung zusetzt, keine Girung auftritt. Gibt man etwas mehr dazu,
8o tritt diese Giarung ein. Es bedarf alse nach Wildiers neben
den Nihrstoffen, entgegen den Angaben Pasteurs, zum Ein-
tritt der Hefegiirung ganz geringer Mengen von Girflissigkeit,
die in der Hefe selbst enthalten ist, die aber nicht unterschritten
werden daif. Es handelt sich nicht um ein Mehr an lebenden
Hefezellen in diesem Fall, da man ja bekanntlich aus ciner Hefe-
zelle ungemein viele herausziichten kann, sondern vielmehr um
einen Teil der Hefezellen, der auch, wenn die Hefe abgetétet ist,
die Wirkung des gesamten Zusatzes beeinflut. Es gehoért also
zum Hefewachstum und zur Hefegirung auBer den lebenden
Zellen noch eine Substanz, welche in der Zellfliissigkeit vorkommt
und diesen wirksamen Stoff nennt Wildiers ,,Bios*“. Wenn es
wahrscheinlich erscheint, daB das Bios von Wildiers nichts
anderes ist als das, was wir gegenwirtig als , Koferment*
bezeichnen, den kochbestindigen Anteil der Zymase resp. des
HefepreBsaftes, wenn wir annehmen, da8 die fermentative Funk-
tion erst ausgelést werden kann, wenn Koferment zugleich vor-
handen ist, so sehen wir, daB solche aktivierende Einfliisse schon
dem Hefesaft selbst zukommen.

Aber auch eine Reihe von Salzen iibt solche Einfliisse auf die
Hefegirung aus, wie Euler und Cassel3), Rosenblatt$),

1) 8. Frinkel und Josef Fischl, D. R. P. 307 545 24. Mai 1916.
%) Wildiers, La Cellule 18, 313—329. -

%) H.v.Eulerund H. Cassel, Zeitschr. f. physiol. Chemie 86, 123. 1913.
4) Mr. et Mme. Rosenblatt, Ann. de l'inst. Pasteur Juli 1914, S.714.
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Zaleskil), Oppenheimer3) und Neuberg?) gezeigt haben.
Es wurde erwiesen, daB8 Salze aliphatischer organischer Siuren,
der Ameisensiure, der Weinsiure, der Milchsaure, der Oxalsiure,
der Citronensiure und Brenztraubensiure ein solches Aktivierungs-
vermdogen besitzen.

Ebenso stark wie die Brenztraubensaure wirken nach Neu-
berg viele Ketonsiuren und Ketodicarbonsiuren, z. B. Keto-
buttersiure, Ketocapronsiure, Oxybrenztraubenssure, Oxalessig-
siure, Ketoglutarsiure, Phenylglyoxalsiure, Phenylbrenztrauben-
siiure und Oxyphenylbrenztraubensiure. Simtliche hier genannten
Ketonsduren lassen sich als Derivate der bei der EiweiBspaltung
resultierenden Aminoséuren auffassen, die durch Desaminierung
derselben entstanden sind.

Es war also nach Neuberg die Vermutung naheliegend,
daB das Koferment mit diesen Ketonsauren in irgendeiner Be-
ziehung steht. Die Existenz des Kofermentes ist an die Gér-
tiitigkeit der Hefe gebunden. Das Koferment, das sich aus Hefe
curch einfaches Auslaugen bei Zimmertemperatur gewinnen lafit,
geht aber bei lingerer Beriihrung mit Hefesaft, insbesondere
wenn dieser keine Girarbeit leistet, also kein Zucker anwesend
ist, zugrunde. Aber selbst der Zucker schiitzt das Koferment
nicht dauernd vor der Vernichtung, denn die zellfreie Garung
hort unter Umstinden auf, ehe noch aller Zucker umgesetzt,
d. i. vergoren ist. Durch Zusatz von neuem Koenzym kann sie
wieder in Titigkeit gesetzt werden. Aber selbst ein Gemisch
von Salzen der Ketonsduren und Phosphaten, also ein kiinstlicher
Aktivator, reicht nicht voll an die Wirkung des nativen Saftes
heran. '

In seinen neuesten Arbeiten iiber die Beziehungen der Al-
dehyde zur alkoholischen Girung stellt Neuberg4) als Ergebnis
vieler Untersuchungen fest, daB die Stimulierung det alkoholischen
Garung auch eine allgemeine Eigenschaft der Aldehyde resp.
Aldebydgruppen sei.

1) V. Zaleski, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 31, 349 u. 354. 1915.

?) M. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 93, 235. 1914/15.

%) C. Neuberg, diese Zeitschr. 36, 60, 1911; 51, 133, 1913; 71, 26,
75, 83. 1915.

4) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 145. 1918; C. Neuberg u. M.
Ehrlich, diese Zeitschrift 101, 239. 1920.
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Beobachtet man die Garungskurven, welche durch Accelera-
toren dieser Klasse wie Salze der Ketonsiuren usw. bei der Zucker-
girung duirch die Hefe gefunden werden, mit den Kurven, welche
die alkoholischen Extrakte aus Reiskleie, Hefe usw. nach unseren
spater zu beschreibenden Versuchen bewirken, so siecht man einen
sehr auffallenden Unterschied. In den Neubergschen Versuchen
steigt die Kurve, die die Kohlensiureentwicklung der girenden
Hefe bzw. des PreBsaftes anzeigt, bei Zusatz von Koferment,
Ketonsiuren oder Aldchyden anfangs im Vergleich zum blinden
Versuch sehr staik. Bald aber nithert sie sich wieder der normalen,
so daB man deutlich die Abnahme der accelesierenden Wirkung
wahrnehmen kann, wihrend die mit Alkohol aus Reiskleie oder

Unser Girversuch mit alkoholischem Hefeextrakt.
Versuchsanordnung I, Versuch A und B.

Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.

Gesamtkohlen-
sfiureentwick- el::vlvli,:l?ls:::el‘n Beschleuni-
In lung vi:mc:;l: bei In der | ccm bel Versuch Pro g'gg‘“;:f m
A B A B Versuch B
15 | 0 0 1. 0 0 1) 0
307 0,8 1,8 2. 0,8 1,8 2.1 2 +1,0
45 22| 38 |8 | 14 | 20 Ay ' +0,6
1B 44 | 66 415 | 22 | 28 4152 +06
1b 15/ 78 | 12,2 bz 3,4 5,6 5.3 2R +2,2
130 | 10,8 | 190 6|5 | 30 | 68 6|25 +38
1h 45 | 14,6 | 25,6 B ES 3,6 6,6 1. gE +3,0
2h 18,6 | 308 8. 40 5,2 8ls” +1,2
b 15 | 24,2 | 38,4 9. 5,6 l 7,6 9)% l +2,0

Giirversuch Neubergs mit Alkalipyruvinat.
Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.

xes () -
(;;::'ler:atnktuﬁlcin- ' Koh.l?nsaure- ° Beschleuni-
In lung in ccm bei In der | entv;',ulkl‘l'mg 1nh Pro gung in cem
.| Versueh | o 2 e €0, bei
s : B ;1 A | B B ‘f“iz__
[ !
1 | o | 39 e | 0 [ 39 1).8 | 39
307 1,4 7,6 2.| B 1,4 3,7 21585 | 2,3
45’ I 3,2 8,6 3.\ 3 1,8 2,0 3.\82 3 { 0,2
18 58 | 11,6 4. ';:: 2,6 2,0 4. g%”«: —0,6
1830 | 84 | 136 b2 26 2.0 5.1 &> —06
3B30Y | 17,8 | 19,2 6.) > ! ' 6)% 8 L

Zum besscren Vergleiche mit unseren Kurven berechneten wir auch
Tabelle II und III aus den Angaben Neubergs-zu Tabelle I
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Hefe erhaltenen Extrakte, welche die akzessorischen Nahrstoffe
oder Vitamine enthalten, durchaus wihrend des ganzen Ablaufes
des Girversuches eine Mehrentwicklung von Kohlensiure gegen-
tiber dem Kontrollversuch zeigen. Der Vergleich solcher Kurven,
wie wir sie gewonnen haben, mit denen von Neuberg zeigt viel-
mehr nach der Richtung hin, dal das Koferment als Initiator,
aber nicht als dauernder Accelerator anzusehen ist, wihrend die
Substanzen, von denen wir sprechen werden, als dauernde Ac-
celeratoren anzusehen sind.

Es zeigt sich aber nicht nur in bezug auf die differente,Wir-
kung, einerseits die initiierende, anderseits die konstante Be-
schleunigung, ein Unterschied zwischen dem Koenzym und unserer
Substanzgruppe, sondern auch darin, daB Phosphorwolframsiure
und Phosphormolybdinsiure das Koenzym nicht fillt, hingegen
der Accelerator der Hauptsache nach gefillt wird, wenn man nicht
zu viel Phosphorwolframsiure oder Phosphormolybdinsiure ver-
wendet hat. ’

Ganz unabhiingig von uns haben Abderhalden und Schau-
mann?'), wenn auch etwas spiter, anscheinend ohne Kenntnis der bis
nun von uns ausschlieflich in der Patentliteratur niedergelegten Be-
obachtung, die gleiche Erfahrung gemacht, da8 die sog. Vitamine, die
Zuckergirung durch Hefe beschleunigen.

Wir haben indessen diese Beobachtungen, wie in der vor-
liegenden Arbeit gezeigt werden wird, nach der Richtung hin
ausgearbeitet und ausgebaut, daB wir statt der schwierigen
und kostspieligen, jetzt tiberhaupt infolge Tiermangels undurch-
fithrbaren Tierversuche, die Hefegiirung verwendeten. Wir konn-
ten so in jedem Moment simtliche Fraktionen, Fillungen und
Filtrate quantitativ in wenigen Stunden auf ihre Wirksamkeit
prifen, und zwar gingen wir in der Weise vor, daB wir einen
gemessenen Teil den Versuchen entnahmen und priften, wie sich
dieser in bezug auf die Beschleunigung der Kohlensiaureproduktion
- ‘girender Hefe gegeniiber einer gewdhnlichen Hefegirung ver-
halt. Auf diese Weise kann man nicht nur erfahren, ob man die
wirksame Substanz in der Hand hat, sondern kann aus der Gré8en-
ordnung der Beschleunigung zugleich sehen, wieviel von der
wirksamen Substanz man im Niederschlag, Filtrat bzw. in jeder
Fraktion hat.

1) E. Abderhalden und H. Schaumann, Pfliigers Arch. f. d.
ges. Physiol. 172, 88 u. 156. 1918.
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Nachdem wir diese Erfahrung gemacht, war es nun moglich,
schrittweise die Untersuchung bei Anwendung verschiedener
Fillungs- und Losungsmittel durchzufiihren und der Reindar-
stellung der Verbindung néherzukommen.

Arbeitsmethode zur Isolierung und Reinigung der wirksamen
Substanz.

Versuchsanordnung zur Ermittlung der Garbeschleunigung.

In einem Dumasschen Azotometer, welcher zuerst mit Queck-
silber vollgefillt wurde, wurden 5cem einer 10 proz. Hefeauf-
schlemmung, wobei jedesmal frische Spiritus-PreBhefe angewendet
wurde, und 10 ccm einer 10 proz. Rohrzuckerlosung eingesogen.
Zum Hauptversuch wurde eine gemesscne Menge des Extraktes
oder der Lésung, zum Gegenversuch stets eine gleiche Menge
Wasser zugelassen, so daB in den Parallelversuchen das Gesamt-
volumen gleich war.

Sodann wurden die so heschickten Eudiometer auf Minusdruck
gestellt, indem man die mit der MeBréhre in Verbindung stehenden,
Quecksilber enthaltenden Kugeln in allen Versuchen senkte.

Bei der Beobachtung und Ablesung wurde durch Heben
der Kugel und Einstellen der Quecksilberoberflichen in Réhre
und Kugel auf das gleiche Niveau stets der gleiche Druck ein-
gehalten. Die Versuche wurden im Thermostaten bei 28°C
durchgefiihrt.

Bei allen unseren Versuchen setzten wir beim Hauptversuch
eine bestimmte Menge des zu priifenden Extraktes bei, der eine
bestimmte Menge Trockensubstanz enthielt. Wir beobachteten
die jeweils sich entwickelnde Kohlensdure in jeder Viertelstunde
in allen Parallelversuchen und verbanden die Punkte zu einer
Kurve, die einen kontinuierlichen Aufstieg zeigt. Um die Be-
schleunigung, d. i. die Mehrentwicklung an Kohlensiure in dem
Hauptversuch gegeniiber dem Gegenversuch deutlich zu sehen,
stellten wir gleichzeitig mit der Tabelle, welche die Gesamt-
kohlensiureentwicklung anzeigt, eine solche auf, welche die
Kohlensiureentwicklung jedes der Versuche in den einzelnen
Viertelstunden ersehen 148t und berechneten daraus in einer dritten
Tabelle das Plus der Kohlensiureentwicklung im Hauptversuch
gegenitber dem blinden Girungsversuch. Weist die Gesamt-
entwicklung der Kohlensiure eine kontinuierliche Zunahme
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auf, so sieht man, dafl die Beschleunigung nicht gleichmafig
oder gleichformig vor sich geht. Die in ein und derselben Ver-
suchsanordung zusammengehérigen Kurven sind mit denselben
groen Anfangsbuchstaben des Alphabets bezeichnet. Aus den
meisten Kurven, welche die Tabelle III, d.i. die Beschleunigung
veranschaulichen soll, ersicht man, daB wihrend der ersten
sieben Viertelstunden Maxima und Minima der Beschleunigung,
also Schwankungen auftreten, nach dieser Zeit aber, soweit unsere
Beobachtung reicht, eine groBlere RegelméBigkeit zu verzeichnen
ist. Wodurch die UnregelmiBigkeiten bedingt sind, wire noch
zu untersuchen. Wir berechnen daher die Vergleichszahlen der
Beschleunigung erst nach Ablauf von sieben Viertelstunden, in-
dem wir das arithmetische Mittel aus den Beschleunigungen, be-
rechnet aus der letzten Ablesung, mit Riicksicht auf die vor-
liegenden UnregelmiBigkeiten, nahmen.

Wir bezeichnen also als Beschleunigung in jedem
Hauptversuche die Mehrproduktion an Kohlensdure
gegeniiber dem Parallelversuch innerhalb einer Viertel-
stunde nach 2 Stunden.

Zum Vergleich der quantitativen Wirkung nahmen wir jeweils
die Wirkung eines Milligramms der Trockensubstanz der vorhan-
denen Substanz an.

Darstellung und Untersuchung des alkoholischen Extraktes.

Die ersten Versuchsreihen wurden mit Reiskleie gemacht.
Als aber Reiskleie inzwischen zu den seltensten Dingen geworden
war, waren wir gezwungen, uns lediglich auf Hefe zu beschrinken,
welche trotz der Bewirtschaftung uns eine Zeitlang in geniigender
Menge zur Verfiigung stand. Da die Bierhefen in den letzten Jahren
sehr schlecht waren, haben wir es vorgezogen, trotz der hohen
Kosten lediglich Spiritus-PreBhefe fiir unsere Versuche heran-
zuziehen. Diese PreBhefe trockneten wir, da der Wassergehalt
etwa 85%, betrigt, vorerst in unserem groBen Vakuumtrocken-
schrank bei etwa 30°C, in diinner Schicht ausgebreitet, jedoch
nicht zu stark, da sonst eine solche Verhornung eintritt, daB der
Alkohol nur schwer angreifen kann.

Die zerkleinerte Hefe wurde mit etwa 80 proz. Alkohol iiber-
gossen und auf dem Wasserbade etwa 1/; Stunde unter RiickfluB-
kithlung erhitzt. Die alkoholische Losung wurde dekantiert und
die Hefe mit frischem Alkohol von gleicher Konzentration be-

*
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Versuchsanordnung I, Versuch D.

Dieser erstreckt sich auf die Untersuchung, in welchem Teile, dem
dtherischen Auszug des Hefeextraktes oder dem mit XAther ausgezoge-
nen Anteil, die wirksame Substanz enthalten sei. Der Versuch geigte,
daB der #therische Auszug keine weitere Beschleunigung des Girprozesses
hervorrufe, weshalb er weiterhin nicht mehr berticksichtigt wurde.

Kohlens&ureentwicklung
in cem
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schickt und dieser Vorgang des ofteren wiederholt, wihrend der
alkoholische Extrakt ununterbrochen im Vakuum konzentriert
wurde, so daB man immer geniigende Mengen abdestillierten
Alkohols fiir die weiteren Extraktionen hatte. SchlieBSlich wurden
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die Ausziige in immer kleineren Fraktionierkolben zu einem kleinen
Volumen konzentriert.

Der gleiche Vorgang ohne Vakuumtrocknung wurde bei der

Reiskleie eingeschlagen. Die ganze Arbeitsweise ist bei der Ver- -
‘wendung der Reiskleie eine einfachere und angenehmere.

Der nun vorhandene, tritbe, alkoholfreie, wisserige Extrakt
wird nach dem Abfiltrieren des abgeschiedenen Fettes mehrfach
mit Ather ausgeschiittelt, bis alles Fett in Losung gegangen ist.

Die von uns verwendete PreBhefe gab-bei ihrer Priifung
nach dem Trocknen 159, Trockensubstanz, so daB der gesamte
‘Trockenriickstand von feuchter PreBhefe pro Kilogramm 150 g
betrug. Der Extrakt, nachdem er entfettet ist, enthilt nach unserer
Berechnung 8,679, der festen Bestandteile der verwendeten Hefe.

Versuchsanordnung 1.

Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.
Kohlens#ure- Kohlensiure- Beschleunigung
. entwicklung in ccr entwicklung in ccm in cem CO,
In bel Versuch In der bel Versuch Pro bei Versuch
AlBlc|D AlB|c|D B|c|D
15’00001.00]01..-.000
300 | 08 1,8/ 1,4 06 2. 08(1,8/{1,4:0,6 2. ;a +1,01+0,6/—0,2
15 |22 38 30 1.8 3|8 [1.4|20/16|12 3.|a¥i+06/+£02—02
1 | 4466 6.2 28 4.5 |22(283210 4|3 %[+06/+1,0—12
121571 7,812,2 9,8 6,0 b5.p3 |3,456|3,6/3,2 5.38 [+22+0,4/—0,2
s 30"10,8|19,013,8 98 6.5 13068(38/38 6.|55|+38+08+08
1 457114,625,6 20,014,4 7.[5 |3,6:6,6/6,4|4,6 7. E% +3,0|+2,8/+1,0
» 186308252184 8. 140(52(52/40 8.|E™|+1.2/+12 o
2n 15 [24,238,4/31,6230 9.) |[56176/6,4/46 9)% [+2,0/+08—1,0

Versuch A: Vergleichsversuch, d. h. 10 ccm einer 10 proz. Rohrzucker-
lésung + 5 ccm einer 10 proz. Hefeaufschlimmungs-Girflissigkeit.

Versuch B: Girfliissigkeit + 1 ccm des Alkoholextraktes.

Versuch C: Girfliissigkeit + !/, ccm des Alkoholextraktes.

Versuch D: Garflissigkeit + Atherextrakt aus dem alkoholischen
Hefenauszug.

In der gleichen Versuchsanordnung (Versuch B) ergab der aus !/, kg
Hefe gewonnene, auf 100 ccm aufgefiillte Extrakt, noch 8,679%, der Trocken-
hefe enthaltend, eine stirkere Beschleunigung. 1 ccm des Extraktes,
der 0,085 g Trockensubstanz enthielt, loste nach zwei Stunden in einer
Viertelstunde eine Beschleunigung von 1,6 ccm aus. Die beschleunigende
Wirkung von 0,001 g der Trockensubstanz des Extraktes in einer Viertel-
stunde nach 2 Stunden berechnet sich demnach auf 0,0247 ccm.

. Beider Trocknung eines Kubikzentimeters bei 110° erhielten wir 0,085 g
Trockensubstanz, die bei der Veraschung 0,0041 g Asche zuriicklieSen, so daB
an’organischer Substanz etwa 0,08 g im Kubikzentimeter enthalten waren.

Biochem!sche Zeitschrift Band 112. 15
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Versuchsanordnung I, Versuch C, Versuchsanordnung II, Versuch B, C, D,
Versuchsanordnung V, Versuch D.

Wir versuchten hier, diejenige Menge festzustellen, welche sich bei
einem solchen Beschleunigungsversuch noch eben wirksam erweist und sind
in der Weise vorgegangen, daB wir durch weiterschreitende Halbierung eines |
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Kubikzentimeters das MindestmaB der Substanz eruiert haben, welche
noch in der Lage ist, bei Zusatz zu der oben beschriebenen Mischung von
Zucker und Hefe, eine meSbare Beschleunigung auszulésen. Bei diesen
Untersuchungen stellte es sich heraus, daB sowohl bei der Verwendung
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YVersuchsanordnung II. N
Tabelle I. Tabelle II. Tabelle III.
| Kohlensiure- “ Kohlensiure- Beschleunigung
entwicklung in ccm entwicklung in ccm in ccm CO,
In bel Versuch In deri  vei Versuch Pro bei Versuch
AlB|c]|D | AlB|c]|D B |c|D
15'0()001.()0001..-,|0_00
30 ! 0,4/ 0,8 0,4 0,4 2. 0,4108.0,4/0,4 2. ;°i+0’4 0 0
4y i 1,0/ 1,8 1,0, 1,0 3.§ 0611,0/0,6/06 3.]gui+04| 0O 0
1b 1,8 3.4 24/ 2,0 4.z |08]1,6(14]1,0 4. ,: +0,8{+0,6/4+0,2
1215 3,6 6,4| 48 40 5.3% 11,8:3,0(2,4/2,0 5.3 =+1,2(+0,6/+0,2
12 307} 7,4/10,6| 8,2 7,2 6. § 3814,2/3,4|32 6. §§ +0,4,—0,4:—0,6
1k 457 ll,d16,2 12,496 17.|5 “'3,6 56(4,2/24 1. §§ +2,0+0,6/—1,2
2h 14,621,4/17,0128 8. 36(52(46/32 8.2 |+1,6/+1,0—04
2h 15/18,8/27,0{22,016,6 9.) 14,2;5,6/50|3,8 9.J% |+1,4 +08 —-04

Versuch A: Vergleichsversuch.

Versuch B: Girtliissigkeit + !/, ccm Alkoholextrakt aus Hefe.

Versuch C: Girflussigkeit 4 1/; ccm Alkoholextrakt aus Hefe.

Versuch D: Girflissigkeit + 1/,4 ccm Alkoholextrakt aus Hefe.
eines Viertels als auch noch eines Achtels der urspriinglichen Menge, d. i.
eines Kubikzentimeters des Extraktes eine meBbare Beschleunigung zu
beobachten war. 1/, com des Extraktes zeigte einmal eine schwache
Verzdgerung, ein anderes Mal eine schwache Beschleunigung, so da8
dieser Wert noch als der Grenzwert anzusehen ist.

0,003 g der Trockensubstanz dieses Extraktes rufen aber keine
meBbare Beschleunigung mehr hervor, wihrend der Zusatz von
0,007 g noch recht gut beschleunigt, was einer Menge von etwa
1/0ccm des Extraktes, 0,08 g T rockenhefe oder etwa 0,5 g feuchter

PreBhefe entspricht.

Versuchsanordnung III.
Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.
Gesamt-Kohlen- Kohlens#ure- Beschleunigung
siureentwicklung in entwicklung in ccm in ccm CO,
In cem bei Versuch  1n der bef Versuch Pro bei Versuch
A[BjC|D AlB|C|D B C D
15 100 (00 1) O [0 [0 (0 1)a ([ O O] O
30’ | 0,8 0,4 0,8 O 2. 080,4/08/0 2.2 _1—-04 0 |—08
45 | 3.8 2,2| 3,8 0,2 3. .§ 3018130102 3.]guf—12 0 |—28
1b 70 56| 7,00 06 4.|]= (3,2(3,4(3,2/0,4 4. ,: +0,2| 0 |—2,8
1215711,212,0{11,2| 2,8 5.2 14,2(6,4/4,2{2,2 5.3 %|+22 0 (=20
12 30/(16,220,2(16,2| 7,2 6.1% 508250/ 4,4 6. gg +32f 0 [—06
1h 457 20,4]24,8 20,4112 T.|5 [4.2(4,6(42/40 7. 1'5% +0,4 0 [—02
2h 24,631,2/124,0156,8 8. 42(64140(4,6 8.8 |+2,2[—0,2|+0,4
2k 15 30239 4|29 2,22 2 9) 5,6|78(5,2|6,4 9.)> [+2,2{—0,4|4+08

Versuch A: Vergleichsversuch.
Versuch B: Girfliissigkeit 4 1lccm alkoh. Hefeextrakt bei 110 °getrocknet.
Versuch C: Giirfliissigkeit + Asche von 1 ccm Hefeextrakt; neutralisiert.
Versuch D: Giirflissigkeit + Asche von 1 cem Hefcextrakt; nicht
neutralisiert.
15*
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Versuohsa.nordnung III, Versuch D.

Es war nun wichtig, vorerst zu konstatieren, ob die anorganischen
Anteile des Extraktes an der Wirksamkeit beteiligt sind. Durch Ver-
.aschung eines Kubikzentimeters wurde eine Asche gewonnen, die dem
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Abb. 8. |

Girversuch zugesetzt, hem mend auf die normale Zuokergiirung einwirkte.
Wir vermuteten, daB diese Hemmung durch die Alkalescenz der Asche bedingt
sei. Zur Bestitigung dieser Vermutung fithrten wir die Neutralisation der
Asche durch, und zwar auf folgende Weise: Wir veraschten je 1 ccm des
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Extraktes, bestimmten bei dem einen Kubikzentimeter die Menge der er-
forderlichen Neutralisationssiure unter Zusatz von Methylorange als In-
dicator und setzten bei der Ausfiihrung des Versuches eine gleiche Menge
Séure der Asche des anderen Kubikzentimeters zu.
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Es zeigte sich, daB der Zusatz von neutralen anorganischen
Balzen, die die Asche des Hefeextraktes ausmachen, zu solchen
Extrakten weder fordernd noch hemmend auf den normalen
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Garungsverlauf einwirkte (Versuchsanordnung III, Versuch C).
Es war also klar, das die Beschleunigung der Garung durch die
organische Komponente hervorgerufen war.

Versuchsanordnung III, Versuch B.

A. erstreckt sich auf die Untersuchung, ob die Trocknung bei 110°
einen EinfluB auf die giirbeschleunigende Wirkung habe.

Diese Trocknung schidigt dft Wirkung des Extraktes nicht.

Yersuchsanordnung IV.

Tabelle 1. Tabelle II. - Tabelle IIT.
Gesamt-Kohlen- i Kohlensiure- | Beschleunigung

siureentwicklung in | entwicklupg in ccm in cem CO,

In cem bel Versuch In der,  bel Versuch Pro ! bei Versuch

AlB|c ba | B |c i B c

15 |1 0 0 0 1y | 0 0 0 1. 5 0 0
3.0 |0 o 2 fo o o 2.1 o 0
45’ | 06] 08 06 3.|S ‘ 0610806 3]gv! +02 0
1b 20| 28| 32 4|5 1,4120 26 4| +06 ) +12
1215’f 34| 56| 60 5. % | 1.4 28 128 5.8 %1 +14 ) +14
12301 46| 86 86 6.E | 1,2!30126 635! +18 | +14
1245’ 84(150(136 7.5 | 3816450 T. ’gi‘é?f +26 | +1.2
2h 13,2 (2281208 8. 48 | 78172 8.8 f +30 | +24
2u 157186 320|288 9) | 5492180 9J)5 | +38 | +26

Versuch A: Vergleichsversuch.

Versuch B: Girfliissigkeit + 11/, ccm alkoholischer Hefeextrakt.

Versuch C: Girflussigkeit 4 1'/; ccm  alkoholischer Hefeextrakt
2 Std. gekocht.

Versuchsanordnung 1V, Versuch C und B,

In diesem wurde untersucht, ob die wirksame Substanz durch langeres
Kochen eine Schidigung erfahre. Wir sctzten daher in Parallelversuchen
gleiche Mengen von ungekochten und 2 Stunden gekochten Extrakten zu,
wobei wir die Beobachtung machten, daB die lange gekochte Lbsung ein wenig
an Wirksamkeit eingebiiBt hatte. Wir vermieden daher bei allen Destil-
lationen, die wir vorzunehmen hatten, Temperaturen, die iiber 50° C lagen.

I. Reinigung mit baslschem Blelacetat.

Vorerst wurde die Reinigung mit neutralem Bleiacetat versucht und
als sich zeigte, daB diese Reinigung keinen Verlust an wirksamer Sub-
stanz zur Folge hatte, wurde weiter versucht, die Losung mit basisch-
essigsaurem Blei zu reinigen. Es wurde also die Losung mit basisch-essig-
saurem Blei gefillt, so lange als eine Fillung eatstand. Man liBt dann
den dicken gelblichen Niederschlag gut absetzen und filtriert und wiischt
ihn mit Wasser, dem ein wenig basisches Bleiacetat zugesetzt ist, griindlich
aus. Sowohl das Filtrat, als auch die Fillung wurden nun mit Schwefel-
wasserstoff zerlegt und vom ausgeschiedenen Schwefelblei abfiltriert.
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Der Schwefelwasserstoff wurde durch Kohlenséiure ausgeblasen, die zer-
legte Bleifillung neutralisiert und beide Teile im Vakuum eingeengt und
schlieflich auf die Hilfte des Volumens der urspriinglichen Lisung gebracht.
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Versuchsanordnung V, Versuch D und C

zeigt, daB die mit basischem Bleiacetat gefillten und vom Blei befreiten
Verbindungen absolut unwirksam waren, wihrend das Filtrat die gesamte
wirksame Substanz enthielt, da 1 com der bleigereinigten Losung eine
Beschleunigung. hervorrief, die einer Mehrentwicklung von Kohlensiure
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gegenilber dem Normalversuch von 3,2 ccm nach 2 Stunden in einer
Viertelstunde entsprach, also genau doppelt soviel, wie 1 ocm des urspriing-
lichen Extraktes. Da diese Fliissigkeit auf die Hilfte des fritheren Volu-
mens konzentriert war, so ist es ersichtlich, daB die Fillung mit basisch-
essigsaurem Blei ohne Verluste an wirksamer Substanz durchgefiibrt

werden konnte. Versuchsanordnung V.
Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.
T ue:ﬁ&&m&i-_ P l&uhleuulurej B >', -ii;;cgleu;g\m} -
; siureentwicklung in ‘entwicklung in ccm in ccm CO,
In | com bel Versuch In der :  bei Versuch Pro | el Versuch
AIBIC'D A!Bl A | B
1 10,0 0/0 1) 00 }0 0 1), ‘0] oje¢
30 104 04 0404 2] 04040404 215 70| 0] 0
45’ 121212 12 3./¢ 108 08/0808 3. [gu 0| 0] 0
12 9626 24 26 4.5 14141214 433 0 |02 0
12157) 64 76 54 64 5.8 [3850 3038 b 23 +12—08 0
1830°111,214,4 104112 6.|E |48 6850148 6.[25 +20+02 0
18457 15821.6'154158  7.[5 |46 72150 46 T. T3 +26 +0,4f 0
b |194 286198202 8] |36 7,014,4 44 8|8 +34408+us
M15230364 242242 9) |36 78144 40 9)7 | +42 +08/+04
Versuch A: Vergle nchswrsuch

Versuch B: Giirfliissigkcit 4 1 cem des zersetzten Pb-Filtrates.
Versuch C: Girflissigkeit + aliquoter Teil des zersetzten Pb-Nieder-

schlages.
Versuch D: Garfliissigkeit + 1/,4 ccmn des alkoholischen Hefeextraktee,
IL. Fraktionierung mit Alkohol.
Verschiedenartige Versuche wurden unternommen, um die im Vakuum
eingeengte Losung weiter zu reinigen. Es stellte sich heraus, daB jeder
Versuch mit organischen Solvenzicn eine Fraktionierung in einen wirk-

Versuchsanordnung VI. .

Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.
T Geun;t:l-:o_hlen- Kohlens3ure- Beschleunigung

siureentwicklung in entwicklung in ccm in ocm CO,
In | ocm bei Versuch  In der !  bel Versuch Pro | bel Versucn

A { B | C A B|cC B [ c

1o fo o 1y [0 [0 fo 1) | 0 0
3 10 06 04 2. 0 0,6 | 0,4 2. ;eil +0,6 | +04
45’ 121301 24 3|5 |12 (2420 3.|gn +12 | +08
1b 24 44| 38 4. § 1,2 114114 4.0 402 | 402
IM15%4 50| 90| 80 5.2 |26 |46 |42 5,88 +20 | +16
1830/ 90154 (128 6.[E | 40 [ 64 [48 6..35| +24 | +08
12 45111,0 (190170 7.5 | 20 | 36 |42 7. 'g..a +16 | +22
2h 14,4 24,2 1220 8. 3.4 |52 l 50 8.is i +18 | +16
2215|168 (200 262 9. |24 | 48 42 9)> | +24 | +18

Versuch A: Vcrgleichsversuch.

Versuch B: Girflissigkeit 4 gleiche Mengen des alkohollosl. Teiles
des Sirups.

Versuch C: Giirfliissigkeit + gleiche Mengen des alkoholanléel. Teiles
des Sirups.
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samen und einen unwirksamen Anteil durchzuftihren, scheiterte, da sowohl
in der Fillung als auch in der Ldsung die wirksame Substanz in dem Giir-
versuch zu finden war.

So konnte z. B. durch Zusatz von starkem Alkohol zu der im Vakuum
noch weiter eingeengten Losung ein Sirup ausgefillt werden, dessen Wirk-
samkeit und die der alkoholischen Loésung in der

Versuchsandrdnung VI, Versuch B und C,
untersucht wurde. Es zeigte sich, daB beide Anteile nach Entfernung
des Alkohols und Auffiillung auf das gleiche Volumen mit Wasser die
- Hefegiirung fast gleich stark beschleunigten.
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III. Faliung mit Sublimatldsung.

In der Annahme, daB es sich um eine Base handelt, wurde die
Fillung mit Quecksilberchlorid vorgenommen, da andere Schwermetall-
salze in Vorversuchen sich als nicht geeignet erwiesen hatten. Es wurde
also die Losung nach der Bleifillung mit einer konzentrierten, alkoho-
lischen Sublimatlésung, solange noch ein Niederschlag sich zeigte, gefillt.
Man lieB dann stehen, um dem Quecksilbersalz die Moglichkeit einer voll-
stindigen Abscheidung zu geben, und filtrierte dann von den weilen aus-
geschiedenen Quecksilberverbindungen ab. Die recht reichliche Abschei-
dung der Quecksilberverbindungen wurde mit Wasser aufgeschlimmt und
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. In gleicher Weise wurde das Filtrat vom
Quecksilber befreit.

Aus der nun salzsauren Lisung wurde der Schwefelwasserstoff wieder
mit Kohlensdure ausgeblasen und hierauf die Fliissigkeit zum Abstumpfen
der freien Salzsiure mit Bleigliatte versetzt, so daB sich keine Blaufirbung
von Kongopapier mehr zeigte. Aus beiden Losungen wurde der Uberschu8
an Bleiglitte und Bleichlorid abfiltriert und die Lésung im Vakuum ein-
gecngt. Beim Einengen schied sich wieder Chlorblei ab. Die abfiltrierte,
stark konzentrierte Losung wurde neuerdings mit Schwefelwasserstoff
zerlegt, um das noch etwa vorhandene Blei zu entfernen. Das Filtrat
vom Bleisulfid wurde wieder mit Kohlensiure vom Schwefelwasserstoff
befreit und -dann nach ziemlich starkem Einengen mit frisch bereitetem
Silbercarbonat versetzt, wodurch die freie Salzsiure ginzlich entfernt
wurde. Das Filtrat hiervon gab mit Ammonsulfid keine schwarze Fillung,
war also frei von allen zugesetzten Schwermetallen.

. Versuchsanordnung VIIL.
Tabelle I. Tabelle II. Tabelle III.
Gesamtkohlen- Kohlens#ure- Beschleunigung
séureentwiocklung in entwicklung in ccm in ccm CO,
In cem bei Versuch In der | bei Versuchen Pro bei Versuch
AlB|c | D A|lB|clD B|C|D
15/ |0 |02/ 0 |0 1. 0 (0210 1O 13, |402 0 0
30 |1 0,6/ 1,4] 0,2/ 0,2 2. 0611,2(0,2/10,2 2.|2 |+0,6/—0,4—0,4
45’ || 2,2 4,4| 0,4 0,4 3.|< [1,6/3,0/0,2¢0,2 3. g +1,4/—1,4|—14
1b 52 96 14/ 1,2 4.3 ]3,0(52(1,0/08 4.]5 <i+22/—2,0{—2.2
18157)11,017,6| 4,0 3,4 5.2 |I5,8/8,012,6/2,2 5.¢3 R|+2.2|—3,2|—3,6
12 307/15,222,8| 6,4 58 6.|% [4,2(5,2/2,4/2,4 6.}85|+1,0—18—18
1b 45/ 19,4'29,0 9,0, 82 17.05 14,2]16,212,6/24 T. 'g.g +20—1,6—18
ob  193433.4/11,6108 8. [4,0(4,4,2:6/2:6 815 |+04l—1,4—14
28 15/(31,442,0(17,015.2 9] [80(8,65.4| 4.4 9.5 |+0,6/—26|—36

Versuch A: Vergleichsversuch.

Versuch B: Girfliissigkeit - zersetzter Niederschlag nach HgCl,-
Fillung. (Nach Entfernung von Hg und CIH.)

Versuch C: Girflissigkeit + 8, Auszug des Niederschlages mit heiBem
Wasser. (Nach Entfernung von Hg und CIH.)

Versuch D: Girfliissigkeit + Filtrat vom Niederschlag nach HgCl,-
Fillung. (Nach Entfernung von Hg und CIH.)
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Versuchsanordnung VII, Versuch B C und D,
zeigt, daB die Quecksilberfillung die gesamte Mengoe des Beschleunigers
enthilt, wihrend das Filtrat hierven auf die Gérung geradezu hemmend
wirkt. Eine gleiche Hemmung ruft auch eine, durch versuchtes Umlésen
des Sublimatniederschlages mit warmem Wasser entstandene Losung hervor.

Kohlensiure- Beschleunigung
entwicklung in ccm in cem CO,
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Die beiden zuletzt genannten Liosungen wurden daher nicht weiter
untersucht, wihrend die Losung, gewonnen aus der Quecksilberfillung,
die Grundlage fiir die weiteren Versuche bildete.
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Kolilensaureentwicklung
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Untersnc_hnng von Krystallen aus der Sublimatfillung.

Die wirksame Losung wurde im Vakuum zu einem Sirup eingeengt
und im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure etwa 14 Tage sich selbst
fiberlassen Es schieden sich Krystalle in kugeligen Aggregaten ab, die
man mit wenig kaltem Wasser vom Sirup trennen konnte. In

Versuchsanordnung VIII, Versuch C, Versuchs&nordnﬁng IX, Versuch D,

wurde die Wirkung der Krystalle und die Witkung des Extraktes (Ver-
sucisanordnung VIII, Versuch B, Versuchsanordnung IX, Veusuch C)
untersucht. Hierbei ergab es sich, daB die Krystalle unwirksam, resp. selu
schwach wirksam waren, was vielleicht durch das Anhaften geringster
Mengen von wirkeamer Substanz zu erkliren ist. Der Sirup zeigte starke
Beschleunigung.
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Versuchsanordnung VIII.
Tabelle I. Tabelle II. Tabelle III.

- Gesamtkohlen- Kohlensiure- Beschleunigung
- siureentwicklung in entwicklung in ccm in ccm CO,
In cem bei Versuch In der ___bei Versuch Pro bei Versuch

AlB|c|D AlB[c|D | B c

1 |00 |0 1) o lo o 1), | © 0

30 0.4| 0,4 0,4 2. 0,4 0.4|O,4 2. 24 0 0
45’ 1,0| 1,0{ 1, 3.18 10,6 10,6,0,8 3. gu 0 +0,2
1k 2.2 24 2,6i 4. § 1,211,4|1,4 4.1 %1 40,2 | +02

1b 15 4,0: 5,4 4,0, 5.2 |18 30,14 5088 +12 | —04

1r 301 7.4 90/ 7.0 6. 13 3,4,3,6 30 6.12s +02 | —04

1rapf102122] 960 %[ [28[32026]  T[ES! 404 | 02

g 1136180132 8| 13145836 815%™ +24 | 402

gb 15/ 17,825,6|l7,6 ‘9. 42(76/|4,4 9.)> | +34 | 402

Versuch A: Vegleichsversuch.

Versuch B: Girflissigkeit + aliquoter Teil des Sirups nach Krystalli-
sation. -

Versuch C: Girfliissigkeit - aliquoter Teil der Krystallisation.
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Versuchsanordnung IX.

Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.
Gesamtkohlen- Kohlensiure- Beschleunigung
siurcentwicklung in entwicklungin ccm in ccm CO,
In ccm bei Versuch In der bei Versuch Pro bel Versuch
|a]B[c|D la|B|c|D B|c| D>
1 1o [ofofo 1) jojojolo 1y, 1 0ofo] 0
3 }0 /010 |0 2 0 0 0 |O" 242 |} O | O | O
45’ 1021020202 3.5 |02/02]02/02 3.]gul O 0 0
1k 12) 1,201,201,2 415 11,0/1,2/1,0{1,0 4[5 <i+02/ 0 0
1215°)2,4| 1,4/ 2,8/ 28 5.3 11,211,4/1,6/1,6 5.;8 & [+0,2{+0,4/+0,4
1230 3,2| 2,8 3,6 3,6 6. g 0,8:2,2/08/08 6.[85!+14 O 0
12 4514,2| 50/ 6,4 52 T7.|5 1,0‘2,6 28/28 1. g:: +16/4+1,8 40,6
2b E6.2 114110 74 8. 2,0(38(/46/46 8.}2 ,+1,8 +2,6,+0,2
2b 157} 8,4 14,4/14,410,0 9. 2,2(3,013,4/34 9.)> +18/+12/+09

Versuch A: Blinder Versuch.

Versuch B: Girflissigkeit + aliquoter Teil des Sirups nach Sublimat
fillung (Krystalle abfiltriert).

Versuch D: Garflissigkeit 4 aliquoter Teil der Krystallisation.

In Versuchsanordnung IX, Versuch B
®
wurde gepriift, ob nicht etwa die Mischung des Sirups mit den Krystallen

eine erhohte Wirkung auf die Girung ausiibe. Der Versuch ergab aber
keineswegs eine besondere Erhohung der Girtitigkeit.

IV. Reinigung mit Pikrolonsdure.
Der wirksame Sirup wurde nun mit etwas Wasser verdiinont und,
da es sich im Vorversuch gezeigt hatte, daB Pikrolonsiiure einen Nieder-
schlag hervorriefe, Pikrolonsiure in verdiinnter alkoholischer Lésung

Versuchsanordnung X.

Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III.

Gesamtkohlen- | Kohlens#ure- Beschleunigung

siureentwicklung in \entwicklung in ccm in cem CO,

In ccm bei Versuch In der bel Versuch Pro bei Versuch

A|B|C|D A| B C|(D B C

15 {0 {0 | O 1. 0|00 1. 0 0

30 || 0,8 0,4/ 0,8 2. 0,8] 0,4{0,8 215 | —0,4 0
45 | 3,6/ 2,2 3.4 3|. 28] 1,8/2,6 3.1Z=| —1,0 | —0,2
1b 7,2 6,6 8,2 4.|3 13,6] 4,4/4,8 4|84 408 | +1,2
12 157(10,8/12,0/13,2, 5.8 3,6 5,4/5,0 b.{S=ll +18 | +1,4
1k 30’ ||14,6(18,6/18,2 6. g 381 6,6/5,0 6. S: +28 | +1,2
1b 45718,6/22,8/21,8 7.12 14,0] 4,236 1. iug 40,2 | —04
B 122,6131,2(26,0 8.1 |40/ 84/4,2 8.[E%| +4,4 | 402
2b 15 28,0141,0{32,6, 9. 5,4 0,8(6,6 9.18 +44 | +1,2
2h 307 (33,4.51,0(37,2 10/ 5,4 |19,8(4,6 10. +64 | —08

Versuch A: Vergleichsversuch. .

Versuch B: Giirfliissigkeit -4 Extrakt nach Prikrolonsiurefallung
(0,0407 Trockenextrakt).

Versuch C: Girfliissigkeit + 5 mg Prikrolonat.
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zugesetzt, solange eine Fillung entstand. Das ausgeschiedene Pikrolonat
wurde abfiltriert und seine Wirksamkeit (Versuchsanordnung X, Versuch C)
untersucht, wobei sich wieder eine minimale Beschleunigung, wohl wieder
durch anhaftende wirksame Substanzen hervorgerufen, bemerkbar machte.
Die Prikrolonsiure fillt alco die wirksame Substanz nicht.

Kohlensiureentwicklung

in ccm
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B
)

Quantitative Untersuchung des Sirups nach den drei ersten
Reinigungen.

Die tiberschiissige Pikrolonsiure wurde aus dem Filtrate erschépfend
mit Essigither entfernt und 1 ccm der zum Sirup verdickten Lésung
zur Trockne gebracht. Im ganzen hatten wir 17,4 ccm von diesem Sirup.
Da es sich ergab, daB 1 ccm hiervon 0,285 g Trockensubstanz enthielt,
80 waren im ganzen Sirup etwa 5 g feste Substanz. Da wir von 2 kg
PreBhefe bei diesem Versuche ausgegangen waren, welche 300 g Trocken-
hefe enthielt, so waren in diesem Extrakte jetzt etwa 1,679 der Trocken-
hefe noch vorhanden. Durch Fillen mit basischem Bleiacetat, Sublimat

\
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und Pikrolonsiure wurden also etwa 809, (genauer 80,749,) unwirksamer
Teile aus dem alkoholischen, mit At,her entfettcten Hefeextrakt entfernt,
da dieser noch 8,879% der Trockenhefe enthalten hatte. Der Sirup nach
der Reinigung mit basischem Bleiacctat, Sublimat und Pikrolonsiure ent-
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hilt demnach etwa ein Fiinftel der Trockensubstanz des primiren Sirups.
Daher miite, wenn an der Wirksamkeit nichts verlorengegangen ist, der
letzte Sirup fiinfmal so stark sein, was auch durch die quantitative Unter-
suchung der Girbeschleunigung angeniihert bestitigt wird, woraus ersicht-
lich wird, daB sehr wenig von der wirksamen Substanz bei der Reinigung

’
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\

verlorengegangen war. Zum Vergleiche nahmen wir jedesmal die be-
schleunigende Wirkung von 0,001 g Trockensubstanz des betreffenden Ex-
traktes an.
In der ‘
Versuchsanordnung X, Versuch C,

wird, wie schon erwihnt, die Wirksamkeit des Pikrolonates und auBerdem
die Wirkung des Extraktes (Versuch B) untersucht. Fiir diesen Versuch
verwendeten wir drei Tropfen des Sirups, die etwa 0,0407 g Trockensub-
stanz enthalten. Diese Menge gab eine Girbeschleunigung von 4,4 com
nach 2 Stunden pro Viertelstunde. Berechnen wir, wie frither, die Be-
schleunigung, die 0,001 g der Trockensubstanz-des Sirups ausiiben wiirde,
so erhalten wir den Wert von 0,108 ccm. Im Vergleiche zum primiren
Extrakt ist sie etwas weniger als 5mal (4!/; mal) so gro8.

Versuchsanordnung XI.

Tabelle 1. Tabelle II. Tabelle III. - -
| Gesamtkohlen- Kohlens8ure- Besc..leunigung
' sBureentwicklung in entwicklung in ccm in cem CO,
In ccm bel Versach In der bei Versuch Pro ||  bel Versuch
A|lB|c|D AlB|c|D B|c | D
15 10|10 |0 |0 1y {0 (0|10 O 1), 1 O] OO .
30’ ; 0,4/ 0,6/ 0,8 0,4 2. 04(0,6(08{04 2. ;Q +0,2{+0,4| O
45 | 1,8/ 3,6/ 38 18 3.|2 [1,4/3,0;30/14 3. g|+1,6/+16] 0
/1h 4,41 90 9,6/ 5,0 4. § 2,6 |5,4/5%| 3,2 4.|7 <1+2,8/+3,2{+0,6
1815’} 7,8/16,6(14,0 8,6 5.F 3,4/7,6/4,4|3,6 b5.;3R[+4,2 +1.0|+0,2
1230/(13:824020,414.2 6.[E 52 |7.4/6:4|5:6 6.[25|+22+1.2/+0.4
1k 45’ 116,6(29,8/26,2117.0 7.]> | 3,6(5,8/4,8/2,8 7. ‘EE +2,21+1,2|—0,8
2k 120,2(35,4/29,6/21,2 8. 3,6(5,6/4,4/4,2 8]% *|+2,0/+08/+0,6
2b 16’]23,440,8/33,4125,0 9. 3,21/5,4/3.8/38 9.J%> [+22/+0,6/+06

Versuch: Vergleichsversuch.

Versuch B: Giirfliissigkeit -+ 5 mg des Sulfates der PWS-fallbaren Base.

Versuch C: Giirfliissigkeit + 5 mg des Sirups nach CH,-OH-Fillung

Versuch D: Girflussigkeit + aliquoter Teil des Filtrats nach Phosphor-
wolframsiurefillung.

V. Reinigung mit Phosphorwolframsiure.

" Der Sirup wurde weiter zuerst mit 10 proz. Schwefelsiure versetzt,
bis er gerade auf Kongopapier sauer reagierte, wobei sich Gips abschied.
Das Filtrat hiervon wurde zur Abscheidung der Base so lange mit Phosphor-
‘Wolframsiiure gefillt, als sich noch ein Niederschlag zeigte, wobei ein Uber-
schuB vermieden wurde.

Versuchsanordnung XI, Versuch D.

zeigte, daB das mit Atzbaryt zur Entfernung der Schwefelsiure und Phos-
phorwolframsiiure behandelte Filtrat fast wirkungslos war.

Der gelbliche dicke Niederschlag (Phosphorwolframiat) wurde gut
abgesaugt und so lange mit mehrmals umkrystallisiertem Atzbaryt und

Biochemische Zeitschrift Band 112. 16
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warmem Wasser verrieben, bis er keine Reaktion auf Kongopapier mehr
zeigte. Der Brei wurde abgesaugt, wobei die unléslichen Bariumsalze
zuriickblieben, wihrend die Base und der iiberschiissige Atzbaryt in das
Filtrat gingen. Durch Einleiten von Kohlensiure und dann Einengen
im Vakuum wurde Bariumcarbonat at_)geschieden, das abfiltriert wurde.

VI. Reinigung mit 50 proz. H,SO, und quantitative Untersuchung
des neuen Sirups.

Das Filtrat wurde hierauf mit 50 proz. Schwefelsiure und Alkohol,
solange ein Niederschlag fiel, versetzt. Der Niederschlag und ein dicker
Sirup, der sich in kleinen Mengen dabei abschied, wurde abfiltriert. Das
Filtrat, die Base als Sulfat enthaltend, wurde zwecks Entfernung der
freien Schwefelsiure mit Bariumcarbonat bis zur kongopapierneutralen
Reaktion versetzt. Der Niederschlag von Bariumsulfat und etwas tiber-
schiissigem Bariumcarbonat wurde abfiltriert das Filtrat im Vakuum
eingeengt und dann Im Vakuumexsiccator stehengelassen. Wir erhielten
wieder einen sehr dicken Sirup in der Menge von 1,20 g, die nach unserer
Berechnung 0,984 g Trockensubstanz enthielten. Beziehen wir die Ge-
samtmenge der Trockensubstanz auf das Ausgangsmaterial von 300 g
Trockenhefe, so sind von je 100 g idealer Trockenhefe in unserem Sirup
nur noch 0,328 g der Trockenhefe, also etwas mehr als 3 pro Mille vorhanden.

Durch Reinigen mit Phosphorwolframsiure und Schwefelsiure er-
hielten wir aus dem Sirup nach der Blei- und Sublimatfillung, der noch
1,679, der Trockenhefe beinhaltet hatte, einen Sirup, der nur noch 0,328,
derselben enthielt. Es waren durch die Reinigung demnach wieder etwa
809, (genauer 80,409,) unwirksamer Substanz entfernt worden. Die
Menge der Trockensubstanz des Sirups betrug jetzt wieder etwa ein Fiinftel
von der des fritheren. Seine Wirksamkeit sollte also wieder etwa 5 mal stir-
ker sein, als die des frither untersuchten Sirups.

Tatsidchlich bestitigte auch diesmal die quantitative Untersuchung
der Girbeschleunigung angenihert diese Berechnung.

Versuchsanordnung XI, Versuch B

untersucht die Wirkung von 0,005 g des Sirups nach der Phosphorwolfram-
siure- und Schwefelsiurefillung, 0,0041 g Trockensubstanz enthaltend.

Es trat hierbei eine Gérbeschleunigung von 2,2 ccm nach zwei Stunden
pro Viertelstunde auf. Auf 0,001 g der Trockensubstanz des Sirups bezogen,
ergibt sich eine Beschleunigung von 0,537 ccm. Das Verhiltnis zum
Trockenriickstand des ersten Extrakts ist also wie 22 : 1, zum Extrakt.
nach der ersten Reinigung wie 5: 1. Der letzte Extrakt ist also 22 mal
stirker als der aus der Hefe bloB durch Alkoholextraktion erhaltene Ex-
trakt, alles auf Trockensubstanz berechnet. Da 0,007 g Trockensubstanz
des primiren Extraktes noch eine Beschleunigung gut anzeigten, so wiirde
also jetzt auch der 22. Teil, also etwa 0,0003 g Trockensubstanz des jetzi-
gen Extraktes, eine noch merkbare Beschleunigung ergeben.

Gleichzeitig wurde auch der nach dem Versetzen mit 509, Schwefel-
sidure und Alkohol entstandene Sirup gepriift. Zu diesem Zwecke war er
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von dem gleichzeitig ausgeschiedenen .Niederschlag (anorganisch) durch
wenig Wasser getrennt worden. Buvi Behandlung der Losung mit Methyl-
alkohol schied sich neuerdings ein Niederschlag ab, der anorganisch war.
Das im Vakuum eingeengte Filtrat wurde nach Entfernung des Methyl-
alkohols im Vakuumexsiccator belassen. Beim Girversuch (Versuchs-
anordnung XI, VersuchC) der mit 0,005g des dicken Sirups, 0,004 g Trocken-
substanz enthaltend, angestellt wurde, trat eine Beschleunigung von
0,9 ccm pro Viertelstunde nach 2 Stunden auf. 0,001 g Trockensubstanz
rufen also eine Beschleunigung von 0,225 ccm hervor, die also doppelt so
groB ist, wie die des fritheren Extrakts. Es ist mdglich, daB der Sirup, der
nicht in groBen Mengen bei der Schwefelsdurefillung entstanden war, Teile
des wirksamen Stoffes mitriB, die hier in geringerer Konzentration wirkten.

VIL. Reinigung mit Amylalkohol.

Durch Zusatz von Natriumbicarbonat zum sulfathaltigen Sirup wurde
die Base frei gemacht und es wurde versucht, diese mit organischen Sol-
venzien auszuschiitteln. Mit Ather, Benzol, Chloroform gelang es nicht.
Mit Amylalkohol konnte durch wiederholtes Ausschiitteln eine kleine Menge

o aus der mit Bicarbonat versetzten Fliissigkeit heraus geholt werden. Im
Vakuum wurde der Amylalkohol abgedampft und die Wirksamkeit des
Riickstandes, wie die der vom iberschiissigen Bicarbonat abfiltrierten
Losung gepriift. Die Menge des aus dem Amylalkoholauszug erhalte-
nen Sirups betrug 0,09 g, entsprechend 0,0756 g Trockensubstanz.

Versuchsanordnung XII, Versuch B

ergab bei der Verwendung von 0,0018 g des Sirups, d. i. 0,0015g Trocken-
substanz, eine Beschleunigung von 0,8 ccm pro Viertelstunde nach 2Stunden
0,001 g dieser Trockensubstanz wiirden also eine Beschleunigung von etwa

Versuchsanordnung XII.
Tabelle I. Tabelle II. Tabelle III.
Gesamtkohlen- Kohlens#ure- Beschleunigung
siureentwicklungin entwicklungin ccm in com CO,
- In §_ccm bei Versuch In der bei Versuch Pro bei Versuch
T a 173>:|:94=:A|B|c B c
"0 00 1y O [0 |0 1y, 0 0
30 02| 02| 02 2 02 10202 2. 2o 0 0
456’ 1,21 16| 1,2 3.§ 10 {1,410 3.gufl +02 0
1b 32| 50| 36 413120 34|24 4|01 +1,4 | +04
1215 66| 96| 7.6 5.02 | 34 | 46 |40 538 +1,2 | +06
1230’] 10,8 |14,4{130 6.[E | 42 (48 |54 6[E5| +06 | +12
1b 45| 156(198/190 7.5 | 48 | 54 160 7.[S=) +08 | +12
v | 1816|238|232 8| | 30|40 |42 8|5%| +10 | +12
2h 15’1 22,8 (29,0276 9. 42 | 52 |44 9.)"> +10 | +0,2
Versuch A: "ﬁle:ohsversuch
Versuch B: Girfliissigkeit + 1,8 mg des mit Amylalkohol extrahierten
Siru

P8
Versuch C: Girflissigkeit 4 1,8 mg des Amylalkoholauszuges.
16*
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0,53 ocm bewirken, woraus ersichtlich ist, daB der Amylalkohol keine
besondere Trennung und Reinigung hervorrief. Bei dem Parallelversuch
(Versuch C), der noch Natriumcarbonat geldst enthielt, zeigte sich unter
Anwendung gleicher Mengen gleichfalls eine Beschleunigung von 0,58 ccm
fir 0,001 g seiner Trockensubstanz.
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Zusammenfassung unserer Arbeitsmethode.

Nicht vollkommen getrocknete Hefe wurde mit 80 proz.
Alkohol ausgezogen, die gelosten Fette mit Ather entfernt und
zuerst mit basischem Bleiacetat gefillt. Das als wirksam erkannte

P g !
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Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit und dann mit
konzentrierter Sublimatlosung gefillt. Der Niederschlag wurde
dann mit Schwefelwasserstoff zerlegt mit Blei und Silber von
der freien Salzsiure befreit, im Vakuum eingeengt und stehen-
gelassen, wobei sich unwirksame Krystalle abschieden. Der wirksame
Sirup wurde mit Pikrolonsiure gefillt, das unwirksame Pikrono-
lat abfiltriert und das Filtrat nach Entfernung der iiberschiissi-
gen Pikrolonsiure mit Phosphorwolframsiure unter Vermeidung
eines Uberschusses gefillt. Der Niederschlag, der wirksam war,
wurde mit Atzbaryt zerlegt und mit 50 proz. Schwefelsiure ver-
setzt. Das im Vakuum eingeengte Filtrat enthilt die gesuchte
Base als Sulfat und ist 22mal wirksamer als der primiare alko-
holische Extrakt. Der letzte Sirup wurde mit Natriumbicar-
bonat alkalisch gemacht und es wurde versucht, mit Amylalko-
hol die nun freie Base auszuschiitteln, was aber infolge der ge-
ringen Menge nicht vollkommen gelang. Die Aufeinanderfolge
der Reinigung mit Blei, Quecksilber, Phosphorwolframsiure hat
gegenitber der priméren Fdllung mit Phosphorwolframsiure
wesentliche Vorteile.

Ergebnis der vorliegenden Arbeit.

Es wurde vorerst ein Verfahren ausgearbeitet, mittels
welchen es moglich ist, in sehr einfacher Weise ohne kostspielige
und langwierige Tierversuche die Anwesenheit von sogenannten
akzessorischen Nihrstoffen, hier Girungsbeschleunigern, festzu-
stellen und deren Menge vergleichend auszuwerten.

An der Hand dieses Verfahrens war es weiter moglich, diese
Stoffe bei allen chemischen Operationen in Lésung und Nieder-
schlag zu verfolgen und so ein chemisches Verfahren zu deren
Darstellung auszuarbeiten, bei dem 99,89, der unwirksamen
Verbindungen abgeschieden werden.

In den folgenden Mitteilungen wird die Anwendbarkeit dieser
‘Verfahren weiter untersucht.



Uber Fermentbildung.

Von
Erich Kdhler.

(Aus dem botanischen Laboratorium der Hochschule Weihenstephan.)
(Esngegangen am 2. Oktober 1920.)
Mit 10 Abbildungen im Text.

Einleitang.

DaB das physiologische Verhalten einer bestimmten Hefe
varietit den verschiedenen Zuckerarten gegeniiber ein sehr unter-
schiedliches ist, ist eine bekannte Tatsache. Die beiden Prozesse
des Wachstums und der Girung sind zum mindesten quantitativ
von der Art der gebotenen Zuckerquelle weitgehend abhingig.
Was die Garung anbelangt, so wissen wir ja, daB gewisse Zucker,
beispielsweise von Bierhefe gar nicht, andere miBig, wieder andere
sehr leicht vergoren werden. Wodurch ist diese ,spezifische
Zuckerwirkung*¢ bedingt? Es wire ein gewisser Fortschritt,
wenn es gelingen wiirde, auf diese Frage eine befriedigende Ant-
wort zu bekommen. Ist es etwa eine Frage der Permeabilitit ?
Ist die Vorstellung berechtigt, daB die verschiedenen Zucker
die Permeabilitit der Plasmamembran in verschiedenem Sinne
beeinflussen, oder daB von vornherein fiir die verschiedenen
Zucker ein verschiedener Grad der Permeabilitit bestehe? —
Soweit mir die Literatur zugiinglich ist, habe ich keinen ernst-
haften Versuch zur Losung dieser Frage angetroffen. Eine Aus
nahme macht allein eine Abhandlung von Boas, Leberle und
Langkammerer?), in welcher besonders nachdriicklich auf das
Problem hingewiesen und auch eine Erklirung in dem eben
angedeuteten Sinne versucht wird, wie das folgende Zitat zeigt:

»Die vermutete spezifische Zuckerwirkung scheint also auf zweierlei
Weise sich geltend zu machen. Die einzelnen Zuckerarten diirffen nim-

1) Diese Zeitschr. 103, 199. 1920.
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lich in verschiedenem MaB auf die Plasmamembran teils verhirtend,
teils auflockernd wirken; teils diirfften dann entsprechend Teilprozesse
des Stoffwechsels und des Stoffaustausches qualitativ verschieden vor
sich gehen.* ’

Die Autoren machten a. a. O. die interessante Feststellung
daB bei Darbietung eines Gemisches von gleichen Teilen Maltose
und Saccharose in der Nahrlésung der Vergarungsgrad nach
beendetem Wachstum denselben Wert erreicht wie bei Darbietung
von Maltose allein (bei Weihenstephaner Unterhefe); letzterer
war bedeutend hoher als bei Darbietung von Saccharose allein.
Man hitte ja von vornherein erwarten konnen, da8 der Vergirungs-
grad des Gemisches einen Mittelwert darstellen wiirde zwischen
dem Vergéarungsgrad der Saccharose und der Maltose. Ein anderer
interessanter Fall betrifft die Vergirung von Saccharose und
Maltose durch Weinhefe. Die Maltose fiir sich wurde vergoren,
die Saccharose fiir sich wurde wohl invertiert aber nicht vergoren.
Mischte man aber die beiden Zucker zu gleichen Teilen, so wurde
auch die Saccharose im Gemisch vergoren. Nach Ansicht der
Autoren ,,wird die schiidliche Wirkung der Saccharose durch
Maltose aufgehoben oder jedenfalls sehr stark vermindert‘.

Ich habe schon in anderem Zusammenhang') die Vermutung
ausgesprochen, daB das unerwartete Ergebnis der Versuche
wohl zuriickgefiihrt werden miisse auf das im Vergleich zur Maltose
mangelhafte Vermogen der Saccharose, die Ferment- (Zymase-)
Produktion anzuregen. Damit ist das Problem der spezifischen
Zuckerwirkung mit dem Vorgang der Fermentbildung in Zu-
sammenhang gebracht. ‘

Eigene Untersuchungen.

Bei Vergiirung von Maltose durch Unterhefe Weihenstephan 2)
konnte ich feststellen (1. c.), daB in Abhangigkeit vom ,,physio-
logischen Zustand‘‘ der Hefe — es ist noch nicht offenbar, welche
Faktoren einen hierfiir giinstigen Zustand bedingen — gelegent-
lich ein vorldufiges Maximum der Girung entsteht, das von einem
Minimum gefolgt ist. Erst dann folgt das Hauptmaximum.
Wenn meine damals gemachte Annahme richtig wire, daB eine
Anreicherung von girfertiger Zymase, ,,ein Fermentspiegel*, die

1) Diese Zeitschr. 111, 17. 1920.

%) Auch bei den folgenden Versuchen wurde diese Hefe ausschlieBlich
verwendet.
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duBerst lebhafte Angirung mit der Erscheinung des vorliufigen
Maximums bedinge, so miBte sich ein solches auch bei der Ver-
girung von anderen Zuckern zeigen. Dies ist aber lange nicht
in dem erwarteten Umfange der Fall. Zwar hatte ich schon friher?)
ein vorliufiges Maximum angetroffen bei der Vergiérung von
Dextrose. Bei den spéteren Versuchen konnte ich es ungleich
viel haufiger bei Maltose feststellen. Dariiber werden die folgenden
Versuche orientieren. \

Versuch 1: Frisch gewaschene Unterhefe aus dem Betrieb wurde
— nach Angleichung der Temperatur an diejenige des Versuchsraumes —
einer 18stiindigen Vorgirung in einer 2,9 proz. Maltoseldsung unterzogen.
Nach AbgieSen der fiberstehenden Flissigkeit von der abgesetzten Hefe

Tabelle I.
Dextrose, Maltose, Saccharose (je 59,)
Angesetzt: 8b 43’
Zahl der Blasen in Y/, Minute gezahit
D M )
Zeit | Zahl| Zeit | Zahl| Zeit | Zahl

g 3| sooa [ 40| o v | 4,

gor | 4| suey | 44| e | 7

oos | 5 | &7 | 47| o 9| 10

¢1y | 7| ey | 42 | o1y | 14

o1 | 8| o 1| 27| o1 | 18

ooy | 10| o 3 | 27| 922 |19

oy | 14 | o 5 | 31 | emow | 21
w3y | 18| o 7 32| wor | %%
g3y | 18| o1 | 38 | 9n2g | 25
o3y | 21 | 9u13 | 42 | 31 | 2
g4y | 21 | ov15r | 44 | 93y | 28
. ongs’ | 23 | 17 | 47 | om35 | 29
29
28
30

ohps’ | 26 | 91y | 48 | o3y
10 5 | 98 | amer | 50 | o3y
10020 | 32 | omoy | 49 | on4r
10035 | 30 | 9n2 | 63 | o9n43 | 31
1250 | 31 | 9232 | 55 | omn47 | 81
1215’ | 81 | 9n36" | 56 | om57 | 34
1b45 | 25-| 9n40r | 54 | 10007 | 37
on 10 | 9nse | 58 | 10222 | 40

g 9n 56’ | 58 | 10237 | 39

; 100 6 | 59 | 10v52 | 37

10021’ | 58 | 11217’ | 38
10236’ | b4 | 11n47 | 32
10051 | 48 | 2002 | 13

11216” | 3b
' 110 46" | 23
{ 2® VvV 2

1) Diese Zeitschr. 108, 235. 1920. Abb. 2, S. 239.
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wurde letztere in destilliertem Wasser suspendiert. Je 50 ccm der Auf-
schlemmung wurden mit einer 5proz. Losung von Dextrose, Maltose und
60

s ] M
Ez A // L ?
et Y T~
gfo " L~ . —
X . \'\

27 w &0 8 M0 120 MO R0 T80 200 220 240 280 280 00 JI29
Mirrten

Abb. 1.

Saccharose versetzt und die Gérung mit Hilfe der Gasblasenzihlmethode
verfolgt. Wie aus Tabelle I und Abb. 1 hervorgeht, trat ein vorldufiges
Maximum nur bei der Maltose in Erscheinung, bei den anderen Zuckern
reigte sich keine Andeutung davon.

Versuch 2: Zur Erzielung eines stirkeren vorldufigen Maximums
wufde Hefe nach 24stiindiger Vorgirung in 5 proz. Saccharoselésung mit
4proz. Losungen von Maltose, Saccharose und Dextrose versetzt. Wie
die Kurve (Abb. 2) zeigt, erscheint bei Maltose ein ganz gewaltiges vor-
ldufiges Maximum, dessen Hohe spiterhin bei weitem nicht mehr erreicht
wird. Ob aber bei den anderen Zuckern nicht doch ein vorléufiges Maximum

Tabelle II.

Saccharose, Maltose, Dextrose (je 59,). .

Zahl der Blasen in !/y Minute gezihlt
Anges.: 3b 33’ 3h3e ! 3b 40
S M D
Zeit | Zahl | Zeit | Zahl| Zeit | Zahl
3h 43/ 13 | 3b 44/ 45 | 3h4p 2
3n 47/ 18 | 3b46’ 67()] 3h51” 9
3 50/ 24 | 3h4¥ 66 | 8bp4’ | 18
3b 53 29 | 3n4y 64 | 3258 | 29
3k 56" 33 3n 52 45 | 4 17 | 37
3b 59 34 | 3n566 37 | 40 & | 43
4@ 38 | 3w57 33(h) 42 T | 48
4 5 38 | 4nb 38 | 40 ¢ | 47
4h g 40 | 4 ¥ 43 | 4212 | 48,
4n 13 38 | 42 ¢ 47 | 4215’ | 48
4h 16/ 42 | 410 49 | 4018 | 46
4y 40 | 4014 48 | 4220 | 44
40 2% 41 4017 49 | 423 | 40 4
4h 25/ 37 | 42V 48 | 4h26’° | 37
4h 28’ 38 | 4r2¢ 46 | 029" | 34
40 31/ 36 | 427 43 | 4232 | 36
4h 33’ 36 | 4230 41 423y | 31
4b 4 38 | 4r3¢4/ 87 | 4h42” | 28
4h 5¢/ 30 | 4n41 33 4452 | 25
5n g’ 256 | 4h b1 2 | 5h117 | 20
' 5b 09 15
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in Erscheinung getreten wiire, wenn infolge Zuckermangels nicht das friih-
zeitige Absinken erfolgt wiire, liBt sich nicht sagen (Tabelle II, Abb. 2).

$2 L\
V. el B S——

"0 4 30 “w 60 (4 &8 v 24

50
Miruten
Abb. 2.

Versuch 3: Um also einem zu frithen Absinken zu begegnen, wurden
die Zucker in 10 proz. Losung (Saccharose) vorbehandelt. Da aus Versuch 1
und 2 hervorgeht, daB Dextrose und Saccharose sich dhnlich verhalten.
wurden erstere weggelassen. In drei 100 ccm fassenden Erlenmeyerkolben
wurde je eine Hefeaufschlemmung von 20 ccm mit 60 ccm 10 proz. Saccha-
roselésung einer Vorgirung unterzogen. Nach 24 Stunden wurde die klare,
schwach giirende iiberstehende Fliissigkeit vorsichtig abgegossen und zwecks
Waschung durch destilliertes Wasser ersetzt, so daB die Hefe am Boden
sitzen blieb. Nach AbgieSen des Waschwaesers wurde die Hefe in ver-
schiedenen Zuckerlosungen suspendiert, in Pasteurkolben eingefiillt und
die Girung verfolgt.

Géransatz 1 80 ccm Maltose (Merck),
2 80ccm Saccharose (Wiirfelzucker),
3 40 ccm Maltose -+ 40 ccm Wiirfelzucker.

Man sieht aus Abb. 3, daB ein ausgesprochenes vorldufiges Maxi-
mum hier nicht zustande gekommen ist. Die Maltosekurve erreicht nach
70 Minuten ein Maximum (33 Blasen), sinkt nach weiteren 35 Minuten
unerheblich ab (31 Blasen), um weiterhin um denselben Wert (32 Blasen)
zu schwanken. Diese Hohe wurde von der Saccharosekurve erst nach un-
gefahr 270 Minuten erreicht. SchlieBlich wird die immer noch horizontale
Maltosekurve von der weiter ansteigenden Saccharosekurve geschnitten.
Die Gemischkurve deckt sich zwar von Anfang an nicht ganz mit der
Maltosekurve, ist ihr aber stark geniihert und hilt sich weit entfernt von
der Saccharosekurve. Nach 140 Minuten entwickelt das Gemisch gleich
stuq;e Girungsintensitit wie die Maltose allein, iiberschneidet die Maltose-
kurve, um weiterhin dauernd dariiber zu bleiben. Spiterhin zwischen
128 5’ und 1b 50’ sind an CO, gebildet von Maltose 0,61 g; von Saccharose
0,63g und vom Gemisch 0,66g. Um 3h 35’ bei Maltose 1,21 g; bei
Saccharose 1,17 g; beim Gemisch 1,34 g. Wir treffen hier also zum
erstenmal auf die Erscheinung, die uns noch &fter begegnen wird,
daB die Girungsintensitat in Zuckergemischen zuzeiten eine
hohere ist als in den ungemischten Zuckerldsungen.
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Tabelle III.
Maltose, Saccharose (je 5%).

Zahl der Blasen in !/; Minute gezihlt

Anges.: 8% 47 8r 41’ 8 44/
M S
M S M5
7 t3
Zeit | Zahl| Zeit |Zahl| Zeit | Zahl
1 1 2
9h 05’ 3 2 3
9b 10/ 6 3 6
9h 15 9 3 1
M | 14 4 14
995 | 18 5 17
|3y | 22 = 5 w 19
oM 35 | 26 5 5 5 20
gn 4y | 28 e 8 2 22
gn g5 | 99 2 9 2 25 _
50 | 32 5 9 5 2
955 | 33 § 11 8 27
10 32 12 = 27
10005 | 33 - 13 — 29
10015 | 33 2 15 2, 29
10025 | 83 w | 16 o 31
10085 | 31 s 17 g 29
108457 | 31 = 19| 3§ 31
10055 | 31 ] 19 Q 32
11205’ | 32 23 34
11815 | 32 2% 33
11295’ | 33 24 34
11235 | 33 26 34
1145 | 31 26 34
11855 | 32 29 34
LT =2
ey
g | 1
20 >/
g / /| .s'/ A
’§ 0 //‘ fl
§ L4
NSO~ 7 o 25 0 75 a0
Minuten

Abb. 8.
Versuch 3a:
Giiransitze 1 Je 20 ccm Hefeaufschlemmung zu 50 ccm Dextrose (10%),
2 25ccm Dextrose 4 25 com Maltose (je 10%),
3 50 ccm Maltose (10%).
Die Hefe war frisch gewaschen aus der Brauerei.
Wie sich aus Tabelle ITIa und Abb. 3a ersehen liBt, kommt es bei
diesem Versuch zu einem schwachen vorldufigen Maximum bei der Maltose-
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girung nach 11 Minuten (16 Blasen), das vorliufige Minimum erscheint
nach 44 Minuten (14 Blasen), wihrend das Hauptmaximum (26 Blasen)
nach ungefihr 90 Minuten erreicht ist. Die Dextrosekurve hilt sich weit
unterhalb der Maltosekurve. Die Kurve des Gemischs fiberschreitet schon
nach 34 Minuten die Maltosekurve, um weiterhin noch anzusteigen und
bis zum Abbruch dee Versuchs iiber der letzteren zu bleiben. Also auch
hier wird das Gemisch betrachtlich rascher vergoren als die
reinen Zuckerldsungen.

Tabelle IIla. )
Dextrose, Maltose (je 5%).

Zahl der Blasen in !/, Minute gezihilt

~ Anges.: 8833 8b 3¢’ 8b 35’
D M
D 24X M
0 gt 3 |
_Zeit_ | Zahl| Zeit | Zahl| Zeit | Zahl
851’ | 3| snpY 7| 853 | 14
ghbe | 4 1 | 16
857 | 5 12 | = 16
gn 7 2 13+ =
ooy | 7 = 15 ra| 17
gos | 9 g 16 = 16
%oy | 9 ° 18 g 16
912 | 11 5 19 e 15
915 | 11 & 20 3 16
o8 | 11 = 20 ] 16
el | 1 - 21 | 15
9oy | 13 2 22 - 14
9h 40 | 14 = 25 K3 22
gusy | 17 5 25 % 24
100 20 = 28 g 25
10010 | 21 N 30 g 2
10021” | 23 31 2
10030 | 24 28 25
Entwickelte CO, in Hundertstel Gramm:
awischen 10b 46/ und 3% 17’ D =18, M;D =172, M =1
" 32 17’ nachm. und 11® vorm. D = 66, M ; D_ 50, M = 63
Insgesamt: 138 122 138
IO -
‘*it., Y74 T
X L
% H /f——“ —\__J% L1
- 7]
m [ / /—'
§ P v
S gl&=—1"
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Es diirfte zu einem leichteren Verstindnis der ziemlich ver-
wickelten und nicht einfach darzustellenden Verhiltnisse bei-
tragen, wenn ich gleich jetzt die Losung der aufgetretenen Fragen
vorwegnehme, so wie sie sich mir im Laufe der Arbeit ergeben hat.

DaB es sich in den Gemischen um ein Gegenspiel von Hem-
mungen und Férderungen handeln kénnte, ist von vornherein
plausibel. Die Forderung der Girung im Gemisch a8t sich erkliren
durch die Annahme, daB die beiden beteiligten Zucker auf ,die
verschiedenen Faktoren der Gérung im ungleichen Sinne ein-
wirken. Die Schwierigkeit liegt nur darin, die in Betracht kom-
menden Faktoren ausfindig zu machen. Als solche kommen
eine ganze Reihe in Frage, u. a. die schon erwiihnte Permeabili-
tit, dann die von Michaelis!) und Mitarbeitern studierten
Hemmungen, die zustande kommen infolge chemischer Affinitit
des Ferments zum Substrat oder durch Verkleinerung der Ge
schwindigkeitskonstante der fermentativen Spaltung.

Nun liegen aber von Buchner?) einige Versuche mit Pre8-
siften vor, aus denen sich entnehmen liBit, daB die Vergirung
der hiufigsten Zucker (Saccharose, Maltose, Dextrose, Fructose)
mit anndhernd derselben Geschwindigkeit erfolgt. Hochstens daB
sich vielleicht eine jedenfalls unbetrichtliche raschere Vergirung
von Saccharose und Maltose herauslesen lieBe. Dies liBt darauf
schliefen, da wir es bei der spezifischen Zuckerwirkung iiber-
wiegend mit einer Lebenserscheinung, vielleicht einer Reiz-
wirkung zu tun haben.

Man kann sich vorstellen, daB zur Bildung der
girfertigen Zymase mehrere Bedingungen erfiillt sein
miissen. Erstens miissen im Protoplasma die nétigen
Baustoffe vorhanden sein (Erndhrungszustand), zwei-
tens muB auf das Plasma ein Reiz ausgeiibt werden,
durch welchen die Bildung der unwirksamen Vorstufe
der Zymase ausgeldst wird, und drittens muB ein Reiz
ausgeiibt werden, der die Aktivierung dieser Vorstufe,
d.-h’ihre Umwandlung in girfertige Zymase veranlaBt.
(Obdabeiauchkatalytische Prozesseeine Rollespielen,
istnochungewiB.) Es wirddurchdie Versuchedargetan,
daBdie Auslésungderbeidengenannten Reizwirkungen

1) Vgl. z. B. diese Zeitschr. 60, 62 u. 79. 1914.
3) Die Zymasegirung 1903, S. 104.
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unabhiéngig voneinander erfolgt, dal es Zucker gibt,
die den einen Auslésungsvorgang rascher, giinstiger
bewirken als den anderen, und dafl sich andere Zucker
umgekehrt verhalten.

Die Maltose hat die Eigenschaft, die Aktivierung der schon
hervorgebrachten Zymasevorstufe auBerordentlich rasch zu ver-
anlassen, wogegen sie in deren Hervorbringung hinter den Zuckern
Sagcharose, Fructose, Dextrose betriichtlich zuriicksteht. Die
letzteren Zucker dagegen haben die Eigenschaft, die Hervor-
bringung selbst zwar zu beschleunigen, sind aber weniger geeignet,
die Aktivierung selbst zu veranlassen. Wenn daher auch eine
bedeutende Anreicherung der Vorstufe in der Hefe stattgefunden
hat, so werden diese Zucker anfangs viel langsamer vergoren
werden. Bei Gegenwart von Maltose dagegen wird diberall da
eine Beschleunigung eintreten, wo sich eine solche Anreicherung
eingestellt hat.

Daraus erklirt sich das hiufige Auftreten eines vorlaufigen
Maximums bei der Maltosegirung. Auch bei den anderen Zuckern
kann es zu einem vorliufigen Maximum kommen ; aber nur dann,
wenn eine Anreicherung girfertiger, aktivierter Zy-
mase in der Hefe stattgefunden hat. In dem Falle sind wir
also berechtigt von der Bezeichnung ,,Fermentspiegel* Gebrauch
zu machen. Nicht aber dann, wenn das vorliufige Maximum
bei der Maltosegirung auftritt als Folge einer Anreicherung von
nicht aktivierter Zymase. Hier wire eher die Bezeichnung
,,Profermentspiegel’“ am Platz. .

Wie man sich den Vorgang der Aktivierung vorzustellen hat,
ist eine andere Frage und soll in einer spiteren Arbeit untersucht
werden. Vorldufig nur folgendes: Die Aktivierung kénnte darin
bestehen, daB die vorher getrennten Fermentkomponenten (z. B.
Zymase und Koferment) zusammentreten. Mit dieser Vorstellung
kénnten auch andere Erscheinungen in Einklang gebracht werden.
Wenn man Hefe totet, die wohl die Fermentvorstufen enthilt, nicht
aber aktiviertes Ferment, und aus dieser getiteten Hefe einen Aus-
zug herstellt, so werden die im Organismus getrennt gewesenen
Komponenten ungehindert zusammentreten kénnen, wodurch
dann die Aktivierung zustande kommt. Die Girkraft eines
Hefeauszugs wiare alsonicht bloB abhéangig von der
Mengederinder lebenden Hefe vorriatigen, sondern
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auch von der Menge der infolge der T6tung akti-
vierten Zymase.

Bei der Vergirung des Gemischs Maltose und Saccharose zu
gleichen Teilen ist das Vorhandensein oder Fehlen eines Pro-
fermentspiegels von ausschlaggebender Bedeutung. Wenn kein
solcher vorhanden ist, so liegt auf der Hand, daB der aktivierende
EinfluB der Maltose von Anfang an nach MaBgabe der hervor-
gebrachten Profermente in Erscheinung treten kann. Auf deren
Hervorbringung wirkt aber die Saccharose férdernd, und da das
gebildete Proferment alsbald aktiviert und vergoren wird, resul-
tiert daraus eine Steigerung der Garungsgeschwindigkeit im Ge-
misch. Ein Gemisch wird demnach von Anfang an rascher
vergoren werden als Maltose allein. — Ist hingegen ein Spiegel
vorhanden, so kommt anfangs die férdernde Wirkung der Saccha-
rose nicht zum Ausdruck. Thre Gegenwart wirkt verzégernd
und die Vergiirung des Gemisches erfolgt zwar rascher als diejenige
der Saccharose, aber nicht so rasch wie die der Maltose. Erst
wenn der Spiegel unter dem EinfluBl der Maltose aufgebraucht ist,
kommt die férdernde Wirkung der Saccharose zum Vorschein.
SchlieBlich tritt der Moment ein, wo die Maltosekurve von der
Gemischkurve iiberschritten wird — sofern nicht andere Hem-
mungen eingreifen, wie Alkoholanreicherung, Abnahme des Zuckers,
Abnahme der Maltosewirkung infolge fortgeschrittener Maltose-
spaltung. — Man konnte sich auch anders ausdriicken und sagen:
die Maltose wirkt relativ hemmend auf die Bildung der Zymase-
vorstufe, die anderen Zucker dagegen hemmend auf die Aktivierung
der Vorstufe. Im Gemisch wird dann eine Milderung der beiden
gegensitzlichen Hemmungen eintreten. Man koénnte zur Kenn-
zeichnung dieses Verhiltnisses von einer ,antagonistischen
Zuckerwirkung‘ sprechen.

Wir haben bisher — aus Griinden der klareren Darstellung —
mit der Annahme gerechnet, als ob sich ¢ine Anreicherung von
Prozygnase (so sei der Kiirze wegen die nicht aktivierte Zymase
genannt) bei der Maltosegirung stets durch ein vorlidufiges Maxi-
mum anzeige. Dies braucht aber nicht immer zuzutreffen. Es
kann nimlich nicht allein die pltzliche Abnahme der Géargeschwin-
digkeit anzeigen, daB die Vergirung des Profermentspiegels zu
Ende gekommen ist, sondern schon das plétzliche Verharren
der Gargeschwindigkeit auf gleicher Hohe. Dieses Verharren wird
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sich auf der Kurve als scharfer Knick abzeichnen. Die Maltose
kurve auf Abb. 2 zeigt einen solchen Fall sehr schon. Noch ein
anderer Faktor kann die Bildung eines vorldufigen Maximums
verhindern und sb die Anwesenheit eines Profermentspiegels
verschleiern. Je hoéher die Konzentration des der Vergirung
unterworfenen Zuckers ist, desto hoéher hinauf riickt das dem
vorldufigen Maximum folgende Minimum, um schlieBlich bei sehr
hohen Konzentrationen ganz zu verschwinden!). Die Berack-
sichtigung dieser Gesichtspunkte ist notwendig bei Beurteilung
der Frage, ob ein Fermentspiegel vorhanden ist oder’ nicht.

Nach diesen Gesichtspunkten sollen nun die Versuche 1—3a
kurz diskutiert werden, soweit noci nicht geschehen.

Zu Abb. 1. Man sieht, daB, auch abgeschen von dem vorliufigen
Maximum bei Maltose, die anfingliche' Beschleunigung der Girgeschwindig-
keit diejenige der anderen Zucker iibertrifft. Die Beschleunigung bei
Maltose kann nach dem vorhergehenden zuriickgefiihrt werden auf die Bil-
dung neuer Prozymase, und man braucht nicht anzunehmen, da8 auch die
Aktivierungsgeschwindigkeit eine Beschleunigung erfahre. — Bei Saccharose
und Dextrose mufl die Frage einstweilen dahingestellt bleiben, ob die Be-
schleunigung allein zuriickzufiihren ist auf eine Beschleunigung der Pro-
fermentbildung oder ob auch eine gewisse Beschleunigung der Aktivierung
dabei in Betracht kommt, oder beides. — DaB die von Dextrose und Saccha-
rose erreichten Maxima weit unterhalb des Maltosemaximums gelegen sind.
wiirde nicht darauf beruhen, daB diese Zucker zur Auslosung der Proferment-
bildung weniger geeignet wiren, als vielmehr darauf, da8 sie die sich an-
reichernden Profermentmengen nicht 8o rasch aktivieren konnen wie die
Maltose. Man sieht ferner, daB die Dextrosekurve betrichtlich hinter der
Saccharosekurve zuriickbleibt. Es ist aber fraglich, ob dieser Unterschied,
dem wir des weiteren immer wieder begegnen werden, auf denselben Fak-
toren beruht, die man in Anbetracht der zwischen Maltose einerseits und
den anderen Zuckern andererseits bestehenden Unterschiede als wirksam
annchmen muB. Es scheint, daB dabei noch andere Faktoren in Rechnung
zu ziehen sind.

Zu Abb. 2. Die Vorbehandlung in Saccharose scheint fiir die Her-
vorbringung des Profermentspiegels giinstiger zu sein als die Vorbehandlung
in Maltose. Das wiirde ja mit unseren anderen Vorstellungen sehr gut
itbereinstimmen, was keiner weiteren Ausfithrung bedarf.

Zu Abb. 3. Das vorldufige Maximum kommt bei Maltose hier gerade
noch zum Ausdruck. Wir wissen ja, daB die hohe Zuckerkonzentration (hier
109,) dem Auftreten des vorliufigen Maximums ungiinstig ist. Dies ist,
wie an anderer Stelle ausgefithrt wurde, auf eine anfingliche Hemmung
des Girprozesses zuriickzufithren. Eine solche Hemmung durch hahere

1) Vgl. diese Zeitschr. 108, 240. 1920.
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Zuckerkonzentrationen treffen wir ja auch bei der PreBsaftgirung (Buch-
* ner, Zymasegirung 1903, S.150ff.). Man muB sich vorstellen, daB in-
folge der langsameren Ghrung der Profermentverbrauch langsamer vor
sich geht, daB aber der Ersatz keine Hemmung erleidet. — Typisch fiir
die Saccharosekurve ist der langsame, gleichmiBige Anstieg. In der an-
finglichen Aufbauchung der Gemischkurve deutet sich noch schwach
der MaltoseeinfluB auf die Vergirung der Profermentanreicherung an.

Zu Abb. 3a. Auf dieser Kurve (Konzentration nur 79%) kommen die
Verhiltnisse sehr klar zum Ausdruck. Wire die verwendete Hefe ohne
einen Vorrat an Prozymasc gewesen, so hitte die Gemischkurve von An-
fang an die anderen ibertroffen. Die Maltosekurve zeigt wieder deutlich
das vorliufige Maximum mit dem darauffolgenden Minimum.

Versuch 4: Um zu sehen, ob die Vorgiirung in verschiedenen Zuckern
eine verschiedenartige Nachwirkung bedingt, wurde die zu Versuch 1
benutzte Hefe weiterverwendet. 24 Stunden nach Ansetzen des Versuchs 1
wurden bei den drei VersuchsgefiBen die iiberstehenden Fliissigkeiten ab-
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Abb. 4.

gegossen und zu jeder Hefe 80 ccm 5 proz. Saccharoselosung zugegeben.
Aus der Abb. 4 ist ersichtlich, daB kein férdernder EinfluB durch die Vor-
behandlung mit Maltose nachgewiesen werden kann. Die Gérung der
mit Maltose vorbehandelten Hefe ist sogar erheblich schwicher als diejenige
der anderen Hefen. In der zum Versuch verwendeten Hefe war offenbar
keine Anreicherung von Zymase oder Prozymase vorhanden. Die Ver-
gidrung der Zucker erfolgte hier nur in Abhingigkeit von der Menge der
neugebildeten Zymase. DaB die Kurven nicht iibereinstimmen, ist auf
. die im Vergleich zur Maltose fordernde Nachwirkung der Saccharose und
Dextrose auf die Fermentproduktion zuriickzufiihren. Wie auch aus Ver-
such 1 und 5 hervorgeht, iibertrifft darin die Saccharose die Dextrose,
wenn auch unerheblich.

Versuch 5: Um die Richtigkeit der Annahme, daB die Maltose weniger
giinstig auf die Hervorbringung der Prozymase wirke als Dextrose und
Saccharose, zu priifen, wurden folgende Versuche angestellt. Um eine
Anreicherung des Enzyms hervorzurufen, wurden gleiche Mengen Hefe
mit verschiedenen Zuckerlésungen (von geringer Konzentration) kurze
Zeit vorbehandelt und hierauf mit einer 8proz. Maltoseldsung ver-
setzt. :

Blochemische Zeitschrift Band 112, 17
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Vorgarung in folgenden Ansitzen:

1. 20 ccm Hefeaufschwemmung und 10 ccm Maltoseldsung (0,4 g)
2. 20 ” ” ” 10 1] mm (0'4 g)’
3.2 , ”» » 10 ,, Saocharose (0'4 g).

Nach 20 Minuten wurde zu den Ansitzen je 50 ccm 8 proz. Maltose-
lésung zugegeben.

Man ersiecht aus Abb. 5, daB tatsdchlich in der mit Saccharose
oder Dextrose vorbehandelten Hefe eine starkere Anreicherung
von Prozymase eingetreten sein muB, als in der mit Maltose
vorbebhandelten Hefe. Entsprechend der rascheren Aktivierung durch
die reine Maltose zeigt die G&rung bei letzterer Hefe anfangs eine groBere
Geschwindigkeit. Dieser Vorsprung wird aber bei den anderen Hefen
rasch eingeholt, und schon nach 43. Minuten tiberschreitet die Dextrose-
kurve die Maltosekurve, um lingere Zeit erheblich dariiber zu bleiben.
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Nach ungefihr 100 Minuten hért die Nachwirkung der Vorgirung bei allen
drei Ansiitzen auf: die Kurven nihern sich allmihlich. — Es ist fiberfliisig
zu betonen, daB bei Verwendung eines anderen Zuckers an Stelle von Mal-
tose der Vorgang, wenn iiberhaupt, so doch jedenfalls lange nicht so deut-
lich zutage tritt.

Versuch 6: Bei diesem und den folgenden Versuchen wurde die
Girungsgeschwindigkeit durch Bestimmung des Gewichtsverlustes fest-
gestellt. In die Untersuchung wurden mehrere Mischungsverhalt-
nisse einbezogen.

Zu je 20ccm breiiger Aufschwemmung frisch gewaschemer Hefe
aus der Brauerei wurden folgende Zuckerlésungen (10 proz.) zugesetzt:

1. 50 ccm Maltoselosung,

2.2 , » + 25 ccm Saccharoseldsung,
‘315 " +3 ,, »
4. 5 . ” + “ ” ”

5. 50 ,, Saccharoselésung allein.

Tabelle VI gibt die gefundenen Werte wieder; vgl. Diagramml
(VIII. Wigung).
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Tabelle VI.
Gewichtsverlust in Hundertstel Gramm.
i e R e e e

Laufende Nummer 1 2 3 4 5

Ansetzen des Versuchs 1b 1ry 10 3 1k 05 10 07
Nach 30 Min. I. Wigung l 5 3 3 2 1
'ach 30 Min. IL Wagung .

YenzZ. . . . . . - . 7 14 12 11 7
Insgesamt . . . . . . . 12 17 16 13 8
Nach 30 Min. III. Wigung
Differenz. . . . . . . . 15 17 14 - 11 10
Insgesamt . . . . . . . 27 34 29 24 18
Nach 30 Min. IV. Wigung
Differenz. . . . . . . . [T 4 14 1 10
Insgesamt . . . . . . . i 43 18 43 35 28
Nach 30 Min. V. Wigung
Differenz. . . . . . . . ; 16 17 17 16 16
Insgesamt . . . . . . . i 59 65 60 51 43
Nach 30 Min. VI. Wigung | v
Differenz. . . . . . . . ! 15 17 13 9 10
Insgesamt . . . . . . . l 74 82 73 60 53
Nach 30 Min. VII. Wiigung

erenz. . . . . . .. i 12 15 13 . 13 11
Insgesamt . . . . . . . | 86 97 86 73 64
Nach30Min. VIII. Wigung ! .

Differenz. . . . . . . . 1 13 13 10 10 11
Insgesamt . . . . . . . 99 10 96 88 %
Nach 15 Std. IX. Wigung [

Differenz. . . . . . . . 99 9% | 91 99 102
Insgesamt . . . . . . . 198 206 ;187 182 177
Nach 7 Std. X. Wagung ;

Differenz. . . . . . . . 16 12 20 21 26
Insgesamt . . . . . . . 214 217 207 203 202
Nach 20 Std. XI. Wagung -

Differenz. . . . . . . . 17 18 30 33 35
Insgesamt . . . ., . . .; 231 236 237. 236 237

Abb. 6. Man sieht, daB von 7 Y

Anfang an die Maltose fir sich be- ¢ 5 ,)/ sl

deutend rascher vergoren wird als E 5/ ol B

die Saccharose. Nach und nach . 3

wird dieser Vorsprung bei der Sac- §

charose eingeholt, bis nach 3 Stun- N7 1

den die Girungsgeschwindigkeit bei S0p—a== N

beiden Losungen ungefihr denselben 25

Wert erreicht. In dem Gemisch S, \\

von gleichen Teilen Saccharose und ’ S)

Maltose ibertrifft die Girungs- Mischeagsversotns
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zweiten halben Stunde an diejenige der ungemischten Zucker. Dieses Ver-
hiltnis bleibt bis zur 4. Stunde anniihernd erhalten. Bei dem Mischungs-
hiltni 18 Teile Maltose '
VORI 35 Teile Saccharoee
wie er gich bei reincr Maltose darstellt. Uber die sonstigen Verhiltnisse gibt
ein Blick auf das Diagramm I AufschluB.

Versuch 6a: Mit der Wiederholung des Versuches 6 am darauf-
folgenden Tag wurde die Girung der zwischen den Nummern 1 und 2
gelegenen Mischungsverhiltnisse untersucht.

kommt der Girungsablauf demjenigen nahe,

1. 25 ccm Maltose 4 25 ccm Saccharose,
2.3 , v +15 ,, .

3. 45 ,, s + &5 ,, »

4. 50 ,, s allein,

5. 50 ,, Saccharose allein.

Der vorhergehende Versuch wird vollkommen bestitigt (vgl. Dia-
gramm II, Abb. 6). Die beiden Diagramme sind nahezu kongruent. Auf-
fallend ist die Symmetrie, die das Dreieck zeigt, wenn man die Grundlinie
zieht.

In der zu Versuch 6 verwendeten Hefe ist ein verhdltnismiBig schwacher
Profermentspiegel vorhanden, der bereits nach der ersten Stunde auf-
gebraucht ist; denn von da an macht sich im Gemisch der fordernde Ein-
fluB der Saccharose geltend. Die zu Versuch 6a verwendete Hefe scheint
dagegen frei gewesen zu sein von Anreicherungen von Prozymase; denn
im Gemisch macht sich schon von Anfang an ein Vorsprung bemerk-
bar. Der weitere Ablauf ist bei beiden Versuchen derselbe.

Tabelle Vla.
Gewichtsverlust in Hundertstel Gramm.
o 50 com Malt.| 46 com Malt. | 35 cem Malt. | 25 ocm Malt. |50 cem Sacch.
Garsubstrat O 5 com Baceh. | 16 0om Sacch. |25 comSaceh.| )
Laufende Nummer 1 2 3 ‘4 5
Ansetzen des Versuchs 2b 567 2b 54/ 2b 52/ 2h 650 2b 58’ )
Nach 45 Min. I. Wigung
Differenz. . . . . . . . 8 9 11 11 8
Nach 45 Min. II. Wigung
Differenz. . . . . . .. 25 28 25 26 20
Insgesamt . . . . . .. 33 37 36 37 28
Nach 45 Min. III. Wigung
Differenz. . . . . . . . 20 21 27 30 17
Insgesamt . . . . . . . 58 58 68 67 45
Nach 45 Min. IV. Wiigung
Differenz. . . . . . . 22 18 22 21 23
Insgesamt . . . . . . . 75 76 85 88 68
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Versuch 7: Frische, lingere Zeit (5 Tage) gewaschene Hefe aus
der Brauerei wurde breiig mit Wasser angerithrt und davon je 20 ccm in
folgenden (10proz.) Losungen suspendiert:

1. 50 ccm Dextrose allein

2.3 ,, . 4+ 15 ccm Maltose

. 25 ,, s 425,

3
4' 15 ”» ”» + 35
5. 50 ,, Maltose allein

7. 25 ”» ”» +25

”

vgl. hierzu

”» Abb. 7a

”»

Abb. 7b

”»

6. 15 ,, Fructose 4 35 ccm Maltose} vgl. hierzu

8.3 , » +15
9. 50 ,, » allein.

”

»”

Im iibrigen dieselbe Methode wie beim Versuch 5 (vgl. Tabelle VII),
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Abb. 7a.

Diese Hefe muB eine sehr be- ™
trichtliche Anreicherung von Pro- %
zymase in den Versuch mitgebracht =
haben. Dies geht daraus hervor, da8
die Maltosekurve von der Gemisch- §
kurve erst nach ungefihr 3 Stunden g
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Eine vergleichende Untersuchung der Zucker Dextrose, Saccharose,
Fructose unter sich ist in Angriff genommen.

Zusammenfassung und Schlus.

Man darf wohl deq Nachweis fiir erbracht gelten lassen, dafl
bei der Bildung der ,,Zymase* die Beteiligung von Reizvorgingen
eine wesentliche Rolle spielt. Das ist der Fall einmal bei dem
Vorgang der Hervorbringung der Zymasevorstufe (Proze8 1),
und zum anderen bei der Aktivierung dieser Vorstufe, ihrer Um-
wandlung in girfertige Zymase (ProzeB 2). Beide Vorginge
werden unabhingig voneinander ausgelost durch Reize, die aus-
gehen von im Substrat vorhandenen Stoffen. Hierfiir geeignete
Stoffe sind verschiedene Zuckerarten. Das Auftreten des ,,vor-
laufigen Maximums* bei der Girung, sowie die Erscheinung
der gesteigerten Gérung in Zuckergemischen koénnen
mit dieser Vorstellung sehr gut in Einklang gebracht werden.
Die Ausnahmestellung der Maltose den anderen verwendeten
Zuckern gegeniiber (Saccharose, Dextrose, Fructose) ist erstens
- begriindet darin, daB sie-den ProzeB 2 auBerordentlich rasch,
fast momentan, auslést, wihrend die anderen Zucker im Ver-
gleich zur Maltose auf diesen Proze8 hemmend wirken, zweitens
darin, daB die Maltose auf die Auslésung des Prozesses 1 im
Vergleich zu den anderen Zuckern hemmend wirkt. Ich wihlte
zur Kennzeichnung dieses Verhéltnisses den Ausdruck ,,antago-
nistische Zuckerwirkung*.

Es ist nun auch méglich, mit dem Begriff ,,physiologischer
Zustand* klarere Vorstellungen zu verbinden. Wir bekommen
die Gesichtspunkte, geliefert, nach denen wir die Hefe auf ihren
physiologischen Zustand priiffen konnen. Dabei ist zu beriick-
gsichtigen: 1. Der allgemeine Ernihrungszustand. 2. Eine etwaige
Anreicherung der Zymasevorstufe. 3. Eine etwaige Anreicherung
fertiger Zymase.

Weitere Konsequenzen haben die Ergebnisse offenbar fr
die Frage nach der Lokalisierung des Gérvorganges. Es
ist ja bekannt, daB die Plasmamembran pflanzlicher und tierischer
Zellen fir Zucker auBerordentlich schwach permeabel ist?).
Wenn man nun sieht, da die Aktivierung der Zymase so stiirmisch
erfolgt wie bei Maltose, so kann das kaum auf ein im Vergleich

1) Overton, Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 115. 1902.
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mit anderen Zuckern rascheres Eindringen der Maltose ins Zell-
innere zurfickgefiihrt werden. Es ist im Gegenteil naheliegend,
anzunehmen, da8 die Permeabilitit hierbei iiberhaupt nicht in
Frage kommt, sondern daB die vom Plasma hervorgebrachte
Zymasevorstufe sich in den #@uBersten Regionen der lebenden
Substanz anreichert, wo sie durch direkte Beriihrung mit dem
Substrat (die Zellwand bildet dabei kein Hindernis) aktiviert
wird. (Vgl. hieriiber meine letzte Abhandlung, wo diese Frage
noch von anderen Gesichtspunkten aus diskutiert wird.)?)

1) Diese Zeitschr. 111, 17. 1920.




Uber Schwefelwasserstoffbildung aus Sulfaten
durch Faeces.

Von
Rudolf Kochmann.

(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitét Freiburg i. Br.)
(Eingegangen am 2. Oktober 1920.)

" Die Wirkungsweise der salinischen Abfiihrmittel findet in
der alten Wasserhaltungstheorie von Buchheim auch heute noch
eine ausreichende Erklirung. Ein Anhang zu ihr wire aber noch
in der Art denkbar, daB aus Sulfaten im Dickdarm durch irgend-
welche Einflilsse Schwefelwasserstoff entsteht. Dieses ist als
Peristaltikerreger ja bekannt und a priori scheint es gar nicht aus-
geschlossen, daB dem immer im Dickdarm sich bildenden SH,
sogar die Rolle eines natiirlichen Peristaltikhormons zukommen
konnte. Die obstipierende Wirkung des medikamentdsen Eisen-
ions spricht ja auch dafiir.

Direkt unterstiitzt wird die Annahme durch die Beobach-
tungen Roses!), der nach Trinken von Gipswasser (gesittigte
Losung) starke Durchfille erzielte und ausdriicklich den SH,-
Geruch der Flatus und Faeces konstatierte. Da in Roses Ver-
suchen das getrunkene Losungswasser des Gipses in genfigendem
Umfang wieder im Harn erschien, kann fiir diesen Fall die Wasser-
haltungstheorie nicht herangezogen werden.

Chemisch ist die Reduktion von Sulfat zu SH, wohl denkbar,
bleibt doch fiir die Bildung des Hydrosulfidions in Mineralwiissern
keine andere Deutung als die Reduktion des Gipssulfats. Die
moderne GroBindustrie beschiftigt sich ja auch emsig damit,
uns elementaren Schwefel aus Gips zu fabrizieren.

1) C. Rése, Einwirkung der Kalksalze auf Ausscheidung und Zusam-
mensetzung des Harns. Verdff. d. Zentralstelle f. Balneol. 1, H. 9.
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Ich habe deshalb auf Veranlassung von Prof. Straub za-
nichst einmal untersucht, ob und in welchem Umfange in vitro
aus Faeces sich Schwefelwasserstoff bilden kann.

Versuchsanordnung.

Es wurden jeweils 30 g frischen Kaninchenkotes bzw. 10 g
Katzenkot in der Reibschale mit 250 ccm Wasser zum diinnen
Brei verrieben, dem die zu priifende Substanz beigemischt war.
Dicser Brei wurde im spritzflaschenihnlichen Rundkolben in
ein Wasserbad von konstanter Korpertemperatur eingesenkt.
Durch das Reaktionsgemisch perlte dauernd Wasserstoff oder
Kohlensiure, die die sich bildenden Gase in eine doppelte Vorlage
von mit Essigsiure angesiuerter Bleiacetatlosung hertibertrieb.
Das erhaltene Schwefelblei wurde in bekannter Weise in Sulfat
iiberfithrt und als solches gewogen. Die Versuche blieben jeweils
mehrere Tage in Gang.

Ergebnisse.

A. Kaninchenkot.
1. Blinder Versuch. Kaninchenkot mit reinem Wasser liefert in
24 Stunden nur eine schwache briunliche Triibung der Vorlage, die kolloid
bleibt und nicht zur Wigung gebracht werden kann. Die Schwefelwasser-
stoffbildung aus Faeces allein kann also als Quantitit vernachlissigt werden.
2. 30 g Kaninchenkot, 300 ccm 1 proz. Losung von Natriunmsulfat
(NaSO, + 10aq). Nach mehrstiindiger Inkubation beginnt eine zu-
nchmende Ausscheidung von Bleisulfid. Es wurden gefunden

mg SH, mg Na,S0,+10aq 9, des gegebenen Sulfats

innerhalb 24 Std. 3,83 = 36,2 = 1,25
48 ,, 45,86 433,3 15,26
54 , 70,36 . 684,8 23,43
2., 92,84 871,2 30,92

Die Reaktion war nach 72 Stunden keineswegs beendet, schien viel
mehr mit linearer Geschwindigkeit weiterzuverlaufen.

3. 30 g Kaninchenkot mit 250 ccm Wasser und 3,0g Gips. Der
Gips wurde aus den auf "CaSO, + 2 aq berechneten Mengen Chlorcalcium
durch Natriumsulfat gefillt und nach Waschen des Niederschlags un-
getrocknet dem Reaktionsgemisch zugegeben.

Es wurden gefunden

mg SH; mg CaSO, + 2aq 9, des gegebenen Sulfats

innerhalb 20 Std. 1,348 = 6,81 0,22
25 ,, 6,18 31,2 1,03
54 ,, 9,29 47,46 1,66

66 ,, 11,91 60,18 1,97
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Also auch Gips wird von Kaninchenkot reduziert. Die viel geringere
Reaktionsgeschwindigkeit ist wohl auf die geringe Konzentration der
Gipelosung zuriickzufithren. Dementsprechend gab auch der analoge Ver-
such mit frisch gefilltem Bariums ulfat keinerlei Ausfillung von Schwefel-
blei innerhalb von 48 Stunden. Es kam nur jene kolloide bréunliche Aus-
scheidung des blinden Versuchs; mit anderen Worten die Sulfatreduktion
ist nur in wisseriger Losung des Sulfats méglich. ‘

4. 30 g Kaninchenkot mit 250 ccm Wasser und 1,0 g Sulfur subli-
matum:

mg SH, mg Schwefel %, der gegebenen Menge
innerhalb 7 Std. 3,156 2,96 , 0,30
24 ,, 12,93 13,31 1,33

Es findet also auch aus elementarem Schwefel eine Bildung von
Schwefelwasserstoff statt, allerdings in sehr geringem Umfang. Da Schwefel
ebensowenig wasserlgslich ist wie Bariumsulfat, aber eine immerhin gegen-
iber Bariumsulfat betriachtliche SH,-Bildung veranlaBt, muB die Reak-
tion Schwefel-Faeces unter ganz anderen Umstiinden erfolgen wie die Sulfat-
reduktion. Die von Heffter!) gegebene Erkliirun'g der SH,-Bildung
durch einen EiweiBkorper der Darmschleimhaut diirfte hier kaum in Frage
kommen, es bleibt also wenig mehr iibrig als die Schwefelwasserstoffbildung
aus elementarem Schwefel in meinem Falle mit Bakterientitigkeit zu
erkliren. Dariiber sollen weitere Untersuchungen von anderer Seite an-
gestellt werden.

5. 30 g Kaninchenkot mit 230 ccm Wasser und 19;, Natriumthio-
sulfat. Dieses wurde herangezogen, weil es bei seinem gemischten Sulfit-
Sulfidcharakter hohe Wasserloslichkeit zeigt.

mg SH, mg Schwefel 9 der angew. Menge
innerhalb 24 Std. 12,81 93,3 4,08
30 ,, 20,62 150,2 6,42

Die Reduzierbarkeit des Thiosulfats steht also betridchtlich hinter
dem leichtléslichen Sulfat zuriick.

B. Versuche mit Katzenkot.

Sie wurden analog den bisher beschriebenen Versuchen angestellt.

Es wurden gebildet aus

1. 1proz. Natriumsulfatlésung in 48 Stunden 0,69 mg SH, ==
6,38 mg Na,SO, 4+ 10aq oder 0,219, der gegebenen Menge.

2. 1,0g Sulfur sublimatum in 7 Stunden 0,78 mg SH, = 0,74 mg
Schwefel oder 0,0749, der gegebenen Menge.

3. 1proz. Thiosulfatlésung, nach 24 Stunden keinerlei Ent-
wicklung von SH,.

4. Blinder. Versuch == spurweise Bildung von SH,.

1) A. Heffter, Beitrige zur Pharmakologie des Schwefels. Arch.
1. experim. Pathol. u. Pharmakol. 51, 175. 1904. : .
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Das Reduktionsvermigen des Katzenkotes ist also gegeniiber dem
des Kaninchenkotes ein verschwindend geringes. Bemerkenswert ist,
daB Thiosulfat gar nicht reduziert wird.

Ob angesichts des Ausfalls der Katzenkotversuche der Sulfatreduk
tion in praxi eine Beteiligung an der Abfiihrwirkung der Sulfate zukommt,
erscheint zweifelhaft. Zur Klirung bedarf es weiterer Versuche, die im
Gange sind.

Zusammenfassung.

Kaninchenkot ist imstande, in vitro bei Koérpertemperatur
in Wasser gelostes Sulfat ausgiebig zu Schwefelwasserstoff za
reduzieren. Thiosulfat und elementarer Schwefel sind hingegen
unter gleichen Umstinden eine nur sehr wenig ergiebige Schwefel-
wasserstoffquelle. Die gleiche Fahigkeit ist beim Katzenkot
(Fleischfresser) nur in sebr abgeschwiichtem Umfange vorhanden.
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Die Protokolle zu den folgenden Untersuchungen fanden sich
im Nachlasse des verstorbenen Privatdoz. Dr. A. Tréndle. Auf
Grund eines kurz skizzierten Gedankenganges habe ich es iiber-
- nommen, den Text niederzuschreiben. Die Versuche waren zum
AbschluB gelangt und sollten gerade verdffentlicht werden.

Peter Stark.
Einleitung.

Bereits veroffentlichte Untersuchungen?) ergaben, daB bei
der Aufnahme von Salzen in die Zelle die Geschwindigkeit des
Eintritts unabhéngig vom Konzentrationsgefille ist. Die experimen-
tellen Tatsachen wurden zu folgender Hypothese verarbeitet:
Die Salze reizen das Protoplasma. Die Reaktion besteht darin,
daB das Protoplasma die Salze zufolge aktiver Titigkeit in die
Vakuole hineinschafft. Wenn eine bestimmte Menge Salz auf-
genommen ist, so macht sich eine Ermiidung geltend, die dem
Weberschen Gesetz folgt.
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Die neuen Versuche*) bezweckten eine weitere experimentelle
Prifung dieser Hypothese. Wenn tatsichlich die Salzaufnahme
auf eine aktive Beteiligung des Plasmas zuriickzufiihren ist,
so war zu erwarten, daB die Narkose ein Eindringen dieser Stoffe
verhindert. Es war also die Wirkung von Narkoticis auf die
Salzaufnahme niher zu analysieren. Weiterhin war es von Inter-
ease, festzustellen, in welcher Weise die Vorbehandlung der Zellen
mit verdiinnten Siuren auf die Aufnahmegeschwindigkeit wirkt ;
durch eine solche Behandlung tritt eine mehr oder minder weit-
gehende Schiédigung der Protoplasten ein, und es war infolgedessen
die Vermutung berechtigt, daB nunmehr die Salzaufnahme nicht
mehr mit konstanter Geschwindigkeit, sondern proportional
der AuBenkonzentration erfolgt, wie es das Ficksche Diffusions-
gesetz rein physikalisch vorschreibt. SchlieBlich bot unsere Deu-
tung eine Moglichkeit, den schon von Overton aufgedeckten
Unterschied bei der Aufnahme von freien Alkaloidbasen und
Alkaloidsalzen in die lebende Zelle zu erklaren. Alle diese Er-
wartungen haben sich im Verlaufe der Untersuchungen durchaus
bestiitigt und somit hat die aufgestellte Hypothese von verschie-
dener Seite aus neue Stiitzen erhalten.

Kapitel I.

Der Einflu8 von Narkoticis auf die Salzaufnahme.

Um den EinfluB des Narkotisierens auf die Salzaufnahme fest-
zustellen, wurden Gewebeschnitte zuerst eine bestimmte Zeit
in das Narkoticum gelegt und dann in abgestufte Salzlésungen
gebracht. Nach 3 Minuten wurde die plasmolytische Grenz-
konzentration ermittelt und zwei weitere Ablesungen folgten nach
16’ und 29’ nach. Gleichzeitig angesetzte Parallelserien wurden
in derselben Weise behandelt, nur mit dem Unterschied, daB die
Schnitte statt in das Narkoticum zunichst eine entsprechende
Zeit in Wasser und dann in die Salzlésungen verbracht wurden.
Die plasmolytischen Grenzkonzentrationen wurden nach denselben
3 Zeitintervallen bestimmt. In den Kontrollversuchen ergab sich
entsprechend fritheren Erfahrungen eine starke Verschiebung des
plasmolytischen Grenzwerts mit der Dauer des Aufenthalts in

*) Eine vorliufige Mitteilung iiber einen Teil der Ergebnisse wurde
in den Verhandl. d. schweiz. Naturf. Ges. (8) gegeben.
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der Losung. Es fand ein stindiges Ansteigen der Betrige statt,
das uns ein sicheres MaB fiir die inzwischen erfolgte Salzaufnahme
liefert. In den Narkoseexperimenten dagegen macht sich eine
deutliche Hemmung der Stoffaufnahme bemerkbar, die von einer
bestimmten Konzentration und Einwirkungsdauer des Narko-
ticums an zu einem vollstindigen Stillstand fiihren kann, sich
also in einem nur geringen Ansteigen oder Gleichbleiben der plas-
molytischen Grenzkonzentration auBert.

Das wurde zuniichst an Schnitten durch das Palisadengewebe von
Buxus sempervirens festgestellt. Die Schnitte fiir Kontroll- und Hauptserien
wurden stets symmetrischen Stellen der beiden Blattlaminahilften ent-
nommen. Zur Bestimmung der plasmolytischen Grenzkonzentration dienten
NaCl-Losungen, die von 0,025 zu 0,025 Mol abgestuft waren. In den ersten

Versuchen wurde als Plasmolyticum Chloralhydrat verwendet, und zwar
in einer Konzentration von /;%,. Die Resultate sind in Tabelle I zusammen-

Tabelle I.
Buxus sempervirens. Aufnahme von NaCl.

Hauptversuch: Kontrollversuch:
20/ in Y/,proz. Chloralhydrat 20 in Wasser
plaamolyhsche Grenzkonzentration nach |plasmolyt. Grenzkonzentr. nach
¥ | 16 2 | ¥ | 1w 20/
0,737 0,737 | 0,787 Mol | 0,737 | 0,787 | 0,837 Mol
0,737 0,787 | 0862 ,, 0,737 | 0,787 | 0,862 ,,
0,762 | 0812 | 0,862 ,, 0,762 | 0,812 | 0,62 ,,
Mittel: 0,745 | 0,778 | 0,837 Mol | 0,745 | 0,795 | 0,853 Mol
Aufnahme: 0,033 0,059 " 0,050 0,058 "
Tabelle II.
Buxus sempervirens. Aufnahme von NaCl. 14—16°C.
Hauptversuch: Kontrollversuch:
20’ in 1proz. Chloralhydrat 20’ in Wasser
_ plasmolytische Grenzkonzentration nach | plasmolyt. Grenzkonzentr. nach
B 3 |16 2¢ ¥ | 1 29
0,987 0,987 | 0,987 Mol | 0,987 | 1,012 | 1,037 Mol
0,962 0,962 | 0,962 ,, 0,962 | 1,000 | 1,037 ,,
0,962 0462 | 0,962 , 0,962 | 1,012 | 1,062 ,,
0,962 0,962 | 0962 |, 0962 | 1,012 | 1062 ,
0,962 0962 | 0,962 ,, 0,962 | 1,000 | 1,037 ,,
0,962 0,962 | 0962 ,, | 0962 | 0,987 | 1,012 ,,
0,962 0,962 | 0,962 ,, 0,962 | 1,037 | 1,087 ,,
. Mittel: 0,965 '0,965 | 0,965 Mol | 0,965 | 1,008 | 1,047 Mol
Aufnahme: 0,00 0,00 " 0,043 0,039 "
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gestellt; die Temperatur betrug in diesen Experimenten 13—14°. Es zeigt
sich, daB in den beiden Reihen von der 3. bis zur 16. Minute die Aufnahme
verschieden groB ist, ohne Narkose betriigt sie 0,033 Mol, mit Narkose bloB
0,050 Mol; dagegen sind fiir die Zeit von der 16. bis zur 29. Minute die
beiden Werte identisch (0,059 bzw. 0,058 Mol). Danach scheint es, daB
durch den 20 Minuten wihrenden Aufenthalt im Chloralhydrat die Salz-
aufnahme voriibergehend gehemmt wird, daB aber schon nach einer Viertel-
stunde der EinfluB der Narkose zuriickgeht. Um hieriiber Sicherheit zu
erlangen, ging ich zu einer hoheren Konzentration von Chloralhydrat Gber.
Die Versuche erfolgten in derselben Weise, nur daB an Stelle des !/, proz.
1proz. Chloralhydrat trat (Tabelle II).

Wie man sieht, ist nunmehr ein sehr deutlicher Unterschied
zwischen Haupt- und Kontrollserie vorhanden: In der Haupt-
serie steht die Aufnahme vollstindig still, die plasmolytischen
Grenzkonzentrationen sind nach den drei Intervallen absolut gleich,
in der Kontrollserie dagegen findet in der ersten Viertelstunde
eine Aufnahme von 0,043, in der zweiten von 0,039 Mol statt.
Wir kénnen also konstatieren, da durch die Narkose
eine durchgreifende:r Hemmung der Aufnahme von
NaCl hervorgerufen wird.

Es war zu erwarten, da8 die Hemmung der Stoffaufnahme nicht
bloB von der Konzentration, sondern auch von der Einwirkungs-
dauer des Narkoticums abhingt. Diese Vermutung hat sich
tatsichlich bestiitigt. Setzt man den Aufenthalt in 1 proz. Chlor-
hydrat von 20 auf 15 Minuten herab, dann ist das Bild noch véllig
unverindert; es dringt kein Salz ein; dagegen macht sich bei bloB
10 Minuten withrendem Aufenthalt schon ein erhebliches Ansteigen
der plasmolytischen Grenzkonzentrationen bemerkbar, das indes
keineswegs mit dem Anwachsen der Grenzwerte im Kontroll-
experiment Schritt hilt. Vielmehr. verhielten sich'in einem dahin-
gehenden Versuch die Aufnahmewerte wie ca. 1 : 3.

Den Versuchen mit Chloralhydrat schlieBen sich diejenigen
mit Ather im Erfolg vollstindig an. Die Losung, die zur Nar-
kotisierung verwendet wurde, enthielt 3 Vol-9%, Ather. Im Haupt-
experiment lagen die Schnitte 20’ in Ather, im Kontrollexperiment
dieselbe Zeit in Wasser; dann wurden sie wie bisher in abgestufte
Losungen von Kochsalz gebracht (Tabelle III). Ein Vergleich
zwischen Haupt- und Kontrollversuch ergibt, genau wie bei
Tabelle II, daB nach der Vorbehandlung mit dem Nar-
koticum die plasmolytischen Grenzkonzentrationen
gleichbleiben, wéhrend nach einem vorangehenden

/

/
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Aufenthalt im Wasser eine konstante Aufnahme von
Salz stattfindet, die in der ersten Viertelstunde 0,043 Mol.
in der zweiten 0,044 Mol betrigt.

Tabelle III.
Buxus sempervirens. Aufnahme von NaCl. Temp 12—17°.

Hauptversuch: Kontrollversuch:
20 in 3 Vol.%, Ather 20’ in Wasser
plasmolytische Grenzkonzentration nach |plasmolyt. Grenzkonzentr. nach
3 16’ 29’ 3 16 29’
0,937 0,937 | 0,937 Mol | 0,937 | 0,987 | 1,037 Mol
0,937 0937 | 0,937 ,, 0,937 | 0,987 | 1,037 |,
0,937 0937 | .0,987 ,, 0,937 | 0987 | 1,037 ,,
0,887 0887 | 0,887 ,, 0,875 | 0912 | 0,950 ,,
0,887 0,887 | 0,887 ,, 0887 | 0912 | 0,937 ,,
0,912 0,912 | 0912 ,, 0,887 | 0,937 | 0,987 ,,
Mittel: 0,916 0,916 | 0,916 Mol | 0910 | 0,953 | 0,997 Mol
Avufnahme: 0,00 0,00 " 0,043 0,044 "

Die Versuche, wurden dann weiterhin auf Acer platanoides
ausgedehnt. Schnitte von Blittern wurden zum Teil in 1 proz.
Chloralhydrat, zum Teil in Wasser gebracht und in beiden Fliissig-
keiten je 15’ liegengelassen. Dann erfolgte die Ubertragung in

Tabelle IV. .
Acer platanoides. Aufnahme von KCl. Temp. 20—22°.
Hauptversuch: Kontrollversuch:
15’ in 1proz. Chloralhydrat 15’ in Wasser
plasmolytische Grenzkonzentration nach |plasmolyt. Grenzkonzentr. nach
¥ 16’ 29’ ¥ 16 29
0,737 0,737 | 0,737 Mol | 0,762 | 0,862 | 0,887 Mol
0,687 0,687 | 0,687 ,, 0,787 | 0,862 | 0912
0,662 0,662 | 0,662 ,, 0,712 | 0812 | 0862 ,,
0,662 0662 | 0,662 ,, 0,737 | 0,837 | 0,937 ,,
0,637 0,637 | 0,637 ,, 0,637 | 0,700 | 0,712 ,,
Mittel: 0,677 0,677 | 0,677 Mol | 0,727 | 0,814 | 0,862 Mol
Aufnahme: 0,00 0,00 "w - 0,087 0,048 "

abgestufte Losungen von KCl und Bestimmung der plasmolytischen
Grenzkonzentration nach den iiblichen Intervallen (Tabelle IV).
Es zeigte sich auch hier, da8 durch die Einwirkung von
Chloralhydrat die Salzaufnahme véllig unterbunden

Biochemische Zeitschrift Band 112. 18
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wird, daB dagegen im Kontrollexperiment eine fortschreitende
Zunahme der plasmolytischen Grenzkonzentrationen statthat,
die allerdings nach der zweiten Viertelstunde hinter dem in der
ersten Viertelstunde erreichten Betrag wesentlich zuriicksteht.
Doch sind das spezielle Verhiltnisse, die unsere Hauptfrage,
nicht beriihren.

Nach all dem, was man bisher itber die Narkose wei3, war
zu vermuten, daf die Wirkung der Narkose nach einiger Zeit
abklingt. Auch fir diese Tatsache sollten noch empirische Daten
gewonnen werden. Zu dem Zwecke wurden Schnitte vou Acer
platanoides in einer ersten Versuchsreihe wie in Tabelle IV be-
handelt, d. h. sofort nach der Einwirkung des Narkoticums in
die abgestuften Salzlosungen verbracht, in einer zweiten Versuchs-
reihe aber wurde zwischen dem Aufenthalt im Chloralhydrat und
dem Ubertragen in KCl-Lésungen ein 5—6stfindiges Verweilen
in Wasser eingeschaltet (Tabelle V). Das hatte zur Folge, da
nunmehr die Salzaufnahme im Vergleich zu dem Kontrollversuch
in Tabelle IV fast wieder normal erscheint.

Tabelle V.
Acer platanoides. Aufnahme von KCl. Temp. 20—22°.
o Hauptversuch: Kontrollversuch:
15’ in 1proz. Chloralhydrat 15’ in 1proz. Chloralhydrat
__ sofort in die KCl-Losungen zunichst 5—6b in Wasser
__plasmolytische (irenzkonzentration nach |plasmolyt. Grenzkonzentr. nach
oy e | |y | |
0,712 I 0,712 | 0,712 Mol | 0,712 | 0,787 | 0,812 Mol
0,662 !l 0,662 | 0662 0,637 | 0,712 | 0,762 ,,
0,662 0,662 | 0,662 ,, 0,687 | 0,737 | 0,750 ,,
0,612 . 0,612 | 0612 0,637 | 0,737 | 0,787
0,637 - 0,637 | 0637 ,, 0687 | 0,712 | 0,762 ,,
Mittel: 0.657 . 0,657 | 0,667 Mol | 0,672 0,737 | 0,774 Mol
Aufnahmne: 0,00 0,00 " 0,065 0,037 "

Aus der soeben gewonnenen Tatsache ist zugleich zu ersehen,
dal3 durch die Einwirkung des Narkoticums keine eingreifende
Schidigung der lebenden Zellen erfolgt ist; sonst kénnte keine
Rickkehr zu normalen Verhiltnissen cintreten. Nach derselben
Richtung weisen iibrigens auch Versuche iiber Deplasmolyse
und Plasmolyse, die mit Schnitten des Hauptversuchs Tabelle I
angestellt wurden. Als plasmolytische Grenzkonzentration bei
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einem Aufenthalt von 20 Minuten in 1 proz. Chloralhydrat hatte
sich dort nach 29 Minuten Aufenthalt in NaCl 0,965 Mol ergeben.
Nun wurden Schnitte aus héherer Konzentration (1,00—1,05 Mol),
Schnitte also, die plasmolysiert waren, in niedere Konzentrationen
von NaCl (0,9—0,95 Mol) gebracht. Es trat dann ein sehr rascher
Riickgang der Plasmolyse ein; wurden die Schnitte nun wieder
in die urspriingliche Losung iibertragen, dann setzte die Plas-
molyse von neuem ein. Dies besagt, daB der Protoplast noch
durchaus normal auf die Einwirkung von hypotonischen und
hypertonischen Losungen mit Expansion bzw. Kontraktion des
Plasmaschlauches zu reagieren vermag, also offenbar nicht
geschidigt ist.

Unsere bisherigen Versuche erstreckten sich alle auf Blitter.
Dafiir, daB sich auch Wurzeln gleich verhalten, liegen einige
orientierende Daten vor. So wurden Schnitte von Wurzeln von
Lupinus albus 20’ in 1proz. Chloralhydrat gelegt und dann in
abgestufte Losungen von NaNOQO; gebracht. In der Vergleichs-
serie unterblieb diese Vorbehandlung, die Schnitte kamen sofort
in die Losungen. Dann wurde in beiden Fillen die plasmolytische
Grenzkonzentration nach 2°, 5 und 8’ bestimmt (Tabelle VI).

Tabelle VI.
Lupinus albus. Aufnahme von NaNO,.
Hauptversuch: Kontrollversuch:
20’ in 1proz. Chloralhydrat sof. in abgestufte NaNOg-Ldsgn.
plasmolytische Grenzkonzentration nach plasmolyt. Grenzkonzeng.ﬁnacl_l
2 2 T 2 O
0,25 0,25 0,25 Mol 0,35 | 0,65 0,95 Mol
0,25 0'25 0,25 ,, 032 | 085 145 ,,
0,25 0,25 025 ,, 037 | 095 : 150
0,25 025 | 025 , 037 | 075 | 125 .
0,25 02 | 02 , | 037 | 075 l 1,00
0,25 0,25 025 ,, 027 | 0,45 0,75 ,,
Mittel: 0,25 0,26 0,25 Mol | 0,34 | 0,73 | 1,15 Mol
Aufnahme: 0,00 0,00 " 039 042 "

Der Unterschied zwischen Haupt- und Kontrollversuch ist
deutlich zu ersehen: dort absolutes Gleichbleiben der Grenz-
konzentrationen, hier deutlicher Anstieg von 0,34 iiber 0,73 bis
1,15 Mol, also insgesamt Aufnahme von 0,81 Mol. Allerdings ist
hierbei zu bemeérken, daB der vélligen Analogie halber die Schnitte

18*
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beim Kontrollversuch zuvor hitten 20’ in Wasser liegen miissen.
Auch ein solcher Versuch wurde angestellt, und er ergab ebenfalls
Hemmung der Salzaufnahme. Wie an anderer Stelle ausgefiihrt
werden scll®), beruht in diesem Falle die Hemmung auf Wund-
reiz, der in derselben Weise wie die Narkotica die Stoffaufnahme
unterbindet und der erst eine bestimmte Zeit nach dem trauma-
tischen Eingriff zum Ausdruck gelangt. Man konnte also die
Beweiskraft des Hauptversuchs in Abrede stellen und das Gleich-
bleiben der plasmolytischen Grenzkonzentrationen auf die Wund-
wirkung zuriickfihren. Dem ist aber entgegenzuhalten, da8
der Wundreiz mit gréBter Wahrscheinlichkeit durch die Narkose
ebenso unterdriickt wird wie andere Reize, wie Versuche von
Giinther!) und Stark®) ergeben haben. Wir haben es also
im Hauptversuch offenbar mit einer reinen Narkoticumwirkung
zu tun. Ganz dhnliche Ergebnisse erhielt ich auch mit Allium
Cepa, doch sind die Wurzeln eben wegen der gleichzeitig wirken-
den Wundreizung fiir unsere Fragestellung nicht so geeignet
wie Blatter.

Zusammenfassend kénnen wir feststellen, daB durch die
Narkosedie Salzaufnahme fortschreitend biszu volliger
Sistierung gehemmt wird. Diese Tatsache dient uns
als neues Indicium dafiir, daB sich die Salzaufnahme
nicht rein nach Diffussionsgesetzen abspielt, sondern
daB die lebendige Mitarbeit der Zellen fiir den Erfolg
maBgebend ist. Wenn durch die Einwirkung der Narkotica
die aktive Beteiligung des lebenden Plasmas ausgeschaltet ist,
dann findet in unseren Versuchen keine Stoffaufnahme mehr statt.

Kapitel II.

Der Einflu8 von Siéuren auf die Salzaufnahme.

Es ist bekannt [de Vries!®), Pfeffer?)], daB durch Behand-
lung mit sehr verdiinnten Sauren die Permeabilitit der Plasma-
haut stark erhoht werden kann. Die Plasmahaut gelangt dabei
in einen Zustand, in dem sie nicht mehr vollig lebenstiichtig ist,
und es werden die normalen Lebensfunktionen aufgehoben. Es
ergab sich fiir uns die Frage, in welcher Weise dieser Zustand
auf die Art und Weise der Salzaufnahme einwirkt. Es war zu
erwarten, daBl durch die schidigende Einwirkung der Sauren
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die lebendige Beteiligung der Zellen an der Salzaufnahme ausge-
schaltet wird, und daB infolgedessen das Eindringen der Stoffe
rein physikalisch erfolgt. Ist dies wirklich der Fall, dann muB
nunmehr die Aufnahmegeschwindigkeit dem Fickschen Diffusions-
gesetz folgen, d. h. die Zeit, in der die gleiche Menge diffundiert,
mull der Konzentrationsdifferenz oder — da die Konzentration
des betreffenden Stoffes in der Zelle selbst in unserem Falle als
verschwindend klein angenommen werden kann — der AuBen-
konzentration umgekehrt proportional sein. Unsere Versuche
haben tatséchlich zu einer Bestitigung dieser Annahme gefithrt.

Untersucht wurde die Wirkung von Oxalsiure und Salz-
siure. Die Ergebnisse mit Oxalsiure wird in Tabelle VII nieder-
gelegt. Schnitte von Blattern von Buxus sempervirens wurden
5 Minuten in 0,01 normale Oxalséure gelegt und dann in abgestufte
Losungen von NaCl gebracht (linke Seite der Tabelle). Dann
wurden die plasmolytischen Grenzkonzentrationen nach 5, 20,
30 und 40 Minuten Aufenthalt in den NaCl-Losungen bestimmt.
Es wurden 40 Einzelversuche angestellt, die hier nur summarisch

Tabelle VII. .
Buxus sempervirens. Aufnahme von NaCl. Temp. 13—20°.
G a) 5’ in 0,01 norm. Oxalsiure b) 5’ in Leitungswasser
renz-
konzen- Aufenthalt in den NaCl- Aufenthalt in den NaCl-
tration Liosungen Ligsungen
inMol| & [ 90 [ 30 | a0 | & | o | 30 | 40
0787 | 1 \ 1 f' |
0,812 1 1 1
0837 | 5 1 l 3 4 2
0,862 3 6 ; 2 4 2 2
0887 | 5 1 | 3 4 5 3 1
0912 | 9 4 | 3 4 |7 4 3 6
0,937 3 6 l 3 1 1 4 3 1
092 | 9 7 | 5 3 5 7 4 2
0,987 , 2 8 4 4 4 5] 8 5
1,012 | 2 3 i 6 3 4 6 6 9
1037 | 2 6 1 |3 4 6
1,062 1 ' 4 4 1 4 3
1,087 o4 T 1 3
1,112 ¢ | 1
1,137 ' | 6 l 1
Mittel: || 0,9117 | 0,9442 [ 0,9892 | 1,0468 | 0,9220 | 0,9517 | 0,9723 | 0,9970
N, e e s Nevt—.p— N, e N et e— p——
Aufgenommen: 0,0325 0,0450 0,0576 0,0297 0,0206 0,0247
dass. pro Min. 0,00216 0,00450 0,00576 0,00198 0,00206 0,00247
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wiedergegeben werden, und zwar bedeuten die Ziffern in den
vertikalen Spalten die Zahl der Fille, die bei dem aus dem Kopf
der Spalte zu ersehenden Aufenthalt in den Ldsungen fiir jede
Klasse der plasmolytischen Grenzkonzentrationen gefunden wor-
den sind. Aus diesen Einzeldaten ist der darunter befindliche
Mittelwert in Mol berechnet. Neben dieser Hauptserie wurde eine
Kontrollserie durchgefithrt, bei der an Stelle des zuvorigen
Aufenthalts in Oxalsiiurelosung ein ebenso langes Verweilen in
Leitungswasser trat (rechte Seite der Tabelle). Auch hier fuBt
die Ubersicht auf 40 Einzelversuchen. Auf Grund der gefundenen
mittleren Grenzkonzentrationen ist in beiden Serien die Stoff-
aufnahme pro Minute fiir jedes der drei Zeitintervalle berechnet
(unterste horizontale Reihe). Es ergibt sich, daB im Kontroll-
versuch die Salzaufnahmé mit annihernd konstanter Geschwindig-
keit erfolgt; es findet nur ein leichtes Ansteigen von 0,00198 Mol
pro Minute auf 0,00247 Mol pro Minute statt. Dagegen zeigtesich bei
den mit Oxalsiure vorbehandelten Schnitten ein viel rascheres
Ansteigen der plasmolytischen Grenzkonzentrationen und damit
auch eine raschere Aufnahme. So ist die Aufnahmegeschwindig-
keit, die im ersten Intervall von 5—10’ 0,00216 Mol pro Minute
betragt, im dritten Intervall auf 0,00576 Mol pro Minute, also
ca. den 2V, fachen Betrag angewachsen.

Da sich nun infolge des Anstieges der plasmolytischen Grenz-
konzentration mit der Dauer des Aufenthalts in der Salzlésung
die fiir die Aufnahmegeschwindigkeit berechneten Werte in an-
steigender Linie auf immer hohere Ausgangskonzentrationen
griinden, so kann man unsere Ergebnisse auch derart formulieren,
daB bei vorhergehendem Aufenthalt der Schnitte in Oxalsdure die
Aufnahmegeschwindigkeit der AuBenkonzentration proportional
geht, wihrend ohne solche Vorbehandlung eine mit nahezu
konstanter Geschwindigkeit erfolgendes Eindringen des Salzes
stattfindet. Das ist aber genau das Resultat, das auf Grund
unserer Ubcrlegung erwartet wurde.

Um eine anschauliche Vorstellung von den gefundenen Ver-
hiltnissen zu geben, sind die empirischen Werte in Abb. 1 gra-
phisch dargestellt. Auf der Abszisse ist die Zeit, auf der Ordinate
sind die plasmolytischen Grenzkonzentrationen von 0,03 zu 0,03Mol
ansteigend von 0,9 Mol NaCl wiedergegeben. Das Ansteigen der
Kurven ist ein MaB fiir die Aufnahmegeschwindigkeit. Kurve 4
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entspricht dem Verhalten der Schnitte, die mit Oxalsiure vor-
behandelt sind, Kurve B dem Verhalten der Schnitte, die ent-
sprechende Zeit in Wasser verweilt haben. Wihrend Kurve B
gleichmiBig ansteigt, also konstante Aufnahmegeschwindigkeit
anzeigt, wird die Kurve 4 immer steiler, je mehr sie in dem Bereich
hoherer plasmolytischer Grenzkonzentrationen gelangt, d. h.,
die Salzaufnahme erfihrt mit zunehmender AuBlenkonzentration
eine Beschleunigung.
Die mit Oxalsdure gewonnenen Erfahrungen wurden durch
entsprechende Experimente mit Salzsiure in schonster Weise
%09
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Abb. 1. Aufnahme von NaCl durch die Palisadenzellen von Buxus sempervirens. Ab-

azissen: Duuer des Aufenthalts in den Ldsungen, Ordinaten: plasmolytische Grenzkonzen-
tration in Mol. Kurve A mit, Kurve B ohne Vorbehandlung mit Oxals&ure.

bestitigt. Wiederum dienten als Versuchsobjekt die Blitter
von Buxus sempervirens, und die Bestimmung der plasmolytischen
Grenzkonzentrationen wurde wie bisher an den Palisadenzellen
vorgenommen. In der Hauptreihe wurden die Schnitte zuvor 5
in 0,006 normaler Salzsiure verbracht, in der Kontrollreihe
verweilten sie dieselbe Zeit in Leitungswasser. Beide Reihen
stiitzen sich auf je 20 Einzelversuche, die hier aber nicht wie in
Tabelle VII statistisch zusammengefal3t sind, sondern in extenso
mit allen Einzeldaten wiedergegeben werden. Die linke Seite
der Tabelle VIII gibt das Verhalten der Hauptreihe, die rechte
das der Parallelreihe wieder. In beiden Fillen wurden die Schnitte
nach der Vorbehandlung mit Salzsiiure bzw. Wasser in abgestufte
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Salzlésungen gebracht (NaCl) und sodann in iiblicher Weise nach
einem Aufenthalt von 5, 20, 30 und 40 Minuten die plasmolytische
Grenzkonzentration bestimmt. Auf Grund der berechneten
Mittelwerte wurde daraus zunichst die Gesamtaufnahme in den
einzelnen Intervallen und sodann die Aufnahmegeschwindigkeit

) Tabelle VIII.
Buxus sempervirens. Aufnahme von NaCl. Temp. 14—18°.

Hauptversuch: Kontrollversuch:
5 in 0,005 norm. Salzsiure 5" in Leitungswasser
plasmolytische Grenzkonzentration nach | plasmolyt. Grenzkonzentr. nach
5 Lor | 300 | 40 5 | 2 | 300 | 40

0962 |0,987 | 1,012 |1,062 Mol{1,012 1,037 | 1,062 | 1,062 Mol
0,962  |0,987 |1.012 {1,037 ,, |1,012 {1,012 |1,012 |1,037 ,,
0,937  |0,987 {1,037 (1,112 .. |0,987 1,037 {1,037 {1,062 ..
0987 (1,012 |1,037 [1,137.,, |1,000 {1,037 |1,062 {1,125 ,,
0987  [1,012 |1.062 |1,25 . |1,012 {1,012 {1,050 | 1,087 .,
0937 10,987 | 1,012 |1,062 . |0.962 0987 |1,012 {1,012 ..
0987 11,012 |1.062 |1.087 . (1037 |1.087 |1,087 [1.112 .,
1012 1,062 [1.087 {1,137 ,, |1.037 '1.062 |1,062 1,112 .,
1,037 (1,062 {1,062 [1,087 .. |1,025 [1,062 {1,062 |1,087 .,
0,987 |1,087 11,062 |1,112 . |1.037 |1.062 |1,087 |1,162 .,
0,962  |0,987 1,037 (1,087 . |1,012 11,037 |1,062 | 1,082 .,
0962 0962 {1,012 (1,037 .. |0,962 (0,987 {1,037 {1,062 ,,
0,887  |0,912 | 0,962 |0,987 . [0.912 |0,937 {0,987 |0,987 .,
0,887 10,937 {0,962 [1.012 . |0,837 |0,937 |0,987 0,987 .,
0937 10,987 | 1,037 [1.037 . |0.937 |0,987 |0,987 {0,987 ..
0937 - 10962 |0987 1,037 » 0912 |0,962 |1,012 [1,012 .,
0,987 1,062 |1,037 [1.087 . |0.962 {0,962 |1,012 [1,012 .
1012 1,062 | 1,112 1,112 . |0,987 11,012 {1,037 1,062 .,
1,062 | 1137 (1,087 [1.212 . |1.037 {1,112 |1,112 |1.162 .,
1,037 1,037 [1,087 |1,137 . |1.087 [1,087 |1,112 1,112 ,,

Mittel: 0,9732 1,0095| 1,0432]1,0851Mol{ 0,9908]| 1,0207| 1,04391,0651 Mol

N . “—p—  —p—" e rouiburs ovdire~ord
aufgenommen: 00,0363 0,0337 0,0419 0,0299 0,0232 00212 ,
dasselb.pr.Min.: 0,00242 0,00337 0,00419 |, 0,00199 0,00232 0,00212 ,,

pro Minute festgestellt (letzte Zeile der Tabelle VIII). Das Resul-
tat ist genau wie bei der Oxalsiiure: nach Aufenthalt in Leitungs-
wasser nahezu gleichméBige Salzaufnahme; von 5’ zu 20’ betrigt
sie 0,00199, von 20°—30’ 0,00232 und von 30'—40’ 0,00212 Mol
pro Minute. In den parallelgehenden Versuchen mit Oxalsiure
dagegen erhebt sich der betreffende Wert in denselben Intervallen
von 0,00242 iiber 0,00337 auf 0,00419 Mol pro Minute, also fast
auf den doppelten Betrag: mit der Héhe der AuBlenkonzentration
nimmt auch hier die Aufnahmegeschwindigkeit zu.
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Die Ubereinstimmung der mit Oxalsiure und Salzsiure
angestellten Versuche geht auch aus einem Vergleich von Abb. 1
mit Abb. 2, die sich auf Salzsiure bezieht, hervor. Kurve 4 in
Abb. 2 veranschaulicht den Verlauf der Aufnahme bei vorheriger
Einwirkung von Séure, Kurve B die Aufnahme ohne solche
Vorbehandlung. Kurve B steigt geradlinig an, bekundet also
gleiche Aufnahmegeschwindigkeit; Kurve A wird mit zunehmender

)
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Abb. 2. Aufnahme von KCl durch die Palisadenzellen von Buxus sempervirens. Abssissen:
Dauer des Aufenthalts in den Lésungen, Ordinaten: plasmolytische Grenzkonzentration
in Mol. Kurve 4 mit, Kurve B ohne Vorbehandlung mit Salzsiue.

AuBenkonzentration dagegen immer steiler, worin sich eben die
Aufnahmebeschleunigung kundgibt. '

Unsere Versuche zeigen also, daB dann, wenn das Proto-
plasma durch Vorbehandlung mit Siureninden Zustand
der Inaktivitit versetzt ist, die Salzaufnahme nicht
mehr mit konstanter Geschwindigkeit erfolgt, sondern
daB unter diesen Umstéinden das Ficksche Diffusions-
gesetz, welches besagt, daB die Aufnahmegeschwindig-
keit der AuBenkonzentration direkt proportional ist,
rein zum Ausdruck gelangt.
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Kapitel III.
Die Permeabilitit des Plasmas fiir einige Alkaloide.

Die bisherigen Ausfithrungen bezogen sich auf Stoffe, die
durch aktive Titigkeit des Plasmas aufgenommen wurden; dies
ist aber keineswegs in allen Fillen zutreffend; es gibt vielmehr
zweifellos auch Substanzen, die sicherlich einfach hineindiffun-
dieren. Bis jetzt war das nur fiir einige basische Anilinfarben durch
Sziics®) nachgewiesen. Im folgenden kann nun der Nachweis
erbracht werden, daBl dasselbe auch fiir die Alkaloide gilt. Als
Versuchsobjekt dienten zwei Spirogyraarten, von denen die eine mit
ziemlicher Sicherheit dem Typus majuscula zugeordnet werden
konnte, wihrend bei der andern schmalen einbindrigen Art
eine Identifizierung nicht gelang. Sie sei im folgenden als Spiro-
gyra X bezeichnet.

Zunichst wurde mit freien Basen gearbeitet, daran schlossen
sich Versuche iiber die Aufnahme der Alkaloidsalze an. Ein Ver-
gleich zwischen der Permeabilitat fiir Salze und jener fir freie
Basen ergab auffillige Unterschiede, die eine besondere Analyse
erforderten. Damit ist die Gliederung des Stoffes gegeben.

1. Die Aufnahme von frelen Alkaloidbasen.

Als Indikator fiir die Aufnahmegeschwindigkeit diente die
Zeit, die verstreicht, bis im Innern der Zelle die Fallung erscheint.
Das eindringende Alkaloid bildet mit dem Gerbstoff in der Vakuole
einen Niederschlag. Es muBte also bei den verschiedenen Kon-
zentrationen der Alkaloide die Zeit bestimmt werden, mit welcher
der Niederschlag eben beginnt, sichtbar zu werden (= Fallungs-
zeit). Diese Fillungszeit wurde mit abgestuften Konzentrationen
fir Chinin, Coffein und Piperidin ermittelt. Hierfiir nur einige
Belege aus den Versuchslisten. Es sei dabei betont, daB die
folgenden Daten stets Mittelwerte aus einer gréfieren Zahl von
Parallelserien darstellen.

Versuch 1: Piperidin. Spirogyra majuscula.

Konzentration 0,0585 0,029 0,0146 0,0073 0,00365 0,00182 0,00091 Mol
Fillungszeit.... 4,0 6,9” 16,0 31,2” 67,07 116,1” 259,1” ,,
Konz.-Fillungsz.0,2340 0,2015 0,2336 0,2285 0,2446 0,2113 0,2363

Wie aus Versuch 1 deutlich zu ersehen ist, nimmt die Fallungszeit
mit wirkender Konzentration stindig zu. Dies Ergebnis entspricht der
Fickschen Diffusionsformel dc

m=K-q-dt~d-t.
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Hierin bedeutet k die Diffusionskonstante, ¢ den Querschnitt, d¢ die Zeit,
dc das Konzentrationsgefille, ds den Diffusionsweg und m die diffundierte
Menge. In unseren Versuchen ist nur die Menge, die aus verschiedenen
Konzentrationen des Alkaloids hineindiffundieren muB, damit die Aus-
fillung eben sichtbar wird, gleich groB8. Der Diffusionsweg (Zellwand
+ wandstindiges Plasma) ist konstant. Das Konzentrationsgefille, d. h. die
Differenz der Konzentrationen am duBeren und inneren Ende des Diffusions-
wegs ist gleich der AuBenkonzentration. Denn, vorausgesetzt, daB das
Volumen der Losung groB ist, wird die AuBenkonzentration im Laufe des
Versuchs praktisch nicht geindert und die Innenkonzentration bleibt Null,
da das eingedrungene Alkaloid sofort ausgefillt wird.

Unter diesen Bedingungen geht in der obigen Formel dc iiber in ¢ (=
AuBenkonzentration) und auf der rechten Seite der Formel bleiben nur noch
zwei GroBen variabel, die Zeit (dt) und die Konzentration (c); steigt die Konzen-
tration, so wird der Formel blo8 Geniige getan, wenn die Zeit sinkt, und zwar
umgekehrt proportional der Konzentration. Dieser Forderung entsprechen
die Versuchsergebnisse. Um das zahlenmiBig darzutun, ist in Versuch 1
in der untersten Zeile das Produkt aus Konzentration - Fillungszeit be-
rechnet. Wie man sicht, schwanken die erhaltenen Werte tatsichlich um
einen sehr engen konstanten Wert. Dasselbe Verhalten zeigte sich aber
auch in allen andern angestellten Versuchen. ‘

Versuch 2: Coffein. Spirogyra majuscula.

Konzentration ..0,025 0,0125 0,00625 0,00312 0,00156 0,00078 Mol
- Féllungezeit ....9,1” 17,6” 29,0 28,5” 109,2” 242,3" ,,
Konz.-Fillungsz. 0,2275 0,2200 0,1813 0,1825 0,1704 0,1890 ,,

Versuch 3: ebenso; Zahl der Fille (= ) 13. Temp. 12—14°.

Konzentration . . . 005 0025 0,0125 0,006256 0,008116 0,001568 0,000789 0,0006 Mol
Fallungezeit . . . . 107 1527 2477 888" 650" 1525 8242 b50768”
Kong. - Fallungszeit 0,5000 08758 0,082 0,23t 0,20256 0,2382 02534 0,2538 ,,

Versuch: 4: ebenso; Zahl der Fille (=n) 10. Temp. 16—17,5°.

Konzentration 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,00312 0,00156 0,00078 Mol
Fillungszeit...13,3"” 24,6 47,0 86,2” 179,6” 363,6” 1715,6” ,,
Konz. - Fillgsz. 0,6650 0,6150 0,5875 0,5376 0,5603 0,5671 0,6203 ,,

Versuch 5: ebenso; n = 10. Temp. 20°.
Konzentrationj . . . . 006 0025 00125 000625 0,00812 000156 0,000781 Mol
Fallungszeit . . . . . 567 1087 1737 2147 608~ 1182 2518”7
Konz. - Fillungszeit . 0,2800 02576 02188 0,1718 10,1884 0,1769  0,2010 ”

In allen 4 Reihen ist wieder die Zunahme der Fillungszeit mit der
Abnahme der Konzentration klar erkennbar. Auch die annihernde Kon-
stanz der Produkte springt deutlich indie Augen. Nurdie drei ersten Werte
von Versuch III fallen etwas aus der Reihe heraus. An sich wire vielleicht
zu erwarten gewcsen, daBl die absoluten Werte der Produkte in Versuch 2
bis 5 gleich ausgefallen wiren. Diese Bedingung ist fiir Versuch 2, 3 und 5
annihernd erfiillt, dagegen ist der in Versuch 4 gefundene Betrag ca. 3 mal
hoher. Das erklirt sich daraus, daB die Experimente zu verschiedener
Zeit angestellt sind und bei dem starken Schwanken im physiologischen
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Verhalten, das sich gerade bei Spirogyra oft mit besonderer Deutlichkeit
offenbart, ist die Differenz keineswegs verwunderlich.

Versuch 6: Chinin. Spirogyra majuscula. n = 9. Temp. 16—16°.
Konzentration . .0,0025 0,00125 0,000625 0,000312 0,000156 0,000078 Mol
Fillungszeit .... 31,5 56,27 133,9” 269,2” 592,7" 1212,4" ,,
Konz. - Fillungsz0,7875 0,7025 0,8369 0,8397 0,9246  0,9457 ,,

Der Versuch mit Chinin ergibt nichts prinzipiell Neues: auch hier
umgekehrte Proportionalitit zwischen Konzentration und Zeit des Ein-
dringens.

Alle bisherigen Angaben bezeichnen sich auf Spirogyra majuscula zur
Erginzung sei hier noch ein Experiment mit Spirogyra X angefiihrt.

Versuch 7: Chinin. Spirogyra X.

Konzentration ..0,00156 0,00078 0,00039 0,000195 0,000097 0,000048 Mol
Fillungszeit .... 8,5” 18,0 387"  894” 177,5” 350,4”
Konz. - Fillungsz.0,01326 0,01404 0,01509 0,01743 0,01722 0,01682 ,,

Auch dieser Versuch fiigt sich in schonster Weise in den bisherigen
Rahmen, besonders hinsichtlich der Konstanz des Produktes aus Kon-
zentration und Fillungszeit.

Es erhebt sich nun die Frage, ob die Diffusion der Alkaloide durch
das Plasma hindurch ein normaler oder pathologischer Vorgang ist. Bereits
Overton und nach ihm andere haben die geringe Giftigkeit der meisten
Alkaloide fiir Pflanzenzellen hervorgehoben. Eigene Versuche fiihrten
zu einem analogen Ergebnis. Coffein z. B. ist sehr wenig giftig. In der
stirksten, von mir iiberhaupt verwendeten Losung von 0,05 Mol tritt der
Niederschlag in wenigen (4,5) Sekunden auf. Wird der Aufenthalt in der
Losung um einige Sekunden verlingert, so wird der Niederschlag so
intensiv, daB der ganze Protoplast bei schwiichster VergroBSerung fast
schwarz erscheint und man die griinen Chlorophyllbéinder kaum noch durch-
schimmern sieht. Solche Zellen plasmolysieren in 0,25 Mol Ca(NOy), vollig
normal. Durch Auswaschen mit Wasser laBt sich die Plasmolyse riickgingig
machen, um bei neuem Durchsaugen von Ca(NO,), wieder normal zu
erscheinen.

Die Versuche iiber die Giftigkeit sind weitgehend variiert worden und
erstreckten sich auch auf Chinin und Piperidin. Diese beiden sind etwas
giftiger als Coffein, doch liBt sich auch fiir sie zeigen, daB wihrend ihrer
Aufnahme noch keine Schidigung des Plasmas eintritt. Das sei nur an
einem Beispiel dargetan, das sich auf Spirogyra X bezieht.

Versuch 8: Plasmolytisches Verhalten nach Aufenthalt in Chinin.

In Dauer dann in dann in dann in dann in
Chinin Ca(NO,), H,0 Ca(NO;), H,0
0,000097 300" Plasmolyse Deplasmol. Plasmolyse —
0,000195 150" ” ’ » —
0,00039 45" s » » —
0,00078 327 ’ ' ’ -
0,00156 25" " . " Deplasmol.
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Es zeigt sich, daB in keinem Fall eine Schiidigung zu verzeichnen war.
Dabei betrug der Aufenthalt in dem Chinin immer mehr, als der Fillungs-
zeit bei der betreffenden Konzentration (s. Versuch 7) entspricht.

Es war schlieSlich noch von Interesse, festzustellen, in welcher Weise
Narkotica die Aufnahme von Alkaloiden beeinflussen. Zu dem Zwecke
wurden Versuche mit Spirogyra majuscula angestellt, und zwar diente
als Narkoticum Chloralhydrat. In einem ersten Versuch wurde mit 19,
Chloralhydrat gearbeitet und hierauf wurden die Spirogyrafiden in 0,05 Mol
Coffein verbracht. Die Einwirkungsdauer des Narkoticums wurde von
5—120 Minuten schrittweise abgestuft.

Versuch 9: Wirkung des Chloralhydrats auf die Aufnahme von
Coffein. n =3 Temp. 16—16°

in Chloralhydrat 0 5 10 20 40 60’ 120
Fillungszeit 10,7 9,2 10,8 12,2 11,7 8,8 7,7

Die Fillungszeiten zeigen hier infolge der geringen Versuchsziffer eine
stirkere Schwankung, indes gruppieren sich die gefundenen Werte sehr
deutlich um einen festen mittleren Betrag, und im Durchschnitt genommen
herracht eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem Kontrollversuch ohne
Narkosewirkung. Dieselbe Erscheinung zeigte sich bei weiterer Variation
der Versuche. Diesmal wurden die Fiden nach der Narkotisierung in 0,025 Mol
Coffein eingetaucht, und es wurde nicht nur die Einwirkungsdauer, sondern
auch die Konzentration des Chloralhydrats gtufenweise verindert. Eine
Zusammenstellung der Einzeldaten gibt Versuch 10. Die Zahlen stellen
wieder Mittelwerte aus 3—13 Einzelbestimmungen dar.

Versuch 10: Wie Versuch 9, aber 0,025 Coffein. Temp. 156—16°.

in Chloralhydrat 0,59%, 0,25%, 0,1% 0,029,
0’ (Kontr.) 17,6” — 17,2 16,8”
) L 16,5" 17,7 — 16,3"”
2 18,1” 18,2" 19,0” 18,6”,
3 17,2" 15,7 — 19,8”
5, 16,4” 16,2” 18,7" 18,6”
) (U, 15,6" — — 17,2"”
20 — — — 16,8”

Bs fillt hier deutlich auf, daB sich die Fillungszeiten unter den wan-
delnden Versuchsbedingungen durch eine auBerordentliche Konstanz aus-
zeichnen. Es war daher nur noch der Nachweis zu erbringen, ob es sich
hierbei wirklich um den Ausdruck der Narkose handelt oder ob nicht die
Zellen durch den Aufenthalt in Chloralhydrat ernstlich geschidigt waren.
Deshalb wurden Versuche iiber die Plasmolysierbarkeit zuvor mit Chloral-
hydrat behandelter Fiden angestellt. Die Ergebnisse sind im Versuch 11
niedergelegt. Als Plasmolyticum diente 0,6 Mol KCL

Versuch 11: EinfluB des Chloralhydrats auf die Plasmolysierbarkeit.
Temp. 16°. v ‘



276 A. Trindle:

In Chloralhydrat 5 Minuten 10 Minuten 20 Minuten 40 Minuten 60 Minuten

' 1% mittl. Pl.  gute PL - - -
0,5% gute Pl mittl. PL - — -
0,25%, gute Pl. gute Pl. mittl. PL — —_
0,1% gute Pl. gute Pl. gute PL — —

0,029  gute PL. gute Pl. gute Pl mittl. PL schlechte PL

Ein Uberblick ergibt, daB in allen Fillen noch Plasmolyse
zu erzielen war, wenngleich bei lingerer Einwirkungsdauer
besonders bei héheren Konzentrationen ein deutlicher Riickgang
des Erfolges zu verzeichnen war. Bemerkenswert ist aber, daB
selbst bei 1proz. Chloralhydrat nach 10 Minuten noch in den
meisten Zellen sehr schone Plasmolyse erfolgt. Wir kénnen also
schlieBen, daB in unseren Versuchen fast durchweg von einer
davernden Schidigung der Zellen nicht die Rede sein kann.
Wenn also trotzdem keine Verschiebung der Fillungszeiten
eingetreten ist, so berechtigt uns dies zu der Annahme, da8 die
Stoffaufnahme durch die Narkose in keiner Weise verindert
wird. Dieses Ergebnis steht in deutlichem Gegensatz zu den
im Kap. I gewonnenen Erfahrungen, die sich auf die Anfnahme
von anorganischen Salzen beziehen. Dort erfolgt das Eindringen
unabhingig von dem Fickschen Diffusionsgesetz durch aktive
Tatigkeit der Zellen und durch Narkotica wird die Permeabilitiat
vollig unterdriickt; hier da gegen ist die Salzaufnahme ein
reiner DiffusionsprozeB,die Aufnahmegeschwindigkeit
ist durch das Ficksche Diffusionsgesetz bestimmt und
die Narkotisierung, die die aktive Beteiligung der
Zellen ausschaltet, hat keinen EinfluB auf den Ablauf
der Vorginge.

2. Die Aufnahme der Alkaloidsalze.

Im Anschlufl an die Versuche iiber die Aufnahme von freien
Alkaloidbasen wurden solche tiber das Eindringen von Alkaloid-
salzen angestellt. Es ergab sich, dal das Reaktionsbild im
groBen und ganzen dasselbe ist; auch hier nimmt die Fallungs-
zeit mit absteigender Konzentration stindig zu. Es geniigt
daher, zwei Einzelbeispiele hier besonders anzufilhren. In
beiden Fillen diente Spirogyra majuscula als Versuchsobjekt;
als Fillungsmittel wurden Chininsulfat und Chininhydrochlorid
verwendet.
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Versuch 12: Chininsulfat. Spirogyra majuscula. » = 10. Temp. 16°.

Xonzentration.... 0,00163 0,000815 0,000407 0,000203 0,000101 Mol
Fillungszeit ..... 40,5” 84,0 183,56 397,8" 8455" ,,
Konz. -Fillungszeit 0,06602 0,06846 0,07468 0,08075  0,08509

Versuch 13: Chininhydrochlorid. n = 10. Temp. 16,5°.
Konzentration . . . 0,0504 0,0252 0,0126 0,0068 0,00816 0,00167 0,00078 0,00089 Mol
Fillungszeit . . . . 96~ 182" 84,87 705" 1885” 1948 4142° 765"
Konx. - Fillungszeit 0,4838 0,4586 0,48856 04441 0,4225 08051 058231 03028

Beide Male haben wir wieder die gesetzmiBig ansteigenden Reihen
der Fillungszeiten vor uns, und daB auch hier das Ficksche Gesetz annéhernd
verwirklicht ist, das zeigen die Produkte jeweils in der untersten Zeile.

Erginzend sei hier hinzugefiigt, daB sich anscheinend auch die Salze
des Ammoniaks derselben Regel fiigen. Es wurde eine Versuchsreihe mit
Ammoniumcarbonat ausgefilhrt, das ja ebenfalls Gerbstoffe fillt und
dessen Aufnahmegeschwindigkeit daher mit den nimlichen Methoden
bestimmt werden kann. Die Ergebnisse, die bei Spirogyra majuscula mit
(NH,),CO, erzielt wurden, sind in Versuch 14 zusammengefaBt.

Versuch 14: Ammoniumkarbonat, Spirogvra majuscula. » =5 -9.
Temps 17°.

Konzentration .. 0,1 0,06 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 0,00156 Mol
Fillungszeit. . . .. 15,2 32,8"” 69,6 22,17 717”7 1098” 1838
Konz. - Fillungsz. 1,620 1,640 1,725 2,763 4,481 3,431 2,869

”

Ein Blick zeigt, daB die Fallungszeiten der Konzentration
wenigstens annidhernd umgekehrt proportional sind. Wurde
nun die Schnitte solange, als die Fillungszeit entspricht, in die
betreffende Konzentration von (NCl);CO, gelegt und hernach
in 0,5 Mol KCl gebracht, dann zeigte sich in den Zellen deutliche
Plasmolyse. Hieraus ist klar zu ersehen, daB die Objekte zur
Zeit, da der Niederschlag erschien, noch nicht geschiadigt sein
konnten, daB also die Aufnahme normalerweise so erfolgt, wie
es der Versuch 14 andeutet,

8. Vergleich zwischen frelen Alkaloiden und Alkaloidsalzen.

Die soeben geschilderten Versuche zeigen, da die Alkaloid-
salze eine dhnliche Kurve der Fallungszeiten und damit eine ent-
sprechende Bezichung zwischen Aufnahmegeschwindigkeit und
Konzentration ergeben, wic die zugehérigen freien Basen. LBt
sich nun daraus schlieBen, daBB die Salze der Alkaloide durch das
Plasma in genau derselben Weise diffundieren wie die freien Basen,
und besteht damit ein Gegensatz zu der wiederholt gemachten
Feststellung, wonach die Aufnahme der Salze eine aktive Titigkeit
der Zellen voraussetzt?
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Zur Beantwortung dieser Frage gehen wir von der Over-
tonschen Angabe aus3), daBl die Salze der Alkaloide die Gerb-
séiure in den Spirogyren langsamer fillen als die entsprechenden
freien Basen. Das hat sich in meinen Versuchen vollig bestitigt,
wie aus den Daten des Versuchs 15 ohne weiteres zu ersehen ist.
Um hier genau vergleichbare Werte zu erhalten, wurden die
Parallelversuche mit Chinin, Chininsulfat und Chininhydrochlorid
genau zu derselben Zeit und genau mit demselben Material
angestellt*).

Versuch 15: Spirogyra X. n = 18. Temp. 19°.

Konzentration ..................... 0,00156 0,00078 0,00039 Mol
Chinin, Fallungszeit................. 8,6” 18" 38,7 ,,
Konzentration « Fillungszeit. . . .0,01326 0,01404 0,01609 ,,
Chininsulfat, Fillungszeit ........... 14,8 26,5" 42,3" ,,
Konzentration - Fillungszeit. ..0,02309 0,02087 0,01650 ,,
Chininhydrochlorid, Fallungszeit ..... 24,3 47,8"” 91,7 ,,

Konzentration - Fillungszeit. . .0,03791 0,03728 0,03576 ,,

Es ergibt sich, daB bei der freien Base die Fillungszeiten
allenthalben am kiirzesten sind. Schon beim Chininsulfat macht
sich ein unverkennbarer Anstieg bemerkbar und beim Chinin-
hydrochlorid haben sich die Werte fast verdreifacht. Dement-
sprechend sind auch die Produkte aus Konzentration und Fillungs-
zeit, die immer in der zweiten Zeile beigefiigt sind und die sich
innerhalb derselben Reihe dem Fickschen Gesetze entsprechend
annihernd auf derselben Hohe erhalten, vom Chinin ausgehend
tiber das Sulfat bis zum Chlorid im gleichen Sinne angewachsen.
Wir sehen also, daB tatsiichlich die Aufnahme der Alkaloidsalze
hinter derjenigen der freien Basen mehr oder minder stark
zuriickbieibt. Ehe wir uns auf die Erklirung dieser Erscheinung
néher einlassen, miissen wir uns noch ganz kurz der Giftwirkung
der Alkaloidsalze zuwenden. Es gilt hier genau dasselbe, was tiber
die freien Alkaloide gesagt wurde. Die Giftigkeit der verwendeten
Salze ist so gering, daB sie sich in der fiir die Herbeifithrung des
Niederschlags erforderlichen Zeit noch nicht bemerkbar macht.
In einer speziell nach dieser Richtung hinzielenden Versuchsserie
mit Chininsulfat (Spirogyra X) wurden zunéichst die Fallungs-
zeiten fir 0,00157—0,000097 Mol bestimmt und dann die Faden

*) Die Versuche 7, 12 und 13 lassen keinen solchen Vergleich zu,
da sie zu verschiedenen Zeiten angestellt sind.
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in 0,25 Mol Ca(NQ,), verbracht. In allen Fillen ergab sich schéne
Plasmolyse. In einer weiteren Serie, in der die Fallungszeiten
fir Chininhydrochlorid von 0,0126—0,00039 Mol festgestellt
wurden,'konnte der Nachweis erbracht werden, daB auch bei
einem Aufenthalt in der Salzlosung, der doppelt so lange wihrt,
als die Fallungszeit, eine Schidigung des Protoplasmas nicht
eintritt. Eine Kontrolle mit Ca(NQ;), ergab in allen Fillen gute
Plasmolyse, die mit Wasser wieder riickgingig gemacht und bei
wiederholter Einwirkung von Ca(NOs), von neuem hervorgerufen
werden konnte. Die Salzaufnahme ist also bis zur Fallungszeit
sicher unter normaler Titigkeit der lebenden Zellen erfolgt.

Wir stehen nun vor der Aufgabe, klarzustellen, wie die lang-
samere Aufnahme der Salze zu deuten ist. Overton erklirte
diese Erscheinung so: Es ist bekannt, dal in den Ldsungen der’
Alkaloidsalze freie Base hydrolytisch abgespalten wird. Nimmt
man an, daB nur die freie Base eindringt, das Salz aber nicht,
so muB auch in den Losungen der Salze eine Fillung eintreten,
aber langsamer als in den entsprechenden Lésungen der freien
Basen. Gibt man eine Spur freier Séure in die Losung des Alkaloid-
salzes, so kann man die Hydrolyse so weit zuriickdringen, daB
keine freie Base mehr vorhanden ist. In solchen Fillen trat keine
Ausfillung mehr ein, und Overton erblickte darin den Beweis
fir seine Auffassung, daB nur die freie Base eindringe, das Salz
aber nicht. Ruhland (4) bestitigte das auf plasmolytischem
Wege.

Meine eigenen Versuche brachten eine Bestitigung der
experimentellen Befunde von Overton. Einige Versuchsdaten,
die sich alle auf Spirogyra majuscula beziehen, seien hier angefiihrt,

Versuch 16:
a) in Chinin 0,00157 b) in Chininhydrochlorid c) in Chininhydr. 0,00315}0 g
0,00157 40,01 norm. HOl 2
nach 15’ starker . nach 15’ schwacher nach 15’ kein Nieder-
Niederschlag Niederschlag schlag

Die Objekte von c), die keine Schrumpfung und keine Kontraktion
der Chromatophoren zeigten, wurden 15’ in Wasser und dann in 0,00157 Mol
Chinin gelegt; in einem Versuch erfolgte ein Niederschlag nach 338", in
einemyzweiten nach 180’’; bei einem dritten Kontrollexperiment in 0,0504Mol
trat die Fillung nach 146" ein, der Vergleich von a), b), und c) ergibt, dal
die Angaben von Overton tatsichlich zu Recht bestehen, und daB durch
die Beigabe von Salzsiure die Aufnahme der Alkaloidsalze noch weiter
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zuriickgedringt wird. Dies duBert sich auch in den folgenden Versuchen,
bei denen immer geringere Konzentrationen von Salzsiure angewendet
wurden. ‘
Versuch 17: Spirogyra majuscula. in 0,00315 Mol Hydrochlorid}. g
Temp. 16,5° + 0,01 norm. HCl

To
nach 10’ kein Nieherschlag, auch keine Schrumpfung und keine Kontraktion
der Chromatophoren; dann in Wasser abgespiilt und in 0,00157 Mol Chinin;
nmittlere Fillungszeit in 8 Einzelversuchen 94,5" (Kontrolle ohne Vorbe-
handlung mit Chininhydrochlorid + Salzsiure 39,0”). -

Versuch 18: Sp. majuscula in 0,00315 Mol Chininhydrochlorid| £
Temp. 16,5° + 0,005 norm. HCL | R

nach 15’ kein Niederschlag, vielfach Kontraktion der Chromatophoren;
dann abgespiilt und in 0,001 Mol Chinin, mittlere Fillungszeit in 6 Einzel-
versuchen 69,7 (Kontrolle ohne Vorbehandlung 53,8”, also gute Uber-

.einstimmung). .

Versuch 19: Sp. majuscula in 0,00315 Mol Chininhydroohlorid}‘; g
Temp. 16° + 0,0025 norm. HCl e

nach 30’ kein Niederschlag, vielfach Kontraktion der Chromatophoren;
dann abgespiilt und in 0,00157 Mol Chinin; mittlere Fillungszeit in 2 Einzel-
versuchen 120" (Kontrolle ohne Vorbehandlung 91,2).

Versuch 20: Sp. majuscula in 0,00315 Mol Chininhydrochlorid) g
Temp. 17° + 0,00125 norm. HCl }

w
nach 15’ kein Niederschlag, vielfach Kontraktion der Chromatophoren;
dann abgespiilt und in 0,00157 Mol Chinin. Féllungszeit 72",

Zu diesen Versuchen ist noch zu bemerken, da8 sich bei 0,0025 norm.
HCI nach 90/, bei 0,00126 norm. HCl nach 160’ die Hilfte der Zellen nach
dem mikroskopischen Aussehen als geschidigt erweist. Dies sind aber Zeit-
werte, die weit iiber der angewendeten Einwirkungsdauer liegen. Wir
ktnnen also annehmen, daB das Absterben der Zellen nicht fiir die beob-
achteten Erscheinungen verantwortlich gemacht werden kann.

Ehe wir uns aber der Overtonschen Interpretierung an-
schlieBen konnten, muBte entschieden werden, ob nicht an
sich schon die Siéure die Ausfillung des Tartrates hemmt. Die
Overtonsche Deutung wire richtig, wenn freie Base, Salz und etwas
Siaure im Reagensglas Gerbsiure gleich rasch fiallten. Versuche
in vitro ergaben nun, da dies von 10 proz. Gerbsdure hinab bis
zu 1proz. tatsichlich der Fall ist. Der Niederschlag trat prak-
tisch zu derselben Zeit ein. Base und Chlorid verhielten sich auch
bis zu 0,0125 proz. Gerbsiiure annéhernd gleich, ein Zusat2 von
HCl zum Salz aber hinderte bereits bei 0,25 proz. Gerbsiure den

Niederschlag vollig.
$
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Die Versuche wurden derartig angestellt, da8 1 Tropfen Gerb-
siure (Kahlbaum, frische Lésung) und 1 Tropfen Alkaloid (Chinin,
Chininhydrochlorid und Chininhydrochlorid + HCI) nebenein-
ander auf den Objekttriger gebracht und dann zum Zusammen-
flieBen veranlaBt wurden. Zwei derartige Versuchsreihen seien hier
angefithrt. Bei der einen war die Salzsiure 0,0025, bei der andern
0,00125 normal (durch Vermischen mit dem Hydrochlorid sank
natiirlich die Konzentration auf die Hilfte).

Versuch 20a: Fillung von Gerbsiure durch Alkaloide in vitro.
Temp. 19°. c)

a) b) 1 Tropfen Gerb-
: 1 Tropfen Gerb- 1 Tropfen Gerb- siureundlTropfen
ﬁnz(;::;;: siure und 1 Trop- sédure und 1Trop- (Chininhydrochlor.
fen Chinin fen Chininhydro- 0,00315 + 0,0025
0,00157 chlorid 0,00157 norm. HCI) gleiche
Teile.
109, Niederschl. sofort Niederschl. sofort Niederschl. sofort
l% ’ n. 3,1" . I n. 3,6" 9 n. 4,2”
0,5% » n.3,6" »  n.4,8” nach 8 bis iiber 60"

Schon in diesem Versuch tritt die hemmende Wirkung der Séure im
chemischen Versuch bei niederer Konzentration von Gerbsiure klar zutage.
Noch deutlicher wird dies in der folgenden Versuchsreihe.

Versuch 21: Fillung von Gerbsiure durch Alkaloide in vitro.

Temp. 18,5°. -¢)

») b) . 1 Tropfen Gerb-
Konzentration 1 Tropfen Gerb- 1 Tropfen Gerb- siureund 1 Tropfen
der Gerbsiure 54Ur® und 1Trop- séure und 1Trop- Chininhydrochlor.
fen Chinin fen Chininhydro- 0,00315 - 0,00125
0,00157 chlorid 0,00157 o gleich'e’ Teile

10% Niederschl. sofort Niederschl. sofort Niederschl. sofort

19, ,, nach 44" ,» nach 4,1 » nach 4,77
0’5% ” ” 5'],' ” ”»” 6’5,’ ” ” 7 bis

iiber 120/

0 y ” ” 3'6" A4 ” 6" .
0:?525/%_’ . 4,27 I ¥ nach 120” kein

0,01259%, w w1617, 18,17 | Niederschlag.

Wie man sieht, sind hier die Fiillungszeiten fiir Chinin und Chininhydrochlorid
praktisch gleich, fiir Hydrochlorid und Salzséure macht sich aber von 0,569,
Gerbsiiure an abwiirts eine immer stirkere Hemmung der Fillungen gel-
tend, die dazu fithrt. daB in den angewendeten Beobachtungszeiten iiber-
haupt kein Niederschlag beobachtet wurde. Dieses Ergebnis zeigt uns,
daB die Overtonsche Deutung nicht so ohne weiteres zu Recht besteht.
Sie wire nur bewiesen, wenn die Gerbsdure in den Vakuolen von Spiro-

19+
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gvra mindestens 19, betragen wiirde. Hieriiber wissen wir aber nichts.
Da aber auBerdem nicht zu entscheiden ist, ob der in der Spirogyra vor-
handene Gerbstoff identisch ist mit dem gepriiften, und da bei der Fillung
in der Spirogyrazelle neben Gerbetoff auch noch andere Substanzen (wahr-
scheinlich EiweiBkorper) im Spiele sind*), so war auf dem angegebenen
Wege keine sichere Entscheidung méglich. Eine solche war indes in anderer
Weise herbeizufiihren. .

Ausgehend von der Idee, daB das tote Plasma firr Base und Salz
gleich permeabel sei, wurde probiert, das Protoplasma vor oder wihrend
des Aufenthalts in der Salzlosung abzutoten. Zum Ziele fiihrte schlieBlich
eine Sittigung der Losungen mit Chloroform. In diesem Falle war die
Fillungszeit fiir dquimolekulare Mengen von Salz und Base gleich groB,
. oder es trat wenigstens eine starke Anndherung der Vergleichsweite ein,
wie Versuch 22—24 zeigen.

Versuch 22: Aufnahme bei Abtétung mit Chloroform.

Konzentration . . .0,00157 Mol 0,00078 Mol
Chinin. . . .. .. 14,87 ,, 36,6 ,,
Chinmhydrochlorid . 29,6" » - 55v0" ”

Hier ist der Kontrast zwischen Chinin und Chininhydrochlorid schon
lange nicht mehr so groB wie in Versuch 15 ohne Chloroform. Dort betrug
die Fillungszeit fiir dasselbe Salz das Dreifache, hier das Zweifache oder
noch weniger. In einem gleichartigen weiteren Versuche (23) ist der Unter-
schied villig verschwunden.

Versuch 23: Aufnahme bei Abtétung mit Chloroform. (Wie in
Versuch 22 sind die Alkaloidlésungen mit Chloroform gesiittigt.)

Konzentration . . .0,00157 Mol 0,00078 Mol
Chinin . . . . . . . 144" 314”7 ,,
Chininhydrochlorid . 16,7 ,, 30,2” ,,

SchlieBlich sei noch ein Versuch erwiihnt, bei dem drei Vergleichs-
losungen von Chinin 0,00167 Mol, Chininhydrochlorid 0,00167 Mol und
Chininhydrochlorid + 0,00125 norm. HCl (gleiche Teile!) mit Chloroform
gesiittigt waren (Versuch 24).

Versuch 24: Aufnahme bei Abttung mit Chloroform. Temp. 18°.

Chinin Fillungszeit 111,3"” (Mittel aus 3 Einzelwert.)
Chininhydrochlorid » 117,5” »
Chininhydrochlorid 4 HCl " 113,5” ”

Die Ubereinstimmung ist hier so gut, als sic nur irgendwie sein kann.
Zum Vergleich wurde noch ein Kontrollversuch ohne Zufiigung von Chloro-
form angestellt, der ergab, daB nunmehr die Fallungszeit beim Hydrochlorid
dreimal sv lang ist, wihrend bei Zugabe von Salzsiure zum Hydrochlorid
ein Niederschlag iibcrhaupt ausbleibt.

*) Versuche mit HiihnereiweiB in vitro gaben mit Alkaloiden und
Alkaloidsalzen ebenfalls Niederschlige, allerdings von etwas anderem Cha-
rakter.

*
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Dariiber, daB in unseren Versuchen die Zellen tatsiichlich getotet
waren, kann kein Zweifel bestehen. Durch das Chloroform wird das Proto-
plasma sehr rasch zum Absterben gebracht. Bereits nach 5 Aufenthalt
in Chininhydrochlorid 0,00157 Mol gesiittigt mit Chloroform, ist das Plasma
getotet, leicht geschrumpft und nicht mehr plasmolysierbar, wihrend 30/
Aufenthalt in Chininhydrochlorid derselben Konzentration ohne Chloro-
form kaum eine Schidigung erkennen liBt, was sich in der durchaus nor-
malen Plasmolyse éuBert.

Bringt man die Fiden vor'dem Eintragen in die Alkaloidlosungen in
Chloroform und stuft diesen Aufenthalt schrittweise ab, dann kann man
beobachten, daB mit abnehmender Einwirkungsdauer auch der Kontrast
zwischen Chinin, Chininhydrochlorid und Chininhydrochlorid + HCl
immer deutlicher hervortritt, und zwar genau in dem MaBe, das der schi-
digenden Wirkung des Chloroforms entspricht, die mit sinkender Ex-
positionszeit mehr und mehr verklingt.

Sittigt man die Losungen statt mit Chloroform mit Ather, 80 wird
die Fillungszeit fiir das Salz ebenfalls verkiirzt, aber sie bleibt etwas linger
als bei der Base. Dem entspricht, daB mit Ather gesattlgte Léosungen lang-
samer toten als mit Chloroform gesiittigte.

Damit ist nun unsere Frage im Sinne Overtons entschieden. Nur
die freien Basen der Alkaloide diffundieren durch das Protoplasma von
Spirogyra, die Molekiile des Salzes dagegen nicht. Da diese Hemmung
mit dem Tod der Zellen erlischt, so muB sie auf einer aktiven Beteiligung
des lebenden Plasmas beruhen.

Zusammenfassung.

Die Untersuchungen, iiber die im vorstehenden herichtet
worden ist, bewegten sich alle auf einer Linie: sie sollten die aktive
Beteiligung der lebendigen Zellen an der Stoffaufnahme schérfer
herausarbeiten. Diese Aufgabe ist von verschiedener Seite aus
in Angriff genommen worden. In einer ersten Gruppe von Ver-
suchen wurde die aktive Betitigung der Zellen dadurch aus-
geschaltet, dal das Gewebe vor dem Verbringen in die Salzlésungen
durch Ather oder Chloralhydrat in den Zustand der Narkose
versetzt wurde. Die Experimente erstreckten sich auf die Pali-
sadenzellen von Buxus sempervirens und Acer platanoides und
betrafen die Aufnahme von KCl und NaCl. Es ergab sich, daB
durch die Narkose die Salzaufnahme vollstindig unterdriickt
wird. Wendet man schwichere Konzentrationen an oder setzt
man die Einwirkungsdauer des Narkoticums herab, dann findet
bloB eine Verlangsamung des Eindringens statt, das zu nor-
malen Verhiltnissen hiniiberleitet. Die Narkosewirkung nimmt
nach einiger Zeit wieder ab, so daB nach einem bestimmten
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Intervall die typischen Permeabilititsverhiltnisse hergestellt
werden ¥).

Die Wirkung verdiinnter Siuren auf die Salzaufnahme liegt
in der ;,umgekehrten Richtung; durch ihren EinfluB wird die
Durchliassigkeit erh6ht und es werden Verhiltnisse geschaffen,
die eine rein physikalische Aufnahme der Salze bedingen, und zwar
schon bei Saurekonzentrationen, die keine dauernde Schidigung
des Protoplasten nach sich ziehen. Das duBert sich darin, da
die Aufnahmegeschwindigkeit von NaCl, die bei den Palisaden-
zellen von Buxus sempervirens unter normalen Umstinden kon-
stant ist, bei vorheriger Einwirkung von Oxalséure oder Salzsiure
dem Fickschen Diffusionsgesetz folgt, d. h. der AuBenkonzentration
proportional geht.

Eine solche nach rein ,physikalischen Gesetzen erfolgende
Stoffaufnahme zeigte sich nun schon unter normalen Verhialt-
nissen bei den freien Alkaloidbasen. Das ist wieder einer von den
vielen Hinweisen darauf, daB das physiologische Geschehen nicht
auf eine einzige Schablone zuriickgefiihrt werden darf. Die Ver-
suche mit Alkaloiden erstreckten sich auf zwei Spirogyraarten, und
als MaB fir die Aufnahmegesthwindigkeit diente die Fillungszeit
des in der Vakuole vorhandenen Gerbstoffs. Experimente mit
Ghinin, Coffein und Piperidin ergaben, daB das Produkt aus
Fillungszeit und AuBenkonzentration weitgehend konstant ist,
wie das nach dem Fickschen Gesetz zu erwarten war. Hier ist also
ein prinzipieller Unterschied zu dem Verhalten der oben erwihnten
anorganischen Salze vorhanden. Es war deshalb von Wichtigkeit,
festzustellen, wie sich die Salze der Alkaloidbasen verhielten.
Schon Overton hatte festgestellt, da die Salze viel langsamer
fillen, und er fiihrte dies darauf zuriick, daB bloB die in der Salz-
lésung vorhandene hydrolytisch abgespaltene freie Base ein-
dringt. Diese Auffassung Overtons konnte bestitigt werden.
Setzt man dem geldsten Salz eine Spur Siaure, welche die Hydrolyse
zuriickdringt, zu, dann findet keine Fillung, also auch keine
Aufnahme statt. Wenn man nun in einer Vergleichsreihe freie
Alkaloidbase, Alkaloidsalz und Alkaloidsalz + verdiinnte Séure
in dquimolaren Mengen anwendet, aber alle drei Lisungen mit

*) Auch Lepeschkin (Ber. d. d. bot. Ges. 29. 1911) fand eine Herab-

setzung der Permeabilitit fir Salze und Anilinfarben durch Ather und
Chloroform.
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Chloroform siittigt, dann erfolgt der Niederschlag zu derselben Zeit,
und das ist eine Folge davon, daB durch das Chloroform die Zellen
AuBerst rasch abgetotet werden. Hier wirkt also das lebende
Plasma dahin, daB die Salzaufnahme, die nach dem Absterben
ebenso rasch stattfindet als die der freien Base, unterbleibt. Damit
ist aber auch bei den Versuchen iiber die Alkaloide der Anschlu3
an unsere Hypothese gewonnen.
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Uber Urikase im Samenorganismus.
Vorlaufige Mitteilung.

Von
Antonfn Némeec.

(Aus der Biochemischen Abteilung der Staatl. Versuchsanstalt fiir Pflan-
’ zenproduktion in Prag.)

(Etngegangen am 11. Oktober 1920.)
Mit 1 Abbildung im Text.

Obwohl iiber enzymatische Harnsiurespaltung im tierischen
Organismus schon viele Untersuchungen unternommen wurden,
sind bisher @hnliche Enzymreaktionen im Pflanzenkorper fast
vollstindig unbekannt.

Kossowicz!) zeigte, daB die von ihm festgestellten Zersetzungen der
Harnsiure und Hippursiure durch zahlreiche Pilze Prozesse enzymatischer
Natur sind. Da8 uricolytische Enzyme auch im Organismus hoherer Pflan-
zen auftreten, kann man aus der Arbeit von G. Berti?) schlieBen. In dieser
Studie wurde die Wirkung einiger dem Pflanzenreich angehérenden Enzyme
auf die Harnsiure untersucht, und zwar des Emulsins, des Papains, der
Takadiastase und der Malzdiastase. Die Harnsdure wurde in Natrium-
phosphat aufgelést, der Titer der Losung mittelst der Folin - Schaffer-
schen®) Methode bestimmt; durch geeignete Versuche wurde festgestellt,
daB das zur Fillung des Ammoniumurates verwendete Ammoniumsulfat
die Enzyme nicht oder nur spurenweise mit sich riB. Eine Reihe von Kolb-
chen, wélche Harnsiiure, Enzym und Toluol enthielten, wurde in den Brut-
schrank gebracht und in gewissen Zeitabstinden der Gebalt an Harnsiure
bestimmt. Es ergab sich, daB die verwendeten Enzyme ein ausgesprochen
harnsidurespaltendes Vermogen besitzen. Unter dem Einflusse der enzy-
matischen Wirkung wird der Gehalt der Losung an Harnsiure bedeutend
herabgesetzt, kommt jedoch nicht ginzlich zum Schwinden. Hierbei
wurde aber in interessanter Weise beobachtet, daB durch die Wirkung des
gleichen, die Harnsiure zerstorenden Enzyms nach 10—12 Tagen dieselbe

1) Kossowicz: Zeitschr. f. Gihrungsphysiol. 1, 121 u. 317. 1912.
?) Berti: Biochemica e Terap. Sperim. 2, 266. 1911.
3) Folin und Schaffer: Zeitschr. physiol. Chemie 32, 553. 1900.



A. Némec: Uber Urikase im Samenorganismus. 287

neuerdings gebildet wird. In dieser Richtung fanden in @hnlicher Weise
Ascoli!) und Izar?), sowie Preti?), daB die durch die Leber bei Luft-
zufuhr zerstorte Harnsdure durch Stehenlassen mit dem Rinderleberbrei
bei LuftabschluB und Kohlensiduredurchleitung im Brutschrank wieder
gebildet wird, daB hier also gewissermaBen ein reversibler ProzeB vorliege.

Die meisten Forscher, welche die enzymatische Spaltung der Harn-
siure studierten, haben sich bei ihren Untersuchungen damit begniigt,
das Verschwinden der Harnsiure zu konstaticren. Es ist aber in neuerer
Zeit fraglich geworden, ob die einfache Feststellung, daB Harnsiiure vers
schwindet, geniigt, um das oxydicrende Ferment sicherzustellen. Fiir die
Harnsdurespaltung durch Urikase existieren nach Battelli und Stern3)
zwei Arten des Abbaus: 1. ein hydrolytischer, 2. der typische oxydative
Abbau zu Allantoin durch Urikase, bei welchem Sauerstoff gebunden und
Kohlendioxyd gebildet wird. Ob und in welcher Weise Allantoin weiter
zerstort wird, dariiber ist das letzte Wort noch nicht gefallen. Almagia®)
nimmt eine weitere Umwandlung des Allantoins zu Glyoxalsiure an, Cipol-
lina%) noch eine weitere Oxydation zu Oxalséiure. Schittenhelm?)
weist auf die Moglichkeit einer Oxydation zu Harnstoff hin, welche wahr-
scheinlich in dhnlicher Weise wie die durch Wasserstoffpetoxyd und Eisen-
chlorid von Ohta®) in Neubergs Institut durchgefithrte Spaltung der
Harnsdure in Harnstoff, Oxalsiure und Ammoniak verlaufen méchte.

¢ Bei Gelegenheit einer Untersuchung iiber die desamidisieren-
den Enzyme der Samenorganismen habe ich einige Versuche iiber
die Harnsdurespaltung durch Enzyme der Samenkérper durch-
gefihrt, die ich im folgenden wiedergebe. Es hat sich gezeigt,
daB das Sojabohnenmehl in ausgesprochener Weise ein enzy-
matisches Harnsdurespaltungsvermégen zeigt, besonders bei An-
wesenheit von Luftsauerstoff. Die Spaltung der Harnsiure durch
* Sojabohnenmehl verlduft bis zur Ammoniakbildung; welche
Ubergangsformen wihrend des Harnstoffabbaus gebildet werden,
habe ich bisher noch nicht untersucht, jedoch halte ich unter-
dessen mit Riicksicht auf den betrichtlichen Ureasegehalt der

"1) Ascoli und.Izar: Zeitschr. physiol. Chemie 38, 529. 1908; 62, 347.
1909.

2) Izar: Zeitschr. f. physiol. Chemie 64, 63. 1910; 63, 78. 1910.
Biochimica e Terap. Sperim. 3, 117. 1912.

3) Preti: Zeitschr. f. physiol. Chemie 62, 354. 1909.

¢) Oppenheimer: Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 821. 191 3

5) Almagia: Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 4560. 1906.

8) Cipollina: Berl. klin. Wochenschr. 1901, S. 544,

7) Oppenheimer: Handbuch der Biochemie 4. Schittenhelm:
Der Nucleinstoffwechsel 1911.

8) Ohta: diese Zeitschr. 34, 439. 1913.
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Sojasamen fiir wahrscheinlich, da8 die oxydative Spaltung im
Sinne der oben angefiihrten Schittenhelmschen Anschauung
stattfindet.

Versuche iiber den Urikasegehalt der Sojabohne.

Zu den Versuchen wurden einheimische, auf unseren Versuchs-
feldern akklimatisierte Sojabohnensamen ausgewihlt und in
feingemahlener Form verwendet. Die Urikasewirkung wurde
an Kaliumurat (E. Merck) studiert, und zwar wurde 5g Soja-
bohnenmehl im Erlenmeyerschen Kolben je mit 100 ccm 0,3 proz.

~ Kaliumuratlésung (welche durch Auflésung des Urats in kochen-
dem Wasser hergestellt wurde) versetzt und unter Zugabe von
5ccm Toluol im Brutschrank bei 35° C belassen.

Es wurden insgesamt vier Versuchsrethen angestellt:

1. 5g Sojabohnenmehl + 100 ccm 0,3 proz. Kaliumurat-
16sung -+ 5 cerd Toluol. Der Versuchskolben wurde mit Kautschuk-
pfropfen geschlossen und im Brutschrank bei 35°C angesetzt
(Versuch ohne Luftdurchfiihrung).

2. 5g Sojabohnenmehl + 100 ccm 0,3 proz. Kaliumurat-
lésung + 5 cem Toluol. Der Kolben wurde mit zweimal gebohrtem
Kautschukpfropfen geschlossen, und zwecks Zuftthrung und Ab-
filhrung der Luft mit passenden. R6hrchen versehen. Die durch
den Kolben durchzuleitende Luft strich zuerst einen Filtrierturm
mit Watte, dann eine Drechslersche Waschflasche mit 0,5 proz.
Sublimatlésung, weiter eine kleine Waschflasche mit Toluol,
bevor sie durch ein bis auf den Boden reichendes Glasrohrchen in
das Reaktionskolbchen im Brutschranke gelangte ; durch das zweite
Glasrohrchen, welches knapp unter dem Kautschukpfropfen endete,
wurde die Luft weiter in ein wieder mit zwei Bohrungen in dem
Pfropfen versehenes Erlenmeyerkélbchen (auBerhalb des Brut-
schrankes) mit titrierter Schwefelsiure gefithrt und endlich in
eine der beiden Saugflaschen des Wasseraspirators, in welchen
zugleich die Menge der durchgeflossenen Luft gemessen wurde.
Im Durchschnitte wurden pro 24 Stunden 25 1 Luft durchgefiihrt.
Temperatur im Brutschrank: 35° C.

3. Kontrollversuch: 5g Sojabohnenmehl + 100 ccm destil-

) liertes Wasser + 5 ccm Toluol (unter Luftabschlu8 adl.). Tem-
peratur im Brutschrank: 35°C.

4. Kontrollversuch: 5g Sojabohnenmehl 4 100 cem  destil-
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liertes Wasser + 6 ccm Toluol (unter Luftdurchfiilhrung ad 2),
durchschnittlich 251 pro Tag). Temperatur im Thermostat:
35°C. .

In diesen Versuchen wurde die Urikasewirkung nicht durch
das Verschwinden der Harnsiure, ebensowenig durch das ent-
standene Kohlendioxyd verfolgt, sondern es wurde der abgespaltene
Ammoniak bestimmt unter Benutzung einer #hnlichen Destil-
lationsmethode, welche bei den Versuchen iiber die Urease der
Getreidesamen verwendet wurdel). Von Zeit zu Zeit wurde der
Versuch abgebrochen und die Menge des gebildeten Ammoniaks
unter - Luftdurchsaugung wihrend der Destillation in die titrierte
Schwefelsgurelosung (1 ccm — 0,000811 g Ammoniak) bestimmt.

Die Versuchsresultate mit Sojabohne sind in der folgenden
Tabelle zusammengestellt:

Versuche mit Sojabohne.

5 g Sojabohnenmehl; 0,39, Kaliumuratlésung; 59, Toluol.
Versuchstemperatur 35° C.

o' Versuche
§ a unter Luftabschlu8 unter Luftdurchfithrung
S | Kontroll- Kontroll-

= E ‘:‘:“:h Kaliumurat v::lu:h Kaliumurat

'ga Q. - O. NH % O‘ O. - NH,

55 :- E g 5 nngze-' der g E 2‘ E ma‘bge-' d,gr

5 & g g a spalten | Spal- P E g a spalten | Spal-
8 8 ausUrat| tung ] 8 ausUrat| tung

24166 14,03]12,2| 745| 3,42 | 8,4 | 8,7|531/23,4| 1430 899 | 9,1

7219,715,93]17,2| 10,51 | 458 | 48 | — | — |30,6] 18,69 | — —

1200 — | — |21,5|13,13| — — |11,8]7.21]31,8( 19,43 | 12,22 | 12,8

144]9,5 |5,80|22,6| 18,74 | 794 | 8,0 |11,3|6,90|34,2] 20,89 | 13,99 | 14,1

Bei vollstindiger Spaltung liefert Kaliumurat C;H;KN,Oq
(0,3 g Substanz) theoretisch 99,03 mg Ammoniak.

Aus diesen Resultaten, welche auch graphisch dargestellt
sind, ist ersichtlich, daB Sojabohnen ein merkliches Harnsdure-
spaltungsvermégen besitzen. Es wurde beobachtet, dal der Zer-
setzungsvorgang viel energischer vor sich geht, wenn die Reak-
tionsfliissigkeit mit Luftsauerstoff gesittigt wird als unter Luft-
abschluB.

1) A, Némec, diese Zeitschr. 91, 126. 1918.
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Da die oxydative Spaltung der Harnsdaure durch Sojabohnen-
mehl bis zur Ammoniakbildung verlduft, muB angenommen wer-

il
b . _Urvkase mt Luff
i R | Urikase otne Luf
t /) a
. Sofa mit Luf
5 Wz
i I .
74 7 7 x (TR T e

Abb. 1.

den, daB an diesen Spaltungen mechrere Enzyme teilnehmen,
mindestens die Urikase (Harnsiure wird in Allantoin oxydativ

gespalten):
N-———C- (OH)
| |
C.(OH)C—NH _ .NH—CH—-NH.
|| | (O+HO0+0 -» (O | CO + CO, .
N— C—NH’ “NH-CO NH,”

Die hypothcetische Allantoinase (Allantoin wird in Harnstoff und
Glyoxalsdure hydrolysiert):

0
,NH—CH—NH. UNH, ¢ NHy
co | CO+HO0 - (0 +|H 4 “¢o
“NH—CO NH,” “NH, OOOH NH,
und endlich die Urcase (Harnstoffzersetzung in Ammoniak und
Kohlendioxyd):
7/ NH,
CO ,+H 0 -» COp+2NH,.
“NH,

Das betrichtliche Harnstoffspaltungsvermégen der Sojasamen
steht mit dieser Anschauung im besten Einklang.




Quantitative Untersuchungen des Magnesium-Kalk-,
und Barium-Sulfat-Antagonismus.

Von
M. Kochmann.
[Nach Versuchen von C. Lucanus und R. Multhaupt?).]

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Halle a. S.)
(Esngegangen am 11. Okiober 1920.)

Mit 1 Abbildung im Text.

Bei der Feststellung des Einflusses pharmakologisch wirksamer
Korper werden vielfach die Mengenverhiltnisse auBler acht ge-
lassen. Und doch spielt die Dosierungsfrage kaum eine geringere
Rolle als die chemische Beschaffenheit der untersuchten Substanz
selbst. Bei Agenzien, die im tierischen Organismus antagonistische
Wirkungen entfalten, ist es von Interesse festzustellen, inwieweit
ein solcher Antagonismus in quantitativer Hinsicht besteht,
welche Gaben des ,,Giftes* mithin noch entgiftet werden kénnen,
ob der Entgiftung enge oder weite Grenzen gezogen sind. Unter
Umsténden kénnen die gewonnenen Ergebnisse zur Aufklirung
der dabei ins Spiel kommenden Vorginge beitragen und auch
vom praktischen Gesichtspunkt einen gewissen Wert besitzen.
Merkwiirdigerweise sind derartige quantitative Untersuchungen
weder fiir den Antagonismus Magnesiumion — Calciumion. noch
Bariumion — Sulfation bisher, wenigstens nicht in ausreichendem
MaBe, ausgefithrt worden.

Bei den folgenden Untersuchungen am Frosch (R. fusca)
wurde in der Weise vorgegangen, daf zunichst die todliche Gabe
der beiden Antagonisten festgestellt und dann der gegenseitige
Antagonismus quantitativ verfolgt wurde. Es schien auch ge-
boten, das ,,Gegengift‘‘ vor und nach der Vergiftung darzureichen,
um so die prophylaktische und kurative Wirkung zu entwickeln

1) Inaug.-Diss. Halle 1920; dort auch die Literaturangaben.
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Im einzelnen verlief ein Versuch folgendermaBen:

Versuch 6: Frosch & 12g.

110 30" 2,0g MgSO, + 7 H,0 pro kg in d. Brustlymphsack 0,096 ccm
25 proz. Lésung.

11b 38’ ertriigt das Tier Riickenlage.

112 48’ auf Kneifen der Schwimmhiute nur schwache Zuckung. Die
Hinterbeine werden nicht an den Rumpf angezogen; ihre Muskulatur ist
vollig erschlafft. Herzschlag sichtbar.

12b 15’ die reflektorischen Zuckungen auf Kneifen sind sehr schwach.

120 30’ Reflexbewegungen beginnen deutlicher zu werden.

122 40’ sehr lebhafte Reflexbewegungen.

12 16’ auf starkes Kneifen erfolgt Lagewechsel.

2b 10’ Riickenlage wird nicht mehr ertragen. Erbolung.

Es zeigt sich also, dall Gaben unter 1,0 g MgSO, 4 7 H,O
nur ganz geringe toxische Erscheinungen hervorrufen; von dieser
Gabe an werden Riickenlage, Lihmung, Erschlaffung der Mus-
kulatur bei schlagendem Herzen beobachtet. Je grofer die Dosis
ist, desto schneller tritt die Vergiftung ein, um so schwerer ist
sie, und um so langsamer erfolgt die Erholung. Bei 3,0, 4,0 und
3,0 g Magnesiumsulfat bleibt die Erholung manchmal aus, d. h.
manche Tiere sterben bereits bei dieser Gabe. Mit 6,0 g ist die
sicher todliche Dosis erreicht.

2. Peststellung der wirksamen und tddlichen Gabe vom Calciumchlorid.

.

Tabelle II
£ || 8 & |Gabe pro kg " Dauer der
=|®€| Gewicht Beginn d Wirkung (d. h. d
H gg (i ‘;gi;'l““ °f | wie lange Assglng er Bemerkungen
Lok in g | Milli- UDE | wurdeRicken- ergiftung
»liing _mol lme ertragen #)i
a) CaCl, +($H.0 in 2prox. Lﬁsung.
1B \05 2,18 — I
}“ )10 | 457 - ! — — Keinerlel Vergiftungs-
1116115 | 68 - - - ! erscheinungen.
2817 | 20 | 9,14 — — -
Bi 1|80 | 1870 8Min. |28td.20Min. Erholung
i1 |40 |1828] 9 Min. — T Wirkung langer als 8 Std.
bheobachtet, am nichsten
| Morgen f aufgefunden.
b) CaCl, + 6 H,O in 4proz. Losung.
5012 1 20 | 914|28td.53Min.| 80 Min. Erholung
%' 12 | 80 |18,70|28td. 6Min. langer a. 8Std. " Hat sich bis zum nichsten
Tag erholt, vermag aber
. nur auf Reiz die Lage su
»! wechseln.
i 18 | 40 | 18,28 |28td.18 Min.| 8 8td. 40 Min. " Ist am nichsten Tag noch
" N . etwas triiger als normal.
™ c) CaCl, + 6 H,0 in 10proz. Losung.
u % 120 | 914] 40 Min. |J Std. 16 Min.| Erholung
® g t:.g ::?.m'{? 4 Min. | Uber 8 Tage w
A 8 Min. — +n.18td.37 Min.
S u |60 |2740] 3 Min. - o 15ta 80 Min. || Bersstillstand ia. Systole.
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Bei dicsen Versuchen mufte die wirksame Substanz in ver-
schicdenen Konzentrationen dargereicht werden. Die fiir den
Frosch isotonische Lisung von Calciumchlorid enthalt 1,69/, CaCl,.
Bei diesem niedrigen Kalkgehalt hitten den Tieren so groBe
Wassermengen zugemutet werden missen, daB dadurch eine
Schidigung des Organismus maoglich gewesen wire. Aus
diesen Grunde wurden 2,4 und 10proz. Losungen verwendet.
Es ist kaum ein Zweifel, daB die Konzentration einen gewissen
EinfluB auf die Giftwirkung ausiibt. Wiahrend 2,0 g Calcium-
chlorid in 2proz. Losung fast jeden EinfluB vermissen lieB, er-
wiesen sich die gleichen Gaben in 4 proz. und 10 proz. Losung
schon wirksam, um ein Vergiftungsbild mit schweren Lihmungs-
erscheinungen hervorzurufen. Auch in der Schnelligkeit der
Resorption zeigten sich bei den verschiedenen Konzentrationen
Unterschiede, die aber hier nicht in Betracht kommen.

Die beobachteten Erscheinungen bestanden in einer allmahlich
eintretenden Lihmung. Nach Verabreichung der tédlichen
Gabe von 4,0 g (CaCl; + 6 H,0) wurde das Herz in systolischem
Stillstand gefunden.

8. Antagonistische Versuche Magnesium — Calelum.

Zuerst wurde untersucht, inwicweit es durch vorherige
Einspritzung von Calciumchlorid gelingt, die Tiere gegen die
Giftwirkung des Magnesiums zu schiitzen:

Protokollbeispiel.

Versuch 30: Frosch 5 14 g.

12 45’ 2,0 g CaCl, 4 6 H,O pro kg in dem Brustlymphsack = 0,7 eccm
der 4 proz. Losung.

2h 15" sichtbare Erscheinungen einer Kalkwirkung bisher nicht zu
verzeichnen. Erhilt jetzt 2,0 g MgSO, + 7 H,O pro kg in dem Ricken-
lymphsack = 0,112 ccm der 25 proz. Lésung.

2b 17’ Lagewechsel nur auf Reiz.

2h 19’ »” wieder spontan. Das Tier kriecht und springt.
2b 25’ ” nur auf Reiz. Muskulatur nicht erschlafft. -

3h 30 » nur auf leichten Reiz.

bh 45’ » noch nicht spontan; auf Reiz sofort.

9b 30/ ” vormittags des nichsten Tages: Es ist vollige Er-

holung eingetreten.
Versuch 72: Frosch & 21 g.
4h 08’ 6,0 g CaCl, + 6 H,0 pro kg in dem Brustlymphsack = 1,26 ccm
_der 10proz. Lésung.
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4212’ bisher keine Kalkwirkung. Es wird jetzt injiziert: 6,0 g MgSO,
+ 7 HyO pro kg in den Riickenlymphsack = 0,604 ccm der 25 proz.

4h 13’ ertrigt Riickenlage; auch auf Reiz kein Lagewechsel. .

4h 25’ reagiert auf Reize noch lebbaft. Hinterpfoten werden an den
Rumpf angezogen gehalten. :

4b 40’ Bewegungen auf Reize sind schwiicher geworden.

4b 55’ auf Kneifen nur ganz schwache Zuckung$

51 056’ reaktionslos. Tod. Herz steht in Diastole still, kontrahiert
sich auf Reiz noch einige Male.

Prophylaktische Darreichung von Calciumchlorid bewirkte
also eine gewisse Abschwichung der Giftwirkung kleiner und
mittlerer Gaben von Magnesiumsulfat. Es kam bei 2,0 g MgSO,
+ 7 H,0 pro kg Gewicht nicht, wie gewdhnlich, zu Aus-
bildung eines vollstindigen Lahmungszustandes. Zwar ging die
Fahigkeit zu spontanem Lagewechsel fiir etwa 1 Std. verloren,
doch war das Tier fihig, sich auf leichten Reiz umzulegen; ebenso
wurde die Erschlaffung der Muskulatur vermit. In einem anderen
Fall (Versuch 26, s. Tabelle ITI) gelang es, die Wirkung von 4,0 g
Magnesiumsulfat auf 35 Min. zu beschrinken, withrend sie ohne
Kalk etwa 6 Std. und dariiber hatte dauern miissen. Indessen
wurde dieser auffallende Erfolg in keinem anderen Versuch
mehr erzielt. Eine Entgiftung der todlichen Magnesiumgabe
wurde niemals erreicht. Nach 6,0 g Magnesiumsulfat trat
der Tod stets ein, als wire gar kein Calciumchlorid gegeben
worden.

In weiteren Versuchen wurde die kurative Wirkung des
Calciumions bei schon bhestehender Magnesiumsulfatvergiftung
untersucht. Durch Injektionen einer 25proz MgSO, 4 7 H,O-
Lésung in den Brustlymphsack wurden die Frosche in den be-
kannten Lihmungszustand versetzt. Nach verschieden langer
Zeit erhielten sie dann entweder in den Riicken- oder in den
Schenkellymphsack Calciumchlorid eingespritzt, das meist in
4proz., bei manchen Versuchen in 10proz. Lésung gebraucht
wurde. Dabei wurden die verschiedensten Mengenverhiltnisse
der beiden Substanzen in ihrer Wechselwirkung untersucht.

Protokollbeispiele.
Versuch 31: Frosch 5 15¢g.
10 40’ 2,0 g MgSO, + 7H;0 pro kg in den Brustlymphsack = 0,12ccm
der 25 proz. Losung.
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1h 45" ertrigt Riickenlage. Auf Kneifen lebhafte Bewegungen, aber
kein Lagewechsel.

11 48’ reagiert auf Reiz viel schwicher. Muskulatur erschlafft.

2b 01’ Auf Kneifen nur schwache Zuckung. Erhilt jetzt:
0,05 g CaCl, + 6 H,O in 4 proz. Losung pro kg in den Riickenlymphsack
= 0,75 ccm.

2h 03’ macht Spontanbewegungen. Auf Reiz Lagewechsel

2t 05’ Spontaner Lagewechsel® Kriecht und wird munter.

2h 08’ ist vollig normal. Klettert an der Wand des Glases hoch.

Versuch 32: Frosch & 12g.

1h 42’ 2,0 g MgSO, + 7 H,O in 25 proz. Losung pro kg in dem Brust-
lymphsack = 0,086 com.

12 48’ Nur auf Reiz Lagewechsel.

1b 55’ Auch Reiz bewirkt keinen Lagewechsel mehr.

2h 05’ Auf Kneifen deutliche Bewegungen.

2b 25’ Nur ganz schwache Zuckung auf Kneifen. Muskulatur er-
schlafft.

2h 45’ Hochgradige Lihmung. Erhilt jetzt: 2,0g CaCly + 6 H,O in
4 proz. Losung pro kg in dem Riickenlymphsack = 0,6 com.

2b 47’ Spontanbewegungen.

2b 48" Spontaner Lagewechsel. Hinterbeine werden an den Rumpf
angezogen, kriecht und springt.

3t 05’ Das Tier ist ganz munter, nur etwas leicht ermiidbar. So gelingt
Lagewechsel nur 2—3mal hintereinander, um dann auszubleiben. Auf
leichten Reiz ist er jedoch stets sofort zu erzielen.

Diese prompte Entgiftung der Magnesiumwirkung durch
das Calciumion wurde in einigen Versuchen auch fiir den peri-
pheren Angriffspunkt des Magnesiums besonders nachgewiesen.
Dabei wurde so vorgegangen, daB zunichst Frosche durch Injek-
tionen von 2,0g MgSO, + 7 HyO pro kg in einen Lymphsack
vergiftet wurden. Sobald die Lahmung sich entwickelt hatte,
wurde der eine der beiden N. ischiadici freigelegt, durchtrennt
und auf seine Erregbarkeit durch den faradischen Strom gepriift.
Dann erhielt das Tier in einen anderen Lymphsack 2,0 g CaCl,
+ 6 H,0 pro kg und kurz darauf wurde der zweite N. ischiadicus
pripariert und faradisch gereizt. Der verschiedene Rollenabstand
der primiren und sekundiren Spule des du Bois-Reymondschen
.Schlittenapparats, bei dem tetanische Zuckungen auftraten,
war bei dieser Versuchsanordnung der MaBstab fir die eingetretene
Entgiftung. Eine Ubersicht der Ergebnisse gibt nachstehende
Zusammenstellung :
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Tabelle V.
: . Erhait pro kg Gewicht Faradische Erregbarkeit bis zum
" |,‘ A D __ Tetanus |
z ,’1 ‘: 2 1. Wihrend der | II. Nach d. Ent-
= i 23 |Me30+7H,0 CaCl, + 6 H,0) yy.Lahmung | giftung durch Ca
g =3 (26 proz.) (4 proz.) b P Bemerkungen
2 szl a) ) a) b)
IR I “ " |mndirekt, direkt lindirekt direkt
Ll in g | 10 Ml inMilli-] R. A. | R.A. | R.A. | R A
I\ in g ng l mol l " mol incem ! in em | in em | in cm
I 81 2,0 8,18 20 9,14 19 13 86 I 14
2 | 20 8,18 20 9,14 20 9 85 .10 Wihrend der Lih-
i mung sind unvoll-
kommene Zuckun-
| gen zu erzielen.
47 23120 8,13 2,0 9,14 24 [ 88,7 98
46| 2 | 20 8,18 20 9,14 205 | 86 30,6 10

Die entgiftende Kalkwirkung war also auch am Kaltbliiter
in der Dosierung von 2,0 g Calciumchlorid gegen 2,0 g Magnesium-
sulfat pro kg Tier eine auBlerordentlich sichere, obschon das Cal-
ciumechlorid nicht, wie es beim Warmbliiter mdglich ist, unmittel-
bar ins Blut, sondern in einen Lymphsack gegeben wurde, also
erst noch resorbiert werden muBte. Die Zeit, die bis zur Kalk-
darreichung verstrich, war ohne gréBeren EinfluB auf diesen
Antagonismus, denn die Wirkung lie8 sich ebenso rasch und voll-
stiindig auf der Hohe der Magnesiumlihmung erzielen, wie gleich
zu Beginn der Vergiftung. Binnen weniger Minuten war, sowohl
eine halbe Stunde wie eine Stunde nach der Magnesiumsulfat-
injektion, das Calciumchlorid als Gegengift wirksam. Steigerung
derKalkgabe auf 3,0g prokg hatte 115 Stunde nach der Magnesium-
darreichung keinen so sicheren Erfolg. Zwar trat auch in diesem
Falle schon 2 Minuten spiter unverkennbar eine Besserung ein,
doch kehrte die Fiahigkeit zu spontanem Lagewechsel trotz
stundenlanger Beobachtung nicht zuriick.

Sehr auffallend waren die Erscheinungen, wenn versucht
wurde, mittlere Dosen Magnesiumsulfats (4,0 g pro kg), die an
sich nicht tédlich waren, zu entgiften. Wie hierbei auch die
Kalkmenge gewahlt wurde, immer kam es nur zu einer voriiber-
gehenden Besserung; diese hielt etwa 15—20 Minuten an. Dann
nahmen die Lihmungserscheinungen wieder an Tiefe zu, und
schlieBlich starb das Tier. An Stelle einer antagonistischen Wir-
kung des (alciumions zeigte sich also quoad vitam eine syn-
ergistische.
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Entsprechend dieser Tatsache war es auch unmoglich, die
todliche Magnesiumsulfatdosis zu entgiften. Eine beginnende
Besserung wurde auch in diesem Versuche stets erreicht und der
Eintritt des todlichen Ausgangs hinausgezogert, wenn groBe
Mengen C(‘alciumchlorid gegeben wurden. Wihrend 6,0 g Ma-
gnesiumsulfat allein in etwa 11} Stunden tédlich wirkten, trat
in Verbindung mit 6,0 g C'alciumchlorid das Ende in einem Falle
erst nach 5 Stunden ein. Kombination kleiner Kalkgaben (2,0 g
pro kg) mit der todlichen Magnesiumdosis schienen dagegen
den Tod zu beschleunigen.

Zur Demonstration des Antagonismus der Calciumionen
gegeniiber den Magnesiumionen ist also auch der Kaltbliiter durch-

Abb. l.. Aufhebung der Magnesiumldhmung in der Peripherie durch Kalk bei rhyth-
mischer Reizung des M. gastrocnemius vom N. ischiadicus aus (R. fusca).

aus geeignet. Ein Vorlesungsversuch wire etwa so einzurichten,
daB man zu Beginn der Vorlesung einem Frosch pro kg seines
Gewichtes 2,0 g MgSO, + 7 H;0 in 25 proz. Losung in den Brust-
lymphsack injiziert. Wenn sich dann in etwa 20—30 Minuten
ein tiefer Lahmungszustand ausgebildet hat, spritzt man pro kg
Gewicht 2,0 g CaCl, + 6 H,0O in 4 proz. Losung in den Riicken-
lymphsack. Binnen 2—3 Minuten wird dann der Entgiftungs-
vorgang vor sich gehen, und vor den Augen der Horer wird die
vollige Wiederherstellung des Versuchstieres eintreten.

Die Tatsache, daBl auch die peripheren Wirkungen der
Magnesiumionen durch Kalkzufuhr so rasch riickgingig gemacht
werden, erlaubt die graphische Darstellung dieses Vorganges.
Vorstehende Kurve ist das Ergebnis folgenden Versuches:

Ein Frosch von etwa 30 g wird mit 50—100 mg Urethan narkotisiert.
Unter Schonung der Aorta und A. iliaca wird ein N. ischiadicus freigelegt, mit
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einem Faden angeschlungen und méglichst hoch oben durchtrennt. Sodann
wird die Sehne des M. gastrocnemius des entsprechenden Unterschenkels
pripariert, von ihrer Insertion abgetrennt und mit einem kurzen Fadchen,
das an dem anderen Ende eine Schlinge triigt, versehen. Der so vorbereitete
und auf ein Brettchen aufgespannte Frosch wird dann mit einem Tiger-
stedtschen Muskelschreiber in Verbindung gebracht, der mit 10facher Ver-
groBerung  schreibt. Der Schreibhebel ist mit 6,0 g belastet. Der N.
ischiadicus wird iiber 2 Elektroden gelegt, die ihm alle finf Sekunden einen
SchlieBungsschlag der sekundéren Spule eines du Bois-Reymondschen
Schlittenapparates bei einem Rollenabstand von 24 cm zufithren. Diese
rhythmische Unterbrechung des Primirstromes und die gleichzeitige Ab-
blendung des Offnungsinduktionsschlages geschicht mit einem Apparat
der nach dem Prinzip von Lud wig - Hiifler konstruiert ist. Bei der Kurve
werden nun zuniichst einige Zuckungen des unvergifteten Muskels auf-
geschrieben, dann werden in ginen Lymphsack pro kg Gewicht 2,0g
MgSO, + 7 H,0 in 25proz. Losung injiziert. Das allmihliche Absinken
der Kurve zeigt bald die Abnahme der indirekten Erregbarkeit an. Nachdem
diese auf Null gesunken ist, erhilt das Tier wieder in einen Lymphsack 2,0 g
CaCl, + 6 H,O. Die Wirkung macht sich bald bemerkbar, und mit der
Erholung des Nerven steigt auch die Kurve wieder an.

Amnurleicht urethanisierten Frosch sind vereinzelte Spontanzuckungen
kaum auszuschalten, so daB die GleichmaBigkeit der Kurve dadurch be-
eintrichtigt werden kann. Noch viel mehr ist das der Fall, wenn der Versuch
an einem nicht betiubten Tier vorgenommen wird. Es gelingt dann nicht,
eine schéne Darstellung der Magnesiumwirkung zu erhalten. Wohl aber
laBt sich an dem bereits magnesiumvergifteten Tier die Wiederherstellung
der indirekten Muskelerregbarkeit durch Calciumchlorid zeigen.

Die Ergebnisse lassen sich kurz wie folgt zusammenfassen:

1. Der Antagonismus zwischen dem Calcium- und Magnesium-
ion ist bei Injektion in die Lymphsicke beider Mittel am Kalt-
bliiter leicht nachweisbar.

2. Durch prophylaktische Kalkdarreichung a8t sich durch
2,0 g CaCl, + 6 H,O pro kg eine Abschwichung der wirksamen
Magnesiumgabe, und ein Hinauszdgern des Todes bei der todlichen
Magnesiumdosis erzielen,

3. Kurativ tritt sowohl zu Beginn wie auch auf der Héohe
der Magnesiumwirkung binnen einiger Minuten vollstindige
, Entgiftung** niedriger Magnesiumsulfatdosen durch geringe
Calciumchloridgaben ein,

4. Mittlere Magnesiumsulfatgaben konnen durch Kalkzufuhr
nur in geringem MaBe antagonistisch beeinfluft werden. Im Gegen-
teil zeigt sich hier quoad vitam eine symergistische Wirkung,
so daB nicht tédliche Magnesiummengen schon durch die eben
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wirksame Calciumchloridgabe nach einer kurzen voritbergehenden
Besserung todlich werden.

5. Eine Entgiftung der tdlichen Magnesiumsulfatdosis ist
in keinem Fall méglich. Es kommt nur zu einer vortibergehenden
Besserung und zu einer Verzdgerung der Wirkung.

6. Auch die Entgiftung der Magnesiumwirkung in der
Peripherie erfolgt sehr prompt durch Zufuhr von Calcium-
chlorid.

7. Zur Demonstration dieses Antagonismus eignet sich am
besten die Dosierung von 2,0 g MgSO, + 7 H,0 in 25 proz. Losung
und 2,0 g CaCl, + 6 HyO in 4 proz. Losung pro kg Gewicht des
Versuchstieres.

8. Auch die graphische Darstellung der peripheren Gift-
wirkung des Magnesiumions und der Gegenwirkung des Calcium-
ions eignet sich zur Demonstration. )

B. Antagonismus Bariumchlorid — Natriumsulfat.

In gleicher Weise wie das antagonistische Verbalten von
Magnesium und Calcium wird die Wechselwirkung Bariumchlorid
und Natriumsulfat quantitativ an R. fusca untersucht.

1. Feststellung der toxischen und tddlichen Gaben von Bariumehlorid.

Es wurden 2 proz. und 4 proz. L(';sungen des Salzes (BaCl,
+ 2 H,0) in den Brustlymphsack injiziert. 1,9 proz. Losungen
sind blutisotonisch; aber auch die 4 proz. Losung wurde anstands-
los vertragen.

Die Barytsalze machen beim Frosch ein typisches Vergiftungs-
bild, wie es auch schon von R. Boehm geschildert worden ist.
Anfangs treten nach einer schnell voriibergehenden Unruhe, die
vielleicht der Einspritzung als solcher zur Last zu legen ist, Muskel-
zuckungen auf, denen sehr schnell eigenartige Krampferscheinungen
folgen. Die Vorderglieder sind in tonischem Krampfe seitwirts
ausgestreckt. Die Oberschenkel sind abduziert und bilden mit
der Lingsachse des Korpers fast einen Winkel von 80°. Bei ge-
wissen Gaben des Bariumchlorids kommt es zu kurz dauernden
Streckkriampfen, die reflektorisch ausgelést werden, manchmal
auch scheinbar spontan auftreten. Zeitweise geben die vergifteten
Tiere eigenartige Schreie von sich, oder die Luft wird mit einem
eigenartigen Gerdusch ausgestoBen.
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Dosis der verabfolgten

BaClL +2 H,0

pro kg

Menge der

in cem

in Milli-

mol

pro kg

Bemerkungen

.

Tod eingetreten
nach

—

10

n

12

10 || Geschlecht des I

18

17

20

20

18

15

10

10

1,0

0,78

0,76

05

05

025

22 (%)

1,46 (4%)

20 (2%)

09 (4%)

10 (2%)

16 4%)
17 (2%)
0,68 (2%)
0,94 (4%)

088 (2%)

1 088 (2%)

029 2%)

021 4%)

82

41

41

4,1

8,07

8,07

2,06

2,06

1,02

Nach 22 Min. typische Beinstellung. Nach
41 Min. vollkommenes Ertragen der
Rilckenlage, gleichseitig Streckkrimpfe.

Nach 6 Min. Streckkrimpfe. Nach 9 Min.
vollkommenes Ertragen der Ricken-
lage. Nach 20 Min. typische Vergif-
tungsstellung.

Nach 18 Min. Ertragen der Rfickenlage.
Nach 8 8td. 16 Min. vollstindige Lih-
mung.

Nach 17 Min. typische Stellung. Nach
19 Min. Ertragen der Rlckenlage.

Nach 82 Min. typische Stellung. Nach
44 Min. Ertragen der Riickenlage. Nach
6 8td. 44 Min. vollkommen reaktionslus.

Nach 18 Min. typische Stellung und Er-
tragen der Rilckenlage. Nach 89 Min.
Streckkrimpfe, die 46 Min. anhalten.

Nach 44 Min. Ertragen der Rfickenlage.
Nach 49 Min. typische Stellung. Nach
1 8td. 17 Min. S8treckkrimpfe.

Nach 2) Min. Muskelsuckungen. Nach
1 8td. 48 Min. Ertragen der Ricken.
lage. Nach 24 Std. villig reaktionslos.
Nach 40 Std. etwas erholt.

Nach 28 Min. Ertragen der Riickenlage.
Vom 8. Tage an deutliches 8chreien.

Nach & Min. Muskelsuckungen. Nach
40 Min. Ertragen der Rlickenl Nach
60 Min. spontane Umdrehung aus der
Rilckenlage. Nach 18td.30 Min. Schreien.
Nach 28 8td. springt wieder leidlich gut.

Nach 26 Min. typische Stellung. Schreit
vom 2. Tage an. Am 1. Tag wird
Riickenlage unvollkommen ertragen.
Am 11. Tag vdllige Erholung.

Am 1. Tag nach 20 Min. S8chreien und
Muskelsucken. Zu weiteren Vergiftungs-
erscheinungen, auBer einer gewissen
Erhohung der Reflexerregbarkeit kam
es nicht.

Am 1. Tag Ubereregbarkeit, Schrefe, Mat-
tigkeit. Am 2. Tag ein Schrel, Muskel-
zuckungen (gering). Vom 6. Tag an
auser geringer Ubererregbarkeit keine
b deren Erschein

2 8td. 7 Min.

2 8td. 40 Min.

6 8td. 7 Min.

18 Std. 21 Min.

8 8td. 29 Min.
14 Std. 25 Min.
11 Std. 24 Min.

4 Tagen 2 Std.

am 10. Tag

29 8td. 15 Min.
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Den Krampfzustinden sind schon anfangs gewisse Lahmungs-
erscheinungen zugesellt, die allméhlich immer mehr das Ver-
giftungsbild beherrschen. Der Tod erfolgt durch Lahmung und
diastolischen Herzstillstand. Die Léhmung ist zentral bedingt,
da Muskel und Nerv auch nach dem Herzstillstand regelrechte
Erregbarkeit fast immer bewahrt haben. Die sichere Dosis letalis
ist 1,0 g Barium chloratum pro kg Frosch, doch tritt bei dieser -
der Tod erst nach Verlauf von etwa 12—24 Stunden ein. 2,0 g
BaCl, pro kg Frosch toten dagegen nach 2 Stunden.

2. Feststellung der Wirkung des Natriumsulfats.
Auch Natriumsulfat muBlite in stark hypertonischer, 10 proz.

. Lésung gegeben werden, um eine Uberschwemmung des Frosch-

organismus mit Wasser zu vermeiden. Auch hier waren Gewebs-
schédigungen durch die hypertonische Salzlosung nicht zu beob-
achten, obwohl doch eine 414 mal stirkere als die isotonische
Losung zur Verwendung kam; denn die isotonische Natriumsul-
fatlosung hat einen Gehalt von 2,2 proz. Na,SO,. Die Injektionen
wurden intraperitoneal gemacht, damit es bei den Entgiftungs-
versuchen von vornherein ausgeschlossen war, daB die Losungen
von Bariumchlorid und Natriumsulfat schon am Ort der Injektion
eine gegenseitige Umsetzung erfiihren, die eine Resorption des
Giftes iberhaupt hindern wiirde. Eine sichtbare Wirkung des
Natriumsulfats auf das Verhalten der Friosche war nicht fest-
zustellen.

8. Wechselwirkung von Natriumsulfat und Bariumchlorid.
g) Prophylaktische Einspritzung des Natriumsulfats.

Es ergibt sich also, daB die prophylaktische Einspritzung von
Natriumsulfat mindestens die Wirkung der doppelten todlichen
Dosis des BaCl, aufheben kann, und zwar so, daB die Frosche iiber-
haupt kaum irgendwelche erheblicheren Vergiftungserscheinungen
aufweisen, mit Ausnahme einer gewissen Erhohung der Reflex-
erregbarkeit und voriibergehenden Anfingen von Lihmungs-
erscheinungen in einzelnen Fillen. Jedoch ist nur dann der Ent-
giftungsversuch von Erfolg begleitet, wenn Natriumsulfat in
aysreichender Menge verabfolgt wird. Die der doppelt tédlichen

.Gabe von Bariumchlorid équivalente Menge Natriumsulfat ent-

giftet vollkommen, dagegen ist die Hilfte unwirksam; das Tier .
stirbt, wenn auch erst nach lingerer Zeit.
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b) Kurative Wirkung des Natriumsulfats.

Tabelle VIII.

B e

Geschlecht
des Frosches

B | Versuch Nr.

0.‘}
=

Gewicht
des Frosches'

5

3|16

Q 21

30

Q | m

pro kg |

wicht |
ing '

10

20 |

Dosis des
_BaCl, + 2H,0

Ge- |in Milli-

mol

4,1

4,1

41

4,1

41

41

8,2

8,2

8,2

Zeit nach
der 1 ccm
Na,80, inji-
zlert wurde
in Min.

10

10

Bemerkungen

9 Miu. nach der Giftinjektion: beginnt typische Haltung
anzunehmen. Nach 14 Min. Muskelsuckungen. Nach
28 Min. vorilbergehendes Ertragen der Rlckenlage.
88 Min. nach der Entgiftung leidlich erholt. Vom
2. Tage an auBer sunichst noch geringer Ubererregbar-
keit keine Erscheinungen.

9 Min. nach .Giftinjektion Ertragen der Riickenlage.
56 Min. nach Entgiftung, ertrigt Rickenlage nicht
mehr. b6 8td. 2 Min. siemlich vollstindige Erholung,
bleibt ohne nennenswerte Erscheinungen auBer Schwiche
in den Armen b Tage.

9 Min. nach Giftinjektlon kurze Zeit Ertragen der Riicken-
lage. 34 Min. nach Giftinjektion, trotz inswischen er-
folgter Entgiftung, Rfickenlage. 54 Min. nach REnt-
giftung wird Riickenlage nicht mehr ertragen. Von
da an bis einschlieBlich 2. Tag erhdhte Reflexerregbar-
kelt. Sonst keine Erscheinungen.

12 Min. nach Giftinjektion wird jede Lage ertragen, rea-
glert nach 20 Min. nur noch mit Zehenbewegung.
25 Min. nach Entgiftung wieder bessere Reaktion.
4 Std. 42 Min. nach Entgiftung voriibergehendes Um-
drehen aus Rilckenlage. Am 2. Tag gutes und schnelles
Umdrehen aus Rilckenlage.

6 Min. nach Glftinjektion Ertragen der Rdickenlage.
12 Min. nach Giftinjektion typische Vergiftungsstellung
8 Std. 46 Min. nach der Entgiftung, dreht sich aus
Rilckenlage um. Am 6. Tage ist er noch am Leben.

80 Min. nach Giftinjektion Ertragen der Rickenlage.
52 Min. nach Giftinjektion Streckkrimpfe. Entgiftung
hat keine Wirkung gezeigt.

16 Min. nach Giftinjektion Ertragen der Rtckenlage.
85 Min. nach Giftinjektion, reagiert nur noch wenig.
12 Min. nach Giftgufuhr (2 Min. nach Entgiftung) Muskel-
zuckungen und Ubererregbarkeit am 1. Tag, sonst keine

krankhaften Erscheinungen.

17 Min. nach Giftinjektion Ertragen der Rickenlage.
19 Min. nach Giftinjektion typische Beinstellung. Am
Nachmittag des 1. Tages etwas erholt und erholt sich
weiter, so daB am 4. Tage Umdrehen aus Riickenlage.
Am 6. Tage lebt er noch.

Nach 27 Min. typische Beinstellung. Nach 48 Min. Streck-
krdmpfe.

Es ergibt sich also, daB die sichere todliche Dosis von 1,0 g
Bariumchlorid pro kg Korpergewicht des Frosches, aber auch das
Doppelte der todlichen Gabe (2,0 g) durch nachher verabreichtes
Natriumsulfat entgiftet werden kann. Mit einiger Sicherheit
gelingt die Entgiftung, wenn die kurative Behandlung mit Natrium-
sulfat nach 10 Minuten einsetzt. Findet die Natriumsulfatinjektion
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1, Stunde nach Verabreichung des Bariumchlorids statt, so
konnen die Frésche auch am Leben bleiben, jedoch gehen typische
Vergiftungserscheinungen erst nach mehreren Tagen zuriick,
wobei aber die Frosche eine gewisse Mattigkeit fir lingere Zeit
zuriickbehalten. Findet die Einspritzung des therapeutischen
Agens 60 Minuten nach der Giftzufuhr statt, so scheint die Uber-
lebenszeit vielleicht etwas verlingert zu werden, eine Rettung
des Tieres ist aber nicht mehr mdoglich.

Der chemische Mechanismus der Entgiftung ist zweifellos
der gleiche wie bei der Umsetzung beider Agenzien in vitro, die
sich nach der Formel: Na,SO, + BaCl, = BaSO, + 2 NaCl voll-
zieht. Dieser Vorgang spielt sich zunséchst nicht an der Stelle
der Injektion des Giftes und Gegengiftes ab, denn das Natrium-
sulfat wurde intraperitoneal, das Bariumchlorid in den Brust-
.lymphsack des Frosches eingespritzt.

Zur Erklarung fir die Tatsache, daB die Entgiftung des
Bariumions durch die nachtriigliche (kurative) Darreichung des
Sulfats zeitlich beschrinkt ist, muB man annehmen, daB das
Bariumchlorid, das einmal in den Korperzellen fixiert oder in
ihnen wirksam gewesen ist, von dem Natriumsulfat nicht mehr
rechtzeitig erreicht wird. Mit anderen Worten: Entweder 1iBt
sich die Bindung Bariumion-Korperzelle durch Natriumsulfat
nicht im Sinne der Reversibilitit beeinflussen oder das Barium
hat Schidigungen gesetzt, die auch nach Fortfall des Bariums
die Zelle irreversibel verandert haben. Der experimentellen Unter-
suchung ist diese Frage am Warmbliiter zuginglich. Es ergibt
sich weiterhin, daB sich die Umsetzung aus Bariumsulfat in den
Flassigkeiten des Korpers, also im wesentlichen im Lymph- und
Blutstrom vollzieht und nicht in den Zellen des Organismus.

Der Antagonismus zwischen dem Bariumion und Sulfation
ist deshalb nicht ohne Interesse, weil er ein vollstindiges Analogon
zu der spezifischen Entgiftung des Diphtherietoxins und Antitoxins
bildet. Hier wie dort kann nur das noch nicht in die Zellen ein-
gedrungene oder noch nicht zur Wirkung gelangte Gift von dem
antitoxischen Agens erfaBt werden. In beiden Fillen ist also
die prophylaktische Darreichung des ,,Gegengiftes* mit
Sicherheit von Erfolg begleitet. Ist das toxische Agens im tie-
rischen Organismus resorbiert, dann hat die ,,Entgiftung um so
geringere Aussichten, je spiter das ,,Gegengift* einverleibt wird.
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Durch das Beispiel des Anta.gomsmus Bariumchlorid — Na-
triumsulfat 148t sich der Wirkungsmechanismus Diphtherietoxin-
Antitoxin gut verstindlich machen. Da8 man ihn am leicht
zu beschaffenden Froech im Verlauf einer Stunde demonstrieren
kann, ist ein Vorteil, der den Versuch fiir die Vorlesung besonders
geeignet erscheinen laBt.

Zusammenfassung.

1. Bariumchlorid bewirkt beim Frosch ein eigentiimliches,
schon von R. Boehm beschriebenes Vergiftungsbild, das durch
tonische Krimpfe, Muskelzuckungen und Flimmern charakterisiert
ist. Dem Krampfzustand folgt eine zentral bedingte Lihmung.
Die todliche Dosis pro kg Frosch betragt 1 g.

2. Natriumsulfat in Gaben bis zu 10 g in 10proz. Losung
ruft keine sichtbaren Verinderungen im Verhalten des Frosches
hervor.

3. Die prophylaktische Darreichung .des Natriumsulfats
kann auch die mehrfache todliche Gabe des Bariumchlorids voll-
kommen entgiften.

4. Die kurative Darreichung des Natriumsulfats ist nur dann
wirksam, wenn sie 10 bis spiitestens 30 Minuten nach der Injektlon
des Bariumchlorids stattgefunden hat.

5. Die Entgiftung vollzieht sich zweifellos dadurch, daB das
Bariumchlorid in das wasserunldsliche und ungiftige Barium-
sulfat umgesetzt wird.

6. Es miissen zur Entgiftung des Bariumchlorids mindestens
dquimolekulare Mengen Natriumsulfat verabreicht werden.

7. Die Entgiftung des Bariumions findet, wie aus den Ver-
suchen geschlossen werden kann, nur so weit statt, als das Gift
noch nicht in den Zellen verankert ist.

8. Die Umsetzung des Bariumchlorids und Natriumsulfats
zu Bariumsulfat und Kochsalz findet dadurch statt, daB Gift
und Gegengift in dem Blut- und Lymphstrom miteinander in
Bertihrung kommen.

9. Dem Antagonismus Bariumchlorid — Natriumsulfat liegt
eine der Wechselwirkung Diphtherietoxin — Antitoxin vergleich-
barer Vorgang zugrunde, womit iiber die Art der gegenseitigen
Beeinflussung von Toxin — Antitoxin (chemisch, kollmd»chemlsch
usw.) nichts gesagt werden soll.
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Die Wechselwirkung zwischen Magnesium und Kalk einer-
seits und dem Barium- und Sulfation andererseits stellen zwei
Gattungen des Antagonismus dar, die sehr auffillige, auch vom
praktischen Gesichtspunkt aus wichtige Unterschiede aufweisen.
Wihrend sich die Tiere, die mit tédlichen Gaben von Magnesium
vergiftet worden sind, durch keinerlei Gaben von Kalk am Leben
erhalten lassen, ist dies bei der Bariumvergiftung durch Natrium-
sulfat zu erreichen. In letzterem Falle ist aber nur das noch
nicht zur Wirksamkeit gelangte, aber bereits resorbierte Gift
unschidlich zu machen. Die einmal eingetretenen toxischen Er-
scheinungen dagegen konnen nicht mehr riickgingig gemacht
werden. Im Gegensatz dazu werden bei dem Antagonismus
Magnesium — Kalk gerade nur die toxischen Wirkungen der
Labmung fast augenblicklich aufgehoben. Der Mechanismus
dieses Vorgangs liBt sich trotz aller darauf verwandten Miihe
der verschiedensten Forscher bisher nicht restlos erklaren. Um
chemische Reaktionen scheint es sich nicht zu handeln, wohl aber
um solche physikalisch-chemischer oder kolloid-chemischer Art.
Der Antagonismus Bariumion — Sulfation beruht wohl mit Sicher-
heit auf einer chemischen Umsetzung, diesich auch durch den
Reagensglasversuch ohne weiteres verstdéndlich machen liBt.



Uher die Wirmekaparzitit des arteriellen und vendsen
Blutes.

Von

Edgar Atzler und Fritz Richter.
(Aus dem Physiologischien Institut der Universitit Greifswald.)
(Eingegangen am 11. Oktober 1920.)

Von verschiedenen Autoren ist behauptet worden, es bestehe
ein Unterschied in der spez. Wirme des arteriellen und vendeen
Blutes. So findet Ko pp?) fir arterielles Blut eine spez. Wirme
1,02, fiir venoses Blut 0,892; Bordier?) gibt fiir ersteres 0,901
bis 0,906, fir letzteres 0,893 an. Hillersohn und Stein - Bern-
stein3) konnten diese Unterschiede aber nicht bestdtigen. In
einer vorangehenden Arbeit ,,liber die spez. Warme des Blutes und
des Serums unter besonderer Bericksichtigung der Methodik‘‘¢)
haben wir eine Untersuchung dieser Unstimmigkeiten angekiindigt,
und wir sind heute in der Lage, unsere Versuchsresultate vor-
zulegen.

Nach Bordier®) soll die geringere Warmekapazitat des
venisen Blutes einmal in den durch die Gewebeatmung frei-
werdenden Abfallprodukten, dann aber hauptsichlich in dem
reduzierten Hamoglobin ihre Erklirung finden. Was die erste
Vermutung anlangt, so befolgt in der Tat eine Mischung von
Wasser und Salz nicht das Ostwaldsche Additivititsgesetz; der-
artige Mischungen haben vielmehr eine niedrigere spez. Warme,
als der Summe der Komponenten des Gemisches entspricht.
NachNernst®), kann man bei nicht allzu konzentrierten Losungen

') Zitiert nach Landois, Lehrb. d. Physiol. 401, 1880.

) Compt. rend. 130 (I), 799, 800. 1900.

3) Arch. Anat. u. Physiol. 1896. S. 249.

4) Diese Ztschr. 100, 193. 1919.

5 Le S.799.
, %) Nernst, Theor. Chem. 1809, S. 105.




Wirmekapazitit des arteriellen und vendsen Blutes. 311

die Warmekapazitit nahe gleich derjenigen der Menge des in ihnen’
enthaltenen Wassers setzen. Wenn also durch diese Stoffwechsel-
produkte der genannte Unterschied in der Wirmekapazitat
tatsichlich bedingt wire, dann miiBte man, wie eine einfache
Uberlegung lehrt, diese Stoffe in einer Konzentration annehmen,
wie sie bei den Kreislaufvorgingen kaum vorkommen werden.
Auch der zweite Teil der Bordierschen Theorie, der einen — hypo-
thetischen — Unterschied in der Warmekapazitit des Himoglobins
und des Oxyhémoglobins fiir die Differenz der spez. Wirmen
der beiden Blutarten verantwortlich macht, besitzt wenig Wahr-
scheinlichkeit.

Dann lauft aber das Problem auf die Frage hinaus, ob absor-
bierte Gase eine Anderung der spez. Warme bedingen. In der uns
zuginglichen Literatur konnten wir hieriitber keine Angaben
finden. Es ist aber wohl anzunehmen, da8 die durch diesen Faktor
hervorgerufene Anderung der spez. Wirme der kalorimetrischen
Messung entgeht, wenn man die spez. Wirmen der in Betracht
kommenden Gase beriicksichtigt. Wenn nun aber trotzdem fiir
arterielles und venoses Blut so betrichtliche Differenzen angegeben
werden, so mdchte man®eher vermuten, daB Schwankungen im
Wassergehalt vorgelegen haben, die durch die Blutentnahme
bedingt waren; ist es doch sehr schwer, bei derartigen Eingriffen
Stauungen zu vermeiden.

Dazu kommt noch, worauf Hillersohn und Stein - Bern-
stein!) aufmerksam machen, daB sich bei dem langen Erwirmen
des Blutes (Eiskalorimeter!) auf Korpertemperatur das arterielle
Blut in venéses umwandelt; aus diesem Grunde schiittelten die
genannten Autoren die eine Blutportion mit Luft, wihrend sie
durch die andere Kohlensidure bis zur Sittigung durchleiteten.
Damit haben sie aber eine neue Fehlerquelle hineingebracht;
durch das Durchleiten von Kohlenséiure wird dem Blut Wasser
entzogen und die Autoren geben nicht an, daB sie diese Eindickung
des Blutes korrigiert haben.

Der Vollstindigkeit halber sei noch eine Moglichkeit diskutiert, die
bei oberflichlicher Betrachtung fiir den in Frage stehenden Unterschied
verantwortlich gemacht werden konnte. Bekanntlich verschwindet aus
lingere Zeit aufbewahrtem Blut der Sauerstoff, withrend eine entsprechende
Menge Kohlensiure gebildet wird. Nimmt man nun an, daB dieser ,,Stoff-

) Le.
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wechsel des tiberlebenden Blutes in dem arteriellen Blut mit groBerer Ge-
schwindigkeit verliuft als in dem vendsen Blut, so wiirde bei dem arteriellen
Blut auch eine groBere Wirmeténung in der Zeiteinheit zu erwarten sein.
Dann wiirde aber die kalorimetrische Untersuchung eine — scheinbar —
geringere spez. Wirme fiir das arterielle Blut ergeben als fiir das vendee.
Also ganz abgesehen von den GréBenverhéltnissen, wiirden die in Frage
stehenden Differenzen der Wirmekapazititen auch durch diese Hypothese
keine befriedigende Erklirung finden konnen.

Wir gingen bei unseren Untersuchungen in der Weise vor, daB wir
durch frisches Rinderblut teils Wasserstoff, teils Sauerstoff mehrere Stunden
lang hindurchperlen lieBen. So wurde der- Stauungsfehler vermieden.
Zu Beginn und am Ende dieser Prozedur wurden die Dichten der Blutproben
im Pyknometer moglichst genau bestimmt; der eingetretene Wasserverlust
wurde dann auf Grund einer einfachen Berechnung ersetzt; durch eine
erneute Bestimmung der Dichte iiberzeugten wir uns iiberdies noch davon,

* daB die Dichten der drei Blutproben bis auf 0,05%, iibereinstimmten. Dann
wurde die spez. Wiarme gemessen. Wir benutzten die gleiche Apparatur,
die wir schon in der vorerwiihnten Arbeit ausfiihrlich beschrieben haben.
Auch hinsichtlich der rechnerischen Verwertung der Beobachtungszahlen
befolgten wir die gleichen Regeln. Als Wasserwert fiir Wasserfiillung

¢ benutzten wir dic dort gefundene Zahl W, = 563,9 .

Zahl der Unsicherheit

Wasser- —\y . Spez.
wert Me(sf__u:gen (U él/ﬂ—(—;"—i‘_‘—l—j) Wiirme
O,-Blut . . .. 5205 12 0,235 0,9165
Wasserstoffblut . 521,0 11 1,03 0,9175
Frisches Blut. . 521,0 10 0,229 0,9175

Aus dieser Tabelle geht hervor, daBB hinsichtlich der
spez. Wiarme kein Unterschied zwischen arteriellem
und vendésem Blut anzunehmen ist.




Die phytochemische Reduktion des Acetols zu optisch-
aktivem Propylenglykol.

Von
E. Firber und F. F. Nord.

Nebst Bemerkungen und Versuehen zur Frage des Auftretens
sowie der Verarbeitung von Racemkdrpern bei Tier urid Pflanze.

Von
C. Neuberg.

. (Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts ftir experi-
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.)

L

Beim Zusammenbringen der gewéhnlichen Aldehyde!) und
Ketone?) mit girenden Zuckerlésungen entstehen allgemein
die entsprechenden primiren bzw. sekundiren Alkohole. Eine
solche Reaktion ist zuerst am Furfurol beobachtet?); das Ver-
halten der beiden Oxyaldehyde Glykolaldehyd4) sowie Acetaldol$)
lehrt weiter, daBl Oxycarbonylverbindungen, die nicht zu den
,»girbaren‘‘ Zuckerarten ziéhlen, in gleicher Weise phytochemisch
reduzierbar sind. Fiir ein einfaches O x yketon liegt bisher keine
diesbeziigliche Erfahrung vor. Am Beispiele des niedrigsten
Vertreters dieser Gruppe, des Acetols (CH;.CO.CH,0H),
zeigen wir im folgenden, daBl auch hier die phytoche-
mische Reduktion zu dem entsprechenden zweiwer-
tigen Alkohol leicht gelingt. Das Acetol bietet in dieser
Hinsicht als Angehériger der 3-Kohlenstoffreihe und wegen seiner
Beziehungen zum Methylglyoxal, zur Milchséure und Brenztrauben-
siure sowie zum Zucker selbst ein besonderes Interesse dar.

1) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1912—1918.

2) C. Neuberg und F. F. Nord, 52, 2237 und 2248. 1919.

3) C. J. Lintner und H. v. Liebig, H. 72, 449. 1911.

4) C. Neuberg und E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 114. 1915.
5) C. Neuberg und E. Kerb, diese Zeitschr. 92, 96. 1918.

21+
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Acetol wird in Beriihrung mit arbeitender Hefe in betricht-
lichem Umfange in Propylenglykol, CH,-(.IHOH- CH,OH,
verwandelt. Dieser Ubergang ist mit den beiden fiir das Acetol
in Betracht gezogcnen Formulierungen (CH, - CO - CH,OH hzw.
CH, . COH - CH,) vereinbar. Das so von uns gewonnene

I -0

Propylenglykol war stets stark linksdrehend; die
phytochemische Reduktion verliuft demnach asym-
metrisch, wie bisher in allen Fiillen festgestellt worden
ist, die dazu die Méglichkeit bieten!). Diese Reduktion
des Acetols geht sowohl mit obergiiriger als mit untergiriger Hefe
vor sich, allerdings mit ersterer glatter, wenigstens bei der von
uns gepriiften Rasse. Das gewonnene «, §-Dioxypropan zeigte
in drei Fillen eine nahezu iibereinstimmende spezifische Drehung
von [a]l¥ = —15,66° in wasserfreiem Zustande und von [a]l¥
= —20,48° in wiisseriger Losung, wihrend in einem vierten An-
satze eine noch etwas hohere, in einert fiinften eine niedrigere
Aktivitit festgestellt wurde. Ob die erzielte Drehung die maximale
ist, bleibt unentschieden; jedenfalls diirfte man von diesem
biochemisch leicht erhiltlichen ‘hochdrehenden Produkte nach
bekannten chemischen Methoden unschwer zur reinen 1-Form
gelangen konnen, falls sie noch nicht vorliegt. Hervorgehoben sei,
daB der erreichte Wert nicht unwesentlich gréBer ist, als fiir die
bisher bei anderen Reaktionen beobachteten spiegelbild-
isomeren Formen dieser Substanz.

Die von Le Bel?) beschricbene baktericlle Spaltung des racemischen
Propylenglykols hatte eine livogyre Verbindung vom Drehungsvermogen
—1°156" bis —4°35’ (im 2,2 dcm-Rohr) geliefert. Nach Ad. Griin3) ist
jedoch diese Zerlegung nicht reproduzierbar; er gibt an, da das von Le
Bel verwendete sogenannte Bacterium termo nicht einheitlich gewesen
sei, sondern aus einer Mischkultur bestanden habe. Die von A. Péré¢)
mit Thyrothrix tenuis und die von A. Kling?) mit dem Sorbose-bacterium
sowie mit Mycoderma aceti aus racemischem Propylenglykol nach
wochenlanger Einwirkung der Erreger erhaltenen Substanzen waren mehr

1) C. Neuberg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 32. 1914;
C. Neuberg und M. Ringer, diese Zeitschr. 90, 388. 1918; C. Neuberg
und A. Lewite, diese Zeitschr. 91, 257. 1918; C. Neuberg und E. Kerb,
diese Zeitschr. 92, 96 und 111. 1918; C. Neuberg und F. F. Nord, 1. c.

2) Le Bel, C. r. 92, 532. 188l.

3) Ad. Griin, B. 52, 260. 1919.

1) A. Pér¢, Ch. C. 97, II. 517.

5) A. Kling, Ch. C. 1900, I, 280 und 1901, II, 576.
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oder weniger rechtsdrehend. Auf rein chemischem Wege — durch Spaltung
des $-Chlor-n-propylamins und weiterhin iiber das aktive g-Chlor-a-propa-
nol und das dazu gehorige Propylenoxyd — kamen E. Abderhalden und
E. Eichwald?) zu aktivem Propylenglykol; sie. gaben fiir die 1-Form das
Drehungsvermégen [a]5 = —8,97° und fiir die d-Form [a]5 = +13,71°
an, und zwar beide Male fiir die wisserigen Losungen. Die Gewinnung des
aktiven Propylenglykols auf diese Weise scheint nicht ganz leicht zu sein,
namlich abgesehen von dem mithevollen Wege infolge bisher unerklirter
UnregelmaBigkeiten, die beispielsweise vom d-Propylenoxyd bald zu einem
rechtsdrehenden, bald zu einem linksdrebhenden Dioxypropan fiihrten.
SchlieBlich hat Ad. Griin (1. ¢.) die Gewinnung von aktivem Propylen-
glykol erstrebt; er ist unter Verwendung des von Meth fiir die Zerlegung
des racemischen Butylalkohols angegebenen Verfahrens bis zum Di-
schwefelsdureester des Propylenglykols gelangt, dessen Bariumsalz dex-
trogyr befunden wurde.

Die auf biochemischem Wege vollzogene reduktiv-
synthetische Bildung optisch aktiver Kérper aus
strukturell inaktivem Material ist prinzipiell ver-
schieden von der biologischen Methode Pasteurs, bei
der die eine Komponente der Racemverbindung durch
ein Lebewesen fortgeschafft wird. Im vorliegenden Falle
liefert zugleich die asymmetrische Hydrierung des Acetols ein
weit stirker drehendes Propandiol als die Spaltung von fertigem
d, 1-Propylenglykol mittels Mikroorganismen, und zwar in nicht
mehr Tagen, als sonst Wochen erforderlich waren.

Die phytochemische Reduktion des Acetols verlief mit der
nach den Angaben von J. U. Nef?) erhiltlichen Ausgangssubstanz
ohne Schwierigkeiten. Die Hydrierung ging in den Ansitzen mit
girender Oberhefe in 3—5 Tagen vor sich, wobei die Konzen-
tration an Acetylcarbinol 1—1,6%, nicht iiberstieg.

Diebiochemische Behandlung des Propanolonserfolgte zuniichst
in 3 Ansétzen, bestehend aus 1000, 1200 bzw. 1400 ccm lauwarmem
Leitungswasser mit 100, 120 bzw. 140 g Zucker und ebensoviel
obergiriger Hefe (Rasse M des Instituts fiir Gérungsgewerbe
in Berlin) sowie mit 8 g, 10 g bzw. 16 g des Oxyketons, welches
frisch bereitet und vor der jeweiligen Verwendung nochmals im
Vakuum destilliert worden war. Die Vergirung vollzog sich bei
Zimmertemperatur flott; doch sind am zweiten oder dritten Tage,
da Fehlingsche Losung in der Kilte noch schwach reduziert
wurde, je 100 g Hefe hinzugefiigt worden.

1) E. Abderhalden und E. Eichwald, B. 51, 1312. 1918.

?) J. U. Nef, A. 335, 260. 1904.
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Nachdem die Girung beendet war, haben wir zur Isolierung
des Reduktionsproduktes das filtrierte Giargut bei etwa 35° aaf
Sirupdicke konzentriert, erschépfend mit absolutem Alkohol aus-
gezogen, den Alkoholextrakt wiederum verdampft und das Resi-
duum von neuem in absolutem Alkohol aufgenommen, durch
Zusatz eincs Drittel Volumens Ather von Verunreinigungen be-
freit, filtriert und ejngeengt. Den letzten Riickstand haben wir
in abseolutem Alkohol gelést und diese Fliissigkeit iiber frisch
gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. Die Rektifikation lieferte
im ersten Falle 3, im zweiten 5 und im dritten 6,5 g 1-Propylen-
glykol, dessen Analysenfraktion bei gewéhnlichem Druck zwischen
186—188° sott.

Fir die unverdiinnte Substanz fanden wir folgende optischen
Konstanten bei der Priifung im 1 dem-Rohr:

Bei I: a = —16,31°,

» II: &= —16,27°,

» HI: & = —16,30°.

Daraus berechnet sich:

(2] = —15,66°

(1=1, c=100, d = 1,04).
Fur die wisserige Lésung ergab sich:
[x]y = —20,48°

(x = —1,06°, 1 =1, 0,56191 g Subst. mit Wasser zu 10,0070 g geloet,
d = 1,0032).

0,1578 g Subst.: 0,2708 g CO,, 0,1456 g H,O.
C,H,0,: Ber. C = 47,35%, H = 10,52°;
(76) gef. C = 46,80%. H = 10,35%.

In einem vierten Falle wurden zu 400 g Zucker in 4000 ccm
Wasser 400 g Oberhefe M gegeben und nach Beginn der Géirung
40 g Acetol zugesetzt. Die Maische ist zunichst so lange bei 12°
belassen, bis die Kohlensidureentwicklung schwach geworden war,
und die Vergirung ist dann bei 32° in 48 Stunden zum AbschluB
gebracht. Das dem Acetol eigene Reduktionsvermdgen gegen
Fehlingsche Losung in der Kialte verschwand dann ohne erneute
Zucker- und Hefezugabe. — Ein Vergleich des erzielten Ergebnisses
mit dem vorher erwihnten zeigte somit einen gewissen Vorteil
dieser Art von verlangsamter Garfiihrung.

Die Aufarbeitung nach dem beschriebenen Verfahren lieferte
24 g zwischen 102—105° (256 mm) siedende wasserklare Haupt-
fraktion. Bei ihrer Rektifikation unter Atmosphirendruck ging
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fast die gesamte Menge zwischen 186—187° (unkorrigiert) iiber.
Die Drehung war noch etwas hoher als in den oben wwderge
gebenen Versuchen:
6] = —16,11°
(x = —16,76°, 1 =1, d = 1,04).

0,1589 g Subst.: 0,2762 g CO,, 0,1492 g H,0.
C,H,0,: Ber. C = 47,36%, H = 10,52%;
(76) gef. C = 47,409, H = 10,43%.

Die optische Reinheit unseres Propylenglykols hétte sich
durch Uberfithrung in die entsprechende Milchséure beurteilen
lassen. Wir versuchten die Oxydation mit Hilfe des Verfahrens,
das V. v. Richter sowie E. Fischer und H. Leuchs!) zur Um-
wandlung von Epichlorhydrin in Chlormilchsiure angewendet
haben; wir beobachteten unter anderem nach der Behandlung
mit Salpetersiure auch Milchsiure, nachweisbar mit der Probe
von Fletcher und Hopkins. Von einer nédheren Untersuchung
haben wir jedoch Abstand genommen, da das schlieBlich erhaltene
Zinksalz kein Drehungsvermigen aufwies. Moglicherweise fiihrt
die Reaktion zunichst zu Acetol, das nach Angabe von Nef (1. c.)
durch weitere Oxydation iiber Methylglyoxal gleichfalls Milch-
saure, und zwar selbstverstindlich inaktive, liefert.

Beim fiinften Versuche entstand ein Propylenglykal von
schwicherer Aktivitit. Hier waren 25 g Acetol in einem Gér-
ansatz mit 250 g Zucker und 250 g Hefe in 2,56 | Wasser behandelt.
Als nach 3 Tagen kein Reduktionsvermoégen mehr vorhanden
war, erfolgte die Aufarbeitung wie in den friiheren Fillen; isoliert
wurden 14 g «, f-Dioxypropan.

Der abgelesene Drehungswinkel betrug beim 1 dem-Rohr = —8,15°;
daraus ergab sich [a]¥ = —7,84°.

Auch mit einer untergirigen Hefe (von der Schultheif3-
Brauerei zu Berlin) gelang die Reduktion des Acetols, allerdings
wie bereits erwihnt weniger glatt indem mehrfache Erneuerung
der Hefe nétig war.

1I1.

Es sind gerade 20 Jahre vergangen, da der erste Fall von
Vorkommen einer racemischen Verbindung im Tierkorper be-

1) V. v. Richter, Journ. f. prakt. Chemie 20, 193. 1879; E. Fischer
und H. Leuchs, B. 33, 3794. 1902.
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kannt geworden ist!); es handelt sich um die d,l-Arabinose bei
der Pentosurie. Das Zustandekommen dieser Stoffwechselanomalie
ist bis jetzt nicht voll aufgeklirt. Fiir die Fille von echter Pen-
tosurie mit Ausscheidung von racemischer Arabinose hat am
meisten Anklang folgende, 1902 von Neuberg ausgesprochene
Theorie?) gefunden.

E. Salkowski und C. Neuberg?) war es gelungen, die d-Glucuron-
siure durch biochemische Kohlenséureabspaltung in 1-Xylose umzuwandeln
und so von der d-Reihe der Kohlenhydrate auf einem physiologischen
Wege zur l-Reihe zu gelangen. Daran ankniipfend wurde in den , Ergeb-
nissen der Physiologie‘‘4) 1904 nachstehendes ausgefiihrt:

»Stellt man retrospektiv eine analoge Betrachtung iiber die Abstam-
mung der Harnpentose an, d. h. denkt man sich die Kohlenstoffkette
dieser Pentose iiber die Alkoholgruppe hinaus um eine Kohlenstoffgruppe

overlingert, so gelangt man zu dem iiberraschenden Ergebnis, daB die
Harnpentose in Beziehung zu den Zuckern der Dulcitreihe, z. B. mit
d-Galaktose, tritt ... Im Lichte dieser Betrachtung erscheint es vielleicht
mehr als ein Werk des Zufalls, daB der einzige optisch inaktive Zucker, der
bisher in der Natur auler der i-Arabinose (Harnpentose) aufgefunden ist,
gerade die i-Galaktose ist. Aus zwei seltenen Produkten allerdings pflanz-
lichen Ursprungs, im Chagualgummi und im Norischleim, haben F. Winter-
stein (1898) sowie Tollens und Oshima (1801) durch Hydrolyse die
optisch inaktive Galaktose erhalten. Um fiir den menschlichen Organismus
die Mdglichkeit einer solchen Abstammung der Harnpentose aus der Galak-
tose zuzugeben, bedarf es lediglich der Annahme von priexsistierenden
Galaktosegruppen sowie der Vorginge abwechselnder Oxydation und Re-
duktion.*

In der Folgezeit ist dann eine ganze Reihe von Angaben®) gemacht,
laut denen tatsichlich eine gesteigerte Ausscheidung von d, l-Arabinose

1) C. Neuberg, B. 33, 2243. 1900. N

) C. Neuberg, Verhandl. der Berlin. physiol. Ges. 1902, 68.

3) E. Salkowski und C. Neuberg, H. 36, 261. 1902.

4) C. Neuberg in Asher - Spiros Ergebn. d. Physiol. 3. I. 428. 1904.

8) Vgl. hierzu Kj. O. af Klercker, Luzzatto, Schiiler, Tinte-
mann u. a sowie D. Romani, dessen wertvolle Monogr. (Pentosuria,
Siena 1913) auch die ausfiihrl. Literaturangaben entbélt. Romani schreibt
(L. c. S.501): ,,In altra parte del mio lavoro sono riportate in succinto le
varie teorie patogenetiche: di esse, in hase alle mie esperienze ed a quclle
compiute dagli altri ricercatori, mi sembra che la meno suscettibile di
critica e la pid soddisfacente sia la teoria di Neuberg che fa derivare il
pentosio dei pentosurici dal galattosio.* — Von neuen Gesichtspunkten hat
in jlingerer Zeit A. Alexander (Verhandl. d. dtsch. Kongr. f. inn. Med.
1914, 562 und Arch. f. Verdauungskrankheiten 24, 286. 1918) die Ab-
stammung der Harnpentose von der Galaktose beleuchtet.
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nach Darreichung von d-Galaktose und ihren Polysacchariden statthat.
Damit konnte die Pentosurie zuriickgefilhrt werden auf alternierende
Reduktion und Oxydation bzw. auf die umgekehrte Reihenfolge in der
physiologischen Verarbeitung der d-Galaktose, die durchaus im Bereiche
des Denkbaren liegt.

Im Hinblick auf diese Erfahrungen und gestiitzt auf altere
Beobachtungen von Neuberg und Mitarbeitern beziiglich des
asymmetrischen Verlaufs der phytochemischen Re-
duktionen haben deshalb im Jahre 1918 C. Neuberg und
E. Kerb!?) Stellung genommen zu einem Ausspruch von K. Hess
und A. Eichel?2)in der Asymmetriefrage. Nach diesem Ausspruch
wird namlich auf Grund des beachtenswerten Umstandes, daB
sie unter den Alkaloiden des Granatapfelbaums vorwiegend op-
tisch inaktive Basen fanden, den Vegetabilien eine eigene
Kraft zur Racemisierung zuerkannt; in der Fahigkeit des Tier-
korpers, im asymmetrischen Sinne auf- und abzubauen, diirfte
»eines der bedeutsamen physiologischen Unterschiedsmerkmale
zwischen Tier- und Pflanzenorganismus‘ bestehen. Wider eine
solche scharfe Trennung sprachen die von Neuberg und Kerb
als entgegenstehend angefiihrten abweichenden Beobachtungen
beim Tierkorper, und ihre!) Darlegungen in bezug auf die pflanz-
lichen Organismen lauteten folgendermaBen: ,,,,Andererseits
lehren gerade die zahlreichen asymmetrischen Spaltungen, welche
Racemgebilde der Zucker- und Eiweiireihe durch pflanzliche
Enzyme erfahren, daB die Vegetabilien im allgemeinen eine Tatig-
keit entfalten, die gerade auf das Gegenteil einer Racemisierung,
auf optische Aktivierung, gerichtet ist. Diesen Abbauvorgingen
reiht sich nun auch die synthetische Leistung der asym-
metrischen phytochemischen Reduktion an‘‘3).

Diese Ausfiihrungen von Neuberg und Kerb sind offenbar
den Herren Pringsheim¢) und Hess®) entgangen, zwischen

1) C. Neuberg und E. Kerb, "diese Zeitschr. 92, 99. 1918.

%) K. Hess und A. Eichel, B. 50, 1391. 1917; spiter erweitert B. 53,
119. 1920.

3) Die im voranstehenden Teil I beschriebene Bildung von aktivem
Propylenglykol aus strukturell inaktivem Acetol ist ein neues Beispiel
phytochemischer. Wirkung in ausgesprochen asymmetrischer
Richtung.

4) H. Pringsheim, B. 58, 1372. 1920.

5) K. Hess, B. 53, 1375. 1920.
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besonderen Fihigkeit des Pflanzenkérpers zu symmetrischen
Leistungen stattgefunden hat. Wenn man die zuletzt von Hess
(1. c. 8. 1377) gewihlte Formulierung: ,,Ich moéchte mich also
zundchst in meiner diesbeziiglichen friiher gegebenen Schluf3-
folgerung beschrinken und hervorheben, daB die stereochemische
Spezifitit der Enzyme im hoher entwickelten Organismus zuzu-
nehmen scheint®, auch voll wird gelten lassen und man anderer-
seits bestimmten Ausfilhrungen von Pringsheim zustimmen
darf, so kann man dem Problem wohl noch eine andere Seite ab-
gewinnen. Diese ist: Es scheint kein wesentlicher Unter-
schied zwischen Tier- und Pflanzenkérper hinsichtlich
dieses Teiles der Asymmetriefrage zu bestehen.

Sollte namlich Pringsheim die Pentosuriefille als die
einzige Ausnahme von der Regel asymmetrischen Geschehens
im animalischen Stoffwechsel betrachten, so wiirde das nicht
zutreffen. Symmetrische Vorginge sind weit zahlreicher. Ob-
gleich nach den Ermittelungen von J. Pohl und M. Rawicz?)
der Befund?) von d,l-ac-a-Tetrahydronaphthylharnstoff im
Hundeharn nach Verabfolgung von Tetrahydronaphtalin durch
einen sekundiren Zusammentritt von ac-&-Tetrahydronaphthol
mit Harnstoff extra corpus seine Erklirung findet, so bleibt doch’
die physiologische Bildung des racemischen 4fach-hydrierten
Naphthols bestehen. Ferner sind racemische Arbeitsweisen auch
sonst fiir den Tierkorper bekannt. Dabei darf man natiirlich mit
Hess daran festhalten, daB die Gegenwart je eines Antipoden
in Organismen ungleicher Art dem Prinzip der Enzymspezifitit
nicht widerspricht; die Betrachtung mu8 sich auf gleiche Arten
beschriinken. Hier findet man z. B. angegeben, daB sowohl
d- als 1-Cerebronsiure3) wie d, 1-Cerebrin¢) in den Gehirnlipoiden
vorkommen, ferner daB d- und l-Glycerinphosphorsidure®) auf-
treten. Das symmetrische Verhalten von d- und l-Weinsidure er-
gibt sich aus den Feststellungen von Neuberg und Saneyoshi®);

1) J. Pohl und M. Rawicz, H. 104, 95. 1919,

?) G. Schréter und K. Thomas, H. 101, 262. 1918.

. 3) P. A. Levene und W. A. Jacobs, Chem. Centralbl. 12, II. 1671;
8. a. Ch. C. 13, I, 2045.
4) P. A. Levene, Chem. Centralbl. 13, II. 1495.
5) S. Frankel und L. Dimitz, diese Zeitschr. 21, 337. 1909; vgl.

dazu P. A. Levene und J. P. Rolf, Journ. of Biolog. Chem. 40, 1. 1919.
8) C. Neuberg und S. Saneyoshi, diese Zeitschr. 36, 32. 1911
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von den mehrfachen Beobachtungen iiber gleiches pharmakele-
gisches Verhalten von Antipoden sei nur auf die Erfahrungen von
Cloetta und Waser!) bei ac-f-Tetrahydronaphthylamin und
dessen Derivaten sowie auf die Frgebnisse von Joachimoglu?)
mit den stereoisomeren Campherformen verwiesen. Zwar haben
Versuche®) mit d,l-Arabinose, d,l-Arabonsiure und d,l-Man-
nose gezeigt, daB diese racemischen Gebilde im Organismus des
Kaninchens eine gewisse Zerlegung erfahren konnen, aber der
groBte Teil der inaktiven Verbindungen ging durch den Tier-
korper unverindert hindurch, niherte sich also dem Verhalten
der Traubensdure4).

Zwei hohere homologe Dicarbonsiuren der Zuckerreihe
haben nun im Tierkorper dasselbe Schicksal wie die d,l-Wein-
siure. Es sind dies die d,l-Zuckersiure sowie die d,1-Manno-
zuckersiure. Beide Substanzen passieren den Leib des Ka- -
ninchens, ohne Spaltung in die optischen Komponenten zu er-
fahren.

Diese Experimente mit den beiden genannten inaktiven
Kohlenhydratsiiuren sind vor lingerer Zeit ausgefiihrt, aber nicht
veréffentlicht worden, weil sie Gegenstand einer ausgedehnteren
diesbeziiglichen Untersuchung sein sollten. Da die Zeitverhiltnisse
deren Wiederaufnahme in Frage stellen, so sei hier kurz dber
die betreffenden Resultate berichtet:

Versuche.

Es ist fiir d-Zuckersiure bekannt, daB sie im Organismus des Menschen
und der Tiere nur unvollstindig verbrennt®). Mit Mannozuckerséure
scheinen bisher keine Tierversuche angestellt zu sein. -

A. Verhalten von d,1-Zuckersiiure.

a) Nach subcutaner Verabfolgung von 10g d, 1-Zuckersiure als Natrium-
salz in 50 ccm Wasser an einem Kaninchen von 1920 g wurden innerhalb
26 Stunden 95 ccm Harn gesammelt. Derselbe zeigte direkt oder nach dem

1) M. Cloetta und E. Waser, Chem. Centralbl. 13, II, 2150.

1) G. Joachimoglu, Chem. Centralbl. 16, II, 408.

3) C. Neuberg und J. Wohlgemuth, H. 35, 41. 1902 und C. Neu-
berg und P. Mayer, H. 37, 530. 1903.

4) C. Neuberg und S. Saneyoshi, L c.

8) P. Mayer, Chem. Centralbl. 3, I, 474; O. Baumgarten,
Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 2, 53. 1905; J. Baer und L. Blum,
Arch. f. experimen. Pathol. u. Pharmakol. 65, 1. 1911; E. Schott,
ebendas. 63, 35. 1911; C. Paderi, Chem. Centralbl. 16, II, 585.
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Erwirmen mit Sdure keine optische Aktivitit. Er enthielt weder EiweiB
noch Zucker und war ohne Einwirkung auf Fehlingsche Mischung. Sein
bedeutendes Losungsvermogen fiir Kupferhydroxyd wies auf einen Gehalt
an einer Polyhydroxylverbindung hin. Der Harn wurde bei 35° auf 20 ccm
eingeengt und mit einer Losung von 5 g Phenylhydrazin in 8,5 ccem 60 proz.
Essigsiure 2 Stunden im siedenden Wasserbade behandelt. Dabei wurden
4,0 g einer zunichst mit gelblichbraunen Schollen durchsetzten Substanz
erhalten. Sie erwies sich, nach den Angaben von Maquenne umkrystalli-
siert, nach Schmelzpunkt- und Stickstoffbestimmung als Doppelhydrazid der
Zuckersiure. F. 210—211°. C;gH;,0,N,: Ber. N = 14,36; gef. N = 14,709,.

Eine Losung von 0,5 g dersclben mit 10,0 ccm 10 proz. alkohalischrer
Alkalilauge war vollkommen optisch inaktiv. Unter gleicken Verhalt-
nissen zeigte das Di-phenylhydrazid der d-Zuckersiure (5 Minuten nach kalt
bewirkter Losung) eine Rechtsdrehung = +1,09, Glucose im 2 dem-Rohr.

b) Subcutane Verabfolgung einer Liosung, die durch genaue Neutrali-
sation von 10 g saurem d, l-zuckersaurem Kalium mit Natronlauge erhalten
und auf ein Volumen von 50 ccm gebracht war. Menge des Harns nach
30 Stunden 80 ccm, Eigenschaften wie bei a). Die gesamte Urinportion
wurde bei etwa 35° auf 10 ccm konzentriert, mit 3 g festem Kaliumacetat
versetzt und mit Eisessig angesiduert. Nach wiederholtem kriftigen Reiben
und beim Stehen im Eisschrank schieden sich 1,7 g saures zuckersaures
Kalium aus. Durch Umbkrystallisieren aus heiBem Wasser unter Zusatz
von etwas Knochenkohle rein weiBe Krystalle. C,H,04K: Ber. K = 15,73;
gef. K = 15,939,

Nach dem Erwirmen einer 5 proz. Losung') mit rauch. HCI trat keine
Drehung auf, ebensowenig bei Zugabe von Uranylnitrat + NaOH (s. unten).
Das saure Kaliumsalz der aktiven Zuckersiure zeigt bei obiger Behandlung
(0,56 g Salz, 10 ccm H,0, 7 Tropfen konz. HCl) nach E. Fischer (l. ). eine
Drehung = 3° im 2 dem-Rohr. Bequemer ist die Benutzung der drehung-
steigernden und -umkehrenden Wirkung von Uranylverbindungen, die bei
manchen Oxysiuren Holleman?) und H. Gross mann?) beobachtet hatten.

Eine zum Nachweise kleiner Mengen von aktiver Zucker-
si ure geeignete recht hohe Aktivitit erzielt man, wenn man zu nur 0,0625 g
d-zuckersaurem Kalium in 7,0ccm H,0 1,3 cem 20proz. Uranylnitrat-

losung sowie zur Neutralisation 0,7 ccm 2n-NaOH setzt und auf 10,0 ccm
auffiilit. Es besteht dann fiir das 2 dcm-Rohr Linksdrehung = —2,29,
Glucose; die verwendete sehr kleine Quantitit d-zuckersauren Salzes
polarisiert fiir sich praktisch = 0. '

Im urspriinglichen Harn rief die Zufiigung von Uranylacetat + Lauge
gleichfalls kein Drehungsvermégen hervor. Da bei Anwesenheit von aktiver
Zuckersiure auch im Urin die Rotationsinderung eintritt, so ergibt sich,

"daB lediglich die d,1-Verbindung ohne Beimischung einer der aktiven
Komponenten ausgeschieden war.

1) E. Fischer, B. 23, 2623. 1890.
2) A. F. Holleman, R. 17, 326. 1898.
3) H. Grossmann, Z. Ver. Riibenzuckerind. 53, 1058. 1905.

.
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B. Verhalten von d,1-Mannozuckersiure.

10 g reines Doppellacton der d, l-Mannozuckersiure wurden vor-
sichtig mit Natronlauge neutralisiert. Die Losung (= 50 ccm) wurde einem
Kaninchen von 1620 g unter die Haut gespritzt. Der Harn, der innerhalb
24 Stunden entleert war, verhielt sich wie bei A., nur reduzierte er miig
Fehlingsche Fliissigkeit; diese Eigenschaft kommt bekanntlich der Manno-
zuckersiure selbst zu. Aus dem im Vakuum konzentrierten Urin wurden
2,65 g eines Doppelhydrazids erhalten; durch seinen Schmelzpunkt (222
bis 225°) erwies es sich als Derivat der racemischen Mannozuckersiure;
denn die entsprechende Verbindung der aktiven Formen schmilzt bereits
bei 212°. C,H,;,0,N,: Ber. N = 14,36; gef. N = 14,489,

Auch die kalt bereitete Losung!) von 0,3 g Doppelhydrazid mit
10,0 ccm 10 proz. alkoholischer Kalilauge war optisch inaktiv, wiahrend die
d-Komponente unter diesen Verhiltnissen (nach insgesamt 20 Minuten)
eine Rechtsdrehung = +2,8% Glucose im 2 dem-Rohr zeigtd?).

Der native Harn war inaktigy blieb es auch nach Zugabe von Saure.
Demgegentiiber ist Urin, der z. B. d-mannozuckersaures Natrium enthilt,
schwach dextrogyr und nimmt bei Zusstz von iiberschiissiger Salzsiure
nach einigem Steben, schneller beim Erwirmen, eine auf Lactonisierung
beruhende starke Drehung an; Zusatz von Uranylacetat  Lauge erhohte
auch hier die Drehung unter gleichzeitiger Umkehrung. Daraus darf man
schlieBen, daB die stereoisomeren Formen der Mannozuckersiure vom
Kaninchen gleichmiBig verarbeitet werden.

Demnach sind die Falle symmetrischer Betiatigung des Tier-
korpers gar nicht so selten. Dal man bei Pflanzen scheinbar
ofter Racematen begegnet, hingt vielleicht mit der sehr viel
griindlicheren Untersuchung zusammen, die bisher die vege-
tabilischen Erzeugnisse gefunden haben. Hinzu kommt, da8l bei
einigen empfindlichen Pflanzenbasen eine kiinstliche, zu Tau-
schungen Anla8 gebende Inaktivierung vorliegen kann, wie das
Tanret?3) jiingst fiir das Granatapfelalkaloid Pelletierin angegeben
hat. Da es nach obigem nicht unwahrscheinlich ist, daB die
Zahl animalischer Vorgiinge mit symmetrischem Verlauf sich bei
einschligigen Versuchen erhoht, so wird man im ganzen zu
der Auffassung gelangen, daB ein durchgreifender Unter-
schied in dieser Richtung zwischen beiden Natur-
reichen nicht obwalten diirfte.

1) Dieselbe erfolgt beim Schiitteln in der Kilte in etwa 15 Min.

?) Aktive Zuckersiure und Mannozuckersiure konnen also durch die
von uns festgestellte sehr verschiedene Drehung ihrer Doppelhydrazide
unterschieden werden; die Verbindung der Mannosereihe dreht viel stirker
(vgl. S. 322).

%) G. Tanret, Chem. Centralbl. 20, III, 193.



Nachtrag zu der Mitteilung
von M. Weiss, diese Zeitschr. 112, 61. 1920.

Das Uromelanin enthilt organisch gebundenen Schwefel.
Beim Erhitzen einer Probe im Rohrchen wird ein Bleipapier ge-
schwarzt. Die Substanz enthilt keine gepaarte Schwefelsiure,
da das Kochen einer mit Barytwasger und HCl versetzten Probe
keine Triibung ergibt. Sulfate sind nicht nachweisbar.

Die Mikroanalyse auf S ergab:

1. 10,887 mg 1,406 mg Asche = 12,919%;;
2,56 mg BaSO, = 3,22% S.

2. 8,700 mg , 1,323 mg Asche = 15,219%;
1,91 mg BaSO, = 3,019%,.

Auf aschefreie Substanz berechnet, ergab sich fiir
S 1 3,699, 2. 3,56%.1

Die Differenz im Aschegehalt erklirt sich daraus, daB die
Substanz beim Erhitzen unter Glithen und Funkenspriihen ver-

brennt, wobei Teilchen auch ats dem Schiffchen geschleudert
werden.
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